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APRESENTACAO

As Ciéncias Biologicas é o campo do conhecimento que estuda a vida
sob seus diferentes aspectos, como a fauna, a flora e outros seres vivos —
inclusive o ser humano — além da forma como ela interage com o meio ambiente
no planeta como um todo. As pesquisas realizadas por décadas abordando essa
area nos forneceu dados para discutirmos a origem, a evolucédo, a adaptacao
e o funcionamento das espécies, bem como as relagdes dos organismos entre
si, 0 que é extremamente importante para a implementacdo de politicas de
conservagao dos recursos naturais e de manutencé@o de espécies ameacgadas
em extin¢do. Por outro lado, as Ciéncias Biologicas consegue interagir em nivel
cientifico com areas como a industria, a tecnologia farmacéutica, a pesquisa de
base, a educacgédo, a biomedicina, a medicina etc.

Na obra aqui apresentada, “Ciéncias Biolégicas: Tendéncias teméticas,
realidades e virtualidades”, é proposta uma discussdo sobre implementagéo
de novas tecnologias, educacéo e conservagao através de seus 10 capitulos,
compostos por artigos cientificos originais e revisdes bibliograficas atuais,
baseadas em trabalhos de pesquisa realizados em universidades e importantes
centros de pesquisa. Por apresentar uma diversidade de temas bastante ampla
em seu conteldo, esta obra se torna perfeita para trazer ao seu leitor um olhar
diferenciado, apresentando diferentes areas profissionais se conectando e
usando as Ciéncias Bioldgicas como fio condutor, agregando conhecimento
atual e aplicado.

A Atena Editora, prezando pela qualidade, conta com um corpo editorial
formado por mestres e doutores formados nas melhores universidades do
Brasil para revisar suas obras; isto garante que vocé tera uma obra relevante e
qualidade em suas maos. Esperamos que vocé aproveite. Boa leitura!

Daniela Reis Joaquim de Freitas
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CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO DE TRANSISTOR DE EFEITO
DE CAMPO COM PORTA ESTENDIDA (EGFET)
PARA QUANTIFICACAO DA MASSA DE FOSFORO
REMOVIDA DE PACIENTES RENAIS CRONICOS NAS
SESSOES DE HEMODIALISE

Sergio Henrique Fernandes
Universidade Tecnologica Federal do
Parana (UTFPR), Campo Mouréao -
Parana

RESUMO: O trabalho a ser apresentado é
o resultado da pesquisa sobre o transistor
de efeito de campo com porta estendida
(EGFET) que contribuiu para a avaliagéo
do processo de hemodialise no tratamento
para pacientes renais cronicos. Trata-se
de uma inovagéo, que permitira ao médico
nefrologista o controle do nivel de fésforo
no organismo do paciente renal cronico, e
portanto um passo a mais na ciéncia médica
com a contribuicdo do dispositivo EGFET
fabricado. Substéncias em excesso como
o fosforo sdo prejudiciais ao organismo, e
o controle do nivel sérico no paciente renal
cronico, durante a hemodialise, representa
um desafio aos nefrologistas. O nivel
de foésforo no sangue acima do normal
(hiperfosfatemia) esta associado a casos de
o6bitos de pacientes renais crénicos. A partir
desse problema entdo, foi desenvolvido
um transistor de efeito de campo com
porta estendida (EGFET) para ser utilizado
na quantificacdo da massa de fésforo

Data de aceite: 02/01/2023

no dialisato total final extraida durante o
processo de hemodidlise. Inicialmente para
a fabricacdo do EGFET foi projetado um
dispositivo eletrolito-isolante-semicondutor
(EIS), composto por um filme fino de 6xido
de aluminio (AL,O,) depositado sobre uma
estrutura composta de uma camada fina
de oxido de silicio (SiO,) sobre o substrato
de silicio. O dispositivo EIS foi conectado a
porta (gate) de um MOSFET comercial para
formar o EGFET. Além disso, foi fabricado
um eletrodo de referéncia contendo uma
membrana ion-seletiva a base de poli alcool
vinilico com insercdo de iono6foro para o ion
fosfato, para ser utilizado no EGFET. Os
resultados obtidos das curvas da corrente
de saturagéo I 4 e das curvas de V 4, em
funcdo da concentracéo de fosfato medida
no intervalo de zero a 7 mg/dL no dialisato
total final (DTF), e sensibilidade de 97 mV/
(mg/dL), mostraram que o EGFET fabricado
€ uma solucédo inovadora nas medidas da
concentragéo de fosfato no DTF em tempo
real, e com a contribuicdo da quantificagéo
da massa de fosforo que é removida do
paciente renal crénico durante a sessao
de hemodialise. Isso permitira ao médico
nefrologista o controle do nivel de fésforo
no organismo do paciente renal crdnico,
e assim, evitando a hiperfosfatemia. Um

Ciéncias Biologicas: Tendéncias tematicas, realidades e virtualidades

Capitulo 1



circuito condicionador do sinal de resposta do EGFET foi fabricado a fim de possibilitar
a leitura das medidas da concentracao de fosfato no DTF que sédo realizadas em tempo
real. Com o circuito condicionador do sinal do EGFET foi obtida uma sensibilidade de
694 mV/(mg/dL), com uma margem de erro de 6%, e com leitura minima na medida da
concentragéo de fosfato de 0,4 mg/dL. Para comprovacao do experimento, foi realizado teste
do EGFET em amostra do DTF fornecida pelo Departamento de Clinica Médica (Nefrologia)
da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, e o resultado
obtido foi comparado com o realizado em laboratério, e que o resultado obtido com o EGFET
apresentou inicialmente uma margem de erro de aproximadamente 15%. Essa diferenca
foi reduzida para aproximadamente 4,4% ajustando a tensdo no eletrodo de referéncia do
EGFET. Portanto, a metodologia proposta, o dispositivo sensor fabricado e o circuito obtido,
possibilitaram uma solugéo inovadora na analise em tempo real da concentragdo do ion
fosfato em pacientes nas sessdes de hemodialise.

PALAVRAS-CHAVE: Transistor de efeito de campo, 6xido de aluminio, hemodialise, fosfato,
filmes finos.

ABSTRACT: The work to be presented is the result of research on the extended gate field
effect transistor (EGFET) that contributed to the evaluation of the hemodialysis process in
the treatment for chronic renal patients. It is an innovation that will allow the nephrologist to
control the level of phosphorus in the body of the chronic kidney patient and therefore a further
step in medical science with the contribution of the manufactured EGFET device. Excessive
substances such as phosphorus are harmful to the body, and the control of serum levels in
chronic renal patients during hemodialysis represents a challenge for nephrologists. The level
of phosphorus in the blood above normal (hyperphosphatemia) is associated with cases of
death in chronic renal patients. From this problem, an extended field effect transistor (EGFET)
was developed to be used in the quantification of the phosphorus mass in the final total dialysate
extracted during the hemodialysis process. Initially for the manufacture of EGFET, designed
electrolyte-insulating-semiconductor (EIS) devices, composed of thin film of aluminum oxide
(AlL,O,) deposited on a structure composed of a thin layer of silicon oxide (SiO,) on the silicon
substrate were used. EIS device was connected to the gate of a commercial MOSFET to form
the EGFET. In addition, a reference electrode was manufactured containing an ion-selective
membrane based on polyvinyl alcohol with ionophore insertion for the phosphate ion, to be
used in EGFET. The results obtained from the curves of the I saturation current and the V ;¢
curves as a function of the phosphate concentration measured in the range of zero to 7 mg/
dL in the final total dialysate (FTD), and sensitivity of 97 mV/(mg/dL), showed that EGFET
manufactured is an innovative solution in the measurement of phosphate concentration in FTD
in real time, and with the contribution of quantification of the phosphorus mass that is removed
from the chronic renal patient during the hemodialysis session. This will allow the nephrologist
to control the level of phosphorus in the body of the chronic kidney patient, and thus avoid
hyperphosphatemia. A conditioner circuit of the EGFET response signal was manufactured
and connected to an Arduino, in order to allow the reading of the phosphate concentration
measurements in the FTD that are performed in real time, in which in this conditioner circuit
of the EGFET signal was obtained a sensitivity of 694 mV/(mg/dL), with a margin of error of
6%, and with a minimum reading in the measurement of the phosphate concentration of 0,4
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mg/dL. To prove the experiment, an EGFET test was performed on a FTD sample provided
by the Department of Clinical Medicine (Nephrology) at the Faculty of Medical Sciences of
the State University of Campinas, and the result obtained was compared with that performed
in the laboratory, and that the result obtained with EGFET presented an error margin of
approximately 15%. This difference was reduced to approximately 4.4% by adjusting the
voltage at the EGFET reference electrode. Therefore, the proposed methodology, the sensor
device manufactured and the circuit obtained, allowed an innovative solution in the real-time
analysis of the concentration of phosphate ion in patients in hemodialysis sessions.
KEYWORDS: Field effect transistor, aluminum oxide, hemodialysis, phosphate, thin films.

11 INTRODUGAO

O estudo e o desenvolvimento de sensores quimicos, atualmente tem se
intensificado com diversas aplicagdes nos campos industrial, ambiental e biomédico [1].
Muitos trabalhos destacam-se pela constante procura de aperfeicoamento e inovacao nessa
ampla area de atuacéo, incluindo o transistor de efeito de campo sensivel a ions (ISFET)
(acrbnico de lon-Sensitive Field Effect Transistor), [2]. Esta tecnologia permite a producao
em massa dos dispositivos, tornando-os de baixo custo [3]. No campo dos sensores de
estado solido, destacam-se aqueles construidos com tecnologia microeletrénica [4]. O
ISFET é um dos mais investigados sensores quimicos baseado no transistor de efeito
de campo com estrutura metal-6xido-semicondutor (MOSFET) (acrénico de Metal-Oxide-
Semiconductor Field Effect Transistor), inventado em 1970 [5], [6], em que sua principal
caracteristica é a auséncia do contato metalico da porta como em um transistor de efeito
de campo convencional. A Figura 1 ilustra essa diferenca e apresenta uma configuracao
elétrica comum para ambos os dispositivos.

Eletrodo
—_ de

Referéncia

Fonte Porta Dreno

Si-P

Si-P

l |

[CJAluminio EDiéxido de Silicio EMIsolador [ JSolu¢io

Figura-1: llustra a diferenga entre o MOSFET e o ISFET e apresenta uma configuragdo elétrica comum
para ambos os dispositivos.

Assim, na Figura 1 podemos notar as regiées de fonte e dreno e os contatos de
porta, fonte, dreno e substrato para o transistor convencional, e a substituicdo do contato
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de porta pelo eletrodo de referéncia no ISFET.

Mais recentemente surgiu um novo dispositivo similar ao ISFET, o transistor de
efeito de campo com porta estendida (EGFET - Extended Gate Field Effect Transistor) [7].
Nesse dispositivo, um sensor liga-se eletricamente ao terminal de um transistor de efeito
de campo (MOSFET), como ilustra a Figura 2. Garantindo ao EGFET flexibilidade, uma
vez que o elétrodo de referéncia pode ser substituido outro, e os transistores usados sao

acessiveis e reutilizaveis, tornando-se um 6timo sensor.

Eletrodo
de
Referéncia
Si-P = Si-p
l MOSFET Sensor

[ClAluminio EDioéxido de Silicio EMIsolador [ ISolugdo

Figura-2: llustra o dispositivo EGFET, composto por um MOSFET conectado a um sensor.

Quando o sensor é colocado em contato com a solugédo, os ions presentes na
solugcéo interagem com a superficie sensitiva do sensor sendo adsorvidas. O potencial
gerado pelos ions adsorvidos modula a tensdo na porta do transistor e, desta maneira,
pode-se determinar a concentragdo dos ions presentes na solugdo de acordo com a
magnitude da resposta do transistor [8].

21 OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho foi 0 desenvolvimento de um transistor de efeito
de campo com porta estendida (EGFET - Extended Gate Field Effect Transistor), com a
aplicacéo inédita de ser capaz de medir em tempo real a concentragéo de ion fosfato em
liquido pos-hemodialise (liquido esse drenado da maquina de hemodialise chamado de
dialisato total final).

Como parte integrante do objetivo, foi desenvolvido um dispositivo EIS (Eletrélito-
Isolante-Semicondutor) sensivel ao ion fosfato para ser conectado a porta do EGFET, e
como eletrodo de referéncia do dispositivo EIS, foi desenvolvido um eletrodo ion-seletivo
para o fosfato.

Também é objetivo deste trabalho, o projeto de circuitos eletrénicos para o
condicionamento do sinal de saida para o dispositivo EGFET de baixo custo. Este
dispositivo pode ser conectado a maquina de hemodialise e permitir a leitura da medida
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da concentracéo de fosfato no dialisato total final, em tempo real, e assim, possibilitar
ao meédico nefrologista quantificar a massa de foésforo que € removida do paciente renal
crénico durante a sessédo de hemodiélise.

Aimportancia da realizagdo desse trabalho, € que o controle do nivel sérico de fésforo
do paciente renal crénico representa um desafio para o médico nefrologista, e atualmente a
quantificacdo da massa de fésforo que é removida do paciente renal cronico na sessao de
hemodialise, ndo € realizada em todas as sessbes de hemodidlise, e quando é feita, se faz
através de analise laboratorial de amostra do dialisato total final. E esta analise é grande
importancia o monitoramento do nivel de fésforo do paciente por parte do médico. Pois o
nivel elevado de fésforo (hiperfosfatemia) promove, a deposi¢éo de cristais de fosfato de
calcio em tecidos moles, particularmente nas paredes de vasos. Evidéncia epidemiolégica
demonstra associacdo entre niveis elevados de fésforo e aumento de mortalidade [9].

O elemento fésforo constitui 1% do peso corporal total e € o sexto elemento
mais prevalente no organismo, principalmente na forma de fosfato, sendo 85% no
esqueleto, 15% no intracelular e 0,1% no fluido extracelular [10]. O ion fosfato € um anion
predominantemente intracelular e é encontrado na forma inorgénica ou como componente
de numerosos compostos. Além de ser essencial para integridade do esqueleto, o fésforo
também participa de inUmeras reagbes bioquimicas, incluindo transmisséo de impulsos
nervosos, metabolismo energético e atividades enzimaticas [10], [11].

O rim exerce um papel fundamental na regulagcdo da homeostase do fosforo. A
maior parte do fésforo inorganico no plasma (90 a 95%) é filtravel nos glomérulos (células
de filtragem do rim). Aproximadamente 80 a 90% da carga filtrada s&o reabsorvidas nos
tubulos renais e o remanescente excretado na urina. A manutengcédo de niveis séricos
adequados de fésforo € um desafio constante para os profissionais da saude ligados a
nefrologia tanto quanto para os pacientes. Retencao de fésforo e hiperfosfatemia (nivel
de fosforo no sangue acima do normal) s&o comumente presentes nos pacientes renais
cronicos e sao fatores envolvidos na calcificacdo extra 6ssea [12]-[14]. Niveis elevados de
fosforo também séo associados a maior mortalidade nos pacientes em diélise [15]. Logo
o processo de hemodidlise remove o fésforo por difusdo e convecgdo, mas em geral de
forma insuficiente para manter um balanco neutro do nivel sérico de fésforo [16], [17]. A
limitagdo para a remocéo do excesso de fosforo durante o procedimento dialitico se deve
principalmente a sua cinética entre os compartimentos intracelular e extracelular.

Na hemodialise, 0 sangue, carregado de toxinas é desviado do paciente para um
aparelho, um dialisador, que por difuséo, retira as toxinas, que em seguida é devolvido
ao paciente [18]. O liquido po6s-diélise contendo toxinas retiradas do sangue é drenado e
descartado (dialisato total final).

A Figura 3 mostra a representacdo da remocéao das toxinas do sangue através do
dialisador em um ciclo.
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Figura-3: llustragéo do ciclo de filtragem do sangue através do dialisador.

O ciclo de filtragem do sangue que ocorre no dialisador, como mostrado na Figura 3,
€ um processo de difusdo entre o sangue e o dialisato, ou seja, a concentragao de toxinas
sendo maior no sangue do que no dialisato, € difundida para o dialisato, que sera drenado
da maquina de hemodialise.

A remocéo de fosforo ocorre principalmente entre 60 a 90 minutos da sesséo de
hemodialise, decaindo a seguir [19]. Isto se deve ao fato de o fosforo estar presente em
grande quantidade no compartimento intracelular e, a medida que o fésforo € removido do
sangue para o dialisato, ha uma transferéncia de fosforo do intracelular para o compartimento
sanguineo, no entanto de forma mais lenta do que sua remocéo pela dialise [20].

O principal fator determinante da quantidade de fosforo removido é o seu nivel
sérico no inicio da hemodialise [21]. No entanto, outros fatores podem influenciar a sua
remogdo, como fatores hormonais e o estado de remodelacédo Ossea. A remodelacao
Ossea, estimulada pelo horménio da paratiredide (PTH), também afeta a remocéo de
fésforo. Niveis mais elevados do horménio da paratiredide (PTH) estdo associados com
maior remocéao de fésforo [22].

A Figura 4 mostra a localizagé@o das glandulas paratire6ides no corpo humano.
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Figura-4: llustragédo da localizagdo das glandulas paratireoides.

O horménio produzido pelas paratirebides, Figura 4, é responsavel pelo controle dos
niveis sanguineos de calcio, fosforo e vitamina D.

O horménio da paratiredide (PTH) age retirando calcio dos ossos, aumentando a
eliminagéo renal de fosforo e estimulando a producgéo renal de vitamina D ativada. A falta
de vitamina D ativada e o excesso de fosforo no sangue que ocorrem na insuficiéncia renal
estimulam a producéo de PTH. O problema € que, com rins doentes, por mais que haja
PTH, ndo ha como produzir vitamina D ou excretar fésforo na urina. A Unica acdo que o
PTH consegue exercer é retirar o célcio do osso. Ou seja, a remodelacao éssea influencia
na remogéo de fésforo durante a dialise.

Dessa forma percebe-se que a remodelagéo 6ssea deve ser levada em consideracao
nos futuros modelos de calculo da cinética do foésforo, assim como na escolha da solugéo
do dialisato mais apropriada para cada paciente em tratamento hemodialitico. A remocgéao
de fésforo durante a didlise afeta o equilibrio do metabolismo mineral. Por hip6tese o
metabolismo mineral e 6sseo pode, por sua vez, afetar a cinética do ion durante a dialise
[23].

O método comumente empregado para a determinagdo da quantidade de fosfato
removido de pacientes renais crénicos € através de analise quimica da solu¢éo do dialisato
total final. Amostras do dialisato total final para dosagem de fosforo séo coletadas apoés
drenagem no inicio e no final da sessao de hemodialise. A Figura 5 ilustra o ponto de coleta
apoés drenagem.

A determinacéo da remocdo de fosforo durante a hemodialise [24] segue essa
formula:

C
My = TEx Vyy (1

Onde,
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M, representa a massa de fésforo removida em mg;
C, representa a concentragéo de fosforo em mg/dL;
V. representa o volume do dialisato total final em L.

Heparina

Sangue

1Drenagem

Dialisato Total Final
(Ponto de coleta)

Solugdo de dialise
(Dialisato)

Figura-5: llustragéo do ponto de coleta das amostras do dialisato total final para dosagem de fosforo.

Na Figura 5 notamos dois circuitos de fluidos, o do sangue que ¢€ circuito fechado, e
do dialisato que € um circuito aberto, onde nesse ha renovacao do dialisato que alimenta o
dialisador, e que o sangue e o dialisato se movimentam em sentidos opostos no dialisador.
O liquido que é descartado (drenado) da maquina de hemodialise é chamado de dialisato
total final (DTF).

Esse processo de avaliagdo da massa extraida de fosforo durante a hemodialise
geralmente s6 é realizado em pesquisas clinicas, contudo o médico precisa quantificar
a massa de fésforo removida através do liquido pés-didlise drenado do paciente para
se conhecer a concentracdao do ion fosforo no sangue do paciente apds a sesséo de
hemodialise. Sendo essa andlise necessaria, pois a medida da depuracgéo da ureia calculada
pela ureia sérica pode néo refletir a remocéo total de outros solutos com diferentes pesos
moleculares e cinéticas, tal como o fésforo [21]. A cinética da ureia é bicompartimental e
apresenta uma remogao constante no curso da sess@o de hemodialise, enquanto o fosforo
tem um comportamento multicompartimental [21].

Niveis elevados do fésforo no sangue podem acarretar danos consideraveis
ao organismo humano. Quando em excesso, o ion fésforo sanguineo liga-se ao calcio
circulante, formando o fosfato de calcio, uma substancia insolUvel que se precipita nos
vasos sanguineos [15]. Os niveis de fésforo nos pacientes com insuficiéncia renal fora de

dialise, deve ficar entre 2,7 e 4,6 mg/dl, e nos pacientes em didlise os valores devem estar
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entre de 3,5 e 5,5 mg/dl [25]. O resultado final é a calcificagdo destes vasos, obstruindo o
fluxo de sangue. Uma das principais causas de morte em pacientes com insuficiéncia renal
sdo as doencas cardiovasculares como infarto e acidente vascular cerebral [15]. Sendo
este tipo de analise da concentrag¢édo de fésforo no liquido pés-hemodialise (dialisato total
final) essencial para o paciente renal cronico.

31 MATERIAIS E METODOS

Para a fabricacédo do EGFET, inicialmente foi projetado e caracterizado o dispositivo
EIS (Eletrélito-Isolante-Semicondutor) contendo como dielétrico a sobreposicéo do 6xido
de aluminio sobre o 6xido de silicio crescido por oxidagcdo seca a partir de um substrato
de silicio, formando assim a estrutura Al,0./SiO,/Si. O Oxido de aluminio foi obtido pelo
processo de sputtering reativo. Na fabricacdo do dispositivo EIS foram utilizadas I1aminas
de silicio tipo N com orientacéo cristalografica (100) e com resistividade de 1 a 10 Q/cm.
Sobre o 6xido de aluminio foi depositado um polimero isolante SU8-2005 a base de acetato
de metoxi propanol, um fotorresiste negativo formado por oito grupos epoxi reticulados,
através do método de fotogravacao formando uma estrutura no formato de um pog¢o com
parede, como ilustrado na figura (6), permitindo que a solugéo entre em contato com o 6xido
e assim possibilitando que a medida seja realizada somente naquela regido. Para formar
o eletrodo na base inferior do dispositivio foi depositado uma fina camada de aluminio por
pulverizacao catédica (sputtering).

Eletrélito

Figura-6: Estrutura do dispositivo eletrélito isolante semicondutor (EIS).

3.1 Fabricacéao do dispositivo EIS

A seguir € apresentada a sequéncia das etapas de fabricacao do dispositivo EIS.

3.1.1. Lamina de silicio tipo P com orientacao cristalografica <100>. Caracterizagéo,
medida da espessura com reldégio comparador e da resistividade da lamina através
da técnica de quatro pontas.
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3.1.2. Limpeza quimica completa da lamina.

3.1.3. Oxidagéo seca para formacdo de camada fina de didxido de silicio no
dispositivo, Figura 7.

B siicio Oxido de Silicio

Figura-7: Oxidagéo seca da lamina

3.1.4. Apés a oxidacao seca, a amostra € submetida a limpeza organica que visa
remover 0s compostos organicos resultantes de etapas anteriores.

3.1.5. Deposicdo de Oxido metalico (ALO,) por pulverizagdo catodica reativa
(sputtering reativo) sobre a camada de SiO, da estrutura anterior, Figura 8.

B siicio Oxido de Silicio || Oxido de Aluminio

Figura-8: Amostra com éxido de aluminio depositado.

3.1.6. Uma fina camada de aluminio é aplicada nas costas da estrutura anterior por
sputtering, Figura 9.

B siicio Oxido de Silicio [ Oxido de Aluminio Aluminio

Figura-9: Deposicéo do eletrodo inferior.

3.1.7. Uma camada de fotorresiste negativo SU8-2005 a base de acetato de metoxi
propanol é aplicada sobre a camada com 6xido de aluminio (Al,O,), Figura 10.
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B siicio Oxido de Silicio Oxido de Aluminio Auminio [ sus

Figura-10: Deposigao do fotorresiste SU8-2005 sobre o 6xido de aluminio.

3.1.8. Processo litogréfico. Utilizando-se uma mascara, executa-se a fotogravagéo
do local para abertura na camada do fotorresiste negativo SU8-2005. Essa abertura
permite que o eletrolito entre em contato direto com a camada de 6xido de aluminio
do dispositivo, Figura 11.

B siicio Oxido de Silicio Oxido de Aluminio Auminio [ sus

Figura-11: Dispositivo EIS finalizado.
Na Figura 12 temos a imagem do dispositivo EIS concluido, as regides que ficaram

sem o fotorresiste SU8, sdo aquelas que ndo foram sensibilizadas pela luz ultravioleta, e as
regides que foram sensibilizadas permaneceram.

Figura-12: Imagem do dispositivo EIS concluido.

3.2 Fabricacao do EGFET

O dispositivo EGFET fabricado é composto pelo dispositivo EIS fabricado conectado
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a porta do MOSFET comercial modelo IRF540. A Figura 13, apresenta o circuito elétrico do
dispositivo EGFET.

—0
DREMO
|H— MOSFET
zl | IRF540
Seumt limn auns
EIS
¢

L

Figura-13: Circuito elétrico que compdem o dispositivo EGFET fabricado.

Devido a flutuagdes elétricas que a porta do transistor pode sofrer, adota-se uma
chave interruptora ligada a porta do transistor e conectado a terra a fim de descarregar o
MOSFET entre uma medida e outra, evitando assim possiveis cargas residuais acumuladas.

3.3 Fabricacdo da membrana polimérica ion seletiva

Utilizou-se neste trabalho, para a fabricacdo da membrana ion-seletiva, o polimero
poli alcool vinilico (PVA). As membranas foram preparadas a partir da solubilizagéo de 2 g
de PVA em 40 ml de 4gua deionizada e 4 ml de é&lcool isopropilico a aproximadamente 85
°C sob agitacdo mecéanica constante por aproximadamente 20 minutos.

O polimero poli alcool vinilico (PVA) tem se mostrado atrativo para a preparacao
de membranas, por causa de sua alta permeabilidade de agua e boas propriedades para
formar filmes.

E a principal funcdo dessa membrana nesse trabalho é a sua seletividade em
relagdo ao ion fosfato, para que essa finalidade fosse alcancada, foi preciso inserir na
matriz polimérica do PVA o composto orgénico dietilenotriamina, para auxiliar o transporte
do ion fosfato dentro do polimero [26], [27].

Dessa maneira, o eletrodo de referéncia utilizado no dispositivo EIS que compdem o
EGFET é composto de um tubo plastico contendo no seu interior uma membrana polimérica
ion-seletiva formada pelo poli alcool vinilico (PVA) com adi¢éo do ionéforo dietilenotriamina,
onde nesse polimero foi introduzido um fio de cobre, como ilustra a Figura 14.
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Figura-14: (a) llustracéo do eletrodo de referéncia, (b) Imagem do eletrodo de referéncia utilizado no
dispositivo EIS do EGFET fabricado.

Na Figura 14 temos o eletrodo de referéncia que foi fabricado com a membrana ion-
seletiva a base de PVA utilizado no EGFET com a finalidade de aumentar a seletividade nas
medidas da concentracao do ion fosfato.

41 MEDIDAS DA CONCENTRAGCAO DE FOSFATO NO DTF

A Figura 15 mostra o esquematico do EGFET, que é composto pelo eletrodo de
referéncia contendo a membrana ion-seletiva, pelo dispositivo EIS, e pelo MOSFET IRF540,
que sao conectados apropriadamente ao analisador de parametros de semicondutores
keithley modelo 4200 SCS.

Eletrodo
de KEITHLEY
referéncia MOSFET 4200 5CS
Eletrolito
[ORONO]
Dispositivo

EIS

Push -
button

g

Figura-15: Esquematico do EGFET utilizado na caracterizacao elétrica das medidas da concentragcao
de fosfato.

Na Figura 15, o eletrodo de referéncia € o mesmo que ja foi mostrado na Figura
14, e o dispositivo push button (interruptor) € utilizado para descarregar possiveis cargas
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acumuladas no MOSFET entre uma medida e outra.

Para as medidas da concentracdo de fosfato no dialisato total final (DTF), foram
levantadas curvas |, versus V4 utilizando solugbes com diferentes concentragbes de
fosfato dissolvidos na solu¢do do DTF. Nessa caracteriza¢do a tenséo aplicada no eletrodo
de referéncia do EGFET foi de 3,45 V, que é a tensado de limiar do transistor IRF540.
Para a realizagdo das medidas da concentragé@o de fosfato no DTF, sobre a superficie do
dispositivo EIS foi colocada uma gota de 10 yL de solucdo de fosfato dissolvido no DTF
(eletrdlito) para cada uma das concentragcdes analisadas (zero a 7 mg/dL). O eletrodo de
referéncia foi aproximado até entrar em contato com o eletrélito. O contato do corpo foi
feito pelo substrato de Si pressionado sobre a base metélica da estacéo de provas. Entéo,
iniciava-se a realizagédo da medida de | 4 por V,, no EGFET para cada gota das solugbes
de fosfato dissolvido no DTF com concentragdes de zero a 7 mg/dL, variando V4 de zero
a 1V, com tensdo no eletrodo de referéncia fixada em 3,45 V.

A Figura 16 mostra as curvas |4 versus V. em fungéo da concentragéo de fosfato
em solucéo do DTF para o EGFET.

60 - E Il 0 mg/dl

; Il 1 mg/dl
2 mg/dl
3 mg/dl
4 mg/dl
B 5 mg/dl
6 mg/dl
7 mg/dl

I (mA)

0 T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

> >

Vo V)

Figura-16: Curvas | por V. em fungéo da concentragéo de fosfato em solugéo do DTF, das medidas
realizadas no EGFET.

Notamos no grafico da Figura 16, a medida | ¢ por V¢ da solug&o do DTF sem adigao
do sal de fosfato (zero mg/dL). Essa medida foi realizada para verificar a seletividade da
membrana ion-seletiva, ou seja, a interferéncia na medida de outros ions da solugdo. A
corrente de saturagéao (l,) referente a medida com zero de concentragéo de fosfato no DFT
foi aproximadamente 6,3 mA, e referente a medida com 1 mg/dL foi aproximadamente 10,6
mA. Ou seja, a medida com a concentragdo de 1 mg/dL de fosfato foi aproximadamente 68
% maior do que a medida no DTF com zero concentragéo de fosfato. A partir das medidas
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I,s por V. (Figura 16), pode-se extrair os valores de | , de saturagé@o para cada um dos
valores da concentragéo de fosfato em solugéo do DFT, e com isso obtendo-se a curva |4

em funcgéo da concentragao de fosfato em solugédo do DTF, como mostra a Figura 17.

60+

Sensibilidade: 8,07 mA/(mg/dl)

T T T T T T T T T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7
Concentragéo de Fosfato (mg/dl)

Figura-17: Curvas | em fungéo da concentragéo de fosfato em solugéo do DTF, realizadas no EGFET.

Notamos no gréfico da Figura 17, que a sensibilidade em corrente obtida foi de 8,07
mA/(mg/dL).

Na Figura 18, temos as tensGes de limiar (V) para cada curva | ¢ por V levantada
em fungéo de cada uma das concentragdes de fosfato no DTF.

0 mg/dlv, =337V
40 M1 my/dly, =324V
2 mg/dlv, =319V
B3 mg/dl v, =301V
301 M4 mg/dly, =289V
M5 mg/dlv, =282V

5 M6 my/dly, =275V
Tz 20- EE7 mg/dl,v,=272V]
a
10
O 4
2,0 2.5 3,0 3,5 4,0
VGS (V)

Figura-18: Curvas | por V, em fungéo da concentragéo de fosfato em solugéo do DTF, das medidas
realizadas no EGFET.
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A partir das curvas |, por V¢ levantadas para cada um dos valores da concentragéo
de fosfato, foi possivel extrair o valor de V, para cada um dos valores das concentragoes.
Ao fazer o gréafico destes valores de V. em funcéo da concentracéo de fosfato, obtivemos
o valor da sensibilidade do EGFET em fun¢do da concentracdo de fosfato em solugéo do
DTF, como mostra a Figura 19, e assim obtendo o valore da sensibilidade do EGFET.

3,44 Sensibilidade: 97 mV/(mg/dl)

0 1 2 3 4 5 6 7

Concentragéo de Fosfato (mg/dl)

Figura-19: Curva V4 em fungéo da concentragéo de fosfato em solugéo do DTF utilizada para o calculo
da sensibilidade do dispositivo EGFET.

Notamos pelo grafico da Figura 19, que a sensibilidade em tensdo do EGFET em
relacéo a concentracdo de fosfato obtida foi de 97 mV/(mg/dL).

51 CALIBRAGCAO E TESTE DO EGFET

O teste com o EGFET foi realizado com a medida da concentragdo de fosfato em
amostras do dialisato total final (DTF) fornecida pelo Departamento de Clinica Médica
(Nefrologia) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, e
o resultado da medida foi comparado com o obtido da andlise quimicas feita em laboratério.

A Tabela 1 mostra o resultado da andlise feita em laboratorio da amostra do DTF.
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Substancia Concentragdo (mg/dL)
Calcio 4,70
Fésforo 2,31
Magnésio 1,28
Potéassio 9,78
Sodio 312,66

Tabela-1: Parametros do resultado da analise laboratorial da amostra do DTF.

Para a calibragéo do EGFET, foi preparada uma solugéo de DTF com concentracao
de 2,31 mg/dL de sal de fosfato (Na,HPO,), e depois foi levantada a curva I ¢ por V,
amostra (A). Da mesma maneira foi levantada a curva I 4 por V4 da amostra de DTF que
foi realizada analise laboratorial, amostra (B) que foi coletada na saida da maquina de

hemodialise.
A Figura 20a mostra as curvas | 4 por V¢ para as amostras (A) e (B) obtidas através

do analisador de pardmetros de semicondutores keithley, e a Figura 20b mostra a curva | ¢

por V. ajustada para a amostra (A).

a) 25 b) 25
@ = Amostra (A) ( ) e Amostra (A)
| o Amostra (B) 1= Amostra (B)
20 20
- B -~ 7
] < H
ERRE:; g 1
= ®
5-¢ 54
3 ]
0 0+ U L
00 02 04 0,6 0,8 1,0

T T T T T T T
0,0 02 04 0,6 0,8 1,0

Vi V) Vo (V)

Figura-20: Curvas I por V¢ em fungdo da concentragéo de fosfato em solugédo do DTF das amostras

(A) e (B), e curvas |4 por V. ajustada para a amostra (A).

Mesmo as amostras tendo as mesmas caracteristicas quimicas, de acordo com
notamos pela calibragdo (Figura 20a) que existe uma diferenca na

as curvas | ¢ por V,

corrente maxima de |, de aproximadamente 3,0 mA. O que evidencia a necessidade de
um ajuste no dispositivo EGFET pois os resultados de medidas de corrente para a duas

amostras deveriam ser iguais ou muito proximas.

Capitulo 1
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Esse ajuste foi realizado regulando empiricamente a tenséao no eletrodo de referéncia
do EGFET até o momento em que a curva |4 por V4 da amostra (A) ficasse sobreposta a
curva Iy por V. da amostra (B), como mostra a Figura 20b.

Percebemos na Figura 20b, que a curva | 4 por V. da amostra (A) ajustada néo
ficou integralmente sobreposta a curva I, por V, da amostra (B), porém, isso néo é critico,
0 mais importante € que a corrente maxima |, de ambas as curvas sejam a mesma. Pois,
a corrente maxima I , que sera correlacionada com a concentragéo do fosfato com as
medidas realizadas no DTF em tempo real. Isso seré realizado com o auxilio de um circuito
condicionador do sinal de saida do EGFET, e que por sua vez, sera conectado a um Arduino.

61 CIRCUITO CONDICIONADOR DO SINAL DO EGFET

Um circuito condicionador do sinal de saida do EGFET foi confeccionado para a
implementacéo do dispositivo EGFET na saida da maquina de hemodidlise. A Figura 21
ilustra o circuito condicionador elaborado para o EGFET.

— % by /]
L/

@
]
q
(=)
R
[ =]
|
<
@ e
=
_l@
o T 1s8
[

. B |o
REF |2

R1 ~
~

=

~

==
w

L B
|

Figura-21: Circuito condicionador do sinal de saida do EGFET.

No circuito da Figura 21, V. € a tenséo de alimentagéo de 12 V, o potenciémetro R,
ajusta a tens&o no eletrodo de referéncia (calibragéo), R, polariza Q, (MOSFET que comp6e
o EGFET), R,, R, e R, est&o relacionados com o ganho () do amplificador operacional na
configuragcéo néo inversora, onde 3 é determinado da seguinte forma:

l3=1+R4l;R6 (50)
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Sendo R, usado para ajustar o ganho do amplificador operacional, e R, que polariza
Q,, tem a finalidade de limitar a tens&o de saida do circuito (V,, ;) em 5 V. A Figura 22 ilustra
a placa de circuito impresso do circuito condicionador do sinal do EGFET.

Figura-22: llustragéo da placa de circuito impresso do circuito condicionador do sinal de saida do
EGFET.

Essa placa pode ser instalada diretamente sobre a placa do Arduino, permitindo
aquisi¢do do sinal de saida do EGFET condicionado, e possibilita fazer a leitura da medida
da concentracédo de fosfato em tempo real através de um display conectado ao Arduino,
como mostra a Figura 23, ou em um computador.

Através de um programa instalado e configurado apropriadamente no Arduino,
€ possivel fazer a correspondéncia da tensédo de saida do circuito condicionador com a
do
circuito condicionador é limitada em 5 V por Q, do circuito, pois esse & o valor maximo da

medida em tempo real da concentragéo de fosfato. A tenséo maxima de saida (V)

tenséo de entrada analégica do Arduino.

Circuito condicionador

Displ .
isplay A rduino do sinal do EGFET

Figura-23: Circuito do sistema de aquisicao e de leitura das medidas da concentragéao de fosfato em
tempo real.
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Nesse circuito a calibragéo é realizada ajustando R, da placa do circuito condicionador
do sinal do EGFET até que o valor lido no display do Arduino ou no computador, corresponda
ao valor da concentracdo de fosfato da amostra padréo. Feito isso pode-se iniciar a série
de medigoes.

A Figura 24 apresenta o grafico das medidas da concentragdo de fosfato no DTF
em tempo real em fungéo da tensdo de saida (V do circuito condicionador do sinal do

EGFET.

OUT)

74 Equagdo y=a+bx "
1 Ajuste 0,98772

%6__ a=0,38207 Erro=0,16262

éS— b=1,44348 Erro = 0,06078

=

g

[ai

2 47

h_‘ N
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2 ]

< 21

=

[=} |

S

O 04 .
T T T T T
0 1 2 3 4 5
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Figura-24: Gréafico das medidas da concentracdo de fosfato no DTF em tempo real em fungéo da
tenséo de saida (V) do circuito condicionador do sinal de saida do EGFET.

Notamos na Figura 24 que a sensibilidade em concentracdo de fosfato obtida no
our) do EGFET, foi de aproximadamente 694 mV/(mg/dL),
com uma margem de erro em torno de 6%, e com valor minimo na medida da concentragéo

circuito condicionador do sinal (V

de fosfato de aproximadamente 0,4 mg/dL, com uma margem de erro de 16%.

