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APRESENTACAO

Caro leitor,

As Ciéncias Biologicas € uma grande &rea de estudo que diz respeito a todos
0s seres vivos e suas especificidades; mas também faz intersecgdo com outras areas,
como a Educacéo, a &rea da Saude e a Biotecnologia. Nesta obra, “Producéo cientifica
em Ciéncias Biologicas 2”, nossa intencéo é mostrar ao longo de 18 capitulos o que vem
sendo produzido neste campo, com trabalhos originais ou de revisao que englobam saudde,
bioconservacdo, meio ambiente, pesquisa experimental, Microbiologia, aplicacbes na
industria farmacéutica e Educacéo.

Trabalho com anticorpos monoclonais para diagnostico, com antigenos plaquetarios,
ou avaliagédo de aspectos clinicos e epidemiologicos de doengas como anemia falciforme;
producdo de cosméticos, aplicagdo de biotecnolégica de micro-organismos na indistria,
conservagdo ambiental e registro de novas espécies animais; ou avaliagdo do tema
saude e curriculo escolar. Estes sdo alguns dos temas encontrados neste livro e mostram
a importancia da multidisciplinaridade e da interdisciplinaridade dentro das Ciéncias
Bioldgicas. E com certeza uma literatura necessaria para estudantes e profissionais.

Sempre prezando pela qualidade, a Atena Editora possui um corpo editorial formado
por mestres e doutores formados nas melhores universidades do Brasil, com o objetivo
de revisar suas obras. Isto garante que um trabalho de alta qualidade chegue até vocé.
Esperamos que vocé tenha uma étima leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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RESUMO: A paracoccidioidomicose (PCM)
€ uma doenca sistémica causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis e pela nova espécie,
P. lutzii, ainda pouco investigado. Objetivou-se
obter IgG monoclonal anti-gp43 de P. brasiliensis
e analisar sua reatividade com os antigenos de
P. brasiliensis e de P. lutzii. Inicialmente foi obtida
IgG anti-gp43 (mAbgp43) por expansdo de
hibridoma produtor de anticorpos monoclonais
a gp43 e cromatografia de afinidade (proteina
G). A reatividade de mAbgp43 foi analisada
por dotblotting utilizando antigenos totais de P,
brasiliensis (B339)e de P. lutzii (LDR2), como
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também uma amostra de escarro de paciente com PCM. Foi determinado nivel de gp43
em amostras de urinas de pacientes com PCM por ensaio imunoenzimatico de inibicdo
(inhELISA) utilizando mAbgp43. O dotblotting demonstrou reatividade intensa de mAbgp43
com antigenos de P, brasiliensis, mas nao com os de P. lutzii. A amostra de escarro mostrou-
se positiva. O inhELISA demonstrou um nivel elevado de gp43 em urinas de pacientes
com PCM em relagdo ao controle saudavel (p<0.05). Conclui-se que mAbgp43 interage
fortemente com os antigenos de P. brasiliensis e ndo com os de P. lutzii e que existe potencial
de se utilizar mAbgp43 para detecgdo/quantificacéo de gp43 em amostras de bioldgicas (tais
como escarros e urinas). Todavia existe a necessidade de estudos adicionais para infecgdes
causadas pelo fungo P. lutzii.

PALAVRAS-CHAVE: Antigenos, Imunodiagnéstico, ELISA de inibi¢cdo, Micose.

MONOCLONAL ANTIBODY TO GP43 AND ANALYSIS OF REACTIVITY WITH
ANTIGENS FROM Paracoccidioides brasiliensis AND P. Jutzii IN HUMAN
PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS

ABSTRACT: Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic disease caused by the fungus
Paracoccidioides brasiliensis and by the new species, P. lutzii, still little investigated. The
objective was to obtain anti-gp43 monoclonal IgG from P. brasiliensis and analyze its
reactivity with P. brasiliensis and P. lutzii antigens. Initially, IgG anti-gp43 (mAbgp43) was
obtained by expanding a hybridoma producing monoclonal antibodies to gp43 and by affinity
chromatography (protein G). The reactivity of mAbgp43 was analyzed by dot blotting using
total P, brasiliensis (B339) and P, lutzii (LDR2) antigens, as well as a sputum sample from a
patient with PCM. The gp43 level was determined in urine samples from PCM patients by
inhibition enzyme-linked immunosorbent assay (inhELISA) by using mAbgp43. Dot blotting
showed intense reactivity of mAbgp43 with P. brasiliensis antigens, but not with P. lutzii
antigens. The sputum sample was positive. inhELISA demonstrated an elevated level of gp43
in urines of PCM patients compared to healthy control (p<0.05). It is concluded that mAbgp43
strongly interacts with P, brasiliensis antigens and not with those of P, lutzii and that there is
potential to use mAbgp43 for detection/quantitation of gp43 in biological samples (such as
sputum and urine). However, there is a need for additional studies for infections caused by
the fungus P. lutzii.

KEYWORDS: Antigens, Ammunodiagnosis, Inhibition ELISA, Mycosis.

11 INTRODUGAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por
microrganismos do género Paracoccidioides, que atualmente inclui o P. brasiliensis e a
nova espécie P. lutzii (TEIXEIRA et al., 2009). A PCM é classificada em PCM infec¢éo e
PCM doenca, estapode se apresentarna forma aguda ou subaguda (ou forma juvenil), forma
crbnica (tipo adulto) ou forma residual (sequelas). A forma crénica pode ser subdividida em
PCM unifocal ou multifocal conforme o nimero de locais das les6es (FRANCO et al., 1987).

A PCM acomete principalmente os pulmdes, mas pode afetar diversos 6rgaos, como

os linfonodos, as mucosas, a pele, as glandulas adrenais, o sistema nervoso central, etc
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(MENDES, 1994). Devido a essa ampla gama de manifestagdes clinicas, a confirmacao
laboratorial é de grande importancia no estabelecimento do diagnéstico e acompanhamento.
Para isso, tem-se utilizado métodos sorolégicos de determinagdo de niveis de anticorpos
a glicoproteina de 43kDa (gp43) de P. brasiliensis (CAMARGO, 2008). Na forma aguda ou
na forma crénica da doenca ha também aumento no nivel de gp43, sendo este antigeno
utilizado como marcador da gravidade da doen¢ca (MENDES-GIANNINI et al., 1989).

21 MATERIAL E METODOS

Para obtencgéo de anticorpos monoclonais, os hibridomas foram cultivados em RPMI
completo a 37°C em estufa de CO,. Para a obtencdo de IgG, a amostra de sobrenadante
foi passada em coluna de Sepharose-Proteina G e a IgG obtida considerada mAbgp43.

Foram utilizadas amostras de urinas provenientes do banco do Laboratério de
Imunologia Aplicada, CCB, UEL, oriundas de pacientes com PCM atendidos no HU/
HC da Universidade Estadual de Londrina e de doadores saudaveis, ambos os grupos
participantes do projeto de extensdo (PROEX/UEL 01785).

Os antigenos foram obtidos dos fungos P. brasiliensis B339 (S1) e P. lutzii = isolado
LDR2. Os antigenos totais foram obtidos de cada espécie fungica utilizando a técnica
descrita por Camargo et al (1991). O extrato total (macerado) foi obtido por maceracao de
massa fungica de cada espécie (suspensa em PBS) utilizando gral e nitrogénio liquido (3x).

Para a realizagdo do dotblotting, uma aliquota de 3 pl de antigeno (macerado e
escarro) foi pipetado em membrana de nitrocelulose e incubada com mAbgp43 (100ug/ml)
por 2 h a 37°C. Em seguida, a membrana foi tratada com IgG anti-mouse conjugado com
peroxidase. ApOs lavagens, a reagao foi revelada com uma solugédo TMB.

ELISA de inibicao foi realizada como descrito por Marques da Silva et al (2003).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os anticorpos monoclonais anti-gp43 (mAbgp43) produzidos foram avaliados por
dotblotting, sendo positivo para mAbgp43 com CFA de P. brasiliensis B339 (S1). No entanto
P. lutzii (LDR2) ndo demonstrou reatividade ou com reatividade extremamente baixa
(Figura 1). Este resultado possivelmente se deve a maior especificidade de mAbgp43 para
P. brasiliensis S1 e também pode ser devido aauséncia de gp43 ou mesmo menor produ¢céo
pelofungoP.lutzii, isolado LDR2.

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 1 _



Figura 1. Resultado de dotblotting de amostras de antigenos totais provenientes dos fungos P.
brasiliensis S1 (B339), P. lutzii (LDR2) e de amostra de escarro de paciente com PCM, utilizando
mAbgp43. Controle negativo (PBS), em duplicata.

Os métodos de determinagéo quantitativa de antigenos de P. brasiliensis tém sido
introduzidos para fins de diagnoéstico e tratamento da PCM (GOMEZ et al., 1997; SALINA
et al., 1998; MARQUES DA SILVA et al., 2004).

Foi realizada analise quantitativa de gp43 em urinas de pacientes com PCM
por ELISA de inibicdo. Fez-se a curva padréo plotada da leitura da densidade Optica
(opticaldensity — O.D.) a 492nm versus a concentracdo de antigenos gp43, obtendo-se
R?=0,9989 (Figura 2A). As amostras de urina de pacientes com PCM demonstraram um
nivel significativamente maior que os de doadores saudaveis (Figura 2B).

Figura 2. ELISA de inibicdo para a detec¢édo de gp43 de P, brasiliensis na urina .1A. A curva
padréo plotada da O.D. vs. concentragdo de antigenos gp43 (R?=0,9989) usada para determinar a
concentragdo de gp43 em amostras de urina do paciente. 2B. PCM = pacientes com suspeita e com
PCM vs. CONTROL = controle negativo (p<0,05).
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E importante a quantificacdo de antigenos, sendo que a determinacdo somente de
anticorpos pode resultar em falso negativo em casos de pacientes com imunossupresséo,
mas por outro lado um contato prévio com o fungo por um hospedeiro saudavel também
pode resultar em reagéo positiva.

41 CONCLUSAO

Conclui-se que mAbgp43 tem interacéo forte com os antigenos de P. brasiliensis,
mas ndo com antigenos de P. lutzii, e que se pode utilizar mAbgp43 para a detecgéo de
gp43 em amostras de escarros ou de quantificacdo de gp43 em amostras de urinas de
pacientes com PCM. Todavia, os resultados sugerem estudos adicionais para infeccoes
causadas pelo fungo P. lutzii.
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RESUMO: A doenca periodontal (DP) é uma
doenga crbnica, inflamatoria, que pode resultar
na destruicdo do tecido conjuntivo gengival,
do ligamento periodontal e do tecido ésseo.
Os Antigenos Plaquetarios Humanos (HPAs)
se localizam nas glicoproteinas de membrana
de plaquetas e alteracbes em sua estrutura
molecular e em suas fun¢des podem estar
relacionadas com o desenvolvimento de doencas;
porém, é incerto o seu papel na patogénese da
DP. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia dos polimorfismos de HPA-2 (rs6065) e
HPA-3 (rs5911) na patogénese da DP. Para isso,
foi conduzido um estudo caso-controle com 100
pacientes com DP e 100 controles saudaveis. As
genotipagens de HPA-2 e -3 foram realizadas
por PCR-SSP. A andlise da distribuicdo das
frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas
foi realizada pelo programa SNPStats e a
possivel associagdo por regressao logistica ou
pelo teste do qui-quadrado. O Odds Ratio (OR) foi
analisado com intervalo de confianca de 95% (IC
= 95%). Valores de P < 0,05 foram considerados
significados. Os individuos deste estudo estavam
pareados para sexo e idade (P> 0,05), com média
de idade para os pacientes e controles de 48,13
+ 8,84 e 46,66 + 10,21 anos, respectivamente.
As distribuicbes das frequéncias dos genétipos
investigados estavam de acordo com o equilibrio
de Hardy-Weinberg (P> 0,05). O hapl6tipo HPA-
2b/HPA-3a foi maior nos pacientes do que nos
controles e foi associado a suscetibilidade ao
desenvolvimento da DP (OR = 4,06, IC 95%:
1,34-12,72, P = 0,015). As distribuicoes das
frequéncias alélicas e genotipicas para os
SNPs de HPA-2 e -3 n&o diferiram entre casos e
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controles e ndo mostraram qualquer associagdo com o desenvolvimento da DP (P > 0,05).
Portanto, o haplétipo formado pelos polimorfismos de HPA-2 e HPA-3 foi associado ao risco
para o desenvolvimento da DP.

PALAVRAS-CHAVE: Antigenos de Plaguetas Humanas; Periodontite; Estudos de Associagao
Genética.

ASSOCIATION OF HUMAN PLATELET ANTIGENS, HPA-2, -3, AND
PERIODONTITIS

ABSTRACT: Periodontal disease (PD) is a chronic and inflammatory disease that results
in the destruction of connective tissue of gingiva, periodontal ligament and bone tissue.
Human Platelet Antigens (HPAs) are platelet membrane glycoproteins and changes in their
molecular structure and functions may be related to the development of diseases; however,
their role in the pathogenesis of PD is unclear. Thus, the aim of this study was to evaluate
the influence of HPA-2 (rs6065) and HPA-3 (rs5911) polymorphisms in the pathogenesis of
PD. For this, a case-control study was performed with 100 patients with PD and 100 healthy
controls. HPA-2, -3 genotyping was performed using the PCR-SSP methodology. The allele,
genotype and haplotype frequencies were performed using the SNPStats software and the
possible association was analyzed using logistic regression or the chi-square test. The Odds
Ratio (OR) was analyzed with confidence interval of 95% (Cl = 95%). P values < 0.05 were
considered significant. Patients and controls were matched by gender and age (P> 0.05). The
age of patients and controls were 48.13 + 8.84 and 46.66 + 10.21 years old, respectively. The
genotype frequency distributions were in accordance with the Hardy-Weinberg equilibrium
(P > 0.05). The HPA-2b/HPA-3a haplotype was higher in patients than controls and was
associated with susceptibility to PD development (OR = 4.06, 95% ClI: 1.34—12.72, P=0.015).
The HPA-2 and -3 allele and genotype frequency distributions did not differ between cases
and controls and were not associated with the development of PD (P > 0.05). Therefore, the
HPA-2 and HPA-3 haplotype was associated with the risk for the development of PD.

KEYWORDS: Antigens, Human Platelet; Periodontitis; Genetic Association Studies.

11 INTRODUGCAO

A doenca periodontal (DP) é uma doencga polimicrobiana causada por estimulos
imunopatogénicos de bactérias gram-negativas que se acumulam no sulco gengival,
principalmente Porphyromonas gengivalis (SOCRANSKY, S, S.; HAFFAJEE, 2005). O dano
aos tecidos é decorrente do intenso processo inflamatério frente a infecgéo, resultando na
formacéo de bolsas periodontais que se estendem ao tecido ésseo de suporte, causando
a destruicdo do tecido conjuntivo gengival, do ligamento periodontal e do tecido 6sseo
alveolar (KINANE; HART, 2003). Falhas em resolver a inflamacao local leva a persisténcia
da doencga e agravamento das lesdes (PAGE; KORNMAN, 1997). Na tentativa de limitar a
inflamacao, os neutréfilos sdo uma das primeiras células recrutadas, porém, a liberagéo de
substancias contidas em seu conteldo citoplasmatico pode levar a efeito contrario, com
quadros de hiperatividade (SELL et al., 2017).
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As plaquetas séo fragmentos celulares, anucleadas, oriundas da ciséo citoplasmatica
dos megacariocitos. Elas sdo importantes nos processos de coagulagéo sanguinea (GEAR;
CAMERINI, 2003), na regeneracgéo tecidual (KUMAR et al., 2014; WONG et al., 2013) e
na inflamacédo (GARRAUD; COGNASSE, 2015). As plaquetas possuem em seus granulos
mediadores pré-formados ou sintetizados recentemente. Dentre estes, as defensinas
e trombocidinas matam diretamente as bactérias presentes na corrente sanguinea. A
interleucina 1 e as quimiocinas quimiotaxicas a leucécitos, principalmente neutréfilos e
mondcitos, contribuem para as fungbes antimicrobianas e a indugdo e manutengcédo do
estado inflamat6rio. Na membrana de plaquetas ha moléculas de reconhecimento de
padrées, como os Receptores do Tipo Toll, (TLR)-2, -4, -9 (MANTOVANI; GARLANDA,
2013): 0 TLR-4 reconhece o lipopolissacarideo (LPS) de bactérias gram-negativas e, assim,
tem papel importante no processo inflamatério e no metabolismo 6sseo na DP (ZACARIAS
et al., 2019).

As plaquetas interagem com varias células do sistema imune inato e adaptativo
(GROZOVSKY; HOFFMEISTER; FALET, 2010; LI et al., 2012; MANTOVANI; GARLANDA,
2013; WEN; CHEN, 2018), promovendo a ativagao de neutréfilos, macréfagos e monécitos
(HOTTZ et al., 2014; MANTOVANI; GARLANDA, 2013; WONG et al., 2013), linfécitos T e
B (BUCHNER et al., 2003; COGNASSE; GARRAUD, 2005; ELZEY et al., 2005) e células
dendriticas (HILF et al., 2002; NOMURA et al., 2012). Estudos anteriores mostraram um
aumento da contagem de plaquetas em pacientes com DP quando comparada com o grupo
sem a doenca (LOURBAKOS et al., 2001).

Dentre as glicoproteinas expressas na superficie das plaquetas estao os antigenos
plaquetarios humanos (HPAs). Os HPAs compdem uma familia com 35 antigenos de
membrana (WEN; CHEN, 2018) que sao codificados por seis cromossomos e séo
distribuidos em seis complexos glicoproteicos. Apesar da grande diversidade, apenas os
HPA-1, -2, -3, -4, -5, e -15 parecem possuir importancia clinica ou reatividade sorolégica
confirmada (CURTIS; MCFARLAND, 2014; METCALFE et al.,, 2003). O HPA-2 se
encontra no complexo GPIlb-IX-V, exclusivo de plaquetas, conhecido como receptor de
von Willebrand, relacionado com a agregacéo plaquetaria e com a formagédo de trombos
(BRYCKAERT et al.,, 2015). O HPA-3 se encontra no complexo GPIIb/GPllla, também
conhecido como receptor de fibrinogénio. Este & abundante na superficie das células, logo
0 mais imunogénico, além de estar envolvido no contato célula-célula e célula-alvo durante
a hemostasia e agregagao plaquetaria. O papel de HPA-2 e -3 na patogénese da DP ainda
nao foi explorado.

Os polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) sédo alteragdes nas sequéncias
de DNA em uUnico par de base. As mudangas que ocorrem em regides nao codificantes de
gene alteram a quantidade da proteina codificada e as que ocorrem em regides codificantes
podem modificar a conformacdo da estrutura terciaria e a funcionalidade da proteina
(CHORLEY et al., 2008). Os SNPs de HPA-2 e -3 ocorrem em regides codificantes. O SNP
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de HPA-2, codificado no cromossomo 17 do gene GP1BA, é caracterizado pela troca de uma
citosina (C) por guanina (G) na posi¢ao 482 do gene, resultando na troca de treonina (Thr)
por arginina (Arg) na cadeia GPla do complexo (482 C>G, Thr161Arg, rs6065) (BIANCHI
et al., 2012). HPA-3 é codificado pelo gene ITGAZ2B, localizado no cromossomo 17, e 0 seu
polimorfismo se caracteriza pela substituicdo de uma timina (T) por uma guanina (G) na
posicéo 2621 do gene que resulta na troca da isoleucina (lle) para serina (Ser) na cadeia
pesada de GPIIb (2621 T>G, 1le843Ser, rs5911) (BIANCHI et al., 2012; WEN; CHEN, 2018).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos polimorfismos de HPA-2
(rs6065) e HPA-3 (rs5911) na patogénese da doenca periodontal em individuos residentes
no norte e noroeste do Parana.

21 MATERIAL E METODOS

Neste estudo caso-controle foram avaliados 200 individuos (caso/controle: 100/100)
residentes no norte e noroeste do estado do Parana. Os pacientes e os controles foram
avaliados e selecionados por um profissional qualificado nas Clinicas Odontoldgicas da
Universidade Estadual de Maringa (UEM) e do Centro Universitario Inga, entre 2012 e
2018. Todos os participantes da pesquisa assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Universidade Estadual de Maringa (UEM - COPEP N°. 719/2011, 12/02/2011
e CAAE/2016 N° 61544916.4.000.0104).

Os participantes foram avaliados quanto a profundidade de sondagem (PS),
sangramento a sondagem (BOP) e perda de insergéo clinica (CAL) nos quatros sitios de
cada dente (mesial, vestibular, distal e lingual) e, posteriormente, classificados de acordo
com The International Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions
de 1999 (AMERICAN ACADEMY OF PERIODONTOLOGY, 1999). Todos os individuos
selecionados tinham mais de 30 anos e pelos menos 20 dentes na cavidade oral. Pacientes
com DP deveriam apresentar pelo menos cinco sitios em dentes diferentes com PS =5 mm,
CAL = 3 mm e mais de 25% BOP. Os pacientes incluidos se enquadravam nos estagios
Il e lll (com base na gravidade, complexidade, extenséo e distribuicéo) e grau B (taxa de
progressdo moderada), seguindo a mais recente classificacdo das condi¢cdes e doengas
periodontais de 2017 (TONETTI; GREENWELL; KORNMAN, 2018). O grupo controle foi
composto apenas por individuos periodontalmente saudaveis, com PS < 4 mm e BOP
menor que 25%.

Individuos com diabetes mellitus, infec¢cdes agudas, doengas de comprometimento
6sseo, uso de antibiéticos ou anti-inflamatérios, gengivite generalizada ou periodontite
estagios | e IV e grau C e que realizaram tratamento periodontal nos Gltimos 6 meses nédo
foram incluidos nestes estudos.

A extragdo de DNA foi realizada pela técnica de salting-out modificada (JOHN et
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al.,, 1991) a partir de 10 mL de sangue periférico coletado em tubo com EDTA apés a
concentracéo de leucécitos em etapa de centrifugacdo. A concentragéo e a qualidade do
DNA foram avaliadas por densidade 6tica no equipamento Nanodrop 2000® (Nanodrop
Technologies, Wilmington, DE, USA). As genotipagens foram realizadas pela técnica de
PCR-SSP (Polymerase Chain Reaction - Sequence-Specific Primers) em termociclador
(System 9700 Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA). Como controle interno de
reagao, utilizou-se o gene do horménio do crescimento (HGH), que amplifica uma regido
de aproximadamente 434 pares de bases (pb). As sequéncias do primer forward de HPA-2
foram: 5’- CCCCCAGGGCTCCTGAC / T - 3’ e reverse: - 5> GCAGCCAGCGACGAAAATA
-3’, que amplificam um fragmento de aproximadamente 244 pb. O volume total de reacéo
12,5 pL, contendo 50 ng de DNA, tampéo 1X, 1,2 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTPs, 1,2
ng/uL de primer forward e reverse e 0,08 de mM de HGH, 0,65 U de Tag DNA Polimerase
(Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY, USA). As condi¢bes de ciclagem foram
95°C - 5 min, 32 ciclos a 95°C - 40s, 63°C - 50s, 72°C - 40s e a extenséo final de 72°C - 10
minutos. Para HPA-3, a sequéncia forward: 5-GGCCCTGGGACTGTGAATG -3’ e reverse:
5-GGGGGAGGGGCTGGGGA/ C - 3, que amplificam um fragmento de aproximadamente
293 pb. As concentracdes dos reagentes e as condi¢bes de ciclagem foram iguais as
usadas na reagé@o de HPA-2, exceto 1,6 ng/uL de primer forward e reverse e 0,064 mM de
HGH; a temperatura de anelamento foi de 62 °C. A visualizagéo de bandas ocorreu ap6s a
eletroforese em gel de agarose contendo intercalante de DNA SYBR™ Safe (Invitrogen Life
Technologies, Grand Island, NY). O padrdo de bandas gerado foi comparado ao marcador
de peso molecular de 100 pb (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY).

O pareamento para sexo e idade foi realizado pelo programa OpenEpi version 3.01
(https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) usando o teste t de Student. O software
SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm) (SOLE et al., 2006) foi utilizado para analise
descritiva, para determinar o equilibrio de Hardy-Weinberg e para os testes de associacéo
entre os SNPs com regresséo logistica multivariada. O teste qui-quadrado com correcéo
de Yates ou o teste exato de Fisher foi realizado pelo software OpenEpi version 3.01. Os
testes de associacdo foram realizados nos modelos de heranga codominante, dominante,
recessivo, superdominante e log-aditivo. O Odds Ratio (OR) foi analisado apenas quando
o valor de P foi significando, com intervalo de confianga de 95% (IC = 95%), sendo OR >
1, indicativo da suscetibilidade ao desenvolvimento de doengas. Para todos os testes,

considerou-se o valor de P < 0,05 com significancia estatistica.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Até onde vai nosso conhecimento esse € o primeiro trabalho que avaliou a influéncia
dos antigenos plaquetarios humanos, HPA-2 e -3, com a DP.
A distribuicdo das frequéncias genotipicas para os polimorfismos de HPA-2 e -3
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se encontrava dentro do esperado para o equilibrio de Hardy-Weinberg (P > 0,05). O
sexo feminino correspondeu a 65% e 58% em controles e pacientes, respectivamente.
A média de idade foi 48,13 + 8,73 anos no grupo de pacientes e 46,66 + 9,79 anos em
controles. Pacientes e controles foram pareados para sexo e idade, P = 0,38 e P = 026,
respectivamente. Cinquenta e dois pacientes foram classificados de acordo com a extensao
(50% generalizada e localizada) e severidade (34,6% leve; 32,7% moderada, 32,7% severa)
da DP. As caracteristicas da populagao estdo reunidas na tabela 1.

Controles Pacientes
P-valor
N =100 (%) N =100 (%)
Sexo
Feminino 65 58
0,38
Masculino 35 42
Idade (anos)
Média + DP 46,66 +9,79 48,13 +8,73 0,26
Extensao n (%)
Generalizada 26 (50)
Localizada 26 (50)
Severidade n (%)
Leve 18 (34,6)
Moderado 17 (32,7)
Severo 18 (32,7)

Tabela 1: Caracteristicas das populagcdes de controles e pacientes com doenca periodontal.

N= NUmero total; DP = Desvio Padrédo; n = nimero de individuos.

Diferente de outros polimorfismos, no qual a nomenclatura dos alelos é representada
pelas bases nitrogenadas (adenina, guanina, citosina e timina) de acordo com a posi¢céo
especifica no genoma, a nomenclatura para HPAs é representada pelas letras “a” e “b” e
foi elaborada pelas sociedades International Society of Blood Transfusion e International
Society of Thrombosis and Haemostasis. Em linhas gerais, o alelo de maior frequéncia
(selvagem) é representado pela letra “a”, enquanto o alelo de menor frequéncia é
representado por “b”. Para os HPAs que ainda ndo foram observados aloanticorpos, ou
seja, que ndo sao capazes de ativar o sistema imune, ha a designagéao “w” apés o nome
do antigeno e, normalmente, esses antigenos sdo encontrados em baixa frequéncia
(METCALFE et al., 2003).

Em relag&o a distribui¢éo das frequéncias alélicas de HPA-2 e -3 ndo houve diferencas
significativas quando pacientes e controles foram comparados. De acordo com o esperado,
o alelo HPA-2a foi o mais frequente em pacientes e controles, 84% e 88%, respectivamente,
assim como o alelo HPA-3a, sendo 66% em pacientes e 60% em controles. Os dados estédo
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apresentados na tabela 2. As distribuicbes das frequéncias alélicas de HPA-2 e -3 foram
semelhantes aquelas observadas por Silvestre e colaboradores (2017) em uma populagcéo
brasileira considerada de origem predominantemente caucasiana (SILVESTRE et al.,
2017). As frequéncias globais (pacientes mais controles) dos alelos de nosso estudo vs
Silvestre foram, respectivamente, iguais a 86% vs 84,4% para HPA-2a e 14% vs 15,6%
para HPA-2b; 63% vs 65,9% para HPA-3a e 37% vs 34.1% para HPA-3b. Esses dados
associados ao equilibrio de Hardy-Weinberg corroboram com a qualidade dos resultados e
da técnica empregada (VIMALESWARAN, 2020).

Em relacdo a distribuicdo das frequéncias genotipicas de HPA-2 e -3, ndo houve
diferencas estatisticas para os diferentes modelos de heranca analisados. O genétipo
HPA-2aa foi o mais frequente em pacientes e controles, 70% e 78%, respectivamente.
A variante heterozigota, HPA-3ab, foi mais frequente em pacientes e controles, 45% e
48%, respectivamente. A estratificacdo entre sexo foi realizada e ndo houve diferencas
significativas. Os dados estdo reunidos na tabela 2.

Controles Pacientes
Gene / Polimorfismo Alelos / N = 100 (%) N = 100 (%) P-valor
Gendtipos
88 84
0,54
GP1BA/ HPA-2 C>G 12 16
Thr161Arg aa 78 70
ab 21 29 0,32
bb 1 1
60 66
0,46
ITGA2B / HPA-3 A>C 40 34
lle843Ser aa 36 44
ab 48 45 0,44
bb 16 11

Tabela 2: Distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas de HPA-2 (rs6065) e HPA-3 (rs5011) em
pacientes com doenga periodontal e controles.

N = NUmero total; Thr = treonina. Arg = arginina; lle = isoleucina; Ser = serina.

Ao analisar a distribuicdo dos haplo6tipos, nossos resultados sugerem um aumento
de trés vezes na possibilidade de desenvolvimento da DP em individuos portadores de
HPA-2b/HPA-3a (OR = 4,06; IC 95%= 1,34-12,72; P = 0,015).

As funcdes das integrinas que formam o complexo GPIIb/GPllla, relacionado com
HPA-3, incluem a agregacado plaquetaria durante focos hemorragicos e, desta forma,
facilitam a adesao das bactérias (BENNETT; BERGER; BILLINGS, 2009), uma vez que ha
presenca de receptores para fibrinogénio e fibronectina na membrana de bactérias, sendo
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este um passo critico para o estabelecimento das infeccoes (JOSEFSSON et al., 1998).
Estudos anteriores mostraram que a P. gingivalis, a principal causadora da DP, é capaz de
induzir a ativagdo e agregacéo plaquetaria por aumentar os ions de calcio intracelular e
estimular a agregacéo com eficacia semelhante a trombina (LOURBAKOS et al., 2001). P.
gingivalis também secretam proteases da familia das gingipains que s@o essenciais a sua
viruléncia, pela degradagéo de macréfagos e dos componentes do sistema complemento, e
pela atividade pro-inflamatoria relacionada ao aumento da permeabilidade vascular e pela
ativacéo do sistema de coagulagdo sanguinea (TAKAHISA, 2003).

Wong e colaboradores (WONG et al., 2013) demostraram que a deteccéo e captura
de bactérias, como Bacillus cereus e Staphylococcus aureus por células de Kupffer
é desencadeada pela adeséo das plaquetas ao fator de von Willebrand presente na
membrana destes macréfagos. O processo de fagocitose desempenhado pelas células de
Kupffer € mediada pela GPIIb e a deficiéncia dessa glicoproteina ou o blogueio do fator de
von Willebrand impede a funcionabilidade das plaquetas na contengéo de bactérias.

Polimorfismos em HPAs foram associados ao desenvolvimento de doengas cardiacas
(HERAK et al., 2016) e de doencas infecciosas (LIU et al., 2009; ZHOU et al., 2017). A
febre hemorragica com sindrome renal (FHSR) foi relacionada a ligacdo do hantavirus
ao receptor de fibrinogénio (GPIIb) (LIU et al., 2009; WEN; CHEN, 2018) a frequéncia de
HPA-3b foi menor no grupo dos controles que em pacientes com FHSR para as formas
mais brandas e graves da doenca (LIU et al., 2009). Em individuos infectados pelo virus da
hepatite C (HCV), ZHOU e colaboradores (ZHOU et al., 2017) observaram risco aumentado
da infecgé@o para portadores de HPA-2ab/bb e HPA-2b. De forma inversa, o HPA-1b pode
estar associado a menores cargas virais para HCV, sendo, portanto, vantajoso para o
hospedeiro (GROTTO et al., 2016).

Este estudo tem suas limitacbes, uma vez que néo foram explorados fatores
externos associados ao desenvolvimento da DP, como o tabagismo. Porém, destacamos
os pontos positivos como o eficiente método de selegédo clinica dos participantes, critérios
de inclusao e ndo inclusdo das amostras, os ajustes para as covariantes sexo e idade bem
como pareamento adequado.

41 CONCLUSAO

O haplétipo HPA-2b/HPA-3a, formado pelos polimorfismos de HPA-2 (482 C>G,
Thr161Arg, rs6065) e HPA-3 (2621 T>G, 1le843Ser, rs5911) foi associado ao risco para
o desenvolvimento da doenca periodontal em pacientes da regido norte e noroeste do
Parana.
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RESUMO: A anemia falciforme é uma doenca
genética autossOmica recessiva devido a uma
Unica mutagdo na cadeia beta de hemoglobina,
acontecendo uma substituicdo de dois
aminoécidos, dando origem a hemoglobina S.
Os pacientes em homozigose apresentam seu
gendtipo (Hb SS), enquanto os pacientes em
heterozigose portam apenas o trago falcémico
(Hb AS). O objetivo da pesquisa € realizar uma
revisdo de literatura acerca da Anemia e do
Trago Falciforme em comunidades quilombolas
do Brasil, uma vez que a doencga tem significativa
importéncia epidemiol6gica em virtude da sua
morbimortalidade. A coleta de dados foi realizada
por meio de consultas nas plataformas Scielo
(Scientific Eletronic Library Online), Google
Académico, BVS (Biblioteca Virtual em Saude),
sites e manuais da area de Salde com uma
leitura seletiva de todo o material encontrado. Foi
observado que a prevaléncia de heterozigotos
HbS é maior nas regides do Norte e Nordeste
do pais, como no estado do Tocantins. No
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estado do Piaui foi observada a prevaléncia de
hemoglobinas variantes em 15 comunidades
quilombolas de municipios diferentes, onde
67 individuos apresentaram Hemoglobina AS.
No Brasil, os quilombolas costumam viver em
comunidades isoladas e por isso, & necessario
que possuam um saneamento béasico adequado,
assim como a disseminacdo de informacdes
sobre os cuidados com a salde e das principais
doencas nas comunidades quilombolas,
priorizando politicas publicas especificas para
melhores medidas de autocuidado e prevencao.
PALAVRAS-CHAVE: Doenca Falciforme.
Hemoglobina S. Quilombolas.

ABSTRACT: Sickle cell anemia is an autosomal
recessive genetic disease due to a single
mutation in the beta chain of hemoglobin, with
a two amino acid substitution occurring, giving
rise to hemoglobin S. Patients in homozygotes
have their genotype (Hb SS), whereas patients
in heterozygosis carry only the sickle cell trait
(Hb AS). The objective of the research is to
carry out a review of the literature on Anemia
and Sickle Trace in quilombola communities
in Brazil, since the disease has significant
epidemiological importance due to its morbidity
and mortality. Data collection was performed
through the Scientific Electronic Library Online,
Scientist, VHL (Virtual Health Library), Health
Web sites and manuals with a selective reading

of all the material found. It was observed that the
prevalence of HbS heterozygotes is higher in the
North and Northeast regions of the country, as in

the state of Tocantins. In the state of Piaui, the
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prevalence of variant hemoglobins was observed in 15 quilombo communities in different
municipalities, where 67 individuals presented hemoglobin AS. In Brazil, quilombolas
usually live in isolated communities and therefore have to have adequate basic sanitation,
as well as the dissemination of information on health care and the main diseases in
quilombola communities, prioritizing specific public policies for better measures self-care

and prevention.
KEYWORDS: Sickle Cell Disease. Hemoglobin S. Quilombolas.

INTRODUCAO

A anemia falciforme é uma doencga genética autossOmica recessiva devido a uma
Unica mutag@o na cadeia beta de hemoglobina, acontecendo uma substituicdo de dois
aminoécidos, o acido glutdmico pela valina dando origem a hemoglobina S. Os pacientes
em homozigose apresentam seu genétipo (Hb SS) e em heterozigose portam apenas
o traco falcémico (Hb AS), portanto se diferencia da hemoglobina A, pois quando sofre
polimerizacdo em situagbes de hipdxia e perda de solubilidade tem como consequéncia
rigidez e distor¢cédo das hemécias, tornando seu formato em forma de uma foice. Devido
a esta variagdo, ocorre destruicdo prematura dos eritrécitos, sendo a anemia a principal
caracteristica da doenca (MOREIRA; SILVA, 2014).

No Brasil, a hemoglobina S e a doenca falciforme surgiram a partir do século 16 e 19
quando as regides brasileiras receberam um grande numero de escravos negros vindos do
continente africano onde atualmente se encontra a maior incidéncia de individuos com trago
ou doenga falciforme. Dessa forma, a doenca foi distribuida mundialmente no periodo da
escravidao com tendéncia a atingir uma parcela cada vez mais significativa da populagéo,
devido ao alto grau de miscigenacao em nosso pais (FREITAS, 2011).

O Programa Nacional de Triagem Neonatal informa que no Brasil aproximadamente
3.500 criangas nascem portadoras da doenca falciforme e 200 mil apenas com o trago
falcémico, dessa forma, a anemia falciforme é caracterizada por apresentar uma elevada
morbidade e mortalidade decorrentes de complicagbes mais graves como anemia
hemolitica, microinfartos e vaso-oclusdo (ROCHA; SANTOS, 2015).

Individuos com o trago falcémico clinicamente sdo assintomaticos, portanto esses
levam uma vida normal, mas a auséncia de sintomas clinicos para o heterozigoto oferece
desvantagem ao portador, seu diagnéstico muitas vezes ocorre devido ao nascimento de
filhos com a doenca, pelo fato da doenca ser hereditaria o que pode acontecer a partir da
unido de duas pessoas apresentando o tracgo falciforme (FREITAS, 2011).

Ao contrario de quem carrega 0 gene homozigoto, cujo contetdo predominante é
a hemoglobina S em seus eritrécitos, séo individuos que possuem a anemia falciforme,
e apresentam manifestacdes clinicas desde sintomas brandos aos mais graves

desencadeando hemolise e suas consequiéncias, obstrugdo do fluxo sanguineo capilar, o
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que estabelece a maioria dos sinais e sintomas presentes nas manifestagdes clinicas dos
pacientes. A hemoglobina S pode também se associar com outras hemoglobinas variantes
com alteragbes morfoldégicas como a Hb C ou talassemias, tendo seus sintomas clinicos
parecidos com o da anemia falciforme (SOUZA et al., 2013).

Diante desse contexto, a anemia falciforme &€ uma doenca que causa impactos de
diferentes proporc¢des na vida do portador. Além de ser cronica hereditaria e frequente na
populagédo negra, tem uma facilidade maior de se expandir em localidades que enfrentam o
isolamento, a falta de assisténcia médica adequada, problemas sociais e demais agravos
que podem ser encontrados nas populacdes remanescentes de quilombos.

Considerando a gravidade da doenca, o objetivo da pesquisa é realizar uma revisao
de literatura acerca da Anemia e do Trago Falciforme em comunidades quilombolas do
Brasil, uma vez que a doenca tem significativa importéncia epidemiol6gica em virtude da
morbimortalidade que apresenta e, por isso, tem sido apontada como uma questao de salde
publica. Esta reviséo refor¢a a importancia dos estudos para uma melhor compreensao dos
efeitos ocasionados por essa enfermidade, especialmente neste grupo da populacdo do
pais.

METODOLOGIA

Tipo de pesquisa

O presente trabalho foi elaborado por meio de uma reviséo bibliogréafica ou literaria,
sendo um ponto de partida de toda pesquisa. Silveira (2004) denomina esse tipo de
pesquisa como exploracao técnica, sistematica e exata onde o pesquisador baseia-se em
estudos ja realizados por outros autores.

Coleta de dados

A coleta de dados foi realizada por meio de consultas nas plataformas Scielo
(Scientific Eletronic Library Online), Google Académico, BVS ( Biblioteca Virtual em Saude),
sites e manuais da area de Saude, usando os descritores: Anemia falciforme, quilombos,
comunidades quilombolas, Hemoglobina S, em um periodo de dois meses , apresentando
registros de 2007 a 2018.

Analise dos dados

A busca na literatura para fundamentacéo e elaboracéo dos dados para a pesquisa
apresentou artigos, trabalhos de conclusdo de curso, dissertacdo de mestrado, tese de
doutorado e demais pesquisas, onde foi realizada uma leitura seletiva de todo o material

encontrado.
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BIBLIOGRAFIA QUANTIDADE
ARTIGOS 37
TRABALHOS DE CONCLUSAO DE CURSO
DISSERTAGAO DE MESTRADO

TESE DE DOUTORADO 1
TRABALHO DE PESQUISA 1
TOTAL 46

Tabela 1. Quantitativo de bibliografias encontradas.
Fonte: Autor (2019).

Posteriormente foi feita uma selecdo dos artigos que atendiam aos critérios
inicialmente selecionados para alcangar os objetivos deste trabalho, contemplando oito
bibliografias somente com estudos com comunidades quilombolas referentes aos anos de
2011 a 2017.

Critérios de inclusdo e exclusao

Foram usados como critério de inclusdo, todas as bibliografias que abordassem
a temética da Anemia Falciforme e, de preferéncia as que se tratavam de estudos com
quilombos dos estados do Brasil. Como critérios de exclusédo, foram utilizadas todas as
literaturas que abordavam outros tipos de anemia, conforme mostra a (Figura 1).

Figura 1. Fluxograma do processo para a elaboragéo dos dados.