A equacéo da reta de ajuste dos pontos referentes as medidas da concentracéo
de fosfato apresentada junto ao grafico da Figura 24, foi inserida no cédigo do Arduino,
para correlacao do valor de medida da concentracéo de fosfato entre 0,4 e 7 mg/dL com a
tensao de saida do circuito condicionador do EGFET.

Agora, para a implementagé@o do dispositivo EIS para realizagdo de medidas da
concentracdo de fosfato no DTF em tempo real pelo EGFET na saida da maquina de
hemodialise, serd necessario a utilizacdo de uma célula para acomodar o dispositivo EIS e
permitir que 0 mesmo entre em contato com a solugéo do DTF que é drenado da maquina
de hemodialise. A Figura 25 mostra a ilustracdo da célula e seus componentes.
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1- Tubo de conexdo
2- Terminal eletrodo de referéncia
3- Anel de vedagdo
4- Dispositivo EIS
5- Centralizador
1 6- Mola
7- Terminal eletrodo

Figura-25: llustracéo da célula a ser utilizada na implementacéo do dispositivo EIS do EGFET para a
realizacéo das medidas da concentracao de fosfato no DTF em tempo real pelo EGFET na drenagem
da maquina de hemodialise.

A Figura 26 ilustra as conexdes que a célula do dispositivo EIS do EGFET deve
fazer, para que o mesmo possa realizar as medidas da concentragéo de fosfato no DTF em
tempo real na saida da maquina de hemodialise.

Entrada Célula Sa&'da

do 0
DTF DTF
Circuito
Dispositivo
EGFET

Figura-26: llustragéo das conexdes da célula do dispositivo EIS no sistema de medidas.

A célula permite a conexao hidraulica do dispositivo EIS com a bomba de infusédo

volumétrica, como mostra a Figura 27.

Figura-27: Bomba de infusé@o volumétrica para medida e controle do fluxo de solugéo.

A bomba de infusdo volumétrica, se faz necessaria para conhecer o volume da
solucdo no momento da medida da concentracéo de fosfato no DTF, e com isso, quantificar
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a massa de fésforo, como na equacéao 1.

A entrada da bomba de infuséo sera conectada a saida da maquina de hemodiélise.
As conexodes entre a maquina de hemodialise, a bomba de infusé@o volumétrica, o dispositivo
EIS e a drenagem definitiva, sdo hidraulicas, e sendo elétrica a conexdo entre o dispositivo
final e o computador, como ilustra a Figura 28.

Dispositivo Final

- (ol - .m! -

e
r‘_l..
i *n

Bomba de Infusdo

| ® >

Paciente Miquina de Hemodidlise

Figura-28: llustragdo da implementacdo da bomba de infus@o volumétrica e do dispositivo final no
processo de hemodialise.

Na Figura 28, o dispositivo final € composto pela célula de implementacdo do
dispositivo EIS, pelo circuito condicionador do sinal de saida do EGFET e pelo Arduino.

A Figura 29 mostra a imagem do circuito condicionador do sinal do EGFET em
funcionamento, onde vemos o dispositivo EIS em uma plataforma contendo o eletrodo de
referéncia ion-seletivo, conectados ao circuito condicionador que esta acoplado ao Arduino,
e vemos o resultado da medida da concentracao de fosfato que € mostrado em um display

em tempo real.

Eletrodo de_\Referéncia

Plétafonna

« , o Eletrolito \Dispositivo EIS

s /MOSFET IRF540

Display

Vi

Circuito Condicionador

Figura-29: Imagem do circuito condicionador do sinal do EGFET em funcionamento.
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Antes de iniciar uma medida, colocamos uma certa quantidade de eletrélito, isto
€, um certo volume da amostra (B) que foi fornecida pelo Departamento de Nefrologia da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas, em contato com
o dispositivo EIS, e realizamos a calibragéo do dispositivo ajustando o potenciémetro R1
até que o valor da leitura no display corresponda ao valor da concentracéo de fosfato do
resultado da analise laboratorial. Dessa forma assim, iniciando as medidas da concentra¢ao
de fosfato em solugdo em tempo real.

71 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O trabalho mostrou viavel a utilizacdo do dispositivo EIS para medidas da
concentracdo do fosfato no dialisato total final. O dispositivo EIS, entédo, foi conectado
a porta do MOSFET modelo IRF540, criando assim, o EGFET, e este por sua vez sendo
capaz de medir a concentracdo de fosfato em solugdo, sendo uma boa alternativa na
substituicdo ao ISFET, principalmente em relagcdo ao processo de fabricagéo, ja que o
EGFET possibilita maior flexibilidade na escolha das caracteristicas do MOSFET utilizada,
e também na flexibilidade da troca do dispositivo EIS, sem a necessidade de fabricar
integralmente outro dispositivo.

Os resultados das medidas da concentracdo de fosfato em solugédo do DTF com
o circuito de implementacdo do EGFET (circuito condicionador do sinal de saida do
EGFET conectado ao Arduino), apresentou sensibilidade por concentracdo de fosfato
de aproximadamente 694 mV/(mg/dL) (Figura 109), com um erro aproximado de 6% nos
valores das medidas realizadas, e apresentou um valor minimo de medida da concentracéo
de fosfato no DTF de aproximadamente 0,4 mg/dL com uma margem de erro de 16%.
Os resultados das medidas realizadas nas solugbes do DTF preparadas, ficaram com um
desvio de aproximadamente 15% em relagdo aos resultados obtidos das solu¢des do DTF
feita por analise quimica.

Diante do exposto, o EGFET formado por dispositivo EIS, composto de 6xido de
aluminio e eletrodo de referéncia contendo membrana seletiva [28]-[30], mostrou-se muito
promissor para a aplicagdo inédita que prop6s o trabalho de pesquisa, que foi medir a
concentracédo de fosfato no DTF em tempo real, e com a contribuicdo de quantificar a
massa de fosforo que é removida do paciente renal crénico nas sessdes de hemodialise.
Trouxe também uma contribuicdo significativa no que diz respeito ao controle do nivel
de concentracdo de fésforo em pacientes renais crénicos, pois de acordo com trabalhos
relacionados na literatura [9], [17], [81], [32], mostram a relevancia do controle do nivel de
concentracéo de fésforo nos pacientes renais crénicos. Geralmente essa concentragao nos
pacientes em dialise os valores devem estar entre de 2,7 e 5,5 mg/dL [27], [28], e os valores
das concentracoes de fosfato no DTF utilizados nas medidas foram entre 0,4 e 7 mg/dL.

Em uma perspectiva futura, para a implementacdo do dispositivo EGFET para
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realizar as medidas em tempo real frente as maquinas de hemodialise, sera necessario a
fabricacdo da célula de implementacao do dispositivo EIS, como mostrado na Figura (110).
Essa célula permitira que o DTF drenado da maquina de hemodiélise, entre em contato
com o dispositivo EIS e com o eletrodo de referéncia contendo a membrana ion seletiva.
Isto possibilitara que as medidas da concentracao do fosfato sejam feitas em tempo real, e
a leitura das medidas podem ser feitas tanto pelo display conectado ao Arduino, como em

um computador.
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RESUMO: As células estromais
mesenquimais  (CEM) vém  sendo
extensivamente investigadas quanto ao
seu potencial de uso terapéutico, tanto
em humanos quanto em animais, devido
a sua plasticidade, propriedades anti-
inflamatéria e imunorreguladora. Nesse
contexto, as CEM de tecido adiposo (CEM-
TA) representam uma boa alternativa, uma
vez que podem ser obtidas de descartes
cirargicos, como os de cirurgias eletivas
de castracéo de caes e gatos que ocorrem
rotineiramente nas clinicas veterinarias.
Todavia, para explorar o potencial clinico

Data de aceite: 02/01/2023

das CEM-TA, € necessario a caracterizagao
in vitro dessas células. Sendo assim,
este trabalho teve como objetivo analisar
comparativamente CEM-TA caninas e
felinas no que se referre a migracao e
proliferacédo celular e alteragbes nucleares.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura celular;
biobanco; Felis catus; Canis Ilupus
familiares.

COMPARATIVE CARACTERIZATION
OF MESENCHYMAL STROMAL
CELLS FROM ADIPOUSE TISSUE OF
COMPANION ANIMALS (DOGS AND
CATS)

ABSTRACT: Mesenchymal stromal cells
(MSCs) have been extensively investigated
for their therapeutic potential both in humans
and in animals, due to their plasticity,
anti-inflammatory and immunoregulatory
properties. In this sense, MSCs derived
from adipose tissue (ADSCs) represent
a good alternative, since they can be
obtained from surgical discards, such as
elective castration surgeries of dogs and
cats that occur routinely in veterinary clinics.
However, to explore the clinical potential
of ADSCs, it is necessary to characterize
these cells in vitro. Thus, this study aimed
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to comparatively analyze canine and feline ADSCs concerning cell migration and proliferation
and nuclear alterations.
KEYWORDS: Cell culture; companion animals; biobank; Felis catus; Canis lupus familiares.

11 INTRODUGAO

1.1 Células-tronco

O termo ‘célula-tronco’ ja possui mais de cem anos e foi utilizado em diferentes
contextos com diferentes significados. Em 1868, Ernst Haeckel usou o termo para cunhar
0 organismo unicelular do qual derivam todos os seres multicelulares, porém na terceira
edicdo do livro Anthropogenie (1877), ele o usa para nomear o ovocito apos a fertilizagao.
Ja em 1896, o termo foi usado por Pappenheim para descrever células precursoras de
hemacias e glébulos brancos (RAMALHO-SANTOS; WILLENBRING, 2007). Atualmente,
célula-tronco € uma definicéo funcional: sdo células precursoras, embrionarias ou adultas,
capazes de se autorrenovar e dar origem a outros tipos celulares. Elas também podem
ser classificadas com base no potencial de diferenciacdo da qual, indo do maior para o
menor, se nomeia: totipotente, pluripotente e multipotente (CHAGASTELLES; NARDI,
2011; SOBHANI et al, 2017).

Um tipo de célula-tronco que vem ganhando destaque ultimamente, é célula
estromal mesenquimal (CEM), que corresponde a células multipotentes com potencial de
diferenciacdo 6sseo, adiposo e cartilaginoso dentre outros (SOBHANI et al, 2017).

1.2 CEM

Inicialmente descritas por volta da década de 1970 por Friedenstein, Gorskaja e
Kulagina (1976) na medula 6ssea de camundongo, como células aderentes ao plastico dos
frascos de cultura e com morfologia similar a de fibroblasto (FRIEDENSTEIN; GORSKAJA;
KULAGINA, 1976; LEVY et al. 2020) e com origem no estroma da medula éssea (BIANCO;
ROBEY; SIMMONS, 2008). Caplan (1991) foi o primeiro a nomeé-las de ‘célula-tronco
mesenquimal’, porém, Bianco, Robey e Simmons (2008) usaram esse termo para designar
células progenitoras derivadas do mesoderma com potencial de diferenciacdo paralinhagem
de tecidos esqueléticos e ndo-esqueléticos, existente em outros tecidos conjuntivos além
da medula 6ssea.

Com o crescente interesse nas CEM, surgiram inconsisténcias devido a grande
variabilidade nos estudos. Para resolver esse problema o International Society for Cellular
Therapy (ISCT) estabeleceu critérios para a sua defini¢cdo, incluindo a capacidade de
diferenciacao in vitro para osteoblastos, condrécitos e adipocitos, presenca de marcadores
mesenquimais de superficies, adesdo ao plastico e morfologia fibroblastéide (DOMINICI
et al., 2006). Vale ressaltar que existem discussdes sobre a classificagcdo das CEM como
células-tronco devido a sua grande heterogeneidade e forma de obtencdo, lacuna de
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conhecimento preciso sobre sua funcionalidade e localizagéo in vivo, assim como a falta
de marcadores adequados (LINDNER et al., 2010; VISWANATHAN et al., 2019). Por isso,
o termo célula-tronco mesenquimal tem sido utilizado em menos frequéncia e substituido
por células estromais mesenquimais (RENESME et al., 2022), sendo assim a nomenclatura

utilizada neste trabalho.

1.3 Potencial terapéutico das CEM

As CEM apresentam um grande potencial terapéutico, a exemplo de seu secretoma
que inclui fatores de crescimento e imunomodulatérios capazes de ativar nas células alvo
vias anti-apoptoticas e de sobrevivéncia promovendo melhora do reparo e da regeneragcao
de tecidos (HARRELL et al., 2019). Como apontado por Voga et al. (2020), apesar de
inicialmente ter sido sugerido que que essas células fossem capazes de se diferenciar e
substituir as que tecido danificado, é atualmente aceito que suas propriedades terapéuticas
sejam em grande parte promovidas pelo efeito paracrino, secrecao de vesiculas
extracelulares, transferéncia de organelas e apoptose mediada por imunorregulagéo.
Ademais, esses autores salientam a facilidade de obtencéo das CEM a partir de diferentes
tecidos incluindo o tecido adiposo e a medula 6ssea. Outro ponto positivo, € a menor
implicacao ética relacionada a sua utilizagao.

O interesse terapéutico repercute na medicina veterinaria, a exemplo do trabalho
de Olsson et al. (2021). Trata-se de uma revisao sistematica da literatura na qual se
constatou que, tanto em transplantes autélogos quanto os alogénicos, as CEM do tecido
adiposo (CEM-TA) correspondem a uma terapia promissora, uma vez que houve melhora
nos quadros de dor, amplitude de movimento e claudicagdo de caes com osteoartrite
nas articulacdes do quadril com apenas uma dose de células. Entretanto, esses mesmos
autores alertam para a falta de padronizacédo nos protocolos utilizados e de estudos que
acompanhem os pacientes por um periodo maior de tempo.

Tendo em vista seu potencial terapéutico na medicina veterinaria e falta de
caracterizacédo desse tipo celular, assim como o fato de que caes e gatos s&o animais de
companhia que eventualmente necessitam de tratamento veterinario; se torna necessério
uma melhor caracterizacéo das CEM-TA dessas duas espécies. Desse modo, este trabalho
avaliou de modo comparativo a proliferacao e migracéo celular e altera¢cdes nucleares das
CEM-TA de cées e gatos em cultura de células.

21 MATERIAIS E METODOS

Para comparar os aspectos basicos das CEM-TA de caes (CEM-TAC) e de gatos
(CEM-TAF) foram realizadas a analise do Tempo de Duplicagéo Celular (TDC), o ensaio
de micronucleo com bloqueio de citocinese e o cell scratch assay para avaliagdo da

proliferacéo, alteracdes nucleares e migrac¢ao celular, respectivamente.

Ciéncias Biologicas: Tendéncias tematicas, realidades e virtualidades Capitulo 2

29



2.1 Obtencao das células

Foram utilizadas CEM-TA previamente isoladas e criopreservadas no biobanco do
Laboratorio de Células Tronco e Regeneragédo Tecidual (LACERT) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) a partir descartes de cirurgias eletivas de castragdo de céaes
e gatos (machos e fémeas) (ovariosalpingohisterectomia e orquiectomias) realizadas
em clinicas veterinarias conveniadas ao LACERT-UFSC na localidade de Florian6polis e
regido, mediante a assinatura do Termo de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
pelos tutores dos animais. Este trabalho conta com aprovacdo pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo 1852210519,
CEUA/UFSC), estando de acordo com os principios éticos de experimentacéo animal do
Colégio Brasileiro de Experimentagéo Animal (COBEA).

2.1.1 Coleta, isolamento, cultivo e criopreservagdo

A coleta se constituiu das seguintes etapas: o fragmento de tecido adiposo da regido
abdominal foi recolhido de forma antisséptica, lavado duas vezes em solugdo tampéao
fosfato-salino (PBS — do inglés Phosphate Buffered Saline), e transferido para recipiente
contendo Meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM — do inglés Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) acrescido de solucdo de antibiético a 0,5% contendo penicilina ([200 U/
mL]; Sigma-Aldrich) e estreptomicina ([10 pg/mL]; Sigma-Aldrich). A seguir o tecido foi
fragmentado em por¢cdes menores com bisturi (GONCALVES et al., 2018; LIMA, 2022) e
submetido a dissociagdo enzimatica. Para tanto, os fragmentos foram transferidos para
tubos cénicos e incubados com colagenase tipo | por 60 minutos, seguido por solugéo de
lise de hemacias por 10 minutos para depois ser centrifugado a 300g por 5 minutos para
formar o pellet que foi ressuspendido no meio de cultura acima e filtrado em malha com
poros de 40 um. A suspenséo celular resultante foi semeada em garrafa de cultura de cultivo
e mantida a 37°C, 5% de CO2 e 95% de umidade até atingirem a confluéncia de 80%. O
meio de cultura foi trocado a cada 2 dias de cultivo. Apés a confluéncia, as monocamadas
foram lavadas com PBS e dissociadas com solucao de tripsina/ acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) para descolamentos das células da garrafa de cultura. O procedimento foi
repetido até a passagem 3 (P3) para a realizagéo dos experimentos. (LIMA, 2022; ZOMER,
2018).

Paraoprocessode criopreservagéo, amostrasde 1x106células foramressuspendidas
em solugéo criopreservadora (DMEM com 10% soro fetal bovino — SFB — acrescido de
10% dimetilsulfoxido) e mantida em nitrogénio liquido. O descongelamento foi realizado
em DMEM/10% SFB seguido de centrifugagcdo a 300g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e as células semeadas em garrafas de cultivo (LIMA 2022).
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2.2 Analise do tempo de duplicacéao celular

Para avaliar a proliferacdo, CEM-TA de ambas as espécies foram semeadas
em cinco pocos de placas de cultivo. Em intervalos de 24 horas (24, 48, 72, 96 e 120
horas), as células de cada poco foram descoladas por tripsinizagdo como descrito acima
e contadas utilizando-se da camara de Neubauer. Esse procedimento se baseou no
protocolo estabelecido por Lima (2022) e Gongalves et al. (2018) com alteragbes e aplicada
a seguinte formula de acordo com Roth (2006):

TDC = Duracéo (log2)
log (Concentragao final) — log (Concentragéo inicial)

2.3 Cell scratch assay

Sua realizagédo se deu com base nos procedimentos de Lima (2022), Zhang et al.
(2013) e Zomer et al. (2019) com alteragdes. Para tanto, 2 x 10* células por pogo foram
cultivadas em ftriplicata até atingirem 80% de confluéncia. As monocamadas foram entéo
incubadas com 0,5 mg/mL mitomicina diluida no meio de cultura durante 2 horas. Ap6s
lavagem com PBS foram realizadas lesbes na monocamada por raspagem em forma de
cruz com ponteiras de 200yuL esterilizada. Apos nova lavagem, as culturas foram mantidas
nas condi¢des de cultivo como descrito no ltem 2.1.1. O fechamento da les&@o foi mensurado
a intervalos de 24 horas com auxilio do software Imaged (NIH).

2.4 Ensaio de microntucleo com bloqueio de citocinese

Para tanto, as culturas celulares foram incubadas em 5mg/ml de citocalasina B a
37°C por 48 horas. A seguir, as células foram descoladas da placa de cultivo em solugéo de
tripsina/EDTA como descrito previamente no item 2.1.1. O precipitado celular foi mantido
por 3 minutos em solugdo hipoténica (1% DMEM, 0,075% cloreto de potassio em agua
destilada). Por fim, as células foram fixadas em laminas histologicas (90% de metanol e
10% de acido acético por 30 minutos), coradas com 0,5% de Giemsa e observadas em
microscépio de luz (ZOMER 2019; FENECH, 2007).

Para contar as alteragbes nucleares e o nimero de nucleos foi seguido os critérios
estabelecidos por Fenech et al. (2003), utilizando-se a equacdo para calcular o indice de
Diviséo Nuclear (NDI):

NDI = _(M1+ 2.M2 + 3.M3 + 4.M4)
N
Onde N € o numero de células totais viaveis das quais se contaram quinhentas para

cada doador. Enquanto M1, M2, M3 e M4 se referem a células com uma quantidade de
nacleos de um a quatro respectivamente (FENECH, 2007).
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31 RESULTADOS

3.1 Tempo de duplicacéo celular

O grafico da Figura 1 demonstra a curva de crescimento das CEM-TAC e CEM-TAF.
O TDC das CEM-TAC foi de 21,95 horas e o das CEM-TAF de 43,14 horas.
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Figura 1 — Grafico de comparacgéo entre as curvas de crescimento de CEM-TAC e CEM-TAF

Fonte: Elaborado pelos autores

43,14 21,95
Tabela 1 — Alteragdes nucleares

Fonte: Elaborado pelos autores

Com isso pode-se verificar que as células as CEM-TAC apresentam maior
proliferacdo e levam menos tempo para duplicar. Além disso, foi observado um aumento do
crescimento celular a partir de 72 horas de cultivo nos dois casos, porém mais acentuado
para as CEM-TAC.

3.2 Cell scratch assay

Esse ensaio revelou que as CEM-TAF fecharam a ranhura mais rapidamente que as
CEM-TAC de modo a nédo apresentar nenhuma abertura apos 48 horas. Também pode ser
observado que o desvio padrao (DP) é maior nas 24 horas anteriores ao fechamento total.

Vale ressaltar que na Tabela 2 se apresenta as médias das triplicatas e o DP, e
também que valores de 100% significam que a ranhura estd completamente aberta e de
0%, completamente fechada.
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CEM-TAF 100% DP=0 19,20% DP=14,3 0% DP=0 0% DP=0
CEM-TAC 100% DP=0 70,52% DP=2,3  38,24% DP=14,85 0% DP=0

Tabela 2 — Fechamento de ranhura

Fonte: Elaborado pelos autores

3.3 Ensaio de micronucleo com bloqueio de citocinese

Como ja previamente descrito no item 2.4., os nlcleos foram contados e classificados
nas categorias M1, M2, M3 e M4. As CEM-TAF apresentam um maior nimero de células
M2 enquanto as CEM-TAC sdo mais numerosas em M3 e M4. Além disso, as CEM-TAC
apresentaram um NDI maior que as CEM-TAF como demonstrado na Tabela 3.

Foi avaliada a presenca das alteragcbes nucleares micronucleos (MNi), pontes
nucleoplasmaticas (NPB) e brotos (NBUD), demonstrado na Tabela 4.

B CEMTAC [ CEMTAF

300

200

100

M1 M2 M3 M4

Figura 2 — Grafico comparativo do nimero de células contadas

Fonte: Elaborado pelos autores

18 1,6

Tabela 3 — NDI

Fonte: Elaborado pelos autores
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Alteracoes CEM-TAF CEM-TAC

MNI 2 9
NPB 2 11
NBUD 4 5

Tabela 4 — Alteragdes nucleares

Fonte: Elaborado pelos autores

41 DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os resultados demonstraram maior proliferacdo das CEM-TAC em relagdo as CEM-
TAF pela andlise da sua curva de crescimento, especialmente apos as 72 horas de cultivo
e maior presenca de células classificadas como M3 e M4, acompanhado de maior nimero
de alteracdes nucleares. Ressalta-se, no entanto, a necessidade de melhor caracterizacao
de ambas as linhagens com relagédo a estabilidade nuclear, a senescéncia replicativa e as
caracteristicas morfologicas de células senescentes como descrito por Bonab et al. (2006).

Apesar do cultivo ter sido similar para as CEM-TAC e CEM-TAF, foi obtido um maior
numero de alteragdes nucleares nas primeiras. Entretanto deve-se considerar as limitagdes
do corante Giemsa e sua tendéncia a levar a falsos positivos (TAKEIRI, 2017). E possivel
que CEM-TAC atinjam a senescéncia replicativa em mais cedo devido ao maior nUmero de
mitoses do que as CEM-TAF e resultando assim em maior niUmero de alteragdes nucleares.
Destaca-se o maior nimero de M3 e M4 em CEM-TAC. Efeito similar foi descrito por Delben
etal. (2021) em que as CEM-TA da face humana apresentavam maior integridade gen6émica,
proliferavam mais devagar e indicavam menor envelhecimento em comparacdo as de
origem abdominal. Por outro lado, apesar das CEM-TAF apresentarem menor proliferagéo,
demonstraram maior migracdo uma vez que fecharam a ranhura na monocamada mais
rapidamente. Também se torna € preciso salientar que tanto CEM-TAF quanto CEM-TAC
apresentaram uma maior variacdo nas 24 horas que antecederam o fechamento completo.
Mais testes sdo necessarios para confirmar o resultado, especialmente ensaio de scratch
com menores intervalos de tempo (como 12 horas, por exemplo) e da utilizacdo de outros
corantes junto ao Giemsa no ensaio de micronucleo com bloqueio de citocinese.

Ao considerar o contexto do qual pesquisas de terapias celular na medicina
veterinaria tem usado transplantes de CEM com melhora no quadro de caes com osteoartrite
(OLSSON et al., 2021). Ademais, foi observada melhora na locomogéo de ratos com injiria
na medula espinal promovido pelo transplante de CEM de derme humana (MELO et al.,
2016). Em conjunto esses resultados demonstram a necessidade de aprofundamento dos
ensaios in vivo no intuito de descrever de maneira mais minuciosa o comportamento de
migragdo das CEM-TAF e das CEM-TAC, preferencialmente com um acompanhamento do
animal por mais de 6 meses. A falta de estudos que vao para além desse periodo € uma
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limitacdo para se demonstrar a efetividade de algumas terapias como apontada por de
Olsson et al. (2021). Porém também se apresenta a demanda de testes in vitro do cultivo

dessas linhagens para desvendar quais mecanismos geram essas diferencas.
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RESUMO: Os motores a combustao
interna com igni¢&o por centelha, também
conhecidos como motores de ciclo

Data de aceite: 02/01/2023

Otto, utilizam combustiveis fésseis néao-
renovaveis para o seu funcionamento.
Esses combustiveis possuem alto poder
poluente, com altos niveis de emissbes
de gases de efeito estufa, além de serem
finitos. O objetivo do presente trabalho
foi realizar um mapeamento no Brasil, na
Argentina e no Paraguai em relagcdo as
diferentes qualidades de combustiveis
que podem ser utilizadas em motores de
ciclo Otto, de acordo com disponibilidade
de recursos e incentivos governamentais.
Foi realizado um estudo sobre a gasolina,
etanol de primeira geracdo e GNV, além
de verificar sua disponibilidade nesses
paises. Por fim, foi possivel avaliar que,
apesar de a gasolina ainda ter um alto
nivel de consumo, o etanol vem ganhando
cada vez mais espacgo, enquanto o GNV
ainda possui espago para crescimento e
desenvolvimento.

PALAVRAS-CHAVE: Motor de combustédo
interna; Combustiveis foésseis; Etanol.

ANALYSIS OF FUELS FOR OTTO
CYCLE ENGINES IN BRAZIL,
ARGENTINA AND PARAGUAY

ABSTRACT: Internal combustion engines
with spark ignition, also known as Otto cycle
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engines, use non-renewable fossil fuels for their operation. These fuels have high polluting
power, with high levels of greenhouse gas emissions, in addition to being finite. The objective
of this work was to perform a mapping in Brazil, Argentina and Paraguay in relation to the
different qualities of fuels that can be used in Otto cycle engines, according to the availability
of resources and government incentives. A study was conducted on gasoline, first generation
ethanol and CNG, in addition to verifying their availability in these countries. Finally, it was
possible to assess that, although gasoline still has a high level of consumption, ethanol is
gaining more and more space, while CNG still has room for growth and development.
KEYWORDS: Otto cycle engine; Fossil fuels; Ethanol.

11 INTRODUGAO

Os combustiveis liquidos podem ser usados em motores de combustéo interna,
como os motores do ciclo Otto, nos quais a combustao se inicia com ignicao por centelha.
A caracterizagdo da eficiéncia de um motor leva em consideracéo o tipo de combustivel e
o poder calorifico deste. Cada combustivel possui propriedades especificas e constituicbes
quimicas diferentes, que influenciam no desempenho (CARVALHO, 2011). Atualmente,
busca-se, cada vez mais, o desenvolvimento de motores de combustéo interna mais
eficientes, tanto por motivos econdmicos e tecnoldgicos, quanto pela sustentabilidade,
adaptados para os diversos tipos de combustiveis alternativos avaliados neste trabalho.

Ao longo dos anos, com o aumento do preco do petr6leo e a consciéncia cada vez
maior de reducédo de emissdes de poluentes e de gases de efeito estufa, aumenta-se o
interesse em pesquisas sobre o etanol como alternativa para motores de combustdo. Além
disso, o GNV é considerado como um combustivel limpo, uma vez que contribui para a
diminuicdo das emissdes, bem como proporciona economia e maior rendimento para os
motores (ABEGAS, 2022).

Enquanto a viabilizacdo de alternativas ainda é desenvolvida em diversos paises,
estuda-se o uso dos combustiveis tradicionais para o transporte.

21 METODOLOGIA

De maneira geral, pode-se definir o propo6sito do trabalho como descritivo,
apresentando uma visdo ampla sobre o panorama dos combustiveis no Brasil, na Argentina
e no Paraguai.

Nesse sentido, utilizou-se uma abordagem qualitativa com levantamento de literatura
bibliogréafica, fazendo uso de tabelas e graficos demonstrativos para resumir dados. Segue
uma descricdo da metodologia utilizada especificamente para os tépicos do presente
trabalho.

Foi realizada uma pesquisa bibliografica de forma ampla para a avaliacdo das
tecnologias atuais utilizadas nos trés paises estudados, em relacdo ao motor de ciclo Otto
com combustiveis tradicionais (gasolina e GNV) e com etanol de primeira geragéo, bem
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como dos processos produtivos para a formagéo desses combustiveis. Foram verificados
dados de oferta, demanda e projecdes para anos futuros destes para os trés paises, de
acordo com dados disponibilizados em suas plataformas governamentais, como a ANP e
a EPE para o Brasil, e USDA e ENERGAS para a Argentina, além de artigos e fontes de
noticias, incluindo para o Paraguai.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Gasolina

3.1.1 Panorama da gasolina no Brasil

A gasolina utilizada para automdveis € uma mistura de hidrocarbonetos obtidos
pelos processos de destilagdo, craqueamento e hidrocraqueamento. E o combustivel leve
de maior comercializagdo no Brasil. Segundo a ANP (2020), os tipos utilizados no Brasil
sdo gasolina A (comum e premium) e C (comum e premium). A primeira é produzida a partir
de processos de refinarias, destinada aos veiculos automotores dotados de motores de
ignicdo por centelha, sem adicdo de etanol anidro. Ja a segunda, do tipo C, é obtida com
a mistura de gasolina A comum e etanol anidro combustivel, nas propor¢oes estabelecidas
pela legislacao em vigor.

Conforme a ficha técnica da Petrobras (2020), a adi¢cdo de etanol anidro a gasolina
de uso automotivo é obrigatéria. O teor atual de etanol anidro permitido na legislacdo &
de 27% em volume para gasolina C Comum e 25% para gasolina C premium, conforme
Portaria MAPA n° 75/2015. Uma das vantagens relacionadas a essa adicéo é o efeito na
octanagem do combustivel.

3.1.1.1 Oferta e demanda de gasolina

Estuda-se a demanda interna da gasolina no Brasil e suas movimentacoes inter-
regionais, que ocorrem conforme a Figura 1, tendo em vista a necessidade de complementar
a producéo de regides deficitarias (EPE, 2021). A projecéo até 2031 n&do prevé producéo de
derivados de petréleo na regiao Centro-Oeste, sendo esta dependente da movimentacéao
inter-regional.
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Figura 1 - Atendimento a demanda por regiéo e cabotagem inter-regional de gasolina A em 2031
Fonte: EPE (2021)

Percebe-se na figura que a regido Sudeste possui um excedente que ndo sO
abastece as demais regides defasadas em produg¢édo, como também tem parte destinada
para a exportacao, representando cerca de 3% da demanda doméstica do ano (EPE, 2021).

J& a gasolina C possui um estudo de demanda conforme a Figura 2, a qual trata
tanto do tipo comum (com 27% de etanol), quanto da premium (com 25%). Entende-se
que houve um aumento das vendas no intervalo de meados de 2021 a meados de 2022,
em comparagao com o mesmo periodo de 2020 a 2021. De acordo com as perspectivas
da EPE (2022), apesar de o periodo analisado terminar em queda nas vendas, projeta-se
ainda um aumento de 1,6% até o final do ano de 2022; o consumo impulsionado deve-se
as isencdes dos tributos federais e a limitagdo do imposto sobre circulagdo de mercadorias
e prestacgéo de servigos (ICMS) em 17% ou 18%, o que levou a redugéo dos precos.
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Figura 2 - Vendas mensais de gasolina C pelas distribuidoras (bilhes de litros)
Fonte: EPE (2022)

3.1.2 Panorama da gasolina na Argentina

O consumo de gasolina na Argentina possui uma alta proje¢éo para o ano de 2022.
Apo6s uma retragdo da demanda durante o periodo da quarentena causada pela Covid-19,
espera-se que o volume consumido chegue a 9,5 bilhdes de litros, acima dos valores pré-
pandemia (USDA, 2022). Entre os motivos para a alta demanda, estdo a reconstrugéo
econdmica do pais desde o fim da quarentena, a volta da populagdo para as suas rotinas
com uso de fontes de energia para transporte, o incentivo ao turismo interno e os baixos
precos locais do combustivel, sendo atrativos inclusive para consumidores de paises
vizinhos, devido a subsidios do governo argentino.

A gasolina disponibilizada nos postos da Argentina contém menor adi¢cdo de etanol
anidro. De acordo com o professor de engenharia de energia Ricardo Hartmann em
reportagem ao G1 (2021), a composi¢cao do combustivel & de 78% da gasolina proveniente
da refinaria, 12% de etanol e 10% de MTBE (éter metil terc-butilico), composto oxigenado
também usado com antidetonante.

3.1.3 Panorama da gasolina no Paraguai

No Paraguai, a gasolina é conhecida como “nafta”, mistura homogénea das fragbes
mais leves do petroleo bruto, separadas das mais pesadas durante o refino. No pais, as
regulacoes de qualidade e ambientais determinam uma formulagdo aos combustiveis
comercializados, a qual maximiza o desempenho do motor e reduz a liberagéo de compostos
toxicos para o meio ambiente. Os principais parametros de qualidade medidos séo a cor,
que ajuda a identificar o teor da nafta, a octanagem, o teor de enxofre, a presséo de vapor
e a destilacdo (PETROPAR, [20--]).
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O MIC determina no decreto n° 4562 de 2015 o teor de etanol anidro na mistura com
a gasolina, de acordo com a octanagem da mesma. Para os niveis de octanagem RON
85, 90 e 95, tem-se um percentual médio de 25% em volume acrescentado do composto
oxigenado. H4 também a gasolina com octanagem RON 97, sem mistura de etanol anidro.
E estabelecido pela Lei n° 5444 que a gasolina com menos de 97 octanas deve ser
misturada na porcentagem maxima possivel com etanol anidro, em volume, com base em
estudos realizados pelo MIC. Segundo a mesma instituicdo, ha uma preferéncia por utilizar,
principalmente, o &lcool derivado da cana de agucar produzido nacionalmente; tendo o
mesmo ja sido consumido, permite-se 0 uso de originados de outras matérias-primas.

A partir da analise de Gimenez (2020), tem-se a Figura 3 exibindo o volume em litros
de gasolina pura e em mistura com etanol anidro comercializada no pais no periodo de 2015
a 2019, no qual se observa que a maior parte do volume corresponde a comercializagdo
de gasolina pura, cerca de 72%, enquanto a mistura de etanol alcangcou um percentual de
28%.

1.400.000.000
1.200.000.000
1.000.000.000
800.000.000
600.000.000

400.000.000

Volume comercializado (Litros)

200.000.000

2015 2016 2017 2018 2019

mmm Gasolina + Etanol (mistura) mmm Gasolina Pura ~ ====Total comercializado

Figura 3 - Volume de gasolina (pura e com etanol) comercializada no Paraguai em 2015-2019, em litros

Fonte: Elaboragéo propria a partir de dados de Gimenez (2020)

3.2 etanol

O etanol, conhecido também como alcool etilico, possui a formula molecular C,H.O,
e pode ser usado como combustivel em motores de combustéo interna com ignicdao por
centelha em misturas de gasolina e etanol anidro, ou como etanol hidratado. Na Tabela 1
estdo sintetizadas as caracteristicas principais do etanol e da gasolina.
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PARAMETRO UNIDADE GASOLINA ETANOL

kJ/kg 43.500 28.225
Poder calorifico inferior
kJ/litro 32.180 22.350
Densidade kg/litro 0,72-0,78 0,792
Octanagem RON (Research Octane Number) - 90-100 102 -130
Octanagem MON (Motor Octane Number) - 80-92 89-96
Calor latente de vaporizagao kJ/kg 330 - 400 842 — 930
Relagéo ar/combustivel estequiométrica - 14,5 9,0
Pressao de vapor kPa 40 - 65 15-17
Temperatura de ignicao °C 220 420
Solubilidade em agua % em volume ~0 100

Tabela 1 - Principais caracteristicas fisico-quimicas do etanol e da gasolina
Fonte: Goldemberg e Macedo (1994) apud BNDES (2008)

Apesar de o poder calorifico do etanol ser inferior ao da gasolina, a relagdo entre ar
e combustivel também é menor; isso significa que se necessita de uma menor quantidade
de ar para obter uma combustdo completa, tendo em vista que o oxigénio faz parte de
sua composicdo. Assim, a mistura entre ar e etanol possui maior quantidade de energia
disponivel para uma mesma massa de ar (AMORIM, 2005). Ademais, o etanol puro
hidratado, utilizado nos motores atuais, possui um consumo de combustivel de 25% a 30%

superior.

3.2.1 Panorama do etanol no Brasil

No Brasil, devido a necessidade de obter combustiveis alternativos, principalmente
com as preocupacdes com o preco do petréleo, foi criado, em novembro de 1975, o
Programa Nacional do Alcool. Esse programa buscou estimular a produgéo de etanol,
a fim de atender aos mercados interno e externo e reduzir os custos com a importagcéo
de petréleo; com isso, houve uma expanséo da oferta de matérias-primas, ampliacédo de
unidades produtoras e aumento da producgéo agricola (AMORIM, 2005).

Segundo dados da ANP (2022), atualmente no Brasil a producdo de etanol, seja
anidro ou hidratado, ocorre principalmente nas regides Centro-Oeste e Sudeste. A Figura
4 exibe a distribuicdo das instalagdes produtoras do biocombustivel no pais, até junho de
2022. Tem-se, de modo geral, o etanol hidratado com o maior volume de producéo.
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Figura 4 - Instalagdes produtoras de etanol no Brasil em 2022
Fonte: ANP (2022)

A distribuicdo da producdo de etanol anidro e hidratado no Brasil desde a safra
de 2009/2010, segundo dados da Unica (2021), até o ano de 2021, segue conforme a
Figura 5. E possivel observar que ha um maior volume de etanol hidratado sendo gerado
nas instalagbes manufatureiras, com leve mudangas na propor¢éo dos dois tipos ao longo
dos anos analisados. Pode-se inferir que, por este tipo de etanol ter passado a ser uma
alternativa de biocombustivel amplamente utilizada isoladamente no lugar da gasolina,

tem-se como maior foco a sua producgéo, devido a maior competitividade.