Fonte: Autor (2019).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Anemia Falciforme no Brasil

A incidéncia da doenca falciforme no Brasil se deve ao fato da imigracéo forcada
no periodo colonial destacando o estado da Bahia o porto de grande parte da distribuicdo
dos escravos, e nos dias de hoje € o estado com maior populagéo negra do pais (LOPES,
2013).

A distribuic@o da populagéo foi relacionada com a constituicdo de populag¢des locais,
com maiores casos em regioes constituidas por grandes contingentes de afro-brasileiros.
Cancado e Jesus (2007) compilaram os dados epidemioldgicos fornecidos pelo Ministério
da Saude referentes a doenca falciforme, e observaram um numero maior de individuos
heterozigotos nas regides onde o trafico de escravos no pais foi mais intenso.

Desta forma de acordo com os dados de Felix, Souza e Ribeiro (2010) a prevaléncia
de heterozigotos HbS é maior nas regides do Norte e Nordeste, com resultados entre 6%
e 10%, e consideravelmente menor nas regides Sul e Sudeste, com uma prevaléncia entre
2% e 3%, respectivamente.

Castelo (2013) ressalta que a anemia falciforme nao é uma “doencga s6 de negros”,
ou uma doenca africana, mas é considerada étnico-racial devido a sua origem e etiologia
genética e pela sua prevaléncia na populagdo negra. Caracteriza- se como doenca
eminentemente geografica, que afeta populagdes da Africa, do Mediterraneo e da Asia,
sendo possivelmente produto de uma sucedida estratégia evolucionaria humana para lidar
com a maléria causada pelo Plasmodium falciparum, causando uma resisténcia a infecgao,
conforme a mutagdo adaptativa do eritrocito.

Diante do exposto, nos dias atuais, os histéricos da anemia falciforme e do trago
da doenca em brancos e demais popula¢des, vem através da miscigena¢do dos povos,
reforcando que a doenca falciforme ndo pode ser considerada apenas um marcador
genético caracteristico da populacdo afrodescendente.

De acordo com os dados disponiveis no Ministério da Saude (2017) estima- se a
existéncia de dois milhdes de portadores do gene da Hb S (Tabela 2), com 200.000 entre
0s recém-nascidos vivos por ano, e que 25 a 50 mil pessoas tenham a forma homozig6tica
(Hb SS), denominada de Doenca Falciforme com 3.000 hovos casos por ano.

Assim, verifica-se que os individuos com traco falciforme s&o encontrados em
todas as regides brasileiras, por isso, a anemia falciforme é considerada uma das doencas
genéticas mais importantes no cenario epidemioldgico do Brasil, ja que os portadores do
traco falciforme podem gerar descendentes com a anemia falciforme (SILVA; SEIBERT,
2012).
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Estados Proporgao/Nascidos vivos

Bahia 1:650
Rio de Janeiro 1:1.200
Pernambuco, Maranh&o, MinaisGerais e Goias 1:1.400
Espirito Santo 1:1.800
Sé&o Paulo 1:4.000
Mato Grosso do Sul 1:5.850
Rio Grande do Sul 1:11.000
Santa Catarina e Parana 1:13.500

Tabela 2. Proporgéao de nascidos vivos diagnosticados com doenca falciforme de acordo com o
programa de triagem neonatal.

Fonte: Castelo (2013).

Anemia Falciforme em popula¢ées quilombolas do Brasil

Na busca por trabalhos que apresentaram informagées do Trago e Anemia falciforme
em quilombos do Brasil, foram encontradas pesquisas com populagdes dos estados do
Tocantins, Piaui, Sergipe e Espirito Santo, no qual os dados estdo apresentados nesta
revisdo. Vale ressaltar que ainda ha escassez de pesquisas desta doenga com comunidades
quilombolas de outros estados do Norte e Nordeste no qual se concentra os maiores indices
da doenca no pais, dentre eles esta o Maranhao que néo se obteve nenhum achado acerca
da anemia falciforme em comunidades quilombolas.

Na pesquisa de dados, o estado de Tocantins abordou a maior quantidade de
estudos com populagdes quilombolas. Silva e Seibert (2012) realizaram um estudo com
duas comunidades que buscou a incidéncia da anemia falciforme presente em Morro de
Sao Jodo e a comunidade quilombola de Redengédo. Foram coletadas 126 amostras de
sangue, 81 obtidas na comunidade Morro de Sdo Jo&o e 45 em Redencgéo. Na comunidade
Morro de Sao Joao doze individuos (15%) apresentaram trago falciforme e na comunidade
Redencgéo, um individuo (2%) foi diagnosticado como trago para hemoglobina C e trés
(7%) com hemoglobina fetal aumentada. Os dados socioeconémicos foram coletados de 44
familias sendo a maioria da renda gerada nas comunidades proveniente de aposentadorias,
lavoura e programas do governo Bolsa Familia e Bolsa Escola, assim como foram
registradas dificuldades de transportes para se deslocarem para os centros urbanos.

No ano seguinte os mesmos autores, Silva e Seibert (2013) pesquisaram a incidéncia
em outras duas comunidades, dessa vez, a comunidade de Chapada de Natividade e
de Sao José, ambas da cidade de Chapada de Natividade. Incluiram nesse estudo 63
amostras da comunidade de Chapada e 25 em S&o José, sendo que em Chapada ja
havia quatro criancas portadoras da doenca falciforme. Os autores encontraram 6,5%
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para o traco falciforme e 5% trago para hemoglobina C. Em S&o José, 8% dos individuos
apresentavam traco falciforme, 28% traco para hemoglobinas C e 4% hemoglobina A2
aumentada. Os dados socioecon6micos mostraram que em Chapada de Natividade as
principais atividades econdmicas estéo relacionadas com a aposentadoria, servi¢o publico
e lavoura e para Sao José foram lavradores e aposentados as maiores fontes de rendas. O
programa do Governo Federal, o Bolsa Familia, também foi tido como fonte de renda nas
comunidades, observada ainda a falta de saneamento basico.

No ano de 2013 houve uma pesquisa com triagem de hemoglobinas variantes
e a influéncia das condi¢bes sociais em quatro comunidades quilombolas do Tocantins
(Tabela 3), realizado por Souza et al (2013). Neste estudo, foram triadas 167 amostras de
sangue, sendo 48 da comunidade Malhadinha, 55 da comunidade Cérrego Fundo, 27 da
comunidade Curralinho do Pontal e 38 da comunidade Manoel Jodo. Do total analisado,
11 individuos (6,6%) apresentaram hemoglobinas variantes, dentre eles oito (4,8%) foram
diagnosticados como tracgo falciforme e trés (1,8%) como hemoglobina C. As condi¢cbes
sociais das familias apresentaram renda através de aposentadorias, agricultura e trabalhos
informais, além do beneficio do Bolsa Familia.

A falta de recursos limita o acesso a informagdo assim como a inexisténcia de
saneamento basico e tratamento de 4gua, os moradores procuram atendimento médico em
cidades vizinhas, e relatam a dificuldade de transportes (SOUZA et al., 2013).

Paralelo a estes dados, um estudo feito por Fernandes et al (2010) com pessoas
com Doenga Falciforme no estado de Minas Gerais, demonstrou que a condigédo social
pode influenciar no agravamento da enfermidade, aumentando a morbidade e mortalidade
da doenga, confirmando que as dificuldades da doenga ndo sédo apenas de ordem técnica,
mas também uma questao politica e social.

A pesquisa de Andrade et al (2015) contemplou trés comunidades, dentre elas, a
de Barra do Aroeira, Mata Grande e Distrito do Morro de Sao Jodo, sendo a ultima ja
estudada por Silva e Seibert (2012). No estudo foi possivel obter 219 amostras de sangue
coletada, 30% da populacéo total das trés comunidades, sendo que 17 individuos foram
Hb AS, grupo constituido por 5 criangas, 2 adolescentes, 2 jovens, 7 adultos e 1 idoso. A
comunidade Barra do Aroeira obteve o menor percentual de Hb AS (1,2%), representando
1 individuo com o traco falciforme. Em Mata Grande, 7,0% dos individuos amostrados
foram diagnosticados como Hb AS (ao todo 4 pessoas). Nesta comunidade havia criancas
com a doenca falciforme, mas que nao fizeram parte da amostragem por parte dos seus
responsaveis por nao terem apresentado interesse.

Na comunidade também foi relatado ébito de trés pessoas com a doenca, todas
pertencentes a mesma familia. A comunidade do Morro de Sdo Jodo obteve o maior
percentual de Hb AS (14,6%) um total de 12 individuos. A alta incidéncia de Hb AS em Moro
de S&o Jodo, no que diz respeito as demais comunidades, pode estar relacionada com a
sua localizagéo geogréfica, pois esta se encontra mais afastada das cidades circunvizinhas,
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0 que favorece casamentos consanguineos, e por consequéncia, 0 aumento de individuos
com o trago falciforme, podendo contribuir futuramente com a possibilidade de nascimento
de individuos com a doenca na comunidade. Os dados sdo semelhantes ao encontrados
por Silva e Seibert (2012).

Dentre as comunidades, foi observado de acordo com os dados socioecondmicos,
que o Bolsa Familia atende a maior parte das familias, para algumas, esta é a Unica renda
mensal fixa, a aposentadoria e a lavoura também predominam como renda da populacgéo,
alem de trabalhos artesanais. Muitas das familias desconhecem a doenga falciforme e seus
agravos clinicos, o que muitas vezes, reflete no diagnédstico tardio das hemoglobinas, o que
€ um facilitador para a disseminagéo da Hb S. As queixas mais frequentes estdo com a falta
de atendimentos médicos, e saneamento basico e a falta de recursos para custear exames
para diagnésticos (ANDRADE et al., 2015).

Ano da ) Trag_o Doer_u;a _Qua_m}idades de
Publicagdo Comunidade Amostra l-;alclforme l-;alclforme |nd|V|duo§ com
(%) (%) hemoglobinas

2012 Morro deSéo Jodo 81 15% - 12

Redencao 45 0% - 0
2013 Chapadade 63 6,5% - 5

Natividade

Séao José 25 8,0% - 2
2013 Malhadinha 48 12,5% - 6

CérregoFundo 55 2,0% - 1

Curralinhodo Pontal 27 4,0% - 1

ManoelJodo 38 0% - 0
2015 Barra doAroeira 80 1,2% - 1

Mata Grande 57 7,0% - 4

Morro deSéao Jodo 82 14,6% - 12

(- ): auséncia de informagéo.
Tabela 3. Resultados dos respectivos anos das comunidades quilombolas do Tocantins.
Fonte: Autor (2019).

Nos estudos em comunidades quilombolas do estado do Tocantins em uma delas,
na comunidade de Morro de S&o Joéo, foi observado um alto potencial de hemoglobinas
AS tanto em 2012 quanto em 2015, mostrando que a incidéncia do alelo S pode variar
dentro da mesma regido e que apesar das comunidades quilombolas serem constituidas
por afrodescendentes elas podem se diferenciar nas suas histérias de origem. Devido a
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essa problematica a necessidade de diagnésticos precoces contribui para amenizar os
possiveis agravos da doenca. Lopes (2013) afirma que a falta de informagé@o sobre a
doenca falciforme, pode ser uma das causas de complicacées para os pacientes, como a
insuficiéncia de medidas de autocuidado e medidas preventivas.

No estado do Piaui, Soares et al (2017) observaram a prevaléncia de hemoglobinas
variantes em 15 comunidades quilombolas de municipios diferentes. Foram analisadas 1.239
amostras, nas quais, 5,4% apresentaram o trago falciforme AS, um total de 67 individuos
sendo 44 do sexo feminino e 23 do sexo masculino. As hemoglobinas SS e SC apareceram
em 0,8%, representando a anemia falciforme (0,5%) 6 individuos, 4 mulheres e 2 homens,
e para hemoglobina SC (0,3%) 4 individuos. Ainda foram evidenciadas hemoglobinas
variantes AC (0,2%), AD (0,6%) e DD (0,1%). Nas comunidades estudadas ocorreu a
presenca de 13 casamentos consanguineos dentre as 84 alteracdes das hemoglobinas.

Nas comunidades analisadas, a atividade agricola ainda é a fonte de sustento da
maioria das familias, a renda complementar econdmica das familias vem de projetos do
governo Federal, como a Bolsa Familia. O desconhecimento sobre o trago e a doenca
falciforme apresentou um elevado indice, 81,0% esses dados mostram-se semelhante com
os estudos em comunidades do Tocantins descritos anteriormente (SOARES et al., 2017).

Um estudo de Brauer (2017), em cinco comunidades quilombolas do Espirito Santo
realizou uma avaliagdo socioeconOmica, demografica, parasitolégica e hematolégica da
populagéo. Para a avaliagdo de hemoglobinas, foram avaliadas 192 amostras de sangue
que apresentaram 9,37% representando um total de 18 individuos com hemoglobinas
variantes confirmadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), observando-
se a presenca de heterozigose para Hb AS em 13 individuos (6,77%) e para Hb AC em 5
individuos (2,60%). Foram entrevistados 76 chefes de familia, 92,10% (n=70) informaram
que ndo sabem se sdo portadores da anemia falciforme ou do trago falcémico e 94,73%
(n=72) desconhecem como sao adquiridos.

Analisando os dados hematolégicos do estudo, observa-se a prevaléncia de
hemoglobinas na regido e o desconhecimento do assunto € notavel, de tal forma que
as condicdes socioeconémicas acabam contribuindo e demonstrando, assim como nas
comunidades ja descritas neste trabalho, um alto indice de desconhecimento da doenca,
que se pode encontrar ndo s6 em pacientes e familiares, mas também entre os profissionais
da area da saude, fazendo lembrar da importancia da informacgéo de saude para populagées
vulneraveis como as quilombolas.

Em Sergipe, Rocha e Santos (2015) desenvolveram uma pesquisa sobre a
assisténcia basica a pacientes em comunidade quilombola no municipio de Santa Luzia do
Itanhy. Apresentaram quatro pacientes, dois homens e duas mulheres, com faixa etaria de
20 a 40 anos, onde 0s mesmos possuiam renda prépria de até um salario minimo e auxilio
obtido a partir do Programa Bolsa familia. Os sintomas que apresentavam nos quatro
eram as dores no corpo e dificuldades para realizar atividades fisicas. As dificuldades
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de respirar, problemas no bacgo, calculo biliar e ictericia estavam presentes em trés dos
pacientes. Os mesmos realizavam esquema vacinal nas Unidades de Saude da familia e
0 encaminhamento para centros de referéncias ocorre de acordo com a necessidade dos
pacientes.

Neste estudo é evidenciado que a maioria da populacédo portadora de anemia
falciforme ainda é jovem, em idade produtiva contemplando tanto homens como mulheres,
com renda de até um salario minimo, condicbes de habitacdo humilde, com diversos
problemas de saude e psicossociais. Dados como este foram encontrados no Estado do
Pard em uma pesquisa realizada por Silva e Silva (2013) com 40 pacientes com Doenga
Falciforme no Centro de Hematologia e Hemoterapia (HEMOPA), apontando que a situagao
de instabilidade social ocorria em 40% das familias, que viviam com até um salario minimo
por més.

CONCLUSAO

Foi observado que poucos estudos avaliam a prevaléncia de hemoglobinopatias
em comunidades quilombolas. Com base nessa revisdo a Hemoglobina S (HbS) no
Brasil é altamentente heterogenia, apresentando diferengas significativas mesmo entre
comunidades formadas por afrodescendentes.

Os quilombolas costumam viver em comunidades isoladas da sociedade, onde
as chances de ocorrerem casamentos entre individuos com tragco falciforme, tornam-se
maiores que na populagdo em geral, aumentando assim a probabilidade de nascerem
individuos acometidos pela doencga. PropGe-se promover aconselhamento genético para
essas familias e priorizar politicas publicas especificas sobre a doenca.

Desse modo, é visivel a necessidade de servigos que possam melhorar a qualidade
de vida dessas pessoas, os quais foram evidenciados de mais urgéncia a implantagéo de
saneamento béasico, desenvolvimento de projetos para melhorar as formas de geragéo de
renda, atendimento médico com mais frequéncia e a disseminacéao de informagdes sobre
os cuidados com a salude e das principais doengas que estes estdo sujeitos a ter, para
melhores medidas de autocuidado e prevencgao.
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CAPITULO 4
VITILIGO

RESUMO: O vitiligo € uma doenca de carater
principalmente genético, sem causa conhecida,
identificado pela perda de pigmentagdo
em algumas regibes da pele, tendo como
caracteristica  histolégica a auséncia de
melanécitos. A doenca € considerada a
hipomelanose mais frequente de conhecimento
geral, com prevaléncia de 1% na populacéo
mundial e com um efeito psicolégico bastante
devastador, ndo leva a incapacidade funcional,
mas causa grande impacto psicossociocultural,
sofrendo principalmente com a discriminacao e
preconceito da sociedade. Pode afetar a pele e as
mucosas, adultos e criangas de ambos 0s sexos
séo igualmente acometidos, sem diferenca entre
as racas, metade dos pacientes iniciam a doenca
antes dos 20 anos. O risco de desenvolvé-la é
independente de fototipo, raca e sexo.
PALAVRAS-CHAVE: Vitiligo, Fisiopatologia,
Fatores de risco, Genética, Enfermagem,
Medicina.

ABSTRACT: Vitiligo is a disease of mainly
genetic character, with no known cause, identified
by the loss of pigmentation in some regions of
the skin, having as histological characteristic
the absence of melanocytes. The disease is
considered the most common hypomelanosis of
general knowledge, with a prevalence of 1% in
the world population and with a very devastating
psychological effect, it does not lead to functional
disability, but causes a great psychosociocultural
impact, suffering mainly from the discrimination
and prejudice of society. It can affect the skin and
mucous membranes, adults and children of both
sexes are equally affected, with no difference
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between races, half of the patients start the disease before the age of 20. The risk of developing
it is independent of phototype, race and sex.
KEYWORDS: Vitiligo, Pathophysiology, Risk factors, Genetics, Nursing, Medicine.

INTRODUCAO

A pele, conhecida como o maior érgdo do corpo humano, tanto em &rea superficial
quanto em peso, apresenta fundamental importancia para a manutencdo da vida. Ela
apresenta inumeras fungdes, tais como barreira fisica protetora, defesa imunoldgica,
evitacdo da desidratacéo e regulacédo da temperatura corporal.

Histologicamente, a pele pode ser dividida em trés partes: hipoderme, derme
e epiderme. A hipoderme, camada mais interna, rente a musculatura, é rica em tecido
adiposo, o que permite a sua atuagdo como isolante térmica e fonte energética. A derme,
correspondente a por¢cdo média da pele, apresenta uma vasta rede de vascularizacédo e
inervacao que permite a nutricdo do érgdo em questdo. Nela sdo encontradas os fibroblastos
e as fibras colagenas e elasticas, conferindo melhor protegéo e cicatrizagéo do local.

A epiderme corresponde a camada mais externa, ndo vascularizada e que possui 4
tipos principais de células: os queratinécitos, responsaveis por criar uma casa de queratina,
uma proteina que ajuda a proteger a pele e o tecido subjacente; os melandcitos, os quais
produzem pigmentos da familia da melanina que sédo armazenados nos melanossomos;
Langerhans, que atuam na resposta imunolégica e inflamatéria e as células de Merkel, que
participam da sensacéo tatil.

O vitiligo € uma doenca de carater principalmente genético, sem causa conhecida,
identificado pela perda de pigmentacdo em algumas regides da pele, tendo como
caracteristica histol6gica a auséncia de melanécitos. Em um primeiro momento, surgem
manchas hipocrémicas, de limites nitidos, com bordas hiperpigmentadas, aparéncia e
propor¢des variaveis nao pruriginosas.

As manchas costumam apresentar rapido espalhamento (meses) no primeiro estagio
da doenca e, logo apds, aparente estabilizacdo e espalhamento mais lento (anos). Possui
a tendéncia de distribuicdo simétrica pela pele, com preferéncia por punhos, face,pernas,
dorso das maos, dedos, axilas, pescogco e genitalia. Se ocorrer no couro cabeludo,
desenvolvera a poliose, que é a perda da melanina ciliar. Casos em que o vitiligo aparece
nas palmas das méaos e plantas dos pés sao considerados raros. Diante disso, esta revisao
de literatura ira discorrer a respeito da fisiopatologia e fatores de risco que permeiam a

doenca.

METODOLOGIA

O presente estudo compreende uma revisao sistematica de literatura de carater
descritivo, com abordagem qualitativa e explicativa a respeito do tema abordado, com o
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objetivo de observar, analisar e registrar os fatos sem, fazer qualquer tipo de manipulagcéo
dos dados. Foi realizado levantamento bibliografico das bases de dados online Medscape,
Scielo, PubMed, Lilacs e BVS, nos idiomas portugués e espanhol, no periodo de 2015 a
2021. Os critérios de inclusao foram aqueles pertinentes ao foco da pesquisa, ja os critérios
de exclusdo foram documentos fora do tema desenvolvido, a presenca de outros idiomas
que nao os escolhidos e as datas anteriores ao recorte historico escolhido deixaram apenas

6 artigos, que foram usados para a criagcdo da revisao de literatura aqui apresentada.

Fisiopatologia

O vitiligo € uma doenca retratada pela perda de pigmentacao da derme, sendo uma
doenca cutanea autoimune, adquirida e espontanea. A enfermidade é caracterizada pela
auséncia de melandcitos epidérmicos, causada pela produgéo de uma reag¢éo do organismo
que provoca a destruicdo dos mesmos, ocasionando assim, o exterminio da coloragéo e
0 aparecimento de manchas nitidamente despigmentadas, em qualquer regido da pele,
contudo, ainda é desconhecido o fator primordial para esta destruicéo.

A perda dos tons de pele é mais visivel na populagdo negra, mas pode ocorrer
também na populagdo branca. As manchas costumam apresentar rapido espalhamento
(meses) no primeiro estagio da doenca e, logo ap0s, aparente estabilizagédo e espalhamento
mais lento (anos). Possui a tendéncia de distribuicdo simétrica pela pele, com preferéncia
por punhos, face, pernas, dorso das maos, dedos, axilas, pescogo e genitalia.

Adoenca ¢ considerada a hipomelanose mais frequente de conhecimento geral, com
prevaléncia de 1% na populagdo mundial e com um efeito psicolégico bastante devastador,
nao leva a incapacidade funcional, mas causa grande impacto psicossociocultural, sofrendo
principalmente com a discriminagéo e preconceito da sociedade. Pode afetar a pele e as
mucosas, adultos e criangas de ambos os sexos sao igualmente acometidos, sem diferenca
entre as racas, metade dos pacientes iniciam a doencga antes dos 20 anos. O risco de
desenvolvé-la é independente de fototipo, raca e sexo.

Trata-se de uma doenca multifatorial e as causas ainda nédo estdo visivelmente
definidas, porém, os fatores mais atribuidos sdo os mecanismos imunolégicos, mutagGes
genéticas, fatores neuroldgicos, acéo dos radicais livres, resposta autoimune, elementos
toxicos do ambiente externo, entre outros.

Classificacao clinica

O vitiligo, por ser uma mazela que suscita muitas discussdes e pesquisas ao longo
do tempo, apresenta diferentes sistemas de classificagéo clinica da doenca propostos, dado
que muitos casos apresentam diferentes comportamentos, caracteristicas e evolugdes.
As classificagdes dependem da distribuicdo e do tamanho da superficie atingida, sendo
divididas em vitiligo ndo segmentar e segmentar, em relacdo a patologia dermatologica, e

localizada, generalizada e universal, quanto a forma.
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Quanto a patologia dermatoldgica:

VITILIGO NAO SEGMENTAR (VNS): é a forma mais comum e n&o possui idade
especifica para inicio, com o surgimento de novas lesdes ao longo dos anos de
vida do paciente. Sua principal caracteristica sdo as maculas sem pigmentacao, de
tamanho variado, distribuicdo simétrica e aparecimento em ambos os lados do corpo.
Nessa forma da doenca, os pelos ndo séo lesados, mantendo sua pigmentagéo
natural. Com a evolugdo da enfermidade, pode-se observar algumas margens
lesadas extremamente pigmentadas apds a exposi¢éo aos raios UV, especialmente
em individuos de pele mais escura. Neste grupo inclui-se o vitiligo acrofacial,
mucoso, generalizado, universal, misto e algumas variantes mais raras.

VITILIGO SEGMENTAR (VS): costuma acometer jovens e apresenta lesdo muito
semelhante a do VNS. Apresenta maculas despigmentadas, com distribuicdao uni,
bi ou multissegmentar. A forma unissegmentar é a mais comum, com maculas
presentes em apenas um dos lados do corpo, geralmente respeitando a linha média
do corpo acompanhando dermatomos, com envolvimento dos pelos (leucotriquia)
e no rapido inicio do quadro. A leucotriquia refere-se a maior resisténcia as
terapéuticas instituidas. A forma bissegmentada é a menos frequentemente seguida
da multissegmentar. A perda de pigmentacdo expressa evolu¢gdo em um periodo
de 6-24 meses e depois permanece estavel. Entretanto, em raras situagées, pode
retornar a progredir apOs estagio de estabilidade, com lesbes generalizadas.

Quantos a localizagdo:

FOCAL: ¢é descrita pela presenga de uma ou mais manchas brancas em uma regiao
estipulada, com a distribuicdo do tipo ndo dermatomo, sem divisdo especial. Os
locais mais comuns sdo o segmento do nervo trigémeo, pescoco e tronco. Podem
progredir para VS e VNS, mas néo antes de um periodo de 1 ou 2 anos.

MUCOSO: somente a membrana da mucosa é atacada, preferencialmente em locais
de traumas leves por friccdo, como as mucosas oral e genital. Mas também pode-se
desenvolver também em ferimentos mais graves como cortes. Quando afeta apenas
uma mucosa classifica-se como indeterminado, podem progredir para VNS, mas
ndo antes de um periodo de 2 anos, no minimo.

ACROFACIAL: caracterizado por conter lesbes tipicas na parte distal das
extremidades, a exemplo da face e regido perioral, cabeca, em torno dos olhos,
nariz, ouvidos,boca, maos, pés e dedos, podendo se estender ao anus.

VULGAR: também conhecido como generalizado, dependendo da literatura
escolhida, € o tipo mais comum, as manchas apresentadas séo despigmentadas,
amplas e simetricamente distribuidas. sdo maculas acrémicas com distribuicdo
variavel, caracteriza-se por maculas despigmentadas, amplas, simétricas, de
distribuicdo variada, quando houver compatibilidade de dois ou mais tipos, que
podem afetar qualquer parte do tegumento, principalmente maos, dedos, face e
areas corporais expostas a trauma

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 4 m



UNIVERSAL: nota-se a despigmentagdo em 80% a 90% do tegumento com
possibilidade de pequenas areas pigmentadas perifoliculares e nas areas expostas
ao sol. E a forma mais grave de VNS, e esta associado geralmente a fase adulta e
as sindromes enddcrinas.
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CAPITULO 5

ANALISE SENSORIAL: SUA RELEVANCIA NO
DESENVOLVIMENTO DE UM COSMETICO
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RESUMO: A industria cosmética, com seu
crescimento acelerado e inovagdes tecnolégicas,
desenvolve cosméticos que se diferenciam dos
demais por meio da nanotecnologia, otimizando
a permeacao dos principios ativos. No entanto,
além da eficacia do cosmético, seu aspecto
sensorial € muito relevante. A andlise sensorial
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€ amplamente utilizada como instrumento de
medida cientifica na avaliagédo de cosméticos, pois
ela é uma fonte Unica de informacéo avaliando a
aceitacéo e preferéncia dos produtos por parte
do consumidor. Tendo em vista que existem
diversos tipos de andlises e testes sensoriais, €
imprescindivel definir qual o mais adequado para
cada tipo de pesquisa. Este trabalho tem como
objetivo demonstrar a importancia da anélise
sensorial para a producdo e comercializagéo de
um cosmético. Deste modo, foi realizada uma
pesquisa exploratéria, experimental, qualitativa
e quantitativa ndo probabilistica. Inicialmente,
realizou-se uma revisédo de literatura e na parte
experimental foram produzidos cosméticos
antienvelhecimento de hidrogel a base de PVP
contendo nanoemulsbes de acido mandélico e
6leo essencial de lavanda, geranio, palmarosa
e lemongrass. Posteriormente, estes cosméticos
foram analisados por meio de testes sensoriais
de preferéncia pareados, utilizando a escala
Likert. Por meio destas analises, pbde-se
identificar as caracteristicas especificas desses
produtos e definir qual o mais adequado para o
mercado consumidor, demonstrando a relevancia
da andlise sensorial no desenvolvimento de um
cosmeético.

PALAVRAS-CHAVE: Andlise sensorial,
cosmeético, nanotecnologia, mercado consumidor,
indastria cosmética.

SENSORY TESTS: ITS RELEVANCE ON A
COSMETIC DEVELOPMENT

ABSTRACT: The cosmetic industry, with its
accelerated growth and technological innovations,
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develops cosmetics that differentiate themselves from others through nanotechnology, which
optimizes the permeation of active ingredients. However, in addition to the effectiveness
of the cosmetic, its sensory aspect is very relevant. Sensory analysis is widely used as a
scientific measurement tool in cosmetic evaluation, as it is a unique source of information
that evaluates product acceptance and preference from the consumer aspect. Considering
that there are several types of analysis and sensory tests, it is essential to define which is
the most suitable for each type of research. This work aims to demonstrate the importance
of sensory analysis for the production and marketing of a cosmetic. Thus, exploratory,
experimental, qualitative and quantitative non-probabilistic research was carried out. Initially,
a literature review was done and in the experimental part, PVP-based anti-aging hydrogel
cosmetics containing nanoemulsions of mandelic acid and essential oil of lavender, geranium,
Palmarosa and lemongrass were produced. Subsequently, these cosmetics were analyzed
through sensory tests, preference paired, using the Likert scale. Through these analysis, the
specific characteristics of these products were identified and defined which sample was the
most suitable for the consumer market, demonstrating the relevance of the sensory analysis
in the development of a cosmetic.

KEYWORDS: Sensory analysis, cosmetic, nanotechnology, consumer market, cosmetic
industry.

11 INTRODUGCAO

O mercado mundial de cosméticos é poderoso e dinamico, impulsionado pelo forte
potencial de crescimento do consumo. Esse consumo é sustentado, principalmente, pela
expansao das redes sociais, interesse dos consumidores por novos produtos, aceleracéo
da urbanizacdo, aumento das classes média e alta, bem como, pelo crescente nimero de
idosos a procura de produtos para atenuar os efeitos do envelhecimento, proporcionando-
Ihes um aspeto mais jovem (MARTINS, 2020).

Segundo o provedor de pesquisa de mercado Euromonitor International apud
Mendonga (2020), o Brasil em 2019 ocupou a quarta posicdo no ranking mundial de
consumo de produtos de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos (HPPC), liderado
pelos Estados Unidos, China e Jap&o. A Unica alteragdo no top 10 global, em comparagéo
com 2018, foi a india, que superou a Franca e assumiu a sétima posi¢&o.

De acordo com a ABIHPEC (Associacgéao Brasileira da Industria de Higiene Pessoal,
Perfumaria e Cosméticos) apud SILVA (2021), mesmo durante a crise de 2020 provocada
pelo Covid-19 houve crescimento de 6% nas vendas de produtos de cuidado pessoal,
cosméticos e perfumaria, entre janeiro e outubro de 2020 em comparagédo a 2019. Durante
a crise, houve uma adaptagéo do “efeito batom” caracterizado pela elevagdo do consumo
de cosméticos pelo publico feminino em crises econémicas, evidenciando a resiliéncia de tal
mercado. As pessoas se viram reclusas em suas casas, contemplando sua prépria imagem
com maior frequéncia em inUmeras reunides virtuais e dispondo de mais tempo para o
cuidado com a pele, ocasionando um crescimento de vendas de 102,6 % de méascaras de
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tratamento para o rosto.

Nota-se, portanto, que o mercado cosmético cresce constantemente, até mesmo
em épocas de crise, mostrando-se muito promissor. Desta forma, impulsiona as empresas
a pesquisarem novos produtos e lanca-los, a fim de atender a demanda desse mercado.
Conforme Martins (2020), a inovacdo é uma das fontes mais importantes de vantagem
competitiva e pode conduzir as empresas ao desenvolvimento, a melhoria continua
de produtos, servicos e processos. Para a industria cosmética o quesito inovagéo é
fundamental, haja vista as inUmeras necessidades e exigéncias dos consumidores e a
grande concorréncia.

Segundo a Associagdo Brasileira de Desenvolvimento Industrial (ABDI), o
mercado global vem passando por mudancgas tecnolégicas e a nanotecnologia
representa um novo patamar de conhecimento, levando paises como EUA,
Japéo e até mesmo paises em desenvolvimento como o Brasil, a desenharem
iniciativas de investimento na area, com intuito de aumentar a competitividade
de suas empresas (ABDI, 2010 apud FLORENCIO; CAMPOS, 2019).

A nanotecnologia € uma das inovagdes tecnolégicas mais representativas deste
século. De acordo com Melo e Pimenta (2004); ela consiste em: desenvolver, caracterizar,
produzir e aplicar estruturas, dispositivos e sistemas controlando a forma e tamanho desses
materiais em nanoescala.

Os cosméticos e dermocosmeéticos utilizam a nanotecnologia e se diferenciam dos
demais pelo fato de seus principios ativos serem apresentados na forma de particulas em
escala nanométrica (1-100 nm) tornando-os mais eficazes. Por este motivo, a industria
aposta cada vez mais alto nessa tecnologia. Entretanto, o mais importante ndo é o principio
ativo e sim os “carreadores”, por serem responsaveis por entregar a substancia no local
desejado (CARVALHO, 2019). Os produtos cosméticos antienvelhecimento podem agir
de diversas maneiras, como por exemplo, no estimulo da renovagédo celular da pele,
na melhoria da hidratacdo da epiderme, na fotoprotecéo, na atenuacdo de rugas, pois
estimulam a sintese de colageno, e podem atuar em sinergia, a fim de proporcionar uma
aparéncia mais jovial ao consumidor (MACHADO; DEVEGILI; MAGNABOSCO, 2016).

Os 6leos essenciais e suas diversas caracteristicas, oferecem iniumeros beneficios
aos cosméticos, com suas propriedades antifingicas, antibacterianas, antioxidantes e
a possibilidade de serem utilizados como principios bioativos na formulagdo cosmética
(RAUT; KARUPPAYIL, 2014 apud FERREIRA, 2019). Além da eficacia do produto, existem
outros fatores importantes para serem considerados no desenvolvimento de um cosmético
como menciona Moussour (2017 apud FERNANDES, 2019), a formulagcado de produtos
cosméticos aceitaveis pelo consumidor envolvendo uma série de demandas como: a
estética adequada (percepgéo visual) do produto e as outras caracteristicas sensoriais
precisam ser atingidas para uma boa experiéncia em uso.

A andlise sensorial é definida pela ABNT - Associacéao Brasileira de Normas Técnicas
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(1993) apud Teixeira (2009) como uma “disciplina da Ciéncia usada para evocar, medir,
analisar e interpretar as reagdes as caracteristicas dos alimentos e materiais tal como
sd@o percebidas pelos sentidos da viséo, olfato, paladar, tato e audicdo”. Esses atributos
sensoriais, tendem a ser percebidos pela aparéncia, aroma, consisténcia e sabor (como
por exemplo, no caso de brilhos labiais com sabor). Nesse processo, todos os sentidos s&o
envolvidos, determinando a qualidade da sensag¢ao que o produto provoca. Essa qualidade
sensorial € o resultado da interagdo entre o individuo (suas condigbes psicologicas,
sociologicas e fisiolégicas) e as caracteristicas do produto (BANKUTI; GOMES, 2021).
Estes aspectos influenciam diretamente a compra e fidelizagdo do consumidor, assim como
apontado na pesquisa de Batista (2020): 90% dos consumidores levam em consideragéo a
textura do produto na hora da compra.

A anélise sensorial tem sido utilizada como instrumento de medida cientifica na
avaliagdo da qualidade de cosméticos. Ela é uma fonte Unica de informagéo, porque
avalia a aceitacdo e preferéncia dos produtos, quanto aos atributos como a aparéncia,
viscosidade, fragrancia, espalhabilidade, residuo graxo e secagem rapida. A aquisicdo e a
continuidade do uso do produto estéo relacionadas a sensagao provocada no consumidor
e pode ser avaliada pela anélise sensorial (ISAAC et al., 2012).

Este trabalho tem como objetivo demonstrar a importancia da analise sensorial para
a produgéo e comercializagdo de um cosmético. Sendo os objetivos especificos: investigar
os diversos tipos de andlises sensoriais e eleger uma delas como mais apropriada,
esclarecer como ela é aplicada, produzir e testar um cosmético a base de hidrogel de
PVP (polivinilpirrolidona) e PEG (polietileno glicol) contendo nanoemulsdo com ativos
antienvelhecimento através da analise selecionada. Face as consideragbes anteriores, a
pesquisa sobre a analise sensorial justifica-se pois ela € uma ferramenta util que deve ser
utilizada previamente ao langcamento de um produto ao mercado consumidor, de modo a
garantir a melhor aceitagdo do mesmo.

2|1 MATERIAIS E METODOS

No preparo das nanoemulsdes (Figura 1) foi utilizada a pseudoboemita obtida pelo
processo sol-gel, o principio ativo, o tensoativo e a fase oleosa, de acordo com as seguintes
etapas: incorporacgdo do principio ativo a pseudoboemita (fase aquosa), solubilizacdo do
tensoativo com os 6leos essenciais (fase oleosa) e, posterior mistura das fases anteriores
sob agita¢ao constante.
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Figura 1 — Preparo das nanoemulsdes.

Fonte: BARBOSA, 2019.

A partir da emulsao anteriormente preparada foi obtida a nanoemulséo por meio da

centrifugacéo das amostras por 15 minutos nas velocidades de 1000 rpm, 2500 rpm e 3500
rpm (MARCHEZI, 2019).
As nanoemulsbes foram obtidas nas concentragdes de pseudoboemita (3m%) de

6leos essenciais (7m%) de acordo com os melhores resultados da literatura (BARBOSA,

2019), e o ativo: acido mandélico (AM). A concentracéo dos ativos nas emulsoes (2,1 m%)

e do polissorbato 20 (Tween 20) esta de acordo com a literatura (SHARAD, 2013) e podem

ser observados na tabela 1.

Composigéo (% em massa)
Amostras . . "
Ativos | Pseudoboemita | Lavanda | Geréanio | Palmarosa | Lemongrass | Tween 20
(PSB) (oL) (OG) (OP) (OLE)
AM1 2,1 3 7 8,8
AM2 2,1 3 7 8,8
AM3 2,1 3 7 8,8
AM4 2,1 3 7 8,8

Tabela 1 — Composicdo das nanoemulsdes.

Fonte: autores, 2022.

Apo6s o preparo, acrescentou-se 3 ml das nanoemulsdes apresentadas na Tabela

3 aos hidrogéis contendo 7 m% de PVP, 3 m% de PEG e 1 m% de agar e as amostras

foram colocadas nas placas de petri para testagem no dia subsequente, de modo a evitar

contaminagéo.

Producéo cientifica em ciéncias biolégicas 2

Capitulo 5



Uma vez produzido o cosmético, no dia seguinte, realizou-se um questionario
de anadlise sensorial, utilizando a escala Likert. Estes questionarios foram aplicados
em funcionarios, alunos e professores do Senac Campus Santo Amaro, totalizando 95
respondentes e os dados condensados para anélise dos resultados e avaliagdo da analise
sensorial, sua eficicia e aplicabilidade. Esta pesquisa esta registrada na Plataforma Brasil no
CAAE 31929619.4.0000.0089. Os participantes preencheram um termo de consentimento.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Aescala Likert tem a vantagem de ser facilmente aplicada e dados desejados podem
ser obtidos e tabulados de forma descomplicada, pois o entrevistado consegue facilmente
expressar seu grau de concordancia em relacdo a afirmacdo colocada. A aplicagéo da
pesquisa vai de encontro com as afirmagbes do autor Costa (2011), demonstrando
consisténcia e colaborando para a industria cosmética.

A absorcdo de um produto € definida pelo tempo que o mesmo leva para ser
absorvido na pele ou ndo estar mais aparente na pele ((PARENTE; ARES; MANZONI,
2010 apud ANSELMO; VERGILIO; LEONARDI, 2020). Em relagdo a absorgéo, algumas
formulagbes tiveram uma absor¢do mais rapida na pele em relagéo a outras, sensacao
mencionada pelos participantes da pesquisa. O grafico 1 apresenta o grau de satisfacdo
quanto a absor¢éo do produto.

Gréfico 1 - Grau de satisfagdo quanto a absorgéo do produto.

O grau de satisfacdo refere-se a soma da porcentagem de: concordo parcialmente
com concordo plenamente.
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A amostra 4 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial de lemongrass) obteve
72,6% de satisfacdo, posicionando-se em primeiro lugar. A amostra que apresentou grau
de satisfagcdo menor foi a amostra 3 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial de
palmarosa) com a porcentagem de 66,3%.

A espalhabilidade é definida como a expanséo sobre uma superficie apds um periodo
de tempo (BORGHETTI, 2006). E imprescindivel que a espalhabilidade, ou deslizamento,
seja adequada para que fornegca bem-estar ao consumidor e para a continuidade do
tratamento cosmético (SHIRATA, 2016). O grau de satisfacdo quanto ao deslizamento
pode ser observado no gréfico 2.

Grafico 2 - Grau de satisfagdo quanto o deslizamento do produto.

A amostra 4 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial de lemongrass) obteve
um melhor deslizamento com 74,7% de satisfagdo. A amostra 3 (hidrogel com acido
mandélico e déleo essencial de palmarosa) apresentou o menor grau de satisfagcdo quanto
ao deslizamento (65,2%).

O aspecto visual em um cosmético € de grande relevancia, no momento da escolha
do produto, pois o0 mesmo deve “abragar’ o consumidor desde o primeiro momento,
estimulando o maximo dos cinco sentidos: embalagem, cor, consisténcia e aspecto
(KUREBAYASHI, 2019). O grafico 3 apresenta o grau de satisfagdo quanto ao aspecto do
produto.
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Gréfico 3 - Grau de satisfagdo quanto ao aspecto do produto.

A amostra 4 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial de lemongrass) obteve
aceitacdo de 62,1%, enquanto a amostra 1 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial
de lavanda) obteve 48,4%.

O odor é definido pela ABNT (1993) como a propriedade sensorial perceptivel pelo
orgdo olfativo quando certas substancias volateis sdo aspiradas. Ele pode apresentar
caracteristicas como intensidade, persisténcia e a saturagdo. A avaliagdo olfativa &
importante ndo s6 para produtos fragranciaveis (coldnias, perfumes, etc.) mas também
para produtos cosméticos de tratamento de beleza - odor pode conferir & formulagdo um
beneficio, por exemplo em logGes ou cremes de limpeza, em que o perfume caracteriza o
frescor (REBELLO, 2016). O grafico 4 demonstra a avaliagdo da satisfagdo das amostras

relativas ao odor.
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Gréfico 4 - Grau de satisfagcdo quanto ao odor do produto.

A amostra 4 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial de lemongrass) obteve
maior grau de satisfacdo, com o resultado de 67,3%. A amostra 1 (hidrogel com é&cido
mandélico e 6leo essencial de lavanda) também se destacou no grau de satisfagdo relativa
ao odor, totalizando 64,2% e a amostra 2 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial
de geranio) alcangou 47,4% de satisfagéo.

A sensacao que o produto proporciona de suavidade ou maciez refere-se ao conforto
que ele traz apos a sua aplicagédo na pele (WORTEL; WIECHERS, 2000 apud ANSELMO;
VERGILIO; LEONARDI, 2020). O grafico a seguir demonstra a avaliagdo quanto a sensagéo
de conforto do produto apds a sua aplicagdo. O grafico 5 apresenta o grau de satisfagéo
quanto a sensacao de conforto do produto.
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Gréfico 5 - Grau de satisfagdo quanto a sensagéo de conforto do produto.
Aamostra 1 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial de lavanda) foi a amostra
que obteve maior grau de satisfagdo quanto ao conforto na pele, com 79%. O gréfico 6

totaliza as informagdes coletadas para eleger a amostra com maior grau de satisfacdo em
relagéo aos cinco atributos avaliados.

Grafico 6 - Grau de satisfacéo geral dos produtos.
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A amostra 4 (hidrogel com acido mandélico e 6leo essencial de lemongrass) obteve
maior grau de satisfacdo em todos os quesitos: absor¢éo, deslizamento, aspecto e odor,
exceto a sensacéo de conforto ap6s a aplicagéo, na qual a amostra 1 (hidrogel com acido
mandélico e 6leo essencial de lavanda) teve um resultado melhor. Portanto, com esses

dados, pode-se eleger a amostra 4 como a amostra de melhor desempenho.

41 CONCLUSAO

A aplicagdo da analise sensorial proporcionou resultados consistentes, pois foi
realizada em uma amostragem consideravel, utilizando a escala Likert - a qual se mostrou
de simples aplicagdo, indicando a amostra 4 (hidrogel com &cido mandélico e éleo essencial
de lemongrass) como a mais aceitavel.

A finalizagdo da pesquisa, possibilitou eleger a formulagdo cosmética com maior
grau de satisfagdo e enaltecer a importancia deste tipo de teste no desenvolvimento de
um produto cosmético. Portanto, conclui-se que a analise sensorial é indispensavel no

processo de desenvolvimento cosmético, influenciando diretamente na escolha do produto.
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RESUMO: Com a necessidade de criar procedimentos que minimizem, atenuem ou retardem
as expressdes fenotipicas naturais do processo de envelhecimento e as imperfeigcbes
estéticas, ganha destaque, a forma em como decrescer as complicagbes previsiveis ou nao,
destes procedimentos. Este discorre sobre a construgéo de um rol de boas condutas para
minimizar intercorréncias com bioestimuladores de colageno na regido da face. Utilizou-se
de pesquisa qualitativa e andlise de dados, por meio de reviséao literaria de artigos cientificos,
bibliografia e pesquisa documental da area de salde e estética. A literatura revisada &
categorica ao dizer que o bioestimulo de colageno € um procedimento que exige pericia
e por tal motivo, deve ser realizado por profissional habilitado. E que estes devem evitar e
ou corrigir os efeitos adversos com ética, de forma &gil e quando possivel preventivamente.
Este trabalho aponta que a situagé@o problema é tangivel, pois as intercorréncias tendem a
decrescer ou serem evitadas quando, o profissional tem conhecimento sé6lido em anatomia
e do sitio anatdbmico tratado e também na manipulagcéo dos BEC's e de seus insumos, para
realizacdo do procedimento estético.

PALAVRAS-CHAVE: Salde estética. Intercorréncia. Bioetimuladores de colageno. Boas
praticas.

GOOD CONDUCTS TO MINIMIZE INTERCURRENCES IN FACILA AESTHETIC
PROCEDURES WITH COLLAGEN BIOESTIMULATORS: POLY-L-LACTIC ACID,
CALCIUM DYDROXYAPATITE AND POLYCAPROLACTONE

ABSTRACT: With the need to create procedures that minimize, attenuate or delay the natural
phenotypic expressions of the aging process and aesthetic imperfections, the way in which to
decrease the predictable or not predictable complications of these procedures is highlighted.
This discusses the construction of a list of good conducts to minimize complications with
collagen bioestimulators in the face region. Qualitative research and data analysis were
used, through literary review of scientific articles, bibliography and documental research in
the area of health and aesthetics. The literature reviewed is categorical in saying that filling
is a procedure that requires expertise and, for this reason, must be performed by a qualified
professional. And that they should avoid and or correct adverse effects ethically, quickly and
when possible preventively. This work points out that the problem situation is tangible, as
complications tend to decrease or be avoided when the professional has solid knowledge in
anatomy and the anatomical site treated and also in the handling of fillings and their supplies,
to perform the aesthetic procedure.

KEYWORDS: Aesthetichealth. Intercurrence. Facial fill. Goodpratices.

11 INTRODUGCAO

Um dos grandes desafios do século XXI é a luta contra o envelhecimento, definida
como um conjunto de mecanismos fisiologicos que alteram a capacidade fisica do corpo,
assim como sua aparéncia. Associado ao aumento da longevidade da populagdo de uma
forma geral, esse processo ganha maior visibilidade, principalmente na area de saude
estética.

Evidenciando que a face é parte fisica do individuo, que expressa com grande

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 6



notoriedade a acdo do envelhecimento natural ou mesmo uma imperfeicdo estética, os
procedimentos vém ganhando grande destaque intrinsecamente relacionado com o
aumento da longevidade e a demanda por esse procedimento, por ser um procedimento
minimamente invasivo, é executado por diversos profissionais da area da saude com essa
devida especializag¢io.

Executando esse procedimento com os principais bioestimuladores de colageno
(BE) disponiveis no mercado como: Acido poli-L-lactico, Hidroxiapatita de Célcio,
Policaprolactona, Polimetilmetacrilato.

Descrevendo seus respectivos manejos e intercorréncias possiveis ao decorrer
do procedimento estético, o processo empregou diretrizes de boas praticas nos
procedimentos. Permitindo assim, agregar cada vez mais, seguranga, pericia e alto padréo
aos procedimentos estéticos.

Este trabalho norteia-se, na anélise de dados e discussdo, por meio de revisdo
literaria de artigos cientificos, bibliografias de not6rios da area de saude estética e pesquisa
documental de intercorréncias nos procedimentos com uso de biostimuladores de colageno
intracutaneos. E busca agregar aos profissionais da area e ao cliente valores como
satisfacdo, seguranca, confiabilidade e ganho na qualidade de vida, pois imagem pessoal
é sim, fundamento de bem-estar, saude e qualidade de vida. Sendo fator determinante em

varias areas da vida humana.

21 IMPACTO DO PROCESSO DE ENVELHECIMENTO TEGUMENTAR

A pele é a barreira anatdmica e fisiolégica entre o0 meio ambiente e o organismo,
promovendo protecdo indispensavel contra injirias quimicas, fisicas e microbiolégicas.
Sensivel a alteragdes termoquimicas e agdes mecanicas. E constituida por trés camadas,
epiderme, derme e hipoderme (BENY, 2013).

Com o avanco da tecnologia e da biologia médica em saude nas Ultimas décadas,
a expectativa de vida humana estd aumentando de forma exponencial em todo o mundo,
principalmente em paises mais desenvolvidos, com expectativas de vida chegando em
até 100 anos até 2025, tendo resultado um aumento intrinsecamente relacionado com o
acréscimo da populacgéo idosa, dessa forma o processo de disturbios cutaneos associados
ao envelhecimento aumenta, em paralelo com a disfungdes epidérmicas, incluindo a
homeostase de permeabilidade comprometida e redugcbes nos niveis de hidratagdo do
estrato cérneo, bem como elevagéo no pH da superficie da pele (BARBOSA, 2011).

Este se trata de um processo fisiolégico multifatorial que atinge as diferentes
camadas da pele e tecidos de sustentacdo. Na epiderme a proliferacao de queratinécitos
€ retardada, as juncbes derme epidérmicas estdo enfraquecidas. A derme passa por
um processo de atrofia e afrouxamento das papilas dérmicas devido a diminuicdo da
celularidade e vascularidade assim como tecido adiposo subcutaneo, que leva diretamente
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ao afinamento geral da pele e um enfraquecimento de seu suporte adiposo muscular
(SREEDHAR et al; 2020).

Como 6rgédo de barreira exposto a fatores ambientais, a pele sofre o chamado
envelhecimento “extrinseco” que esté ligado a multiplos fatores ambientais, um desses
fatores ambientais diz respeito a radiacdo eletromagnética, e especialmente aos raios
ultravioletas (UV). Estes podem induzir muta¢cdes de DNA e alterar a expresséo genética,
mas também estimulam a expressao de metaloproteinases (PMPs), enzimas que degradam
a matriz extracelular (MEC) e a degradacao do colageno (SILVA; CARDOSO, 2013).

31 BIOESTIMULADORES DE COLAGENO (BEC)

O numero de alternativas de bioestimuladores de colageno (BEC) disponiveis
no mercado vem aumentando nos Ultimos anos por ser um procedimento minimamente
invasivo. Os produtos empregados nesse tipo de procedimento devem seguir normas e
regulamentos para a aplicabilidade segura, como, biocompatibilidade, biodegradabilidade,
baixo risco de hipersensibilidade, apresentar baixa incidéncia de efeitos colaterais (LIMA;
SOARES, 2020).

Um dos BEC mais empregados segundo a literatura é o acido poli-L-lactico (PLLA)
que é composto de particulas de PLLA, carboximetilcelulose sédica e manitol apirogénico,
estimulando a neocolagénese.

Assim como hidroxiapatita de calcio (CaHA) que vem sendo empregado por
biomédicos e profissionais da salde estética como opgédo viavel de material para o
bioestimulo de colageno em plano subdérmico. A CaHA é composta de miscroesferas
suspensas em gel aquoso de glicerina e carboximetilcelulose de sodio (CMC), o gel aquoso
¢é substituido por fibroblastos de matriz extracelular, sua alta elasticidade e a viscosidade
conferem a CaHA a capacidade de ser moldada e contornada no local injetado.

Os BEC sao aplicados com agulhas ou canulas, sendo o segundo instrumento
0 mais usual e seguro. As opg¢des de anestesias utilizadas para realizagdo desse pro-
cedimento séo: topica, bloqueios, infiltrativas ou associagées (LARGURA, 2019).

A Policaprolactona (PCL) é composta por microesferas de dimensdes entre 25 —
50um, sdo totalmente esféricas e lisas, com tamanho uniforme. Apos a injecdo nos tecidos
moles, ha uma leve correcéo imediata no local. O gel carreador de CMC é gradualmente
reabsorvido por macréfagos, enquanto as microesferas de PCL desempenham a principal
caracteristica do produto, a estimulagdo de novo colageno. (LIMA; SOARES, 2020).

3.1 Acido poli- L- lactico (PLLA)
Segundo Lima e Soares (2020) O produto é composto de particulas de é&cido
poli-L-lactico, carboximetilcelulose s6dica e manitol apirogénico, sendo um estimulador

de neocolagénese, com resultados que perduram por cerca de 2 anos. “Derivado da
fermentacéo da dextrose do milho, o acido poli-L-lactico € uma molécula pesada (140 KDa),
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cristalina, medindo cerca de 2um a 50uym de didmetro, que, sob hidrélise tecidual ndo
enzimatica, se degrada a mondmeros de acido lactico que séo fagocitados por macréfagos
e degradados a glucose e gas carbdnico, este ultimo eliminado por via respiratéria, possui
carater biocompativel e biodegradavel, e, além disso, teste alérgico ndo se faz necessério
(BENY, 2013).

Uma vez injetado, as grandes particulas de PLLA atraem muitos macréfagos (que por
néo conseguirem fagocitar as particulas, unem-se formando outro tipo de célula inflamatéria
maior, chamada de Célula Gigante Multinuclear), linfocitos e fibroblastos. Uma céapsula é
formada em torno de cada microesfera individual a medida que o PLLA é metabolizado,
resultando no aumento da deposicao das fibras de colageno pelos fibroblastos, tendo como
resultado um aumento subsequente da espessura dérmica (BARBOSA, 2011).

Apo6s sua aplicagdo, mudangas sdo prontamente observaveis, correspondentes ao
volume do diluente do produto, no entanto, essas desaparecerdo com cerca de dois a trés
dias, até absor¢cao completa do diluente, pois o PLLA ndo é agente preenchedor, e sim um
estimulador de colageno, que tem seu efeito de forma gradual e progressiva (SILVA, 2013).

3.2 Hidroxiapatita de calcio (CaHA)

A CaHA acresce volume os tecidos moles faciais como efeito secundéario do
bioestimulo de colageno, melhorando o aspecto geral da face relacionado a sustentagéo
e bioestimulo de colageno. A CaHA consiste em 30% (dependendo do fabricante e
apresentacédo do produto) de microesferas de CaHA e 70% de gel de CMC, um derivado
da celulose sollvel em agua. Apos a injecao, o gel de CMC é rapidamente decomposto,
enquanto as microesferas de CaHA atuam como uma espécie de arcabougo para o colageno
recém sintetizado. Tendo agéo tardia sendo substituido por tecido conjuntivo autdlogo ou
neocolageno (WOERLE, 2004).

A neocolagénese ja pode ser observada na quarta semana e perdura até, pelo
menos, 12 meses apos a injegdo. A alta elasticidade e a viscosidade conferem a CaHA a
capacidade de ser moldada e contornada no local injetado dependendo da concentragéo.
Sua aplicagéo pode ser feita na derme profunda e nos planos subcutaneo e supraperiostal.
O volume a ser injetado varia conforme o local e a extensao do problema em questao, bem
como o grau de envelhecimento facial (LARGURA, 2019).

3.3 Policaprolactona (PCL)

Comercialmente conhecido como EllanséO é um bioestimulador & base de
policaprolactona composto por microesferas de PCL em um veiculo aquoso de CMC. Essas
microesferas de PCL possuem dimensao entre 25um - 50um, sao totalmente esféricas e
lisas, com tamanho uniforme. (MELO, 2017).

Apés a injecdo nos tecidos moles, hd uma correcéo imediata no local, tendo o
volume perdido em algumas semanas, quando o gel carreador de CMC é gradualmente
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reabsorvido por macréfagos, enquanto as microesferas de PCL desempenham a principal
caracteristica do produto, a estimulacdo de novo coldgeno, que substitui o volume do
transportador reabsorvido em torno das microesferas (LIMA; SOARES, 2020).

41 INTERCORRENCIAS E SEU MANEJO

No contexto dos procedimentos estéticos o nimero de procedimentos néo cirargicos
apresentou acréscimo nos ultimos anos devido ndo apenas ao aumento de opgdes de
materiais para bioestimuladores disponiveis, mas, também devido a maior quantidade
de profissionais com permissdo para executar esse procedimento em questdo. Com isso
existe um aumento intrinseco das complica¢des decorrentes desse procedimento, sendo
as intercorréncias mais comuns: Hematomas, que tem sua causa ruptura dos vasos,
estagnacdo do sangue e ocorrendo abaixo do local da aplicagdo. Edemas, em casos
de grandes hemorragias, excesso de produtos ou técnicas de aplicagcdo erradas podem
levar ao surgimento de no6dulos endurecidos, mais comuns nos BEC que se baseiam em

hidroxiapatita de célcio e policaprolactona com inicio imediato (KOH; LEE, 2019).

Figura 1 Hematoma apds preenchimento.
Fonte: Koh; Lee (2019).

Os granulomas ou noédulos séo intercorréncias precoces, na maioria das vezes,

mas também pode acontecer tardiamente, anos apés a injecdo do material cosmético,

normalmente acontece por aplicagdo superficial (GUTMANN, 2018).
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Figura 2 Granuloma.
Fonte: Koh; Lee (2019).

O eritema, pode ocorrer nos p6s imediato ou tardio apds a aplicagdo dos BEC. Por
causarem uma inflamagé&o, de certa forma controlada é esperado e tende a sumir apos 2
a 3 dias. Em casos de eritema prolongado se faz necesséaria uma avaliacao criteriosa do
profissional para averiguac¢ao de algum tipo de provavel hipersensibilidade.

Figura 3 Eritema prolongado.
Fonte: Koh; Lee (2019).

Figura 4 — Marcacgéo de pele, Cicatriz.

Fonte: Koh; Lee (2019).
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Quando a técnica empregada € errada ou se aplica excessivamente o produto para
bioestimulo, podem aparecer marcacgdes na pele que se assemelham a vincos como uma
estria dispersa, porém menor (KOH; LEE, 2019).

Reacéao alérgica, pode surgir imediatamente ou tardiamente até seis meses. Sendo
tratada com cremes esteroides, anti-histaminicos, ou infiltragdo intralesional de corticoide
(GUTMANN; DUTRA, 2018).

Figura 5 Reacéo alérgica induzida por inje¢ao intradérmica com preenchedor.
Fonte: Koh; Lee (2019).

Migragéo, acontece de imediato ou tardiamente tendo multiplas causas, atividade
muscular, gravidade, ma técnica, excesso de material injetado, realizagdo da inje¢éo sob
pressao, deslocamento induzido por pressao, propagacao linfatica e intravascular, estas
sdo mais relacionadas (KIM; AHN et al., 2014; JORDAN; STOICA, 2015).

Efeito Tyndall, nas aplicagbes em planos mais superficiais como derme e epiderme,
e quando houver dano vascular, deixa o produto mais visivel sendo a causa de um pigmento
de coloragédo azulada na relagdo de refragdo da luz (ARAUJO, 2019).

Obstrugao vascular, pode ser localizada ou generalizada, complica¢cdes graves
como cegueira e embolia cerebral acontecem devido a obstrugcbes vasculares extensas. As
obstrucdes vasculares localizadas sdo geralmente causadas por compressao em pequenos
vasos, ja as obstrugdes generalizadas por embolia, ocorrem em areas maiores. S&o fatores
de risco de embolia: a aplicacdo de produtos com agulhas, injecées de alta presséo e
aplicagdo em sitio anatémico altamente vascularizado (KOH; LEE, 2019).

Infecgdo, de acordo com Urdiales-Galvez (2018 apud ARAUJO,2019, p.21) A
infecgdo da-se pela contaminagdo do BEC ou ma antissepsia da area a ser bioestimulada.
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As infeccbes de inicio precoce apresentam endurecimento, eritema, sensibilidade e prurido,
podendo ser confundidas como respostas transitéria pds-procedimento. Geralmente ocorre

devido a patdbgenos presentes na pele.

Figura 6- Infecgéao.
Fonte: Koh; Lee (2019).

Necrose, pelo dano irreversivel ao tecido, seguido por alteragbes isquémicas.
Inicia-se com suprimento vascular reduzido, devido uma embolia ou compresséo direta
de pressdo adjacente. E tem como fator de risco as aplicagbes mais superficiais, pele
mais espessa € ou dura, e ou firme, maior quantidade de produto, maior edema e menor

didmetro da agulha ou canula. (KOH; LEE, 2019).

Figura 11- Necrose.

Fonte: Koh; Lee (2019).
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51 BOAS CONDUTAS PARA MINIIV!IZAR INTERCORRENCIAS NA APLICAQAO
DE BIOESTIMULADORES DE COLAGENO

A atividade em saude estética neste capitulo foi norteada em fundamentos de boas
praticas para decrescer as intercorréncias com os principais produtos utilizados como BEC.
Rol destas, pontuou-se em Multiprofissionais e o Tempo de Formagéo; Produto; Area de
aplicagcéo e Técnica.

O bioestimulo de colageno é um procedimento estético néo cirargico pertencente
a area de salde estética, é executado entre multiprofissionais de saude. Eles realizam
os procedimentos estéticos minimamente invasivos nédo cirurgicos respaldados por suas
resolugdes, sendo estas respectivas a cada conselhos. Enfermeiros COFEN N° 529/201;
biomédicos, CFBM N° 197/2011 e 241/2014; farmacéuticos CFF N°616/2015 e dentistas
CFO N° 616/2019 tendo sua especifica habilitagéo.

Portanto, o exercicio da pratica de procedimentos estéticos, sdo devidamente
previstos no ambito dos atos normativos regulamentadores dos respectivos conselhos, ndo
caracteriza o crime de exercicio ilegal da medicina (art. 282 do cédigo penal- CP), uma vez
que o profissional age ao abrigo de norma presumivelmente valida (MPGM SAUDE, 2021,
p 40).

As areas de riscos das aplicagbes com BEC s&o basicamente as estruturas com
maior quantidade de vasos e nervos (KOH; LEE, 2019).

Também ¢ valido destacar que ha um grande risco de lesdo do vaso, quando os
produtos utilizados como BEC séo injetados superficialmente, pois um nimero grande de
vasos corre mais superficialmente. Assim, Koh e Lee (2019) destacam algumas artérias
com relevancia clinica. Sao elas: A. supraorbital, A. supratroclear, ramo nasal lateral da A.
facial e A. nasal dorsal. Todas em destaque na figura 12.

Naregiéo frontal colorida de azul claro,” a pele, o subcutaneo, o musculo e aponeurose
juntos resultam numa espessura relativamente fina situada sobre estruturas ésseas e
qualquer BEC pode resultar em nodulos ou formagoes lineares visiveis.” (TAMURA, 2013)
Nessa area “A. supraorbital também surge da carétida interna, de modo que o material
injetado no vaso pode causar cegueira ou infarto cerebral” (KOH; LEE, 2019).

Koh e Lee (2019) séo contundentes na atengéo do uso de BEC que sejam adjacentes
ou tangentes aos trés vasos que surgem da A. caroétida, esses sdo A. supraorbital, A.
supratroclear e A. dorso nasal. Pois o fator de gravidade é elevado quando comprometido
em procedimento. Suas complicagbes podem causar cegueira. Ainda na figura 12, de cor
amarelo a regido da glabela, as complica¢cdes continuam persistentes e mais severas,
agora neste sitio pode ocorrer ndo s6 a cegueira, mais necrose cutanea e infarto cerebral
devido a embolia.

A raiz e a ponta nasal ilustrados de roxo, tem espessura diferentes. A primeira tem
dimensao mais fina e a pele ndo esta conectada a camada SMAS (Sistema Muscular
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Aponeurbtico Superficial).

Artéria frontal

Artéria temporal superficlal

Artéria dorso nasal

Artéria angular

Artéria nasal lateral

Figura 12- Regiéo de risco acentuado grande vascularizagao.

Fonte: Faria; Junior (2020).

Pintado de verde o sulco nasolabial, tem um niumero acentuado de procedimentos,
sendo adjacente aArtérianasal lateral que éumramodaA. facial essa, passa superficialmente
pelos M. elevador do labio superior e 0 da asa do nariz, artéria nasal lateral cruza a regido
pré-maxilar em sentido superior do sulco nasolabial assim, as injecbes nesta regido tendem
a danificar este vaso podendo ocorrer necrose da ponta do nariz, da borda alar (KOH; LEE,
2019).

Marcada pela cor azul escuro na ilustracdo acima regido da témpora. Este sitio
apresenta riscos devidos a presenca da artéria temporal superficial, além do nervo e das
veias (TAMURA, 2013).

5.1 Anamnese e orientacao

Uma anamnese bem-feita compreende histéricos de procedimentos, pesquisa de
uso de medicagéo, informacgéo de comorbidades e alergia a alguma substancia e avaliagdo
clinica. E feita investigacdo da insatisfagdo do cliente, 0 mesmo deve ser orientado sobre

a técnica, a estratégia a ser executada e seus riscos. O cliente deve ser esclarecido e
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assinar termo de consentimento. O registro de fotodocumentagcé@o acontece antes e pds
procedimento (ESSA, 2018).

5.2 Antissepsia

A previa remoc¢ao de maquiagem e higienizagéo da pele, seguidos de assepsia com
uso do alcool a 70%, iodo, ou clorexidina 2% degermante, deve anteceder os procedimentos
invasivos néo cirurgicos sustentam o uso de clorexidina com base de alcool para antissepsia
(ALMEIDA,; et. al 2020).

5.3 Manipulacéao de agulhas e cénulas

Com base nas diretrizes preventivas deve-se fazer uso de cénulas. Pois agulha
com diametros menores podem entrar no vaso e acarretar embolia. O controle da presséo
também tem atencdo, ja que a presséo alta quando se faz uso de agulha com didmetros
menores € uma das causas de cegueira e necrose. A compressdo das artérias € uma
técnica para prevenir a regurgitacdo das artérias. O sentido da injecéo deve ser paralelo em
direcdo proximal para distal com excecao da glabela onde a diregéo é oposta (KOH; LEE,
2020). Canulas também sao menos propicias para lesionar o vaso devido sua ponta romba,

atentar para uso de canulas com calibres maiores.

5.4 Aspiracao

Técnica de grande discurséo, a aspira¢do é muito valida, quando o sitio anatdmico
tem vasos mais calibrosos e mais superficiais. No caso da face, sdo exemplos as A. nasal,
supraorbital e dorsal. E valido destacar que ha estudos cujo agulha ndo permanece inerte
durante o procedimento, e ainda acrescido de dificil puncionamento quando a mesma
estd com o BEC, nestas condicdes a técnica néo deve ser usada com agulhas de menor
diametro (KOH; LEE, 2020).

Silva; Cardoso (2013) apoiados no estudo Vegas apontaram que maiores diluicdes
de PLLA tém sido ministradas passando de 3 ml & chegando até 11 ml de agua destilada,
quando o acido poli-L-lactico for usado na area periorbitaria. Os casos clinicos daquele
estudo, compreenderam 4 casos de equimose no local da injegcdo e 1 caso de nédulos na
regido periorbitaria, onde havia sido realizada inje¢&do ponto a ponto, que surgiram 15 dias
apés o procedimento.

Silva; Cardoso (2013) também explanam a relagédo da profundidade da injecéo, ja
que, de acordo com a area a ser tratada se difere. Assim exemplificando o sitio anatémicos.
Para tanger uma prevencdo adequada devem ser feitos uso de técnicas apropriadas,
conhecimento anatdmico, sempre manter as estruturas nobres da area do procedimento, o
uso de BEC na area adequada e dosagem segura.

A policaprolactona sé deve ser utilizado por profissionais de salde, com experiéncia.
Os insumos para o procedimento com injecdo subcutédnea séo seringa, BEC, cénula,
devido ao diametro da agulha fazer anestesia local ou topica na area da injecéo, essa &
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discricionaria ao aplicador, também deverao ser feitas a antissepsia. Remover o excesso
de PCL que estiverem na superficie dos encaixes rosqueaveis da seringa luer lock com
gaze estéril. Empurre lentamente o émbolo da seringa até que o PCL saia pela extremidade
da canula. Localize o local inicial para o implante (CHRISTEN (2000).

O tecido cicatricial e a cartilagem podem ser dificeis ou impossiveis de tratar. Evite,
se possivel, passar através destes tipos de tecido ao avancar a cénula; A quantidade
injetada ir4 variar dependendo do paciente, do local e extensao da restauragcdo ou aumento
desejado, PCL deve ser injetado subdermicamente. Insira a canula com a abertura para
baixo aproximadamente a 30 da pele. A canula deve deslizar sob a derme até o ponto que
vocé deseja iniciar a inje¢do. Isso deve ser facilmente palpavel com a mao ndo-dominante
(CHRISTEN (2000).

61 CONSIDERAGOES FINAIS

O capitulo contribuiu para a formulagéo do rol de procedimentos para evitar, identificar
e corrigir eventos adversos com bioestimuladores faciais. Neste processo norteada nos
pilares de compreensao das estruturas anatdmicas envolvidas, o impacto do processo de
envelhecimento e as intervengdes estéticas incluindo a aplicagdo de BEC. Ratifica-se que
os achados exposto no capitulo se intencionou em agregar seguranca pericia e alto padrao
aos procedimentos de bioestimulo de colageno no sitio da face. Foi possivel entender que
o problema na sua maior parte dar se pelo uso incorreto em relagéo a area de aplicagéao,
a quantidade aplicada e técnica exercida. Necessitando sempre de formacao profissional
adequada para a realizagdo dos procedimentos assim como a resolugdo em casos de
intercorréncias com os pacientes.
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ABSTRACT: Melaleuca armillaris (Sol. Ex
Gaertn.) Sm was introduced in Brazil from
Australia and is commonly known as the honey
bracelet. The trees reach 5m in height, growing in
sandy soil with low water retention capacity. The
objective of the present work was to evaluate the
effect of the Melaleuca leaf hydrolate on wound
healing in rats, as well as to evaluate the blood of
the animals by biochemical tests. The objective
of the present work was to evaluate the effect of
the Melaleuca leaf hydrolate on wound healing
in rats, as well as to evaluate the blood of the
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animals by biochemical tests. The leaves were
collected from trees in Piedade, SP, brought to
the laboratory in a Styrofoam refrigerator and the
oil was distilled. After oil separation, the hydrolate
was removed and the presence of 0.3% of oil
was confirmed, containing 91.48% of 1,8 cineol
and antioxidant activity equivalent to 494 umol
Trolox. A gel with 10% of hydrolate was prepared.
After approval by the Ethic Committee, 15 adult
male Wistar rats (weight about 200-250g) were
used and divided into three groups. The animals
in the first group were treated with 1mL of the
10% hydrolate gel, those in the second group
with 1mL of distilled water gel, and those in the
third group with a thin layer of fibrinase. Daily
application was performed on a 4 cm? square
wound on the dorsal region of each animal. The
wound was evaluated macroscopically in the
predetermined periods (0, 2, 7, and 14 days).
The macroscopic analysis of the evolution of
the wound aspect and measurement of wound
healing retraction was performed by digital
planimetry. The blood biochemical test showed
no difference, demonstrating that the hydrolate
penetrates into the skin but has no action on the
biochemical metabolism. Partial results of the
healing indicated a statistical difference in the
areas of the wounds treated with melaleuca when
compared to the water-gel control. In conclusion,
melaleuca hydrolate may come to assist in wound
healing and be an alternative in the treatment of
wounds.

KEYWORDS: Hidrolate of Melaleuca, rats,
wound healing.

RESUMO: Melaleuca armillaris (Sol. Ex Gaertn.)
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Sm, foi introduzida no Brasil oriunda da Australia e comumente conhecida como Bracelete
de Mel. As arvores chegam a 5m de altura, crescendo em solo arenoso ou com rochas com
baixa capacidade de retengédo de agua. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito
do hidrolato das folhas de Melaleuca, sobre a cicatrizacdo de feridas em ratos, bem como,
avaliar por testes bioquimicos o sangue dos animais. As folhas foram coletadas de &rvores
em Piedade, SP, trazidas ao laboratério em geladeira de isopor e realizada a destilagao do
6leo. Apos a separacao do 6leo, foi retirado o hidrolato e confirmada a presencga de 0.3% do
6leo contendo 91,48% de 1,8 cineol e, atividade antioxidante equivalente a 494 umol Trolox.
Gel foi preparado contendo 10% do hidrolato. Apds aprovacdo no Comité de Etica, foram
utilizados 15 ratos da linhagem Wistar, machos, adultos (peso cerca de 200-250g), divididos
em trés grupos. Os animais do primeiro grupo foram tratados com 1mL do gel a 10% do
hidrolato, os do segundo grupo, com 1mL de gel-agua destilada e os do terceiro com uma fina
camada de fibrinase. Foi realizada aplicagéo diaria sobre ferida quadrada de 4cm? na regido
dorsal de cada animal. A avaliagdo da ferida foi feita macroscopicamente nos periodos pré-
determinados (0, 2, 7, e 14 dias). A analise macroscépica da evolugéo do aspecto da leséo e
medida da retragao cicatricial da ferida foi realizada por planimetria digital. O teste bioquimico
do sangue néo apresentou nenhuma diferenca demonstrando que o hidrolato penetra na pele
mas ndo chega a ter acdo no metabolismo bioquimico. Resultados parciais da cicatrizagao
indicaram uma diferenga estatistica nas areas das feridas tratadas com melaleuca quando
comparadas com controle gel-agua. Como conclusédo o hidrolato de melaleuca podera a vir
auxiliar na cicatrizagcéo e ser uma alternativa no tratamento de feridas.

PALAVRAS-CHAVE: Hidrolato de Melaleuca, ratos, cicatrizagéo.

11 INTRODUCTION

Melaleuca, genus of Myrtaceae family, included 100 species that occur in Australia
and Islets from Indic Ocean. The plant is known as “Tea Tree”, for Melaleuca alternifolia
and “honey bracelet” for Melaleuca armillaris and produces volatile oil formed by a complex
mixture of compounds obtained by steam distillation from leaves. The chemical studies
of the volatile oil have reported about 100 constituents such as the actives terpinen-4-ol,
a-terpineol and 1,8 cineole (Cox et al., 2001).

In Brazil, many different species from Melaleuca have been introduced as fresh tea
tree plants, such as: M. alternifolia Cheel, M. leucadendra (L.). L., M. armillaris Sm., M.
quinquenervia (Cav.) S.T. Blake, M. cajuputi Roxb. subsp. cajuputi Powell and M. cajuputi
Roxb. subsp. platyphylla (Lemos et al, 2012; Silva et al., 2010). The species can be
identified through key characters described by “ANH - Australian national herbarium (ALA,
2012)” and confirmed by photos of “ALA - Atlas of living Australia (ANH, 2012)” as well as
by oil composition. The composition of tea tree oil has been regulated by the International
Standard (ISO, 1996, 2004).

For M. armillaris, in Australian, a new Plant census was demark with scientific name
Melaleuca armillaris (Sol. ex Gaertn.) Sm. subsp. armillaris (Chah, 2010; Cowley et al.,
1990). The seeds from M. armillaris came from Australia and grown very well in Sdo Paulo
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but don’t have any analysis from the product. M. armillaris was cultivated in Bairro Gurgel,
Piedade (Prop. Wolfgang Pickert with latitude 23°45°0.5 13"°S and longitude 47°19°19.39",
CEP 18700-000), Séo Paulo, and grows to about 5 meters high.

The objectives of present study were: identified the specie, analyze the chemical
composition of the leaves extracts (hydrolat) and the essential oil and after evaluated the
effect on wound healing in rats.

21 MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant Material

Plants of Melaleuca armillaris were collected in August 2012, grown in Piedade,
Séo Paulo (Prop. Wolfgang Pickert), from 1-year plantation. Seeds originated from CSIRO-
Australia. Voucher specimen has sent to deposited in herbarium of “Prefeitura Municipal de
Sao Paulo (PMSP)”. — verificar que no resumo e abstract esta que foi coletada em Ibiuna.

The specie was identified by key taxa from Australian national herbarium and
confirmed by photos “ALA - Atlas of living Australia (ALA, 2012)” and by Chah (Chah, 2010).
In key taxa must be observed the leaves, flowers, fruit, inflorescences, bark for checked as
Melaleuca armillaris (Sol. ex Gaertn.) Sm. subsp. armillaris.

2.2 Extract from Melaleuca armillaris and antioxidants

Leaves were collected from the trees, in a completely randomized way and were
transported to UNINOVE (University Nove de Julho, Sdo Paulo) in a Styrofoam cooler.
The essential oil was extracted by steam distillation of the leaves and terminal branches of
M. armillaris. Once condensed, the clear to pale yellow oil is separated from the aqueous
distillate, that is Hydrolate.

The technique for determined antioxidants was based on Rufino et al. (2007) and
Sousa et al. (2007). The method is based on electron transfer where, by the action of an
antioxidant (AH) or a radical species, the DPPH that has purple color is reduced forming
diphenyl-picrylhydrazine, yellow, with consequent disappearance of absorption, which can
be monitored by the decrease in absorbance. For the DPPH method first the 0.6 mm DPPH
stock solution was prepared in methanol and stored at -20 °C and in the dark. Every time it
is necessary to use prepare a diluted DPPH solution in methanol with an absorbance of 1.1+
0.02 at 515 nm. Standard solution was evaluated with Trolox at concentrations between
100 to 1000 uM. The reaction involves 975 uL of DPPH reagent at room temperature,
adding 25 L of Trolox and monitoring absorbance at 515nm for 6 minutes. The results were
expressed as pmol Trolox.

2.3 Chromatography Conditions- GC/MS

The GC (gas-chromatography) analysis for the identification of constituents present
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in the essential oil and aqueous distilled samples were carried out with Hewlett-Packard
5890 Series Il apparatus equipped with a FID detector, an Agilent BPX5 cap. column
(5%-phenyl)-methylpolysiloxane; 30m x 0.25mm i.d., film thickness 0.5mm), an automatic
injector (HP 7673) and an electronic integrator (HP 3396A). The oven temperature was
programmed rising from 60 to 320°C at 3°C.min"' and then held isothermal at 320°C for
9min. The injector and detector temperatures were 280°C. Helium gas was used as the
carrier gas at a constant flow rate of 0.5mL.min'. The calculation of the concentrations of
the compounds was based on the areas of the peaks in the chromatogram, following the
elution order on the BPX-5 column.

GC/MS analysis: The essential oil was analyzed with a Shimadzu CG-17A apparatus
equipped with a MS-QP-5050A mass selective detector operating by electronic impact (70
eV) and a DB-5 cap. column (30 m x 0.25 mm i.d., film thickness 0.25 mm). He (1 mL.min"")
was used as carrier gas. The GC analytical conditions were as described above (see GC
Analysis).

Compound identification: The identification of the compounds was based on the
comparison of their retention index (Rl determined relatively of the t; of n-alkanes) (Adams,
2001) and mass spectra with those of authentic compounds by means of the program
CLASS-5000, version 2.23 (Shimadzu Corporation), equipped with the commercial libraries
NIST 21, NIST 107 and Wiley 229.

2.4 Animals

The experiment was approved by UNINOVE's Ethics Committee with protocol number
AN 0037/2013). A total of 15 male Wistar rats were used, with a controlled body mass of
275+ 25¢g, aging from 12 + 2 weeks old. All animals were obtained from the University
vivarium (UNINOVE), and were kept in cages, grouped in groups of 5 animals/cage, and
kept under controlled environment, with average temperature of 26°C and 12 hours light/
dark cycle, with water ad libitum and balanced feed.

Animals were initially weighed, and then anesthetized with xylazine (0.5mg)
and ketamine (0.1mg). After 5 minutes of anesthesia started, the dorsal region of each
animal was shaved. After local asepsis, a surgical incision of 4cm? was performed at the
trichotomized area, and topical treatment begun. Animals were separated in individual
cages and submitted to the following treatment: a) syringe containing 1mL of gel-water
(negative control); b) syringe containing 1mL of gel + 10% hydrolate; c) a thin layer of gel-
free fibrinase (SG) (positive control). Skin healing results were observed at days 2, 4, 7 and
14. Wounds were photographed, and total wound area evaluated by ImageJ software (NIH,
USA).

At the end of the experimental period, the animals were anesthetized with a lethal
dose of a cocktail containing ketamine (1 mg), xylazine (5 mg), and acepromazine (0.2 mg).
Thoracotomy was performed. Blood was collected from the left ventricle and centrifuged.
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The plasma was removed and stored at —20° C for no longer than three days before the
assay. Total cholesterol, triglycerides, urea and creatinine were measured using test kits
(Labtest Diagnostica).

2.5 Statistical analysis

All data was evaluated using average + standard deviation, and evaluated using One-
Way ANOVA variance analysis, using Assistat software, with a significant result considered
*P <0,05.

31 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Taxonomic identification and chemical analysis

Melaleuca genus belongs to the Myrtaceae family, and almost species are native
from Australia (ALA, 2012). When left to grow naturally, the plants demonstrated a difference
in height of trees, for example, M. alternifolia grows of approximately 8 meters compared to
4-5 meters when is cultivated and chemical compounds presented different concentrations
(Colton and Murtagh, 1999). For taxonomic identification, in internet have the “ANH -
Australian National Herbarium (ANH, 2012)” that can be compared with the photos from all
species in “ALA - Atlas of living Australia (ALA, 2012)”. Chah (Chah, 2010) proceeded a new
revision from all species.

The first identification was related to leaves: that is usually less than 4mm long,
sessile (identify M. irbyana) or; more than 5mm long, petiolate or sessile. After the leaves
was opposite or scattered. With the flowers that can observed: Flowers are red, staminal
bundles more than 20mm long (identify M. hypericifolia) or; flowers are mauve, pink,
white or yellowish and stamina bundles than 20mm long. When the flowers are white and
inflorescences lateral, the specie was M. acuminata and, when flower was pink color with
the same inflorescences the specie was M. thymifolia.