Producio de Etanol no Brasil
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Figura 5 - Produgao de etanol no Brasil nas safras de 2009 até 2021

Fonte: Elaboragéo propria a partir de dados de Unica (2021)

O Plano Decenal de Expanséo de Energia (EPE, 2020) realizou uma projegéo da
producdo de etanol a partir da cana-de-acUcar até o ano de 2030. A expansao até 2025
leva em consideragdo projetos em andamento; ap6s esse ano, até 2030, considera-se a
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implementacédo de nove unidades produtivas com capacidade de moagem de 3,5 milhdes
de toneladas de cana por ano, por usina.

O gréfico apresentado na Figura 6 exibe o fluxo de unidades produtoras de cana,
incluindo o histérico, as novas unidades, a reativacdo e o fechamento de unidades, e a

variagéo da capacidade instalada projetada para o periodo projetado.

Unidades Produtoras
Milhges de toneladas de cana / ano

2006 2008 2010 2002 2014 016 2018 2020 2022 2024 2026 2028 2030

wess Historico  ssssssProjecio  sesssReativacio  pssss Fechamento - ---. Variacdo de Capacidade Instalada

Figura 6 - Fluxo de unidades produtoras de cana de agucar e variagao de capacidade instalada

Fonte: EPE (2020a)

Avalia-se, também, a demanda total de etanol, que € constituida pela demanda do
mercado interno (carburante e outros usos ndo energéticos) e do mercado internacional,
suprido pelas exportacdes brasileiras. A primeira possui uma proje¢éo de crescimento ao
longo da proxima década, segundo dados do Plano Decenal de Expanséo de Energia 2031
(EPE, 2021) de, partindo de 28 bilhdes de litros em 2021, atingir até 43 bilhdes de litros
em 2031.

Ademais, avaliou-se a publicacdo bimestral da EPE de agosto de 2022 sobre
as perspectivas do mercado brasileiro de combustiveis a curto prazo, estudo no qual
principalmente foi possivel analisar a demanda interna do etanol hidratado em relagéo
a gasolina C, modalidade que leva adicao de cerca de 27% de etanol anidro. A Figura
7 mostra uma comparacdo das vendas nos ultimos trés anos, em relagdo ao mesmo
més de 2019 (EPE, 2022). Pode-se observar redugdes das vendas do etanol hidratado
ao longo de 2021, e uma forte queda no final do ano. Isso porque, ndo somente houve
um enfraquecimento da demanda por combustiveis, segundo anélise da Unido Nacional
de Bioenergia (UDOP, 2022), como também n&ao houve competitividade suficiente entre o
biocombustivel em relagéo ao derivado do petr6leo; no ano de 2021, o volume de vendas
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foi o menor desde 2016.
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Figura 7 - Comparacgéo das vendas de combustiveis com o mesmo més de 2019 (em %)
Fonte: EPE (2022)

3.2.2 1Panorama do etanol na Argentina

Em janeiro de 2008, a Lei 26.334 foi aprovada, promovendo a produg¢éo de etanol
a partir da cana-de-acucar, e em dezembro de 2013, o governo argentino anunciou
a instalacdo de novas fabricas de etanol produzido a partir de milho. A Secretaria de
Energia do pais determinou precgos diferentes para o produto, dependendo da matéria-
prima utilizada, tendo o alcool produzido com uso do cereal menor valor para o consumidor
(ASCURRA; MANOSALVA; MORRIS, 2019).

A Argentina possui 21 plantas de etanol combustivel. Conforme visto, o percentual
de etanol obrigatorio pela legislagdo para mistura com a gasolina & de 12%; destes, 6%
correspondem a etanol anidro obtido da cana-de-agucar, e 6%, do milho, conforme a nova
Lei n° 27640, publicada no Boletim Oficial da Republica da Argentina, artigo 12. Pela
Figura 8, pode-se avaliar que a crescente produgédo de etanol no pais a partir das duas
matérias-primas somente apresentou queda no ano de 2020, pelos motivos mencionados
anteriormente. A cada ano, a partir de 2012, o percentual de distribuicdo de ambas se
apresentou de forma mais equitativa. Apesar da queda da demanda, houve um aumento
na capacidade instalada da indUstria de etanol de até 60% em uma das maiores usinas
(CALZADA; D’ANGELO; LUGONES, 2020).
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Figura 8 - Produgéo de etanol de cana de aglcar e de milho na Argentina (2011-2020)

Fonte: Adaptado de Calzada; D’Angelo; Lugones (2020)

A industria de milho no pais, conforme o relatério anual de biocombustiveis da
USDA (2022), possui cinco plantas operacionais com capacidade de 900 milhGes de litros
por ano. O aumento da produgé@o de milho permite a Argentina produzir etanol com essa
matéria-prima, ao mesmo tempo em que se mantém como grande exportadora do cereal.
Ja a producdo de agucar do pais tem volume suficiente para o abastecimento interno,
exportagcOes e uso para gerar etanol; sdo 15 usinas para a manufatura do biocombustivel,
com 16 destilarias e capacidade de produzir 700 milhdes de litros anualmente, e vendas ao
longo de todo o ano.

Apesar da producao de etanol, a gasolina permanece altamente consumida no pais,
cerca de nove vezes mais que o primeiro, em bilhdes de litros, conforme evidencia a Figura 9.
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Figura 9 - Consumo de gasolina e etanol na Argentina de 2011 a 2022 (proje¢ao)

Fonte: Adaptado de USDA (2022)
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Enquanto o Brasil necessita de importagdes de etanol para abastecer o mercado
interno, h4 uma oportunidade para a Argentina em termos de exportacdo do produto.
Entretanto, o pais deve superar o obstaculo dos custos logisticos, uma vez que a producao
esté localizada no interior, distante dos portos de Gran Rosério, principal escoadouro para a
producao de gréos, farinhas, 6leos e biodiesel (CALZADA; D’ANGELO; LUGONES, 2020).

3.2.3 Panorama do etanol no Paraguai

O Paraguai possui 12 usinas de producéo de etanol com capacidade total e anual
de cerca de 340 milhdes de litros (JORNALCANA, 2016), sendo nove plantas flexiveis,
utilizando cana de agucar ou milho como matérias-primas; as outras trés produzem
exclusivamente partindo da cana. Gimenez (2020) analisou o volume, em milhdes de
litros, comercializado no pais, de 2015 a 2019, de gasolina, pura e misturada com etanol
anidro, e de etanol, incluindo a versao pura e E-85, ou seja, com 15% de gasolina. Pode-se
observar na Figura 10 que o combustivel féssil possui uma quantidade cerca de trinta ou
quarenta vezes maior do que o derivado da cana de agucar e do milho, ou seja, ainda que o
biocombustivel no pais esteja em progressao, a taxa de aumento do consumo da gasolina
ainda ndo se encontra perto de ser superada.
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Figura 10 - Volume de gasolina e etanol comercializados no Paraguai em 2015-2019, em milhdes de
litros

Fonte: Elaboragéo propria a partir de dados de Gimenez (2020)

Ainda nos mais recentes anos, explora-se o potencial de manufatura de etanol.
Ha um plano de expanséo da estatal Petropar que pretende dobrar a produgéo, com um
aumento do volume anual para 56 milhdes de litros, tendo uma nova linha de moagem

de cana de acucar. Conforme a BNAmericas (2021), em 2020, o pais produziu cerca de
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23,5 milhdes de litros, atendendo a 40% da demanda da empresa. O plano de expanséao
possibilitaria cobrir 100%.

Como mencionado anteriormente, 0 governo incentiva o uso da cana para a producao
de etanol; o biocombustivel originado desta matéria-prima é prioritariamente usado em
todo o territorio. Entretanto, o uso do milho vem ganhando espago no pais, uma vez que,
ao redor do mundo, tem sido cada vez mais estabelecido. O Ministério da Agricultura e
Pecuaria (MAG) certifica-se da origem das matérias-primas utilizadas na industria de
biocombustiveis, garantindo a disponibilidade destas em quantidade suficiente no pais.
S6 se pode ocorrer importacdo de biocombustiveis caso seja comprovada escassez dos
mesmos na oferta nacional. A producéo atual de etanol atende a demanda local (LOVERA
et al, 2021).

3.2.4 Etanol de 12 Geragéao

O etanol de primeira geracdo pode ser produzido a partir de matérias-primas
sacarideas e amilaceas. O produto oriundo da cana-de-agucar e do milho representa
82% do mercado mundial de biocombustiveis, sendo que, no Brasil, a produg¢do ocorre
principalmente a partir do primeiro (BORTOLETTO e ALCARDE, 2015). O uso da cana-de-
acucar como principal matéria-prima para a produg¢édo do etanol é devido ao rendimento
energético satisfatério e a realidade brasileira, haja vista que o Brasil € um dos lideres
de mercado e tecnologia dessa cultura (BERNARDO NETO, 2009 apud AGUIAR, 2017).
Comparando as matérias-primas, a Figura 11 aponta a produtividade por hectare de milho
e de cana, e a quantidade, em toneladas, de produto resultante (considerando, no caso do
primeiro, a produtividade em grédo, ou seja, apds a retirada do sabugo). Estudos indicam
que uma tonelada de milho resulta, aproximadamente, em cerca de 400 litros do produto
combustivel, enquanto a mesma quantidade de cana-de-aglcar produz em torno de 90
litros. Contudo, quando se fala de rendimento por area, a cana-de-agucar possui uma
produtividade de sete mil litros por hectare (AZEVEDO, 2018); ja a partir do milho, sédo de
menos de trés mil litros (CANNAVAL, 2021).
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Figura 11 - Produtividade das matérias-primas de etanol no Brasil

Fonte: Cannaval (2021)

Ademais, a forma canavieira de produgéo € ambientalmente mais vantajosa, haja
vista que a quantidade de energia gerada para cada unidade de energia fossil utilizada para
gerar o combustivel é de 9,3 unidades, enquanto para o milho, essa quantidade € de 1,5
(BORTOLETTO e ALCARDE, 2015); assim, mais da metade das usinas de cana do Brasil
comercializam excedentes de energia, durante a safra (CANNAVIAL, 2021). Desta forma,
quando se trata de cadeias de valor distintas, ndo se deve comparar somente a produtividade
das culturas para avaliar a atratividade do negécio; deve-se considerar também tanto os
coprodutos, quanto os custos de producéo e de oportunidade (CANNAVAL, 2021).

3.2.4.1. Usinas Flex

No ambito das usinas flex, ha dois tipos de cenarios industriais: usinas que processam
a cana durante a safra e, durante a entressafra, processam milho adaptando a mesma
planta; e usinas integradas, as quais realizam o processamento de ambas as matérias-
primas ao longo de todo o ano, dependendo da disponibilidade da matéria, com unidades
separadas. Segundo revista do BNDES (2014), na entressafra da cana-de-agUcar, existe a
possibilidade de operacédo de parte da estrutura da usina (caracterizada como flex) para o

processamento de milho, por até 120 dias, conforme o fluxograma da Figura 14.
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Figura 14 - Fluxograma do processo de uma usina flex

Fonte: Revista do BNDES (2014)

Estados que produzem um alto volume de cana e de milho tém potencial para realizar
as operagbes com tecnologias flex; um grande exemplo € o Mato Grosso, visto que a
maior parte da manufatura dos produtos no pais € concentrada no estado, além de possuir
projetos de expanséao da capacidade (CANNAVIAL, 2021). O Centro-Oeste, de modo geral,
€ a regido de maior potencial para usinas flex, haja vista que foi a regido responsavel
pelo significativo crescimento da producdo de milho do pais, passando de 82 para 114
milhées de toneladas por ano, da safra de 2017/18 para 2021/22 (MACHADO, 2022).
Apesar da alta producéo, a regi&o possui empecilhos para exportar o produto, uma vez que
deve haver transporte para as regioes litordneas, gerando maior custo pelo ponto de vista
econdmico; torna-se, portanto, mais interessante e viavel o processamento do milho para
outras finalidades e em plantas flex que se encontrem prdximas ao local de cultivo. O outro
cenario mencionado anteriormente é de uma planta paralela para a producéo de etanol de
milho, compartilhando somente as utilidades (vapor e energia elétrica) disponiveis em uma
usina de cana-de-acUcar, com potencial para operar durante toda a safra e entressafra. O
cenario para o ano de 2022, de acordo com a pagina Nova Cana (2022), através de dados
da ANP, & de novos investimentos em unidades de producdo de etanol. Atualmente 23
usinas encontram-se em processo de constru¢cdo, com capacidade futura de acrescentar
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“até 8,23 milhoes de litros diarios a oferta nacional de etanol hidratado e 5,93 milhdes a de
anidro” (Cana Online, 2022). Até 2031 espera-se, ainda, que o Brasil tenha 40 novas usinas
de etanol em funcionamento, conforme planos da Empresa de Pesquisa Energética (EPE),
sendo nove de cana-de-agucar, 23 somente de milho e oito usinas flex, que utilizam ambas

as matérias-primas.

3.3 GNV

Derivado do petréleo, o gas natural veicular (GNV) é composto por uma mistura de
hidrocarbonetos leves na faixa do metano e etano, que na temperatura e pressdo ambiente
permanece no estado gasoso. Diferentemente de outros combustiveis fésseis, durante sua
queima praticamente ndo emite monoxido de carbono e nédo apresenta enxofre em sua
composicéo, sendo considerado um combustivel mais limpo. O principal constituinte do
GNV é o metano, molécula composta por um atomo de carbono e quatro de hidrogénio.
Essa razao hidrogénio-carbono (H/C) é vantajosa para a redug¢ao da emisséo de poluentes
quando comparada com a gasolina que apresenta uma razao H/C de 1,85:1 (MALENSHEK;
OLSEN, 2009 apud BHASKER, 2018). Isso porque, durante a combustéo, a energia térmica
€ 0 oxigénio misturam-se com o metano para quebrar as ligagées moleculares e recombina-
los para transformar, idealmente, carbono em CO, e hidrogénio em H,O. Assim, se houver
menos carbono e mais hidrogénio como reagente, a quantidade desses produtos sera
menor. No caso do GNV, é observada uma reducéo de 20% nas emissdes de didxido de
carbono comparado a gasolina (CHIODI et al, 2006 apud BHASKER, 2018). A conversao
de um motor flex ao GNV consiste em uma adaptacdo do veiculo com a adicdo de um
conjunto de equipamento conhecido como kit gas, incluindo um “reservatorio para o GNV,
rede de tubos de alta e baixa pressao, regulador de presséo, valvula de abastecimento,
dispositivo de troca de combustivel e indicadores de condigdo do sistema” (SCHWOB et
al, 2003 apud BASTOS; FORTUNATO, 2014, p. 173). Feito o processo de converséao, o
veiculo passa a ter outra alternativa de uso de combustivel, além do tradicional etanol e
gasolina. A escolha do combustivel a ser usado é feita a cada abastecimento, ndo limitando
0 motor apenas ao gas apos a adigdo do kit. Como aspecto negativo deve-se destacar
a tendéncia dos veiculos a perda de poténcia e de espaco interno, devido ao peso e ao
volume do reservatorio do GNV (BASTOS; FORTUNATO, 2014).

3.3.1 Panorama do GNV no Brasil

De acordo com a Abegas, o Brasil apresenta mais de 1,6 milhdes de automoéveis
circulando com GNV. No primeiro semestre de 2022, o niUmero de veiculos que migraram
para este combustivel subiu 6,54%, quando comparado ao mesmo periodo em 2021,
registrando alta pelo segundo ano consecutivo no pais, segundo dados divulgados pelo
Ministério da Infraestrutura. Comparando com 2020, a diferenca é ainda maior, de 56,7%,
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tendo o Rio de Janeiro como estado de maior frota de veiculos circulando com gas
natural veicular (AAAPV, 2022). A nota técnica da EPE (2020a) explica que a demanda
nacional do GNV corresponde a uma parcela de 5% da demanda do géas natural. Embora
o setor automotivo apresente um aumento constante em termos de volume ano a ano,
a infraestrutura logistica ainda é bastante limitada e concentrada em grandes centros
urbanos, principalmente naqueles que possuem incentivos para a utilizagdo de carros

movidos a gas e onde ha uso recorrente de taxis e/ou aplicativos de transportes.

3.8.2 Panorama do GNV na Argentina

A Argentina apresenta-se como um dos paises com papel de lideranca da América
do Sul em relagdo ao uso do gas natural veicular. O mercado nacional, no ano de 2020,
apresentou uma demanda de 4,65% do consumo interno anual de gas natural, além de
uma média de mais de oito mil veiculos convertidos mensalmente para a utilizagcdo deste
combustivel. Dessa forma, em dezembro de 2020, o pais atingiu a marca de 1.660.218
veiculos adaptados, considerando carros particulares, taxis e caminhdes, referente a
recente frota de veiculos pesados movidos a gas (ENERGAS, 2020). A evolugéo do numero
de veiculos convertidos a GNV desde 1998 a 2020 na Argentina esta representada na
Figura 15, na qual se percebe uma grande evolugéo desde o final do século passado até o
ano de 2005, seguindo de um sutil crescimento nos anos mais recentes analisados.
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Figura 15 - Evolucéo da frota de veiculos movido a GNV na Argentina de 1998 a 2020
Fonte: ENERGAS (2020)

Por sua vez, os postos de abastecimento totalizaram mais de dois mil até o més de
dezembro de 2020, sendo distribuidos, majoritariamente, nas areas de grande trafego; a
provincia de Buenos Aires concentra a maior parte das estagdes, representando mais de
40% do total do pais. Além disso, a Cidade Autbnoma de Buenos Aires (conhecida como
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CABA) e as provincias de Cérdoba e Santa Fé representam uma porcentagem significativa,
em comparacgéo as demais provincias (ENERGAS, 2020).
Para o Paraguai, ndo foi encontrada nenhuma informacgéo sobre a utilizacao desse

combustivel no pais.

41 CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que em um cenério de urgéncia em reduzir as emissdes
de gases do efeito estufa, os combustiveis fosseis ainda tém papel de destaque no Brasil,
na Argentina e no Paraguai.

A gasolina é o combustivel leve de maior comercializagdo no Brasil; na Argentina,
apds uma retracdo da demanda durante o periodo da quarentena causada pela Covid-19,
€ esperado que o volume volte a crescer e passe os valores pré-pandemia. Ja o Paraguai,
tem preferéncia para comercializacao da gasolina pura a misturada com o etanol.

Ao avaliar o etanol, o Brasil apresenta programas de incentivo a produgédo do
combustivel como o RenovaBio e um maior volume de produc¢éo do etanol hidratado. Pode-
se inferir que este passou a ser uma alternativa a gasolina, justificando a producdo em
prioridade. A Argentina apresenta uma crescente produgcéo de etanol a partir da cana de
acucar e do milho, e ap6s a queda devido a pandemia, houve um aumento da capacidade
industrial de até 60% em uma das maiores usinas do pais. Para o Paraguai, ainda que o
etanol esteja em ascenséao, a taxa de consumo da gasolina ainda ndo se encontra perto de
ser alcancada.

O GNV embora apresente um setor com constante aumento no Brasil em termos
de volume ano a ano, ainda sofre com uma infraestrutura logistica limitada e concentrada
em grandes centros urbanos. Ja Argentina assume um papel de lideranga da América
do Sul em relacdo ao combustivel e o para o Paraguai ndo foram encontrados nenhuma
informacéo sobre a utilizacdo do mesmo em territério nacional.

Por fim, foi possivel avaliar que, apesar de a gasolina ainda ter um alto nivel de
consumo, o etanol vem ganhando cada vez mais espacgo, enquanto o GNV ainda possui
espacgo para crescimento e desenvolvimento.
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RESUMO: Diante da acentuada e agressiva
expansdo agricola e da ocorréncia de
escassez de agua, objetivou-se, por meio
desta revisdo, dissertar acerca da relagao
entre a agricultura e a crise hidrica no Brasil,
bem como evidenciar a crescente demanda
por agua no Brasil; analisar, em retrospecto,
como se deu o desenvolvimento do setor
agricola brasileiro e de seus meios de
produgao; tratar da ocorréncia de crises
hidricas e do incessante crescimento do
agronegoécio. Sob uma metodologia de
revisdo da literatura, as fontes: livros,
artigos, dissertacbes de mestrado e
doutorado, sites, etc. foram obtidas usando
de plataformas de pesquisa online: Google,
Google Académico e SciELO. As palavras-
chave utilizadas foram: Disponibilidade,
distribuicdo e consumo de &agua; Crise
hidrica;  Agricultura; Sustentabilidade.
Trabalhos redigidos em portugués e inglés
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foram selecionados de acordo com a pertinéncia e veracidade de suas informagées em relacéo
a tematica deste estudo. As obras publicadas entre os anos 2000 e 2022 foram priorizadas.
Perante ao explanado, concluiu-se que métodos de descentralizagdo da agua devem ser
implementados, de modo que a distribuicdo cumpra padrdes de qualidade e quantidade, em
todos os setores: agricola, industrial e urbano. Conjuntamente a isso, técnicas mais eficazes
de manejo ambiental precisam ser estudadas, e as que existem tém de ser incrementadas,
visando reduzir os impactos aos ecossistemas. Ademais, o fomento a educagdo ambiental
em todos os niveis de ensino, abrangendo todas as faixas etéarias, € imprescindivel para a
construcao de um Brasil e um mundo mais sustentavel.

PALAVRAS-CHAVE: Disponibilidade, distribuicdo e consumo de agua; Crise hidrica;
Agricultura; Sustentabilidade.

ABSTRACT: In view of the accentuated and aggressive agricultural expansion and the
occurrence of water shortages, this paper aims to discuss the relationship between agriculture
and the water crisis in Brazil, as well as to highlight the growing demand for water in Brazil;
to analyze, in retrospect, how the Brazilian agricultural sector and its means of production
developed; b) deal with the occurrence of water crises and the incessant growth of agribusiness.
Under a literature review methodology, the sources (books, articles, master’s and doctoral
dissertations, websites, etc.) were obtained through the online search platforms Google,
Google Academic and SciELO. The keywords used were: Water availability, distribution and
consumption; Water crisis; Agriculture; Sustainability. Works written in Portuguese and English
were selected according to the relevance and veracity of their information in relation to the
theme of this study. Works published between the years 2000 and 2022 were prioritized. In view
of the above, it was concluded that water decentralization methods should be implemented
so that distribution meets quality and quantity standards in all sectors (agricultural, industrial,
and urban). In addition, more effective environmental management techniques need to be
studied, and those that already exist need to be increased, in order to reduce the impacts on
ecosystems. Moreover, the promotion of environmental education at all levels of education,
covering all age groups, is essential for the construction of a more sustainable Brazil and a
more sustainable world.

KEYWORDS: Water availability, distribution and consumption; Water crisis; Agriculture;
Sustainability.

INTRODUCAO

De acordo com dados recentes publicados pela Organizacdo das Nag¢des Unidas
(ONU, 2017), em 1950, a populagdo mundial era composta por cerca de 2,5 bilhGes de
pessoas. Hodiernamente, existem aproximadamente 7,7 bilhdes de habitantes e, ainda
em 2022, esse numero pode chegar a 8 bilhées, em meados de novembro do mesmo ano.
Em 2050, estima-se que a populagédo chegara a 9,7 bilhées de individuos, dos quais 68%
ocuparao o ambiente urbano (ONUa, 2022; ONUb, 2022).

Estimativas apontam que o Brasil, em 1950, possuia uma populagéo constituida por
50 milhdes de pessoas. Em 2022, conforme os dados de projecdo da populacéo brasileira
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apresentados em tempo real pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2000), estima-se um total aproximado de 215 milhdes de habitantes. Até 2050, cerca de
233 milhdes de pessoas estardo ocupando o territério brasileiro, dos quais quase 100%
habitardo o meio urbano (ONU, 2017; IBGE, 2000; IBGE, 2022).

Tomando como alicerces as informacgdes supracitadas, € nitido que a quantidade
de pessoas vem aumentando exponencialmente ao longo das ultimas décadas. Pode-se
afirmar, também, que a demanda por recursos é diretamente proporcional ao quantitativo
de individuos. No entanto, tanto natural, quanto artificialmente, a distribuicao de recursos
n&o ocorre de maneira equivalente em todo o globo, dado que, ainda hoje, de acordo com
o Fundo Internacional de Emergéncia das Na¢des Unidas para a Infancia (UNICEF) e a
ONU, uma em cada trés pessoas no mundo ndo tem acesso a agua tratada, por exemplo.
A agua, como um recurso natural renovavel, & imprescindivel a sobrevivéncia da maioria
das espécies, mas, ainda assim, € ampla e indiscriminadamente explorada pelos setores
domésticos, industriais, energéticos e, especialmente, agricolas (CANTELLE; LIMA;
BORGES, 2018; UNICEF, 2019).

Além do acréscimo do consumo direto de &gua exercido pelo exorbitante crescimento
demografico, o setor agricola também é impactado, visto que a demanda por alimentos é
igualmente ampliada. Consequentemente, isso faz com que uma maior quantidade de agua
seja direcionada a irrigacao de coberturas vegetais, como culturas de milho e trigo, que,
apods colhidas, seréo utilizadas como matéria-prima na fabricacdo de diversos produtos
alimenticios, tais quais: bebidas, biscoitos, paes, 6leos, ragdes, etc. Ademais, a produgéo
de carnes bovina, bubalina, caprina, ovina, suina, e de aves promovida pelo setor pecuario
também usufruira da producdo agricola, para suprir as necessidades nutricionais dos
animais. Assim, a medida que as popula¢des humanas expandem, o alto dispéndio de agua
ocorre de maneira multilateral (ANDRADE, 2003; BRITO; SILVA; PORTO, 2007).

A Terra possui uma area total de 510 milhdes de km?, dos quais 360 milhdes de km?
s&o ocupados por agua. Em termos fracionarios, 2/3 do globo sdo dominados pelos recursos
hidricos. Entretanto, apesar do elevado volume hidrico, 97,5% sao compostos por agua
salgada (mares e oceanos), que nédo é passivel de consumo, pois apresenta alto nivel de
salinidade (=30 gramas de sal por 1 litro de agua). Os 2,5% remanescentes sao constituidos
por agua doce (<0,5 gramas de sal por 1 litro de agua), cuja maior parcela (68,9%) esta em
estado solido (geleiras e calotas polares); 29,9% compdem as aguas subterraneas; 0,9%
abrange agua em estado gasoso e pantanos; por fim, somente 0,3% equivale a 4gua doce
encontrada em rios e lagos (BRITO; SILVA; PORTO, 2007; MARENGO, 2008).

Com aproximados 12%, o Brasil detém o maior volume de agua doce do mundo.
Ainda assim, determinadas regides séo afetadas pela escassez hidrica, pois, tratando-se de
um pais de dimensbes continentais, a distribuicao de 4gua é naturalmente desproporcional
entre as regides. Somente a regido Norte, onde estd a Bacia Amazdnica, maior bacia
hidrografica do globo, abrange 68,5% da agua doce de todo o territério. Em contrapartida,
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a area Nordeste compreende apenas 3,3%. Por fim, as demais localidades: Sudeste (6%),
Sul (6,5%) e Centro-Oeste (15,7%) (FOLEGATTI, et al, 2010; AUGUSTO, et al., 2012).

Conforme os dados apresentados pelo Relatério de Conjuntura dos Recursos
Hidricos no Brasil publicado em 2012 pela Agéncia Nacional das Aguas (ANA), 72%
dos recursos hidricos do pais sdo destinados a irrigagcdo exercida pela esfera agricola,
enquanto os 28% restantes estdo distribuidos entre os setores industrial (7%), urbano
(9%), rural (1%) e animal (11%). A titulo de comparag¢éao, em ambito global, 70% da agua
séo utilizados pelo meio agricola, 23% pelas industrias e 7% pelo ambiente urbano (BRITO;
SILVA; PORTO, 2007; FOLEGATTI, 2010; ANA, 2012).

Além de consumir a maior parcela de 4gua, tanto a nivel nacional, quanto mundial,
a agricultura lidera o desperdicio desse recurso, visto que 70% sé&o perdidos durante a
produgao de alimentos. E primordial investigar quais os métodos de produgéo estdo sendo
aplicados, bem como examina-los conforme as suas respectivas eficacias, no que tange o
uso sustentavel da agua (FOLEGATTI, et al., 2010; FORTES; BARROCAS; KLIGERMAN,
2019; MOURA, et al., 2020). Destarte, o proposito primario que norteou esta pesquisa foi
dissertar acerca da relagao entre a agricultura e a crise hidrica no Brasil.

METODOLOGIA

Em face do abrangente arcabouco cientifico compativel com a proposta desta
pesquisa, a revisdo bibliografica foi adotada como metodologia. As fontes: livros, artigos,
dissertacdes de mestrado e doutorado, sites, etc. foram obtidas usando as plataformas
de pesquisa online: Google, Google Académico e SciELO. As palavras-chave utilizadas
foram: Disponibilidade, distribuicdo e consumo de agua; Crise hidrica; Agricultura;
Sustentabilidade. Trabalhos redigidos em portugués e inglés foram selecionados de acordo
com a pertinéncia e veracidade de suas informacgdes em relagdo a tematica deste estudo.
As obras publicadas entre os anos 2000 e 2022 foram priorizadas.

O objetivo primario foi subdividido em tépicos: Evidenciar a crescente demanda
por agua no Brasil; Analisar, em retrospecto, como se deu o desenvolvimento agricola no
Brasil, bem como discorrer sobre seus meios de produgéo; Explanar sobre a ocorréncia de
crises hidricas e a expansao ininterrupta do agronegécio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A crescente demanda por agua no Brasil

Em 8 de janeiro de 1997, o Congresso Nacional decretou a Lei n°® 9.433, conhecida
popularmente como Lei das Aguas. A partir deste ato legislativo, criou-se a Politica Nacional
de Recursos Hidricos (PNRH), que estabeleceu uma série de objetivos, instrumentos e

diretrizes que confluem em um s6 proposito: promover, em ambito federal, estadual e
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municipal, a protecdo das aguas que integram o pais e suas jurisdicbes (BRASIL, 1997;
MATSUSHITA; GRANADO, 2017).

Para que a defesa dos recursos hidricos ocorra de forma equanime em todas as
regides do Brasil, as esferas governamentais devem estar integradas, isto é, interligadas
umas as outras, dado que um monitoramento hidrolégico eficaz que ocorre coletivamente.
Destarte, com vistas a facilitar a transmisséo de informacgdes relevantes a preservacgéo das
aguas de todo o pais, a partir da PNRH, foi desenvolvido o Sistema de Informacgdes sobre
Recursos Hidricos (SIRH), um banco de dados que coleta, processa, armazena e recupera
informacdes acerca dos recursos hidricos e fatores que intervém em sua gestao (BRASIL,
1997).

Um dos principais objetivos da PNRH é garantir as atuais e futuras geracbes a
disponibilidade hidrica, de maneira que os padrdes qualitativos e quantitativos sejam
mantidos. No entanto, apesar de, em teoria, exercer tal meta por instrumentos estabelecidos,
como o SIRH, as aguas que banham o territorio brasileiro ainda sofrem impactos drasticos
que reduzem n&o apenas a qualidade, mas também a quantidade disponivel para consumo
(ANA, 2005; BRASIL, 1997; CIRILO, 2015).

Em marcgo de 2021, o Instituto Trata Brasil publicou um estudo acerca dos indicadores
de acesso a agua potavel, coleta e tratamento de esgotos nas 100 maiores cidades do pais
(Figura 1). Com base no Sistema Nacional de Informacgbes sobre Saneamento (SNIS),
verificou-se que cerca de 35 milhGes de pessoas ndo tém acesso a agua tratada. Ademais,
100 milhdes de habitantes ainda ndo usufruem da coleta de esgotos. Estima-se que, todos
os dias, 5,3 mil piscinas olimpicas de esgotos desprovidos de tratamento sdo depositadas
nos mais variados ecossistemas. Percentualmente, o Brasil deixa de tratar 50% de todo o
esgoto gerado (ITB, 2021).

Paralelamente as deficiéncias de abastecimento hidrico, coleta e tratamento de
residuos, a degradacdo dos cursos hidricos € ainda mais intensificada pela poluicéo e
contaminagdo provocada pelos componentes insalubres liberados indiscriminadamente.
Ha, portanto, um ciclo causal, no qual a devastacdo ambiental culmina na redugédo da
disponibilidade de agua potavel, que, por sua vez, termina no déficit de acesso ao recurso,
que, por fim, contribui para a liberacao indevida de insumos nocivos em ambientes naturais
(OLIVEIRA, et al., 2019; ITB, 2021).

Além do grave impacto ambiental e da escassez hidrica, a precariedade ou
auséncia de saneamento basico contribui para a proliferacdo de patologias, como:
leptospirose, amebiase, giardiase, dengue, Chikungunya, Zika, coélera, diarreia, febres
tifoide e paratifoide. Com isso, o sistema publico de saude é, por vezes, sobrecarregado
pelo aumento do contingente de pacientes. Ainda, é importante levar em consideracéo que
0s O0rgaos sanitarios também dispdem de suas proprias debilidades, dificultando ainda mais
a adocao de medidas de profilaxia, tratamento e erradicacdo de doencas, especialmente
as que possuem um elevado potencial de transmissdo (MACEDO, et al., 2018; ROCHA;
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ROSSONI; FARIA, 2018).

Conforme a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a cada 1 délar investido em
agua e saneamento, sdo economizados 4,3 dolares em saude publica. Em suma, além de
promover melhorias aos setores social e ambiental, dedicar recursos pecuniarios estatais
a estruturacdo de saneamento de boa qualidade beneficia a esfera econdmica (OLIVEIRA;
MORAES, 2022).

MELHORES e PIORES 4
1 Santos (SP) 1 11° Uberaba (MC)
& | " Maringi (PR) 12° Vitéria da Conquista (BA)|
Ol 3° Uberlandia (MG) 13° Palmas (TO)
4° Franca (SP) 14° Ponta Grossa (PR)
5° Limeira (SP) 15° Sa0 José dos Pinhais (PR,
6 Piracicaba (SP) 16° Curitiba (PR)
| 7°Cascavel (PR) 17° Londrina (PR)
0S ESTADOS DE SP E PR | 8 sa0 Paulo (SP) 18° Goiania (GO)
‘concentram 14 dos 20 municipion maks bem
fonador o Ratlieg 60 Saneamarta. | 9°Sa0 José do Rio Preta (SP) 19° Taubaté (SP)
| 10° Suzano (SP) 20° Brasilia (DF)
91° Belford Roxo (RJ) 96° Belem (PA)
92° Rio Branco (AC) 97° Sao Joao de Meriti (R1)
93° Duque de Caxias (RJ) 98° Ananindeua (PA)
94° Si0 Gongalo (RJ) 99° Porto Velho (RO)
95 Santarém (PA) 100° Macapa (AP)

Figura 1. Na Figura 1A, mostra o mapa do Brasil e Figura 1B os 100 municipios brasileiros localizados
nos Estados em que o saneamento basico & melhor ou pior.

Fonte: Adaptado de ITB, 2021.

Na Figura 1, observa-se que, interessantemente, a regido Norte, mesmo com o maior
volume de agua doce de todo o pais (68,5%), detém a maior quantidade de municipios com
saneamento basico preconizado. Também & notavel que as demais cidades, como Belford
Roxo (RJ), Sédo Gongalo (RJ) e Duque de Caxias (RJ), que séo largamente compostas por
periferias, nas quais as agdes do servigo publico ocorrem com menor efetividade, tém o
abastecimento hidrico, a coleta e o tratamento de esgoto sucateados (AUGUSTO, et al.,
2012; ITB, 2017).

Crise hidrica no Distrito Federal

Em épocas mais recentes, ndo apenas o Distrito Federal (DF), como também
Minas Gerais (MG) e Sao Paulo (SP), enfrentaram longos periodos de crise hidrica. O
baixo volume pluviométrico foi a principal das causas, pois comprometeu grande parte do
abastecimento dos reservatorios, que passaram a operar com capacidades muito abaixo
das regulares (DINIZ, 2019).

Tomando o DF como exemplo, em virtude das mudancas climaticas, da degradagéo
da cobertura vegetal, das captacgbes ilicitas de agua, das ocupacgbes irregulares que
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promovem a alteragdo da estrutura dos solos e a modificagdo das nascentes, a regido
foi assolada por uma crise hidrica severa que durou aproximadamente trés anos (2016,
2017 e 2018). Deve-se considerar, também, que o DF esta localizado no bioma Cerrado
(2 milhdes de km?), regiao central da América do Sul, cujo clima predominante é o tropical
sazonal com invernos secos, no qual as precipitacbes ocorrem com maior intensidade nas
estacOes caracterizadas por altas temperaturas (primavera e verdo). Ainda assim, periodos
estiagem ainda podem ocorrer durante essa fase do ano. Por fim, no decurso do inverno, a
ocorréncia de chuvas cai drasticamente, submetendo o bioma a um periodo que varia entre
trés a cinco meses de baixa umidade (CORREA, 2011; GOVERNO DE BRASILIA, 2017;
NASCIMENTO; NOVAIS, 2020; SILVA, et al., 2021).

Por estar em uma regido que passa por longas temporadas de seca, o DF néo
dispde de cursos hidricos abundantes, mas o bioma onde esta inserido possui nascentes
importantes que fornecem agua aos territérios adjacentes. A Hidrelétrica de ltaipu, por
exemplo, tem 50% de suas aguas advindas do Cerrado (GOVERNO DE BRASILIA, 2017;
CAPODEFERRQO, et al., 2018).

DF abrange um complexo de abastecimento hidrico formado por dois principais
reservatérios: Descoberto e Santa Maria, responséaveis por cerca de 90% do fornecimento
de agua a populagéo urbana e rural. Os demais 10% sao assistidos por sistemas de
distribuicéo isolados (GOVERNO DE BRASILIA, 2017; TAVARES, et al., 2017).

De setembro a dezembro de 2015, verificou-se que o volume pluviométrico no
reservatério do Descoberto, que abastece 64% da populagdo do DF, foi de 368,80
milimetros. Em 2016, na mesma época do ano, foi registrado um total de 412,40 milimetros.
Tais numeros equivalem a, respectivamente, 42,5% e 35,7% abaixo da média. Com isso,
em 15 de agosto de 2016, a Agéncia Reguladora de Aguas, Energia e Saneamento
Béasico do Distrito Federal (ADASA), por meio da Resolugédo n° 13, elaborou uma série
de providéncias a serem tomadas, de acordo com a reducao dos niveis das barragens do
Descoberto e de Santa Maria.

Uma das providéncias consistia em: caso a capacidade dos reservatoérios alcangasse
um valor igual ou inferior a 20%, seria necessario estabelecer um regime de racionamento
(ADASA, 2016; CAPODEFERRQO, et al., 2018).