But when the leaves was scattered, alternate; less than 3mm wide; more than 5mm
long and fruit also scattered; flowers in spikes with white color; staminal claw more than
5mm long but inflorescences axillary, borne low on the branchlets; bark corky or hard
the specie was identified as Melaleuca armillaris and Chah (2010) named as Melaleuca
armillaris (Sol. ex Gaertn.) Sm. subsp. armillaris.

When compared with M. alternifolia in the set of observations is the same as M.
armillaris, but the inflorescences were terminal and borne at the ends with bark papery.

In conclusion the plant cultivated in Piedade was identified as Melaleuca armillaris
(Sol. ex Gaertn.) Sm. subsp. armillaris (Chah, 2010; Cowley et al., 1990) (Figure 1).

Table 1 shows the chemical composition of the essential oil from Melaleuca armillaris
(Sol. ex Gaertn.) Sm. subsp. armillaris (extracted August 2012) and the compounds are
listed according to their elution order on GC/MS. In total, 15 compounds, representing
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100% of the chemical composition of the oil sample, were identified. The major components
present in the essential oil were 1,8-cineole (91.48%), myrcene (3.53%) and a-terpineol
(3.42%).

Chabir et al. (2011) and Amri et al. (2012) extracted volatile oil from leaves of
Melaleuca armillaris in Tunisia and observed thirty-two components representing more than
98% of the total composition of the essential oil and identified 85.8% from 1,8-cineole,
camphene (5.05%) and a-pinene (1.95%). Farag et al. (2004) analized essential oil from M.
armillaris leaves in Egypt, and observed 33.9% of 1,8-cineole. When compared results from
Séo Paulo with Tunisia and Egypt, the major component was 1,8-cineole but in different
percentual of concentrations. The other compounds were not the same. This difference
in the chemical composition of the essential oil could be related to seasonal variations
such as: temperature, humidity in environmental, quality, micronutrients (N, P, K) and water
availability in soil, and presence of sun (Sayuri et al., 2010; Simdes et al., 1999). Other
factor that required careful it is in collection from plants that must made in early morning

when have no much Sun because can loss compound from oil (Simdes et al, 2003).

Figure 1- Melaleuca armillaris (Sol. ex Gaertn.) Sm. subsp. armillaris from Piedade. Photo by Erna Bach
(august 2018).
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N° IK Compound % relative
1 991 Myrcene 3.53
2 1031 limonene 0.88
3 1033 1,8-cineole 91.48
4 1062 alfa-terpinene 0.03
5 1118 myrcenol 0.02
6 1177 terpinen-4-ol 0.14
7 1189 1,2 terpineol 3.42
8 1404 (2)-caryophyllene 0.03
9 1418 (E)-caryophyllene 0.15
10 1441 alfa-humulene 0.07
11 1454 2-humulene 0.09
12 1524 1-cadinene 0.06
13 1655 alfa-bisabolol B oxide 0.03
14 1683 1-bisabolol 0.04
15 1744 2-bisabolol A oxide 0.03
Total identified 100.0

Table 1: Chemical constituents [%] of the essential oil from leaves of Melaleuca armillaris (Sol. ex
Gaertn.) Sm. subsp. armillaris.

When the aqueous distillate was observed by GC/MS one peak corresponded to
1,8-cineole was present that can be represent from 3 to 5% of oil in hydrolate.

The antioxidant activity based on Trolox showed 494.8 mmol TEAC/g leaf. The
antioxidant activity is important in terms of stimulating new skin tissue, collagen production,
having anti-inflammatory properties, and decreasing scar formation in chronic wounds.

3.2 Animals

The wound induction consisted of a single dorsal skin fragment, according to the
technique described by Prata et al. (1988). The dorsal region was chosen because it is
difficult to manipulate by the animals. In this experiment, dressings were not performed, and
the wounds remained unprotected, since the use of dressings on the skin surface of rats
is difficult to adapt and maintain, besides causing trauma by contact with the wound. It is a
complex, dynamic process of reestablishing the cellular structures and, consequently, the
layers of epithelial tissue. This process is carried out in order to establish a re-epithelialization
closer to its normal state (Kumar et al., 2006).

For the treatments we used a 10% gel, according to the orientation of the Association
of Pharmaceuticals-Homeopathy from Brazilian -ABFH- (1995), which in its technical norms
for the preparation of medicines, recommends for pharmaceutical forms for external use a
10% preparation, whether for cream, gel or ointment. The option for the gel and not the liquid
form of the hydrolat is due to its adherence on the injured site, with longer duration of action.
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As for the option for the gel, it is due to the easy acquisition and manipulation of the vehicle,
which allows its preparation by hand. This facilitates its use in the human area. To measure
the healing areas there are several methods and, in the project were used morphometry
system by pachymetry, photo followed by software and computer measurement.

The fibrinase ointment (fibrinolisin, deoxyribonuclease, and chloramphenicol)
was used as a positive control because it is indicated for the treatment of infected skin
lesions (lesions on the skin with infection) such as burns, ulcers (superficial skin lesions),
and wounds. It consists of an association of active enzymes (substances that activate a
chemical reaction, in this case accelerating the destruction of cells damaged by inflammation,
infection, or cauterization) and a bacteriostatic antibiotic (type of antibiotics that prevent
bacteria from reproducing, but do not kill them directly). This combination acts doubly as
a debridement agent (removes substances deposited on the skin surface) and a topical
antibiotic, keeping the area clean so that healing can occur properly.

Wound areas were measured at all time intervals (2d, 7d, and 14d) and the results
were plotted on the graph of the averages of the rats per group (Figure 2). Observing
the healed area, the animals treated with gel + melaleuca hydrolate had an increase
or acceleration in tissue recovery when compared with control and with the ointment. A
macroscopic evaluation of each lesion was also performed, taking the following aspects:
presence of edema, hyperemia, exudate, granulation tissue and re-epithelialization.

Figure 2: Area in cm? of wounds in the healing period in rats using fibrinase, melaleuca in the form of
hydrolate (Hy) incorporated with gel and, control (gel-water).

With the macroscopic observation, in relation to the control animals and with
fibrinase, these on the second day after surgery, serous-saginolent exudate, hyperemia and
edema were observed in the wounds. In the melaleuca group the healing area remained dry
with no sero-saginolent sign. On the seventh day in the control group and fibrinase already
appeared a thin crust what can be observed in the percentage of healed area where fibrinase
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had 49.29% compared to the control with 60% while, with melaleuca, the percentage was
86.89% having a well-defined crust. In 14 days the wounds of the animal with melaleuca
practically closed (96.15%) while in fibrinase still had small pieces finishing the healing and
reaching 90.75% and the control animal having 73% of healed area. The results were in
agreement with the description of Mott et al. (2003), which states that the exponential period
occurs between six and fifteen days after the injury, and corresponds to the maximum level
of activity of the myofibroblasts that are part of the granulation tissue.

Time (days)
Treatments 2d 7d 14d
Fibrinase® 19.00a* 49.29a 90.75a
Control (Gel+ water) 18.75a 60.00b 73.00b
Gel + melaleuca Hy 28.03b 86.89c¢ 96.15¢

*Media from wound area five animals in %.

Different letters in the columns are statistically different from each other (p<0.05).
Table 2: Percentage of healing or recovery in the treatment period.

The treatments showed no difference in biochemical tests indicating no metabolic
changes when using the melaleuca gel (Table 3) this means that the hydrolat penetrates
into the wound but not into the bloodstream and may bring no differences in biochemical

metabolism.
N Glycemia  Total Cholesterol  TAG (triglycerides) Creatinine (mg/
Treatments (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) Urea dl)
Fibrinase® 913 74 £10 91 +18 32+3 0,55 + 0,11
Control (Gel+ water) 89 +4 7210 90 17 32+4 0,56 +0,10
Gel + melaleuca Hy 902 73+10 91 +18 34 +2 0,57 +0,09

No difference statistically in collums (ANOVA + Tukey'’s test).

Table 3: Biochemical results of plasma from rats submitted to treatments.

In conclusion Melaleuca armillaris hydrolate could be used to help in skin healing
process and can be an alternative for a low-cost skin wound treatment in humans.
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RESUMO: A biofortificacdo é uma técnica que viabiliza o aumento das concentracbes e/
ou biodisponibilidade de vitaminas e/ou minerais em alimentos basicos, sendo considerada
uma estratégia agricola eficaz para evitar deficiéncias nutricionais por micronutrientes.
Dessa forma, o objetivo do estudo foi identificar evidéncias disponiveis na literatura sobre as
vantagens da biofortificacdo de alimentos. Para tanto, foi realizada uma revisao integrativa
de literatura e foram definidos os descritores (biofortificacéo, alimentos, valor nutricional,
micronutrientes e vantagens) para a localizacdo dos estudos. Os critérios de inclusdo foram:
artigos cientificos completos em portugués, publicados entre os anos de 2016 e 2020. Foram
avaliados 15 artigos na integra e nenhum versou sobre a questao do estudo, demonstrando
a necessidade de um maior nUmero de pesquisas que possam explicar as contribui¢des da
utilizagcéo desta técnica em produtos alimenticios.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos bésicos. Biodisponibilidade. Micronutrientes. Técnica. Valor
nutricional.
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ABSTRACT: Biofortification is a technique that makes it possible to increase the concentrations
and/or bioavailability of vitamins and/or minerals in staple foods, being considered an effective
agricultural strategy to avoid nutritional deficiencies by micronutrients. Thus, the objective
of the study was to identify evidence available in the literature on the advantages of food
biofortification. Therefore, an integrative literature review was carried out and the descriptors
(biofortification, food, nutritional value, micronutrients and advantages) were defined for
the location of the studies. The inclusion criteria were: full scientific articles in Portuguese,
published between 2016 and 2020. Fifteen articles were evaluated in their entirety and none
of them dealt with the question of the study, demonstrating the need for a greater number of
researches that can explain the contributions of the use of this technique in food products.
KEYWORDS: Staple foods. Bioavailability. Micronutrients. Technique. Nutritional value.

INTRODUCAO

A producgao de alimentos mais nutritivos pode ser realizada através da biofortificagéo
que é uma técnica capaz de otimizar as concentragcbes e/ou biodisponibilidade de
micronutrientes nos alimentos basicos, podendo evitar de forma eficaz deficiéncias de
vitaminas e/ou minerais em populacdes que tem acesso limitado a determinados nutrientes
(SAEID et al., 2019).

O processo de biofortificagdo de alimentos foi iniciado em meados da década de
90 como uma tecnologia promissora de enriquecimento de alimentos com a finalidade de
reduzir a desnutricéo e deficiéncias nutricionais especificas decorrentes de uma alimentacao
inadequada (TALSMA; MELSE-BOONSTRA; BROUWER, 2017).

A deficiéncia de alguns micronutrientes especificos tais como, vitamina A, vitamina
C, folato, iodo, zinco e ferro podem afetar os individuos em todos os ciclos de vida e
a reducgdo das concentragbes séricas desses nutrientes no organismo provoca diversos
impactos na saude como, reducé@o da capacidade de trabalho, anemia, bécio endémico e
alteragdes no sistema imunologico (HUEY et al., 2022).

A biofortificacdo €& considerada uma estratégia agricola viavel, econdmica,
sustentavel e também possibilita o fornecimento de subsidios para reduzir as deficiéncias
nutricionais provenientes de micronutrientes (ONUEGBU et al., 2017; SHEORAN et al.,
2022). Portanto, o objetivo do estudo foi identificar evidéncias disponiveis na literatura
sobre as vantagens da biofortificacdo de alimentos.

METODOLOGIA

A reviséo integrativa permite reunir, avaliar e sintetizar o conhecimento produzido,
resultante de diversas abordagens metodolégicas, ndo havendo a necessidade de qualquer
anélise estatistica (MENDES; SILVEIRA; GALVAO, 2008). As etapas para a elaboracéo da

revisdo integrativa estéo descritas a seguir:
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Identificacdo do tema e elaboracao da pergunta de pesquisa

Para a formulagdo da pergunta de pesquisa e definicdo dos descritores aplicados
na busca dos artigos cientificos utilizou-se a estratégia de PICO. A utilizagdo dessa
estratégia para definir a questao de pesquisa na condugao de métodos de revisdo permite
a identificagcdo de palavras-chave, que contribuem na localizagéo de estudos primarios
relevantes na base de dados. Dessa forma, a questdo de pesquisa delimitada foi: “Quais
as vantagens da técnica de biofortificacdao de alimentos?”.

Estratégia de busca na literatura e amostragem

Foram estabelecidas estratégias de busca na literatura e selecionadas na base de
dados Periédicos CAPES. Utilizaram-se os seguintes descritores: biofortificagéo, alimentos,
valor nutricional, micronutrientes e vantagens (Tabela 1) e o operador booleano (operadores
l6gicos) “AND”. Os critérios de inclusédo dos estudos primarios delimitados para a presente
revisdo foram: artigos cientificos completos em portugués, publicados entre os periodos
de 2016 e 2020. Foram excluidas as publicagbes que ndo se enquadravam no nivel de
critérios estabelecidos e que ndo atendessem ao objetivo do estudo.

Base de dados Descritores em portugués
Biofortificacdo
Periédicos CAPES Alimentos

Valor nutricional
Micronutrientes
Vantagens

Tabela 1. Base de dados e descritores utilizados para a pesquisa.

Definicao das informacoes que foram extraidas dos estudos selecionados

Foram utilizados instrumentos consolidados com o propdsito de reunir, organizar e
sumarizar as informagdes de modo conciso, construindo bancos de dados com facil acesso

€ manejo.

Avaliacao dos estudos primarios incluidos na revisao

Os dados obtidos em cada publicagdo foram analisados conforme o objetivo da
pesquisa.
Analise e sintese dos resultados da revisao integrativa

Os resultados das publicag¢des selecionadas nas bases de dados foram confrontados
de modo imparcial.
Apresentacao da revisao integrativa

Os principais resultados evidenciados da analise das publicagcbes selecionadas sdo
apresentados adiante.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ApO6s a localizagédo dos artigos no portal Periédicos CAPES, obteve-se um total de
54 artigos na referida base de dados, entre os quais foram selecionados 16 de acordo com
os critérios de incluséo (Tabela 2).

Descritores por cruzamento Estudos Selecionados
identificados
Biofortificagdo AND alimentos 42 10
Biofortificagcdo AND alimentos AND valor nutricional 10
Biofortificagdo AND alimentos AND valor nutricional AND 1
micronutrientes
Biofortificagdo AND alimentos AND valor nutricional AND 1 1
micronutrientes AND vantagens
Total 54 16

Tabela 2. Cruzamento dos descritores no portal Periddicos CAPES.

Concluida a fase de identificacdo, descrita anteriormente, dos artigos localizados,
realizou-se a selecdo entre os 16 artigos, por meio da leitura do titulo e resumo. Foram
excluidos os artigos com duplicidade e os que ndo eram condizentes com o objetivo do
estudo, resultando na selegdo de 15 artigos para leitura na integra (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma das etapas metodoldgicas utilizadas na reviséo integrativa.

Arevisao integrativa verificou que dos 15 artigos lidos na integra nenhum respondeu
ao objetivo do estudo que era evidenciar apenas as vantagens da bioforticagéo de alimentos.
Isto demonstra a necessidade de uma maior quantidade de estudos que possam explicar
as contribui¢cdes que esta técnica pode proporcionar a alimentos basicos.

CONSIDERAGCOES FINAIS

A biofortificagéo é considerada uma técnica que aumenta o teor de micronutrientes
em alimentos basicos sendo eficaz para evitar deficiéncias nutricionais, mesmo sabendo-
se de sua potencial capacidade de otimizar o valor nutritivo dos alimentos, a reviséo

integrativa evidenciou que se faz necessario o desenvolvimento de mais pesquisas sobre
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as vantagens que esta técnica pode promover para os alimentos.
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RESUMO: O ecossistema marinho é uma fonte
de novos compostos principalmente por possuir
uma grande diversidade biolégica. O municipio
de Arraial do Cabo, no Rio de Janeiro abrange
uma biodiversidade em seus costdes rochosos,
onde séo registradas espécies tipicamente de
ambientes tropicais e subtropicais, principalmente

Capitulo 9


http://lattes.cnpq.br/5946761253214009
http://lattes.cnpq.br/4722028512840825
http://lattes.cnpq.br/5194341093634486
http://lattes.cnpq.br/7882868468585829
http://lattes.cnpq.br/8358994370046693
http://lattes.cnpq.br/9566555312863781
http://lattes.cnpq.br/0601908560119879
http://lattes.cnpq.br/9656680428289292

pela influéncia do fenébmeno da ressurgéncia. Devido a necessidade da descoberta de novos
principios ativos, especialmente para uso como medicamentos, as pesquisas com esses
organismos cresceram muito nos Ultimos anos. A maior parte dos organismos marinhos
pertencem a classe dos invertebrados e por serem amplos em termos de distribuicao e
diversidade, sdo os grupos mais investigados em relagdo aos seus compostos bioativos,
sendo os filos Porifera e Equinodermos, além das macroalgas, os mais estudados. O cancer
€ o principal problema de salde publica e apesar de possuir tratamentos conhecidos, ainda
encontra barreiras associadas principalmente aos efeitos secundarios. Dessa forma, a
procura por terapias anticancerigenas altamente eficientes continua a ser o maior desafio
da medicina. Considerando a atualizagdo das espécies de invertebrados e macroalgas no
catalogo publicado recentemente sobre a Biodiversidade Marinha dos Costées Rochosos
de Arraial do Cabo: Histérico, Ecologia e Conservagéo (Batista, et.al.2020), este capitulo
consiste em uma revisao bibliografica das espécies que ocorrem na regido que apresentam
mais estudos com bioativos com atividades anticancerigenas promissoras na ultima década.
PALAVRAS-CHAVE: Produtos Naturais Marinhos, Costdes rochosos, Cancer, invertebrados,
macroalgas.

THE MARINE BIODIVERSITY OF ROCKY SHORES AS A SOURCE OF
BIOACTIVES WITH ANTICANCER ACTIVITY

ABSTRACT: The marine ecosystem is a source of new compounds mainly due to its great
biological diversity. The city of Arraial do Cabo, in Rio de Janeiro, encompasses biodiversity
on its rocky shores, where species typically from tropical and subtropical environments are
recorded, mainly due to the influence of the upwelling phenomenon. The need to discover
new active principles, especially for use as medicines, encourages the research on these
organisms has grown a lot in recent years. Most marine organisms belong to the class of
invertebrates and because they are broad in terms of distribution and diversity, they are the
most investigated groups concerning their bioactive compounds, with the phyla Porifera and
Echinoderms, in addition to macroalgae, being the most studied. Cancer is the main public
health problem and despite having known treatments, it still finds barriers associated mainly
with side effects. Thus, the search for highly efficient anticancer therapies continues to be the
greatest challenge in medicine. Considering the update of the invertebrate and macroalgae
species in the recently published catalog on the Marine Biodiversity of the Rocky Coasts of
Arraial do Cabo: History, Ecology, and Conservation (Batista, et.al.2020), this chapter consists
of a bibliographic review of the species that occur in the region that present more studies with
bioproducts with promising anticancer activities in the last decade.

KEYWORDS: Marine Natural Products, Rocky shores, Cancer, invertebrates, macroalgae.

INTRODUCAO

O ecossistema marinho representa 95% da biosfera e devido a grande diversidade
biologica, tornou-se alvo de interesse cientifico em meados do século XX. Desde entéo,
dezenas de milhares de novas substancias com potencial farmacoldgico foram descritas

(ALTMANN, 2017). As condicGes fisicas e quimicas adversas desse ambiente fazem com
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que quase todas as classes de organismos produzam uma variedade de substancias,
com caracteristicas estruturais complexas e unicas, facilitando suas interacdes em
alvos celulares inusitados e aumentando o destaque destas como substancias bioativas
(NEWMAN & CRAGG, 2007).

Pesquisadores do “National Cancer Institute”, indicaram em um levantamento, que
entre as fontes naturais, os organismos marinhos séo os que forneceram o maior nimero
de extratos organicos com altas porcentagens de atividade antitumorais (GARSON,1994;
CRAGG&NEWMAN,1997). Algas, ascidias, esponjas, corais e outros organismos sésseis,
frequentemente competindo em um ambiente indspito, por exemplo, produzem uma
diversificada gama de metabdlitos secundarios. Além desses metabdlitos inibirem a diviséo
celular, verificou-se que certos produtos naturais marinhos podem modelar caminhos
apoptoéticos nas células neoplasicas humanas (BRANDAO et al., 2010), fazendo dos
organismos marinhos 6timos candidatos para produzir substancias para o tratamento de
cancer.

O céncer esta documentado como um grupo complexo de doengas causadas por
interacdes de multiplos fatores tais como susceptibilidade genética, influéncias ambientais
e de estilo de vida, agentes infecciosos e envelhecimento (SCHNEKENBURGER, M.;
DICATO, M.; DIEDERICH, M. 2014). As quimioterapias tradicionais e os tratamentos
antitumorais direcionados exercem os seus efeitos por citotoxicidade ou inibicdo do
crescimento tumoral. No entanto, os efeitos curativos destes medicamentos, nem sempre
sdo suficientemente bons e estdo geralmente associados a varios efeitos secundarios.
Consequentemente, a procura de terapias anticancerigenas altamente eficientes continua
a ser o maior desafio da medicina (RADY, H., 2014). Além disso, os custos envolvidos no
processo de P&D de farmacos antitumorais sdo extremamente elevados, chegando na
ordem de 2 bilhdes de reais, fazendo do setor o principal interessado no potencial dos
produtos de origem marinha (HILEMAN, 2002; HUNT et al., 2006).

Em vista disso, essa revisao apresenta um resumo sobre as atividades antitumorais
ja publicadas de cinco grupos e de espécies que ocorrem nos costdes rochosos de Arraial
do Cabo - Rio de Janeiro com base no Catalogo da Biodiversidade Marinha dos Costbes
Rochosos de Arraial do Cabo (Batista,et al. 2020).

METODOLOGIA

A busca dos estudos relatados nesse capitulo foi realizada a partir da utilizagédo
do nome de cada espécie de Arraial do Cabo, listada nas tabelas catalogadas da obra de
Batista et al. (2020), juntamente com a palavra “cancer’, através da plataforma de artigos
PubMed da Biblioteca Nacional de Medicina do National Institute of Health (NIH) e com
data de publicagdo dos ultimos 10 anos. Foram encontrados 8 estudos com as ascidias,

5 estudos com os cnidarios, 10 estudos com as esponjas marinhas, 5 estudos com os
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equinodermos e 24 estudos com as macroalgas.

ASCIDIAS

As ascidias s&o organismos exclusivamente marinhos, sésseis, que pertencem a
classe mais diversa do subfilo Tunicata. Esses organismos tém sido estudados como fonte
de bioativos hd mais de 30 anos devido a sua grande capacidade de sintetizar biomoléculas
ativas.

Arast et al., (2017) e Palanisamy et al., (2018) relataram atividade antitumoral
da espécie Phallusia nigra. Na primeira pesquisa os compostos foram testados em um
ensaio in vivo utilizando a linhagem Wistar (ratos albinos) e o tumor foi inoculado a partir
de outro animal com células de melanoma F10. Como resultado, os extratos em todas as
concentracbes aplicadas induziram alteragdes toxicas nas mitocdndrias cancerosas, mas
ndo nas mitocondrias de pele sadia, para a andlise da citometria de fluxo foi encontrado
0 mesmo padréo. Ja no segundo estudo, foram testados trés tipos de células cancerosas
(HeLa, MCF-7 e HT29) em um ensaio in vitro. Os extratos brutos mostraram potencial
atividade antitumoral contra as células HT29 (cancer do c6lon) com IC50=35uM e modesta
inibicdo do crescimento contra HelLa (cancer do colo do utero) e MCF-7 (cancer de mama).

Segundo Dassonneville et al., (2000), a atividade do ascididemin, um composto
bioativo isolado da espécie Cystodytes dellechiajei foi citotdxico tanto para as células HL-
60 (leucemia promielocitica aguda) com 1IC50= 0,48uM como para a HL-60/MX2 com IC50=
0,65uM. Em relagdo a mesma espécie, Martinez-Garcia et al., (2007), relataram a atividade
do extrato organico, onde amostras de coldnias inteiras, do tecido tunico, zooides e larvas
foram testados. Os extratos brutos foram utilizados em diferentes concentragdes finais e
mostraram alta atividade inibitéria contra as linhas de células cancerosas SKBR3 (mama),
H-116 (colorretal), A-549 (pulm&o), e PSN-1 (pancreas).

Nove compostos isolados da ascidia Polyclinum Constellatum, foram estudados por
Raslan et al., (2017). A citotoxicidade foi testada em quatro linhas de células cancerosas
(SK-MEL, KB, BT-549 e SK-OV) e em uma linha de células epiteliais renais ndo cancerosas
(LLC-PK1). Somente um composto (5) apresentou atividade citotoxica na linha de células
LLC-PK1 com IC50= 23ug/mL.

Mais de 200 alcal6ides com atividade farmacolégica interessante ja foram isolados
do tunicados marinhos. A primeira droga anticancer marinha a entrar em testes clinicos é
proveniente de uma espécie representante do grupo, a Trididemnum solidum. E em 2007,
o Yondelis ®, alcal6ide isolado da ascidia Ectenascidia turbinata, foi aprovado e é utilizado
para o tratamento de sarcomas de tecidos moles. Em 2009, combinado com Doxorrubicina,
0 medicamento passou a ser usado também em tratamentos de cancer no ovério reincidido
(CRAGG & NEWMAN, 2013).
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CNIDARIOS

O filo Cnidaria compreende aproximadamente 11.000 espécies classificadas em sete
classes (Anthozoa, Scyphozoa, Cubozoa, Staurozoa, Polypodiozoa, Myxozoa e Hydrozoa)
(LAZCANO-PEREZ et al., 2018). Os membros da classe Anthozoa sdo conhecidos por
explorarem um arsenal quimico articulado e recentemente foi estimado que pelo menos
250 compostos foram purificados a partir de animais desta classe. (FRAZAO et al., 2012;
ROCHA et al., 2011). Os extratos de tecidos dos cnidarios contém uma mistura complexa
de peptideos e proteinas que juntos causam a paralisia e envenenamento da sua presa
ou predador (JOUIAEI et al., 2015) e varios desses venenos tém propriedades citotdxicas
que também demonstraram causar efeitos hemoliticos. Algumas substéncias estudadas
demonstraram afetar as células tumorais e de microrganismos, tornando assim os extratos
de cnidarios particularmente interessantes para o seu possivel emprego terapéutico
(MARIOTTINI & PANE, 2013).

Lazcano-Pérez et al., (2018) determinaram a atividade toxica e avaliaram o potencial
antitumoral do veneno de Palythoa caribaeorum in vitro em varios tipos de cancer. O extrato
citotéxico foi rastreado contra algumas linhagens humanas: HCT-15 (cancer colorretal),
MCF-7 (cancer de mama), K562 (leucemia mieldide crénica), U251 (glioblastoma),
PC-3 (cancer de prostata), SKLU-1 (cancer de pulmao). O principal efeito inibidor nas
células tumorais foi observado nas células de glioblastoma U251 (52,61%), seguido por
uma atividade inibidora de 41,5% das células cancerosas do pulmdo (SKLU-1). Nao foi
observada qualquer atividade contra as outras linhagens (HCT-15, MCF-7M, K562, PC-3).
Em 20186, Silva, avaliou as atividades biolégicas do muco e do extrato proteico da mesma
espécie. Esse muco ainda é pouco conhecido quanto as suas propriedades bioquimicas
e farmacoldgicas, mas o teste de citotoxicidade revelou que o extrato proteico apresentou
viabilidade celular abaixo de 50% nas linhagens de MCF-7 e S-180.

Conforme Moritz et al., (2014), os esteroides poli oxigenados isolados do octocoral
Leptogorgia punicea, foram analisados quimica e biologicamente e apresentaram promissora
atividade citotoxica diante da proliferacéo de células cancerigenas de pulmao (A549). Ja
Yan et al., 2018 investigaram mais detalhadamente o extrato de uma colecdo australiana
do hidréide Macrorhynchia philippina que mostrou atividade significativa para a linhagem
celular NCI-60. Nessa investigagao, o extrato de M. philippina, forneceu seis derivados de
adicdo de alimino quinonas e macrofilonas que exibem propriedades citotdxicas potentes
e seletivas nas células. Os hidroides sdo amplamente distribuidos nos oceanos, mas tém

sido pouco estudados quimicamente em compara¢do com outros organismos.

ESPONJAS MARINHAS

As esponjas pertencem ao filo Porifera sdo os metazoarios mais antigos que existem.

Séo amplamente distribuidos e assim como as ascidias, séo principalmente animais sésseis
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€ que garantem a sua sobrevivéncia pelo desenvolvimento de estratégias de defesa quimica
através da producgéo de metabolitos secundarios com varias bioatividades (RODRIGUEZ-
NIETO, S. et al, 2002; THOMS, C et al., 2004). A elevada producédo de metabdlitos faz
das esponjas marinhas uma das mais ricas fontes de compostos anticancerigenos ativos
encontrados nos ecossistemas marinhos.

De Medeiros et al., (2014), estudaram a esponja Tedania ignis e mostraram que seu
extrato aquoso atua como um agente citotoxico sobre as células de cancer de prostata da
linhagem PC-3. No modelo in vitro utilizado, o extrato causou a morte celular. Posteriormente,
Salazar-Mendoza et. al, (2020), isolaram os compostos chamados Trichodermaloides A, B,
e C da espécie Dysidea para verificar a viabilidade celular através do teste MTT. Como
resultado, apenas os Trichodermaloides A e B revelaram citotoxicidade nas linhas de células
colorretais NCIH-460, NCIC-H929 e SW620 com valores de IC50 na gama de 6,8 a 12,7
uM. Uma espécie do mesmo género foi relatada por Nazemi et al., (2020) no Golfo Pérsico
e testou o composto Estigmasterol através do teste XTT que exibiu potentes propriedades
citotoxicas contra a célula KB/C152 em comparagéao com a célula Jurkat/E6-1.

Além das pesquisas para encontrar possiveis bioativos contra o cancer, alguns
compostos estdo sendo usados como marcadores e parametros de diagnésticos para
mapear os tecidos suspeitos. Testes assim proporcionam uma melhor compreenséao das
neoplasias a nivel citolégico e molecular. De acordo com Dresch, R. et al., (2013), a lectina,
isolada da esponja Axinella corrugata, mostrou resultados positivos na identificacdo de
células diferentes, além de ter mostrado a capacidade de se ligar as células tumorais de
HT-29 (cancer de célon), MCF7 e T-47D (cancer de mama), OVCAR-3 (cancer de ovario),
H460 (cancer de pulméo) e T24 (cancer de bexiga).

Entre todas as substancias ja descobertas no habitat marinho até agora, cerca
de 30% derivam das esponjas e nos Ultimos anos, a bioprospecgéo de produtos naturais
produziu um numero consideravel de candidatos a medicamentos, estando a maioria no
desenvolvimento pré-clinico ou clinico precoce (BEEDESSEE, G. et al., 2011). Um exemplo
tipico de um medicamento anticancerigeno de origem marinha € o mesilato de eribulina, um
derivado da halichondrina B isolado da esponja Halichondria okadai e em 2014 foi aprovado
pelo Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para o tratamento de cancer de mama no
estagio avangado ou mestastatico, sendo o medicamento conhecido como Halaven.

EQUINODERMOS

Os equinodermos pertencem ao filo Echinodermata, que contém aproximadamente
7.000 espécies vivas, que incluem estrelas-do-mar, ouricos do mar, e crindides.
Recentemente, os equinodermos receberam grande atengcdo como fonte inexplorada
de novas moléculas bioativas com importantes atividades antimicrobianas, antivirais e
anticancerigenas.
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De acordo com a pesquisa de Li J. et al., (2019), dois polissacarideos extraidos da
espécie Isostichopus badionotus, um pepino do mar, mostraram atividade in vitro contra as
células de A549 (cancer pulmonar). Quando comparadas ao controle, os compostos inibiram
a viabilidade das células cancerosas. Outra espécie de equinodermos que demonstrou ter
atividade anticancerigena € o Echinometra lucunter, um ourico-do-mar, que foi relatado
por Teixeira et al., (2018). O Galactan, bioativo extraido da espécie foi testado em ensaios
in vitro utilizando as células LS180 (carcinoma de intestino) e em ensaios in vivo com
camundongos da linhagem C57BL/6. O composto inibiu a ligagdo das células tumorais
a P-selectina e nos animais injetados, 24% das células tumorais estavam associadas a
plaquetas e nos animais que tinham sido injetados com PBS, 69% das células tumorais
estavam presentes nos complexos plaquetarios. Estes resultados do tratamento in vitro e
dos ensaios in vivo mostram que este composto previne completamente a metastase no
seu modelo.

Em 2020, Luparello et al., mostraram que os extratos do fluido celémico do ourigo-
do-mar Arbacia lixula, demonstraram uma atividade contra células triplamente negativas
do MDA-MB231 do cancer de mama. Dois extratos brutos foram testados e foi possivel
observar que ambos resultaram em uma diminuicdo da viabilidade celular. O tratamento
também causou uma paragem do ciclo celular e levaram a um aumento de células na fase
S. Estes resultados demonstraram que os extratos da A. lixula apresentam compostos
bioativos que podem ser promissores como um novo medicamento eficaz contra os
carcinomas da mama.

Dentre os organismos estudados como fonte de novas moléculas, os invertebrados
juntos, foram responsaveis pela descoberta de 42% do total das novas moléculas
publicadas em 2016. Isso representa 526 compostos, dentre os quais 12% sao oriundos
dos equinodermos (BLUNT et al., 2018), mesmo com poucos resultados, diversos grupos
de pesquisa vém atuando na validagcéo da capacidade destas substancias em interagir com
diferentes alvos moleculares, e assim, modular o desenvolvimento tumoral por meio da
inibicdo da proliferagédo, migracéo e agressividade celular (DZIK, 2019).

MACROALGAS

As macroalgas marinhas sdo organismos autotréficos, classificados em diferentes
grupos taxondmicos, que produzem uma variedade de compostos quimicamente distintos
(YOUNG et al.,, 2015). Produzem uma vasta gama de metabdlitos secundarios com
atividades biologicas, tais como terpenos, polifendis, clorotanos e polissacaridos que levam
ao desenvolvimento de novos agentes farmacéuticos (GUTIERREZ-RODRIGUEZ et.al.,
2018).

As algas vermelhas (Filo Rhodophyta) séo consideradas a fonte mais promissora de
compostos bioativos, quando comparado aos outros filos. Jania Mosaddegh (2014), relatou
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que o extrato de metanol de Jania adhaerens, exibia efeitos citotoxicos na linha de células
humanas do cancer de mama (MCF-7). El-Saharty (2018), mostrou que os extratos de Jania
rubens tem atividade citotoxica contra as células de carcinoma hepatocelular (HepG2) in
vitro com IC50 = 8,61 pg/mL em células hepéticas e atividade hepatoprotetora através dos
seus componentes antioxidantes. Segundo Khanavi (2012), a espécie Chondria dasyphylla
apresentou atividade citotoxica contra a proliferagé@o da linha celular do carcinoma mamario
(T47D) pelo ensaio MTT. O efeito foi associado ao fucosterol, um esterol abundante em
muitas algas marinhas que s&o utilizadas como substancia preventiva ao cancer, sendo
toxica para as células tumorais e impedindo a sua progresséo. Taskin (2010), relatou que
o extrato bruto de Spyridia filamentosa tem uma forte atividade citotdxica in vitro contra as
células do cancer de prostata (DU-145), o estudo mostrou menos de 10% de viabilidade
celular apbés 24 horas de tratamento. Tarhouni et al., (2017), isolou o mertensene,
monoterpeno halogenado da alga vermelha Pterocladiella capillacea e avaliou o seu efeito
inibidor sobre as linhas celulares do cancer colorretal HT29 e LS174. O estudo demonstrou
que o mertensene é um novo e promissor medicamento anticancerigeno devido a sua
atividade antiproliferativa. A substancia pode induzir apoptose por bloqueio do ciclo celular
e suprimir a progressao tumoral.

No grupo das algas pardas (Filo Phaeophyta), uma investigacdo com a alga
Sargassum vulgare contra a linha de células cancerosas humanas Jurkat (leucemia
linfoblastica aguda) foi realizada por Tannourya (2016). O extrato mostrou atividade
citotoxica apés 72 horas de tratamento ao induzir apoptose. Kami (2018), extraiu e isolou
da alga Canistrocarpus cervicornis, o composto inédito para o género, que foi codificado
como CS-6 e apresentou IC50 de: 7,17 pg/mL frente a linhagem celular HCT116 (cancer
de cdblon). A citotoxicidade da fucoxantina extraida da alga Colpomenia sinuosa também foi
testada e apresentou um efeito de inibicdo e diminui¢cdo do crescimento celular em funcao
do tempo de exposi¢éo e concentragdo ao composto nas células cancerosas MDA-MB-231
(cancer de mama) (KARKHANE YOUSEFI et al., 2018). De acordo com Guedes et al.,
(2013), o extrato da alga Hypnea musciformis apresentou atividade citotdxica e os resultados
foram significativos nas linhagens K562 (leucemia mielocitica), Hep-2 e NCI-H292 (cancer
de pulmao). Outro teste realizado pelo grupo, com a alga Padina gymnospora também
apresentou citotoxidade nas linhagens de K562.

Em relagdo as algas verdes (Filo Chlorophyta), estudos realizados sobre as
propriedades das moléculas bioativas da glicoproteina (GLP) extraidas da alga Codium
decorticatum foram executados por Thangam et al., (2014). Observou-se que a citotoxidade
da GLP inibiu a viabilidade celular em células da linhagem MDA-MB-231 (cancer de mama)
induzindo a apoptose. No ensaio MTT feito por Paul & Kundu (2013), foi verificado a
citotoxidade do extrato extraido da alga Rizoclonium riparium obtendo a diminuicdo do
namero de células cancerosas das linhagens B16-F10 (melanoma) e RAW 264.7 (macroéfago
murino).
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CONCLUSAO

Dentre as diversas fontes e formas para o desenvolvimento de farmacos, os produtos
naturais marinhos representam uma parcela significativa e de extrema importancia na
industria farmacéutica global. Devido a grande diversidade bioldégica da costa maritima
de Arraial do Cabo no Rio de Janeiro, esse ambiente marinho torna-se alvo de interesse
cientifico para uma ampla rede de pesquisas na area da saude, sendo os exemplos de
bioativos com potencial anticancer uma das aplicagées de grande impacto na sociedade
Brasileira.

REFERENCIAS

ALTMANN, K. H. (2017). Drugs from the oceans: marine natural products as leads for drug discovery.
CHIMIA International Journal for Chemistry, 71(10), 646-652.

ARAST, Yalda et al. Selective toxicity of non polar bioactive compounds of Persian gulf sea squirt
Phallusia nigra on skin mitochondria isolated from rat model of melanoma. Asian Pacific Journal of
Cancer Prevention: APJCP, v. 18, n. 3, p. 811, 2017.

BATISTA, D., Granthom-Costa, L. V., Coutinho, R. Biodiversidade Marinha dos Costdes Rochosos de
Arraial do Cabo. Histérico, Ecologia e Conservagao. IEAPM. 2020. 407p. ISBN: 978-65-81772-000

BEEDESSEE, Girish et al. Cytotoxic activities of hexane, ethyl acetate and butanol extracts of
marine sponges from Mauritian Waters on human cancer cell lines. Environmental toxicology and
pharmacology, v. 34, n. 2, p. 397-408, 2012.

BOUHENNA, M. et al. Effects of chitin and its derivatives on human cancer cells lines. Environmental
Science and Pollution Research, v. 22, n. 20, p. 15579-15586, 2015.

BULATI, Matteo et al. Partially purified extracts of sea anemone Anemonia Viridis affect the growth and
viability of selected tumour cell lines. BioMed research international, v. 2016, 2016.

CUI, Jie et al. Trichodermaloids A-C, Cadinane Sesquiterpenes from a Marine Sponge Symbiotic
Trichoderma sp. SM16 Fungus. Chemistry & Biodiversity, v. 17, n. 4, p. €2000036, 2020.

DASSONNEVILLE, Laurent et al. Inhibition of topoisomerase |l by the marine alkaloid ascididemin and
induction of apoptosis in leukemia cells. Biochemical pharmacology, v. 60, n. 4, p. 527-537, 2000.

EL-SAHARTY, Abeer et al. Anticancer Activity of Some Marine Macroalgae in Hepatocellular Carcinoma
Cell Lines (HepG2). Int. J. Ecotoxicol. Ecobiol, v. 3, p. 22-30, 2018.

FRAZAO, Barbara, et al., Sea anemone (Cnidaria, Anthozoa, Actiniaria) toxins: an overview. Marine
drugs, v. 10, n. 8, p. 1812-1851, 2012.

GUEDES, Elica AC et al. Cytotoxic activity of marine algae against cancerous cells. Revista Brasileira
de Farmacognosia, v. 23, p. 668-673, 2013.

GUTIERREZ-RODRIGUEZ, Anllely G. et al. Anticancer activity of seaweeds. Drug Discovery Today, v.
23, n. 2, p. 434-447, 2018.

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 9



HAMED, Imen; OZOGUL, Fatih; REGENSTEIN, Joe M. Industrial applications of crustacean by-
products (chitin, chitosan, and chitooligosaccharides): A review. Trends in food science & technology,
v. 48, p. 40-50, 2016.

HILEMAN, Bette. Side effects from FDA's drug user fees. Chemical & Engineering News, v. 80, p. 60.
2002.

HUNT, Bob; VINCENT, Amanda CJ. Scale and sustainability of marine bioprospecting for
pharmaceuticals. AMBIO: A Journal of the Human Environment, v. 35, n. 2, p. 57-64, 2006

JIAO, Wei-Hua et al. Dysideanones A-C, unusual sesquiterpene quinones from the south china sea
sponge dysidea avara. Journal of Natural Products, v. 77, n. 2, p. 346-350, 2014.

JOUIAEI, Mahdokht et al. Ancient venom systems: a review on cnidaria toxins. Toxins, v. 7, n. 6, p.
2251-2271, 2015.

KAMI, Satomy Arenas et al. Investigacdo quimica da alga parda Canistrocarpus cervicornis do Atol das
Rocas. 2018.

KARANAM, Gayathri et al., Anticancer effect of marine sponge-associated Bacillus pumilus AMK1
derived dipeptide Cyclo (-Pro-Tyr) in human liver cancer cell line through apoptosis and G2/M phase
arrest. International Journal of Peptide Research and Therapeutics, v. 26, n. 1, p. 445-457, 2020.

KARKHANE YOUSEFI, M. et al. In vitro investigating of anticancer activity of focuxanthin from marine
brown seaweed species. Global Journal of Environmental Science and Management, v. 4, n. 1, p.
81-90, 2018.

KHANAVI, Mahnaz et al. Cytotoxicity of fucosterol containing fraction of marine algae against breast and
colon carcinoma cell line. Pharmacognosy Magazine, v. 8, n. 29, p. 60, 2012.

KHURANA, Amit et al. Therapeutic applications of selenium nanoparticles. Biomedicine &
Pharmacotherapy, v. 111, p. 802-812, 2019.

LAZCANO-PEREZ, Fernando et al. Hemolytic, anticancer and antigiardial activity of Palythoa
caribaeorum venom. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, v. 24,
2018.

LI, Junhui et al. Ultrasound-assisted fast preparation of low molecular weight fucosylated chondroitin
sulfate with antitumor activity. Carbohydrate polymers, v. 209, p. 82-91, 2019.

LOKWANI, Ravi et al. Beyond anticoagulant: Heparin as a potential anti-cancer agent. Journal of
Biochemistry, Microbiology and Biotechnology, v. 2, n. 2, p. 76-82, 2014.

LUPARELLO, Claudio et al. Cell-free coelomic fluid extracts of the sea urchin Arbacia lixula impair
mitochondrial potential and cell cycle distribution and stimulate reactive oxygen species production and
autophagic activity in triple-negative MDA-MB231 breast cancer cells. Journal of Marine Science and
Engineering, v. 8, n. 4, p. 261, 2020.

MARIOTTINI, Gian Luigi; PANE, Luigi. Cytotoxic and cytolytic cnidarian venoms. A review on health
implications and possible therapeutic applications. Toxins, v. 6, n. 1, p. 108-151, 2013.

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 9



MARTINEZ-GARCIA, Manuel et al. Cytotoxicity of the ascidian Cystodytes dellechiajei against tumor
cells and study of the involvement of associated microbiota in the production of cytotoxic compounds.
Marine drugs, v. 5, n. 3, p. 52-70, 2007.

MOSADDEGH, M. et al. A survey of cytotoxic effects of some marine algae in the Chabahar coast of
Oman Sea. Research Journal of Pharmacognosy, v. 1, n. 1, p. 27-31, 2014.

NAZEMI, Melika et al. Cytotoxicity Activity and Druggability Studies of Sigmasterol Isolated from Marine
Sponge Dysidea avara Against Oral Epithelial Cancer Cell (KB/C152) and T-Lymphocytic Leukemia Cell
Line (Jurkat/E6-1). Asian Pacific Journal of Cancer Prevention: APJCP, v. 21, n. 4, p. 997, 2020.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over the last 25 years.
Journal of natural products, v. 70, n. 3, p. 461-477, 2007

NICOSIA, Aldo et al. The Anemonia viridis venom: Coupling biochemical purification and RNA-Seq for
translational research. Marine Drugs, v. 16, n. 11, p. 407, 2018.

PALANISAMY, Satheesh Kumar et al. Patterns of chemical diversity in the marine ascidian Phallusia
spp.: anti-tumor activity and metabolic pathway inhibiting steroid biosynthesis. 3 Biotech, v. 8, n. 5, p.
1-11, 2018.

PAUL, Subhabrata; KUNDU, Rita. Antiproliferative activity of methanolic extracts from two green algae,
Enteromorpha intestinalis and Rizoclonium riparium on HeLa cells. DARU Journal of Pharmaceutical
Sciences, v. 21, n. 1, p. 1-12, 2013.

RADY, Hanaa Ibrahim; KHALEK, M. Prevalence and risk factors of hypophosphatemia in pediatric
intensive care unit. J Anesth Crit Care Open Access, v. 1, n. 6, p. 25-26, 2014.

RASLAN, A. E. et al. Evaluation of Secondary Metabolites from the Red Sea Tunicate Polyclinum
Constellatum. Pharmacy & Pharmacology International Journal, v. 5, n. 3, p. 123-129, 2017.

REZAKHANI, Leila et al. Antiproliferatory effects of crab shell extract on breast cancer cell line (MCF7).
Journal of breast cancer, v. 17, n. 3, p. 219-225, 2014.

REZAKHANI, Leila et al. Crab shell extract induces prostate cancer cell line (LNcap) apoptosis and
decreases nitric oxide secretion. Cell Journal (Yakhteh), v. 19, n. 2, p. 231, 2017.

RIVA, Raphael et al. Chitosan and chitosan derivatives in drug delivery and tissue engineering.
Chitosan for biomaterials I, p. 19-44, 2011.

ROCHA, Joana et al. Cnidarians as a source of new marine bioactive compounds—An overview of the
last decade and future steps for bioprospecting. Marine drugs, v. 9, n. 10, p. 1860-1886, 2011.

RODRIGUEZ-NIETO, Salvador et al. Antiangiogenic activity of aeroplysinin-1, a brominated compound
isolated from a marine sponge. The FASEB Journal, v. 16, n. 2, p. 1-27, 2002.

SALAH, R. et al. Anticancer activity of chemically prepared shrimp low molecular weight chitin
evaluation with the human monocyte leukaemia cell line, THP-1. International journal of biological
macromolecules, v. 52, p. 333-339, 2013.

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 9 “



SALAZAR-MENDOZA, Jasmin et al. Cytotoxic activity against breast cancer cells of two species of
marine sponges from shallows of Yucatan peninsula. Natural Product Research, v. 35, n. 23, p. 5329-
5333, 2021.

SARHADIZADEH, Neda, et al. Evaluation of antibacterial, antifungal and cytotoxic agents of Ascidian
Phallusia nigra (Savigny, 1816) from Persian Gulf. Eur J Exp Biol, v. 4, n. 1, p. 250-253, 2014.

SCHNEKENBURGER, Michael; DICATO, Mario; DIEDERICH, Marc. Plant-derived epigenetic
modulators for cancer treatment and prevention. Biotechnology advances, v. 32, n. 6, p. 1123-1132,
2014.

SRINIVASAN, Haripriya; KANAYAIRAM, Velayutham; RAVICHANDRAN, Ramanibai. Chitin and
chitosan preparation from shrimp shells Penaeus monodon and its human ovarian cancer cell line, PA-
1. International Journal of Biological Macromolecules, v. 107, p. 662-667, 2018.

TANNOURYA, Mona Y. et al. Evaluation of cytotoxic activity of Sargassum vulgare from the Lebanese
coast against Jurkat cancer cell line. Journal of Applied Pharmaceutical Science, v. 6, n. 6, p. 108-
112, 1930.

TARHOUNI-JABBERI, Safa et al. Mertensene, a halogenated monoterpene, induces G2/M cell cycle
arrest and caspase dependent apoptosis of human colon adenocarcinoma HT29 cell line through the
modulation of ERK-1/-2, AKT and NF-kB signaling. Marine drugs, v. 15, n. 7, p. 221, 2017.

TASKIN, E.; CAKI, Z.; OZTURK, M. Assessment of in vitro antitumoral and antimicrobial activities of
marine algae harvested from the eastern Mediterranean sea. African Journal of Biotechnology, v. 9,
n. 27, p. 4272-4277, 2010.

TEIXEIRA, Felipe COB et al. Sulfated fucans and a sulfated galactan from sea urchins as potent
inhibitors of selectin-dependent hematogenous metastasis. Glycobiology, v. 28, n. 6, p. 427-434, 2018.

THANGAM, Ramar et al. Induction of ROS-dependent mitochondria-mediated intrinsic apoptosis in
MDA-MB-231 cells by glycoprotein from codium decorticatum. Journal of agricultural and food
chemistry, v. 62, n. 15, p. 3410-3421, 2014.

THOMS, Carsten et al. Chemical defense of Mediterranean sponges Aplysina cavernicola and Aplysina
aerophoba. Zeitschrift fiir Naturforschung C, v. 59, n. 1-2, p. 113-122, 2004.

WU, Zong-Ze et al. Anticancer activity of anthopleura anjunae oligopeptides in prostate cancer DU-145
cells. Marine drugs, v. 16, n. 4, p. 125, 2018.

YADAYV, Monika et al. Seafood waste: a source for preparation of commercially employable chitin/
chitosan materials. Bioresources and Bioprocessing, v. 6, n. 1, p. 1-20, 2019.

YAN, Pengcheng et al. Macrophilones from the marine hydroid Macrorhynchia philippina can inhibit
ERK cascade signaling. Journal of natural products, v. 81, n. 7, p. 1666-1672, 2018.

YOUNES, Islem; RINAUDO, Marguerite. Chitin and chitosan preparation from marine sources.
Structure, properties and applications. Marine drugs, v. 13, n. 3, p. 1133-1174, 2015.

YOUNG, R. M. et al. Structure and function of macroalgal natural products. In: Natural products from
marine algae. Humana Press, New York, NY, 2015. p. 38.

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 9 “



YOUNG, R. M. et al. Structure and function of macroalgal natural products. In: Natural products from
marine algae. Humana Press, New York, NY, 2015. p. 38.

Z0U, Zheng-Rong et al. Intercedensides A— C, three new cytotoxic triterpene glycosides from the sea
cucumber Mensamaria intercedens Lampert. Journal of Natural Products, v. 66, n. 8, p. 1055-1060,
2003.

Producéo cientifica em ciéncias biolégicas 2 Capitulo 9 “



CAPITULO 10

AVALIACAO DA DESCOLORAGAO DE EFLUENTE
DA INDUSTRIA TEXTIL ATRAVES DE Pleurotus
ostreatus EM DIFERENTES MEIOS DE CULTIVOS
LIQUIDOS E NA PRESENCA DE RESIDUOS

Data de aceite: 01/06/2022
Data de submissao: 13/05/2022

Renan Nakamura

Universidade Estadual de Londrina — UEL —
Departamentos de Bioquimica e Biotecnologia
Londrina — Parana
http://lattes.cnpq.br/3403956047784868

Mayara Thamela Pessoa Paiva

Universidade Estadual de Londrina — UEL —
Departamentos de Bioquimica e Biotecnologia
Londrina — Parana
http://lattes.cnpq.br/3971164522654001

Suely Mayumi Obara Doi

Universidade Estadual de Londrina — UEL —
Departamentos de Bioquimica e Biotecnologia
Londrina — Parana
http://lattes.cnpq.br/8961225162470777

RESUMO: O tratamento  microbiologico
de efluentes téxteis empregando fungos
basidiomicetos tem atraido crescente atencéo,
pois suas enzimas ligninoliticas possuem a
habilidade de degradar corantes sintéticos, de
forma sustentavel, ambientalmente amigavel e
economicamente viavel. As lacases, com amplo
potencial de aplicagdo, como nas industrias de
papel, téxteis, detergente e na alimenticia, podem
ser usadas na biorremediacdo de residuos
e efluentes. Assim, este trabalho teve como
objetivo avaliar a capacidade do fungo Pleurotus
ostreatus em descolorir um efluente téxtil em
diferentes meios de cultivo. Os experimentos
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foram realizados em 6 diferentes meios de
cultivo contendo efluente e meio de Vogel (2%)
suplementado com diferentes compostos: meio 1
(glucose 0,5%, extrato de levedura 0,2%), meio
2 (glucose 0,5%), meio 3 (extrato de levedura
0,2%), meio 4 (bagaco de cana 1%, extrato de
levedura 0,2%, etanol 4%), meio 5 (casca de coco
em p6 1%, extrato de levedura 0,2%, etanol 4%)
e meio 6 (farelo de aveia 1%, extrato de levedura
0,2%, etanol 4%) em volume final de 25mL, pH
5, incubados durante 7 dias a 28°C e 180 rpm de
agitacdo. A maior porcentagem de descoloragéo
(84,82%) ocorreu no meio 4, contendo bagaco de
cana, extrato de levedura e etanol. Neste meio
a atividade de lacase obtida (1,73 U/mL) né&o
foi a maior, entre os diferentes meios, indicando
que provavelmente outras enzimas podem
estar envolvidas no processo de descoloragao.
Em relagdo a atividade de lacase, o meio 6,
contendo farelo de aveia, extrato de levedura e
etanol, foi o que mais se destacou (4,93 U/mL).
A elevada porcentagem de descoloragéo obtida,
indicam que o Pleurotus ostreatus apresenta um
grande potencial biotecnolégico de aplicagéo
no tratamento de efluentes corados, e o bagaco
de cana-de-agUcar, um residuo abundante
da indastria de acgUcar e alcool, um substrato
alternativo e de baixo custo para ser empregado
como substrato.

PALAVRAS-CHAVE: Biorremediagéo,
Descoloracao, Efluente téxtil, Pleurotus ostreatus.
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EVALUATION OF DECOLORIZATION OF EFFLUENT FROM THE TEXTILE
INDUSTRY THROUGH Pleurotus ostreatus IN DIFFERENT LIQUID MEDIA AND
IN THE PRESENCE OF LIGNOCELLULOSIC RESIDUES
ABSTRACT: The microbiological treatment of textile effluents using basidiomycetes fungi has
attracted increasing attention, as their ligninolytic enzymes possess the ability to degrade
synthetic dyes in a sustainable, environmentally friendly and economically viable manner.
Lacases, which have great potential for application in the paper, textile, detergent and food
industries, can be used in the bioremediation of waste and effluents. Thus, this work aimed
to evaluate the ability of the fungus Pleurotus ostreatus to bleach a textile effluent in different
culture media. The experiments were performed in 6 different culture media containing effluent
and Vogel’s medium (2%) supplemented with different compounds: medium 1 (glucose 0.5%,
yeast extract 0.2%), medium 2 (glucose 0.5%), medium 3 (yeast extract 0.2%), medium 4
(sugarcane bagasse 1%, yeast extract 0.2%, ethanol 4%), medium 5 (coconut husk powder
1%, yeast extract 0.2%, ethanol 4%) and medium 6 (oat bran 1%, yeast extract 0.2%, ethanol
4%) in a final volume of 25mL, pH 5, incubated for 7 days at 28C and 180 rpm agitation. The
highest percentage of decolorization (84.82%) occurred in medium 4, containing sugarcane
bagasse, yeast extract and ethanol. In this medium the lacase activity obtained (1.73 U/mL)
was not the highest among the different mediums, indicating that probably other enzymes may
be involved in the decolorization process. In relation to lacase activity, medium 6, containing
oat bran, yeast extract and ethanol, was the one that stood out the most (4.93 U/mL). The
high percentage of decolorization obtained, indicate that Pleurotus ostreatus presents a great
biotechnological potential of application in the treatment of colored effluents, and the sugar
cane bagasse, an abundant residue of the sugar and alcohol industry, an alternative and low

cost substrate to be employed as substrate.
KEYWORDS: Bioremediation, Decolorization, Textile effluent, Pleurotus ostreatus.

11 INTRODUGCAO

Com a expansado populacional e o aumento indiscriminado pela demanda de
diversos setores industriais, o0 consumo e a disponibilidade por agua, suplantam sua
disponibilidade. Consequentemente, os problemas devido a agéo antropica tém atingido
dimensbes catastréficas e preocupantes, resultando em altera¢gdes na qualidade do ar,
do solo e da agua (RIZK et al., 2021). A contaminacdo de corpos hidricos tem sido um
dos grandes problemas ambientais, aonde o descarte indiscriminado de efluentes téxicos
afetam em totalidade diversos grupos de seres vivos (SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018).
Neste contexto, as indlstrias téxteis apresentam especial destaque, devido aos enormes
volumes de residuos liberados, os quais, quando nao tratados corretamente, podem causar
sérios problemas de contaminagéo ambiental.

Estima-se que aproximadamente 200 bilhdes de litros de efluentes sejam produzidos
anualmente em todo o mundo pela indUstria téxtil (GARCIA; ROSA; BORRELY, 2020). Os
efluentes téxteis caracterizam-se por apresentarem alta carga de compostos quimicos
orgéanicos, sendo os corantes o principal residuo desses efluentes (ALMEIDA; DILARRI;

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 10 “



CORSO, 2014). A descarga direta em corpos d’agua ndo € um problema somente estético,
mas também ambiental e socioecondmico. Por serem altamente solUveis em agua, 10
a 20% dos corantes, permanecem no efluente durante a producéo e cerca de 50% séo
perdidos durante o tingimento das fibras (SANTOS et al., 2020).

Devido a sua estrutura quimica, composta por diversos grupos quimicos diferentes,
como, anéis aromaticos, grupos aminas e azos, sulfénicos, e ions metalicos, os corantes
tornam-se moléculas de dificil degradacdo, permanecendo no ambiente por um longo
periodo (PANDEY; TEWARI; TEWARI, 2018). Além de serem substancias recalcitrantes,
carcinogénicas e mutagénicas, alteram o ciclo biolégico dos corpos d’agua, afetando
principalmente o processo de fotossintese (RIZK et al., 2021).

Com as implicagbes ambientais apresentadas, muitas tecnologias de remediacédo
sé@o reportadas na literatura, de modo geral, as principais técnicas envolvem processos
de precipitagédo, adsorgcdo, degradagédo quimica, eletroquimica e biorremediagédo (SHAH;
SHAH, 2020). Ainda assim, os métodos quimicos séo os mais empregados industrialmente,
principalmente, devido a rapidez e custo, mesmo podendo acarretar subprodutos toxicos
(LALLAWMSANGA et al., 2019).

Portanto a utilizagdo de técnicas que sejam menos agressivas ao meio ambiente,
como a biorremediacdo, vem sendo reportadas. O emprego de microrganismos na
descoloracdo de efluentes, com foco em seus mecanismos biolégicos e produgbes
enzimaticas, sdo métodos potencialmente econémicos e ambientalmente corretos (YANG
etal., 2016). Em especial os fungos basidiomicetos de podridao branca (White rot fungi) que
degradam celulose, hemicelulose e lignina, através da produg¢ao de enzimas ligninoliticas
como lacases, manganés peroxidase e lignina peroxidase (PANDEY; TEWARI; TEWARI,
2018).

O Pleurotus ostreatus tem sido apontado como o mais promissor produtor de
enzimas, como lacase, e sua capacidade em descolorir corantes foi documentada por
Hultberg, Ahrens e Golovko (2020) e Lallawmsanga et al. (2019). As lacases (Lac) (EC
1.10.3.2) sdo oxidoredutases multicuprosas glicosiladas, que utilizam oxigénio molecular
(O,) para oxidar varios compostos aromaticos ou néo aromaticos. O mecanismo de atuagéo
se da pela retirada de um elétron de compostos fendlicos, associado a redugdo do Cu?
para Cu*, concomitantemente reduzindo O, a H,O, tormando assim o mecanismo ciclico.
Entretanto, essas enzimas também podem degradar estruturas aromaticas néao fendlicas
por meio da oxidacdo de alguns mediadores sintéticos como o hidroxibenzotriazol (HBT),
ou mesmo naturais como derivados do &cido benzéico e ions Mn?* (SHARMA; DANGI;
SHUKLA, 2018).

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade do fungo Pleurotus
ostreatus na descoloracdo de efluente téxtil, a producdo e a influéncia da atividade da
enzima lacase no processo de remediacédo, bem como, avaliar a influéncia do substrato,

em diferentes meios de cultivo.
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21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O fundo utilizado, Pleurotus ostreatus (PLO), foi cultivado em meio BDA (Agar
Batata Dextrose) (Marca Acumedia) 28 + 2 °C durante 10 dias. O efluente téxtil utilizado
foi cedido gentilmente por uma industria téxtil da regido de Apucarana-PR. Os residuos
lignocelulésicos empregados, bagagco de cana, fibra de coco e farelo de aveia, foram
obtidos na regido de Londrina-PR.

2.2 Métodos

2.2.1 Descoloragéo de efluente téxtil em meio de cultivo liquido

Para avaliar a eficiéncia do biotratamento do efluente téxtil por PLO, 3 discos de
micélio fungico (0,5 cm de didmetro), foram inoculados em 6 diferentes meios de cultivo
(todos os cultivos continham meio de Vogel 2% e solugéo efluente 0,02%): meio 1 (glicose
0,5% e extrato de levedura 0,02%); meio 2 (glicose 5%); meio 3 (extrato de levedura 0,2%);
meio 4 (extrato de levedura 0,2%, 0,25 g de p6 de cana e 1 mL de etanol); meio 5 (extrato
de levedura 0,2%, 0,25 g de p6 de coco e 1 mL de etanol) e meio 6 (extrato de levedura
0,2%, 0,259 de farelo de aveia e 1 mL de etanol).

O pH de todos os meios foram ajustados para 5,0 com H,PO, (0,1 mol.L"") ou NH,OH
(0,1 mol.L") e incubados durante 7 dias a 28°C e 180 rpm. Posteriormente os cultivos foram
interrompidos por centrifugacao e filtrados. O sobrenadante foi nomeado de acordo com
cada numero de cultivo (meio 1, 2, 3, 4, 5 e 6) e a biomassa foi submetida a secagem a
70°C por 24 h em estufa aerada (Fanem - 002 CB).

A porcentagem de descoloragao foi determinada comparando-se a absorbancia do
sobrenadante dos cultivos com a absorbancia dos frascos controle (sem microrganismos-
abiotica) no comprimento de onda de maior absor¢ao do corante, de acordo com a Equagéo
1:

onde Abs, é a absorbancia inicial abiotica e Abs, absorbancia lida da amostra.

2.2.2 Determinag&o da atividade de lacase

A atividade de lacase foi determinada pela oxidagao do substrato 2,6-dimetoxifenol 10
mM (DMP), conforme metodologia descrita por Dekker e Hardy (1996), com modifica¢des.
A solugdo ensaio continha 150 yL de DMP, 150 yL de tampao Mcllvaine pH 5,0, 200 pL
de agua destilada e 500 pyL do sobrenadante dos cultivos. Foram utilizados o controle da
enzima (C1): 150 pyL de tampao Mcllvaine (pH 5), 350 pyL de agua destilada e 500 pL de
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solugcédo enzimatica e o controle do substrato (C2): 150 pL de tamp&o Mcllvaine (pH 5), 700
uL de agua destilada e 150 pL de substrato. O ensaio foi realizado em banho-maria a 50
°C por 5 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro (Femto —600Plus) a
468nm.

Uma unidade de lacase foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir
1 umol de DMP oxidado por min/mL de extrato enzimatico nas condicbes de ensaio
descritas pelo Equacéo 2:

onde U/mL é a unidade de lacase por mL de substrato, t € o tempo de incubacéo, vé
o volume de enzima empregado nos ensaios, Fd é o fator de diluicdo da solugéo enzimatica
e € é o coeficiente de extingdo molar do substrato que para o DMP equivalente a 10.000
mol.L-1.cm™.

2.2.3 Determinagédo de biomassa

A biomassa foi pesada apds secagem em estufa aerada (Fanem - 002 CB) a 70 °C.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Descoloracéao de efluente téxtil em meio de cultivo liquido

Conforme os dados apresentados na Tabela 1, o meio 4, suplementado com po
de cana-de-aglcar como fonte Unica de carbono, foi 0 que apresentou maior taxa de
descoloragéo, quando comparado com os outros meios de cultivo. Esse resultado corrobora
com o valor de Abs, (Tabela 1), aonde o meio 4 apresentou uma diminui¢io de 83,78% em
relacdo ao controle. Entretanto, destaca-se que o meio 4 quando comparado com o0 meio
5, ndo apresentou diferenca significativa em relagéo a biomassa fungica. A menor taxa de
descoloracéo foi observada para meio 3, isento de fonte de glicose, atingindo somente
58,66%. Coincidentemente foi também o que apresentou menor crescimento fangico,
indicando, portanto, a dependéncia do P. ostreatus da fonte de carbono.
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Cultivos Abs, Abs, Descoloracao (%) Biomassa (g)
Meio 1 1,680 0,555 + 0,014 66,52 + 0,38 0,24 +0,18¢
Meio 2 1,612 0,591 + 0,03 63,95 +0,61°° 0,20 £ 0,21°
Meio 3 1,916 0,787 +0,02% 58,66 + 0,444 0,18 +0,32°
Meio 4 2,312 0,375 + 0,03 84,58 + 0,332 0,43 £ 0,55%
Meio 5 1,977 0,614 + 0,06 67,15 +2,03° 0,47 +1,172
Meio 6 2,875 0,959 £ 0,012 63,27 +0,43° 0,39 +0,42°

Médias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa entre as
médias (Teste de Tukey p < 0,05). Meio 1 (glicose e extrato de levedura); meio 2 (glicose); meio 3
(extrato de levedura); meio 4 (extrato de levedura, pé de cana e etanol); meio 5 (extrato de levedura, pé
de coco e etanol) e meio 6 (extrato de levedura, farelo de aveia e etanol).

Tabela 1 — Resultado das absorbéncias dos controles (Abs,) e ao final do cultivo (Abs,), porcentagem
de descoloragéo e biomassa fungica, apés sete dias de incubacéo.

A maior produgéo de biomassa observado no meio 5 néo influenciou no processo de
descoloragdo, visto que, quando comparado com o meio 1 e 2, ndo apresentou diferenca
significativa nas médias. Outro aspecto interessante, € que o aumento na concentragéo de
glicose de 0,5 para 2% e a auséncia de fonte de nitrogénio, do meio 1 para o meio 2, ndo
influenciou na taxa de descoloragao, visto que ambos os cultivos ndo apresentam diferenca
significativa nas meédias para descoloragéo, biomassa e Abs,.

Outros autores alcangaram melhores niveis de descoloracdo, empregando P.
ostreatus na degradacdo de corantes especificos. Entretanto, & necesséario ter em
mente que o efluente téxtil & composto por uma mistura incerta de diversos compostos,
apresentando diferentes fungdes quimicas e grupos cromoforos (SANTOS et al., 2020).
Zhuo et al. (2019) alcangaram 91,50% de descoloragéo para o corante verde malaquita,
apds 24 horas de incubagédo com o fungo P. ostreatus.

Os meios de cultivos suplementados com residuos lignocelul6sicos, meio 4, 5 € 6
(Tabela 1), apresentaram bons niveis de crescimento de biomassa, indicando um potencial
de utilizagdo desses residuos como fonte de glicose. Esses residuos sao ricos em fontes de
micro e macronutrientes essenciais para o metabolismo celular, que se tornam disponiveis
através da oxidagédo de moléculas organicas, como por exemplo a celulose (XU et al. 2020).
Além disso, subprodutos agricolas ou lenhosos séo 6timos substratos, pois imitam o habitat
natural da maioria dos fungos (MURUGESAN et al. 2007).

3.2 Determinacao da atividade de lacase (Lac)

De acordo com a Tabela 2, a maior atividade enzimatica foi encontrada no meio 6,
chegando a 4,930 U/mL de atividade. Em contrapartida, o meio 4, com a maior taxa de
descoloragéo (Tabela 1), apresentou uma diminuicao significativa de Lac, com atividade de
1,730 U/mL. Além disso, os meios 1 e 2, que apresentaram as segundas melhores taxas
de descoloragéo e diminuicbes de Abs, (Tabela 1), foram os que apresentaram menores
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atividades enzimatica.

Cultivos Lacase U/mL
Meio 1 0,294 + 0,69°
Meio 2 0,219 +0,81f
Meio 3 1,310 +0,37¢
Meio 4 1,730 + 0,46°
Meio 5 1,320 + 1,25°¢
Meio 6 4,930 + 0,532

Médias + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa entre as
médias (Teste de Tukey p < 0,05). Meio 1 (glicose e extrato de levedura); meio 2 (glicose); meio 3
(extrato de levedura); meio 4 (extrato de levedura, pé de cana e etanol); meio 5 (extrato de levedura, p6é
de coco e etanol) e meio 6 (extrato de levedura, farelo de aveia e etanol).

Tabela 2 — Atividade (U/mL) de Lac na presenca do efluente téxtil.

Observa-se que 0s meios suplementados com residuos lignoceluldsicos e etanol,
demonstraram maiores atividade enzimaticas. De acordo com Zhuo et al. (2017) a produgéo
de lacase por diversos microrganismos, tem sido positivamente induzida com meios ricos
em substratos fenélicos como, acido ferdlico, cumaricos e alcool veratrilico (presentes em
muitos residuos lignocelulésicos), além de alcoois como, etanol e metanol. Além disso, a
utilizacéo de indutores, como sulfato de cobre, tem se mostrado eficiente para aumentar a
producdo enzimatica, mostrando niveis de atividade de até 7438 U/L (AMBATKAR et al.,
2021).

Esses dados demonstram, que apesar do P. ostreatus ser conhecido como bom
produtor de Lac, o processo de oxidagédo dos efluentes, ndo € exclusivo da acdo dessa
enzima. Outras enzimas oxidases ligninoliticas ja foram reportadas na literatura, como
parte da maquinaria enzimatica capaz de degradar diversos compostos recalcitrantes.
Paiva, Gasparin e Doi (2020) estudando a degradagao dos corantes Remazol Brilliant Blue
RN e Remazol Azul BTE BB 133%, também por P. ostreatus, encontraram 42,59 U/mL de
atividade para a enzima manganés peroxidase. Ambatkar et al. (2021) empregando palha
de arroz como substrato, para fermentacdo do P. ostreatus, obtiveram 14,3 e 1,90 U/L de
atividade para lignina e manganés peroxidase, respectivamente.

41 CONCLUSAO

O Pleurotus ostreatus mostrou-se efetivo na descoloragéo do efluente téxtil, nos seis
meios de cultivos. Amelhor taxa de descoloracgéo foi obtida para o meio 4, suplementado com
bagaco de cana-de-agUcar. Esses resultados demonstram que os residuos lignocelul6sicos
sé@o uma fonte em potencial de nutrientes, onde a celulose presente pode ser convertida em
carboidratos simples, que podem ser metabolizados pelos microrganismos, podendo levar
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a um barateamento do processo.

Foi encontrado atividade enzimética em todos os meios de cultivos, porém, ela ndo
foi proporcional a taxa de descoloragdo do efluente téxtil. Indicando, dessa maneira, que o
Pleurotus ostreatus, produz outras enzimas oxidases capazes de degradacéo.

Estudos futuros, com base na otimizagdo do processo fermentativo, visando a
producdo de metabdlitos capazes de biorremediacéo sdo necessarios. Parametros fisicos-
quimicos como, temperatura, concentracdo do efluente, substrato e indutores, devem
ser levados em consideragdo, na tentativa de potencializar o uso de microrganismo nas

biorremediagdes.
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INDUSTRIA AVICOLA

RESUMO: O Brasil ocupa o primeiro lugar no
ranking mundial de exportagbes de carne de
frango, porém perdas significativas na produgéo
ocorrem devido a elevada contaminagéo
microbiana. Soforolipidios sdo biossurfactantes
pertencentes a classe de glicolipidios e s&o
compostos por uma molécula de soforose unida
a uma cadeia de acido graxo. S&o produzidos
por diversos microrganismos, com destaque
para a levedura Starmerella bombicola. Dentre
as diversas aplicagcbes, os soforolipidios tém
chamado atengéo devido sua a¢do antimicrobiana
contra uma ampla gama de patégenos.
Considerando esses aspectos, este capitulo
tem o objetivo de apresentar as propriedades
antibacterianas dos  soforolipidios  contra
bactérias contaminantes da industria avicola.
De acordo com os estudos, os soforolipidios
demonstrou ser uma molécula inovadora com
perspectiva de aplicagdo na industria avicola,
para a reducéo da contaminacdo e aumento da
produtividade industrial.
PALAVRAS-CHAVE:
soforolipidios, patégenos avicolas,
antibacteriana.

Biossurfactantes,
atividade

ANTIBACTERIAL PROPERTIES OF
SOPHOROLIPIDS AGAINST POULTRY
INDUSTRY PATHOGENS

ABSTRACT: Brazil occupies the first place
in the world chicken meat exports, although
there are losses in the sector due to microbial
contamination. Sophorolipids are biosurfactants
belonging to the class of extracellular glycolipids
composed of a sophorose molecule linked to a
fatty acid chain. They are produced by several
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microorganisms, especially the yeast Starmerella bombicola. Among the diverse applications,
sophorolipids has increased attention due to their antimicrobial activities against various
bacteria. Considering these aspects, this chapter aims to present the antibacterial properties
of sophorolipids against contaminating bacteria in the poultry industry. According to the
studies, the sophorolipids present themselves as an innovative molecule with perspective of
application in the poultry industry, to reduce contamination and increase industrial productivity.
KEYWORDS: Biosurfactants, sophorolipids, chicken pathogens, antibacterial activity.

11 INTRODUGCAO

A cadeia produtiva de aves no Brasil tem apresentado um crescimento com taxas
significativas desde a década de 80. Segundo dados do relatério anual de 2022 da
Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA), a producgao de frango brasileira superou
12 milhdes de toneladas, ocupando o segundo lugar mundial. Os estados brasileiros que
apresentam uma produg@o mais expressiva sdo Parana, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, destacando o Paranid como o maior exportador. Esse crescimento na producéo,
aumentou o risco e a preocupagdo com a transmissdo de patégenos, assim como a
necessidade de um maior controle da qualidade higiénico e sanitario dos produtos.

Os alimentos de origem animal, com destaque para as aves, sd0 0S maiores
responsaveis pela disseminagdo de microrganismos causadores de infecgdes alimentares
tais como Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli,
0s quais representam um risco potencial a satde do consumidor. Desse modo, estudos que
apontem para novos agentes sanitizantes que possam ser introduzidos na cadeia produtiva
de aves, tais como os antimicrobianos naturais, como os soforolipidios, que se destacam
como uma inovacao de importancia, podendo contribuir para uma maior competitividade
do setor produtivo. Neste capitulo, destacamos as propriedades antibacterianas de
soforolipidios contra bactérias contaminantes da carne de frango, para potencial utilizagéo

como sanitizante na industria avicola.

21 ,SEGURANQA ALIMENTAR EM PROCESSAMENTO DE PRODUTOS
AVICOLAS

A carne de frango € um importante commaodity alimentar e a previséo de produgéo &
que se atinja uma meta de 134,5 milhdes de toneladas nos proximos dez anos, assegurando
a lideranca entre todos os tipos de producéo de carne (AHMED; HIREMATH; JACOB, 2016).
O setor avicola no Brasil apresenta um grande impacto social e econémico, ocupando o
primeiro lugar no ranking mundial de exportagbes de carne de frango, concentrada nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, sendo que o estado do Parana contribuiu com
35,54% do volume abatido total do pais no ano de 2021 (ABPA, 2022). Em contrapartida

com esse cenario de crescimento econdmico, encontra-se também um aumento no

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 11 m



risco de contaminagbes e preocupagdo com a transmissédo de patdgenos, assim como a
necessidade de um maior controle da qualidade higiénico e sanitario dos produtos. Diante
da importancia mundial da avicultura brasileira e as exigéncias dos mercados importadores,
0 processo produtivo tem sido constantemente aprimorado com automacdes, visando a
melhoria de produtividade e diminuicdo de perdas.

Surtos de doencas alimentares s@éo um problema de salde publica, causando
anualmente 600 milhdes de doencas e 420.000 mortes em todo o mundo (WHO, 2015).
Salmonella spp., Campylobacter spp. e Listeria spp. estdo entre os principais patdgenos
causadores de doencas transmitidas por alimentos, sendo os principais fatores de risco
0 manejo e o consumo de frango cru ou mal cozido ou outras carnes, leite cru e dguas
contaminadas (AURAS, 2018). Além disso, a carne de frango é altamente perecivel e
0s principais patdgenos encontrados sdo Staphylococcus aureus, Campylobacter spp.,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes e Escherichia coli (AHMED; HIREMATH; JACOB,
2016b; JAMES; PRUCHA; BREWER, 1993; SILVA, 1998).

Uma pratica tradicional utilizada na remocdo da contaminagdo gastrointestinal
visivel é o refile, em que as carcagas contaminadas tém suas partes afetadas cortadas e
descartadas. Outro método implementado em paises como Brasil, Estados Unidos, Canada
e Europa € o emprego do sistema de lavagem por meio de bicos aspersores para remogao
da contaminagdo presente nas superficies internas e externas das carcagas, como
alternativa a pratica do refile, sendo considerada superior tanto no aspecto microbioldgico
quanto operacional (BRASIL, 2011; STEFANI et al., 2011). Concomitantemente a lavagem,
outras estratégias vém sendo estudadas e aplicadas, especialmente no exterior, ao longo
de todo o processo produtivo.

No entanto, no Brasil ainda ndo é permitida a utilizagdo de qualquer adjunto ou
composto descontaminante no processamento de abate das aves, sendo utilizado somente
cloragéo da agua de no maximo 1 ppm de cloro livre e a &gua de renovacao dos resfriadores
até 5 ppm (BRASIL, 1998).

Dessa forma, estudos que busquem o desenvolvimento e aplicacdo de novos
sanitizantes sdo fundamentais para atrair a atengcdo dos é6rgdos de regulamentagéo do
Brasil sobre a necessidade de mudancas e ades&o de novos procedimentos para diminui¢cao
dos prejuizos na produgéo de frangos. Pesquisas sobre agentes antimicrobianos naturais,
como os soforolipidios, sdo de grande relevancia para a tentativa de melhorias no produto,
tanto na questdo de redugdo da carga microbiol6gica e aumento da vida de prateleira,
como também a reducéo dos custos de produgéao.

31 APLICACOES INDUSTRIAIS DOS SOFOROLIPIDIOS

Os soforolipidios sdo biossurfactantes pertencentes a classe dos glicolipidios
extracelulares, compostos por um dissacarideo soforose (O B-Dglicopiranosil-2-1-3-D-
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glicopiranose) unidos por ligagéo B-glicosidica entre o carbono 1’ e o carbono terminal
(w) ou subterminal (w-1) de uma cadeia de 4cido graxo de 16 ou 18 carbonos (ASHBY;
SOLAIMAN, 2010). Séao considerados metabdlitos secundarios, sendo produzidos no final
da fase exponencial e inicio da fase estacionaria (HOMMEL et al., 1987).

O principal microrganismo produtor é a levedura Starmerella bombicola, devido aos
seus rendimentos de producéo bastante expressivos, o que a faz ser a mais utilizada e
estudada atualmente para essa producdao (PAULINO et al., 2016). Os soforolipidios séo
sintetizados em altas concentragcbes e geralmente por cepas ndo patogénicas, tornando
esse grupo de moléculas particularmente atrativo para produgbes comerciais e futuras
aplicagdes, considerando os aspectos de seguranga (PAULINO et al., 2016).

Devido suas propriedades anfifilicas, os soforolipidios possuem a capacidade de
diminuir a tensao superficial e interfacial de diversos compostos, tornando-o potencialmente
aplicaveis nas mais amplas areas, como agentes detergentes e emulsificantes. A redugéo
da tensao superficial e os valores de concentragcdo micelar critica dos soforolipidios séo
comparaveis aos dos surfactantes comercialmente 26 disponiveis, como a surfactina
(JEZIERSKA et al.,, 2018). Assim, os soforolipidios tém sido vastamente estudados
como um substituto natural para os surfactantes normalmente empregados na industria
(KAUR; SANGWAN; KAUR, 2017; REBELLO et al., 2018; VAN BOGAERT et al., 2007).
Os soforolipidios também possuem outras propriedades de alto valor agregado, tais como
componentes de misturas germicidas aplicadas na limpeza de frutas e verduras (PIERCE;
HEILMAN, 1998), lise de microrganismos patogénicos da pele e cabelo (MAGAR,;
ROTHLISBERGER; WZGNER, 1987), biopesticidas e agentes antifingicos de patégenos
de plantas (YOO; LEE; KIM, 2005), a¢des anti-inflamatorias, antimicrobianas, antivirais e
anticancerigenas (BORSANYIOVA et al., 2015; DEY et al., 2015; DIAZ DE RIENZO et
al., 2015; VAN BOGAERT et al., 2007; ZHANG et al., 2016), eliminacdo de radicais livres
(HILLION, 1998), entre outros.