Em 2017, o Descoberto passou a atuar com apenas 20% de sua capacidade,
enquanto a barragem de Santa Maria manteve seu volume acima de 40%. Defronte desta
situacdo, por meio do Decreto n° 37.976, de 24 de janeiro de 2017, o governo do DF
anunciou estado de emergéncia, determinando restricbes do uso da agua por 6 meses
(180 dias). Ademais, a Adasa tomou medidas complementares e mais longevas, como: a
reducdo da presséo na rede de distribuicdo de agua potavel; a implementagéo de tarifa de
contingéncia; e o rodizio do fornecimento de agua (racionamento), como mostrado na Figura
2. Toda esta conjuntura perdurou até meados de 2018, quando os niveis dos reservatorios
comegaram a subir novamente (GOVERNO DE BRASILIA, 2017; CAPODEFERRO, et al.,

Ciéncias Biologicas: Tendéncias tematicas, realidades e virtualidades Capitulo 4

65



2018; DINIZ, 2019).
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Figura 2. Volumes dos reservatoérios do Descoberto e de Santa Maria (2018 a 2022).
Fonte: Adaptado de ANA, 2022.

Especialmente devido ao avango constante das areas cultivadas destinadas ao
agronegocio, 57% do Cerrado foram degradados, e esse percentual tende a aumentar, pois
os aproximados 40% restantes estao sob a iminéncia de serem modificados. Neste cenario,
em que, naturalmente, aregido é sujeita a um clima caracterizado por poucas chuvas e longos
periodos de seca, além da auséncia de cursos d’agua volumosos, é essencial que haja,
pelo menos, um manejo adequado do solo, visando evitar erosbes e assoreamentos, que
séo potencialmente mais danosos as nascentes, dado que sao recursos mais susceptiveis
a degradacédo. No entanto, tendo em vista que o setor agricola progride cada vez mais,
a preservacgdo e a conservagdo do bioma se tornam paulatinamente mais inexequiveis
(GOVERNO DE BRASILIA, 2017; BANDEIRA; CAMPOS, 2018; CAPODEFERRO, et al.,
2018).

Um breve retrospecto da agricultura brasileira e seus meios de producéo

Com uma area total de 8,5 milhdes de km2, o Brasil € dotado de um territério de
propor¢cbes continentais. Entre os extremos Norte e Sul, ha uma disténcia de quase 4,4
mil km. Em virtude de sua grande extenséo, o pais é caracterizado por diferentes climas,
sendo os principais: tropical, tropical de altitude, tropical atlantico, subtropical, equatorial e
semiarido (MENDONGCA; DANNI-OLIVEIRA, 2007).

O clima tem importante influéncia sobre os fatores bi6ticos e abi6ticos de todos os
ecossistemas. Assim, com uma ampla variedade climatica, o Brasil é detentor da maior
biodiversidade do mundo, tendo cerca de 116 mil espécies animais e mais de 46 mil
vegetais conhecidas. Tais aspectos favoraveis ao surgimento e desenvolvimento da biota
colocam o pais em evidéncia, sobretudo quando se trata da producao agricola, visto que
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as condicbes ambientais, como temperatura, umidade, volumes pluviométricos, qualidade
do solo e produg¢do massiva de matéria organica, sdo extremamente vantajosas ao plantio
de diferentes lavouras, tais quais: cana-de-agucar, café, algodao, soja, arroz, feijao, milho,
trigo, etc. (BELARMINO, 2008; CARMO, 2017; ARAUJO; ROCHA, 2018; FELDENS, 2018).

O potencial de produgao agricola do Brasil ndo foi imediatamente percebido pelos
portugueses que se instalaram no territorio, no inicio século XVI. Nesse periodo, sob a
adocao de mao de obra escrava indigena, o foco foi voltado a extragcdo em larga escala
do pau-brasil (Paubrasilia echinata), cuja madeira era utilizada na construgéo civil, na
confeccdo de embarcacdes, producdo de moveis e utensilios diversos. Aléem disso, o
principal interesse era sobre o corante vermelho (brasilina) extraido de seu tronco, que era
usado no tingimento de tecidos e como tinta para escrita. A exploragéo intensa fez com
que o P. echinata chegasse proximo a extingdo (SIQUEIRA, 2011; VIEIRA, 2017; GOMES,
et al., 2019).

Apenas em meados da década de 1530, o pais passou a ser colonizado e, com
isso, desenvolver técnicas de plantio organizado em latifundios, com vistas, a principio,
abastecer a populacéo interna. As primeiras monoculturas foram de cana-de-agucar e, em
menor abrangéncia, de outros vegetais destinados somente a subsisténcia das familias
(FELDENS, 2018; SILVA, 2022).

Em virtude do crescente aumento da area plantada, por volta de 1550, a importacdo
de negros escravizados passou a ser praticada, a fim de garantir mao de obra suficiente
para a expansdo da producdo de cana, pois na época, o agucar era extremamente
valorizado pelo mercado mundial. Ademais, vale mencionar que a planta era melhor
adaptada aos solos de regides costeiras do Brasil, o que possibilitava uma exportagéo
mais agil do produto por meio do transporte maritimo. Desse modo, para os portugueses,
0 agronegocio era extraordinariamente rentavel, com uma margem de lucro descomunal,
pois toda a cadeia de producéo, desde a colheita até a extragéo do agUcar, era barateada
(MARQUESE, 2006; FELDENS, 2018; SILVA, 2022).

No final do século XVI e inicio do XVII, devido ao preco elevado do produto,
algumas regides do mundo passaram a cultivar as proprias lavouras de cana, tanto para
consumo interno, quanto para exportagdo. Por conseguinte, a oferta do produto aumentou
drasticamente, fazendo com que o seu valor de mercado reduzisse no mundo inteiro,
prejudicando, portanto, o cenario econémico brasileiro (RODRIGUES; ROSS, 2020).

No inicio do século XVIII, com o agucar desvalorizado, os latifundirios portugueses
passaram a investir, ainda timidamente, em monoculturas de café, planta nativa da Etiépia,
mas que se adaptou bem aos solos do Brasil. Foi somente na segunda metade do século
que o café se tornou a prioridade dos agricultores, pois 0 gréao passou a ser requisitado pelo
comércio global, devido a escassez do produto, bem como a baixa do agucar e de outros
produtos, como algodéo e tabaco (FELDENS, 2018; RODRIGUES; ROSS, 2020).

O auge do ciclo do café durou mais de um século, tornando o Brasil a principal
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referéncia na produgcédo do gréo. Até hoje, o pais ocupa a posicdo de maior exportador
de café do mundo. Segundo o Conselho de Exportadores de Café do Brasil (Cecafé), as
exportacgOes brasileiras de café somaram aproximadamente 2,5 milhdes de sacas de 60 kg
em julho de 2022 (CECAFE, 2022; BRAGAIA, 2022).

Diante dos fatos mencionados, é importante discorrer acerca das metodologias
exploratéria e agricola empregadas no Brasil durante os séculos XVI, XVII, XVl e XIX, e
também sobre os impactos provocados aos sistemas naturais. Em primeiro lugar, observa-
se que o desmatamento é iniciado com a extragcdo em massa de pau-brasil, sem qualquer
finalidade agricola. Todavia, ao transcorrer das décadas, além da exploracdo de madeira, a
cobertura vegetal passou a ser devastada com o objetivo de abrir espago para as grandes
monoculturas de cana, algodao, tabaco e, posteriormente, café (FELDENS, 2018).

A remocéo das plantas provoca uma série de desequilibrios ambientais, pois séo
essenciais @ manutengdo da maioria dos ecossistemas, visto que, como organismos
produtores de biomassa (matéria organica), sdo a base das cadeias alimentares. Além
de fonte nutricional, centenas de espécies animais utilizam as vegetagcdes como habitat.
Ainda, em consequéncia da redugéo da disponibilidade de matéria orgénica, o solo e os
organismos que o integram (fungos, microrganismos, anelideos, vermes e as proprias
plantas) também sédo afetados. Ha, também, o comprometimento dos cursos d’agua, que
ficam mais susceptiveis ao assoreamento causado pela auséncia de raizes que sustentam
o solo, sobretudo em matas ciliares e de galeria (GUERRA; JORGE, 2018; BARBOSA,
2022).

Em segunda instancia, deve-se sublinhar a monocultura como uma forma expressiva
de degradacao dos solos e recursos hidricos, pois essa técnica de cultivo consiste na
producao sucessiva de uma uUnica espécie vegetal, durante longas temporadas, em uma
mesma regido e sem qualquer manejo sustentavel do solo, que, por consequéncia, tem
suas estruturas fisico-quimica e biologica totalmente modificadas, potencializando a
ocorréncia de erosodes, assoreamentos e empobrecimento irreversivel do meio edafico
(ZIMMERMANN, 2009; MIRANDA, 2020).

Durante os séculos supracitados, o agronego6cio ndo dispunha de maquinarios
robustos e altamente tecnolégicos. A linha de produgéo era totalmente composta por
indigenas e negros africanos escravizados, que executavam todo o trabalho manualmente
(LEITE, 2017; PIACENTE; SILVA; BIAGGI, 2021).

A medida que o setor agricola e o comércio de madeira se tornavam mais potentes,
maior era o nivel de desflorestamento, devastacdo dos solos e das aguas, e extingdo de
espécies promovidos pelos proprietarios dos grandes latifundios (ZIMMERMANN, 2009;
BARBOSA, 2022).

Do século XVI para o XXI, o agronegécio progrediu em diversos aspectos, tais como:
producdo em elevada qualidade e quantidade conseguida por intermédio do desenvolvimento
de organismos vegetais transgénicos (melhoramento controlado de espécies, devido a
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edicado genética), fertilizantes e pesticidas mais eficientes, e construgdo de equipamentos
tecnoldgicos de grande porte, que, sob comando manual ou automatizado, manipulam o
solo, cultivam as sementes, irrigam e colhem as plantas (VARGAS, et al., 2018; SILVA;
WINCK, 2019; MORAES, 2019).

A despeito das evolugbes notaveis que a agricultura brasileira vem gerando,
verifica-se que a deterioragdo dos bio-sistemas ainda intercorre de maneira exorbitante.
Exempli gratia, estima-se que 93% do cultivo de soja esteja presente em areas ilegalmente
desmatadas. Vale salientar que o Brasil € lider mundial na exportacdo dessa commodity
(MACEDO, 2015; VASCONCELQS, et al., 2020; DUMMETT; BLUNDELL, 2021).

o

352
G ~ B =
‘o / 'o £ —\‘-. 5
i | [ \
' @
g )/
3 .
Total forest loss
Minimum extent of illegal agro-conversion: Availability of data on legality:
® 75-100% @ 50-74% @ 25-49% © 0-24% 1=high 2=medium 3=low

Figura 3. Extens@o minima de areas ilegalmente ocupadas pela agricultura, em a&mbito global, com
destaque para o Brasil (2013-2019).

Fonte: Adaptado de DUMMETT, BLUNDELL, 2021.

Dos trés niveis apresentados acima: high (alto), medium (médio) e low (baixo), o
Brasil ocupa o nivel mais alto (1), com praticamente 100% da extensdo minima de areas
ilegalmente ocupadas pela agricultura (DUMMETT; BLUNDELL, 2021).

Entre 2013 e 2019, 77 milhdes de hectares (ha) de florestas tropicais foram
devastados, numero correspondente a 11 milhées de ha por ano. No mesmo intervalo, em
conjunto, o Brasil, a Republica Democratica do Congo e a Indonésia foram responsaveis
por 51% de toda a remocdo da cobertura vegetal. Agora, entre novembro de 2018 e
junho de 2022, 5,3 milhdes de ha foram desmatados, valor equivalente a 4 mil ha por dia
(DUMMETT; BLUNDELL, 2021; MAPBIOMAS, 2022).

Extremamente dependente da cobertura vegetal, o ciclo hidrolégico que ocorre no
pais é também comprometido pela redugéo dos niveis de vapor liberados na atmosfera por
meio da transpiracdo das plantas. A titulo de exemplo, a Floresta Amazdnica é responsavel
por grande parte das precipitagdes que ocorrem em todas as regides do Brasil, e isso
ocorre devido ao deslocamento das massas de ar que transportam grandes volumes de
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goticulas de agua em suspensao do Norte para as demais areas: Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e, em menor intensidade, Sul (DEBORTOLI, 2013).

Aumento do agronegécio contra o avancgo das crises hidricas

No Brasil, em grande medida, os danos causados aos recursos hidricos advém, direta
e/ou indiretamente, das atividades antropicas. Tomando como exemplo a agricultura em
larga escala, além da superexploracdo da 4gua voltada a irrigacdo, faz o uso insustentavel
do solo, cujas estruturas fisica e quimica sdo modificadas por meio da administragéo
de veiculos e maquinas de grande porte, aplicacdo acentuada de fertilizantes e demais
agroquimicos ricos em substancias capazes de interagir com as particulas do solo. Nesse
cenario, tais compostos, juntamente aos fragmentos do solo, estao sujeitos ao transporte
exercido pela forga da agua proveniente da irrigacao ou de precipitagdes pluviométricas, e,
por fim, ao depdsito em cursos hidricos, onde ocorrera aconcentragéo de sedimentos edéaficos
e elementos quimicos, como: Fosforo (P) e Nitrogénio (N), os quais sdo caracteristicos da
composicéo de fertilizantes. O acumulo progressivo desses componentes pode culminar
em assoreamento (deposicao exacerbada de constituintes do solo em um curso hidrico)
e eutrofizagdo (concentracdo de nutrientes que estimulam a proliferacdo desmedida de
organismos, como algas e bactérias fotossintetizantes potencialmente sintetizadoras de
substancias toxicas). Ambos processos provocam a reducao da qualidade e quantidade da
agua, afetando, portanto, todos os organismos vegetais e animais que dependem desse
recurso, tanto no espacgo natural, quanto no artificial (FREITAS; RIGHETTO; ATTAYDE,
2011; BARRETO, et al., 2013; NETO, 2018; JUNIOR, 2022).

A constante expansao das areas cultivadas por monoculturas também promove a
remocgao da cobertura vegetal nativa, essencial & manutencdo do ciclo hidrologico, visto
que as plantas realizam a transpiragéo, isto é, suas estruturas foliares, liberam agua em
estado gasoso, que ficar4 temporariamente suspensa na atmosfera, até condensar e
formar as chuvas responsaveis por reabastecer os cursos hidricos. Desse modo, uma vez
desmatada, a regido apresenta um volume pluviométrico reduzido e, consequentemente,
ocorre o declinio da disponibilidade de agua, ndo apenas nessa, como em localidades
adjacentes, tendo em vista que o vapor d’agua é conduzido pelas massas de ar. Ademais,
a extracao vegetal contribui para o surgimento de erosdes e assoreamento, especialmente
em matas ciliares e de galeria, nas quais as plantas ocupam as margens do curso e, e seus
sistemas radiculares, sustentam a estrutura do solo, evitando deslizamentos de terra (FAO,
2022; TUNDISI; TUNDISI, 2010).

De acordo com dados levantados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA), entre os anos 1977 e 2017 (Figura 4), a producdo de graos cresceu de 38
milhGes de toneladas para 236 milhdes, ao passo que a area plantada, de 37 milhdes,
praticamente dobrou para 60 milhdées. No mesmo periodo, em quilos por hectare, as
lavouras de trigo, arroz e milho aumentaram, respectivamente, 346%, 317% e 270%
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(EMBRAPA, 2018).
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Figura 4. Panorama brasileiro sobre a expanséo da producéo agricola de arroz, feijao, milho, soja e
trigo (1977-2017.

Fonte: Adaptado de EMBRAPA, 2018.

Nas safras de 2016 e 2017, o Brasil alcangou seu recorde na produgédo de graos,
pois, além do abastecimento interno, exportou commodities para 150 paises, de todos os
continentes. A producdo de base animal e vegetal excede 400 produtos, que provém de
diferentes escalas e unidades produtivas da esfera agricola (EMBRAPA, 2018).

A amplificagdo da producdo trouxe consigo uma gama de beneficios, tais quais:
geracdo de empregos e de renda, bem como a reducao dos valores de mercado dos
produtos, tornando-os mais acessiveis aos consumidores finais. Por conseguinte, em 2017,
a balanga comercial do agronegocio brasileiro registrou um superavit de US$ 81,7 bilhdes.
Ademais, a agroindUstria e seus servicos terceirizados empregaram mais de 9 milhdes de
pessoas (AGROSTAT, 2017; BARROS; RENNO, 2022).

O crescimento substancial observado no setor agricola brasileiro foi causado por
diversos fatores, como: amplificagcdo demografica; avancgos cientificos em metodologias mais
eficazes de plantio, tecnologia de maquinario e biotecnologia; e aumento das exportagdes.
Em corroboragéo a isso, segundo o Centro de Estudos Avangados em Economia Aplicada
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(CEPEA), em 2021, o agronegécio participou de 27,4% do Produto Interno Bruto (PIB) do
Brasil (FILHO; FISHLOW, 2017; EMBRAPA, 2018; CEPEA, 2022).

Em face dos dados apresentados, é nitido que o setor agricola brasileiro obteve
um crescimento substancial durante as Ultimas décadas, especialmente ap6s a revolucéo
verde. Para a economia do pais, € um fator positivo a ser considerado, no entanto, quando
se trata de desenvolvimento sustentavel, ndo sb o agronegécio, mas as industrias e os
grandes centros urbanos nao dispdem de metodologias eficientes (VIEIRA, 2017).

Além do uso direto da agua, o crescimento populacional provoca o aumento do
consumo de energia, sobretudo no Brasil, que ainda € predominantemente dependente das
hidrelétricas, as quais fornecem cerca de 80% do total de energia produzida no pais. As
matrizes energéticas renovaveis alternativas e seus respectivos percentuais de producao
sdo: edlica (8,8%), nuclear (2,2%) e solar (1,7%) (NOGUEIRA; ALARCON, 2019; BARRA;
TEIXEIRA, 2022; MARTINS; CARMINATI, 2022).

Apenas no século XX, o consumo de agua aumentou seis vezes, enquanto a
populagdo cresceu somente a metade, isto é, a exigéncia por esse recurso tende a
ultrapassar o indice demogréfico e, consequentemente, causar um colapso hidrico futuro.
Estima-se que, nos proximos anos, havera um crescimento de 50% da demanda por agua
no Brasil, devido a necessidade de expansé@o da producdo de alimentos em 35% que
ocorrera até 2030 (TUCCI, 2008; EMBRAPA, 2018).

E importante reforcar que, concomitantemente ao aumento do consumo de agua,
ainda em 2022, existem 750 milhées de pessoas sem acesso ao recurso, ou seja, ha
uma certa contradicdo entre a disponibilidade, a distribuicdo e a elevagcdo do consumo.
Isso significa que somente uma quantidade limitada da populagdo mundial usufrui de um
bem natural fundamental a vida. Em parte, isso ocorre devido as influéncias empreendidas
pelo comércio mundial, que ndo considera agua um mero recurso ambiental, mas sim um
produto rentavel.

No Chile, por exemplo, os recursos hidricos, juntamente aos sistemas de
processamento d’agua, s&o majoritariamente privatizados, isto &, foram repassados
do Estado para empresas de iniciativa privada. Uma vez que a organizagdo estad no
setor privado, as possibilidades de precarizacdo do servico e das relagbes trabalhistas
sdo maiores, além de provaveis aumentos do valor sobre o servico de abastecimento e
deficiéncia no atendimento a populagdo (CASTRO, 2016; KISHIMOTO; STEINFORT;
PETITJEAN, 2020).

Em contrapartida, paises europeus, sul-americanos e africanos, como Paris, Berlim,
Bamako, Buenos Aires, Maputo e La Paz, pioneiros na privatizacéo da 4gua, tiveram casos
recentes de reestatizacdo. Portanto, sob uma perspectiva pragmatica, pode-se afirmar
que privatizacGes dessa natureza tendem a ser frustradas pela inabilidade de gestéo das
empresas (KISHIMOTO; STEINFORT; PETITJEAN, 2020).

Como um recurso predominantemente estatal, em teoria, a presséo popular para
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com os seus representantes governamentais é maior, tornando o servigo de abastecimento
razoavelmente mais eficaz. O Estado disp6e de diretrizes e instrumentos de capilaridade,
que atingem quase que todas as areas da populagdo, ndo obstante, mesmo sendo a
alternativa mais viavel, carece de melhorias (BICUDO; TUNDISI; SCHEUENSTUHL, 2010;
KISHIMOTO; STEINFORT,; PETITJEAN, 2020).

CONSIDERAGCOES FINAIS

Caracterizado por um planeta majoritariamente constituido por mares e oceanos
(agua de alta salinidade), a Terra possui uma quantidade praticamente irrisoria de agua
doce disponivel para consumo, dado que a maior por¢ao estd em estado sélido. Ainda
assim, mesmo que sob posse da consciéncia de que é um recurso essencial e findavel, a
espécie humana persiste em centralizar a distribuicéo, descartar e, de inUmeras maneiras,
degradar as aguas, em todas as suas formas e ambientes.

O aumento progressivo da populacao global, juntamente a esfera agricola e suas
industrias, que concentra mais da metade do consumo de agua doce do mundo, ao passo
que bilhdes de pessoas ndo tem acesso a dgua tratada, coleta e processamento de esgotos,
e compreendem uma enorme parcela da responsabilidade, quando se refere a exploragédo
hiperbdlica dos meios hidricos.

Vale destacar que a resolugcdo de todas as problematicas aqui abordadas é
extremamente onerosa, assim, compreender que se trata de um processo gradativo, é
basilar. Deve-se, portanto, implementar métodos de descentralizacdo da agua, de maneira
que a distribuicdo cumpra padrdes de qualidade e quantidade, em todos os setores:
agricola, industrial e urbano. Conjuntamente a isso, técnicas mais eficazes de manejo
ambiental precisam ser estudadas, e as que existem tém de ser aprimoradas, visando
reduzir os impactos aos ambientes naturais. Ademais, o fomento a educacdo ambiental
em todos o0s niveis de ensino, abrangendo todas as faixas etarias, € imprescindivel para a

construgdo de um Brasil e um mundo mais sustentavel.
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RESUMO: Mudangas no comportamento
humano em relagcdo ao meio ambiente,
barreiras ao desenvolvimento urbano,
globalizacdo e mudancas climaticas sao
alguns dos fatores que contribuem para
a ocorréncia e disseminacdo de doengas
infecciosas. O incidente atinge trés
arbovirus no Brasil, Chikungunya, Dengue
e Zika, que sdo amplamente disseminados
por mosquitos vetores distribuidos por todo
0 pais, relacionados aos seres humanos,
causando grandes problemas de saude
publica. Na auséncia de vacinas eficazes
e tratamentos especificos, é importante
manter e integrar a vigilancia entomolégica
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e epidemioldgica em curso para orientar as abordagens de controle e preveng¢édo do pais
contra essas arboviroses. A familia Annonaceae tem sido extensivamente estudada para
utilizar muitas espécies como fonte de compostos inseticidas com diferentes modos de agéo
sobre insetos. Portanto, este trabalho teve como objetivo desenvolver um produto natural,
econdmico e sustentavel, utilizando o extrato da casca de Annona squamosa como recurso
contra larvas de Aedes aegypti. A partir dos resultados, pode-se comprovar a hipétese de
que o inseticida natural desenvolvido a partir do extrato da casca da fruta do conde (Annona
squamosa) é eficaz na mortalidade de Aedes aegypti.

PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais, Arboviroses, Extratos.

CONDE FRUIT (Annona squamosa) EPICARP WITH INSECTICIDE ACTIVITY: AN
ALTERNATIVE IN THE CONTROL OF Aedes aegypti

ABSTRACT: Changes in human behavior towards the environment, barriers to urban
development, globalization and climate change are some of the factors that contribute to
the occurrence and spread of infectious diseases. The incident affects three arboviruses in
Brazil, Chikungunya, Dengue and Zika, which are widely disseminated by mosquito vectors
distributed throughout the country, related to humans, causing major public health problems.
In the absence of effective vaccines and specific treatments, it is important to maintain and
integrate ongoing entomological and epidemiological surveillance to guide the country’s
control and prevention approaches against these arboviroses. The Annonaceae family has
been extensively studied to utilize many species as a source of insecticidal compounds
with different modes of action on insects. Therefore, this work aimed to develop a natural,
economical, and sustainable product using Annona squamosa bark extract as a resource
against Aedes aegypti larvae. From the results, one can prove the hypothesis that the natural
insecticide developed from the bark extract of the fruit of the conde (Annona squamosa) is
very effective in reducing the mortality of Aedes aegypti.

KEYWORDS: Natural products, Arboviroses, Extracts.

INTRODUCAO

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é um vetor viral que causa dengue, chikungunya, e
Zika virus (Vasconcelos, 2015). Na auséncia de vacinas eficazes e tratamentos especificos,
€ importante manter e integrar uma vigilancia entomolégica e epidemioldgica continua para
orientar as abordagens de controlo e prevencéao do pais contra estas arboviroses.

A. aegypti tém quatro fases bioldgicas: ovo, larva, pupa e adulto levam cerca de
10 dias a completar um ciclo, sendo os trés primeiros aquaticos. Os ovos sdo brancos e,
nas primeiras 24 horas, terdo um aspecto preto brilhante; sob condicbes adequadas de
temperatura e humidade, o seu desenvolvimento embrionario é concluido em 48 horas
(FEITOSA et al., 2017). As acdes de controlo da populagéo ocorrem principalmente na fase
larval, quando esta &€ mais vulneravel.

O fruto do conde (Annona squamosa) pertence a familia Annonaceae, esta € uma
familia que merece destaque por ser atualmente a familia botanica mais estudada e utilizada
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para o controlo alternativo de pragas e € como Acentogeninas, ou seja, o ingrediente ativo
encontrado na casca dos ramos, raizes e sementes destas plantas desta familia que mostra
o efeito contra os insetos pragas. (PAZ et al., 2018).

Portanto, este trabalho visava desenvolver um produto natural, econémico e
sustentavel utilizando o extrato da casca do fruto do conde ou pinha (Annona squamosa)
como recurso contra as larvas de Aedes aegypti. A partir dos resultados, pode-se provar a
hipétese de que o inseticida natural desenvolvido a partir do extrato de casca de Annona

squamosa é eficaz para matar o Aedes aegypti.

METODOLOGIA

Para testar a mortalidade das larvas de Aedes aegypti, foi utilizado um extrato
de casca de Annona squamosa, vulgarmente conhecido como fruto de conde. Para a
preparacdo dos extratos aquosos e etanolicos, as frutas foram recolhidas para bioensaios
em Umarizal/RN nas horas mais frias do dia e deixadas a secar durante 2 semanas.

Para a preparagéo do extrato, foi utilizado um copo de acrilico com uma lamina
movel fixada no fundo, no qual a parte colhida foi triturada. A trituracao foi feita em diferentes
quantidades de soluto, utilizando quantidades iguais de solvente para diferentes extratos,
1 litro de agua destilada para extratos aquosos e 500 ml de alcool para extratos etanolicos.
Como recomendado por (EMBRAPA, 2006), as substancias aquosas foram deixadas de pé
durante 24 horas num local sem luz, e depois o extrato etanolico foi deixado de pé durante
120 horas para uma melhor extrag@o dos ingredientes ativos. Apés este periodo, o material
¢ filtrado e colocado num recipiente. Havia 3 réplicas na experiéncia, € importante notar
que foram realizadas duas experiéncias para cada substancia de controlo (SANTOS et al.,
2012). A primeira é a aplicagéo indireta e a segunda é a aplicagéo direta do extrato em
larvas de Aedes aegypti.

Na experiéncia, foram utilizados 4 recipientes para conter 40 larvas de Aedes
aegypti, e em cada recipiente foram colocadas 20 larvas do mosquito da dengue. Nestes
recipientes, foram colocados 100 ml de agua destilada e 10 gotas de inseticida natural,
e o grupo de controlo foi 4gua destilada. Isto é consistente com Cruz et al. (2012) para
experiéncias que testam a mortalidade larvar do Aedes aegypti. Na segunda experiéncia,
foram utilizadas 20 larvas e duas placas de po¢co com 10 larvas de mosquito da dengue
em cada placa. Na primeira placa, 10 larvas de Aedes aegypti foram distribuidas como
uma unidade em cada compartimento e uma gota de extrato a base de agua destilada foi
aplicada a cada larva, e no segundo recipiente, uma gota de agua destilada foi aplicada a
cada larva. Observou-se a mortalidade/sobrevivéncia das larvas de Aedes aegypti.

Em experiéncias com extratos etanolicos com larvas de Aedes aegypti, utilizamos
4 contentores para armazenar 40 larvas. Colocamos 20 larvas de mosquitoda dengue em
cada recipiente, no qual colocamos 100 ml de agua destilada e 10 gotas de inseticida
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natural, e um grupo de controlo de 46% de alcool. Na segunda experiéncia, utilizamos
20 larvas do mosquito da dengue e dois pratos de pog¢os com 10 larvas em cada prato.

Na primeira placa, 10 larvas de Aedes aegypti foram distribuidas uniformemente em
cada compartimento e uma gota de extrato de etanol foi adicionada a cada larva, e no
segundo recipiente, uma gota de 46% de alcool é gotejada em cada larva. Observou-se a
mortalidade/sobrevivéncia de larvas do mosquito da dengue (Aedes aegypti).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A figura 1 representa a taxa de mortalidade em minutos com o teste feito com o

extrato etilico, a figura 2 representa a taxa de mortalidade em minutos feita com o extrato
aquoso.

Aedes aegypti larvae

Aedes aegypli larvae
' Water

) Alcohol 46%

Control
'

Leaf

Survival %

.
Survival %

Control

= Leal

minutes

minutes
*

Mortalidade de larvas de Aedes aegypti sujeitas a aplicagdo direta de extratos de Annona squamosa
dissolvidos em 46% de alcool e agua destilada. Fonte: Autores.

Figura 1. Representa uma aplicacéo direta de inseticidas sobre as larvas adultas do Aedes aegypti.
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* Mortalidade de larvas de Aedes aegypti sujeitas a aplicacao indireta de extratos de Annona squamosa
dissolvidos em 46% de é&lcool e 4gua destilada. Fonte: Autores

Figura 2. Representa uma aplicac¢éo indireta de inseticidas sobre as larvas adultas do Aedes Aegypti.

A figura 01 mostra que os inseticidas tiveram um tempo de mortalidade médio em
larvas de mosquito da dengue com extrato aquoso em aplicagéo direta de 30 minutos, em
extrato etanolico de 30 minutos, o controlo teve um tempo de mortalidade de 1h45min.

A figura 02 mostra que os inseticidas tiveram um tempo de mortalidade médio em
larvas de Aedes aegypti com extrato aquoso em aplicacéo indireta de 1Th15min, em extrato
etanolico de 60 minutos, o controlo teve um tempo de mortalidade de 2h15min.

O resultado do tempo de mortalidade da agua mostra a veracidade da agéao inseticida
na casca de Annona squamosa. A partir dos resultados, foi possivel provar a veracidade da
hipétese, que os inseticidas naturais desenvolvidos a partir do extrato de folhas de Annona
squamosa sdo muito eficazes, indicando que sdo mais eficazes do que as industrias na
questao das taxas de mortalidade das larvas de mosquito da febre amarela (Aedes aegypti).

A prova de que a Annona squamosa também tem o componente Acetogenina,
que constitui uma classe de produtos naturais promissores como agentes inseticidas
prototipicos, sendo encontrada nas cascas de ramos e raizes, raizes e especialmente nas
sementes de plantas da familia Annonaceae (Bermejoet al., 2005; Castillo-Sanchezet al.,
2010).

Aatividade inseticida deve-se a presenca da substancia Acetogeninas que atuam nas
mitocdndrias, inibindo a NADH -ubiquinona e a oxidoreductase, atingindo o metabolismo,
causando a morte de insetos (ZafraPoloet al., 1996; Lummen, 1998).

O inseticida sera colocado em capsulas de gelatina com o inseticida em p6, durante
o periodo chuvoso seréo distribuidos nos ambientes, para quando acontecer a chuva levar
a capsular até o escoamento da agua e la dissolvendo os inseticidas evitado a proliferagédo
dos insetos dengue.
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CONCLUSAO

Os bioinseticidas feitos da casca de Annona squamosa provaram ser muito eficazes
no combate as larvas de mosquito da dengue. A utilizagao deste inseticida natural é eficaz,
trazendo beneficios para a populagdo, uma vez que os inseticidas naturais € a base de
casca da fruta do conde sdo naturalmente bioativos e mostram atividade citotoxica. A
utilizacdo de pesticidas naturais € uma alternativa quando relacionada com a utilizagéo de
quimicos sintéticos para o mesmo fim, pois o produto desenvolvido torna-se mais econémico
e acessivel do que os pesticidas sintéticos, além de contribuir para a satde humana.
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RESUMO: As doengas tropicais negligenciadas representam um enorme desafio para a saude
publica no Brasil, por afetar populagbes mais pobres, e pela limitacdo nos medicamentos
atualmente disponiveis. Conhecida no Brasil como Camapul, Physalis angulata Linn.,
€ uma planta com grande importancia na medicina popular por suas varias propriedades
terapéuticas e pela producéo de compostos ativos. Objetivou-se com esse trabalho avaliar o
potencial antiparasitario de extratos de plantas de P. angulata cultivadas in vitro sob diferentes
qualidades de luz (branca, azul, verde, vermelha e amarela). A atividade esquistossomicida
do extrato de P. angulata cultivada sob luz vermelha mostrou 75% de auséncia de motilidade
dos vermes adultos as 72 horas de incubacao na concentragéo 12.5 yg mL. Ja o extrato de
P. angulata cultivada sob luz azul, apresentou 100% de auséncia de motilidade as 72 horas
de incubacao na concentragéo 200 pyg mL". A atividade leishmanicida mostrou que o extrato
cultivado sob luz verde reduziu a viabilidade de células promastigotas de L. amazonensis em
73.56%, seguido do extrato de P. angulata cultivada sob luz vermelha (66.8%). Os valores
de Cl_, dos extratos testados foi de 17.72 uM e 12.38 M para a luz verde e luz vermelha,
respectivamente. Todos os extratos testados apresentaram baixa toxicidade contra linhagem
normal de fibroblasto de pulmdo humano GM07492A. Dependendo da qualidade da luz,
respostas na produgcdo de metabodlitos secundarios séo evidentes. As luzes branca, azul,
vermelha e verde apresentam diversos estudos que retratam seus potenciais biolégicos.
Neste estudo, sugere-se que a producéo de compostos antiparasitérios fora estimulada pelas
luzes branca, azul, vermelha e verde, podendo ser responséveis pelas atividades bioldgicas
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descritas neste estudo.
PALAVRAS-CHAVE: Camapu, Cultura de tecidos, Leishmania amazonensis, Schistosoma
mansoni.

11 INTRODUGAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) sdo um grupo diverso de doencgas
transmissiveis que acometem pessoas mais pobres, que vivem sem o provimento de
agua limpa, sem saneamento e higiene adequados e, em estreito contato com vetores
infecciosos e animais. Mais de um bilhdo de pessoas em todo mundo sdo afetadas pelas
DTN, principalmente em paises tropicais e subtropicais, representando um enorme desafio
em termos de saude publica e para a economia dos paises (VUITIKA et al., 2022).

No Brasil, 0 quadro de DTN € inquietante, sendo responsavel por uma enorme parte
dessas doengas naAmérica Latina, com destaque para doenga de Chagas, esquistossomose
e leishmaniose (HOTEZ, 2014; MARTINS-MELO et al., 2016). A esquistossomose se
desenvolve apos o contato com larvas do parasita Schistosoma mansoni, que sao liberadas
de caramujos hospedeiros em ambientes de dgua doce. No Brasil existem trés espécies
de moluscos que transmitem o S. mansoni, sendo que a espécie Biomphalaria glabrata
destaca-se como o principal hospedeiro intermediario.

Dados revelam que mais de 1,5 milhdes de pessoas vivem em areas de risco
em praticamente todos os estados do Brasil, sendo que nas ultimas duas décadas
foram registradas mais de 10 mil mortes provocadas pela doenca (BRASIL, 2018). Ja
a leishmaniose é uma doenca causada por protozoarios do género Leishmania que é
prevalente em 88 paises de quatro continentes, apresentando registros de infec¢cdo anual
em mais de 1 milhdo de casos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2018; MENDOZA-
ROLDAN et al., 2022).

As opcoes terapéuticas disponiveis para as diversas DTN s&o limitadas, insuficientes
e apresentam uma série de problemas, tais como baixa eficicia, elevada toxicidade e a
emergéncia de cepas resistentes ( DIAS et al., 2013). Este panorama ainda é agravado
pela falta de investimentos no desenvolvimento de terapias melhoradas, tendo em vista que
o retorno sobre o investimento é baixo e ndo garantido (TROUILLER et al., 2001), o que
reflete em niumero reduzido de medicamentos desenvolvidos nas Ultimas décadas (NWAKA
et al., 2009).

Atualmente o tratamento da esquistossomose é baseado em um unico farmaco,
o praziquantel, um composto desenvolvido ha mais de 30 anos (FRIEDMAN et al., 2018;
ZANOLLA et al., 2018), que apresenta diversos efeitos colaterais (STELMA et al., 1995;
CIOLI; PICA-MATTOCCIA, 2003). Ja o tratamento da leishmaniose pode ser realizado
utilizando-se antimoniais pentavalentes, e, no caso de cepas resistentes, a Anfotericina
B e a Pentamidina. No entanto, esses farmacos apresentam elevada toxicidade, grande
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namero de efeitos adversos e alto custo, levando pacientes a desistirem do tratamento
(BRASIL, 2018).

Frente a necessidade de encontrar novos farmacos que sejam mais eficazes, mais
baratos e seguros, diversas estratégias de descoberta de compostos vém sendo utilizadas,
como a utilizagdo de plantas medicinais, as quais possuem uma diversidade estrutural
necessaria para servirem de modelo para novas moléculas bioativas (ANNANG et al.,
2015).

Conhecida popularmente no Brasil como camapu, Physalis angulata Linn. € uma
planta medicinal da familia Solanaceae, com ampla adaptacéao ecologica e distribuicdo em
regides tropicais e temperadas do mundo (BASTOS et al., 2006; AM; NIDAVANI, 2014).
E conhecida por suas propriedades etnofarmacolégicas, tendo sido usada na medicina
tradicional ao redor do mundo como analgésico (BASTOS et al., 2006), sedativo (AGRA et
al., 2007), antirreumatico (LAWAL et al., 2010), antidiurético (NANUMALA et al., 2012), anti-
inflamatoério (COELHO-FERREIRA, 2009), antimalarico e antiasmatico (RUIZ et al., 2010),
entre outras. Desta planta ja foram caracterizados inUmeros compostos quimicos, incluindo
diterpenos, ésteres, flavonoides, ceramidas e vitaesteroides, os quais sdo responsaveis
por comprovadas atividades biolégicas (TOMASSINI et al.,, 2000; LICODIEDOFF;
KOSLOWSKI; RIBANI, 2013; ZHANG; TONG, 2014). Entre os vitaesteroides, as fisalinas
sd0 os compostos ativos mais encontrados em P. angulata (ZHANG; TONG, 2014).

Diante da sua importancia medicinal, trabalhos envolvendo espécies do género
Physalis tem sido alvo de pesquisas em propagacao (AZLAN et al., 2005; RAMADAN,
2011; RAMAR; AYYADURAI; ARULPRAKASH, 2014) e, neste aspecto, técnicas de cultura
de tecidos vegetais in vitro ttm se mostrado promissoras com a finalidade de produzir
compostos de interesse em aplicagdes biotecnoldgicas. Na cultura de tecidos vegetais in
vitro € possivel realizar o tratamento com elicitores, como a luz, a qual é considerada
como gatilho e modulador de complexos mecanismos de desenvolvimento e regulacao
da planta, promovendo modificagbes na producdo de metabdlitos secundarios (TOBIN;
SILVERTHORNE, 1985; ZAVALA; RAVETTA, 2001; ZORATTI et al., 2014), o que abre
perspectivas para a micropropagac¢do e o estudo do efeito sobre os explantes in vitro
(HUGHES, 1981; TAKEUI et al., 2017).

Dependendo da qualidade, intensidade e duragédo (fotoperiodo) da luz utilizada,
respostas especificas sdo desencadeadas em plantas micropropagadas ( KAMI et al., 2010;
HIGUCHI; HISAMATSU, 2016), as quais podem influenciar a fotossintese, morfogénese
e processos fisiologicos (HAHN; KOZAI; PAEK, 2000; LIN et al., 2013). Lampadas com
diferentes comprimentos de onda (<400 ultravioleta; 400 a 450 violeta; 450 a 500 azul;
500-570 verde; 570-590 amarelo; 590-610 laranja / &mbar; 610 a 760 nm vermelho), podem
ser usadas para otimizar respostas especificas em cultura de tecidos (SINGH et al., 2015).

Diversos estudos mostram o impacto da luz no crescimento e producdo de
compostos. Em trabalhos com plantas de Lactuca sativa, a luz azul favoreceu maiores
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concentragbes no teor de carotenoides, polifenois e antioxidantes totais (JOHKAN et al.,
2010), e 0 mesmo ocorrendo em plantas de Pisum sativum (WU et al., 2007). Ademais, o
teor de teor de clorofila foi aumentado em Vaccinium myrtillus e Doritaenopsis ( SHIN et
al., 2008; HUNG et al., 2016), bem como foi favorecido a biossintese de fenilpropanoide,
flavonoides, flavona, flavonol e acido jasmoénico em plantas de Picea abies (OUYANG et
al., 2015).

Outros estudos (LIN et al., 2013; HERNANDEZ; KUBOTA, 2014;PEDROSO et al.,
2017) mostram que a luz azul e vermelha promovem maior crescimento das plantas devido
os espectros de acao ter o maximo de absorcéo nestes comprimentos de onda. No entanto,
faixas espectrais entre 520-610 nm (luzes verde, amarela e laranja) possuem menor
influéncia no crescimento vegetativo e na fotossintese das plantas (SINGH et al., 2015).

Os efeitos da qualidade de luz em espécies micropropagadas tem chamado a
atencdo de pesquisadores na busca de melhoria nos aspectos morfogénicos e fisiologicos
de plantas cultivadas in vitro, trazendo novas perspectivas para a producdo e compostos
com aplicacdes biotecnologicas (BATISTA et al., 2018). Considerando que as DTN ainda
representam um enorme desafio para a saude publica de diversos paises, e a busca
por novos compostos mais seguros e eficazes, objetivou-se com esse trabalho avaliar
o potencial antiparasitario de plantas de extratos de P. angulata cultivadas in vitro sob
diferentes qualidades de luz, com vistas a exploragdo do potencial biotecnologico da
espécie.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencéao do material vegetal e condi¢des de cultivo in vitro

As mudas in vitro foram estabelecidas a partir de sementes de P. angulata no
Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia de Goias, campus de Rio Verde, estado de Goias, Brasil. As sementes foram
coletadas de frutos maduros de mudas cultivadas em viveiro do Instituto. Em camara de
fluxo laminar os frutos foram lavados por trés vezes com agua destilada e autoclavada.
Para a extragdo das sementes, os frutos foram cortados ao meio com auxilio de pinga e
bisturi, sendo que 30 sementes inoculadas em frascos contendo 40 mL de meio de cultivo.
Os frascos contendo um explante cada, foram mantidos em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16/8 horas, com temperatura de 252°C, sob I|ampadas
fluorescentes brancas, tipo luz do dia, com irradidncia de 40 a 55 pmol m? s.
Apos trinta dias, as plantulas estabelecidas in vitro obtidas foram repicadas, utilizando-se
explantes da espécie oriundos da multiplicagdo (MURASHIGE; SKOOG, 1962).

2.2 Condicoes Experimentais

As pléantulas foram subcultivadas e crescidas em condi¢des de cultura idénticas
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durante 7 dias para se estabelecerem e posteriormente foram transferidas para ambientes
iluminados com diferentes lampadas coloridas, que tiveram a composi¢ao espectral dividida
nas classes: luz branca (300-750 nm), azul (400-490 nm), verde (490-560 nm), vermelha
(600-700 nm) e luz amarela (560-590 nm), usando lampadas fluorescentes Taschibra®
de 40 W (Indaial, Santa Catarina, Brasil) com uma irradiacdo de 50 + 5 pmol m? s sob
fotoperiodo de 16 h. A qualidade espectral foi determinada usando um espectroradidmetro
USB2000 (Ocean Optics, Dunedin, FL, EUA), e a intensidade da luz foi ajustada usando
um sensor PAR (modelo QSO-S, Decagon Devices, Pullman, WA, EUA). As mudas foram
mantidas desta maneira por 30 dias. As camaras de luz foram seladas com um pano preto
para evitar interferéncias de luz.

2.3 Obtencao do extrato bruto

Apoés este periodo, as plantulas foram removidas dos frascos e imediatamente
pesadas para se obter a massa fresca de cada uma. Em seguida, estas foram secas em
estufa de ventilagéo forcada a 35 °C até atingirem massa constante, sendo posteriormente
pesadas para a obtencdo de massa seca.

Apo6s o processo de estabilizagéo e secagem, as plantulas de P. angulata oriundas
do cultivo in vitro sob as diferentes qualidades de luzes foram maceradas em gral de
porcelana para a obtencéo de um p6 seco. Das plantulas de cada qualidade de luz pesou-
se 200 mg de po6 seco, que logo em seguida adicionou-se 5mL de metanol grau HPLC (J.
T. Baker), e levadas a ultrassom (Schuster - Santa Maria, BR) por 30 min. Estes extratos
foram avaliados quanto ao potencial esquistossomicida contra Schistosoma mansoni e
leishmanicida contra Leishmania amazonensis, bem como seu ensaio de citotoxicidade.

2.4 Ensaio da atividade esquistossomicida

O ciclo biolégico de Schistosoma mansoni, cepa LE (Luiz Evangelista) foi mantido
pela passagem seriada em moluscos Biomphalaria glabrata, em camundongos Balb/c. Os
ovos de S. mansoni presentes nas fezes de camundongos previamente infectados com o
parasito foram recolhidos pelo método de Hoffmann e expostos por aproximadamente 1 hora
sob luz para a liberagéo dos miracidios, os quais foram utilizados para infectar o hospedeiro
intermediério (B. glabrata) e, ap6s 38 a 43 dias, liberaram a forma infectante (cercérias) do
parasita. Cerca de 200 cercérias foram inoculadas nos camundongos por via subcutanea.
Apds aproximadamente 49 dias, os casais dos parasitas adultos foram recuperados de
camundongos por perfuséo do sistema porta-hepatico (SMITHERS; TERRY, 1965). Todos
os procedimentos foram realizados de acordo com as recomendacdes da Comisséo de
Etica de Uso de Animais da Universidade de Franca, sob protocolo CEUA n° 5199070417,
aprovado em 10/05/2017.
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2.5 Avaliacao dos extratos em vermes adultos mantidos in vitro

Os vermes adultos recuperados de camundongos Balb/c via perfuséo do sistema
porta-hepético foram lavados em meio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies, Gaithesburg,
EUA) tamponado com HEPES 20 uM, pH 7.5, suplementado com penicilina (100 U mL-
"), estreptomicina (100 pg mL™") e 10 % de soro bovino fetal (Gibco, Life Technologies,
Gaithesburg, EUA). Posteriormente, vermes adultos (um macho e uma fémea) foi
transferido por pogo em uma placa de cultura de 24 pocos contendo 0 mesmo meio descrito
anteriormente e incubados em atmosfera umidificante a 37°C na presenca de 5% CO,,.

Apos 24 horas de incubacédo, as amostras de cada qualidade de luz, previamente
dissolvidas em dimetilsulféxido (DMSOQO) foram adicionadas ao meio RPMI 1640 nas
concentragbes 12.5, 25, 50, 100 e 200 pg mL™". Os parasitas foram incubados nas mesmas
condi¢bes descritas anteriormente por 72 horas e monitorado a cada 24 horas usando
um microscopio invertido (Leitz Diavert) para avaliar as condicdes gerais dos parasitas
como a atividade motora. A motilidade dos vermes foi classificada como motilidade normal,
sem motilidade (sem movimento em dois minutos de observacao), motilidade diminuida
(motilidade reduzida em comparagdo com 0s grupos de controle negativo), e movimento
minimo (movimento ocasional da cabeca e do corpo) (MANNECK; LLER; KEISER, 2009).

Como controle negativo foram utilizados vermes adultos mantidos em meio RPMI
1640 com o solvente das amostras (0.1% de DMSQO), e como controle positivo foi utilizado
vermes adultos incubados com 1.56 ug mL" de praziquantel (Sigma Aldrich), que causou a
morte de 100% dos vermes apds 24 horas de incubagéo. Foram avaliados oito vermes de
parasitas por concentragéao.

2.6 Ensaio da atividade leishmanicida

Para a manutencao do parasito, uma concentracao de 5x10° formas promastigotas
foram inoculadas na pata traseira de camundongos Balb/c machos, e, ap6s o surgimento
da lesdo (aproximadamente 60-70 dias), as patas foram removidas com auxilio de uma
tesoura cirurgica e macerados para obtencéo dos parasitos. Os parasitos coletados foram
mantidos in vitro em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de meio soro bovino fetal
(SBF) e 10.000 U mL" de penicilina, 10.000 pg mL"' de estreptomicina, e pH ajustado para
7.4 a 25°C em estufa BOD (Quimis). O meio de cultura foi trocado a cada dois dias, € a
partir do sexto dia de cultura as formas promastigotas foram coletadas no sobrenadante.
A manutengéo do ciclo de L. amazonensis foi aprovado pela Comisséo de Etica de Uso de
Animais da Universidade de Franca, sob protocolo CEUA n° 046/15.

2.7 Triagem in vitro da atividade leishmanicida

Inicialmente foi realizada uma triagem dos extratos nas diferentes qualidades de
luzes na concentracéo de 50 yg mL" contra as formas promastigotas de L. amazonensis.
As culturas das formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas como descritas
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anteriormente por 6 dias (inicio da fase estacionaria) e cerca de 1x10° parasitos foram
cultivados em placas de 96 pocos contendo o mesmo meio. Os extratos vegetais das
qualidades de luzes foram previamente dissolvidos em DMSO (Synth) e adicionados nas
culturas em uma concentragéo final de 50 pyg mL".

As culturas foram incubadas a 25°C em estufa BOD (Quimis) por 24 horas e as
atividades leishmanicida dos extratos foram determinados pela inibicdo do crescimento
das formas promastigotas pela contagem em camara de Neubauer (Global Glass) do
numero total de promastigotas vivas, levando-se em considerac¢do a motilidade flagelar em
microscopio 6ptico. Como controle negativo foi utilizado meio RPMI 1640 contendo 0.1 %
de DMSO (Synth), e como controle positivo foi utilizado Anfotericina B (Eurofarma — Séao
Paulo, Brasil) na concentragéo de 12.5 yug mL". Os resultados foram expressos como a
média da porcentagem de inibicdo do crescimento em relagéo ao controle negativo (0.1%
DMSO). Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata. Os extratos
que apresentaram inibicdo do crescimento maior que 60% foram selecionados para a
determinagéo dos valores de concentrag&o inibitoria 50% (Cl,).

2.8 Atividade leishmanicida dos extratos mais ativos contra as formas
promastigotas de L. amazonensis e determinacéao dos valores de concentracao
inibitéria 50%

Apds a realizagao da triagem inicial, foram selecionados os extratos cultivados sob
as luzes vermelha e verde para a continuacéo dos testes sobre L. amazonensis, por terem
apresentado porcentagem de inibicao do crescimento maior que 60% em um ou ambos 0s
periodos testados. As culturas das formas promastigotas de L. amazonensis foram mantidas
como descritas no item anterior por 6 dias (inicio da fase estacionaria) e cerca de 1x10°
parasitos foram plaqueados em placas de 96 po¢os contendo meio RPMI 1640suplementado
com 10% de SBF e 1% de antibiético (Penicilina 10.000 Ul mL™* e Estreptomicina 10.000 mg
mL™"). Os extratos foram previamente solubilizados em DMSO e adicionados nas culturas
nas concentragdes de 6.25 a 100 yM e Anfotericina B no range de 0.19 a 3.12 yM.

As culturas foram incubadas a 25°C em estufa BOD (Quimis) por 24 e 48 horas
e a atividade leishmanicida dos extratos foi determinada pela inibicdo do crescimento
das formas promastigotas pela contagem em camara de Neubauer do nimero total de
promastigotas vivas, levando-se em consideracdo a motilidade flagelar em microscopio
optico.

Como controle negativo foi utilizado meio RPMI 1640 contendo 0.1 % de DMSO e
como controle positivo foi utilizado Anfotericina B na concentragdo de 1 pyg mL". Foram
realizados trés experimentos independentes em triplicata. Os valores de Cl  foram
determinados por meio de curvas de regressao nao-linear utilizando o software GraphPad
Prism versédo 5.0 para Windows (GraphPad software, San Diego, USA).
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2.9 Ensaios de citotoxicidade in vitro

A citotoxicidade foi medida utilizando a toxicologia in vitro, avaliada com o uso
do kit colorimétrico XTT (2,3-bis (2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2-H-tetrazolium-5-
carboxanilide) de acordo com as instru¢des do fabricante (Roche Diagnostics). A reducéao
de XTT ocorre extracelularmente na superficie da membrana do plasma por meio de
transporte de elétrons transmembranar (BERRIDGE; HERST; TAN, 2005). A técnica de
XTT é um ensaio quantitativo para determinar a interrupcéo de uma funcdo bioquimica
critica. Este ensaio quantifica a atividade mitocondrial, medindo-se a formacgéo de cristais
de formazan, produto formado pela redugéo do sal XTT (MOSMANN, 1983).

Para a avaliacdo da atividade citotdxica utilizou-se metodologia descrita por Silva et
al. (2016). Cerca de 1x10*de células normais de fibroblastos de pulm&o humano (linhagem
celular GM07492A) foram semeadas em microplacas de 96 pogos, contendo cada poc¢o
100 pyL de meio de cultura HAM F10/DMEN (Sigma Aldrich), suplementado com 10% de
soro bovino fetal. As concentragdes avaliadas para as amostras variaram de 19.5 a 2500
ug mL". O controle negativo (sem tratamento), solvente (0.02% DMSO) e controle positivo
(25% DMSO) também foram incluidos na placa.

Apo6s incubagdo a 36.5°C por 24 horas, o meio foi removido e as células foram
lavadas com 100 pL de tampéo fosfato salino (PBS) e exposto a 100 pL de meio HAM F10
sem vermelho de fenol. Em seguida, 25 pL de XTT foi adicionado a cada poco (plaqueados)
e incubados a 36.5°C por 17 horas. As absorbancias de cada pogo foram determinadas por
leitor de microplacas em comprimento de 450 nm e referéncia de 620 nm, usando um leitor
de Elisa (Tecan-SW Magellan versédo 5.03 STD 2P).

A viabilidade celular foi expressa em % de células néo tratada, que serviu de grupo
controle negativo, a qual foi designado como 100%. Desta forma os resultados foram
expressos em % de controle negativo.

A citotoxicidade foi avaliada usando o parametro de resposta Cl_, tragcando a

50’
sobrevivéncia das células contra as respectivas concentragbes dos tratamentos. Os
experimentos foram realizados em ftriplicata. A andlise estatistica foi realizada utilizando o

software GraphPrism verséo 5.0.

31 RESULTADOS

3.1 Atividade esquistossomicida in vitro

O potencial esquistossomicida dos extratos brutos de P. angulata oriundos do cultivo
in vitro sob as diferentes qualidades de luzes foi avaliado in vitro frente aos vermes adultos
de S. Mansoni, em comparagdo com o praziquantel como controle positivo. De acordo
com a tabela 1, 100% dos pares de vermes adultos de S. mansoni incubados com extrato
de P. angulata cultivada sob luz branca mostrou motilidade normal em 24, 48 e 72 horas
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de incubacéo nas concentracdes avaliadas. O extrato de P. angulata cultivada sob luz

verde e amarela mostraram a motilidade diminuida de 25% com 48 horas de incubacéo

na concentracao 100 yg mL™, e as 72 horas de incubagéo na concentragdo 200 yg mL",

respectivamente.

% de pares de vermes adultos com motilidade alterada em determinadas horas de incubagéao

Motilidade Sem Motilidade Motilidade

Amostra normal ® (%) motilidade ® (%) diminuida® (%) minima ® (%)

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72

Horas Horas Horas Horas
Controle © 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DMSO ¢ 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PzQ- 0 0 0 100 100 100 0 0 0 0 0 0
Extrato Luz
Brancaf
125pugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 pyg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 pg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 ugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200ugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extrato Luz
Verde |
125pugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 pyg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 pyg mL" 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 ugmL* 100 75 100 0 0 0 0 25 0 0 0 0
200 ugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Extrato Luz
Amarela
125pugmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
25 pyg mL 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
50 pyg mL" 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
100 uggmL* 100 100 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
200 pugmL* 100 100 75 0 0 0 0 0 25 0 0 0
Extrato Luz
Azul f
125pugmL* 100 100 O 0 0 50 0 0 0 0 0 50
25 pyg mL 100 100 75 0 0 25 0 0 0 0 0 0
50 pg mL 100 100 50 0 0 50 0 0 0 0 0 0
100 ygmL* 100 100 50 0 0 50 0 0 0 0 0 0
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200pgmL* 100 100 O 0 0 100 0 0 0 0 0 0

Extrato Luz
Vermelha f

125pugmL* 100 100 25 0 0 75 0 0 0 0 0 0
25 yg mL 100 100 75 0 0 0 0 0 25 0 0 0
50 pyg mL™" 100 50 25 0 25 75 0 25 0 0 0 0
100 yg mL" 7% 75 75 0 25 25 25 0 0 0 0 0
200 pg mL" 75 100 50 25 0 50 0 0 0 0 0 0

2% em relacéo a 8 pares de vermes adultos

b Motilidade dos vermes, classificada como motilidade normal, sem motilidade (sem movimento
em dois minutos de observacgao), motilidade diminuida (motilidade reduzida em comparagéo
com os grupos de controlo negativo), e movimento minimo (movimento ocasional da cabeca e
do corpo).

¢Parasita em meio RPMI 1640.

dParasita em meio RPMI 1640 mais 0.1% de DMSO.

¢ Parasita incubado com PZQ (praziquantel) (1.56 pug mL™").

f Parasita incubado com extratos de P. angulata cultivada sob diferentes luzes.

Tabela 1 — Efeito de extratos de P. angulata cultivadas sob diferentes qualidades de luzes na motilidade
de pares de verme adulto de S. mansoni.

Os melhores resultados foram apresentados pelo extrato de P. angulata cultivada
sob luz vermelha, que apresentou 75% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubacgéo
na concentragdo 12.5 yug mL", e pelo extrato de P. angulata cultivada sob luz azul, o qual
apresentou 100% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubagédo na concentragédo
200 pyg mL™.

3.2 Atividade leishmanicida in vitro

Levando em considerag¢édo que a forma promastigota tem sido utilizada em varios
estudos na analise preliminar de extratos vegetais com atividade leishmanicida, no presente
trabalho, a atividade leishmanicida contra L. amazonensis dos extratos de P. angulata
cultivada sob as luzes branca, azul, verde, vermelha e amarela foram avaliados em termos
de inibicao do crescimento apds incubacao por 24 horas a 25°C. O extrato de P. angulata
cultivada sob luz verde na concentragdo de 50 pyg mL ' reduziu a viabilidade de células
promastigotas de L. amazonensis em 73.56%, seguido do tratamento com o extrato de P.
angulata cultivada sob luz vermelha (66.8%) (Figura 1).
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Figura 1 — Viabilidade de células (%) promastigotas de L. amazonensis apds 24 horas de incubacgao
com extratos de plantulas de P. angulata cultivadas sob diferentes qualidades de luzes (Branca,
Amarela, Verde, Azul e Vermelha).

Resultados provenientes de trés experimentos independentes realizados em triplicata (resultados
expressos como média da porcentagem =+ desvio padrdo, em relagcdo ao controle positivo (Anfotericina
B - 12.5 ug mL") e em relagéo ao controle negativo (0.1% DMSO).

Na tabela 2 sdo mostrados os valores de Cl , para os extratos que apresentaram
inibicdo do crescimento maior que 60%.

Concentracoes (ug) = Desvio Padrao

Amostra Cl,, (ug mL")

100 50 25 12,5 6,25

Luz Verde 99,49+0,87 61,87+1,31 27,12+0,93 22,27+1,64 7,89+0,48 17.72

(14,99-20,79)

Luz 12,38
Vermelha 87,98+0,67 74,05+1,69 58,31+0,59 18,27+1,52 4,79+1,62 (11,14-13,79)
0,19 0,095 0,047 0,023 0,011

Anfotericina 0,011
B 99,88+0,6 78,33+24,43 68,74+21,97 54,67+17,77 42,44+20,97 (0,0058 -
0,019)

Tabela 2 — Atividade leishmanicida in vitro de extratos de P. angulata cultivadas sob as luzes verde e
vermelha contra formas promastigotas de L. amazonensis e determinagéo dos valores de concentragcao
inibitéria de 50% apds 24 horas de incubagéo.

Controle Positivo: Anfotericina B 1 yg/mL
Controle Negativo: Meio RPMI + 0,1% DMSO

Os valores de Cl_, dos extratos metandlicos de P. angulata oriundos do cultivo sob
as luzes verde e vermelha foi de 17.72 e 12.38 ug mL", respectivamente, contra as formas
promastigotas de L. amazonensis.
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3.3 Ensaio citotoxicidade

Os extratos metandlicos de P. angulata oriundas do cultivo sob as luzes branca,
verde, amarela, azul e vermelha tiveram suas atividades citotdxicas avaliadas in vitro
utilizando linhagens de células normais de fibroblastos de pulmao humano (GM07492A).

Afigura 2 mostra as porcentagens de viabilidade das células normais de fibroblastos
de pulmao humano pelo método do XTT, onde o sal XTT é convertido em azul de formazan,
a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas
(MOSMANN, 1983) e as concentragcdes avaliadas.

Os resultados permitem verificar que, em todos os extratos de P. angulata cultivadas
sob diferentes qualidades de luzes, nao houve dependéncia da viabilidade celular em
funcdo da concentracdo do extrato, ou seja, ndo foram dose-dependentes.
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Figura 2 — Viabilidade celular de fibroblastos de pulmao de humano (GM07492A) tratadas com
diferentes concentracgdes (19.5 a 2500 yg mL") de extratos de plantulas de P. angulata cultivadas sob
diferentes qualidades de luzes (Branca, Amarela, Verde, Azul e Vermelha).

Controle negativo (sem tratamento); Controle do solvente: 0.1% DMSO; Controle positivo: 25% DMSO.

Ademais, os resultados mostraram que todos os extratos de P. angulata cultivadas
sob diferentes qualidades de luzes apresentam Cl_, acima de 2500 yg mL™ (Tabela 3), néo
apresentando, portanto, efeito citotdxico frente a células normais de fibroblastos de pulméo
humano (GMQ07492A).

Extrato de luzes P. angulata

Concentracao
Branca Amarela Verde Azul Vermelha

Cl,, ug mL" > 2500 > 2500 > 2500 > 2500 > 2500

Tabela 3 — Avaliagdo de Cl,, dos extratos de P. angulata cultivadas sob diferentes qualidades de
luzes, realizado por meio do ensaio de XTT com células normais de fibroblastos de pulmao humano
(GMO07492A).
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41 DISCUSSAO

Abusca por plantas medicinais e compostos ativos podem abrem novas perspectivas
no desenvolvimento de terapias medicamentosas frente a varias patologias. Sdo bem
descritos na literatura o uso de extratos e infusdes de P. angulata na medicina tradicional
para tratar varias enfermidades (RENGIFO-SALGADO; VARGAS-ARANA, 2013), bem como
s@o mostrados em diferentes experimentos farmacologicos de testes in vitro e modelos in
vivo as diversas atividades bioldgicas de seus compostos ativos ( TOMASSINI et al., 2000;
SANTOS et al., 2003; BASTOS et al., 2008; SUN et al., 2016). No entanto, seu potencial
antiparasitario frente a leishmaniose e esquistossomose permanecia desconhecido, ou
pouco investigado.

Uma das estratégias de erradicagdo da esquistossomose € o combate aos caramujos
vetores do S. mansoni. Diversas plantas brasileiras vém sendo estudadas com acgéo
moluscicida frente a espécie B. glabrata, como o Chenopodium ambrosioides (FRANK et
al., 2018), Anadenanthera colubrina (SA et al., 2017) e Euphorbia umbellata (PEREIRA
et al., 2017). Estudos envolvendo P. angulata também mostram a atividade moluscicida
de seus extratos, como avaliado por Santos et al. (2003) utilizando extratos etandlicos de
suas raizes na concentragdo de 500 mg L' frente a caramujos da espécie B. tenagophila;
por Kamelia et al. (2006) utilizando extratos de acetato de etila das partes aéreas contra B.
alexandrina, e, mais recentemente por Karamba (2015), o qual demostrou que os extratos
aquosos na concentracdo de 50 mg L' levaram a letalidade de 100% de caramujos da
espécie Bulinus globosus.

No presente estudo foi testado extratos de P. angulata frente a cercéarias de S.
mansoni, e, a partir dos resultados obtidos foi possivel observar que houve significativa
auséncia de motilidade dos vermes adultos de S. mansoni incubados com extratos de P.
angulata cultivada sob luz vermelha, o qual apresentou 75% de auséncia de motilidade
as 72 horas de incubagéo na concentracdo 12.5 yg mL", e, pelo extrato de P. angulata
cultivada sob luz azul, apresentando 100% de auséncia de motilidade as 72 horas de
incubagéo na concentragéo 200 pyg mL'. Nos trabalhos de Santos et al. (2011), utilizando
P. angulata ex vitro, os extratos etanoélicos desta espécie promoveu 100% de mortalidade
de cercérias de S. mansoni na concentracao de 100 mg L.

Adicionalmente, na triagem de atividade leishmanicida observou-se que o extrato
de P. angulata cultivada sob luz verde na concentracéo de 50 yg mL™ reduziu a viabilidade
de células promastigotas de L. amazonensis em 73.5%, seguido do tratamento com
o extrato de P. angulata cultivada sob luz vermelha (66.8%). Ademais, estes extratos
apresentaram valores de Cl, de 17.72 y mL'e 12.38 y mL" para a luz verde e luz vermelha,
respectivamente.

De acordo com estudo e critérios de Katsuno et al. (2015) para que uma substéancia
seja promissora in vitro para leishmaniose, esta deve apresentar Cl_, menor que 10 y mL"
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sobre a forma intracelular de Leishmania spp. Desse modo, apesar do nao isolamento de
nenhuma substéncia, os extratos verde e vermelho de P. angulata apresentam valores de
Cl,, proximos do sugerido como promissora. N&o ha relatos da literatura sobre a atividade
leishmanicida de extratos de P. angulata cultivada in vitro sob diferentes qualidades de
luzes. No entanto, trabalhos com extratos de P. angulata ex vitro (DA SILVA et al., 2015b)
mostram o potencial leishmanicida desta espécie, onde extratos aquosos das suas raizes,
na concentragdo de 100 yg mL™', promoveu a redugcéo de 99,8% de células promastigotas
de L. amazonensis.

A citotoxicidade foi avaliada com os extratos de P. angulata, frente a linhagem
normal de fibroblastos de pulmao humano (GM07492A). Todos os extratos testados néo
apresentaram toxicidade, ndo obtendo Cl,, na maior concentragdo avaliada (2500 pyg mL™").

E bem relatado na literatura a fitoquimica de P. angulata por conter compostos
fendlicos, flavonoides, diterpenos, vitaesteroides e fisalinas nas suas raizes e folhas
(TOMASSINI et al., 2000; BASTOS et al., 2006; RENGIFO-SALGADO; VARGAS-ARANA,
2013; iZLI et al., 2014). A rutina é um flavonoide com ampla gama de propriedades
terapéuticas (SHARMA et al., 2013), sendo que sua atividade moluscicida foi comprovada
frente as espécies B. alexandrina e Bulenus truncatus, utilizando extratos etandlicos de
Calendula officinalis (EL-SHEIKH et al., 2012), e a atividade leishmanicida deste flavonoide
foi demonstrada em condicdes in vitro pelos extratos de Cordia myxa frente a L. major e
L. infantum. Em estudos anteriores deste grupo de pesquisa com extratos de P. angulata
cultivada in vitro, a luz azul e vermelha favoreceu o acimulo de rutina nesta espécie, o que
pode ser um indicativo da atividade esquistossomicida (DE SOUZA, 2019).

Ja as fisalinas sdo os compostos ativos mais encontrados em P. angulata (ZHANG;
TONG, 2014), apresentando diversas propriedades biol6gicas ( TOMASSINI et al., 2000;
CURI et al., 2017), como tripanomicida (MEIRA et al., 2015), leishmanicida (CHOUDHARY
et al., 2007; GUIMARAES et al., 2009; DA SILVA et al., 2015a) e moluscicida (SANTOS et
al., 2003).

A luz é um fator abibtico que influencia o desenvolvimento morfoldgico e fisioldgico
de plantas, promovendo defesa contra herbivoros, patdgenos e estresse oxidativo através
da regulacao da biossintese de metabdlitos secundarios ( LEGRIS et al., 2013; BATISTA et
al., 2018). Ademais, o controle da composigéo e qualidade de luz na producgéo de plantulas
in vitro permite respostas especificas no vegetal (SA£BJ; KREKLING; APPELGREN, 1995;
MACEDO et al., 2011), estando envolvida na regulacao de vias biossintéticas de pigmentos,
como por exemplo carotenoides, e compostos bioativos, como flavonoides e terpenoides
(TAULAVUORI et al., 2017).

Na cultura in vitro de calos e brotos de varias espécies, as diferentes qualidades de
luz fornecidas por lampadas fluorescentes tém sido utilizadas para estimular a fotossintese,
morfogénese e a biossintese de compostos quimicos de interesse (SZOPA; EKIERT,
2016TO;GAZOLLA et al., 2017; PEDROSO et al., 2017).
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Além disso, lampadas com diferentes comprimentos de onda (violeta, azul, verde,
amarelo e vermelho) vem sendo utilizadas para estimular varios processos fisiologicos em
plantas cultivadas in vitro (SZOPA; EKIERT, 2016; TAULAVUORI et al., 2017), sendo que
esta estimulagé@o é feita através da ativacéo seletiva de diferentes fotorreceptores, que
induzem respostas fotomorfogénicas nas plantas (THORPE, 2003; DA SILVA et al., 2015a),
as quais incluem os fitocromos que absorvem a luz vermelha, e criptocromos e fototropinas
que absorvem a luz azul (HIGUCHI; HISAMATSU, 2016).

Em estudos com culturas de tecido in vitro, dados mostram que a fotossintese é
fortemente influenciada por luz vermelha e azul, uma vez estas sdo as principais fontes
para a absorgéo de CO, fotossintética em plantas (OUYANG et al., 2015; MANIVANNAN
et al., 2017).

Outros trabalhos trazem que a luz azul (400-500 nm) controla o fototropismo, o
crescimento das folhas, crescimento do caule, concentragbes de clorofila, abertura
estomética e acumulacéo de antioxidantes. Ja a luz vermelha (660 nm) é importante no
desenvolvimento do complexo do fotossistema, controlando a germinacao, a fun¢do do
cloroplasto e o crescimento do caule e do peciolo (SAEBJ; KREKLING; APPELGREN,
1995; GOINS et al.,, 1997; MOON et al., 2006;CARVALHO; FOLTA, 2017;TAKEUI et al.,
2017).

Ademais, muitos estudos mostram a relacéo positiva das luzes azul e vermelha na
producdo de metabdlitos secundarios. A luz azul estimulou a producgéo de flavonoides em
Swertia chirata (GUPTA; KARMAKAR, 2017), lignanas em Schisandra chinensis (SZOPA;
EKIERT, 2016), &cidos fendlicos em Rehmannia glutinosa (MANIVANNAN et al., 2015), e
em Panax ginseng (PARK et al., 2013). Ja em trabalhos com a luz vermelha, esta promoveu
a producao de monoterpenos em Achillea millefolium (ALVARENGA et al., 2014) e &cidos
fendlicos totais em Eleutherococcus senticosus (SHOHAEL et al., 2006).

51 CONCLUSOES

A avaliagcdo esquistossomicida mostra que ha significativa auséncia de motilidade
dos vermes adultos de S. mansoni incubados com extratos de P. angulata cultivada sob
luz vermelha, o qual apresentou 75% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubacao
na concentragcdo 12.5 pyg mL"’, e, pelo extrato de P. angulata cultivada sob luz azul,
apresentando 100% de auséncia de motilidade as 72 horas de incubag&o na concentracédo
200 yg mL™".

Ao observar a viabilidade de células promastigotas de L. amazonensis, o extrato de
P. angulata cultivada sob luz verde na concentracdo de 50 yg mL™" reduziu a viabilidade
em 73,5%, seguido do extrato cultivado sob luz vermelha (66.8%). Estes dados levaram a
determinagéo do Cl , destes dois exiratos, obtendo-se valores de 17.72 y mL" e 12.38
mL" para a luz verde e luz vermelha, respectivamente, caracterizando P. angulata cultivada
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in vitro como promissor agente leishmanicida.

Na avaliagéo da citotoxicidade, foram utilizadas linhagens normais de fibroblastos
de pulméo humano (GM07492A). Todos os extratos testados de P. angulata cultivado in
vitro n&o apresentaram toxicidade, obtendo Cl,, acima de 2500 yg mL".

A luz € um dos mais importantes fatores ambientais que afetam a biossintese de
compostos em plantas, permitindo a relagcdo dose-resposta positiva. Ademais, dependendo
da qualidade da luz, respostas na producéo de metabdlitos secundarios séo evidentes.
As luzes branca, azul, vermelha e verde apresentam diversos estudos que retratam seus
potenciais biologicos.
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RESUMO: Diante do contraste entre
riqueza natural e a instavel conjuntura
ambiental do Brasil, determinou-se como
necessaria a confeccdo desta obra, cujo
objetivo foi dissertar sobre a importancia
do profissional de Ciéncias Bioldgicas na
preservacao ecossistémica do pais. Na
revisdo bibliografica foi adotada como

metodologia as fontes: livros, artigos,
monografias, dissertacbes de mestrado
e doutorado, sites, etc., obtidas das

plataformas de pesquisa online: Google,
Google Académico e SciELO. As palavras-
chave utilizadas foram: Historia da Biologia;
Preservacao ambiental; Degradacéo
ambiental; Educacdo ambiental. Trabalhos
redigidos em portugués e inglés foram
selecionados consoante a pertinéncia e
veracidade das informacdes em relacao a
tematica. As obras publicadas entre os anos
2000 e 2022 foram priorizadas. O objetivo
primario foi subdividido em: 3.1. apontar as
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principais formas de degradacdo ambiental que ocorrem no Brasil; 3.2. discorrer sobre a
relevancia do Bitlogo no controle de atividades potencialmente poluidoras e utilizadoras de
recursos ambientais; 3.3. abordar a educacdo ambiental como instrumento de preservagao
do meio ambiente. Conclusdo: Todos os cidaddos partilham dos direitos e deveres de
manter e usufruir de um ecossistema ecologicamente equilibrado, por meio da préatica do
desenvolvimento sustentavel, visando garantir a satisfacao das necessidades presentes, sem
comprometer as demandas das geragdes futuras, além de fomentar a formagé&o de novos
bidlogos e o aprimoramento daqueles que estdo em exercicio, para estimular a valorizagéo
das Ciéncias Biologicas e a consolidagdo da educagédo ambiental, em todos os ambitos da
sociedade, de modo que a area seja percebida como indispenséavel a integridade da biosfera
e a perpetuacao das espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Historia da Biologia; Preservacdo ambiental; Degrada¢cédo ambiental;
Educacdo ambiental.

ABSTRACT: In view of the contrast between the natural wealth and the unstable environmental
situation in which Brazil finds itself, it was determined to be necessary to write this work,
whose objective was to discuss the importance of the Biological Sciences professional in
the preservation of the country’s ecosystems. To this end, a bibliographic review was adopted
as the methodology. The sources: books, articles, monographs, master’s and doctorate
dissertations, websites, etc. were obtained through the online research platforms Google,
Google Scholar and SciELO. The keywords used were: History of Biology; Environmental
preservation; Environmental degradation; Environmental education. Works written in
Portuguese and English were selected according to the relevance and veracity of their
information in relation to the theme of this study. Works published between the years 2000
and 2022 were prioritized. The primary objective was subdivided into: 3.1. to point out the
main forms of environmental degradation occurring in Brazil; 3.2. to discuss the relevance
of the Biologist in the control of potentially polluting activities and users of environmental
resources; 3.3. to approach environmental education as a tool for environmental preservation.
In conclusion, all citizens share the rights and duties of maintaining and enjoying an
ecologically balanced ecosystem, through the practice of sustainable development, which
aims to ensure the satisfaction of present needs without compromising the demands of future
generations. Finally, besides encouraging the training of new biologists and the improvement
of those who are already working, it is fundamental to stimulate the valorization of Biological
Sciences and the consolidation of environmental education, in all spheres of society, so that
the area is perceived as indispensable to the integrity of the biosphere and the perpetuation
of species.

KEYWORDS: History of Biology; Environmental preservation; Environmental degradation;
Environmental education.

INTRODUCAO

Em termos de variabilidade biolégica, o Brasil € substancialmente abastado,
comportando 20% de toda a biodiversidade disponivel no mundo. A localizagédo no globo € a
extensao geografica do pais (8,5 milhdes de km?) promovem a formagao de diversos climas,
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que, no que lhe concerne, sdo responsaveis pela constituicdo de zonas biogeograficas
com caracteristicas ambientais bem definidas, com fatores bibticos e abio6ticos préprios. As
zonas, também conhecidas como biomas, sédo divididas em seis, por ordem de dimensao
territorial: Amazénia (4.196.943 km?), Cerrado (2.036.448 km?), Mata Atlantica (1.110.182
km?2), Caatinga (844.453 km?), Pampa (176.496 km?) e Pantanal (150.355 km?) (IBGE,
2022).

Em 1981, foi implementada a Lei n.° 6.938, que dispde sobre a Politica Nacional do
Meio Ambiente (PNMA), um conjunto de diretrizes destinadas a garantia da preservacéo,
melhoria e recuperacdo da qualidade ambiental de todos os biomas, promovendo a
conciliagéo entre o desenvolvimento socioecondmico e o equilibrio dos sistemas naturais.
Para tal, como parte da PNMA, criou-se o Sistema Nacional do Meio Ambiente (SISNAMA),
estruturado por 6rgdos federais, estaduais, distritais e municipais encarregados de
monitorar e controlar a qualidade ambiental, conforme as suas respectivas competéncias.
Nesse sentido, em teoria, o territorio brasileiro é resguardado por normas que protegem os
componentes de sua biodiversidade (BRASIL, 1981).