Os soforolipidios possuem baixa citotoxicidade e seus produtos sdo considerados
aceitos e aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) (JEZIERSKA et al., 2018).
Atualmente, sdo os biossurfactantes mais aplicados na indlstria e seus produtos séo
disponiveis em nivel comercial. Destacam-se as aplicagées em formulagbes de cosméticos
(MAENG etal., 2018); agentes de limpeza (JEZIERSKAet al., 2018); recuperagéo de petroleo
(PESCE, 2002); biorremediacao (MINUCELLI et al., 2017); na indUstria de alimentos como
estabilizantes e emulsificantes (NITSCHKE; SILVA, 2017); na indugdo de enzimas (SHAH,
2007); na area da salde como antivirais, anticancer e anti-inflamatérios (SHAH et al., 2005;
CHEN et al., 27 2006; RASHAD et al., 2014; SHAO et al., 2012; JOSHI-NAVARE; SHIRAS;
PRABHUNE, 2011; ZIEMBA et al., 2017). Outra atividade biologica de grande importancia
€ sua agao antimicrobiana, que tem sido de grande destaque atualmente.
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3.1 Propriedades antibacterianas dos soforolipidios

A acéo antimicrobiana do soforolipidios esté relacionada a sua natureza anfifilica, a
qual através de interacdes sinérgicas entre as porgdes da soforose e acido graxo produz o
efeito surfactante, sendo capaz de diminuir a tenséo interfacial e superficial de compostos
e materiais, e assim promover alterag6es da adesao de microrganismos (VALOTTEAU et
al., 2017). Sua agéo envolve mecanismos de desestabilizagdo e alteracdo da permeacgéo
da membrana, o que leva a ruptura e extravasamento do contetdo celular (FRACCHIA et
al., 2015).

A atividade antibacteriana dos soforolipidios tem sido descrita para varias cepas
bacterianas (OLANYA et al., 2018; RIENZO et al., 2014; VALOTTEAU et al., 2017; ZHANG
et al.,, 2016) e embora apresentem resultados de inibicdo contra Gram-negativas, na
maioria dos casos, soforolipidios demonstrou ter melhor acdo em cepas Gram-positivas.
Isso se deve a sua especificidade de acdo em membranas, uma vez que existem diferencas
estruturais na parede celular dessas bactérias (ZHANG et al., 2016).

Pontes et al. (2016) conduziram um estudo sobre a aplicacdo de soforolipidios em
cateteres de silicone para inibir a formacgéo de biofilmes bacterianos. Foram testadas cepas
de S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922, como microrganismos representativos de
infeccOes vasculares e urinarias. Os resultados revelaram que a presenca de soforolipidios
na superficie do silicone foi capaz de diminuir a hidrofobicidade do material com
consequente redugdo na formacgéo de biofilmes pelas duas bactérias. S. aureus mostrou
ser mais vulneravel a agdo desse biossurfactante, sendo erradicada na concentragédo
inibitéria minima (MIC) de 50 mg/mL. Contrariamente, nao foi possivel observar inibicao
completa da E. coli dentro das concentragdes testadas (MIC < 750 mg/mL).

Acbes sinérgicas dos soforolipidios com outros compostos também tém sido
descritas. Joshi-Navare e Prabhune (2013) relataram interagcdo entre soforolipidios e
antibiéticos tradicionais (cefaclor e tetraciclina), apresentando efeitos melhorados na
atividade contra E. coli ATCC 8739 e S. aureus ATCC 29737, respectivamente. Diaz de
Rienzo e colaboradores (2016a) além de reportarem agédo antimicrobiana dos SL contra
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Bacillus subtilis NCTC 10400, S. aureus ATCC 9144 e E.
coli NCTC 10418 (CIM > 5%), também investigaram a agdo conjugada de SL 1% e acido
caprilico 0,8% na inibicdo de biofilmes formados por P. aeruginosa, E. coli e B. subtilis,
sugerindo uma interagdo sinérgica entre os compostos. Em outro estudo, os mesmos autores
(Diaz de Rienzo et al., 2016b) verificaram a combinag&o de soforolipidios e ramnolipidios
(0.04%/ 0.01%) contra biofilmes de P. aeruginosa ATCC 15442, S. aureus ATCC 9144 e
uma cultura mista de ambas, obtendo resultados positivos para os dois Gltimos casos.

Zhang et. al (2017) investigaram os mecanismos de ac¢ao do sofrolipidio e do etanol
assim como sua agédo combinada contra E. coli O157:H7. Os resultados mostraram que
utilizando o padréo de etanol 20% ou soforolipidios de forma isolada, ndo houve reducao
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significativa na populacéo da bactéria. Na presenca de 10% de etanol, nenhuma das formas
acidicas e lacténicas obtiveram resultados promissores. Contudo, redugbes significativas
foram observadas com todos os soforolipidios na presenca de 20% de etanol, sugerindo
um efeito sinérgico entre eles, com aumento na atividade antimicrobiana do soforolipidios.

Considerando a importancia de encontrar alternativas para o controle de patégenos
na industria de alimentos, um estudo avaliou o potencial antimicrobiano dos soforolipideos
em combinagao com &cido latico contra L. monocytogenes, S. aureus, E. colie Salmonella
spp. Os resultados demostraram que soforolipidios foram capazes de reduzir completamente
a viabilidade de S. aureus e L. monocytogenes em valores de MIC de 31,25 mg/mL e
62,5 mg/mL, respectivamente. O &cido latico inibiu completamente o crescimento de todas
as bactérias em concentracdes de 0,15% a 0,6%. Um efeito combinado de soforolipidios
com é&cido latico apresentou um efeito interacdo aditiva para L. monocytogenes e S.
aureus, reduzindo o MIC de cada composto pela metade foi observado. O teste de tempo
de morte apresentou a reducao logaritmica progressiva ao longo de 24 horas e mostrou
inibicdo completa das populagdes de S. aureus. Para L. monocytogenes, a erradicagao
foi alcancada as 12h com soforolipideo, 10h com latico acido e 12 h com combinacéo. O
ensaio de citotoxicidade mostrou que as concentracdes menores que 62,5 mg/mL foram
citotoxicas para as células HepG2, portanto, o tratamento combinado entre soforolipideos
e acido latico representou um potencial uso dos compostos como sanitizante na avicultura
com eficacia antimicrobiana e sem citotoxicidade efeitos (SILVEIRA et al., 2021).

41 PERSPECTIVAS FUTURAS

Os soforolipidios sdo metabdlitos secundarios produzidos por leveduras nao
patogénicas, destacando a levedura Starmerella bombicola. Sédo secretados para o
meio extracelular como uma mistura de compostos de estruturas quimicas relacionadas
e possuem acdo antibacteriana comprovada por diversos estudos do nosso grupo de
pesquisa, incluindo bactérias contaminantes do processo de abate e processamento de
aves. Desta forma, pesquisas sobre agentes antimicrobianos naturais sdo de grande
relevancia na busca de alternativas para reduzir a carga microbioldgica e aumento da vida

de prateleira de produtos avicolas, resultando assim na redugdo dos custos de produgao.
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RESUMO: Os fungos sdo organismos
eucariontes capazes de causar doengas em
humanos e animais. Essas afecc¢des, geralmente,
estdo relacionadas ao manejo inadequado
desses animais em cativeiro, assim o estudo de
doencas infecciosas causadas por fungos é uma
area emergente, tendo em vista a aproximacgéo
antropica e de animais domésticos com animais
silvestres. O objetivo do presente trabalho foi
realizar um levantamento descritivo dos principais
fungos patogénicos para animais vertebrados
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silvestres. Desse modo, foi realizado um levantamento bibliografico, a partir do estudo de 32
trabalhos de cunho cientifico disponibilizados gratuitamente nas plataformas online: Google
Académico, Researchgate e SciElo. Os resultados apontaram relatos existentes para todas as
ordens de vertebrados, com destaque para os principais filos fungicos isolados: Ascomycota,
Oomycota, Basidiomycota, Mucormycota e Chytridiomycota. Assim, 0 monitoramento de
animais, domésticos ou silvestres, configura-se como um importante fator para prevengéo de
possiveis epidemiologias.

PALAVRAS-CHAVE: Doencas, Fauna, Levantamento, Micoses.

PATHOGENIC FUNGI IN VERTEBRATE ANIMALS

ABSTRACT: Fungi are eukaryotic organisms capable of causing disease in humans and
animals. These conditions are usually related to the inadequate management of these
animals in captivity, so the study of infectious diseases caused by fungi is an emerging area,
in view of the anthropic approach and of domestic animals with wild animals. The objective of
the present work was to carry out a descriptive survey of the main pathogenic fungi for wild
vertebrate animals. In this way, a bibliographic survey was carried out, based on the study
of 32 scientific works available for free on online platforms: Google Scholar, Researchgate
and SciElo. The results showed existing reports for all vertebrate orders, with emphasis on
the main isolated fungal phyla: Ascomycota, Oomycota, Basidiomycota, Mucormycota and
Chytridiomycota. Thus, the monitoring of animals, domestic or wild, is an important factor for
the prevention of possible epidemiologies.

KEYWORDS: Diseases, Fauna, Survey, Mycoses.

11 INTRODUGCAO

Os fungos sé@o organismos eucariontes, podendo ser unicelulares (leveduras) ou
pluricelulares (filamentosos formadores de hifas) e sdo heterotréficos, geralmente se
encontrando em habitat tmido e rico em matéria orgénica (SILVA; COELHO, 2006). Existem
em torno de 800.000 espécies conhecidas de fungos, destes, 400 sdo capazes de causar
doengas em humanos e animais (QUINN et al., 2011; CASTRO et al., 2017).

As enfermidades acometidas por fungos sdo denominadas micoses, as quais sdo
classificadas de acordo com o grau de envolvimento no tecido e modo de entrada no
hospedeiro: sistémica, subcutaneas, cutaneas, superficial ou oportunista (TORTORA, 2005).
Desse modo, uma grande variedade de doencas fungicas tém sido descritas ocorrendo
nos mais variados grupos de animais. Essas afecc¢des, geralmente, estdo relacionadas ao
manejo inadequado desses animais em cativeiro, como alta umidade, superpopulagbes e
acumulos de detritos no ambiente (PARE, 2007; CHAVES 2021).

Atualmente, o estudo de doencas infecciosas causadas por fungos € uma area
emergente, tendo em vista a aproximagao antrépica e de animais domésticos com animais
silvestres. Entretanto, pouco se sabe sobre a microbiota natural ou contaminante desses
animais, o que dificulta o diagnéstico e tratamento (FRAGA et al., 2011). Assim, o objetivo
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deste trabalho é:

21 MATERIAIS E METODOS:

Para obtencao dos resultados, foi realizado um levantamento bibliografico a partir das
bases de dados Google Académico, SciElo e ResearchGate, onde priorizaram-se trabalhos
de cunho académico-cientificos compreendidos ao longo de duas décadas (2000-2020).
Todavia, a depender da relevancia, estudos realizados antes do ano 2000 também foram
considerados. Desse modo, totalizaram-se 32 bibliografias utilizadas como referéncias
para a presente analise. Os principais termos descritores para a busca literaria foram:
micologia, fungos, micoses, animais, vertebrata, doencas fingicas e animais vertebrados.

31 PRINCIPAIS AGENTES FUNGICOS ISOLADOS EM VERTEBRATA

3.1 Peixes

As doencas fungicas podem ocorrer em um peixe, poucos peixes ou uma populagéo
inteira, dependendo do tamanho da invaséo fungica (SIQUEIRA, 2004). A transmiss&o dos
fungos ocorre de maneira horizontal, por meio dos esporos que se encontram presentes
na agua, a qual apresenta influéncia de acordo com sua qualidade, temperatura, praticas
de manejo, facilitando na transmissao (PINHEIRO et al., 2015). As principais patologias
fungicas registradas para peixes sdo: Saprolegniose (Saprolegnia sp., Achlya sp.,
Aphanomyces sp. e Dictyuchus sp.) Branquiomicose (Branchiomyces sp.) e Ictiofariase
(Ichthyophonus hoferi), Rhizopus sp., Dermocystidium sp., Exophiala sp., Hyphomycetes
sp.) (HIPOLITO, 2009). Além destes, outros principais géneros sao importantes para
psicultura atual: Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Acremonium e Mucor. O
manejo adequado da piscicultura € a medida mais importante a ser tomada para evitar
que os peixes sejam acometidos pelas doencgas, ja que nao existe duvida a respeito da
forte correlacdo existente entre técnicas de manejo e aparecimento de enfermidades
(PAVANELLI et al., 2008; PINHEIRO et al., 2015).

3.2 Anfibios

Dentre o grupo dos tetrdpodes, os anfibios s&o listados como um dos taxons
mais sensiveis as mudancas climaticas em virtude de suas caracteristicas morfologicas,
fisiologicas e ecoldgicas. Destacando-se por possuirem elevada permeabilidade, uma vez
que utilizam a pele para fungbes de respiracdo, osmorregulacéo e termorregulacdo, esses
animais encontram-se suscetiveis a ressecamento e exposi¢cdo a fatores patogénicos
decorrentes das condigdes climaticas (DE LAVOR, 2021). O patégeno atualmente mais
registrado e associado ao declinio de anfibios é o fungo Batrachochytrium dendrobatidis
pertencente ao Filo Chytridiomycota, Classe Chytridiomycetes e Ordem Chytridiales,
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causando uma dermatite denominada Quitridiomicose. Segundo a Cupula de Conservacéao
de Anfibios (2005), a quitridiomicose é “a pior doenca infecciosa ja vista entre vertebrados,
em termos de numeros de espécies atingidas e que estdo propensas a serem extintas”.
Outrossim, diferentes micoses também podem acometer estes animais, mesmo que em
menores proporgdes, tais como: Mucormicose (Rhizopus spp.), Saproleniose (Saprolegnia
sp. e/ou Achlya sp.) e Cromomicose (Cladosporium sp. e/ou Curvularia sp.).

3.3 Répteis

Os répteis sdo animais ectotérmicos cuja saude depende do ambiente em que
sdo mantidos, principalmente quando estdo em cativeiro. Em ambientes aglomerados, a
sujeira e a umidade sao fontes de crescimento de fungos, que encontram as caracteristicas
ambientais ideais para se multiplicar e espalhar. Infec¢des a nivel gastrointestinal sdo mais
raras, dada a presenca natural de fungos na flora digestiva. Todavia, as micoses sistémicas
pulmonares, acometem jabutis, principalmente em ambientes temperados, onde os esporos
dos fungos permanecem no ar. Além disso, as lesdes cutdneas também sdo comuns,
embora sejam confundidas com muitas outras doengas que acometem, principalmente,
serpentes e crocodilianos. Observou-se que 0s géneros de microrganismos isolados com
maior frequéncia foram: Escherichia sp., Klebsiella spp., Bacillus spp., Candida spp.,
Citrobacter spp., Corynebacterium spp., Aeromonas spp. e Fusarium sp. Desse modo,
0s microrganismos que compdem a microbiota podem se tornar patogénicos para seus
hospedeiros quando os mesmos se encontram debilitados, bem como a eliminagdo continua
destes microrganismos (pelas fezes, por exemplo) por répteis aparentemente saudaveis
ou mesmo doentes, pode representar um importante problema para pessoas que tenham
contato com eles (PESSOA, 2009).

3.4 Aves

As aves compreendem um dos grupos mais diversificados dentre os animais
vertebrados e, devido aos seus atrativos, inUmeras espécies sdo mantidas em cativeiro,
provenientes de lugares tanto regularizados quanto de comércio ilegal, o que predispde
um maior contato entre o homem e possiveis agentes infecciosos. Entre as doencgas
fungicas, inclusive zoonbticas, que acometem esses animais destacam-se a aspergilose
(Aspergillus fumigatus e o Aspergillus flavus), criptococose (Cryptococcus neoformans
€ a mais comum), candidiase (Candida albicans), micotoxicoses (conjunto de doencas
causadas por metabolitos secundarios produzidos por diversos fungos), entre outras que
podem causar lesbes significativas e de facil disseminagcdo em ambientes com manejo
inadequado (SANTOS, 2020). Embora as aves tenham uma aparéncia saudavel, podem
funcionar como hospedeiras para microrganismos patogénicos, eliminando diversas formas
de levedura com potencial zoonético para o meio ambiente (MARINHO et al., 2010).
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3.5 Mamiferos

Os principais relatos de micoses ou da presenca de agentes fungicos na microbiota
de mamiferos silvestres citam como representantes: Aspergillus spp., Fusarium spp.,
Candida spp., Malassezia spp., Criptococcus spp. e os Dermatéfitos (Epidermophyton
sp., Microsporum sp. e Trichophyton sp.) (ALBANO, 2009). A Paracoccidioidomicose
(Paracoccidioides brasiliensis), doenca fungica mais importante no Brasil, acomete
principalmente popula¢des de baixa renda, na zona rural e ja foi relatada em animais
silvestres e domésticos (PAZ, 2017), incluindo morcegos presentes em telhados de casas
rurais. Mamiferos domésticos também sao receptaculos de doengas de cunho zoonético,
principalmente, com importancia na saude publica (BALDAet al., 2004), os principais agentes
encontrados foram: Microsporum canis, Trichophyton sp., Fusarium spp., Aspergillus spp.,
Penicillium sp., Scopulariopsis sp., Malassezia sp. e Candida sp.

Além disso, as doengas fungicas se destacam por representarem a principal causa
de mortalidade natural de mamiferos marinhos, caracterizados por mais de 130 espécies
distribuidas entre cetaceos, sirénios, pinipedes e alguns mustalideos. Nesses individuos,
as enfermidades afetam suas populagbes provocando estresse, imunossupressao,
diminuicdo da oferta de alimentos e maior exposicdo a patdégenos. Os isolados apontem:
Candida albicans (maior numero de relatos), Aspergillus fumigatus, Epidermophyton
floccosum, Blastomyces dermatitidis, Cephalosporium sp., Cryptococcus sp. e Histoplasma

capsulatum.
Agente Etiolégico Filos Ordens Acometidas
Achlya Oomycota Peixes e Anfibios
Acremonium Ascomycota Peixes
Aphanomyces Oomycota Peixes
Aspergillus Basidioycota Peixes, Répteis, Aves e Mamiferos
Batrachochytrium Chytridiomycota Anfibios
Blastomyces Ascomycota Mamiferos
Branchiomyces Mucormycota Peixes
Candida Ascomycota Répteis, Aves e Mamiferos
Cephalosporium Ascomycota Mamiferos
Cladosporium Ascomycota Anfibios
Cryptococcus Basidioycota Aves e Mamiferos
Curvularia Ascomycota Anfibios
Dictyuchus Oomycota Peixes
Epidermophyton Ascomycota Mamiferos
Exophiala Ascomycota Peixes
Fusarium Ascomycota Peixes
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Histoplasma Ascomycota Mamiferos
Malassezia Basidioycota Mamiferos
Microsporum Ascomycota Mamiferos
Mucor Mucormycota Peixes
Paracoccidioides Ascomycota Mamiferos
Penicillium Ascomycota Peixes e Mamiferos
Rhizopus Mucormycota Peixes, Anfibios, Aves e Mamiferos
Saprolegnia Oomycota Peixes e Anfibios
Scopulariopsis Ascomycota Mamiferos
Sporothrix Ascomycota Mamiferos
Trichoderma Ascomycota Peixes
Trichophyton Ascomycota Mamiferos

Tabela 01: Principais agentes etiologicos (fungos) e ordens acometidas (vertebrata).

Fonte: Autoria prépria (2021).

41 PRINCIPAIS DOENGCAS FUNGICAS EM ANIMAIS VERTEBRADOS

4.1 Esporotricose

A esporotricose é uma micose zoon6tica subaguda ou crdnica, causada pelo agente
Sporothrix schenckii, que acomete uma diversidade de espécies. (ACHA; SZYFRES, 20083;
BISON et al., 2020). Os individuos do complexo Sporothrix schenckii apresentam como
caracteristicas o dimorfismo e estdo amplamente distribuidas na natureza colonizando
arvores e solos em associagdo com restos vegetais localizados principalmente em regides
de clima temperado e tropical umido (LOPES-BEZERRA et al., 2006, BRUM et al. 2007;
SILVA et al., 2018). De forma geral, a infeccao ocorre por inoculagéo traumatica, uma vez
que o agente é incapaz de penetrar a pele intacta. Raramente a esporotricose pode ser
do resultado da inalag&o, aspiragdo ou ingestdo do agente (LAZARO et al., 2008; BISON,
2020). Os carnivoros domésticos e equinos sdo suscetiveis a infeccao por espécies do
complexo S. schenckii. Além disso, existem relatos da presenca do fungo em outros animais
como primatas, bovinos, camelideos, caprinos, suinos, aves, tatus, golfinhos e artropodes
(abelhas, pulgas, formigas). Esses hospedeiros podem, eventualmente, servir de fonte de
infeccdo ao homem (LARSSON, 2011).

4.2 Aspergilose

Aspergilose é causada por diversos fungos do género Aspergillus, sendo mais comum
em aves domésticas ou silvestres (OSORIO et al., 2007). Aspergillus pertence & divisdo
Eucomycota, apresentando cerca de 300 espécies, sendo 20 consideradas patogénicas,
destacando: A. fumigatus, A. flavus, A.niger e A. terreus. Acredita-se que a A. fumigatus &
responsavel por 90 a 95% das infec¢cbes por Aspergillus em animais, sendo essa a espécie

Producéo cientifica em ciéncias biolégicas 2 Capitulo 12 “



mais patogénica e que apresenta destaque no setor agricola devido aos seus problemas
(MEIRELES; DA SILVA NASCENTE, 2009). A disseminagé@o ocorre, principalmente, pelo
ar, contaminando assim as mais diversas areas dentro de um aviario, desde o incubatorio
ao nascedouro, isso devido a sua pequena necessidade nutricional fazendo com que
crescam em qualquer ambiente (TESSARI et al., 2004). A aspergilose pode apresentar-se
clinicamente de forma aguda ou crénica. Geralmente a forma aguda é caracterizada por
surtos severos em aves jovens, de alta morbidade e mortalidade, podendo chegar a 50%,
enquanto que a crénica ocorre em aves adultas, sendo sua incidéncia néo significativa, mas
causadora de perdas econdmicas. A forma aguda apresenta rapida progressao geralmente
culminando com morte subita. A aspergilose cronica € a forma cléssica da enfermidade
apresentando um curso clinico mais prolongado, de semanas a meses, sendo induzida por
condi¢cbes de imunossupressao do individuo (TESSARI et al, 2004).

4.3 Criptococose

Acriptococose ou “doengado pombo” é umadoencainfecciosaflungicapotencialmente
fatal e cosmopolita. E uma zoonose oportunista, causada por uma levedura encapsulada,
sendo encontrada em solo, frutos e vegetais em decomposicdo, apresentando como
reservatoérios as fezes das aves, principalmente pombos, e raramente morcegos (CALNEK,
1991). Quanto a transmissdo, nao foi provado que pode ser passada diretamente de
animais para humanos e vice-versa. Segundo Nelson e Couto (2010) os sinais clinicos da
criptococose em animais domésticos s&o similares para as infec¢ées dos dois agentes (C.
neoformans e C. gatti)) e podem ser divididos em quatro sindromes principais: sindrome
respiratéria, sindrome neurolégica, sindrome ocular e sindrome cutanea (QUEIROZ
et al., 2008). Nas aves ndo ha presenca de sintomatologia, enquanto que em bovinos
ocorrem surtos de mastite e nas demais espécies de animais de pequeno porte ocorre a
forma disseminada da doengca. Embora presente em grande nimero no ambiente aviario,
Cryptococcus spp. ndo causa doenca nesses animais, na maioria das vezes, devido a
alta temperatura corporal das aves, a qual inibe o crescimento da levedura e da baixa
capacidade de invasao sistémica do fungo nessas espécies. A infeccdo subclinica, com
subsequente erradicacéo da levedura no organismo pela imunidade celular intacta também
pode ocorrer. Neste caso, as aves poderiam funcionar como reservatorio transitorio e
portadores assintomaticos da doenca. Os relatos da doenga clinica em aves sé&o restritos
a Psitaciformes, Columbiformes, Anseriformes, cracideos e frangos (BERCHIERI JUNIOR
et al., 2000).

4.4 Quitridiomicose

A quitridiomicose é causada por duas espécies de fungos, Batrachochytrium
dendrobatidis e B. salamandrivorans. Este microrganismo é descrito como um patégeno
generalista e infecta espécies hospedeiras distintas. Por ser aquatico, tem causado

declinios populacionais e extingdes incomparaveis em anfibios que se reproduzem nesses
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ambientes (MESQUITA, 2016). Das 501 espécies de anfibios em situagcdo de declinio,
cerca de 18% (90 espécies) das espécies foram extintas na natureza (confirmadamente ou
presumivelmente), outras 25% (124 espécies) experimentaram uma reducao de 90% de sua
abundancia. Essas diminuicbes em todas as espécies foram atribuidas a B. dendrobatidis,
exceto o caso da Salamandra salamandra afetada por B. salamandrivorans (SCHEELE et
al., 2019). O Batrachochytrium dendrobatidis ataca os tecidos queratinizados dos anfibios,
tanto em girinos como em anuros adultos, alojando-se em sua pele e causando-lhes danos
graves. Assim, 0s mesmos morrem por conta das lesées provocadas, as quais dificultam seu
processo respiratorio cutaneo, ocasionando paradas cardiacas, ou por imunossupressao,
através de alguma patologia que em condi¢des normais teriam superado sem problemas
aparentes. Relatos apontam que em girinos, Batrachochytrium dendrobatidis parasita a
regido bucal e dos denticulos, dificultando a alimentagédo e comprometendo o crescimento
do animal, muitas vezes desencadeando em 6bito pela falta de alimentacgéao.

51 CONCLUSOES

Fungos sdo microrganismos que em condi¢des favoraveis podem disseminar- se e
apresentarem patogenicidade em animais e humanos. Por isso, sdo necessarios estudos
que gerem conhecimentos para solucionar possiveis emergéncias sanitarias ocasionadas
por fungos patogénicos presentes em animais vertebrados, sejam silvestres ou de
companhia. Sdo precisos investimentos em ag¢des governamentais, em coopera¢gao com
a sociedade civil, para realizagdo de campanhas de diagnésticos precoces para controle
epidemiol6gico, bem como, administrem levantamentos populacionais de espécies vetores

de zoonoses, atuando diretamente na saude humana, animal e equilibrio ecolégico.
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ABSTRACT: The objective of this work is to study
how the state of operation, the concentration of
Total Reduced Sugars (TRS) and the previous
inversion of the sugarcane blackstrap molasses
are able to influence alcoholic fermentation
using yeast as fermentative agent with relation
to the rate of production and yield in ethanol.
Any improvement on alcoholic fermentation
would be very beneficial to sugarcane industry,
that movement billions of dollars annually. Fed-
batch essay showed better than batch in both
parameters. The high concentrations of TRS
ended to inhibit the rate of production of ethanol,
therefore becoming the fermentation slower.
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The yields in ethanol apparently were greater
with molasses previously inverted comparing
to molasses non-inverted, what indicate that
previous inversion would be a process that
would improve the fermentation on this important
parameter.

KEYWORDS: Alcoholic Fermentation, Molasses,
Yeast, Rate of Production, Yield.

INFLUENCIA DO REGIME DE OPERACAO
EM FERMENTACAO ALCOOLICA DE
MEL RICO INVERTIDO DE USINA
SUCROALCOOLEIRA EM ALTAS
CONCENTRACOES DE ACUCARES
REDUTORES TOTAIS

RESUMO: O objetivo deste trabalho & estudar
como o regime de operagdo, a concentragdo de
Acucares Redutores Totais (ART) e a inverséo
prévia do mel rico de usina sucroalcooleira séo
capazes de influenciar a fermentagéo alcodlica
usando fermento como agente fermentativo
com relacdo a velocidade de produgcédo e
rendimento em etanol. Qualquer melhoria na
fermentacdo alcodlica seria muito benéfica
a induastria sucroalcooleira, que movimenta
bilhdes de doblares anualmente. A batelada
alimentada se mostrou superior a batelada em
ambos os parametros. As altas concentragdes
de ART terminaram por inibir a velocidade
de producdo de etanol, tornando, portanto, a
fermentacdo mais lenta. Os rendimentos em
etanol foram aparentemente maiores com o mel
rico previamente invertido comparando com este
sem inverter, o que indica que a inversdo prévia
€ um processo que poderia de fato melhorar a
fermentagédo nesse importante parametro.
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PALAVRAS-CHAVE: Fermentacao Alcodlica, Mel Rico de Usina Sucroalcooleira, Fermento,
Velocidade de Producédo, Rendimento.

11 INTRODUCTION

Brazil is the world’s second greater producer of anhydrous and hydrated ethanol,
producing less only than United States. The world production of ethanol on 2017 was 26.7
billion of liters, being this quantity approximately 26% of the world production (RFA, 2018).
The raw material most commonly utilized on Brazil for the ethanol production is sugarcane,
while in the United States is most utilized corn. The ethanol production using sugarcane
as raw material is more attractive when compared to corn, because it requires less than
nine energy units for each litter of produced ethanol. The productivity per planted area of
sugarcane is also about two times greater than corn (Kohlhepp, 2010). Given the great
production and importance of this biofuel, any contribution that can be developed to improve
the alcoholic fermentation would be economically interesting for the sugarcane industry.

21 MATHERIALS AND METHODS

It was utilized on the experiments as substrate sugarcane blackstrap molasses,
provided initially for the sugarcane industry with TRS (Sucrose, Glucose and Fructose)
concentration of 600 grams per liter, which was conveniently diluted and posteriorly inverted
for utilization on the fermentative essays. The fermentative medium was supplemented
with Urea on concentration of 0.5 grams per liter (Bueno Netto, 1982; Krauter et al,
1987; Carvalho et al, 1990; Echegaray et al, 2000) and Monopotassium Phosphate with
concentration of 1.17 grams per liter (Borzani et al, 1992). As fermentative agent was
utilized the micro-organism Saccharomyces cerevisiae, provided as fresh pressed yeast by
Itaiquara Alimentos S/A, sold on packings of 500 grams.

For the inversion of the sucrose on sugar blackstrap molasses was utilized Novo
Nordisk Invertase Enzyme on the proportion of 1 gram for each 5000 grams of maximum
sucrose possible and 5% of total volume of acetate buffer solution 1M pH 4.5. The solution
was stirred for two hours at 50°C until complete inversion of sucrose. The medium was then
sterilized at 121°C for 20 minutes. The solution was prepared on total volume of 1.42 liters
and with concentration of TRS of 352 grams per liter.

The fermentative essays were realized on a two-liter fermenter. The inoculum was
obtained suspending 100 grams of the pressed yeast on water until the volume of 0.56
liters. The inoculum was inserted on the fermenter and in sequence the substrate was also
inserted until the full volume of the fermenter. On the batch essay the substrate was inserted
all for once and on the fed-batch essay the substrate was inserted gradually for a centrifuge
bomb at constant rate of 0.341 liters per hour for a period of 4.2 hours.
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Samples were periodically withdrawn from the fermenter and were centrifuged
on Falcon tubes at 5000 rpm for 10 minutes, separating the yeast on the bottom and the
supernatant on the top of the tube. The supernatant was used to obtain: the residual TRS
concentration by DNS Method (Samner, 1921) modified as shown in the work of Bergamasco
et al, 2000; and the ethanol concentration, distilling 10 ml of supernatant and posteriorly
injecting 1 pl of the distilled on Varian 3300 gas chromatography, utilizing column Porapak
Q with heating ramp of 30°C until 90°C with retention time of ten minutes.

The Equations from (1) to (6) were utilized for analyze the data obtained with the
essays.

Batch:
Fed-Batch:
Batch:

Fed-Batch:

31 RESULTS AND DISCUSSION

The Figure (1) shows the results of variation of mass of TRS consumed and ethanol
produced with the time, obtained by the Equations from (1) to (4), and the angular and linear
coefficients adjusted according to Equation (5). The Figure (1) reveals production of ethanol
associated at the consume of substrate, what matches with the concept proposed for Gaden
Jr. (1955) for primary metabolites.

Figure 1. Variation of TRS Consumed and Ethanol Produced with the Time for the Batch Essay (at Left)
and for the Fed-Batch Essay (at Right).

The Table (1) shows the results of the ethanol production rate obtained with Equation
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(5) and yield in ethanol obtained with Equation (6).

. Ethanol Production Rate (r.) Yield in Ethanol (n.)

State of Operation (9.1h") P (%) P
Batch 4.64 84.0
Fed-Batch 6.25 88.4

Table 1. Productivity and Yield in Ethanol for Batch and Fed-Batch Essays.

The results on Table 1 shows that the fed-batch state presented greater ethanol
production rate than the batch state, what was waited due to diminution of substrate
inhibition on fed-batch state, giving more consistency at data obtained. The values of rate
of production of ethanol on the literature obtained (Bueno Netto, 1982; Krauter et al, 1987;
Carvalho et al, 1990; Borzani et al, 1992, Echegaray et al, 2000) utilizing approximately the
same cell concentration gave an average of rate of 10 g.I"'"h"', but the essays were executed
in the range of 150-200 g.I" of TRS against the 250 g.I" utilized in this article, what shows
that the higher concentration of TRS prejudiced partially the rate of fermentation. About the
yield in ethanol, the fed-batch provided greater value than the batch essays, what is positive
and not necessarily consensual on the literature. Comparing the results on the same other
articles, executed without the inversion of the molasses, the yield in ethanol observed on
these was around 78%, values lesser than observed on this article, what can indicate that
the inversion of the molasses can have improved the performance about this parameter.

41 CONCLUSION

The fermentation utilizing inverted sugarcane blackstrap molasses presents to
be a promising technology to be used in sugarcane industry, mostly due to higher yields
on ethanol achieved. The fed-batch state already widely used tends to be in fact more
interesting for alcoholic fermentation. About the higher concentrations of TRS, although
the rate of production of ethanol diminished, energetic economies on the distillery could
compensate this effect, so more analysis would be necessary to evaluate the use of this
higher concentrations of TRS on sugarcane industry.
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ABSTRACT: This work has as main objective the
development of a special malt from a malt base
type Pilsen. After hydration the Pilsen malt was
subjected to the saccharification temperature
for the conversion of the starch into sugars still
inside the grain. The drying and roasting step
was followed. In the roasting process the Maillard
and caramelization reactions occurred, giving
characteristic flavor, color and aroma. To analyze
the results, beers were produced using 75%
Pilsen malt and 25% roasted malt, which were
compared to beer produced with 100% Pilsen
malt. The first one showed intense coppery color,
sweet aromas like of caramel and aromas of
bread and biscuit and also sweet flavor that refers
to the caramel and roasted sugar. A group of
tasters sensorially analyzed the global difference
between beer produced with Pilsen malt and the
others produced with roasted malt, besides the
acceptability of each one and a physical-chemical
analysis of the alcoholic content was made in the
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product. No differences were identified between
the lots produced with roasted malt, and all had
acceptability. The alcohol content was slightly
higher in beer without roasted malts.

11 INTRODUCTION

Initially, it is important to understand what
is legally considered beer in Brazil. According
to Brazilian legislation “Beer is the beverage
obtained by the alcoholic fermentation of the
brewer’s wort from barley malt and drinking
water, by the action of yeast, with the addition
of hops” (BRASIL, 2009). However, the same
decree allows brewing wort to have up to 45%
of adjuncts that replace barley malt, being
brewer’s barley and other cereals suitable for
human consumption, malted or unmalted, as
well as starches and sugars of plant origin.
In addition to the growth in beer production in
volume, attention has been drawn to the large
number of new craft breweries in the country.
This is evidenced by the increasing granting of
registrations to new factories and consequently
products.

Malt is the product resulting from the
controlled germination of any cereal (barley, rice,
wheat, sorghum). The malt most used in beer is
barley, however, it is not the only one, with wheat
malt being the second most used (VENTURINI
FILHO, 2010).

Malt provides beer with the main
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characteristics that can be sensorially perceived by the consumer, such as color, flavor,
aromas, body and viscosity, thus, it can be considered the protagonist in most popular styles
today (MALLET, 2014).

The transformation of barley grain into malt takes place in malting, under controlled
conditions of temperature, moisture and aeration, and interrupting germination as soon as
it starts. The starch constituents present in the malted grain have smaller chains than in
barley, making it less hard and more soluble, and having enzymes inside the grain that are
inherent to the brewing process.

When selecting the malt for a formulation, the brewer must keep in mind all the
sensation he wants the consumer to have and know how to achieve the desired parameters
through combinations of several varieties of malts, which can result in a complex drink, or
even using only one type of malt, having a simpler beer from the sensory point of view. In
addition, the proportion of malt used in the production of the beverage will directly impact
the alcohol content, as it increases the fermentation potential of the must (MALLET, 2014).

The varied flavors of caramelized and roasted malt are developed in changes in the
process. The same barley that produces the special malt can be used to produce the base
malt. The characteristic flavors and aromas of specialty malts come mainly from Maillard
reactions (MALLET, 2014).

Some specialty malts require the use of specialized equipment. Rotating drums are
recommended for the process, just as it is used for coffee. The heated rotating cylinder
rotates at around 30 rpm, causing the material to mix evenly (MALLET, 2014).

The development of specialty malts is of great importance to the brewing industry,
allowing new experiences to be brought to the consumer. So, it is up to the malting
companies to develop a product that allows the repeatability of the formulations, and to
seek innovations to meet the growing demand for new flavors and aromas. This work aimed
to develop a special malt from the roasting of malt, to produce beer with roasted malt; to
compare sensorially the beer produced with and without the roasted malt, to evaluate its
acceptance and to compare its alcohol contents.

21 MATERIAL AND METHODS

2.1 Malt and beer preparation

Imported Pilsen malt, from the Castle Malting® brand, was used as a basis for the
creation of special malts. For roasting the malt, a grain roaster was used, which uses a
rotary drum system similar to that used in malt factories, but on a smaller scale. The beer
production followed the normal production steps, three worts were produced with 75%
Pilsen malt (1.5 kg) and 25% roasted malt (0.5 kg), 3.50 g of hops, which fermented at
18°C for 6 days, using 5.0 g of safale US-05® yeast from the Fermentis® brand, which
has a neutral profile, so as not to interfere with the sensory analysis (COGHE et al., 2006).
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For comparison purposes, a wort with 100% Pilsen malt (2.0 kg) and 3.50 g of hops was
produced under the same production and fermentation conditions (COGHE et al., 2006).
The two beers were aged at a temperature of 1°C for 5 days, and were bottled in glass
bottles with 6 g/L of sugar to produce CO, and, consequently, carbonate the drink (PALMER,
2006).

2.2 Analyzes performed

The alcohol content by volume was determined using the method described by
the Instituto Adolfo Lutz and the sensory analysis was performed using the discriminative
method using a multiple comparison test and also using the affective method using an
acceptance test with a hedonic scale. The physical-chemical and sensorial analyzes were
carried out in the respective laboratories of the University of Uberaba_MG.

31 RESULTS AND DISCUSSION

10 roasting batches were carried out, each with an initial mass of wet malt of 500 g,
having a final mass of roasted malt of approximately 250 g. Table 1 below presents the initial
and final masses of each roasting stage.

Roasting Wet malt mass Roasted malt mass (g)
(9
12 500 252
22 500 250
Kh 500 254
42 500 256
52 500 248
6° 500 254
78 500 252
8? 500 248
h 500 249
102 500 253

Table 1: Initial and final masses of each roasting.
Source: Author (2019).

It is verified that the mass of evaporated water is close to the product obtained from

the torrefaction. In Figure 1 below, there is an image of a sample of base malt, on the left,

and roasted malt, on the right.
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Figura 1. Image of the base and roasted malt.
Source: Author (2019).

The batches produced with roasted malt, on the left of Figure 2, had an intense
copper color, sweet aromas such as caramel and bread aromas and also a sweet flavor that
refers to caramel and roasted sugar. The beer produced only with Pilsen malt, on the right
of Figure 2, presented a golden color, with a neutral aroma and flavor, characteristic of beers
that do not use special malts.

Figure 2: On the left, beer produced with roasted malt, on the right, beer produced only with Pilsen malt.

Source: Author (2019).

The dark and light beers had the initial and final densities and average alcohol
content shown in Table 2. It is possible to observe that the dark beer had a higher final
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density than the light beer. This is because roasted malt provides non-fermentable sugars to
the wort, which resulted in a lower average alcohol content and higher solids concentration.

Beer Initial density (g.cm™) Final density Alcohol content (%v/v)
(g.cm®)

Dark 1,043 1,012 4,14

Clara 1,042 1,006 4,29

Table 2. Densities and average alcohol content of beers.
Source: Author (2019).

To perform the sensory analysis, the group of evaluators consisted mostly of female
members (73.33%), aged between 26 and 35 (40%), complete higher education (73.33%),
consumption, both alcoholic beverages in general and beer, greater than once a week (40%).
Most had no contact with or knowledge of the beer production process (66.67%), none of
the evaluators is allergic to food or drinks and among the comorbidities only hypertension
was highlighted (6.67%). From the comparative sensory analysis, it was observed that it
was possible to obtain a standardization of the roasting operation, as the evaluators did not
point out significant differences between three samples of dark beer, while they reported a
great difference with the light beer. With the affectivity test, it was noticed that the product
had good acceptance, corresponding to the expectations of people who have the habit of
consuming beer.

From Graph 1 of the response frequency distribution for each sample evaluated, it is
possible to verify that more than 50% of the samples obtained a score greater than 5, and
the hedonic scale is seven points, so the samples can be considered accepted. Knowing
that 86.67% of the standard samples, 60% of Sample 1, 66.67% of Sample 2 and 66.67%
of Sample 3 had acceptance scores greater than or equal to 5, so all samples were well

accepted.
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Graph 1: Distribution of response frequency for each sample.
Source: Author (2019).

41 CONCLUSIONS

Through the comparative sensory analysis, it was observed that it was possible
to obtain a standardization of the roasting process, as the evaluators did not point out
significant differences between the three samples of dark beer, while they reported a great
difference with the light beer. With the affectivity test, it is clear that the product has good
acceptance, corresponding to the expectations of people who have the habit of consuming
beer.