Entretanto, na pratica, o Brasil ainda enfrenta obstaculos no que tange o bem-estar
natural. A titulo de exemplo, segundo a portaria n.° 148 do Ministério do Meio Ambiente
(MMA), publicada em 7 de junho de 2022, 1.249 espécies da fauna estdo ameacadas
de extingdo. Quanto a flora, conforme dados coletados pelo Sistema de Alerta de
Desmatamento (SAD) e publicados pelo Instituto do Homem e Meio Ambiente da Amazénia
(Imazon), entre agosto de 2021 e julho de 2022, cerca de 10.781 km? de cobertura vegetal
da Amazébnia foram desmatados (AMORIM et al.,2022; MMA, 2022).

Diante do cenario ambiental nacional, a atuagdo dos profissionais de Ciéncias
Biologicas é indispensavel, especialmente aqueles envolvidos na repressao direta de
atividades potencial ou efetivamente degradadoras. Atualmente, o Conselho Federal de
Biologia (CFBio) afirma que existem cerca de 80 mil biélogos em atividade no Brasil, onde
a densidade demografica chega a 25 habitantes por km?, equivalente a 215 milhGes de
pessoas. Observa-se, portanto, uma notavel discrepancia entre a quantidade de habitantes
e a de bidlogos, o que, em um territério de propor¢des continentais, pode comprometer
a eficiéncia das entidades de protegcdo ambiental, sobretudo as que operam na esfera
Federal, como o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(Ibama), que passa por uma progressiva caréncia de servidores (CFBio, 2015; MARQUES,
2015; IBGE, 2022).

OBJETIVO

O objetivo que motivou a constru¢do desta obra foi dissertar acerca da importancia
do profissional de Ciéncias Biolégicas para a preservacao ambiental do Brasil.
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METODOLOGIA

Em face do abrangente arcabouco cientifico compativel com a proposta desta
pesquisa, a revisdo bibliografica foi adotada como metodologia. As fontes: livros, artigos,
monografias, dissertacdes de mestrado e doutorado, sites, etc., foram obtidas, usando as
plataformas de pesquisa online: Google, Google Académico e SciELO. As palavras-chave
utilizadas foram: Histéria da Biologia; Preservacdo ambiental; Degradacdo ambiental;
Educagcé@o ambiental (EA). Trabalhos redigidos em portugués e inglés foram selecionados
consoante a pertinéncia e veracidade de suas informagbes em relagdo a tematica do
estudo. As obras publicadas entre os anos 2000 e 2022 foram priorizadas.

Assim, o objetivo primario foi subdividido em topicos: 3.1. apontar as principais
formas de degradacdo ambiental ocorrentes no Brasil; 3.2. discorrer sobre a relevancia
do Biblogo no controle de atividades potencialmente poluidoras e utilizadoras de recursos
ambientais; 3.3. abordar a EA como instrumento do meio ambiente.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Degradacado ambiental no Brasil

No Brasil, dentre as diversas formas de degradacao dos ecossistemas, a que mais
se destaca € a remocao da cobertura vegetal natural. A principal causa do desmatamento
desenfreado € o avango da agropecuéria, que, para elevar os niveis de producdo de
alimentos, expande os seus territorios de cultivo de monoculturas e pastagens destinadas
ao gado. Considerando a Amazdnia como exemplo, em um intervalo de 18 anos (2000 a
2018), cerca de 8% da sua vegetacao foi removida, em funcdo da instalagédo de areas de
pasto. No mesmo bioma, até 2020, 730 mil km2 foram desmatados, enquanto na Amazénia
Legal, o numero chega a 813 mil km2. Além da agricultura e pecuaria, a extragdo de madeira
destinada ao comércio ilegal € altamente recorrente na regido amazonica (IBGE, 2020;
INPE, 2022).

Quanto as demais zonas biogeogréficas, a Mata Atlantica, que abrange praticamente
toda a costa brasileira, de nordeste a sul, teve 93% de sua area devastada. O Cerrado, que
€ intensamente explorado pelo agroneg6cio, perdeu mais de 50% de sua cobertura vegetal
original. A Caatinga teve 47% de sua flora nativa desmatada; os Pampas, cerca de 54%; e
o Pantanal, com mais de 45%, dos quais, 30% foram devastados apenas em 2020, periodo
em que queimadas severas assolaram o bioma (SOUZA, 2022).

A literatura cientifica aborda com frequéncia o desflorestamento ocorrente no Brasil,
visto que é uma pratica que culmina em um efeito em cadeia, isto é, a remogéo da cobertura
vegetal de qualquer ecossistema ocasiona desregulagées ambientais, que, dependendo do
nivel de nocividade do agente, podem ser irreversiveis. Nesse inteirem, além das plantas,
demais organismos, como fungos, bactérias e animais, sdo severamente prejudicados.
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Fatores abidticos, especialmente os solos e as aguas, também sdo comprometidos
(SOARES et al., 2019).

As plantas constituem o primeiro nivel tréfico de uma cadeia alimentar, atuando
como produtoras de biomassa altamente concentrada em elementos essenciais a
subsisténcia de organismos consumidores: animais herbivoros, carnivoros e onivoros,
além dos decompositores: bactérias e fungos, por exemplo. Os componentes nutricionais
sédo transmitidos de um nivel trofico a outro, de forma que a intensidade energética decai ao
longo da cadeia. Portanto, ao final, a medida de energia sera inferior a do inicio do processo.
Destarte, uma vez que as estruturas vegetais sdo extraidas, a disponibilidade de matéria
orgénica reduz drasticamente, desajustando a manutencao de todos os componentes do
ecossistema (SILVA; FILHO, 2004; SOARES et al., 2019).

Adiante a inseguranca alimentar, ocorre a destruicéo de habitats e fragmentacéo dos
ecossistemas, sobretudo aqueles utilizados por espécies parcial ou totalmente arboricolas,
como primatas, serpentes e insetos. Seres predominantemente terrestres que usufruem da
matéria organica de origem vegetal morta depositada na superficie do solo como reflgio
também sdo negativamente impactados. Por conseguinte, a auséncia de abrigo e alimento
forca a dispersao das populagdes (MIDDLETON, 2016).

Durante a transicdo de uma area para a outra, as espécies estéo sujeitas a diversos
riscos, tais quais: abate ou lesbes promovidos por agentes antrdpicos; exaurimento
energético associado & indisponibilidade de constituintes basilares & sobrevivéncia:agua e
alimento, no decorrer do trajeto. Mesmo os obstaculos do percurso sejam ultrapassados,
e que um meio com condi¢des propicias a ocupagdo dos organismos seja encontrado,
existe a possibilidade de competigdo por recursos contra as espécies residentes do local
(ARAUJO; BASTOS, 2019).

Deve-se considerar que, caso a supressao vegetal seja efetuada por meio de
queimadas, além dos danos supracitados, todos os organismos presentes no meio estéo
susceptiveis ao contato direto com as chamas, e também com os seus derivados quimicos
gasosos nocivos advindos da combustao da matéria, que afetam as vias respiratérias e que
podem ser fatais, a depender do tempo de exposicdo (BERNARDY et al., 2011).

Em decorréncia da retirada da vegetacgao, as estruturas fisicas e quimicas do solo sao
modificadas. Fisicamente, com a auséncia do sistema radicular das plantas, que promove a
contencao das particulas do solo, a ocorréncia de incidentes erosivos e de assoreamentos
de cursos hidricos € potencializada. Ainda, sem as raizes, a incorpora¢do de gases (ex.:
nitrogénio atmosférico) e de agua ao solo é suprimida. Quimicamente, ocorre a reducao
da producéo de matéria orgénica vegetal, que, apdés decomposta por bactérias e fungos,
torna-se um importante constituinte do solo, enriquecendo-o com elementos quimicos (ex.:
fosforo, potassio, cobre e calcio) indispenséveis ao crescimento e manutencao das plantas,
bem como a amplificagcdo dos grupos de microrganismos e animais. A desarborizacgéo,

portanto, acarreta o empobrecimento do solo e a decadéncia das espécies que dele
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dependem (BRASIL, 2015; SANTOS et al., 2017).

A Organizacao das Nac¢des Unidas para a Alimentacédo e a Agricultura (FAO) aponta
que cerca de 33% dos solos do mundo estdo degradados, dos quais, 14% estdo na América
Latina, cujo maior pais é o Brasil, que tem 16,5% dos seus solos deteriorados, o equivalente
a 140 milhées de hectares (ha) (WINK et al., 2005; FAO, 2018).

Estreitamente relacionados ao solo, os recursos d’agua, essencialmente os envoltos
por matas ciliares e de galeria, tém a qualidade e quantidade comprometidas em decorréncia
da deposicao ininterrupta de sedimentos de origem erosiva. Quando localizadas as margens
dos cursos hidricos, as raizes exercem a fungao de fixar o solo, impedindo que ocorram
deslizamentos de terra. Assim, em caso de desmatamento, a estrutura do solo perde
sustentacao, tornando viavel o surgimento de erosoes, cujos fragmentos serdo depositados
no interior do afluente, que, a longo prazo, pode assorear (SAO PAULO, 2014).

Durante e ap6s o processo de assoreamento, 0 recurso apresenta: alta turbidez,
devido a elevada quantidade de particulas em suspenséo, que impedem a passagem de luz
e, consequentemente, inviabilizam a produgéo de gas oxigénio, O,, via fotossintese realizada
pelas algas e cianobactérias; reducao do volume de agua, em funcao do acumulo continuo
de sedimentos; declinio das populacdes de espécies aquaticas, devido a insuficiéncia
de O, e luminosidade, absor¢céo demasiada de particulas inorgénicas pelo organismo e
delimitagédo dos habitats e meios de locomocgéo; e decréscimo da disponibilidade de matéria
orgénica. As comunidades de organismos terrestres que consomem dessas aguas também
serdo afetadas (CASTRO; CASTRO; SOUZA, 2013).

E importante destacar que, dependendo das dimensées do afluente e do nivel da
degradacao, tanto o microclima, quanto o macroclima, podem ter aspectos desregulados. A
reducao do volume de agua faz com que uma menor quantidade de vapor seja direcionada
a atmosfera, gerando um declive pluviométrico e da umidade relativa do ar. Como
consequéncia, a escassez hidrica é potencializada, em face do déficit de chuvas, e, em
temporadas de altas temperaturas, a seca é agravada, possibilitando a desidratagédo da biota
e a desregulacéo do ciclo vital de espécies mais vulneraveis, como grupos de insetos que
necessitam de condigdes climaticas especificas para reproduzir. Por fim, as propriedades
do solo, como: textura; densidade; porosidade; permeabilidade; fluxo de agua, ar e energia
térmica sdo parcial ou totalmente alterados (CANEPPELE, 2018; RODRIGUES; GOMES;
COSTA, 2022).

O Brasil detém o maior volume de agua doce do mundo (12%). Ainda assim,
determinadas regides sédo afetadas pela escassez hidrica, pois, tratando-se de um pais de
dimensdes continentais, a distribuicdo de agua € naturalmente desproporcional entre as
regides. Somente a regiao Norte, onde esta a Bacia Amazonica, maior bacia hidrografica do
globo, abrange 68,5% da dgua doce de todo o territério. Em contrapartida, a area Nordeste
compreende apenas 3,3%. Por fim, as demais localidades: Sudeste (6%), Sul (6,5%) e
Centro-Oeste (15,7%) (AUGUSTO et al., 2012).
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O Relatério de Conjuntura dos Recursos Hidricos no Brasil publicado em 2012 pela
Agéncia Nacional das Aguas (ANA), indica que 72% dos recursos hidricos do pais sdo
destinados a irrigacdo exercida pela esfera agricola, enquanto os 28% restantes estéo
distribuidos entre os setores industrial (7%), urbano (9%), rural (1%) e animal (11%). A titulo
de comparacao, em ambito global, 70% da agua sao utilizados pelo meio agricola, 23%
pelas industrias e 7% pelo ambiente urbano (BRITO; SILVA; PORTO, 2007; ANA, 2012).

Os recursos hidricos e os solos também estéo sujeitos a contaminagéo por despejo
indiscriminado de efluentes nédo tratados de origem industrial e/ou doméstica. A constituicao
quimica dos residuos depende do ambiente em que foram gerados, podendo, portanto,
causar diferentes impactos ao ambiente natural. Efluentes domésticos, por exemplo,
geralmente apresentam alto teor de lipidios (gorduras), componentes insoluveis em agua
e que, gracas a essa propriedade, tém um maior poder de dissipacdo, preenchendo
facilmente a superficie de cursos hidricos e, por conseguinte, ocasionando o declinio das
taxas de: iluminagéo, O,, temperatura e populagbes de organismos aquaticos. Ademais,
o solo as margens e ao fundo do afluente também estdo susceptiveis a contaminagéo
(RIBEIRO; ROOKE, 2010; MELO, 2018; LINS; LINS, 2019).

Uma vez que os efluentes aderem as particulas edéficas, corre-se o risco de outras
regides serem poluidas, haja vista que a for¢a das chuvas e dos ventos pode transportar
esses componentes a ecossistemas proximos. Além disso, substancias podem infiltrar
o solo e chagar até as aguas subterraneas (CAMARGO, 2006; BORTOLI et al., 2012;
BETTIOL; PACHECO et al., 2021).

O descarte indevido e continuo de residuos também dispde da capacidade de
promover o assoreamento e/ou a eutrofizacdo do curso d’agua. Caso nenhuma medida de
recuperacao ou supressao dos impactos seja adotada, as propriedades fisico-quimicas e
organolépticas (ex.: turbidez, pH, salinidade, temperatura, umidade, coloracao, odor, etc.),
tanto da agua, como do solo, podem ser permanentemente modificadas (FIGUEIREDO,
2009; PASSOS; CARNEIRO; OLIVEIRA, 2019).

Em um intervalo de trinta anos (entre 1985 e 2020), o Brasil perdeu 15,7% da
superficie de agua, valor correspondente a 3,1 milhdes de ha. Em 1985, 19,7 milhGes
de ha eram preenchidos por agua, em 2020, esse numero foi reduzido a 16,6 milhdes
(MAPBIOMAS, 2021).

O desflorestamento, juntamente a devastacao das aguas e dos solos, influenciam
na qualidade do ar. As plantas, em conjunto com outros organismos fotossintetizantes,
desempenham fungbes indispensaveis: absor¢éo de CO,, sintese de O, e liberagéo de
H,O gasoso, todas relevantes a estabilidade atmosférica. As aguas e os solos degradados
afetam diretamente a salde vegetal e, assim, desestabilizam os servicos ambientais
proporcionados pelas plantas. A titulo de exemplo, o ciclo do nitrogénio (N), elemento
imprescindivel a vida e, em estado gasoso (N,), o mais predominante da atmosfera, com
uma concentragéo de 78%, depende do pleno equilibrio ecossistémico para ocorrer, visto

Ciéncias Biologicas: Tendéncias tematicas, realidades e virtualidades Capitulo 7

114



que os processos envolvidos ocorrem em diferentes categorias de organismos, terrestres
e aquaticos, tais quais: bactérias fixadoras de N,, nitrificantes e desnitrificantes; plantas;
fungos; entre outros individuos. Dessa maneira, em sistemas naturais deteriorados, a
ciclagem de N é debilitada (CHAVES et al., 2003; GUARDA; CAMPOS, 2014; VIEIRA,
2017).

Em casos de extragdo de areas verdes por meio de incéndios florestais induzidos,
ha a liberagdo massiva de CO,, produto advindo majoritariamente da combustéo de
matéria organica vegetal. Em suma, a concentracdo do gas na atmosfera é fortificada
multilateralmente: interrupgéo abrupta da absorgéo de CO, pelas plantas e liberagéo
excessiva do composto devido as queimadas, concomitantemente (SANTOS et al., 2017).

E incontavel a diversidade de atividades antropicas, de origem doméstica, industrial
e agropecuaria, que geram gases poluentes, tais como: dioxido de carbono (CO,),
monoéxido de carbono (CO), metano (CH,), oxido nitroso (N,O), hidrofluorcarbonetos
(HFCs), clorofluorcarbonetos (CFCs), etc. Tais compostos intensificam o fendmeno natural
de retencdo de energia térmica que ocorre em escala global, o efeito estufa, e também
induzem a abertura de espagos na camada de ozénio (O,) (DALCIN; MANGINI; GODOI,
2021).

Em funcéo do desmatamento e da queima de combustiveis fésseis, o Brasil &€ o
quarto maior responsavel pelas emissdes cumulativas globais de CO,, com aproximados
5%. O pais esta entre os dez maiores emissores histéricos do gas (EVANS, 2021).

O acumulo desordenado desses gases na atmosfera impede que o calor se dissipe,
provocando um aumento paulatino da temperatura da Terra. Mesmo que o acréscimo de
temperatura seja irrisorio, em grandeza fisica, o clima e, por consequéncia, toda a biosfera
s@o modificados. A ocorréncia de intempéries: derretimento de geleiras, chuvas torrenciais,
furacdes, ciclones, tornados, etc., € uma das expressdes do aquecimento global. Por
fim, a propagacdo de poluentes atmosféricos afeta, também, a saude da biota, que,
involuntariamente, inala gases toxicos prejudiciais ndo somente ao sistema respiratorio,
como também ao cardiovascular e ao excretor (SANTOS et al., 2008).

Localizada na estratosfera, a camada de O, é responsavel por filirar a radiagéo
ultravioleta emitida pelo Sol, que, em contato com a superficie terrestre, pode causar:
cancer de pele, danos a viséo, supressdo do sistema imunolégico, extingdo de espécies,
impulsdo do aquecimento global, etc. Uma vez que gases poluentes, como os CFCs e
HFCs, chegam a atmosfera, o &tomo de Cloro (Cl) presente em suas composi¢des reagem
com o O,, gerando como produto uma molécula de O, e outra de monéxido de cloro
(ClO). Observa-se que houve a decomposi¢éo do O,, unidade fundamental da camada.
A vista disso, em larga escala, o mesmo processo acaba por desconstituir certas regides
da camada, submetendo os ecossistemas aos efeitos supramencionados (MAIA; SILVA;
RODRIGUES, 2019).

Em éambito geral, a alteracdo de sistemas naturais gera condi¢cdes favoraveis
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a propagacédo de agentes patogénicos e seus vetores. Para que o ciclo de vida de um
organismo ocorra integralmente, é necessario que as circunstancias ambientais como:
temperatura; umidade; disponibilidade e qualidade de alimento, agua e refugio estejam
compativeis com as suas demandas. Considerando o virus da Dengue como exemplo, nota-
se que a sua incidéncia é mais elevada em regides tropicais, nas quais as temperaturas e
0s volumes de chuva sdo substanciais, propiciando a disseminag¢do do seu vetor, Aedes
aegypti, e, consequentemente, da doenca. Em paralelo a isso, o aumento da temperatura
provocado pelo aquecimento global pode implicar na criagéo de ecossistemas propicios a
insercdo e desenvolvimento de doencas em novas regidées que, anteriormente, ndo eram
acometidas (PIGNATTI, 2004; SOUSA et al., 2022).

Adifuséo e o agravamento de outras enfermidades também sao potencializados pela
degradacdo ambiental, tais quais: leptospirose, amebiase, giardiase, Chikungunya, Zika,
doenca de Chagas, célera, diarreia, febres tifoide, paratifoide e amarela, asma, bronquite,
sinusite, cancer de pulmao, doenca pulmonar obstrutiva cronica, hepatite A, ascaridiase,
entre outras (PAIXAO; PAIXAO; PAIXAO, 2013; JUNIOR; MATION; SAKOWSKI, 2015;
ZEZZO et al., 2021).

Importéancia do Biélogo no controle da qualidade ambiental

Existem registros histéricos referentes a Grécia Antiga que apontam a existéncia
de estudiosos, como Tales de Mileto (624—-558 a.C.) e Aristoteles (384-322 a.C.), que se
debrucavam sobre as Ciéncias Naturais. A principio, os naturalistas, como eram intitulados,
se limitavam ao estudo empirico dos fendbmenos da natureza, das plantas e dos animais,
visto ndo haver uma metodologia de ensino formal voltada a esta &rea do conhecimento.
Nesse sentido, as praticas naturalistas ndo eram consideradas uma profissdo, mas sim um
simples passatempo (ARAUJO; MENEZES; COSTA, 2012; SILVEIRA, 2014).

Pouquissimas pessoas tinham a oportunidade de atuar neste campo, pois a
possibilidade de retornos financeiros era inviavel. Portanto, apenas os mais abastados
dispunham de recursos suficientes para se dedicar ao estudo da natureza. Exempli
gratia, Charles Darwin (1809-1882), naturalista inglés de altissima proeminéncia no meio
cientifico, era filho de um médico renomado, Robert Waring Darwin (1766—1848), e de
Susannah Darwin (1765-1817), integrante da familia proprietaria da Wedgwood, uma
fabricante de porcelanas de alto padrdo. Charles, portanto, usufruia de privilégios que o
permitiam investir tempo e dinheiro em suas aspiracoes, de forma que pode viajar durante
5 anos ininterruptos (1832—1836) a bordo do HMS Beagle, interregno em que, por meio
da observacéao analitica, desenvolveu e aprimorou a Teoria da Evolugéo das Espécies,
exposta ao cenario cientifico em 1859, por meio do livro “On the Origin of Species” (“A
Origem das Espécies”) (DARWIN, 2009; HAYMAN, 2019).

No Brasil, os naturalistas comegaram a se destacar em meados de 1808, apds a
chegada da Familia Real Portuguesa, que promoveu, em 13 de junho do mesmo ano, a
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fundagéo do Jardim Botanico do Rio de Janeiro (JBRJ), que, por sua extensa diversidade
vegetal, chamou a atencéo de pesquisadores do mundo inteiro. Em 1818, foi criado o
Museu Nacional, a primeira instituicao cientifica do pais. Vale salientar que, mesmo com a
eminéncia de organizagbes nacionais inclinadas a ciéncia, o contingente de profissionais
da area era predominantemente composto por estrangeiros (Instituto de Pesquisas JBRJ,
2008; GOVERNO FEDERAL, 2022).

Em 1824, Frei Leandro do Santissimo Sacramento (1778-1829), um notavel botanico
brasileiro, formado em filosofia pela Universidade de Coimbra (Portugal) e integrante de
uma gama de entidades naturalistas europeias, que foi designado ao cargo de diretor do
JBRJ. Devido a sua formidavel reputag@o no cenério cientifico, a presenca do botéanico no
cargo era estratégica, pois colocava a organizagdo em um patamar de reconhecimento
internacional, de maneira que estudiosos estrangeiros fossem atraidos ao Brasil (SARAIVA,
2015).

Concomitantemente a direcdo JBRJ, Leandro desempenhou um excelente
papel como professor de botanica da Academia Médico-Cirlirgica, repassando seus
conhecimentos as mais variadas classes sociais, desde lavradores a proprietarios de
terras. A sua trajetoria a frente da diretoria do jardim efémera, durando até 1829, ano em
que veio a 6bito (GOVERNO FEDERAL, 2022).

A época, algumas Universidades, como a de Cambridge (Inglaterra), ofereciam o
curso de Ciéncias Naturais, que, além da Biologia, abrangia: Geografia, Paleontologia e
Histéria. No Brasil, a Universidade de Sao Paulo (USP) foi a primeira a criar um curso
direcionado a Historia Natural, em 1934 (CRBio-01, 2015; DOWLER, 2019).

A vista disso, a comunidade brasileira de naturalistas cresceu substancialmente.
No entanto, apds formados, o indice de atuantes areas especificamente biol6gicas ainda
era irrisério, dado que a profissdo ainda néo era regulamentada. Assim, visando driblar
0 exercicio irregular de atividade profissional, os naturalistas eram registrados como
docentes, mesmo exercendo outras atividades (CRBio-04, 2015).

Com vistas a regularizacao da profissao, a partir de 1950, associa¢des organizadas
por naturalistas surgiram em varias regides do Brasil. Em 1960, a pluridisciplinaridade do
curso de Histéria Natural foi desfeita, ou seja, a Biologia passou a ter uma graduacgéao singular.
Em 1970, durante o Regime Militar iniciado em 1964, a Assembleia Geral pela Associagdo
Brasileira de Biblogos aprovou a redacédo de um Projeto de Lei para a Regulamentacao
da Profissédo de Biblogo, o qual foi encaminhado ao Ministério do Trabalho. Entretanto,
devido as adversidades vigentes da ditadura, o projeto tomou procedéncias desconhecidas
(CRBio0-01, 2015; CFBio, 2021).

Nesse contexto, em 1970, com a mobilizacdo constante e execucéo de greves por
professores, estudantes e profissionais das Ciéncias Biologicas, reivindicando a retomada
do tramit do projeto anterior, deputados federais apoiaram a causa e estruturaram novos
planejamentos (CRBio-01, 2015).
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O projeto confeccionado por Ademar Paladini Ghisi, a época, deputado federal por
Santa Catarina, tramitava em etapas mais avancadas, em razdo do vinculo realizado entre
parlamentares favoraveis a regularizagéo do exercicio dos Biomédicos e Bidlogos. Dessa
forma, o rol de apoiadores do projeto, dentro e fora da Camara, aumentou drasticamente,
pois correspondia aos interesses de duas grandes esferas trabalhistas. Assim, em 3 de
setembro de 1979, a Lei n.° 6.684 regulamentou ambas as profissdes, e o Conselho
Federal e os Conselhos Regionais de Biologia e Biomedicina foram criados, entre outras
determinagées. E importante destacar que os Conselhos das duas areas atuam a despeito
um do outro, conforme consta na Lei n.° 7.017/1982 (BRASIL, 1979; BRASIL, 1982).

Incumbido da funcdo normativa, o Conselho Federal de Biologia (CFBio) é
responsavel por: desenvolver resolucdes que viabilizem a plena interpretacao e a execugao
da Lei n.° 6.684/79; orientar, instalar e inspecionar os CRBios; analisar e julgar os recursos
de penalidades impostas pelos CRBios; em ambito nacional, inspecionar a fiscalizagéo
do exercicio profissional; fixar o valor das anuidades, taxas, multas e emolumentos; e, por
fim, definir o limite de competéncia do exercicio profissional (BRASIL, 1983; CFBio, 2019).

Encarregados da fungé@o executiva, os Conselhos Regionais de Biologia (CRBios)
dispbem das seguintes atribuicbes: supervisionar o exercicio profissional, nos limites
de suas respectivas jurisdigcbes; cumprir e fazer cumprir as disposi¢des, regulamentos,
resolugbes e demais normas expedidas pelo CFBio; efetuar o registro e expedir a Carteira
de ldentidade Profissional e a Cédula de ldentificacdo aos profissionais registrados;
efetuar o registro e expedir a Certiddo de Registro das empresas; atuar como Comités
Regionais de Etica; examinar, julgar as transgressées e aplicar as penalidades previstas
em regulamentos e normas complementares do CFBio; e arrecadar anuidades, multas,
taxas e emolumentos (BRASIL, 1983; CRBio-08, 2022).

Conforme a Resolugéo n.° 227, de 18 de agosto de 2010, emitida pelo CFBio, o
profissional de Ciéncias Biol6gicas devidamente registrado nos CRBios, e legalmente
habilitado para o exercicio profissional, esta autorizado a exercer suas fungbes em trés
grandes grupos: meio ambiente e biodiversidade; saude; e biotecnologia e produgéo
(CFBio, 2010; MELO; CARVALHO; GUIMARAES, 2017).

Cada grupo comporta dezenas de opgbes. Os campos de atuagdo em meio ambiente
e biodiversidade s&o diversos, tais quais: ecoturismo, EA, bioética, fiscalizagcdo ambiental,
gestao de qualidade, mudancgas climaticas, entre outros. Na salde, os biélogos podem atuar
em: andlises citogenéticas, reproducdo humana assistida, gestdo de bancos de células e
material genético, terapia génica e celular, etc. Por fim, em biotecnologia e producéo, algumas
das areas passiveis de exercicio sdo: engenharia genética (bioengenharia), biodegradacéo,
biosseguranca, desenvolvimento e producdo de Organismos Geneticamente Modificados
(OGMs), bioprospecgéo, etc. (CFBio, 2010; CRBio-03, 2018).

Independentemente de suas peculiaridades, direta ou indiretamente, todas as

formas de atua¢do mencionadas sdo imprescindiveis ao bem-estar ambiental. Todavia, é
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necessario destacar que a preservagao dos sistemas naturais ndo € uma tarefa exclusiva
dos Bi6logos, pois, consoante o artigo 225 da Constituicdo Federal vigente no Brasil, todos
tém direito a0 meio ambiente ecologicamente equilibrado, bem de uso comum do povo e
essencial a sadia qualidade de vida, impondo-se ao Poder Publico e a coletividade o dever
de defendé-lo e preserva-lo para as presentes e futuras geracdes (BRASIL, 1988).

A titulo de ilustragdo, entre 2013 e 2019, 77 milhdes de ha de florestas tropicais
foram devastados, numero correspondente a 11 milhdes de ha por ano. No mesmo
intervalo, em conjunto, o Brasil, a Republica Democratica do Congo e a Indonésia foram
responsaveis por 51% de toda a remogao da cobertura vegetal. Agora, entre novembro de
2018 e junho de 2022, 5,3 milhdes de ha foram desmatados, valor equivalente a 4 mil ha
por dia (DUMMETT; BLUNDELL, 2021; MapBIOMAS, 2022).

No Brasil, somente em 2021, cerca de 16,5 mil km2 de area verde nativa foram
desflorestados, o equivalente a 1.655.782 de ha. Tais dados foram construidos com base
em aproximados 70 mil alertas de desmatamento verificados em todo o territério, sendo
que a Amazoénia foi a mais afetada, com 60% de toda a area devastada do pais. O principal
agente da extracdo da cobertura vegetal é a expansao do setor agropecuario, que visa a
incessante ampliagdo do cultivo de monoculturas (ex.: soja, trigo, milho e cana-de-agucar)
e gado, majoritariamente, bovino (MapBIOMAS, 2021).

A execucao de atividades efetiva ou potencialmente degradadoras do meio ambiente
deve ser acompanhada por Estudos de Impacto Ambiental (EIA) e de seus respectivos
Relatérios de Impacto Ambiental (RIMA), conforme consta na Lei n.° 6.938/1981, artigo
8°, inciso Il. Mesmo com a vigéncia de normatiza¢des legais que exigem a pratica de
metodologias de preservagdo da natureza, grande parte dos desastres ecolbgicos
provocados por atividades antropicas ocorrem sem qualquer supervisdo qualificada,
desprovidos de medidas de inibicdo ou mitigagdo de danos (BRASIL, 1981; SANTOS,
2021).

Diante do cenario descrito, é imprescindivel a atuacdo coordenada de profissionais
da Biologia, sobretudo os que desempenham fungdes voltadas a fiscalizagdo, a gestéao
e ao monitoramento da qualidade ambiental, como agentes do lbama, que, na medida
de suas proporg¢oes, detectam e combatem infracbes ambientais, consoante as diretrizes
previstas em legislacéo, tal qual a Lei n.° 9.605/1998, que estabelece as sangdes penais e
administrativas advindas de condutas e atividades lesivas ao meio ambiente, entre outras
providéncias (BRASIL, 1998).

Em 2010, a populagdo do Brasil correspondia a 190 milhdes de habitantes.
Atualmente, com cerca 215 milhdes, o pais é sétimo mais populoso do mundo. O
crescimento do indice demografico, aliado a debilidade das politicas publicas brasileiras,
gera consequéncias indesejaveis, tais quais: exigéncia exacerbada por territorio para fins
habitacionais, que leva a construcéo irregular de moradias; produgao e o descarte indevido
de efluentes e residuos; uso indiscriminado da agua e do solo; aumento da demanda
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por alimento, fornecido pela esfera agropecuaria, a qual acaba por ampliar o plantio de
monoculturas e a criagdo de animais, em detrimento da qualidade ambiental. Destarte,
considerando a quantidade de individuos, a precariedade do Sistema Publico e a extenséo
continental do pais (8,5 milhdes de km?), a preservacdo dos biomas torna-se uma tarefa
laboriosa, impulsionada pelo contingente irrisorio de Bidlogos atuantes (IBGE, 2010; IBGE,
2022).

Por exemplo, o Ibama, responsavel pela fiscalizacdo ambiental e a aplicacdo de
penalidades administrativas, entre outras func¢des, possuia 4.200 colaboradores, em
2009. Hodiernamente, o 6rgdo dispde de apenas 2 mil servidores. Estima-se que mais de
trés mil cargos estdo desocupados, em funcdo da destinagéo de insuficiente de verbas
governamentais, que impede a reposi¢do de funcionarios. Restringindo-se aos agentes
ambientais fiscalizadores, até 2021, o Instituto dispunha de 668 servidores, dos quais,
somente 281 eram aptos a atuagdo em campo, os demais, inaptos, devido a idade avangada,
enfermidades ou comorbidades. Em 2010, eram 1.311 fiscais em atuacéo (BRASIL, 1989;
IBAMA, 2020).

Além do combate direto as praticas de deterioragdo da natureza, existem Bi6logos
que, por meio da EA, conscientizam a populagdo a respeito da importancia de manter o
meio ambiente ecologicamente equilibrado. Ao longo das ultimas décadas, em decorréncia
dos avancgos tecnolégicos, do advento de novos veiculos de comunicacdo e da crescente
exploragdo antrépica dos recursos naturais, a difusdo de conteudos didaticos de carater
sustentavel destinados ao publico geral tomou enormes proporgoes. Apesar da progressao,
dados anuais referentes a destruicdo dos biomas, em especial do Amazénico, ainda séo
alarmantes (SOARES; VASCONCELQOS, 2018; MapBIOMAS, 2021).

EA como instrumento de preservacao do meio ambiente

Desde o seu surgimento, ha 2,5 milhdes de anos, a espécie humana explora os
recursos naturais. Todavia, em épocas mais remotas, o usufruto da natureza visava apenas
a subsisténcia de pequenos grupos, que pouco impactavam a qualidade ambiental. A
medida que a populagdo mundial expandia, a exigéncia por riquezas naturais aumentava.
Isso se torna mais evidente durante a Revolugado Industrial (XVIII-XX), periodo em que
o sistema capitalista tomou propor¢des protuberantes, promovendo a producao em larga
escala, ao passo que provocava a deterioragdo do solo, do ar e das aguas; intensificava o
efeito estufa; agravava o aquecimento global; removia extensas areas de cobertura vegetal;
ocasionava a reducao e a extingcdo de espécies; e impulsionava o consumo hiperbdlico de
recursos ndo renovaveis e renovaveis (LIMA et al., 2019; FRIEDE, 2021).

Revolugdo Industrial terminou ao fim da Segunda Guerra Mundial, em 1945.
E importante mencionar que, mesmo apds ao encerramento de dois grandes marcos
histéricos, as industrias ndo cessaram o seu desenvolvimento. O enfrentamento a um
conflito global gerou lucros exorbitantes ao setor industrial, sobretudo o bélico. Apos a
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guerra, com diversos territérios do mundo devastados, as industrias desempenharam
um papel fundamental no reerguimento das economias nacionais, que, paulatinamente,
voltaram ao patamar regular, em detrimento da qualidade dos ecossistemas, pois um maior
volume de matéria-prima teve de ser utilizado para o aumento da produ¢édo (MACHADO;
RESENDE, 2019).

Outro acontecimento que acentuou ainda mais a degradagédo ambiental foi a Guerra
Fria (1947-1991), caracterizada por um conflito politico-ideolodgico, sem combates belicosos
diretos, no qual houve uma corrida armamentista entre Estados Unidos (EUA), capitalista,
e a Unido das Republicas Socialistas Soviéticas (URSS), socialista. Assim, as industrias,
especialmente as de natureza bélica, potencializaram as suas produ¢des (LAAKKONEN;
PAL; TUCKER, 2016; SILVA; TEIXEIRA, 2019).

Em face da ininterrupta exploracdo dos recursos naturais, na década de 60,
movimentos em favor da sustentabilidade ocorrentes em numerosas regides do mundo,
constituidos por organizagbes sem fins lucrativos, Bidlogos, Ecélogos, estudantes e
professores das ciéncias naturais, passaram adquirir dimensbes significativas. Em
decorréncia disso, em 1965, na Gra-Bretanha, realizou-se a Conferéncia de Educacgao da
Universidade de Keele, onde, sem precedentes, a expressdo “Environmental Education”
(“Educacao Ambiental”) foi pronunciada (VALPASSO; CASTOR, 2021).

Em 1972, o Clube de Roma, composto por estudiosos de diferentes nacionalidades,
publicou “Os Limites do Crescimento”, documento que, em tom de urgéncia, tragcou uma
relacdo entre o constante crescimento populacional, aliado ao desenvolvimento do sistema
capitalista, e a deterioracdo da biosfera, considerado a esgotabilidade de seus recursos,
principalmente os ndo renovaveis (GONCALVES, 2005; TANNOUS; GARCIA, 2008;
AZZARI, 2022).

Em virtude da reverberagcdo causada pelo relatorio, a Organizacdo das Nacgdes
Unidas (ONU) resolveu, pela primeira vez, reunir paises do mundo inteiro, com a finalidade
de discutir sobre o cenario ambiental. Ainda em 1972, entre os dias 5 a 16 de junho, em
Estocolmo (Suécia), foi realizada a Conferéncia das Nagdes Unidas sobre o Ambiente
Humano ou, como ficou conhecida, Conferéncia de Estocolmo, que contou com a presenga
de representantes de 113 paises. O principal resultado da assembleia foi a Declaracéo
sobre o Ambiente Humano, a qual aborda 26 principios concordantes com o bem-estar
ambiental e humano, em concomitancia ao desenvolvimento econémico (PNUMA, 1972;
PASSOS, 2009).

Outra consequéncia da conferéncia foi a criagdo do Programa das Nag¢des Unidas
para o Meio Ambiente (PNUMA), sediado em Nairébi (Quénia). Como autoridade defensora
do meio ambiente no mundo, o PNUMA é responsavel por estabelecer a agenda ambiental
e coordenar a implementagdo do desenvolvimento sustentavel no Sistema das Nagbes
Unidas. Atualmente, 193 paises, incluindo o Brasil, sGo membros do PNUMA (PNUMA,
2022).
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Em 1975, na cidade de Belgrado, a ONU para a Educacgéo, a Ciéncia e a Cultura
(UNESCO) viabilizou o Encontro Internacional em EA, no qual surgiu o Programa
Internacional de EA (PIEA), que visa a internacionalizacdo e multidisciplinaridade da
EA. Gerou-se, também, a Carta de Belgrado, que disserta acerca da importancia de
erradicar, ao nivel mundial, as mazelas sociais, como: pobreza, fome, analfabetismo,
poluicéo, exploracdo e dominagéo. Ainda, o documento também trata da harmonia entre
o crescimento econdmico e a protecdo ambiental, em conformidade com a Declaracdo de
Estocolmo (PNUMA, 1972; BARBIERI; SILVA, 2011; FARIAS; BORGES; SILVA, 2012).

Como experiéncia pratica do PIEA, em 1977, ocorreu a Conferéncia
Intergovernamental de EA, em Thilisi (cidade integrante da antiga URSS, e atual localidade
da Georgia). A assembleia foi elementar para determinar e aperfeicoar os principios,
propésitos e planejamentos da EA, de maneira que os conhecimentos relativos a essa area
fossem difundidos de maneira uniforme, em amplitude mundial (BARBIERI; SILVA, 2011;
ARAUJO; SANTOS; MENEZES, 2017).

A medida que a EA tomava capilaridade, camadas da populacdo, que antes néo
enxergavam a exploracdo desmedida da natureza uma problematica, passaram a considerar
plausivel a implementacdo de ajustes no sistema econdmico vigente. No entanto, quando
as solucdes previamente propostas eram trazidas a pratica, dissonancias eram verificadas.
Por conseguinte, com a intengdo de estabelecer sugestdes mais pragmaticas, a ONU
promoveu a Comissdo Mundial sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (CMMAD), em
1983. Quatro anos depois, em 1987, a Comissdo publicou o documento Nosso Futuro
Comum (Relatério Brundtland), que conceituou o desenvolvimento sustentavel como
aquele que satisfaz as caréncias presentes, sem comprometer a capacidade de suprir as
necessidades das futuras geragdes. O conceito perdura até os tempos atuais, sendo visto
como um marco deveras relevante dentro da EA (PEREIRA; CURI, 2012).

Em 1987, a UNESCO, associada ao PNUMA, realizou Congresso Internacional sobre
Educacéo e Formacgéo Relativas ao Meio Ambiente, visando examinar os progressos e o0s
empecilhos enfrentados pela EA, desde a Conferéncia de Tbilisi. Denominado Estratégia
Internacional de Acdo em Matéria de Educacao e Formagao Ambiental para o Decénio de
1990, o documento resultante do Congresso propds a insercdo da EA em todos os niveis
de ensino (BERNARDES; PRIETO, 2010; SOARES, 2011).

No mesmo ano, o Plenéario do Conselho Federal de Educacéo aprovou, de forma
unanime, por intermédio do Parecer 226/87, a inclusdo da EA na base curricular de 1° e
2° graus, atuais ensinos fundamental e médio, e também recomendava a construcdo de
Centros de EA (UDESC, 2002).

Em 5 de outubro de 1988, no transcorrer do governo de José Sarney, ocorreu a
promulgacgéo da Constituigdo Federal do Brasil, que dedicou toda a extenséao do Capitulo VI
ao meio ambiente, com destaque para o Artigo 225, inciso VI, que determina a pratica da EA

em todos os niveis de ensino. No mesmo ano, houve a realizagédo do primeiro Congresso
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Brasileiro de EA, e também do primeiro Forum de EA, viabilizado pela USP (BRASIL, 1988).

No Rio de Janeiro, em 1992, a ONU realizou a Conferéncia das Na¢des Unidas
sobre 0 Meio Ambiente e Desenvolvimento (CNUMAD), Rio-92 ou Eco-92, que teve a
participa¢do de comités de 178 paises, 0s quais debateram sobre: o controle das emissdes
de gases de efeito estufa, com destaque para o CO,; a exploragéo sustentavel dos recursos
naturais, em especial das florestas; a padroniza¢do do desenvolvimento sustentavel até o
século presente; entre outras abordagens. A partir da discuss@o dessas tematicas, gerou-
se como resultado uma série de documentos, tais quais: Declaragédo do Rio de Janeiro
sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento (Carta da Terra); Declaragdo sobre Florestas;
Convencao sobre Diversidade Bioldgica; Convencdo Quadro de Mudancas Climéticas; e
Agenda 21 (Ipea, 2009; SCHERER; FRANCO; FERNANDES, 2016).

Na Eco-92, concluiu-se que os paises desenvolvidos eram os principais responsaveis
pelos desastres ambientais, especialmente no que tange a emisséo de gases poluentes.
Nesse sentido, além de tracar metas de resolugcéo, tais nag¢des deveriam auxiliar,
financeira e tecnologicamente, as regides subdesenvolvidas do globo. Em termos l6gicos,
o0 empreendimento deste modelo pode ser justificado pela intensa atividade industrial,
associada ao aproveitamento e a destruicdo desmoderados dos recursos naturais, muitas
vezes extraidos de outras nagdes, efetuada por paises como os EUA e a Inglaterra, cujas
economias foram impulsionadas ao extremo, mormente na Era Industrial. Enquanto outros
territérios, como a Somalia (em PIB per capita, lidera o ranking de paises mais pobres do
globo), submetida a colonizagao e exploragéo europeia, dispde de um sistema econémico
e de produgdo sucateados, e também é afetada pelas consequéncias da degradacéao
ambiental provocada pelas patrias mais abastadas (LAYRARGUES, 2012; STIEFELMANN,
2012; SCHERER; FRANCO; FERNANDES, 2016).

Durante a CNUMAD, entre os dias 1 e 12 de julho, também no Rio de Janeiro,
o0 MEC realizou o Workshop sobre EA, do qual resultou a Carta Brasileira para a EA. O
documento discorre acerca das importancias da insergdo da EA em todas as modalidades
de ensino, e também propde medidas para tal (BARBIERI, 2004; MEC, 2007).

Eco-92 estimulou a formacgéo da Rede Brasileira de EA (REBEA), que, por meio de
uma estrutura horizontal, interliga os territérios do pais e permite a articulacdo nacional
dos educadores, garantindo a uniformidade e eficiéncia das metodologias utilizadas na
abordagem da EA (LAYRARGUES, 2012).

Em 1994, no Brasil, o MEC, juntamente ao MMA, Ministério da Cultura e Ministério da
Ciéncia e Tecnologia, criou o Programa Nacional de EA (ProNEA). O ProNEA foi essencial
a qualificagéo das instituicdes de educacédo formal e informal, bem como de supletivo e
cursos profissionalizantes, ao ensino da EA. Paral tal, o Programa fomentou a capacitacéo
de docentes; elaboragéo de instrumentos e metodologias; e o desenvolvimento de agbes
educativas (ProNEA, 2005; MEC, 2007).

Objetivando discutir as praticas de EA no Brasil e indicar estratégias que
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consolidassem o ProNEA, em 1997, foi feita a | Conferéncia Nacional de EA, em Brasilia.
O produto da Conferéncia foi a Declaracéo de Brasilia para a EA, que apontou a urgéncia
de uma educagédo adaptada a conscientizagéo publica, de maneira que o desenvolvimento
sustentavel fosse adotado pela coletividade, em consonéncia com a legisla¢do, economia e
tecnologia. O documento foi apresentado a Conferéncia Internacional sobre Meio Ambiente
e Sociedade: Educacdo e Consciéncia Publica para a Sustentabilidade, realizada em
Thessaloniki, na Grécia, entre 8 e 12 de dezembro de 97. O ponto central do evento foi
debater sobre a conjuntura global referente a EA durante os anos subsequentes da Rio-92.
Em face disso, concluiu-se que o desenvolvimento da EA durante os 5 anos transcorridos
foi insatisfatorio (FRACALANZA et al., 2005; CARVALHO, 2010; MATOS; BATISTA; PAULA,
2020).

Ainda como tema transversal, em 1997, houve a introducdo da EA nos Parametros
Curriculares Nacionais (PCN’s), um conjunto de orientacbes definidas pelo Governo
Federal que visam nortear as agcbes de todos os membros das redes de ensino publicas
e privadas: professores, coordenadores e diretores, de forma que as peculiaridades de
cada disciplina, bem como de cada regido do pais, sejam consideradas. Destarte, além de
assegurar a coeréncia do ensino, também garante uma melhor aplicabilidade dos recursos
or¢camentarios destinados a educacao (MEC, 1997; SOUZA; BENEVIDES, 2005; SANTOS;
COSTA, 2015).

Dois anos apés, o Plano Plurianual (PPA), responsavel por determinar as diretrizes
e objetivos da administracao publica federal, atuando como instrumento de planejamento
orcamentario de médio prazo, teve a EA integrada ao seu quadro, no triénio 1996-1999.
Assim, EA foi incorporada aos PPAs subsequentes (NETO, 2012; GOVERNO FEDERAL,
2022).

No decurso do governo de Fernando Henrique Cardoso, em 27 de abril de 1999, a
Politica Nacional de EA (PNEA) foi instituida por intermédio da Lei n.° 9.795. A época, o
Brasil se destacou no cenario mundial, visto que foi o primeiro pais da América Latina a
estabelecer uma politica nacional especifica para a EA. Ademais, motivou a incorporagéao
da EA politicas educacionais do MEC (BRASIL, 1999; SOUZA; BENEVIDES, 2005).

De acordo com o artigo 4, da Lei n.° 9.795, como parte do processo educativo
mais amplo, todos tém direito a educagéo ambiental. Nessa perspectiva, com a finalidade
de colocar a PNEA em agédo em todo o pais, em 2003, foi instaurado o Orgéo Gestor
(OG), formado pelo MEC, representado pela Coordenagdo Geral de EA, do Departamento
de Educacgéo para a Diversidade e Cidadania da Secretaria de Educagcédo Continuada,
Alfabetizagdo e Diversidade (Secad), e pelo MMA, representado pela Diretoria de Educagéo
Ambiental, na Secretaria Executiva (SOUZA; BENEVIDES, 2005; MEC; MMA, 2007).

O principal propésito do OG foi criar, com o apoio da sociedade, o Sistema Nacional
de EA (SISNEA), cuja fungéo é a formacdo de educadores ambientais que desempenhem
papéis relevantes, tanto nas redes de ensino, quanto nas comunidades. Assim, nao
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apenas os professores, estudantes, diretores e demais funcionarios das escolas devem ser
introduzidos a EA, mas sim todas as camadas da sociedade (SAVIANI, 2010).

Em 2004, segundo dados do Instituto Nacional de Estudos e Pesquisas Educacionais
Anisio Teixeira (INEP), cerca de 32,3 milhdes de crian¢as do Ensino Fundamental tinham
acesso a EA. Ainda, 95% das instituicbes de ensino praticavam alguma forma de EA. Em
virtude do sucesso do SISNEA, o MEC criou o programa Vamos Cuidar do Brasil com as
Escolas (VCBE), para legitimar a EA nas salas de aula. O programa foi delineado com base
em um circulo virtuoso constituido por acdes e praticas integradas, continuas e transversais
a todas as disciplinas (MEC; MMA, 2007; SAVIANI, 2010; BARRETO; VILACA, 2018).

Unidos, o MEC e o MMA realizaram uma gama de conferéncias com a tematica
ambiental, com a participacéo de todos os publicos. Por conseguinte, Conselhos de Jovens,
com idade entre 16 e 25 anos, passaram a ser organizados em todos os 27 Estados do
Brasil. Os integrantes dos Conselhos eram responsaveis por mobilizar grupos de estudantes
para a realizacao de novas conferéncias, em ambito estadual. A | Conferéncia Nacional
Infanto-Juvenil pelo Meio Ambiente (CNIJMA), por exemplo, ocorreu gragas ao movimento
de jovens engajados nas causas ambientais. Estima-se que, entre 2003 e 2018, 65 mil
escolas e 22 milhdes de pessoas participaram das assembleias (MEC; MMA; UNESCO,
2007; MORAIS; VIEIRA; MORTELLA, 2018).

Em 15 de junho 2012, o Conselho Nacional de Educacgéao (CNE) aprovou a Resolugéo
n.° 02, que dispde sobre as Diretrizes Curriculares Nacionais para a Educagédo Ambiental
(DCNEA). Conforme o artigo 22 da Resolugao, “os sistemas de ensino e as instituicbes de
pesquisa, em regime de colaboracédo, devem fomentar e divulgar estudos e experiéncias
realizados na area da EA”. Em suma, todos os niveis de ensino, do basico ao superior,
devem estar aptos ao desenvolvimento e a propagacéo de estudos relativos a protecéo do
meio ambiente (MEC, 2012).

Contudo, em 2018, com a aprovacgéo da Base Nacional Comum Curricular (BNCC),
a EA foi suprimida dentro do curriculo da Educagao Basica. A tematica ambiental passou
a ser abordada de maneira extremamente superficial e homogénea, desconsiderando as
peculiaridades de cada instituicdo, bem como de suas respectivas regides, em contrapartida
aos PNC'’s produzidos em 1997 (MEC, 2018; BUCZENKO; ROSA, 2022).

Por fim, em confluéncia com esse cenario, em 2019, no inicio do governo de Jair
Bolsonaro, houve uma reestruturacdo ministerial, que culminou na extingdo da Diretoria de
Educagdo Ambiental do MMA e da Coordenacao Geral de Educagédo Ambiental do MEC.
Em sintese, a EA foi restringida a atuacdo de uma Secretaria de Ecoturismo do MMA,
reduzindo drasticamente a capacidade de atuacdo da dimensao educativa, possibilitando
0 agravando crise socioambiental ocorrente no pais e, sobretudo, desconsiderando todo o
processo laborioso de construgéo e consolidagéo da EA no pais (HOLMER, 2020).
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Em face de todo o panorama apresentado, todos os cidaddos compartem dos
direitos e deveres de manter e usufruir de um meio ambiente ecologicamente equilibrado,
por meio do desenvolvimento sustentavel, que visa garantir o suprimento das necessidades
presentes, sem comprometer as necessidades das geracoes futuras.

Apesar de ser detentor da maior biodiversidade do mundo, de ser abundante em
recursos e de possuir um complexo sistema de leis destinadas a protecdo ambiental, o
Brasil dispée de um déficit severo de bidlogos qualificados, sobretudo os que atuam na
fiscalizagdo ambiental. Desse modo, o combate direto a degradacao dos ecossistemas é
extremamente debilitado, pois, quando comparado a extensao territorial e ao crescente
demografico do pais, o quantitativo de profissionais é infimo.

E nitido que os dados brasileiros referentes ao desmatamento, devastacdo e
exploracdo desmedida das aguas e dos solos tornam-se cada vez mais preocupantes,
a propor¢cdo em que 0s anos passam. Assim, caso providéncias radicais ndo sejam
empregadas, em algumas décadas, o Brasil podera enfrentar um colapso ambiental.

Nesse contexto, surge a EA como uma alternativa plausivel a conscientizag¢ao social,
visando reduzir os impactos negativos aos sistemas naturais. Durante anos, o Brasil obteve
sucesso no que tange a disseminagdo do ensino e a mobilizagcdo de criangcas e jovens
engajados na causa ambiental. Entretanto, em razéo de decisdes governamentais adotadas
nos ultimos anos, as entidades publicas, como o MMA, tiveram os seus poderes atenuados,
afetando toda a estrutura que salvaguarda os biomas. A vista disso, existe vulnerabilidades
que dominam a esfera politico-institucional, e que denunciam a necessidade de investir no
cumprimento e na aplicacéo das leis que asseguram a pratica da EA em todo o territdrio
brasileiro.

Em sintese, além de fomentar a formacao de novos biblogos e o aprimoramento
daqueles que estdo em exercicio, € primordial estimular a valorizacdao das Ciéncias
Bioldgicas e a estabilizacédo da EA, em todos os &mbitos da sociedade, de modo que a &rea
seja percebida como indispensavel a integridade da biosfera e a perpetuacao das espécies.
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RESUMEN: Registramos una colonia de la
gran abeja carpintera Xylocopa augusti en
un tronco de Acermuerto en Santiago, Chile.
Documentamos, tanto a las hembras como
a los machos, visitando y polinizando flores
no nativas de Erysimum linifoliumy Aesculus
hippocastanum. Ademas del primer registro
de la interaccion de esta especie con
estas especies vegetales, describimos
caracteristicas de comportamiento poco
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conocidas en la zona central de Chile.
Documentamos también la presencia de
la especie del género Agapostemon en
Santiago, Chile.
PALABRAS CLAVE:
carpintera, Polinizador,
central.

X. augusti, Abeja
Conducta, Chile

NOTAS SOBRE O
COMPORTAMENTO XYLOCOPA
(NEOXYLOCOPA) AUGUSTI
LEPELETIER DE SAINT FARGEAU
1841, UMA ESPECIE NAO NATIVA
NO CHILE CENTRAL. AINDA
DOCUMENTAMOS A OCORRENCIA
DAS ESPECIES DO GENERO
AGAPOSTEMON EM, SANTIAGO,
CHILE

RESUMO: Registamos uma colénia da
grande abelha carpinteira Xylocopa augusti
num tronco Acer morto em Santiago,
Chile. Documentamos, tanto fémeas como
machos, visitas e polinizagéo de flores néo
nativas de Erysimum linifolium e Aesculus
hippocastanum. Para além do primeiro
registo da interaccdo desta espécie com
estas espécies vegetais, descrevemos
caracteristicas de comportamento
pouco conhecidas no centro do Chile.
Documentamos também a presenca das
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espécies do género Agapostemon em Santiago, Chile.
PALAVRAS-CHAVE: X. augusti, Abelha Carpinteira, Polinizadora, Conducta, Central do
Chile.

NOTES ON THE BEHAVIOUR OF XYLOCOPA (NEOXYLOCOPA) AUGUSTI
LEPELETIER DE SAINT FARGEAU 1841, ANON-NATIVE SPECIES ON
CENTRAL CHILE. FURTHER WE DOCUMENT THE OCCURRENCE OF THE
SPECIES OF THE GENUS AGAPOSTEMON IN CHILE

ABSTRACT: We recorded a colony of the large carpenter bee Xylocopa augusti on a dead
Acer trunk in Santiago, Chile. We documented, both females and males, visiting and polinating
non-native flowers of Erysimum linifolium and Aesculus hippocastanum. In addition to the
first record of this species interaction with these plant species, we describe poorly known
behaviour features in central Chile. We document also, the presence of the species of the
genus Agapostemon in Santiago, Chile.

KEYWORDS: X. augusti, Large carpenter bee, Pollinator, Behaviour, Central Chile.

VERHALTEN VON XYLOCOPA (NEOXYLOCOPA) AUGUSTI LEPELETIER DE
SAINT FARGEAU 1841, EINE NICHT EINHEIMISCHE HOLZBIENE TAXA IN
ZENTRALCHILE. WEITER WIR DOKUMENTIEREN DAS VORKOMMEN DER
SPEZIES DER GATTUNG AGAPOSTEMON IN SANTIAGO, CHILE

ZUSAMMENFASSUNG: Wir haben eine Kolonie der groBen Tischlerbiene Xylocopa augusti
auf einem abgestorbenen Acer-Stamm in Santiago, Chile, beobachtet. Wir dokumentierten,
dass sowohl die Weibchen als auch die Mannchen Bllten von Erysimum linifolium und
Aesculus hippocastanum, die nicht heimisch sind, besuchten und bestdubten. Neben dem
ersten Nachweis der Interaktion dieser holzbiene mit diesen Pflanzenarten beschreiben
wir wenig bekannte Verhaltensmerkmale in Zentralchile. Wir dokumentieren auch das
Vorkommen von spezies der Gattung Agapostemon in Santiago, Chile.
SCHLUSSELWORTER: X. augusti, holzbiene, Polinizator,Verhalten, Zentralchile.

NOTES SUR LE COMPORTEMENT DE XYLOCOPA (NEOXYLOCOPA) AUGUSTI

LEPELETIER DE SAINT FARGEAU 1841, UNE ESPECE NON INDIGENE DANS

LE CENTRE DU CHILI. ENCORE NOUS DOCUMENTONS LA PRESENCE DES
ESPECES DU GENRE AGAPOSTEMON AU SANTIAGO, CHILI

RESUME: Nous avons enregistré une colonie de la grande abeille charpentiére Xylocopa
augusti sur un tronc d’érable Acer mort a Santiago, au Chili. Nous constatons que les femelles
et les méles visitent et pollinisent les fleurs non indigenes d’Erysimum linifolium et d’Aesculus
hippocastanum. Outre le premier enregistrement de l'interaction de cette espéce avec ces
espéces végétales, nous décrivons des caractéristiques comportementales peu connues
dans le centre du Chili. Nous documentons également la présence de I'espece du genre
Agapostemon a Santiago, Chili.

MOTS CLES: X. augusti, abeille charpentiére, pollinisateur, comportement, Chili central.
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Xylocopa (Neoxylocopa) augusti Lepeletier de Saint Fargeau 1841, es una especie
introducida de abeja carpintera en Chile (Montalva et al., 2013). Y este taxon es autoctono
de Argentina, Brasil, Uruguay y Paraguay (Ospina, 2000). Presenta un marcado dimorfismo
sexual entre machos y hembras, siendo los primeros completamente anaranjados (Fig.
1) y la hembra es mayormente negra con los costados del abdomen anaranjados (Fig.
2) (Mariano, 2011). Las abejas carpinteras son consideradas solitarias, nectarivoras y/o
polenivoras, (Pozzi, 1972; Minckley, 1998; Telleria, 1999; Chinery, 2012). Muchas especies
de Xylocopinae son abejas polilécticas (Ospina, 2000), viven en parejas (Mariano, 2011)
y son primitivamente eusociales (Batra, 1966; Engels & Buschinger, 1990) (ver Fig. 3,
4). Estas abejas carpinteras intervienen en la polinizacién de varias plantas silvestres en
Sudameérica (Pinilla-Gallegos et al. 2015). En Chile central polinizan algunas especies de
plantas con flores, sin embargo, poco se conoce de otras interacciones con flora y fauna
(Montalva et al., 2013). En general las especies introducidas de polinizadores compiten por
alimento con las nativas (Morales, 2007) si visitan las mismas plantas, lo cual es comdn
dado el caracter generalista de muchas de estas especies invasoras (Montero-Castafos et
al., 2018). Durante el proceso de adaptacién al nuevo ecosistema, estas especies adaptan
su actividad de forrajeo a la nueva situacién con el fin de optimizar la ingesta de alimentos
(Armbruster & Herzig, 1984; Mustajarvi et al., 2001). Las interacciones polinizador-planta
no ocurren de forma aislada, sino inmersas en redes complejas de interaccion (Schweiger,
2010; Novella-Fernandez et al., 2019). El parque urbano en que se realizaron nuestras
observaciones posee principalmente vegetacion exoética y ornamentales de jardines, siendo
comun observar visitas de polinizadores no nativos tales como X. augusti. Usualmente,
los polinizadores introducidos muestran preferencias por plantas también introducidas. Los
parques urbanos, al ser ambientes alterados, facilitarian su establecimiento, reproduccién
y posterior extension de distribucion (Montero-Castafios et al., 2018). En este trabajo
destacamos la visita y polinizacién a dos plantas con flores no nativas que se mencionan
por primera vez en Chile, polinizadas por X. augusti, una especie de crucifera, Alheli
morado (Erysimum linifolium) (Fig. 5 y 6) y una especie de Sapindaceae, Castafo de
Indias (Aesculus hippocastanum) (Fig. 7) por esta gran abeja carpintera y que transporta
grandes “paquetes” de polen en sus tibias (Mariano, 2011). Ademas, aportamos algunas
observaciones de rasgos conductuales poco conocidos de este potencial polinizador
(Roubik, 1992; Gordon et al., 1997), introducido en Chile. Por otra parte documentamos
la presencia no nativa de la especie del género Agapostemon de conducta primitivamente
eusocial (Batra, 1966), en Santiago, Chile.

Se observaron varios nidos (n= 19) de X. augusti, cercanos (entre 12 a 50 cm de
distancia uno de otro) y en el mismo tronco muerto en pie de un arce (Acer negundo) de 89
cm perimetro de ancho a la altura del pecho y una altura de 4 metros. El tronco muerto de A.
negundo y los nidos de X. augusti estan ubicados en el Parque Araucano, Santiago, Chile
(33°24’S; 70° 34’ W), que es un parque urbano utilizado para uso recreativo y areas verdes.
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Las observaciones fueron realizadas por 15 dias del mes de octubre del afio 2022. Durante
la mafana de 10:00 am hasta las 13:00 pm y parte de la tarde desde las 14:00 hasta las
16:00 pm, incluso 4 dias hasta las 20:00 pm. Se observaron siete ejemplares hembras ()
y siete machos (J) activos en sus nidos. Se observaron ejemplares de machos (J3) imagos
salir de los nidos (n=6) (Fig. 8,9 y 10) y hembras ({) (n=5). Algunos imagos (J) no se
orientaban bien en el ingreso a los nidos y se quedaban en la corteza del tronco de arce.
Y en algunos casos por mas de 24 horas. Para las fotografias de los ejemplares y flores
se utilizd una camara Cannon Power-Shot modelo SX500 IS. Se observaron individuos
adultos de ambos sexos (?,d) polinizando y libando néctar de las especies no nativa de
E. linifolium que se ubicaban a 423 metros lineales del nido en direccion nororiente y las
especies no nativa A. hippocastanum que se ubicaban a 480 m lineales del nido en direccion
nororiente. En el periodo de estudio en el parque, se observaron a los individuos de adultos
y su descendencia polinizando y recolectando el polen de las dos especies vegetales
ya mencionadas. Adicionalmente, se observaron ejemplares machos y hembras visitando
las flores de E. linifoliumy S. hippocastanum a una tasa de 11 flores/min, concordante
con los estudios de Heinrich (1975). Durante la tarde, y a la hora de mayor temperatura
(15:00 hrs), época estival en Chile, machos adultos de esta especie mostraban rasgos de
agotamiento excesivo, refugiandose y descansando en la superficie de los pétalos de las
flores de taxones del género Rosa (Fig. 11), que son linajes hibridos de rosas de jardin
(Tan et al.,, 2017; Medan et al., 2004), no nativas. Y cayendo débilmente al suelo, hasta
recuperarse después de 12 minutos. EI mecanismo para alivianar su cuerpo era liberar
los sacos de polen de las tibias para desprenderse del peso y luego poder alzar su vuelo.
En cuanto al cuidado parental, constatamos que estas abejas tienden a ser gregarias,
construyendo sus nidos uno al lado del otro y no se mostraron agresivas a pesar de las
cortas distancias para ser observadas, incluso se observaron ejemplares de X. splendidula
(Montalva et al., 2008), anidando en el mismo Acer muerto y nunca se observo agresion
entre estas especies de Xylocopa, pero si se observd agresion interespecifica por parte
la especie del género Agapostemon (La Berge et al., 1966; Eickwort, 1969; Abrams, et al.
1981), que es una especie no nativa en Chile y primitivamente eusocial, contra X. augusti,
en el mismo Arce muerto. Hembras y machos de X. augusti se dividian en turnos para salir
a forrajear, mientras uno cuidaba y alimentaba por trofalaxis a sus crias del nido, el otro iba
de forrajeo. Observamos que las hembras adultas regresan al nido alrededor de las 20:00
hrs, cuando ya no habia luz solar y se orientaba sin problemas al nido correspondiente, con
exactitud. Una vez que los machos juveniles salen del nido, los machos adultos abandonan
el nido. Y las hembras tanto maternas como las descendientes hembras siguen en los
nidos, ya que son primitivamente eusociales (Danforth, 2001), protegiendo a los imagos
y el nido (Fig. 3 y 4) y las madres alimentando a su descendencia y ensefiando a los
juveniles a distinguir las flores que contienen néctar, especificamente las flores no nativas
documentadas para este estudio: E. linifoliumy A. hippocastanum (Fig.12). X. augusti (2,
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d) coopera y poliniza las flores no nativas de E. linifolium y A. hippocastanum en el parque
Araucano situado en Chile central y pensamos que tienen una conducta oligoléctica, en
este ecosistema alterado. Y existe solapamiento de nicho con otros polinizadores nativos
y no nativos tales como: Apis mellifera, Bombus terrestris, Chilicola vernalis, Callistochlora
chloris, Xenochilicola diminuta, Zyzzyx chilensis, X. splendidula y mariposas como Phoebius
sennae y Vanessa carye (Pefia,1996; Pozzi, 1988), en ambas especies de plantas no
nativas que fueron polinizadas por X. augusti lo que supone una disminucion del recurso
disponible para los polinizadores nativos y exéticos (Hansen et al., 2002; Valido et al., 2004;
Lach, 2007). Concluimos que X. augusti la gran abeja carpintera se esta reproduciendo
exitosamente como especie invasora en esta area de la region metropolitana a pesar de
la intervencion humana y aglomeracion de gente en el parque. Observamos ejemplares
de imagos machos que no lograban alzar el vuelo desde el nido y en algunos casos,
estos no soportaban las altas temperaturas del sol de la tarde apoyados en la corteza del
arce muerto, probablemente por no estar totalmente maduros, y sin poder alzar el vuelo
agonizando hasta morir (n=4). Los imagos machos son obligados a abandonar el nido (Fig.
8 y 9) y las hembras hijas se quedan en el nido cumpliendo funciones de cuidadoras y
mantenimiento del nido (Fig. 3y 4). Consideramos que la poblacién no nativa de X. augusti
como invasor en Chile, no reviste mayores peligros, ya que no son agresivos. Y como para
infectar con parasitos intestinales (Sihag, 1993) a otras especies de Bombus nativos que
son eficientes polinizadores, ya que X. augusti no los posee (Fernandez, 2020) Empero en
este estudio, no se observd solapamiento de nicho con Bombus nativos en las plantas no
nativas elegidas para forrajear. Por otra parte los polinizadores en general favorecen en
algunos cultivos el aumento de la produccion (Sihag, 1993; Sihag, 2012; Needham et al.,
1969) y pensamos que X. augusti es un potencial polinizador tanto de plantas con flores
nativas como no nativas. Al margen de este estudio, observaciones preliminares muestran
que X. augusti ha invadido otras comunas de Santiago, ya que fueron observados fuera
del area de estudio individuos hembras adultas polinizando la especie no nativa en Chile
del género Passiflora, Passiflora caerulea (Fig. 13), que es una planta nativa de Argentina,
Peru, Brasil, Bolivia y Uruguay (Deginani, 2001). Se observaron en las comunas de La
Florida (33° 30’ S; 70°36’ W) polinizando las plantas no nativas de maracuya vy ligustrina
(Ligustrum japonicum). Y también se observaron hembras adultas en la comuna de
Providenciay Las Condes (33°25’S; 70° 36’ Wy 33° 25> S; 70° 32> W) (Fig. 14) polinizando
la especie no nativa P. caerulea. No obstante, se observaron hembras adultas en la
comuna de La Cisterna (33° 31’ S; 70° 40’ W), polinizando flores de la especie no nativa
en Chile del género Malva: Alcea rosea (Fig. 15). Por otra parte confirmamos la presencia
de X. splendidula en Santiago por Montalva y otros 2008 y la observacion de al menos 5
individuos hembras de la especie Agapostemon sp., del género Agapostemon (Fig. 17y
18) de color verde metélico (33° 24’S; 70° 34’ W) que es una especie de Halictido no nativos
y polilécticos y en que hubo solapamiento de nicho con X. augusti en este parque urbano.
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Esperamos que esta nota breve sea un aporte para otras investigaciones futuras sobre este
activo polinizador no nativo invasor en Chile central.

AUTORIZACIONES/ RECONOCIMIENTOS

Los autores se hacen responsables de todo el contenido del trabajo. Agradecemos
a Donata Rossi, Claudia Gutiérrez y Francisco Maino por sus valiosas observaciones y
registros fotogréaficos de X.augusti hembras adultas en otras comunas de Santiago.
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Figura 2: Hembra adulta de X. augusti ingresando al nido del tronco de Acer.
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Figura 3 y 4: Hembras adultas (madre e hijas) de X.augusti en su nido protegiendo a su descendencia.
Son primitivamente eusociales.

Figura 5: macho de X. augusti polinizando Alheli morado.
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Figura 7: hembras de X. augusti polinizando castano de Indias.
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Figura 9: dos Imagos de X. augusti machos y hembra materna adulta en vuelo.
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Figura 11: macho adulto de X. augusti descansando en una especie del género Rosa.
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Figura 16 y 17: presencia de la especie del género Agapostemon en Chile: (ejemplar hembra, de 14,45
mm vista dorsal y vista ventral).
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RESUMO: O maracuja € uma frutifera da
familiaPassifloraceae, pertecendoaogénero
Passiflora, possuindo aproximadamente 150
espécies nativas brasileiras. Dentre elas, a
mais comercializada é a espécie Passiflora
edulis Sims, comumente conhecida como
maracuja azedo ou maracuja amarelo.
Devido o Brasil apresentar um clima
tropical, o cultivo dessa fruta & observado
em todo territério nacional, o que faz o pais
ser um dos maiores produtores mundiais.
Contudo, essa planta sofre com inUmeros
ataques de patégenos e insetos. Logo,
estudos relacionados aos mecanismos
de defesa dessa planta para suportar
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esses ataques sdo de suma importancia, uma vez que eles atuam diretamente reduzindo
a producéo de frutos dessa planta. Com o objetivo de estudar os mecanismos de defesa
desta cultura tropical, uma abordagem protedmica foi utilizada para investigar os perfis de
proteinas (2D-PAGE) de folhas expostas ao metil-jasmonato (MeJa) durante 24 e 48 h. Nossa
analise protedmica foi estendida as proteinas acumuladas naturalmente na polpa da fruta,
concentrando-se naquelas possivelmente relacionadas a condi¢cdes de estresse. A partir de
326 spots diferencialmente expressos em folhas um total de 76 proteinas foram identificadas
pela tecnologia de espectrometria de massa (MALDI-TOF-TOF). Destas, 9 proteinas foram
induzidas apos ao tratamento com MeJa, enquanto a maioria das proteinas (67) diminuiram.
Uma proteina apresentou padréo diferente de resposta durante o tempo testado, a Glutationa
S-Transferesa, a qual sua tradu¢do nédo é observada no tempo de 24h, porém ao final de
48h ela apresenta um nivel de acumulagdo maior inclusive ao apresentado pelas plantas
controles. Proteinas identificadas em folhas, incluem aquelas associadas com a resposta ao
estresse, a morte celular, metabolismo e formacgéo de pétala e sépala. Logo, conclui-se que
a utilizagcdo de Meda no tratemento de folhas de maracuja modula diversas proteinas com
distintas funcdes, como as de defesa vegetal.

PALAVRAS-CHAVE: Defesa vegetal; jasmonato; maracuja; proteébmica; resposta a estresse.

ABSTRACT: Passion fruit is a fruit of the Passifloraceae family, genus Passiflora, with
approximately 150 Brazilian native species. Among them, the most commercialized is
Passiflora edulis Sims species. Because Brazil experiences a tropical climate, the cultivation
of this fruit is observed throughout the country, which makes the country is one of the
largest producers. However, this plant suffers from numerous pathogens and insect attacks.
Therefore, studies related to this plant defense mechanisms to support these attacks are of
paramount importance, since they act directly reducing the production of fruit of this plant.
In order to study defense mechanisms of tropical crop, a proteomic approach was used to
investigate the protein profiles (2D-PAGE) sheets exposed to methyl jasmonate (MeJA) for 24
and 48 h. Our proteomic analysis was extended to proteins accumulated naturally in fruit pulp,
concentrating on those possibly related to stress conditions. From 326 spots differentially
expressed in leaves a total of 76 proteins were identified by mass spectrometry technology
(MALDI-TOF-TOF). Of these, 9 proteins were induced after treatment with MeJA, while most
proteins (67) decreased. A standard protein showed different response during the time tested,
Glutathione S-Transferesa, which the translation is not observed in the time of 24 hours, but
at the end of 48 hours it has a higher accumulation level even when presented by the control
plants. Proteins identified in leaves include those associated with the stress response, cell
death, metabolism and sepal and petal formation. Therefore, it is concluded that the use of
Meda in of passion fruit leaves modulate diverse proteins with diverse functions, as of vegetal
defense.

KEYWORDS: Plant defense; jasmonate, passion fruit; proteomic; stress related.
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11 INTRODUGAO

1.1 Maracuja

O maracujazeiro pertence a familia Passifloraceae, género Passiflora, e é
caracterizado por uma ampla diversidade morfologica, compreendendo cerca de 530
espécies, sendo que, aproximadamente, 150 sdo nativas do Brasil (Cervi, 1997; Rodrigues
et al., 2013). O maracuja se destaca entre as frutiferas por apresentar um aroma e sabor
exotico, além de ser uma fonte de vitamina C, calcio e fosforo, e, por possuir compostos
bioativos com propriedades terapéuticas, tais como glicosideos, alcaloides e compostos
fendlicos (Dhawan et al., 2004).

Os cultivos comerciais no pais se baseiam apenas na espécie Passiflora edulis
Sims (figura 1), mais conhecida como maracuja amarelo ou azedo, sendo 95% dos
pomares constituidos dessa espécie, a qual a maior parte da produgédo é destinada ao
mercado de suco in natura (Meletti et al., 2001). O mercado internacional demonstra ter
bastante interesse em frutas tropicais, incluindo o maracuja, uma vez que possui grande
apelo comercial, ndo s6 pelo seu sabor peculiar, como também por possuir propriedades
funcionais a alimentagdo humana (Andrigueto et al., 2002).

Contudo, nao € s6 a pés-colheita que preocupa os agricultores. O maracuja sofre
diversos danos devido a ataques de muitos predadores, dos quais se destacam larvas
de lepidopteros que atuam diretamente nas folhas; abelhas marapuas ou meliferas, que
atacam diretamente as flores (figura 1A) e as moscas-das-frutas, que vao interagir com os
frutos. Esses insetos atuam reduzindo a area foliar, abrindo brechas para outros patégenos
atacarem; a queda das flores; e a murcha dos frutos antes de sua maturacdo (Embrapa
Mandioca e Fruticultura, 2016). Para contornar essas adversidades ambientais, as plantas

possuem diversas estratégias de defesa; tanto a nivel estrutural, como a nivel molecular.

Figura 1. Passiflora edulis sims, conhecido popularmente como maracuja azedo. Figura A. Demonstra
as flores dessa espécie, e a figura B o fruto.

Arquivo pessoal
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1.2 Defesa Vegetal

As plantas respondem a estimulos ambientais através da ativacéo de redes de
moléculas de sinalizagéo, que por sua vez desencadeiam a vias complexas de transducgéo
que conduzem a uma resposta fisioldgica apropriada. Entre as moléculas de sinalizacéo
fundamentais, jasmonatos sdo conhecidos por modular o comportamento biolégico em
direcao a estimulos bioticos / abidticos, bem como o desenvolvimento. Tal caracteristica
tornou os jasmonatos excelentes ferramentas para induzir diferentes tipos de respostas
fisiologicas em sistemas vegetais (Dueckershoff et al., 2008; Botelho-Junior et al., 2014).

Ao perceber que esta sendo atacada, através dos receptores, a planta desencadeia
uma resposta local a infeccdo. Esse ato promove uma grande liberacdo de oxigénios
reativos que vao atuar na Resposta a Hipersensibilidade (RH) (figura 2) e na Resisténcia
Sistémica Adquirida (RSA). A RH se caracteriza como uma necrose no tecido atacado, tendo
como objetivo conter e matar o patbgeno. Juntamente a esse processo, moléculas como os
Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPSs) e os Effector-Triggered Immunity (ETIs)
aumentam a concentracéo de célcio (Ca?*) no citoplasma, e esse aumento leva a producéo
de acido salicilico (AS) e do acido jasmonico (AJ) (Cavalcante et al., 2013).

Figura 2. Folhas de maracuja atacadas por Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae. A. inicio da
infeccdo onde observa-se o inicio de um clorose na folha. B. a resposta de hipersensibilidade, onde
observe-se a necrose local no tecido infectado.