Itis clear then that it is possible to produce roasted malt from commercial Pilsen malt,
and not only from green malt. The beers produced with this malt had the characteristics of
color, flavor and aroma within the expectation for a malt that undergoes Maillard reactions
and caramelization in the industry, in addition to the slightly lower alcohol content.
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RESUMO: O estabelecimento de espécies
florestais depende do sucesso no processo
de germinagédo, associado ao menor tempo de
germinacgédo e a capacidade de formar estruturas
fotossintetizantes e sistema de raizes para
obtencao de agua e nutrientes. As caracteristicas
morfolégicas das  plantulas  associadas
as caracteristicas ecolégicas, capacidade
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ESPECIES FLORESTAIS

germinativa e as estratégias de alocagdo de
biomassa raiz/parte aérea geram informacdes
sobre a habilidade em se estabelecer em
determinados ambientes. Assim, a analise
morfofuncional das plantulas torna-se importante
para compreender as fungbes das estruturas
morfolégicas nos processos de desenvolvimento
e estabelecimento das plantas. Este trabalho foi
realizado com o objetivo de avaliar a germinacéo,
emergéncia e caracteristicas morfométricas
das espécies florestais Cedrela fissilis Vell. e
Poecilanthe parviflora Benth. A partir do material
botanico coletado avaliou-se a germinagéao
sob temperatura de 25 °C e em condigbes
de fotoperiodo de 12 horas (luz/escuro) e
sob escuro continuo. Avaliou-se também a
emergéncia e as caracteristicas morfométricas
das plantulas em condicbes de pleno sol e
80% de sombreamento. A luz néo influenciou a
germinacéo das espécies C. fissilis e P. parviflora
em relagdo a porcentagem de germinagédo
e o indice de velocidade de germinagéo. O
sombreamento afetou o crescimento de C.
fissilis ocasionando maior comprimento da parte
aérea, enquanto que as plantulas de P. parviflora
apresentaram desempenho semelhante quando
mantidas sob luz plena e sombreamento, com
excegdo do parametro massa seca das folhas,
que foi menor nas plantulas mantidas sob
sombreamento. Os resultados revelam que as
caracteristicas morfofuncionais das plantulas
associadas a capacidade de germinagdo e as
estratégias de alocagéo de biomassa raiz/parte
aérea sdo importantes variaveis para o sucesso
no estabelecimento das plantulas no ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Germinagdo, emergéncia,
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massa seca, sombreamento.

STRATEGIES IN THE ESTABLISHMENT OF FOREST SPECIES

ABSTRACT: The establishment of forests species depends on the success of the
germination process, associated with the shorter germination time and the ability to form
photosynthetic structures and root systems to obtain water and nutrients. The morphological
characteristics of the seedlings associated with the ecological characteristics, germination
capacity and the strategies of allocation of root/shoot biomass generate information about the
ability to establish themselves in certain environments. Thus, the morphofunctional analysis
of seedlings becomes important to understand the functions of morphological structures in
the processes of plant development and establishment. This work was carried out with the
objective of evaluating the germination, emergence and morphometric characteristics of the
forest species Cedrela fissilis Vell. and Poecilanthe parviflora Benth. The germination was
evaluated at a temperature of 25 °C and under conditions of a 12-hour photoperiod (light/dark)
and under continuous dark. The emergence and morphometric characteristics of the seedlings
were also evaluated under full sun and 80% shading conditions. Light did not influence the
germination of the species C. fissilis and P. parviflora in relation to the germination percentage
and the germination speed index. The shading affected the growth of C. fissilis causing greater
length of the shoot, while the seedlings of P. parviflora showed similar performance when kept
under full light and shading, with the exception of the parameter dry mass of the leaves, which
was smaller in the seedlings kept under shading. The results reveal that the morphofunctional
characteristics of the seedlings associated with the germination capacity and the strategies of
allocation of root/shoot biomass are important variables for the success of the establishment
of the seedlings in the environment.

KEYWORDS: Germination, emergency, dry mass, shading.

11 INTRODUGCAO

As florestas tropicais sdo conhecidas por sua alta diversidade e interacdes
bidticas e abiodticas. No entanto, areas florestais nativas perderam grande parcela da sua
biodiversidade e da cobertura vegetal devido a presséo imobiliaria, agricultura, pastagens
entre outros fatores. Além disso, eventos climéaticos extremos podem influenciar processos
reprodutivos e o recrutamento e estabelecimento de espécies florestais.

Entre as florestas tropicais, as matas estacionais (deciduais e semideciduais)
e suas espécies estdo entre as mais ameacgadas (Scariot e Sevilha, 2000). Com isso,
o estudo sobre o desenvolvimento inicial de espécies florestais, visando a protecédo de
florestas tropicais e a recuperagdo de areas degradadas, pode contribuir com politicas
ambientais, com o uso sustentavel de espécies nativas e a difusdo do conhecimento sobre
a conservacéo e fisiologia destas espécies.

A obtengdo de sementes é uma parte importante no processo de producao de mudas
de esséncias nativas para reflorestamento, sendo que o periodo juvenil pode ser considerado
0 mais critico do ciclo de vida de muitas espécies. Os resultados sobre a velocidade de
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germinacdo de sementes, aliados aos dados de morfologia e desenvolvimento de plantulas
séo Uteis para o trabalho em viveiros e em pesquisas sobre a regeneracao de florestas.

De acordo com Souza (2009) a fase de plantula compreende o periodo entre o
momento da germinagéo até acompleta expanséo do primeiro edfilo. Assim, os estudos sobre
plantula tém merecido atengdo dos pesquisadores, principalmente aqueles relacionados a
sua morfologia e & germinagdo de sementes, pois o periodo de desenvolvimento inicial
de uma planta é considerado critico no ciclo de vida de muitas espécies vegetais, e um
fracasso no processo adaptativo neste estagio pode levar a espécie a extingcdo (AMO-
RODRIGUES e GOMEZ-POMPA, 1979).

Os fatores ambientais como clima, temperatura, incidéncia solar, caracteristicas
do solo entre outros afetam a dinédmica das florestas nativas e de fragmentos urbanos. A
disponibilidade de luz em ambientes florestais € um dos fatores mais importantes para o
desenvolvimento das plantas. Em funcdo da resposta das plantas a luz, as espécies podem
ser agrupadas em dois grandes grupos: espécies pioneiras (heliéfitas) que requerem
radiac@o solar direta para a germinacdo e o crescimento satisfatorio de suas plantulas,
e espécies climax (umbréfilas) que séo tolerantes ao sombreamento inicial, podendo
germinar, sobreviver e desenvolver-se sob dossel fechado, com pouca luz (SWAINE e
WHITMORE, 1988).

A quantidade e a qualidade espectral da luz, disponiveis para a germinacao de
sementes sdo distintas nas diferentes situagbes da floresta tropical. A luz tanto pode
promover quanto inibir a germinagéo, até mesmo em sementes da mesma espécie (ZAIA
e TAKAKI, 1998). Experimentos de germinagdo em condi¢cbes naturais tém mostrado que
a luz difusa da floresta, filtrada pelo dossel, é inibidora para sementes fotossensiveis, pelo
fato desta luz ser rica em vermelho-extremo (VE) (Smith, 1973). Dessa forma, a luz filtrada
pelo dossel, apresentando baixa relacdo V/VE mantém baixo fotoequilibrio de fitocromo,
inibindo a germinacdo de sementes de plantas helidfilas quando se disseminam sob o
dossel da floresta (VAZQUEZ-YANES e OROZCO-SEGOVIA, 1984; CASAL e SMITH,1989).

A biomassa aérea e radicular sdo variaveis importantes na avaliacdo do
desenvolvimento das plantas e na sua capacidade de aclimatacdo a diferentes regimes
de sombreamento e na tolerancia a periodos secos. Para o estabelecimento de protocolos
que permitam a utilizagdo de espécies nativas em programas de recuperagdo de areas
degradadas, assim como para plantios comerciais, fazem-se necessarios estudos de
ecofisiologia em condi¢des de campo, em condi¢des controladas de laboratorio e em
condi¢cbes semi-controladas em viveiros e casas de vegetacdo (Ramos et al., 2004).

Assim, estudos relacionados a emergéncia e das caracteristicas morfofuncionais das
plantulas possibilitam verificar as estratégias para o estabelecimento de plantulas nativas,
sendo também importantes para a recuperacédo de areas degradadas e manutencao dos
ecossistemas florestais.
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21 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta do material vegetal

A coleta do material vegetal ocorreu no campus sede da Universidade Estadual de
Maringa (UEM), Maringa, Parana, Brasil. Foram coletados frutos das espécies arbéreas
Poecilanthe parviflora Benth. (Fabaceae) e de Cedrela fissilis Vell. (Meliaceae).

Cedrela fissilis Vell., Meliaceae, é conhecida popularmente como cedro, ocorre
do Rio Grande do Sul até Minas Gerais, principalmente nas florestas deciduas e pluvial
atlantica. E uma planta decidua, heli¢fita, produzindo anualmente grande quantidade de
sementes viaveis (LORENZI, 2000).

Poecilanthe parviflora Benth., Fabaceae, conhecida como cora¢éo negro, ocorre do
Mato Grosso até o Rio Grande do Sul. E uma planta perenifélia, heliéfita e caracteristica
da floresta semidecidual da bacia do Parana. Encontrada no interior da floresta primaria
densa, mas cresce bem em areas abertas (LORENZI, 2000).

Os frutos coletados foram levados ao laboratério de Fisiologia Vegetal da UEM para
obtengédo das sementes e posterior avaliagdo da germinagdo, emergéncia, caracteristicas
morfolégicas e parametros biométricos.

2.2 Conteudo de agua e massa seca das sementes da semente

Para analise do conteddo de agua das sementes, inicialmente foi obtido a massa
fresca de 100 sementes, separadas em quatro repeticdes com 25 sementes cada, e apos
estas foram mantidas em estufas de circulagdo de ar a 105 + 3 °C por 24 horas de acordo
com Brasil (2009). Apo6s foi aferido a massa seca das sementes utilizando-se balanca de
precisao.

2.3 Bioensaios de germinacao

Os experimentos para andlise da germinagdo foram realizados em camaras de
germinagdo com temperatura e fotoperiodo controlados. As sementes distribuidas em
placas de Petri contendo duas folhas de papel filtro, umedecidas com dgua destilada, sendo
utilizadas amostras de 100 sementes por tratamento, distribuidas em quatro repeticbes de
25 sementes de acordo com Oliveira et al (1989) e Garcia e Diniz (2003). Os testes foram
realizados em temperatura de 25°C, sob fotoperiodo de 12 horas e escuro continuo. Para o
tratamento escuro continuo as placas de Petri foram envolvidas em aluminio. As sementes
permaneceram nestas condi¢des e examinadas sob luz verde de seguranca.

Como critério de germinacdo considerou-se a emisséo da radicula, sendo que a
avaliacédo da germinacéo ocorreu diariamente. Dos testes de germinacéo serdo calculados
a porcentagem de germinagédo (PG), o indice de velocidade de germinacédo (IVG) de
acordo com Maguire (1962) e o tempo médio de germinacdo (TMG) segundo Ferreira e
Borghetti, 2004.
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2.4 Analise de emergéncia

Para o teste de emergéncia das plantulas foram empregadas 100 sementes em
quatro repeticdes de 25 sementes. A semeadura foi realizada em bandejas de isopor
contendo o substrato (areia + fertilizante organico Provaso® na proporgao de 2:1). As
bandejam foram mantidas na condigao de pleno sol e de sombreamento a 80%. O registro
da emergéncia das plantulas foi realizada diariamente até a expanséo total do primeiro par
de edfilos. Diante dos dados obtidos foi calculada a porcentagem de emergéncia (PE) e o
tempo médio de emergéncia (TME) das plantulas de acordo com Vieira e Carvalho (1994).
Todos os resultados foram ao teste “t”, utilizando software Statistica 7.0.

2.5 Avaliacao dos parametros morfométricos

A partir da emergéncia das plantulas, 10 amostras de cada espécie foram coletadas
e analisadas as caracteristicas relacionadas aos cotilédones e eo6filos e mensurados o
comprimento da raiz, da parte aérea e o comprimento total da plantula (em mm), com
o auxilio de um paquimetro digital. Para avaliar a biomassa das plantulas, estas foram
colocadas em sacos de papel e mantidas em estufa de secagem e esterilizagéo a 60°C por
48h e posteriormente obtida a massa seca com auxilio de balanga analitica de precisdo. A
massa seca da raiz, da parte aérea, dos cotilédones, dos e6filos e a massa total da plantula
(em mg) foram estimadas, representando assim a alocagdo de reserva nas diferentes
partes da plantula. Todos os resultados foram submetidos ao teste “t”, utilizando software
Statistica 7.0.

31 RESULTADOS

3.1 Massa seca e conteudo de agua das sementes

As sementes de C. fissilis apresentaram, em média, massa seca de 0,78 g e o
contetdo de agua das sementes foi de 11, 44%, enquanto as sementes de P. parviflora
apresentaram média de massa seca igual a 7,28 g e contetdo de agua de 9,54%.

3.2 Germinacao

Em relagéo a geminacgéo de C. fissilis (Tabela 1), ndo houve diferenca significativa
entre as sementes mantidas sob fotoperiodo de 12 horas e o0 escuro continuo para os
parametros porcentagem de germinagéo (PG) e indice de velocidade de germinacgéo (IVG).
As sementes apresentaram 93% de PG e em média 2,6 sementes germinadas por dia,
independente da condi¢do de luz. Houve diferenga significativa em relagdo ao TMG, quando
comparamos as duas condi¢des, sementes mantidas sob escuro continuo germinaram em
um menor tempo quando comparadas as mantidas sob fotoperiodo de 12 horas.

Sementes de P. parviflora ndo apresentaram diferenca significativa para os
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parametros PG, TMG e IVG, quando mantidas sob fotoperiodo de 12horas e escuro
continuo (Tabela 1).

Parametros de PG TMG IVG
germinagao (%) (dias)

Espécie/ Luz/escuro  Escuro Luz/escuro  Escuro Luz/escuro  Escuro
tratamento continuo continuo continuo
C. fissilis 92,00 a 95,00 a 09,45 a 08,58 b 2,48 a 2,75a
P.parviflora 56,00 a 57,00 a 18,50 a 11,30 b 1,40 a 2,20 a

*Médias iguais néo diferem pelo teste t, p<0,05.

Tabela 1. Média da Porcentagem de germinacéo (PG), Tempo médio de germinagéo (TMG) e do indice
de velocidade de germinacéo (IVG) de Cedrela fissilis e Poecilanthe parviflora e sob fotoperiodo de 12
horas e escuro continuo, mantidas sob temperatura de 25°C.

3.3 Emergéncia

As sementes de C. fissilis mantidas em casa de vegetagéo apresentaram um tempo
médio de emergéncia de 17 dias, e 90% de germinacéo (Tabela 2), ndo havendo diferenca
significativa entre os tratamentos (pleno sol e 80% de sombreamento). Também n&o houve
diferengca na emergéncia de plantulas de P. parviflora em pleno sol e sombreamento,
sendo que em média, a PE foi de 48% e o tempo médio para emergéncia foi de 46 dias,
independente da condicéo de luz.

As plantulas de C. fissilis sao fanerocotiledonares e apresentaram cotilédones
foliaceos (Figura 1). Assim, de acordo com a classificagdo de Miquel (1987) e estudos
realizados por Polli et al. (2020), as plantulas sdo fanero-epigeo-foliaceas (PEF).

Figura 1. Plantula de Cedrela fissilis. eof=eofilo, cot=cotilédones foliaceos.
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Variaveis de emergéncia PE TME

(%) dias
Espécie/Tratamento pleno sol sombreamento pleno sol sombreamento
C. fissilis 91,00 a* 89,00 a 17,86 a 16,81 a
P. parviflora 54,00 a 43,00 a 4712 a 44,40 a

*Médias iguais néo diferem pelo teste t, p<0,05.

Tabela 2. Porcentagem de emergéncia (PE) e tempo médio de emergéncia (TME) de plantulas de
Cedrela fissilis e Poecilanthe parviflora mantidas sob pleno sol e 80% de sombreamento.

As plantulas de P. parviflora séo criptocotiledonares (Figura 2) e consideradas cripto-
epigeo-reserva de acordo com o estudo realizado por Polli et al. (2020).

Figura 2. Plantula de Poecilanthe parviflora.

Plantulas de C. fissilis apresentaram maior altura (PA), menor comprimento da raiz
(CR), menor massa seca da parte aérea (MSPA) e menor massa seca das folhas (MSF)
quando mantidas em 80% de sombreamento. Nao foi observada diferenca significativa
para as variaveis comprimento total da plantula (CT) e massa seca total (MST) para as
plantulas sob pleno sol e sombreamento (Tabela 3).
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Tratamento/ PA CR cT MSR MSPA MSF MST
variaveis (cm) (cm) (cm) (@) @ @) (@)

Pleno sol 5,42 b* 8,27a 13,69a 0,0055b  0,0267a  0,0088a 0,0323 a

Sombreamento 6,60 a 541b 12,06a 0,011a 0,0201b 0,0026b 0,0308 a

*Médias iguais ndo diferem pelo teste t, p<0,05.

Tabela 3. Altura da parte aérea (PA), comprimento da raiz (CR), Comprimento Total (CT), Massa seca
da raiz (MSR), Massa seca da parte aérea (MSPA), Massa seca das folhas (MSF), e Massa seca Total
(MST) de plantulas de Cedrela fissilis mantidas em casa de vegetagdo sob luz plena e sob 80% de
sombreamento.

Considerando as plantulas de P. parviflora, ndo se observou diferencga significativa,
quando estas foram mantidas sob pleno sol e sombreamento, para as variaveis analisadas,
com excecdo da massa seca das folhas (MSF) que foi maior para as plantulas em pleno
sol. (Tabela 4).

Tratamentos/ PA CR CT MSR MSPA MSF MST MSCOT
Variaveis (cm) (cm) (cm) (9) (9) (9) (9) (9)
Pleno sol 5,03 a* 7,97 a 14,88a 0,0213a 0,0722a 0,029a 0,276a 0,161a

Sombreamento 431 a 9,23 a 15,64a 0,0158a 0,0576a 0,012b 0,258a 0,167 a

*Médias iguais néo diferem pelo teste t, p<0,05.

Tabela 4. Altura da parte aérea (PA), comprimento da raiz (CR), Comprimento Total (CT), Massa seca
da raiz (MSR), Massa seca da parte aérea (MSPA), Massa seca das folhas (MSF), Massa seca Total
(MST) e Massa seca dos cotilédones (MSCOT) de plantulas de Poecilanthe parviflora mantidas em
casa de vegetacgao sob luz plena e sob 80% de sombreamento.

As pléantulas de P. parviflora apresentaram diferencas morfologicas quando mantidas
sob luz plena e sombreamento. As plantulas mantidas sob sombreamento apresentaram

nitido estiolamento, como pode ser observado na Figura 3.
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Figura 3. Plantulas de P. parviflora, mantidas em pleno sol (esquerda) e sombreamento (direita).

41 DISCUSSAO

O estabelecimento de espécies florestais depende do sucesso no processo de
germinagéo, associado ao menor tempo de germinagdo, com maior vigor (maior indice de
velocidade de germinacéo). Agerminacéo é um processo complexo que depende de diversos
fatores, como agua, temperatura, luz, e composicdo de gases na atmosfera (CABRAL et
al, 2003). A primeira etapa da germinagéo é a embebicdo, que constitui um processo fisico,
no qual sementes viaveis reativam o metabolismo, culminando no alongamento do eixo
hipocétilo-radicular e a formagéao de uma nova planta.

Consideramos a semente germinada quando ha a protusao da radicula e a partir
desse momento, inicia um processo decisivo para o estabelecimento da plantula, no qual
com a continuidade do alongamento da raiz e desenvolvimento do sistema radical, assim
como o crescimento da parte aérea, torna possivel a nova planta adquirir &gua e nutrientes
minerais do ambiente onde se fixou e realizar fotossintese. De acordo com Taiz et al.
(2017) o estabelecimento da plantula se refere ao estagio que ocorre apés a germinacéao da
semente, com a producédo das primeiras folhas fotossintetizantes e maior desenvolvimento
do sistema de raizes. No entanto, caracteristicas morfofuncionais associadas as sementes
e a plantula podem influenciar a capacidade de estabelecimento e de respostas as variagbes
ambientais.

Espécies que apresentam sementes com cotilédones foliaceos necessitam
fotossintetizar para garantir a continuidade do crescimento, assim as condigbes de
luminosidade podem influenciar o estabelecimento dessas plantulas. Além disso, a massa
ou tamanho das sementes também pode sustentar o crescimento das plantulas por um
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periodo maior, indicando uma possibilidade maior de sucesso no estabelecimento.

O estagio sucessional ou a tolerdncia ao sombreamento pode influenciar na
aclimatacdo das plantas a condicdo de luminosidade do ambiente. A espécie arbérea C.
fissilis € considerada pioneira, enquanto P. parviflora é considerada climax, o que ocasionou
diferencas no desempenho das plantulas, quando mantidas sob pleno sol e sombreamento.
As pléntulas de C. fissilis apresentaram caracteristicas de “fuga ao sombreamento”, com
maior comprimento da parte aérea (altura) quando expostas a 80% de sombreamento. Além
disso, 0 maior valor para as variaveis CR, MSPA e MSF observado em C. fissilis sob pleno
sol também s&o indicativo do maior vigor das pléantulas nessa condi¢cdo de luminosidade.
De acordo com Taiz e Zeiger (2013) a reducdo da razédo luz vermelho/vermelho distante
(R:FR) causa o alongamento do caule em resposta ao sombreamento. As plantulas de P.
parviflora apresentaram maior massa seca das folhas, quando sob pleno sol, o que pode
estar associado a alteragdo anatdbmica, com maior espessamento foliar, devido a maior
intensidade de luz.

As pléantulas de C. fissilis apresentaram cotilédones foliaceos, enquanto plantulas de
P. parviflora apresentaram cotilédones de reserva. Segundo Melo et al. (2004) cotilédones
foliaceos e fotossintetizantes estéo associados a sementes com baixo contetdo de reserva,
enquanto cotilédones de reserva garantem energia e nutrientes para o desenvolvimento
da plantula, enquanto a producdo de fotoassimilados € limitada. Assim, a presenca de
cotilédones fotossintetizantes € uma estratégia importante para plantulas mantidas em
condigbes de maior luminosidade, ja que ndo contam com a reserva da semente para a
continuidade do crescimento.

Com isso, a funcionalidade dos cotilédones pode esta associada a velocidade
de germinagcdo, uma vez que plantulas pioneiras, por apresentarem cotilédones
fotossintetizantes, se desenvolvem mais rapidamente do que as que possuem cotilédones
de reserva. Isto pode ser observado para C. fissilis em que o TMG foi de 8 a 9 dias e o
TME entre 16 e 18 dias, enquanto que P. parviflora o TMG foi de 10 a 11 dias e o TME
de 44 a 47 dias. Além dos cotilédones foliaceos, C. fissilis apresentou massa seca de
sementes de 0,78g, 0 que caracteriza baixa reserva, assim a plantula necessita realizar
fotossintese para o seu estabelecimento. Ja P. parviflora apresentou 7,28g de massa seca
de sementes e espessura trés vezes superior ao de C. fissilis, 0 que garante reserva para
o estabelecimento inicial.

51 CONCLUSAO

A luz nédo afetou a PG e o IVG de sementes de C. fissilis e P. parviflora. No
entanto, plantulas de cedro apresentaram caracteristicas de “fuga ao sombreamento”,
0 que caracteriza uma planta pioneira, requerendo maior disponibilidade de luz para o

crescimento, enquanto P. parviflora confirmou as caracteristicas de espécie tolerante ao
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sombreamento.

Os resultados revelam que as caracteristicas morfofuncionais das plantulas
associadas a capacidade de germinacgéo e as estratégias de alocagéo de biomassa na raiz
e parte aérea sdo importantes variaveis para o sucesso no estabelecimento das plantulas

no ambiente.
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ABSTRACT: The Scytalopus magellanicus
or language Yagan is “Tutu”, is a generalist
Rhinocryptidae in the southern end of the world
in Navarino Island, Cape Horn Chile as in other
latitudes of the territory of Chile and Argentina. In
this study we postulate that Magellanic Tapaculo
in Navarino Island should be another specie of the
genus Scytalopus. We found out that the plumage
of the juvenile Magellanic Tapaculo is different
from other specimen of the same species in other
latitude in Chile and in Argentina. We propose
a new taxonomic name of Magellanic Tapaculo
of Navarino Island: Scytalopus antarcticum
[Navarino Tapaculo, (English), Churrin de
Navarino (Spanish), Copriculo di Navarino
(Italian), Navarinotapacul (Germany), Tapacu por
Navarino (Portugués) or Mérulaxe du Navarino
(French)].

KEYWORDS: New specie, Scytalopus, Tapaculo,
Rhinocryptidae.
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UMA NOVA ESPECIE DE TAPACU
(RHINOCRYPTIDAE: SCYTALOPUS)
DO SUL NO FIM DO MUNDO. ILHA
NAVARINO, CHILE

RESUMO: O Scytalopus magellanicus ou em
linguagem yagano é o “Tutu”, um Rhinocryptidae
geral da regido sul do fim do mundo como
em outras latitudes do territério do Chilen é
Argentina. Nesse estudo postulamos que o
Tapacu Magellanic da ilha Navarino deve ser uma
outra especie do género Scytalopus. Achamos
que a plumagem do Tapacu Magellanic juvenil,
¢é diferente das outras aves da mesma especie
de outras latitudes no Chile e na Argentina.
Propomos um novo nome taxondmico como
Scytalopus antarcticum [Navarino Tapaculo
(inglés), Churrin de Navarino (espahol), Copriculo
di Navarino (ltalia), Navarinotapacul (Alemao),
Tapacu por Navarino (portugués) ou Mérulaxe du
Navarino (francés)].

PALAVRAS-CHAVE: Nova espécie, Scytalopus,
Tapacu, Rhinocryptidae.

UNA NUOVA SPECIE DI TAPACULO

(RHINOCRYPTIDAE: SCYTALOPUS)

DELL’ESTREMO SUD NEL MONDO.
ISOLA DI NAVARINO, CILE

ESTRATTO: Lo Scytalopus magellanicus o lingua
Yagan chiamato “Tutu”, &€ un Rhinocryptidae
generalista che abita all’ 'estremita meridionale
del mondo nell’ isola di Navarino, Capo Horn Cile
cosi come in altre latitudini del territorio del Cile
e dell’ Argentina. In questo studio postuliamo che
il Tapaculo Magellanico dell'isola di Navarino
dovrebbe essere classificato como un’altra
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specie del genere Scytalopus. Abbiamo scoperto che il piumaggio del giovane Tapaculo
Magellanico & diverso da un altro esemplare della stessa specie ed altre latitudini in Cile e
dell’ Argentina. Proponiamo un nuovo nome tassonomico di Tapaculo Magellanico dell'isola
di Navarino: Scytalopus antarcticum [Navarino Tapaculo, (inglese), Churrin de Navarino
(spagnolo), Copriculo di Navarino (italiano), Navarinotapacul (tedesco), Tapacu por Navarino
(porthogese) o Mérulaxe du Navarino (francese)].

PAROLE CHIAVE: Nuova specie, Scytalopus, Tapaculo, Rhinocryptidae.

UNA NOVA ESPECIE DE TAPACUL (RHINOCRYPTIDAE: SCYTALOPUS) A
L’EXTREM DEL SUD DEL MON. L'ILLA DE NAVARINO, XILE

RESUM: El Scytalopus magellanicus o llengua Yagan o Tutu, és un Rhinocryptidae generalista
que habita tant a I'extrem sud del moén a I'lla Navarino, Cap d’Hornos Xile, com en altres
latituds del territori de Xile i Argentina. En aquest estudi postulem que el Magellanic Tapaculo
a I'lla Navarino hauria de ser una altra espécie del génere Scytalopus. Descobrim que el
plomatge del juvenil de Magellanic Tapaculo és diferent del d’altres exemplars de la mateixa
especie a altres latituds de Xile. Proposem un nou nom taxonomic del Magellanic Tapaculo de
la I'lla Navarino: Scytalopus antarcticum [Navarino Tapaculo, (anglés), Copriculo di Navarino
(italia) Churrin de Navarino (espanyol), Navarinotapacul (alemany), Tapacu per Navarino
(portugués Navari (francés)].

PARAULES CLAU: Nova espécie, Scytalopus, Tapaculo, Rhinocryptidae.

EINE NEUE ART VON TAPACULO (RHINOCRYPTIDAE: SCYTALOPUS) IN DER
FERNEN SUDLICHEN WELT. DAS EILAND NAVARINO, CHILE

ZUSAMMENFASSUNG: Scytalopus magellanicus, auch Yagan-Zunge oder “Tutu” genannt,
ist eine generalistische Rhinocryptidae, die sowohl an der Sidspitze der Welt bei Insel
Navarino, Kap Hoorn Chile, als auch in anderen Breitengraden des chilenischen und
argentinischen Hoheitsgebiets vorkommt. In dieser Studie postulieren wir, dass der Magellan-
Tapaculo auf Islen Navarino als eine weitere Art der Gattung Scytalopus klassifiziert werden
sollte. Wir haben festgestellt, dass sich das Gefieder des jungen Magellan-Tapaculo von
dem anderer Exemplare der gleichen Art in anderen Breitengraden Chiles unterscheidet.
Wir schlagen einen neuen taxonomischen Namen fir den Magellan-Tapaculo von der Insel
Navarino vor: Scytalopus antarcticum [Navarino Tapaculo, (Englisch), Copriculo di Navarino
(Italienisch) Churrin de Navarino (Spanisch), Navarinotapacul (Deutsch), Tapact por Navarino
(Portugiesisch) oder Mérulaxe du Navarino (Franzésisch)].

SCHLUSSELWORTER: Neue Spezies, Scytalopus, Tapaculo, Rhinocryptidae.

UNE NOUVELLE ESPECE DE TAPACULO (RHINOCRYPTIDAE : SCYTALOPUS)
DANS L’EXTREME SUD DU MONDE. iLE NAVARINO,CHILI

RESUME: Scytalopus magellanicus ou langue de Yagan ou “Tutu”, est un Rhinocryptidae
généraliste qui habite aussi bien la pointe sud du monde a Isla Navarino, Cap Horn Chili,
que dans d’autres latitudes du territoire du Chili et de I’Argentine. Dans cette étude, nous
postulons que le Tapaculo de Magellan sur Isla Navarino devrait étre classé comme une autre
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espeéce du genre Scytalopus. Nous avons constaté que le plumage du Tapaculo de Magellan
juvénile est différent de celui d’autres spécimens de la méme espece sous d’autres latitudes
du Chili. Nous proposons un nouveau nom taxonomique pour le Tapaculo de Magellan de l'ile
de Navarino: Scytalopus antarcticum [Navarino Tapaculo, (anglais), Copriculo di Navarino
(italien) Churrin de Navarino (espagnol), Navarinotapacul (allemand), Tapacu por Navarino
(portugais) ou Mérulaxe du Navarino (frangais)].

MOTS CLES: Nouvelle espéce, Scytalopus, Tapaculo, Rhinocryptidae.

UNA NUEVA ESPECIE DE TAPACULO (RHINOCRYPTIDAE: SCYTALOPUS) EN
EL EXTREMO DEL SUR DEL MUNDO. ISLA NAVARINO, CHILE

RESUMEN: El Scytalopus magellanicus o lengua Yagan 6 “Tutu”, es un Rhinocryptidae
generalista que habita tanto en el extremo sur del mundo en Isla Navarino, Cabo de Hornos
Chile, como en otras latitudes del territorio de Chile y Argentina. En este estudio postulamos
que el Magellanic Tapaculo en Isla Navarino deberia catalogarse como otra especie del género
Scytalopus. Descubrimos que el plumaje del juvenil de Magellanic Tapaculo es diferente al
de otros ejemplares de la misma especie en otras latitudes de Chile. Proponemos un nuevo
nombre taxonémico del Magellanic Tapaculo de la Isla Navarino: Scytalopus antarcticum
[Navarino Tapaculo, (inglés), Copriculo di Navarino (italiano) Churrin de Navarino (espafol),
Navarinotapacul (aleman), Tapacu por Navarino (portugués) o Meérulaxe du Navarino
(francés)].

PALABRAS CLAVE: Nueva especie, Scytalopus, Tapaculo, Rhinocryptidae.

The Scytalopus magellanicus or language Yagan is “Tutu” (Rozzi et al. 2003) is a
generalist Rhinocryptidae in the southern end of the world (Correa & Rozzi, 2003). This
species of Scytalopus genus is dispersed in Chile and Argentina (Narozky et al. 1993). The
plumage of this adult bird is generally slate gray (Krabbe, & Schulenberg, 2003). In the
typical juvenile state the plumage varies between brown-cinnamon color and shades of gray
and plumage with dark brown spots (Picture 2) (Fjeldsa & Krabbe, 1990).

The study was conducted in the summer of 2002 to 2009 ( Correa 2012-2013),
through the distribution range of the Magellanic Tapaculo in Chile (Figure 1): juvenile
individuals of Magellanic Tapaculo were observed and captured in several localities over a
period of seven years (from 2002 to 2009) and in alternating summer seasons in different
localities in central and southern Chile (Figure 1): Farellones 33° 20’ S; 70° 19’ W; Lo Valdés
(33°52’S; 69° 58’ W); Curacautin (38°21’S; 71° 54’ W); Chiloé (42° 04’ S; 74° 00’ W); Lagos
de Todos los Santos (41° 05 ‘S; 72° 06’ W), Puerto Tranquilo (46° 08 ‘S; 72° 19’ W) and
Puerto Williams, Cape de Horn (54° 56’ S; 67° 36" W). In Puerto Williams and Cape horn
the dominant vegetation that make up the different ecosystems covering large extensions
of areas bordering tall grass vegetation and subantarctic forests of dirre (Nothofagus
antarctica) with scrub (Pisano, 1977) (Picture 3). Fifteen specimens of juvenile of Magellanic
Tapaculo were caught in different localities of Chile: (n = 6) in the Navarino Island (Puerto
Williams, Cape Horn), in Farellones (n= 2); Lo Valdés (n= 1); Curacautin (n= 1); Chiloé (n=

Produgo cientifica em ciéncias biologicas 2 Capitulo 16 m



3); Lagos de Todos Los Santos (n= 1) and Puerto Tranquilo (n= 1) (Table1). The plumage
coloring patterns were recorded using reference collections of feathers from different parts
of the body collected by the author previously captured specimens in different sites. A
comparison was made of the phenotype coloration of the plumage of the juvenile Magellanic
Tapaculo specimens from Isla Navarino (Picture 1) with other juvenile specimens observed
in other localities (Picture 2, typical phenotype of Magellanic in juvenal state) (Table 1)
and compared with analysis of by means of a conglomerate analysis (standardized metric
distance over 100) with the program Bootstrap SYSTAT. Among the juvenile individuals
of Navarino island and the individuals of the other localities a distance analysis of 0.95 of
phenotypic discordance in the color of the plumage was detected (Figure 2).

We concluded in this study that the phenotype of the coloration of the plumage in
various regions of the body differed significantly between specimens of juvenile of Isla
Navarino (Picture 1) and the others typical juvenile specimens of Magellanic Tapaculo
observed in other places in Chile (Picture 2). Probably because of having a poor similarity
in plumage coloration between specimens of Isla Navarino and juvenile specimens in other
places of Chile (Figure 2), the specimens of Magellanic Tapaculo of Isla Navarino (Picture
1) should be considered a new species of the genus Scytalopus, we postulate and propose
a new taxonomic name as: Scytalopus antarcticum [Navarino Tapaculo, (English), Churrin
de Navarino (Spanish), Tapacu por Navarino (Portugués), Copriculo di Navarino (ltalian),
Navarinotapacul (Germany) o Mérulaxe du Navarino (French)] (Correa et al. 2012).

In addition the status of Magellanic Tapaculo is very endangered in Navarino
Island (Correa, 2021; Correa, 2022), the observation of this specie of genus Scytalopus
of Navarino Island was realized during 2002. Up to 2018 and at least 16 years ago, has
not returned to see any species of the Magellanic Tapaculo in the Park Omora in Puerto
Williams. We also invite other researchers to do the respective DNA analysis to incorporate
this new specie to the molecular phylogenetic tree of the genus Scytalopus and confirm this
important discovery.
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Figure 1: S. magellanicus study locations in Chile.
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Picture 1: photographic record of juvenile specimen of S. magellanicus (New specie of Scytalopus
genus: Scytalopus antarcticum) in Omora Park, Puerto Williams, Navarino Island, Chile (photography by
the author 2002).

Picture 2: photographic record of typical juvenile specimen of S. magellanicus in other places of Chile
and Argentina.

Photo by Ramon Luis Alvarado, Ushuaia, Photo by Francisco Vera.Coyhaique, Chile
Argentina.
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Photo by Ricardo Anibal Rivero. San Martin de Photo by Rodrigo Calderén Castillo. Parque
Los Andes, Argentina. Alerce Andino, Region de Los Lagos, Chile.
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n= 15 specimen n = 20 phenotype characters
Traits Locations

Plumaae/S. magellanicus  IN (A) FA (B) LV (B) CU(B) CH(B) LS (B) PT (B)
Juvenile

Anterior crown 1 5 5 5 5 5 5
Shoulders 2 2 2 2 2 2 2
Nape 1 5 5 5 5 5 5
Back 2 5 5 5 5 5 5
Tail 2 8 8 8 8 8 8
Chest 3 2 2 2 2 2 2
Throat 1 2 2 2 2 2 2
Beack 4 6 6 6 6 6 6
Tarsus 4 7 7 7 7 7 7
Metatarsus 4 7 7 7 7 7 7
Finger falanges 4 7 7 7 7 7 7
Wings 2 2 2 2 2 2 2
Belly 1 2 2 2 2 2 2
Posterior crown 1 2 2 2 2 2 2
Head 1 2 2 2 2 2 2
Subcaudal feathers 2 2 2 2 2 2 2
Primary feather 2 2 2 2 2 2 2
Flank feather 2 2 2 2 2 2 2
Interior feather 2 2 2 2 2 2 2
Body feather 5 9 9 9 9 9 9
1 = light gray IN= Navarino Island

2= grayish brown FA= Farellones

3= mottled grayish brown LV= Lo Valdes

4= yellowish orange CU = Curacautin

5= cinnamon coffee CH= Chiloé

6= dark gray PT= Puerto Tranquilo

7= greyish yellow B = described by other authors.

8= dark brown bars A= described by the author.

9= barred with dark brown

Table 1: Plumage phenotype of juvenile specimens of S. magellanicus studied in the Navarino island
(n=6) in comparison with bibliographic data and data collections by the author (n =9) of samples in other
places in Chile.

Source = Darwin, (1845). Araya & Chester (1993), Bornschein et al., (1998), Bullock (1935), Canevari et
al. 1991, Chebez et al. (1999), Cofré (1999), Correa & Figueroa (2002, 2003), Correa & Rozzi (2003),
Correa et al (2012), Cory& Hellmayr (1924), Couve et al (1999), De Santo et al (2002), Gould, 1859;
Reynolds (1932), Fjeldsa & Krabbe (1990), Fraga & Narozky (1985), Goodall et al. (1946); Johnson,
(1965), Short (1969), Philips et al. (1970), Meyer de Schauensee (1982), Hellmayr (1932), Johnson
(1967), Araya & Millie (1985), Narozky et al. (1987); Correa et al.(1990), Sabag (1993), Ridgley &
Tudor (1994), Arctander & Fjeldsa (1994), Rozzi et al. (1996 (a)), Rozzi et al. (1996 (b)), Krabbe &
Schulenberg (1997), Stotz et al. (1996), Straneck & Carrizo (1990), Vigil (1977), Vuillumier (1985),
Woods et al. (1997), Figueroa et al. (2000), De la Pefia et al. (1998), De Santo et al. (2002) , Venegas &
Siefeld (1998). Correa et al. (2012), Correa, unpublished field notes.
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Figure 2: Divergence in the juvenile plumage of the churrin (Scytalopus magellanicus') of Navarino
island and species of the other location in Chile. The phenotype of plumage is very different as other
specimens of Magellanic Tapacu in other places in Chile (Scytalopus magellanicus?).

Picture 3: photographic record of the predominant tree species (N.antarctica) and habitat of new specie
of S. magellanicus in Omora Park, Puerto Williams, Navarino Island, Cape Horn, Chile.
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ABSTRACT: Here we discuss the viability of
two species belonging two different genera of
the family Fringillidae, namely: Serinus canaria
domestica and Spinus barbatus. Phenotypic
and behavioural traits indicate strong similarities
between these groups. This couple of passerines
of different genera P_, have successfully reared
three hybrid chicks under artificial conditions
which in turn successfully reproduced with
hybrid members of the same generation. These
observations clearly show that copulation and
reproduction between closely related species of
different genera can give rise to other species.
Evidence of the possibility of hybridization
between different species found on remote
continents could demonstrate that genera of
the same family can produce new species in
intersection of Umwelt with human forcing ex
situ and the understanding of biological signals
from these birds have been fundamental to the
success of the origin of this new species. In this
study, the origin of a new species called Spinus
canarina of the Spinus genus is presented.

KEYWORDS: Genus, Hybrids, Signals,
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Backcrossing, Lineage, New specie, Merkwelt,
Wirkwelt, Biosemiotic.

UMA NOVA ESPECIE DE SPINUS (AVES:
PASSERIFORMES). A ORIGEM DE UMA
NOVA ESPECIE EM CATIVEIRO

RESUMO: Aqui foi discutida a viabilidade das duas
espécies pertencentes a dois géneros diferentes
da familia Fringillidae, ou seja, o Fringillidae:
Serinus canaria domestica e Spinus barbatus.
Os tragos fenotipicos e comportamentais indicam
fortes semelhangas entre estes dois grupos.
Essa dupla de passeriformes de diferentes
géneros P criou com sucesso trés pintinhos
hibridos em condi¢es artificiais que, por sua vez,
reproduziram-se com sucesso com membros
hibridos da mesma geracéo. Estas observacoes
mostram claramente que a copula e a reproducéo
entre espécies estreitamente relacionadas de
diferentes géneros pode dar origem a outras
espécies. Evidéncias da possibilidade de
hibrida¢éo entre diferentes espécies encontradas
em continentes remotos, poderiam demonstrar
que géneros da mesma familia podem produzir
novas espécies em uma interseccao Umwelt com
a participacdo humana ex situ. A compreenséo
dos sinais biologicos destas aves tém sido
fundamentais para o sucesso da origem desta
nova espécie. Nesse estudo, foi apresentada a
origem de uma nova espécie chamada Spinus
canarina do género Spinus.
PALAVRAS-CHAVE: Género, Hibridos, Sinais,
Retrocruzamento, Linhagem, Novas espécies,
Merkwelt, Wirkwelt, Biossemiotica.
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UNA NOVA ESPECIE DE SPINUS (AVES: PASSERIFORMES). LORIGEN D’UNA
NOVA ESPECIE A CAUTIVERIO

RESUM: Aqui es discuteix la viabilitat de dues espécies pertanyents a dos generes diferents
de la familia Fringillidae, concretament: Serinus canaria domestica i Spinus barbatus.
Trets fenotipics i conductuals indiquen grans similituds entre aquests grups. Aquesta parella
de passeriformes de diferents géneres P_, han criat amb éxit tres pollets hibrids en condicions
artificials que al seu torn es van reproduir reeixidament amb membres hibrids de la mateixa
generacié. Aquestes observacions mostren clarament que la copulacié i la reproduccio
entre espécies estretament relacionades de diferents géneres poden donar origen a altres
especies. Prova de la possibilitat d’hibridacié entre diferents especies, que es troben a
continents remots i podria demostrar que els géneres de la mateixa familia poden produir
noves espeécies en una intersecci6 d'umwelt amb forcament huma ex situ i I'entesa dels
senyals bioldgics d’aquestes aus han estat fonamentals per a léxit de lorigen d’aquesta nova
espeécie. En aquest estudi: I'origen d’aquesta nova espécie denominada Spinus canarina del
genero Spinus és presentada.

PARAULES CLAU: Génere, Hibrids, Senyals, Retrocruce, Llinatge, Nova espécie, Merkwelt,
Wirkwelt, Biosemiotica.

UNA NUEVA ESPECIE DE SPINUS (AVES: PASSERIFORMES). EL ORIGEN DE
UNA NUEVA ESPECIE EN CAUTIVERIO

RESUMEN: Aqui se discute la viabilidad de dos especies pertenecientes a dos géneros
diferentes de la familia Fringillidae, a saber: Serinus canaria domesticay Spinus barbatus.
Rasgos fenotipicos y conductuales indican grandes similitudes entre estos grupos. Esta
pareja de passeriformes de diferentes géneros P , han criado con éxito tres polluelos hibridos
en condiciones artificiales que a su vez se reprodujeron exitosamente con miembros hibridos
de la misma generacion. Estas observaciones muestran claramente que la copulacién y la
reproduccion entre especies estrechamente relacionadas de diferentes géneros pueden dar
origen a otras especies. Prueba de la posibilidad de hibridacion entre diferentes especies que
se encuentran en continentes remotos podria demostrar que los géneros de la misma familia
pueden producir nuevas especies en una interseccion de umwelt con forzamiento humano ex
situ y el entendimiento de las sefales biologicas de estas aves han sido fundamentales para
el éxito del origen de esta nueva especie. En este estudio: el origen de una nueva especie
denominada Spinus canarina del genero Spinus es presentada.

PALABRAS CLAVE: Genero, Hibridos, Sefiales, Retrocruce, Linaje, Nueva especie,
Merkwelt, Wirkwelt, Biosemidbtica.

EINE NEUE SPEZIE VON SPINUS (VOGEL: SPERLINGSVOGEL). DIE
ENTSTEHUNG EINER NEUEN SPEZIE IN GEFANGENSCHAFT

RESUME: Nous discutons ici de la viabilité de deux espéces appartenant & deux genres
différents de la famille des Fringillidae, a savoir: Serinus canaria domestica et Spinus
barbatus. Les traits phénotypiques et comportementaux indiquent de fortes similitudes entre
ces groupes. Ce couple de passereaux de genres différents P_ a réussi a élever dans des
conditions artificielles trois poussins hybrides qui se sont a leur tour reproduits avec succes avec
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des membres hybrides de la méme génération. Ces observations montrent clairement que la
copulation et la reproduction entre des espéces étroitement apparentées de genres différents
peuvent donner naissance a d’autres espéces. La preuve de la possibilité d’hybridation entre
différentes espéces trouvées sur des continents éloignés pourrait démontrer que des genres
de la méme famille peuvent produire de nouvelles espéces a l'intersection de 'lUmwelt et du
forcage humain ex situ et la compréhension des signaux biologiques de ces oiseaux ont été
fondamentaux pour le succes de l'origine de cette nouvelle espéce. Dans cette étude, nous
montrons I'origine d’'une nouvelle espéce apélle Spinus canarina du genre Spinus.

MOTS CLES: Genre, Hybrides, Signaux, Rétrocroisement, Lignée, Nouvelles espéces,
Merkwelt, Wirkwelt, Biosémiotique.

UNE NOUVELLE ESPECE DE SPINUS (OISEAUX: PASSEREAUX). L'ORIGINE
D’UNE NOUVELLE ESPECE EN CAPTIVITE

ZUSAMMENFASSUNG: Hier diskutieren wir die Lebensfahigkeit von zwei Spezies, die zu
zwei verschiedenen Gattungen der Familie Fringillidae gehéren, namlich: Serinus canaria
domestica und Spinus barbatus. Phanotypische und verhaltensbezogene Merkmale weisen
auf starke Ahnlichkeiten zwischen diesen Gruppen hin. Dieses Paar von Sperlingsvégeln
verschiedener Gattungen P hat unter kunstlichen Bedingungen erfolgreich drei Hybridkiiken
aufgezogen, die sich wiederum erfolgreich mit Hybridmitgliedern derselben Generation
fortpflanzten. Diese Beobachtungen zeigen deutlich, dass Kopulation und Fortpflanzung
zwischen eng verwandten Spezies verschiedener Gattungen zur Entstehung weiterer Spezies
fahren kénnen. Der Nachweis der Méglichkeit einer Hybridisierung zwischen verschiedenen
Spezies, die auf weit entfernten Kontinenten vorkommen, kénnte zeigen, dass Gattungen
derselben Familie neue Spezien hervorbringen kdnnen, und zwar an einem Schnittpunkt von
Umwelt und menschlichem Zwang ex situ. In dieser Studie wird der Ursprung einer neuen
Spezie namens Spinus canarina aus der Gattung Spinus vorgestellt.
SCHLUSSELWORTER: Gattung, Hybriden, Signale, Ruckkreuzung, Abstammung, neue
Spezies, Merkwelt, Wirkwelt, Biosemiotik.

UNA NUOVA SPECIE DI SPINUS (UCCELLI: PASSERIFORMI). L'ORIGINE DI
UNA NUOVA SPECIE IN CATTIVITA

SOMMARIO: In questa sede discutiamo la vitalita di due specie appartenenti a due diversi
generi della famiglia Fringillidae, ossia: Serinus canaria domestica e Spinus barbatus. |
tratti fenotipici e comportamentali indicano forti somiglianze tra questi gruppi. Questa coppia di
passeriformi di generi diversi P_ha allevato con successo tre pulcini ibridi in condizioni artificiali,
che a loro volta si sono riprodotti con successo con membri ibridi della stessa generazione.
Queste osservazioni dimostrano chiaramente che la copulazione e la riproduzione tra specie
strettamente imparentate di generi diversi pud dare origine ad altre specie. L’evidenza della
possibilita di ibridazione tra specie diverse trovate in continenti remoti potrebbe dimostrare
che generi della stessa famiglia possono produrre nuove specie in un’intersezione umwelt con
la forzatura umana ex situ e la comprensione dei segnali biologici di questi uccelli sono stati
fondamentali per il successo dell’origine di questa nuova specie. In questo studio vengono
presentate le origini di una nuova specie Spinus canarina del genere Spinus.
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PAROLE CHIAVI: Genere, Ibridi, Signali, Backcrossing, Lignaggio, Nuove specie, Merkwelt,
Wirkwelt, Biosemiotica.

Here we assess the communicational behaviour, sexual signaling and breeding
success of inter-species hybrids between different genus of passeriformes kept in captivity
(Stresemann, 1923; Duncker, 1927), Spinus barbatus (male) X Serinus canaria domestica
(female) (P ). Our conclusions will be based on work done in the summer period, between
September 2015 and January 2016, in Santiago, Chile (the extensive study was previously
done by the same authors, see in more detail at: Diaz et al. 2018 and Correa, 2021). As
part of a sequence of iterated back-crossing breeding (Duncker, 1927; Correa, 2021) of
Mendelian law (Mendel, 1860). We bred a male Canary S.c. domestica with two females’
hybrids [F1 of subspecies of S.c. domestica with savage Black-chinned-Siskin S. barbatus,
both of which belong to different genus of the Fringillidae family)]. The home (heim) or the
funktionskreis (Uexkdll, 1921) and the Umwelten can merge givin rise at total Umwelten
(Lewis, 2020) where the back-cross species breeding and corresponding observations of
the merkwelt and wirkwelt of the birds, were carried out is a 4.45 m x 1.60 m room (glassed
balcony, over the street level) (Diaz et al. 2018; Correa, 2021). We took care to keep the biotic
and abiotic factors under control; specifically, incoming natural light, ambient vegetation
and temperature. On the other hand, we fed the individuals appropriately and provided
them with plenty of clean water to drink and get clean. In sum, the individuals were kept
in a healthy umwelt ex-situ where the species will be interacted with each other by means
of merkraum and wirkraum (Uexkiill, 1921) (Fig. 2 and Fig, 3) (Tennessen, 2011; Correa,
2015; Correa, 2017; Lewis, 2020; Correa, 2021). These female hybrids, the existence of
which is, incidentally, unviable according to some literature, have successfully raised three
independent offspring hybrid individuals (n=12) in artificial conditions (see photos of the
new hybrid generations in the appendix below) and one more generation of hybrids in other
natural umwelt in the year 2019 and umgebung (Uexkiill, 1921) (unpublished field data). The
results show that sister female’s hybrids are indeed viable and can in fact produce dynasties
of hybrids (Correa, 2021; Diaz et al, 2018) (Fig 1). On the other hand, the phenotypic traits
of the plumage gave the ratio 1:1 (Correa 2021). The offspring were bred naturally by their
parents and had an iliness-free upbringing. None of the offspring presented malformations
either. None of them died in captivity; the breeding success rate of the experiment is therefore
100% (Diaz et al. 2018; Correa, 2021). Preliminary results and observations show that the
new offspring of hybrids had better reflexes, mobility and very fast manoeuvres than the
subspecies S.c. domestica (Correa, 2021). They also presented better adaptability to the
environment and more resilience to low temperatures, as well as, greater ability to quickly
corporal movement on flight (read the research of Correa, 2021). We conjecture that these
behavioural traits were transmitted down from the hybrids mothers P1, given that there is a
closer similarity between the aforementioned traits to traits of these birds rather than of the
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savage species S. barbatus (Correa, 2021). The hybrids’ vocalization were quite similar
to those of their parents, even the hybrids males’ birdcall was similar to S.c. domestica,
which has more variability than the savage species S. barbatus repertoire (Correa, 2021).
In addition, the breeding behaviour, the effectual signal (Wirkmal) and perceptual signal
(Merkmal) (Uexkdill, 1921) of sexual identity and which make up its new umwelt (Uexkiill,
1921; Birkhead, 2003) and a new functional circle or funktionskreis, works successfully in
their reproductive behaviour, the courtship’s vocal repertoire of S.c.domestica, and the
fertile F1 females get a positive perceptual image of the S.c.domestica male (merkbild), as
the male produces an effective image of attraction (werkbild) (Uexkdill, 1921) for the two fertile
F1 hybrid females. The submission signs of merkmal and wirkmal (Uexkull, 1921) triggered
the copulation positioning of the hybrids females F1 have been faithfully passed down. By
means of his vocalizations and his persecution at the females, the male S.c.domestica
successfully managed to attract the hybrid females and thereby to force and triggered them
into estrus and copulation. The phenotypes in a large percentage have been acquired in the
hybrids by inheritance from the female hybrid F1 [S. barbatus X S. c. domestica (P )] with a
high incidence of phenotypic traits of S. barbatus (which seems to be dominant for different
traits, Correa, 2021, Diaz et al. 2018). Communication, body language, the congruence-
conservation and the world of perceptual signal (merkwelt) and effectual signal (wirkwelt) of
the functional circle (funktionskreis) (Uexkdill, 1921; Uexkull,1928; Maturana & Varela, 2009;
Mufioz, 2015; Correa, 2021), and the intersection of umwelten ex-situ in captivity (Fig. 2
and 3) (Uexkill & Kriszat, 1934;Tennessen, 2011; Ferreira et al. 2013; Correa, 2017; Lewis,
2020; Correa, 2021) have been crucial factors in achieving the breeding success in captivity
between individuals belonging to genus naturally living in very different non-communicated
umwelt in nature. We propose that, in this case, we are dealing with a new species, namely:
Spinus canarina, common english name: Little-Green-Siskin. In Spanish common name:
Jilguero verdecillo is the product of a speciation by hybridation in captivity ex situ (Correa,
2016) (intersection of umwelt with help human forcing) (Fig. 2 and 3). We hope which this
modest research and the origin of this new species will encourage other researchers to
learn more about this new species originated in captivity and take into account biosemiotics
and shared meaning (Lewis, 2020) in the animals and in general of the organisms signals.
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Figure 1: Spinus canarina, common name: Little-Green-Siskin or Jilguero Verdecillo (Hybrid 1,2,3 are
new specie of Spinus). View source: Diaz, Correa & Nufiez, 2018.

Figure 2 and 3: Umwelt transition Spinus vs Serinus the origin of a new specie: Spinus canarina in
captivity (Source: Tonnessen, 2011; Correa, 2017). Umwelt intersection and Umwelt overlapping make

up an Total Umwelten “sheared meaning” (Ferreira et al., 2013; Lewis, 2020) (in Fig. 2).
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APPENDIX

Photos: of P1 with generation F1.

Male S.c. domestica yellow black bars on the back (P1 male) with 2 hybrid F2 and female hybrid P1 in
the right.

Female one F1 hybrid fertile. Female two F1 hybrid fertile.

Female F1 hybrid. Female F1 hybrid.
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Female F1 hybrid. Female F1 hybrid.

Female F1 hybrid fertile. Hybrid F1and Male S. barbatus (P ).

Photos of generation F2

Two pics of hybrid male.
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Two pics Hybrid male and female.

Hibryd male (song). Hibryd male.

Two pics Hybrid male and female.
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Photos of generation F3

Hybrid female. Hybrid male.
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Hybrid male. Hybrid male and female.

Hybrid female. Hybrid male.
Hybrid male. Hybrid male and female.
Two hybrids female and male. Hybrid female.
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Hybrid male. Hybrid male.

Hybrid male. Hybrid females.
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RESUMO: A pesquisa pretende estudar a
Proposta Curricular do Estado de Sao Paulo e os
indicadores de morbimortalidade de escolares.
Objetivo: Comparar os temas de salde
abordados na Proposta Curricular do Estado
de Séo Paulo e o perfil de morbimortalidade
em idade escolar de diferentes municipios/
regides de saude. Metodologia: Sera utilizado o
modelo de pesquisa tipo documental. Destaca-
se a utilizacdo de dados secundarios a partir da
identificacéo de prevaléncia de morbimortalidade
dos municipios investigados. Outros dados
secundarios utilizados serdo provenientes do
indice de Desenvolvimento Humano Municipal.
Resultados: Como ponto de partida foi realizado
levantamento de informacgbes referente a
saude no Curriculo Escolar para a disciplina
Educacdo Fisica do Ensino Médio. Verificou-
se que a abordagem saude esta contemplada
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nos eixos tematicos Corpo, Salde e Beleza;
Lazer e Trabalho, Contemporaneidade e
Ginastica, com enfoque na saude individual. Foi
realizado aproximacao desses conteudos com a
prevaléncia de morbimortalidade de diferentes
regides e municipios do estado de S&o Paulo.
PALAVRAS-CHAVE: Educacgado fisica, saude
coletiva, curriculo, morbimortalidade.

SAO PAULO STATE CURRICULUM:
RELATIONSHIP OF THE HEALTH THEME
WITH THE MORBIMORTALITY PROFILE

OF SCHOOLCHILDREN

ABSTRACT: The research intends to study
the Curricular Proposal of the State of Séo
Paulo and the indicators of morbimortality of
schoolchildren. Objective: To compare the health
topics addressed in the Curricular Proposal of
the State of Sdo Paulo and the morbimortality
profile of school age in different municipalities
/ health regions. Methodology: The document
type research model will be used. We highlight
the use of secondary data from the identification
of morbidity and mortality prevalence of the
municipalities investigated. Other secondary
data used will come from the Municipal Human
Development Index. Results: As a starting point,
information was collected regarding health in the
School Curriculum for the Physical Education
of High School. It was verified that the health
approach is contemplated in the thematic axes
Body, Health and Beauty; Leisure and Work,
focusing on individual health. It was carried out
an approximation of these contents with the
prevalence of morbimortality of different regions
and municipalities of the state of Sdo Paulo.
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11 INTRODUGCAO
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a definicdo de Saude é “o

completo estado de bem-estar fisico, mental e social, e ndo simplesmente a auséncia
de enfermidade” (OMS apud SEGRE & FERRAZ, 1997). Tal conceito tem uma profunda
relagdo com o desenvolvimento e expressa a associagao entre qualidade de vida e salde
da populagéo. A Saude é um direito fundamental que deve ser assegurado sem distingéo
de religido, raga ou condigdo socioecon6émica.

E nesse cenario que este estudo se instala e tem a finalidade de comparar os temas
de saude abordados na Proposta Curricular do Estado de Sao Paulo para a disciplina de
Educacgéo Fisica no Ensino Médio e o perfil de morbimortalidade em idade escolar de
diferentes municipios/regides de salde.

Nos Ultimos anos, notou-se o aumento da morbimortalidade na populagdo
adolescente, considerada a faixa etaria com menos risco de adoecimento e morte.
Os adolescentes representam cerca de 20% da populagédo do Brasil, 0 que equivale a
38 milhdes de pessoas. E uma etapa da vida onde se adquire conhecimento sobre
transformacdes biolbgicas, fisioloégicas e emocionais que se associam ao seu papel social.
Essas alteragbes acontecem durante a segunda década da vida do pubere, que apresenta
maior vulnerabilidade da saude, sobretudo com relacdo a comportamentos associados ao
tabagismo, ingestéo de alcool e drogas, relagdes sexuais sem protecdo, dietas da moda e
comportamento sedentario. Este panorama compde o perfil de morbidade e mortalidade
entre os jovens, sendo um fator de risco para o acometimento de doencas que podem se
estender para a vida adulta.

O perfil de morbidade hospitalar e mortalidade dos adolescentes estdo associados
a agravantes denominados como “causas evitaveis”, que tem relagdo com acidentes de
transito, violéncia e uso indiscriminado de substancias psicoativas.

As causas externas afetam significativamente a vida dos jovens, alteram o seu
desenvolvimento e podem deixar marcas fisicas e emocionais, intervindo no convivio
social e familiar. Segundo Ciampo e Ciampo, (2011) o fato tem relagdo com a rapida
urbanizagdo, migragdo interna, diferengas sociais, violéncia que acomete todas as faixas
etarias, especialmente homens por ter uma maior exposicéo ao tabagismo, drogas, alcool,
insercdo no mercado informal e participagdo em atividades ilicitas. Estima-se ainda que
para as proximas décadas que a mortalidade de jovens por causas externas tenha aumento
em aproximadamente em 40%, principalmente por acidentes de transito e condigcbes
socioeconOmicas.

As lesbGes sado reconhecidas como a principal causa de morte entre jovens com
idade entre 15 a 19 anos. No ano de 2004 no Brasil, as mortes causadas por lesdes
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representaram 69,5% e em 2005, jovens com idade entre 10 a 19 anos representaram
9,4% das internag¢des ocasionadas por causas externas (CIAMPO e CIAMPO, 2011). A
maior parte dos acidentes acometem o sexo masculino, e aconteceram em locais publicos
(47,7%), na escola (31,1%) e em casa (21,1%).

De acordo com o Ministério da Saude, estabeleceu-se a seguinte classificacéo
estratégica:

“Acidentes domésticos (quedas, queimaduras, intoxicagdes, afogamentos
e outras lesbes) e acidentes extradomiciliares (acidentes de transito e de
trabalho, afogamentos, intoxicacdes e outras lesdes); e violéncia domésticas
(maus-tratos fisicos, abuso sexual e psicolégico, negligéncia e abandono) e
violéncia extradomiciliar (exploragéo do trabalho infanto-juvenil e exploragéo
sexual, além de outras originadas na escola, na comunidade, nos conflitos com
a policia, especialmente caracterizados pelas agressdes fisicas e homicidios,
bem como a violéncia auto infligidas, como a tentativa de suicidio).”

21 FATORES PREJUDICIAIS A SAUDE DO ADOLESCENTE

2.1 Doencas Respiratorias e o Tabagismo

As doencas respiratorias sdo responsaveis por um grande niumero de adoecimento
e morte em adultos e criangas. De acordo com Natali (2005), € importante citar os efeitos
do tabagismo como fator de risco. O uso do cigarro é a principal causa de morte evitavel. As
doencas relacionadas com o tabagismo custam bilhées de dblares a cada ano, atribuindo
um pesado custo econdmico para os paises, em termos da assisténcia médica direta e com
a perda de produtividade.

A Pesquisa Nacional em Saude Escolar (PeNSE), de 2015 mostrou que 18,4%
dos escolares do 9° ano do ensino fundamental ja experimentou do cigarro. O indicador
de experimentacao de cigarro para os meninos (19,4%) foi maior comparado as meninas
(17,4%). Em relagéo a dependéncia administrativa da escola, os alunos de escolas publicas
(19,4%) referiram experimentar com mais intensidade do que estudantes de escolas
privadas (12,6%).

A asma é uma doenca inflamatéria crénica cuja manifestacao dos sintomas comeca
antes de cinco anos de idade, e vem preocupando pelo aumento da prevaléncia de
sintomatologia e a persisténcia da mortalidade associadas a morbidade. A PeNSE 2015
relatou que o percentual de escolares que tiveram chiado no peito era de 22,4%. Estes
sintomas apresentaram-se na forma de chiados no peito, e sua manifestagéo foi maior
entre escolares do sexo feminino (25,4%) do que entre os do sexo masculino (19,2%).
N&o houve registro de diferencas nas ocorréncias de sintomas de asma entre alunos das
escolas publicas e privadas. O maior percentual de chiado no peito ocorreu nas Regibes
Sudeste (24,1%) e Sul (23,6%). Os Estados de Sao Paulo (29,4%) e do Rio Grande do Sul
(29,4%) apresentaram os maiores percentuais de meninas que relataram chiado no peito.
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Mudancas climaticas e condi¢des de vida desfavoraveis sao fatores que contribuem para a
ocorréncia de doencas respiratorias.

2.2 Violéncia no Transito

Entre adolescentes, acidentes por quedas representam metade do numero de
internagdes na regido sul e sudeste, enquanto lesdes provenientes de acidente de transito
teve maior propor¢céao no sudeste (20%) e nordeste (19%). Nao usar o cinto de seguranca,
dirigir veiculo antes da idade permitida, assim como o transporte em veiculos conduzidos
por pessoas que ingeriram bebida alcodlica, expde os adolescentes aos acidentes e risco
de morte.

O PeNSE 2015, traz dados de adolescentes que nunca ou raramente usaram cinto
de segurancga no banco da frente ou no banco de tras, 33,6% dos escolares entrevistados.
Observou-se que 35,7% das meninas e 31,3% dos meninos nunca ou raramente usaram
cinto de seguranca. Entre os alunos da escola privada, o percentual foi de 37,1%, maior do
que o registrado para os estudantes das escolas publicas (32,9%).

Adirecao de veiculo motorizado antes da idade permitida pela legislacao foi declarada
por 32,4% dos escolares, na sua maioria, na faixa etaria de 13 a 15 anos. A proporgéo
de meninos que declararam dirigir veiculos motorizados (45,2%) foi mais que duas vezes
superior a das alunas (20,3%). O percentual entre os alunos de escolas publicas foi maior
(33,9%) do que entre os de escolas privadas (23,6%). Os dias em que acontece um maior
namero de casos sao aos finais de semana, originario do consumo de alcool e/ou drogas.
(PENSE 2015).

2.3 Consumo do Alcool

A propagacé@o do consumo de bebidas alcodlicas e drogas esta relacionada aos
eventos de criminalidade entre adolescentes. O primeiro contato do adolescente com o
alcool é aproximadamente aos 13 e 14 anos, no caso de substéncias ilicitas € entre 14 a
16 anos. A ingestéo precoce do alcool tem relagédo a problemas de saude na idade adulta,
aumentando o risco de se tornar consumidor em excesso ao longo da vida. O consumo de
bebida alcodlica na adolescéncia se associa ao insucesso escolar, violéncias, acidentes, e
outros comportamentos de risco como tabagismo, uso de drogas ilicitas e sexo desprotegido.

O PeNSE de 2015 indicou que 55,5% dos escolares do 9° ano do ensino fundamental
responderam positivamente a experimentacéo de a uma lata de cerveja, uma taca de vinho
ou uma dose de cachaca ou uisque, sendo mais comum entre os alunos de escolas publicas
(56,2%) do que entre os das escolas privadas (51,2%). O indicador de experimentacao
do élcool foi de (25,1%) com as meninas, consumo atual superior ao observado para os
meninos (22,5%).

Fazer uso de drogas de maneira indiscriminada pode levar a dependéncia fisica e/ou
psicolégica, levando o jovem a uma maior vulnerabilidade a situagdes de riscos, sobretudo
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a violéncia fisica. A violéncia ndo causa somente danos fisicos, ela interfere no aspecto

emocional, moral e espiritual.

2.4 Atendimento no Pronto-Socorro

De acordo com o autor, o Programa de Saude do Adolescente — PROSAD, baseado no
Ministério da Saude (2003), vem relatando a necessidade de uma politica nacional integrada
para pessoas entre 10 a 20 anos, visando a melhora na qualidade de vida trabalhando com
a prevencao e reducdo da morbimortalidade. As a¢des do programa sdo norteadas pelo
principio de integralidade das a¢bes de salde, sendo necessaria a multidisciplinaridade
das questdes que a envolvem, e na integragéo intersetorial e interinstitucional respeitando
as diretrizes do SUS. E interessante identificar os agravos para que possa ser realizado
projetos educativos como medidas de prevengédo e controle. Questbes que envolvam
saude de jovens adolescentes tem relagcdo com a violéncia, acidentes de transito e o uso
de drogas envolvem em maior nimero individuos do sexo masculino. As mulheres estédo
mais vulneraveis a sofrerem violéncia sexual.

Segundo Martins e Andrade (2005), os fatores que levaram os adolescentes a
procurarem atendimento no pronto socorro foram quedas (33,9%), eventos de intencéo
indeterminada (31,8%), acidentes causados por forcas mecénicas inanimadas (15,5%)
— especialmente por penetracdo de corpo estranho em orificio natural (4,6%) ou através
da pele (3,2%) — e acidentes de transporte (7,0%). Acidentes por fatores externos foram
as principais causas de 6bitos nessa populagcéo, sendo acidentes de transporte (44,4%),
afogamento (16,7%) e aspiragdo de contetdo géstrico (11,1%).

Aregido do corpo que foi mais afetada por algum tipo de leséo foi a cabecga/pescoco.
Traumatismos superficiais e fraturas foram as causas predominantes entre os individuos
internados. Ja nos casos de 6bito, o traumatismo intracraniano foi a principal causa de
lesbes. A maior porcentagem dos atendimentos feitos pelos servicos de emergéncias é
com estudantes (92,52%), significando que a maior partes dos jovens se encontram em
atividade escolar, tornando-se uma situagéo favoravel para o processo de conscientizagédo
para a prevencgao a exposicao aos agravos de saude, trazendo a importancia da educagéo
para que seja 0 embasamento no combate a violéncia. No estudo de Ciampo et al. (2012)
0s adolescentes relataram ter recebido previamente orientacbes sobre a prevencéo de
danos, as informagdes foram obtidas através de unidades bésicas de salde (39,1%),

passada pelos familiares em casa (25%), por meio das midias (18,4%) e na escola (17,4%).

31 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

Para a realizagdo da pesquisa, foi utilizado o modelo de estudo tipo documental.
Investigacbes em fontes documentais “consiste em identificar, verificar e apreciar os
documentos com uma finalidade especifica” (SOUZA, 2011). A verificagdo da presencga da
tematica Saude foi feita por meio da anélise do Caderno do Professor de Educagéo Fisica
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(SAO PAULO, 2014), observando-se contetidos como textos, figuras, questdes, graficos,
experimentos e pesquisas propostas relacionadas ao tema Saude.

Nessa analise foram verificados os dois volumes correspondentes a cada semestre
do Caderno do Professor da disciplina de Educacéo Fisica, contemplando os todos os
anos do Ensino Médio. No total foram analisados seis Cadernos. Destaca-se a utilizagcéo
de dados secundérios a partir da identificacdo de prevaléncia de morbimortalidade dos
municipios investigados (DATASUS). Outros dados secundarios utilizados séo provenientes
do indice de Desenvolvimento Humano Municipal (IDH-M).

Foram escolhidas as séries do Ensino Médio para estudo, considerando que ja estao
finalizando o ensino basico, e precisam ter discernimento sobre questées que envolvam
Saude, como prevencéo de doengas, na manutencao da Saude, entre outros. O professor
deve orientar os alunos, buscando formar individuos auténomos e participativos para que
tenham uma concepgéo critica dos contetdos e contribuam significativamente perante a

sociedade.

41 RESULTADOS

4.1 A Educacio Fisica

Em véarios momentos, as Politicas Publicas ja ressaltaram a relevancia da abordagem
do tema Saude entre os contetdos da Educacéo Basica.

De acordo com os Parametros Curriculares Nacionais (PCNs) do Ensino Médio,
2000:

[...] Uma Educacéo Fisica atenta aos problemas do presente ndo podera
deixar de eleger, como uma das suas orientagdes centrais, a da educagéo
para a Saude. Se pretende prestar servigos a educagéo social dos alunos e
contribuir para uma vida produtiva, criativa e bem sucedida, a Educacgéo Fisica
encontra, na orientagdo pela educagéo da Saude, um meio de concretizagao
das suas pretensoes. (BRASIL, 2000, p. 34)

A Educacéo Fisica referente ao tema Saude apresenta o modelo biomédico, na maior
parte dos contetdos aparecem questdes biolégicas e fisiologicas. O PCN busca vincular
um conceito de Saude que ultrapasse o modelo bioldgico e informativo. Sdo consideradas
diversas abordagens que compde o panorama da Salde, abrangendo pontos referentes ao
estilo de vida, demandas sociais, histéricos e ambientais.

A escola possui as condigbes necessarias para transmitir informagdes sobre sadde,
através de acdes de educacdo e promogdo da saude. A educacgéao fisica escolar € um
elemento da 4rea da saude e um importante meio para a promog¢éo da saude.

Os conhecimentos apresentados sobre saude na escola trazem informagbes sobre
aspectos bioldgicos do corpo, descricdo de doencgas e suas causas e habitos saudaveis.
O tema saude disseminado pela midia sobre a atividade fisica ter relacdo com a fuga do
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sedentarismo, de se movimentar e ser ativo. E interessante que se compreenda o tema
saude de uma forma mais abrangente, ndo excluindo as questdes bioldgicas, mas trazendo
os determinantes sociais. Dessa forma, indica-se aproximagao dos ideais de salde coletiva,

levando em consideracéo os fatores externos e ndo somente a prética de exercicios.
4.2 A Proposta Curricular do Estado de Sao Paulo

Na Proposta Curricular do Estado de S&o Paulo, a tema saude é abordada nos
eixos tematicos, sendo eles “Corpo, saude e beleza”, “Lazer e trabalho”, “Ginastica” e
“Contemporaneidade”.

4.3 Dados Demograficos e Epidemioldgicos

O estudo tem como um dos objetivos, analisar o perfil de morbimortalidade em idade
escolar de diferentes municipios/regides de salude. Foi escolhida a regido de Presidente
Prudente — SP. Foi elaborado um quadro para expor 0 numero de individuos com idades
de 15 a 19 anos do sexo masculino, sexo feminino, o total de adolescentes e porcentagem
e populagéao total residente dos municipios da regido de saude de Presidente Prudente.

Municipio Masculino Feminino Total de Jovens % H;rgitfalnt s
Dracena 1.528 1.491 3.019 6.81 44.309
Junqueirépolis 768 604 1.372 6.86 19.973
Tupi Paulista 470 440 910 6.32 14.390
Alvares Machado 1.015 943 1.958 8.23 23.777
Presidente Prudente 7.988 7.567 15.555 7.48 207.725
Santo Anastécio 790 833 1.623 7.64 21.225

lepé 298 287 585 7.44 7.856

Rancharia 1.124 1.137 2.261 7.75 29.137
Presidente Epitacio 1.675 1.601 3.276 8.01 40.890
Presidente Vencelau 1.381 1.259 2.640 6.86 38.440
Rosana 837 831 1.668 8.81 18.920
Teodoro Sampaio 855 848 1.703 8.03 21.202

QUADRQO 1. Populacéo Residente de 15 a 19 anos (2009).
Fonte: IBGE, Censos e Estimativas (2009).

O Quadro 2 representa o percentual de mortalidade segundo grupo de causas —
CiD10.
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o I'D‘gg:‘;;ass IX.Doencas XX. Causas Demais
Manicplo | iecciosase | dolpareho | Exemasde | Causas | Tom
Parasitarias

Dracena - - 100 - 100
Junqueirépolis - - 100 - 100
Tupi Paulista - - 100 - 100
Alvares Machado - - 100 - 100
Presidente Prudente - - 100 - 100
Santo Anastéacio = = = 100 100

lepé - - - - -
Rancharia 100 = = = 100
Presidente Epitacio - 20 80 - 100
Presidente Vencelau = = = 100 100

Rosana - - - - -

Teodoro Sampaio = = = s =

QUADRO 2. Mortalidade Proporcional (%) de 15 a 19 anos Segundo Grupo de Causas - CID10.
Fonte: SIM. Situacéo de bases de dados nacional em 14/12/2009.

Em relagdo a mortalidade, ao analisar o quadro é possivel observar que a maior causa
de mortes entre adolescentes de 15 a 19 anos se deve a causas externas de morbidade
e mortalidade, seguido de demais causas definidas, doencgas infeciosas e parasitarias, e
doencas do aparelho circulatorio.

Foi organizado um quadro que representa a distribuicdo percentual das internagdes
de adolescentes de 15 a 19 anos por grupo de causas CID10.
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%
Total

53 | 26 | 56| 18| 1,1 | 1383 ] - 64 | 12 | 101 | 27 32 | 44
- | o9 | 14|18 | 20 | 11| - - - 05 | 14 - 0,75
- 17 | 28 | 27 | 11 - 26| 1.7 | 04 - - - 1,08

05 - 14| - | 11| o6 |51 ] 25 | 12 : . 05 | 1,07

62 | 26 | - - | 54 | 17 | 51| 55 | 24 | 15 | 20 11 | 250
- - - | 18] 14| 11 | 51| o8 = 05 | 07 16 | 1,08
- 1,7 - 0,9 - 11 2,6 - 0,4 - - - 0,55
. . . - | 02 : g - 04 - - - 0,05

1.4 - - P T 2 2.1 08 | 15 - 05 | 078

11,0 | 205 | 83 | 27 | 60 | 21,5 | 154 | 165 | 122 | 17,7 | 4,1 183 | 12,85

8,1 7,7 | 23,6 | 81 6,5 6,6 2,6 6,8 8,6 5,1 6,8 3,8 11,31

0,5 0,9 - 3,6 3,4 11 ° 1,7 1,6 = 2,0 1,1 1,32

0,5 - 1.4 | 2,7 11 0,6 - 0,8 0,8 0,5 2,0 11 0,95

11,5 | 120 [ 13,9 | 16,2 | 9,9 13,8 | 20,5 | 11,0 9,8 12,6 6,1 16,7 | 12,83

46,9 | 40,2 | 27,8 | 45,0 | 46,7 | 254 | 38,5 28,4 42,9 | 38,9 62,2 41,9 40,4

0,5 - - - | o1 - - - - - - 0,5 | 0,09
0,5 - | 42|27 ] 02 - - - 08 | 05 1,4 16 | 099
- 34 [ 56| - | 06 | 17 | - 1,7 - 0,5 - 11 | 1,21

7,2 5,1 42 | 8,1 9,9 6,6 2,6 11,4 14,3 9,6 2,7 7,0 10,64

- 0,9 - 1,8 1,7 2,2 = 2,5 2,0 0,5 6,1 = 1,47

100 100 | 100 | 100 | 100 100 | 100 100 100 100 100 100

QUADRQO 3. Distribuicdo Percentual das Internag6es por Grupo de Causas de 15 a 19 anos — CID10
(2009).

Fonte: SIH/SUS. Situagéo de bases de dados nacional em 03/05/2010.
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51 DISCUSSAO

A proposta aborda temas pertinentes a realidade do jovem escolar, porém, quando
relacionamos as causas de mortalidade e morbidade nos municipios/regido de saude de
Presidente Prudente, uma parte néao é trabalhada na disciplina de educagéo fisica.

A respeito dos indices da regido, os contetdos que se aproximam da realidade
local sdo 6bitos por causas externas de morbidade e mortalidade, identificando os fatores
de risco ligados a elas; os efeitos prejudiciais das bebidas alcodlicas como aumentar os
riscos do individuo se envolver em acidentes de transito, provocando mortes ou ferimentos
graves em passageiros e pedestres; o aumento dos riscos de homicidios, suicidios, quedas,
afogamentos e outros tipos de violéncia e acidentes; e problemas de saude como doengas
cardiovasculares, respiratorias e neurolégicas, além de aumentar a incidéncia de varios
tipos de céncer.

De acordo com a PENSE 2015, os adolescentes quando questionados sobre a
frequéncia com que os colegas da escola esculacharam, zoaram, mangaram, intimidaram
ou cacoaram tanto que o aluno ficou magoado, incomodado, aborrecido, ofendido ou
humilhado, 7,4% dos escolares brasileiros afirmaram que na maior parte do tempo ou
sempre se sentiram humilhados por provocagdes. Os indicadores foram proximos para os
estudantes do sexo masculino (7,6%) e feminino (7,2%).

Entre os alunos das escolas publicas, o percentual foi de 7,6% e entre os das
escolas privadas, 6,5%. Do total de escolares entrevistados, 53,4% responderam nenhuma
vez, e 39,2%, raramente ou as vezes se sentiram humilhados por provocagoes feitas pelos
colegas.

ARegido Sudeste apresentou o maior percentual (8,3%) de escolares que declararam
sofrer constrangimento ou humilhagdo na maior parte do tempo ou sempre. O Estado de
Sao Paulo (9,0%) foi o estado com maior percentual (PENSE, 2015). Os principais motivos
das provocages séo a aparéncia do corpo (15,6%) e aparéncia do rosto (10,9%).

61 CONSIDERACOES

Ter conhecimento sobre o perfil de morbidade entre os adolescentes é de grande
importancia, para propiciar contribuicdes a serem adotadas como medidas preventivas
a partir de implementacdes de politicas publicas na area da saude. Esse fato configura
um problema de ampla propor¢éo por envolver diferentes fatores, e para encarar o fato é
preciso coordenar e sistematizar esfor¢os de diversos setores governamentais, segmentos
sociais e da populagéo em geral. A promog¢éo da saude se configura em uma agéo politica e
social visando a adoc¢éo de habitos saudaveis sendo eles individuais e coletivos, e também
na criacdo de espacgos seguros e adequados para a populacéo.

A Politica de Promocao da Salde tem a finalidade de originar uma melhor qualidade
de vida, sendo ela fisica, emocional, psicologica e social e conta com o fortalecimento de
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agbes comunitarias. E importante identificar o 6rgéo responsavel em priorizar medidas
preventivas de salude, quando se tem investimento em prevencgdes primarias, menor sera
o custo com o atendimento as vitimas, com o propoésito de reduzir a morbimortalidade por
acidentes e violéncia e contribuir para a qualidade de vida da populacéo.

Compreende-se que a tematica Saude pode estar presente em outras disciplinas,
assim como € sugerido na proposta curricular, fazendo a inter-relagéo entre os conteudos
nas diferentes disciplinas. Os temas inter-relacionados sdo importantes para reforcar
e resignificar os contetudos tornando-os mais significativos ao aprendizado dos alunos.
Futuros estudos sobre a tematica Saude na Proposta Curricular do Estado de Séo Paulo
poderéo analisar todas as disciplinas para verificar a presen¢a do conteddo em questéo e
se adequam a realidade proxima aos alunos, e a maneira em que séo abordados.

Os conteldos relacionados a Saude presentes no Caderno do Professor sao
assuntos importantes e necessarios e a dindmica sugerida para o desenvolvimento do
conteudo € interessante, porém os conteldos poderiam ser complementados, com
temas importantes que estdo presente no dia-a-dia, como €& o caso, por exemplo, da
automedicacéo, prevengéo de lesdes, corregdo postural e primeiros socorros. E necessario
que os professores conhecam a realidade trabalhada para dar énfases nos assuntos mais
préximos dos alunos, tornando o aprendizado mais prazeroso e significativo.
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