Halfeld-Vieira & Nechet, 2006

N&o é apenas por patbgenos que as plantas sdo atacadas, elas sofrem varios
prejuizos provocados por insetos. Assim, como possuem receptores que reconhecem 0s
patdgenos, elas também possuem mecanismos para a detecgéo de herbivoros. Os padroes
moleculares associados a herbivoros, Hamps (Herbivory associated molecular patterns),
possuem uma atuacao parecida com as dos PAMPs, onde as plantas distinguirem o ataque
e assim ativam uma resposta de defesa mais especifica. Essa resposta desencadeia a
biossintese do jasmonato; que por sua vez controla a biossintese de metabdlitos de defesa,
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que promovem a resisténcia da planta ao ataque de herbivoros (Kastner et al., 2014).

O &cido jasmonico é encaminhado para diversos processos fisioldgicos distintos,
dentre eles a ativagédo de inibidores de proteinase. Esses inibidores vao atuar diretamente
no intestino dos insetos, promovendo a redugéo do seu desenvolvimento como demonstrado

por Botelho-Junior et al., (2014), reduzindo assim suas capacidades de predagéao.

1.3 Protedmica

Proteoma € o termo coletivo para todas as proteinas traduzidas a partir do material
genético da célulaem umtecido especifico. Aexpressao protedbmica esta no estabelecimento
de mapas quantitativos do acumulo de proteinas sob a sua funcao fisiolégica ou nas
condi¢cdes de desenvolvimento do ser em estudo. Por outro lado, temos a protedmica
funcional, que se concentra no papel individual de cada proteina e suas interagdes com
outros ligantes, incluindo outras proteinas (Barrett et al., 2005; Sugiyama, 2015).

Atualmente, essa abordagem é de grande prestigio na estratégia de analisar a
complexidade de proteinas, em detrimento a estimulos do ambiente, desenvolvimento de
tecidos especificos ou até mesmo da composicao proteica de uma parte do organismo. Essa
andlise em tecidos e 6rgdos vegetais pode ser dificultada devido a grande quantidade de
interferentes presentes nesses tecidos, como compostos fendlicos, pigmentos, compostos
da parede celular entre outros (Fang et al., 2015). Porém isso n&o inviabiliza o estudo, como
demonstrado na area de defesa vegetal, onde a analise proteémica é dada em estudos que
evidenciam as alteragdes dos perfiis protéicos de plantas ap6s um determinado estimulo,
como ataque de patdgenos e herbivoros. Experimentos realizados por Liao et al., (2009),
identificaram diferentes proteinas em folhas de arroz, envolvidas na resposta de defesa
vegetal contra eliciadores. Ja Alvarez et al., (2009), descreveram diferentes proteinas que
sofreram redox apos o tratamento com metil jasmonato em Arabidopsis.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes foram adquiridas de frutos comprados em mercado local, na regiao de
Campos dos Goytacazes. Elas foram cultivadas de acordo com Botelho-Junior et al. (2014).

2.2 Tratamento com MedJa

A exposicdo aos vapores de MedJa foram realizadas de acordo com Farmer & Ryan
(1990). Os recipientes com as plantas sdo mantidos, nas primeiras 24 horas sob iluminacao
constante. Para os tratamentos de 48h, apds as primeiras 24h, a planta retorna para a

condigdo da camara de crescimento.
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2.3 Extracao de Proteinas

Foram efetuadas de acordo com Perdizio et al. (2015), utilizando a solu¢édo de fenol
saturado com solugéo de Tris-HCI.

2.4 Quantificacao proteica

As concentracbes de proteina foram determinadas utilizando 2-D kit Quant (GE
Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante.

2.5 Eletroforese, coloracao e analise de imagem
Foram executadas de acordo com Perdizio et al. (2015).
2.6 Digestao de proteinas in-gel, MALDI TOF-TOF

Realizado de acordo com Perdizio et al. (2015). As sequéncias de peptideos os
foram analisadas e validadas usando o software Scaffold®™ utilizando a probabilidade de
identificacdo do peptideo de 90%. O banco de dados UniProt (www.uniprot.org) foi utilizado
para nomear as proteinas que nao tiveram sua nomenclatura indicada pelo Mascot e pelo
Scaffold. A classificagcdo funcional das proteinas identificadas foi realizada utilizando o
programa Blast2go PROv. 3.1 (www.blast2go.com).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a fim de aprofundar a compreensao sobre os mecanismos de defesa
da planta foram analisadas as proteinas diferencialmente expressas em folha em resposta
ao tratamento com MedJa. A Figura 3, mostra géis representativos (2D-PAGE) de plantas
controle e tratadas (24 e 48 h). As imagens digitalizadas dos géis foram examinadas pelo
ImageMaster 2D-Platinum, software versdo 7.0. Os critérios para definir se a proteina é
estatisticamente modulada foram: i) os spots serem observados em trés repeticdes de trés
experimentos independentes e ii) 0 volume individual dos spots de géis de plantas tratadas
variar pelo menos 1,5 vezes em comparag¢do com os do controle.

Com essa estratégia, foram selecionados num total de 326 spots apoés a analise pelo
software ImageMaster. Eles foram retirados do gel, digeridos com tripsina e sujeitos a analise
de espectrometria de massa (MALDI-TOF-TOF). A Tabela 1 mostra que desses 326 spots,
foram identificadas 77 proteinas expressas diferencialmente em resposta a exposigao a Meda.
Dessas, 9 proteinas foram identificadas como possuindo a capacidade de se acumularem
ap6s os tratamentos. Sdo elas, duas lipoxigenases ( spots 107 e 309, gil499141108),
uma superdxido desmutase [Fe] (spot 28, gil159464723), uma cisteina sintase (spot 177,
gil223548214), uma proteina prevista (spot 76, gil303289148), uma ribulose bifosfato
carboxilase/ oxigenasse activase (spot 212, gil672124328), uma proteina relacionada com
transporte (spot 170, gil328879000), uma precursora de hordeina B1 (spot 142, gil364506288)
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e uma proteina hipotética ARALYDRAFT_346243 (spot 183, gil297824445). As quatro
proteinas que ndo foram encontradas em géis de plantas controlem foram chamados de
“novos” (New). Com base no perfil de indugéo, as proteinas foram quantificadas de acordo
com o seu comportamento de expressao: 1 proteina teve sua expressdo aumentada durante
as primeiras 24 h de tratamento e voltou ao nivel basal em 48h (spot 76); 4 proteinas foram
induzidas apenas em 48h (spots 28, 177, 142 e 183) e 4 proteinas apresentaram inducéo em
ambos os periodos testados (spots 107, 309, 212, 170).

Porém o tratamento com MeJa também demonstrou que 67 proteinas sofreram
uma reducdo na sua acumulagéo, sendo também quantificadas de acordo com o seu
comportamento de acumulagé@o: 5 proteinas foram reduzidas em 24h, mas retornaram
aos niveis basais ao final de 48h (spots 173, 106, 292, 46 168); 7 proteinas tiveram
suas expressodes reduzidas apenas em 48h (spots 116, 189, 209, 251, 274, 244, 114);
e 55 proteinas tiveram reducdo em ambos os tempos de tratamento. Algumas proteinas
encontradas, localizam-se na tabela 1.
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Figura 3. Géis representativos de proteinas foliares de maracuja tratadas com MeJa em 24 e 48 h. As
amostras de proteinas totais (500 mg) foram focalizados em tiras de IPG (18 cm), em um gradiente
de pH linear de 4-7, e separadas por SDS-PAGE (10%). A. Tratamento controle; B. Extrato de folhas
tratadas com Meda por 24h; C. Extratos foliares de plantas tratadas com MeJa por 48h. Os géis
foram corados com Coomassie coloidal azul (Schuster et al., 1983). Circulos azuis indicam spots que
foram induzidos ap6s os tratamentos (New); circulos verdes indicam spots que obtiveram uma maior
expressao apos o tratamento (Up) e os circulos vermelhos spots que foram reduzidos (Down).
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As proteinas induzidas foram classificadas em 5 categorias funcionais: 4 proteinas
de defesa vegetal (45%), em vermelho na figura 4A (englobando os spots 28, 107, 177, 309),
e os outros 3 na mesma faixa percentual. Morte celular (spot 212), processos metabdlicos
(spot 212) e transporte (spot 170) contando com 11% cada (Figura 4A) e 2 proteinas nao
caracterizadas, (spots 142, 183) com 22%.

As proteinas com acumulos reduzidos foram classificadas em categorias, com 10
papéis funcionais: Processos metabolicos (36%), sendo a maior categoria, seguida por
18% de fotossintese, 11 % de resposta ao estresse, 6% processos biolodgicos, processos
de desenvolvimento e sintese proteica ambos com 3% cada, 2% de transporte sistema
imunolégico, formacao de pétala e sépala e atividade de reserva de nutrientes com 1%
cada, além dos 17% das proteinas que nao foram categorizadas de acordo com o Blast2Go
e apresentam a cor cinza na figura 4B. Ressalta-se que a inducdo por Meda provocou
a reducdo global do acumulo de proteinas, sugerindo a diminuicdo de certas funcdes

biolégicas.
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28 dismutase [Fe] gil159464723 59 1 3% reinhardtii 9,3/ 25915 a : %
! C 24h  48h
Lipoxigenase Phaseolus z
107 poxigenase, 1499141108 65 1 1% coccineus 5,7/82206 b b
parcial B B |
C 24h  48h
Cisteina sint ’
isteina sintase, . . . b
177 putativo gil223548214 191 3 119, FHICINUS COMMUNIS 5 ypgas 2 aal
0+
C 24h  48h
2
L b
309 Lipoxigenase, - 499141108 56 1 1% Phaseolus 5,7/82206 & ib
parcial coccineus N
C 24h  48h
Processos
Metabdlicos
2
Proteina . Micromonas
76 prevista gil303289148 36 1 3% pusilla CCMP1545 5,6/ 43432 a % a
0 - -
C 24h  48h
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Morte Celular

Previsto:
ribulose
bisfosfato 5 b
212 carboxilase gil672124328 517 14%  Phoenix dactylifera  5,4/52233 a ' i
/ oxigenase 0
Activase 2, € 24h dsh
cloroplasmatico
isoforma X1
Transporte
Proteina 2
170 relacionada il328879000 109 16% Helianthus annuus ~ 9,6/20420 . b b
com o o
transporte C 24h  4sh
Nao Caracteri-
zadas
P d '
recursora de .
142 hordeina B1, gil364506288 40 250,  Hordeumvulgare g o644 &
) subsp. vulgare 04— .
parCIal C 24h  48h
. N Arabidopsis lyrata 1
Proteina hipoté- .
183 tica ARALY- gil207824445 60 3% s,“gstg‘ 5,8/16271 .
DRAFT_346243 VA T o a
Processos
Metabdlicos
Provavel 05
116 lactollgluta- — ies9071188 55 6%  Cucumismelo  6,4/40298 A
tiona liase, o
cloroplasto €
05
209 Ferritina * gil115486898 48 4% Oryza sativa 5,4/28165 4 a
Japonica Group ol im
C 24h  48h
2-
VITISV_026323 ) N
251 proteina gil147835837 183 4% Vitis vinifera 6.6/81297 E ﬁ _-bi
s oM
hipotética c o amh
Respostas
ao Estresse
; 0.5
Proteina de qil19878 o
274 choque térmico 65 2% Nicotiana tabacum 5,2/63313 a a
de 70 kDa o
e C 24h 48h
Transporte
PRUPE_ 05
244 ppa015q54mg gil462424594 51 2% Prunus persica 7.5/45247 } + a
proteina o0 L i
hipotética € 2 dsh
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Nao
Caracterizada

114

0.5
Csa_4G055360 . . .
proteina gil700198283 45 1 5% Cucumis sativus 11,8/7298 a a
hipotética o -

24h

48h

a- MASCOT score
b- Peptidos combinados — homologia com o banco de dados
c- Cobertura sequencia
d- Ponto Isoelétrico/ Massa Molecular teérico
e- As letras (a,b) representam mudancgas nos niveis de abundancia pelo test SNK
* - Nomes identificados por Uniprot
Tabela 1- Proteinas diferencialmente expressas em folhas de maracuja identificadas por MALDI-TOF-
TOF

New/Up Down

W Atividiads Reservadria de Nutriertes
B Bosintese Proteica

B Defesa Vegeta
mFormi 5o Paala/Sepals

m Fotossint e

B MoneCeluly

m Nio Caracterizadas

B Processos Biokdgicos

W Procesos de Deservolvimento
WProcemos Metabd kos

B Procesos do Ssvema iImunalig cos

B Resposa a0 Egrese

m Transporte

Figura 4. Categorizagao funcional de proteinas identificadas em folhas de maracuja. Proteinas que
foram acumuladas em maior quantidade (A), e (B) proteinas que tiveram redugéo no seu nivel de
traducédo. Os graficos mostram os diferentes niveis de acumulagéo e as funcdes fisiologicas que
sofreram alteragbes em detrimento ao tratamento com MedJa nos periodos de 24 e 48h.

Proteinas relacionadas a resposta ao estresse em resposta a vapores de metil
jasmonato ja foram relatadas anteriormente em maracuja; como € o caso da lipoxigenase
(Rangel et al., 2002 e Jardim et al., 2008); da aleno 6xido sintase (Siqueira-Junior et al.,
2008) e inibidores de tripsina (Botelho-Junior et al., 2009; Botelho-Junior et al., 2014). Essas
proteinas estdo associadas a resposta de defesa vegetal do tipo induzida direta, onde o
herbivoro ao predar a planta dispara um mecanismo de sinalizagdo através de compostos
presentes em sua saliva; ativando lipases que atuam na expulsdo do acido linoleico e
linoléico da membrana do cloroplasto, culminando com a producéo de acido jasmonico, que
juntamente com seus derivados como metil jasmonato (MeJa) atuam em varios processos
fisiolbgicos, sendo a transcrigdo de inibidores de proteases um processo importante para a
defesa direta contra os insetos predadores (Ryan, 1990; Singh et al., 2015).

Curiosamente chama a atencdo que apenas uma proteina induzida por MeJa tenha
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sido relatada no presente estudo, a lipoxigenase. Como ja descrito por Rangel et al (2002) e
Jardim et al. (2008), essa proteina é induzida ap6és a planta ser tratada com metil jasmonato
e ao ataque de lagartas, nos tempos de 24 e 48h em maracuja. Este fato € corroborado em
nossos experimentos, os quais identificaram duas LOXs (spot 107 com gil499141108 e 309
com gil499141108), através do grafico de abundancia dos spots (tabela 1). Nele, observa-
se que ao longo do tempo de tratamento, a proteina apresentou um nivel de expressao
igual, sinalizando que sua expressdo se mantém constante enquanto houver a sinalizagao
de agresséo as plantas. Um fato que nédo podemos deixar de fora € o baixo valor dos
Scores. Mesmo utilizando o Scaffold para a validacdo das proteinas identificadas, essa
enzima possui um Score baixo, se comparado as outras proteinas categorizadas como
pertencentes a defesa vegetal. Este fato também é observado em Camellia sinensis (Score
de 91) (Zhou et al., 2014) e trigo (Score de 59) (Guan et al., 2015), isso sugere que por ser
uma proteina de alto peso molucular, por volta dos 100 KDa, sua clivagem em peptideos
e subsequentemente sua fragmentagcé@o pela espectrometria de massas seja dificultada,
acarretando um dado estatistico (Score) baixo.

Era esperado a identificacao de outras ja relatadas na literatura, como € o caso
da aleno 6xido sintase, cistatina e de inibidores de tripsina do tipo Kunitz (Siqueira-Junior
et al., 2008; Botelho-Junior et al.,, 2014). Este fato corrobora com a importancia de se
utilizar diferentes tipos de abordagem para estudar um mesmo modelo. No caso da aleno
oxido sintase encontramos na literatura que essa proteina apresenta um ponto isoelétrico
entre duas faixas, abaixo do pH 7 como encontrado em Zea mays (Xiong et al., 2013),
Oryza sativa L. (Ma et al., 2015) como também acima da faixa que é o caso apresentando
por Glycine max (Moura et al., 2014). Com esses dados, podemos supor que a ndo
identificacdo da aleno 6xido sintase pode estar atrelada ao fato dela apresentar um ponto
isoelétrico semelhante ao da soja (pH 8,74), logo ela ndo estaria em nossos experimentos,
devido a utilizacao de uma faixa de pH 4-7, ou ela nao foi identificada pela espectrometria
de massas. Com a cistatina, acontece outro fendbmeno. Na literatura ela € descrita como
uma proteina que possui um ponto isoelétrica dentro da faixa de pH que utilizamos, como
observado em Amaranthus hypochondriacu (pl 5,67) (Maldonado-Cervantes et al., 2014),
Zea mays (pl 5,66) (Meng et al., 2014) e Triticum aestivum (pl 5,95) (Kosova et al., 2013),
contudo, como tivemos muitos spots que néo tiveram sua identificacdo realizada, acredita-
se que a cistatina poderia esta entre eles. Ja os inibidores de tripsina podem nao terem
sido observados, devido a uma limitagdo da propria técnica. Para clivar a proteina em
peptideos, utilizamos tripsina como enzima e como eles sao inibidores da propria enzima,
€ bem provavel que eles nao foram clivados, logo ndo puderam ser fragmentados pelo laser
da espectrometria de massas e subsequentemente identificado.

Nossos resultados também demonstraram que apesar das plantas serem tratadas
com MedJa, encontramos proteinas relacionadas a defesa vegetal, desencadeada por
espécies reativas de oxigénio (EROs). Como é o caso da da superdxido desmutase [Fe]
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(spot 28, gil159464723) e cisteina sintase (spot 177, gil223548214); elas atuam no combate
de radicais livres, liberados a partir de ataque de patdgenos, conhecida como resposta
de hipersensibilidade (HR, do inglés, hypersensitivity response). Esse tipo de defesa &
desencadeado quando a planta sofre ataques de patdégenos (como bactérias por exemplo).

Os resultados apresentados nos permitem observar, que o metil jasmonato esta
associado a diversos processos fisiologicos, dentre eles o de defesa vegetal. Ele atua em
dois processos distintos, tanto na cascata de sinalizacdo para a produg¢do de inibidores
de proteases, como no controle de espécies reativas de oxigenio. Esses dois processos
sdo mediados por sinalizagbes diferentes, o que explica os dados obtidos pelo STRING
10 (figura 9), onde ndo héa qualquer interacdo entre essas proteinas, mesmo possuindo a
mesma funcéo de defesa vegetal.

Outra proteina identificada como induzida foi a ribulose bifosfato carboxilase/
oxigenasse (spot 212, gil672124328). Esta proteina foi categorizada com a funcéo de
morte celular. Essa fungéo fisiol6gica estéd intimamente relacionada com a resposta de
hipersensibilidade, uma vez que esse processo desencadeia a necrose do tecido atacado
por patégenos (Lau et al., 2006).

Por outro lado, cerca de 67 proteinas tiveram seus acumulos reduzidos em reposta
ao tratamento com MedJa durante os tempos de 24 e 48h. A maioria dessas proteinas foi
categorizada aos grupos de metabolismo e a fotossintese. Esse fendmeno sugere que o
desvio do maquinario celular para a expressao de proteina de defesa, fagca com que as
proteinas ligadas ao metabolismo e outras fungbes biolbgicas como relatadas na tabela
1, sofram uma reducdo da sua acumulagcdo como forma de combater os ataques de
patdgenos e insetos, ao utilizar todo o maquinario celular para a tradugdo de proteinas
de defesa. Esse tipo de reducéo de expressdo atua diretamente na producédo da cultura,
uma vez que a frutifera reduz seu maquinario de metabolismo em prol do combate de
agentes patoldgicos. Esse comportamento também foi observado em estudos protedmicos
em grapefruit, onde a maioria das proteinas também apresentaram reducdo no nivel de
expressao (Li et al., 2013).

Outros estudos com o maracuja usando condi¢cées naturais de estresse, como
infeccoes por patbgenos e herbivoria podem amplificar e até mesmo complementar os
dados proteémicos descritos neste trabalho.

41 CONCLUSAO

Através das aplicacdes da abordagem protedmica foi possivel a identificacdo de 76
proteinas diferencialmente reguladas em respota ao MeJa nos periodos de 24 e 48h.

Proteinas de defesa como lipoxigenase e de detoxificagdo celular como a cisteina
sintase e a superoxido dismutase [Fe] foram induzidas por Meda.

A LOX e as proteinas de dexotificacdo, por mais que sejam atreladas a funcéo de
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defesa vegetal, ndo possuem qualquer interacéo entre si.

Outras proteinas além das de defesa também foram induzidas, como uma proteina
prevista, ligada a processos metabolicos; ribulose bifosfato, atrelada a morte celular e uma
proteina relacionada com o transporte.

A maioria das proteinas identificadas, 67, sofrem reducéo no seu acumulo durante
o tratamento com MedJa.

As funcdes biolégicas de metabolismo e fotossintese foram as que apresentaram
uma maior quantidade de proteina com acumulo reduzido.

Foi identificada uma proteina que apresentou um perfil muito diferente das outras. A
glutationa-S-transferase nédo é traduzida no periodo de 24h, porém em 48h ela apresenta

uma acumulag¢do maior ao comparadas com as plantas controles.
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RESUMO: Cada vez mais espécies
de insetos sdo catalogadas no Brasil,
em laboratérios de Universidades e
armazenado em colec¢Oes didaticas. Porém,
a retirada desses insetos de seu habitat
natural € muito discutida, ferindo o principio
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do equilibrio e preservagao. Nesse sentido,
surgiu a necessidade de registrar essas
amostras e armazenar as informacbes em
uma plataforma online, disponibilizando
esses dados aos interessados, por meio do
desenvolvimento de um Insetéario Virtual.
O objetivo do projeto foi criar um Insetario
Virtual, através de fotografias dos insetos
tiradas pelos estudantes do componente
curricular Entomologia do Curso de
Agronomia da Universidade Estadual do
Rio Grande do Sul. Para isso, em 2021,
alunos do curso de agronomia da Uergs
fotografaram insetos em seu ambiente
natural e criaram péaginas nos aplicativos
do Facebook e Instagram denominadas:
Insetario Virtual, onde todas as imagens dos
insetos foram inseridas e utilizadas como
colecdo do Laboratério de Entomologia
da Universidade. Na pagina do Facebook
foram curtidas por mais de 300 pessoas,
com 329 seguidores. Além das fotos foram
compartilhadas informagdes a respeito
dos insetos, auxiliando no conhecimento,
desmistificando e explorando as espécies
mais comuns que ocorrem no municipio,
regido e pais e sua relagcdo para com o
ambiente e orientando sobre a preservacéo
da diversidade local, além de postagens dos
mais variados sites de informagéao referente
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aos insetos. Através desta ferramenta e do estudo da Entomologia, foi possivel auxiliar no
ensino e aprendizagem sobre o papel ecologico dos insetos na natureza e sua importancia
na manutencao da vida na Terra.

PALAVRAS-CHAVE: Entomologia. Instagram. Facebook. Meio ambiente.

ABSTRACT: More and more insect species are cataloged in Brazil, in university laboratories,
and stored in didactic collections. However, removing these insects from their natural habitat is
frequently debated, violating the principle of balance and preservation. In this sense, the idea
and the need arose to register these samples and store the information on an online platform,
making this data available to interested parties through the development of a virtual insectary.
The project’s objective was to create a Virtual Insectary through photographs of insects taken
by students of the Entomology curricular component of the Agronomy Course at UERGS.
To this end, in 2021, students from the agronomy course at UERGS photographed insects
in their natural environment. They created Pages called “Virtual Insetéario” on Facebook and
Instagram applications, where all images of insects were placed in a Virtual Insectary and
used as a collection of the Entomology Laboratory of the University. The Facebook page
was liked by more than 300 people, with 329 followers. In addition to the photos, information
about the insects was shared, helping with knowledge, demystifying and exploring the most
common species that occur in the municipality, region, and country and their relationship with
the environment, and providing guidance on the preservation of local diversity, in addition to
postings of a variety of information sites related to insects. Through this tool and the study of
Entomology, it was possible to aid in teaching and to learn about the ecological role of insects
in nature and their importance in maintaining life on Earth.

KEYWORDS: Entomology. Instagram. Facebook. Environment.

INTRODUCAO

Insetos é o nome popular para todos Hexapoda, pertence ao grupo do Artropodes,
que constitui o grupo mais diversificado de organismos sobre a terra, representando cerca
de 60% de todas as espécies conhecidas (RAFAEL, et. al. 2012). Os insetos constituem o
maior grupo animal da face da Terra (BORROR; DELONG, 1988), sendo conhecidas mais
de um milhdo de espécies de um total de 2,5 milhdes que provavelmente ocorrem (ALVES,
1998). Eles desempenham importante papel ecologico, pois atuam como herbivoros,
decompositores, predadores e parasitoides. Além disso, ocupam lugar de destaque na
vida socioeconémica da maioria das sociedades humanas (COSTA-NETO, 1998; COSTA-
NETO; CARVALHO, 2000).

Os insetos sdo de extrema importancia para a manutengéo dos ecossistemas, sem
0s quais a reciclagem e toda a cadeia alimentar entrariam em colapso. Eles constituem
a base alimentar para muitos outros animais e podemos incluir nesse conjunto os seres
humanos, posto que em algumas culturas encontradas no planeta, insetos como gafanhotos,
besouros, icas, larvas em geral, e até baratas sado incorporados a dieta habitual do dia a dia,
sendo consideradas iguarias com alto teor proteico (COSTA NETO; CARVALHO, 2000).
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Sem deixar de lado a importancia ecologica dos insetos, é preciso assinalar também
a importancia econémica e social, pois enquanto algumas espécies elaboram produtos de
valor comercial, como o mel, a cera de abelha e a seda (BORROR; DELONG, 1988), outras
sé@o pragas agricolas ou vetores de diversas doengas tropicais (MARICONI, et al., 1999).
Eles também degradam a matéria organica, reciclam nutrientes, aeram o solo, polinizam
as plantas e dispersam sementes; participando assim destas e de inumeras interacoes
ecologicas importantes como predacgéo e parasitismo (BORROR; DELONG, 1988).

Dada a importancia dos artrépodes, insetos mostram-se uma relevante ferramenta
no ensino de Ciéncias e Biologia, diante da dificuldade apresentada pelos professores, pois
a maioria dos conceitos se apresenta de forma abstrata o que leva o docente ao desafio de
facilitar sua comunicacdo com os alunos fazendo com que compreendam e se aproximem
dos conceitos propostos (SANTOS et al, 2009).

O ensino de Ciéncias nas escolas, tem por objetivo colaborar para que o estudante
entenda o mundo e suas transformacdes, situando-o como individuo participante e parte
integrante do Universo (BRASIL, 1998). Isso se torna possivel a partir da utilizacdo de
contetdos que possibilitam o contato do aluno com explicagdes cientificas sobre o mundo,
os fendmenos da natureza, as transformagdes produzidas pelo homem e o reconhecimento
das relagdes entre os seres vivos (LUDKE; ANDRE 1996, ALVES; CAMPOS 2006).

Os insetos constituem um tema encontrado em praticamente todos os programas e
propostas curriculares de disciplinas da area e estdo presentes na maior parte dos livros
didaticos e paradidaticos voltados para o ensino fundamental e médio. Portanto, os insetos
constituem um assunto tradicional no &mbito do ensino de Ciéncias e Biologia. O mundo
atual exige de nés a construgcdo de novas formas de pensar, agir e sentir. Assim torna-
se importante considerar, sobretudo no contexto do ensino de ciéncias para criancas,
as aproximacgoes possiveis entre ciéncia e arte, para que se possam encaminhar novas
formas de ensinar e de aprender, levando em conta as relagbes entre emocao e razéo, ja
que nos seres humanos somos feitos de ambas as partes (PUJOL, 2002). Borror e Delong
(1988) afirmam que o mundo dos insetos € rico e incomum, com seus representantes
apresentando peculiaridades interminaveis, que atraem a curiosidade de nés humanos.

Todas as espécies de insetos fazem parte de um importante e delicado equilibrio
ecologico, cuja perturbagdo pelo homem pode resultar no aparecimento de pragas
prejudicando a natureza (SIMOES, 2007).

Utilizar as colecdes didaticas de insetos, representam um importante acervo para o
conhecimento da biodiversidade, biogeografia e ensino (ALMEIDA et al., 2012). Segundo
Santos e Solto (2011), em relagdo ao ensino, as colegdes de insetos por terem baixo custo
e serem chamativas, devido a diversidade de cores e formas dos insetos, apresentam uma
enorme potencialidade de tornar as aulas de Ciéncias/Biologia mais atrativas e motivadoras,
além pode contribuir para reduzir a repulsividade por esses organismos e trabalhar com
questbes de respeito a vida, importante valor para o exercicio da cidadania. Neste contexto
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torna-se importante que os alunos entrem em contato com o0s insetos através da colecéao
didatica de forma a facilitar o entendimento do conteudo das aulas de Ciéncias/Biologia.

As colecgOes didaticas ou insetéarios para fins de estudo, sao construidos com uma
metodologia propria de captura e conservagao das espécies. Onde os insetos sé@o coletados,
utilizando pingas, peneiras e redes entomolégicas. Apos a coleta, as espécies precisam ser
sacrificadas por via umida (&lcool 70%) ou por utilizacdo de gases. Porém, recentemente
vem sido debatido que embora os insetos constituam o maior grupo de seres vivos do
nosso planeta, retiré-los e sacrifica-los para uma colegéo de insetos, vai contra o equilibrio
do ecossistema onde se encontram. Além disso, o discurso da preservagéao ambiental pode
Se esvaziar, uma vez que, na teoria comenta-se a importancia da preservacgéao e, na pratica,
estimula-se a captura dos insetos.

Incentivar os alunos e a comunidade em geral da importadncia da preservacéao
e o respeito as relagbes ecolégicas estabelecidas entre os seres vivos na natureza,
considerando a multiplicidade e complexidade dessas relagbes e considerando as
orientacdes, embasadas nas leis, torna-se inviavel a construcédo de um insetario tradicional
nas escolas.

Também, se percebe que é nitido que atualmente os estudantes tém uma relacdo
muito proxima com as TIC (Tecnologias da Informacao e Comunicacgéo) através dos seus
smartphones. Essa tecnologia tem cada vez mais atraido a atencdo deles e o que tem
possibilitado que se criem cada vez mais possibilidades da mediagao dos smartphones em
processos de ensino-aprendizagem.

Neste sentido, o objetivo dessa foi proposta foi a construgao coletiva de um Insetario
Virtual, utilizando os aplicativos Facebook e Instagram, através dos smartphones dos
estudantes, auxiliando na captura de imagens dos insetos, possibilitando aos mesmos
a produgdo e a socializagdo destas imagens a comunidade em geral, bem como a
identificacdo de insetos e sua importancia ambiental, como ferramenta de aprendizagem
além das multiplas relagdes que os insetos tem entre si e com o0 meio onde vive.

MATERIAL E METODOS

Os estudantes do componente curricular Entomologia Agricola dos Curso de
Agronomia das Unidade da Universidade Estadual do Rio Grande do Sul, em Vacaria,
Santana do Livramento, Cachoeira do Sul, Sananduva e S&o Luiz Gonzaga, foram
instrumentalizados para a construcdo coletiva do Insetéario virtual com a mediagdo dos
smartphones utilizando os aplicativos Facebook e Instagram, a partir do ano de 2021.

As paginas nos aplicativos do Facebook e Instagram denominadas: Insetario
Virtual foram criadas e nessas paginas foram postadas imagens dos insetos fotografados
pelos alunos, e comunidade em geral utilizando essa ferramenta como a mediacéo
dos smartphones para as pesquisas e sinteses solicitadas durante o processo de
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desenvolvimento das sequéncias didaticas, e dessa forma utilizar esses aparelhos para
a producéo, edicdo e socializacdo das fotos dos insetos, em seus respectivos habitats
(Figura 1).

Uma vez criada as paginas nas plataformas, foi socializado para os estudantes e
comunidade em geral que curtissem as paginas e realizassem as postagens das imagens,
além de contribuir também com a construgdo coletiva do Insetario. Através das imagens
postadas, foi realizada a classificacdo dos insetos segundo as regras taxondmicas
utilizadas em insetéarios. Desta forma o Insetario virtual abordou diversos aspectos sobre
as caracteristicas dos insetos fotografados, modos de vida, relagdes com outras espécies
de plantas e animais, classificagé@o biolégica, entre outros.

w! Claro BR & 15:49 32%® ) 4 Claro BR & 10:39 7 69% @)

{ Q Insetério Virtual & < insetariov n -

357 108 69

Paginainicial Grupos Eventos Publicagbes 3;{?2 %
¥ Publicagdes Seguidores Seguindo

T Insetario Virtual atualizou a foto do

perfil.
Publicado por Fabiana Lazzerini da Fonseca Inst.etarlo Vl.rtual . .
6 de jul. de 2021 - @ Projeto realizado pela @uergs na unidade de Vacaria,

Rio Grande do Sul.
Ver tradugao

(‘i Seguido(a) por luidi.eric, renansrs e
outras 42 pessoas

Seguindo v Mensagem +2
" 734D '.‘)
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Feira do Livro Destaques Destaques Dest:
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Figura 1 - Paginas criadas no Facebook e Instagram: Insetério Virtual.

Fonte: Fabiana L. da Fonseca, 2021.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao navegar na pagina do Facebook para incentivar tanto os alunos quanto a
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comunidade em geral foi criado um card informativo, contendo informagdes importantes
sobre o projeto e como participar e inserir as fotos (Figura 2). Cada semana foi escolhido
uma ordem dos insetos. Nesses cards foram mencionadas informacdes sobre a ordem
em geral bem como a importancia ambiental. A primeira ordem de insetos escolhida foi a
Ordem Mantodea, (louva-a-deus).

O que somos?

O Insetario Virtual é um projeto realizado pela Uergs de
Vacaria que pretende organizar uma colegdo de fotografias de
insetos no seu habitat natural, no qual a participacdo de
alunos do curso de Bacharelado em Agronomia e dos alunos
das escolas da cidade é muito importante, j& que deverdo
participar enviando fotos tiradas por eles mesmos.

 Tire uma foto de um inseto em seu habitat;

' ® Envie para uma de nossas péginas;
e Diga a cidade e a data que vocé tirou a foto;

* Nos dé autorizagao para posté-la;

[ N

E pronto! Vocé e sua foto vao fazer parte de nosso acervo!

Figura 2 — Card elaborado com as informagdes sobre o projeto de extensdo com informagées de como
participar.

Fonte: Autores (2022);

A primeira foto postada foi por uma estudante do curso de Agronomia Convénio
IFRS/Uergs, Unidade em Vacaria, registro de uma fémea de louva-a-deus da familia
Mantidade (Figura 3). Como foi o primeiro registro sempre foi frisado que como orientacao,
toda a foto postada deve ser mencionada o nome da pessoa que fez o registro, data e local,
dados muitos importantes para estabelecer a época de ocorréncia, local de ocorréncia
(habitat), relagcdes ecolbgicas e descobertas de novas espécies e dessa forma auxiliar na
preservagao principalmente no equilibrio ecolégico das espécies.
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Figura 3. Primeira foto postada no aplicativo Facebook.

Fonte: Autores (2022);

Outras ordens dos insetos foram escolhidas e mais fotos foram sendo pontadas
contribuindo para a construcéo coletiva do acervo do Insetario Virtual (Figura 4).
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Figura 4. Card com informagdes sobre a Ordem Coleoptera e foto postada de uma esperanca (Ordem
Orthoptera).

Fonte: Autores (2022);
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Foram postadas mais de 180 fotos sendo que a maioria foram insetos representados
pelas Ordem Hemiptera, conhecidos como percevejos, fede-fede, alguns exemplares
foram fotografados em lavouras de soja da regido, muitos percevejos sé@o insetos-pragas
da cultura. A segunda ordem com mais exemplares registados foi dos Ortdpteros que séo
gafanhotos, grilos, esperancas e taquarinhas, existem cerca de 17 mil espécies descritas,
0s insetos que pertencentes a essa ordem tem como caracteristicas gerais o aparelho
bucal mastigador, asas anteriores em tégmina e patas posteriores saltatérias. A terceira
ordem foram os besouros, e normalmente s&o mais conhecidos por seus homes populares,
como os gorgulhos, os vaga-lumes, as joaninhas, os escaravelhos e os serra-paus, por
essa razao foi elaborado um card para cada um deles, para que postassem as fotos, total
de 64 registros.

Foi observado que a procedéncia dos registros fotogréaficos ocorreu em cinco
Estados, destacando o Rio Grande do Sul, local onde a maioria dos estudantes residem,
mas alguns registros realizados me Mato Grosso do Sul e Rio de Janeiro foram realizados
(Tabela 1). O municipio com mais registros foi Vacaria no RS.

ORDEM DOS QUANTIDADE DE CIDADES DO ESTADOS
INSETOS FOTOS POSTADAS REGISTRO

MANTODEA 10 4 RS
COLEOPTERA

- Besouro Escaravelho 28 13

- Besouro Tec -Tec 4 3

- Besouro Joaninha 4 4 RS, SC, MS, MT, TO
- Besouro Vaquinha 5 4

- Besouro Serra-pau 20 16

- Besouro Tartaruga 3 3

HEMIPTERA 114 25 RS, SC, MS, RJ
ORTHOPTERA 95 24 RS, SC, MS, RJ

Tabela 1 — Registros fotograficos de acordo com a ordem dos insetos.

Fonte: Autores (2022);

Os estudantes foram estimulados a compartilhar as fotos, via Facebook e Instagram,
bem como a “curtir” e “comentar” suas postagens e a dos colegas. Até o presente momento,
a pagina do Facebook foi curtida por mais de 300 pessoas, com 344 seguidores.

Através da pagina do Insetario Virtual no Facebook, foi possivel trocar informacoes
com grupos importantes, como Insetos do Brasil, Sociedade Entomolégica do Brasil
e Laboratério de Sistematica dos Insetos (Labsin), paginas que trazem informacgdes a
respeito dos insetos, auxiliando no conhecimento, mostrando a diversidade de espécies
que ocorrem no Brasil (Figura 5).
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Figura 5. Paginas do Facebook compartilhadas e seguidas pelo Insetario Virtual.

Fonte: Autores (2022).

Além das postagens de paginas relevantes que tratam da importancia dos insetos
e das imagens produzidas pelos estudantes, foi possivel problematizar o papel que as
tecnologias moéveis possuem e abordar as caracteristicas dos insetos fotografados, suas
diferengas, seus modos de vida, toda a relagdo que existe entre as outras espécies, e

principalmente entre plantas e animais.

CONSIDERACOES FINAIS

Assim concluimos, que o Insetéario Virtual auxiliou no conhecimento, desmistificando
e explorando as espécies mais comuns que ocorrem no municipio de Vacaria, regidao e
Pais, a sua relagédo para com o ambiente e orientando sobre a preservacéo da diversidade
local, aléem de postagens dos mais variados sites de informacéo referente aos insetos.
Através desta ferramenta e do estudo da Entomologia, foi possivel auxiliar no ensino e
aprendizagem sobre o papel ecologico dos insetos na natureza e sua importancia na

manutencao da vida na Terra.
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