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APRESENTACAO

Este volume da obra “Ciéncias Biologicas: Campo promissor em Pesquisa 4” vem
trazer ao leitor, em seus capitulos, informacdes diversas imbuidas em diferentes campos
do conhecimento de Ciéncias da Vida, como o préprio titulo do e-book sugere: uma area
extremamente promissora, dindmica e passivel de aquisicdo de novas informacgdes a todo
momento, vindo, de forma comprometida e eficaz, a atualizar o leitor interessado nesta
grande area do conhecimento.

Pesquisadores de diferentes geracdes, e diferentes regides do pais, motivados por
uma forca motriz que impulsiona a busca de respostas as suas perguntas, trazem dados
resultantes da dedicacao a Ciéncia, ansiando responder suas inquietacdes e compartilhar
com o leitor, de forma cristalina e didatica, seus alcances técnico-cientificos, satisfazendo a
funcéo precipua da ciéncia que é a de melhorar a qualidade de vida do homem, enquanto
executante do seu papel cidadao e ser social.

Somente por uma questdo de ordenacédo, os 28 capitulos deste volume foram
sequenciados levando-se em consideragao, primeiramente, estudos, em diferentes vertentes,
com organismos Vivos, animais e plantas, seguidos por pesquisas oriundas de aspectos
didatico-pedagogicos, aquelas relacionadas aos progressos de situagdes-problemas em
vegetais, animais e humanos e, por fim, interacées entre diferentes organismos no espaco
ambiental com um todo.

Em todas estas areas, as pesquisas conduzem o leitor a acompanhar descobertas/
avangos que proporcionam, indubitavelmente, um quadro mais robusto, e que acresce ao
que até entao se tem conhecimento naquele campo de estudo, das diferentes subareas das
Ciéncias Biologicas, com viés também para a saude e bem estar humanos.

Neste sentido, a heterogeneidade deste volume, extremamente rico, ira contribuir
consideravelmente tanto na formacao de jovens graduandos e pés-graduandos, quanto ser
atrativo para profissionais atuantes nas areas escolar, técnica e académica aqui abordadas,
nao eximindo também o leitor “curioso” interessado nas tematicas aqui trazidas.

Portanto, aproveitem os assuntos dos seus interesses e boa leitura!

Jesus Rodrigues Lemos
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CAPITULO 1

SINCRONIZACAO DE RITMOS DIARIOS EM POPULACOES
DE FORMIGAS SAUVA (Atta sexdens)

Data de aceite: 18/06/2020

Mila Maria Pamplona Barbosa
Bruna Rezende Malta de Sa
Gisele Akemi Oda

André Frazao Helene

RESUMO: Compreender a ritmicidade
biologica de insetos eussociais é um desafio,
tanto considerando a escala individual quanto
coletiva (contexto da colénia). O surgimento da
ritmicidade, portanto, esta sujeito a fenébmenos
de sincronizagdo externa, devido a ciclicidade
ambiental, bem como a sincronizacao interna do
individuo e da colbnia, devido a complexidade
de suas interag¢des sociais. Formigas do género
Atta (sauvas) se caracterizam principalmente
pelo corte de folhas e o forrageamento em larga
escala. O presente trabalho visa a caracterizar
a ordem temporal interna de uma colbnia,
utilizando softwares de registro e analise da
atividade de forrageamento. Uma coldnia foi
mantida em uma caixa de plastico com acesso
a trés outras caixas: uma contendo alimento
(Acalipha sp.), outra servia de deposito de lixo
da colbnia, enquanto a terceira estava vazia.
Foram analisados os efeitos do ciclo de claro/
escuro e da variacao de comprimento da trilha
de forrageamento. Todos o0s experimentos
piloto realizados neste trabalho envolveram
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uma aclimatacéo de 10 dias antes do inicio das
filmagens, com a col6nia exposta a um ciclo de
CE 12:12, com 500 lux na fase de claro e luz
vermelha constante, permitindo gravac¢des na
fase de escuro. Foram gravados videos de 2
minutos por hora a cada hora durante 3 dias
(temperatura = 23°C e umidade = 60%). A
alimentacaofoialeatoria. Foiobservadoemtodos
0s experimentos a presenca de forrageamento
da colbnia tanto na fase de escuro quanto de
claro, sendo essa atividade muito mais intensa
durante a de escuro. Observou-se também que
a densidade de fluxo de formigas é influenciada
pelo comprimento da trilha, com trilhas mais
curtas apresentando fluxos mais intensos do que
as trilhas mais longas. Assim, abrem-se novas
possibilidades de investigacao, relacionadas a
dessincronizagao e ressincronizagao interna da
colénia, e 0 quanto esses fenbmenos podem
influenciar o forrageamento e sua produtividade.
PALAVRAS-CHAVE:
softwares, ritmos biolégicos

Formigas cortadeiras,

DAILY SYNCHRONIZATION IN
POPULATIONS OF LEAF-CUTTER ANTS
(Atta sexdens)

ABSTRACT: Understanding social insects’
biological rhythms is a challenge, considering
both the individual scale as the collective one
(the colony context). The emergence of those
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rhythms, in both these scales, involves external synchronization (thanks to environmental
cycles), but also the individual and the colony internal synchronization, according to the
complexity of their social interactions. Atta ants are characterized by their leaf-cutting activity
and their huge and impressive foraging activity. The present work aims to characterize the
internal temporal order of a colony, using recording and analysis software developed by our
laboratory. This software inspects automatically videos of the foraging trail. A colony was kept
in a plastic box with access to three trails that connect her to three other boxes. The first box
contained food (Acalipha sp.), the second one worked as the colony waste, and the third one
remained empty. A webcam recorded the activity of the foraging trail. All the pilot experiments
realized in this project involved an acclimation of 10 days before the recording began, with LD
12:12 (500 lux in the light phase) and constant red light that allowed us to record during the
dark phase. We recorded one video (2 minutes) per hour for three days. The temperature was
kept at 23°C and the humidity was 60%. Food replenishment was random. We have observed
in all of our experiments the presence of foraging activity in both the dark and light phases,
but it was much more intense during the dark phase. We have also observed that the ant’s
flow is influenced by the trail length as bigger flows were found in shorter trails. These results
open new investigation possibilities, related to the colony’s internal desynchronization and
resynchronization and how much these phenomena may influence the colony productivity
and their foraging activity.

KEYWORDS: Leaf-cutter ants, software, biological rhythms

11 INTRODUCAO:

A) Ritmicidade biolégica

Ao longo da evolugcédo, os organismos desenvolveram a capacidade de antecipar
mudancgas ambientais de natureza ciclica e esse tem sido um aspecto importante para a
sua regulacdo homeostatica (Pittendrigh, 1993). Compde tal caracteristica adaptativa o
desenvolvimento da ritmicidade enddégena a partir de acao de osciladores, bem como da
capacidade de sincronizagao destes com os ciclos ambientais, a partir do acoplamento da
ritmicidade enddgena. Uma vez que a regularidade de eventos ambientais se d4 nas mais
diversas escalas de tempo, também a sincroniza¢do dos organismos seguem tais padroes,
com processos que podem ser desde de curta duracdo até processos de escalas anuais,
sempre de acordo com a ciclicidade do meio e a histéria evolutiva das linhagens biologicas.
Nesse contexto, destacam-se os ritmos circadianos (com periodos proximos a 24h), que
estédo sujeitos a sincronizacéo por ciclos ambientais como o claro-escuro, passando a ter
periodos de 24h e sendo chamados de ritmos diarios (Aschoff, 1979; Pittendrigh, 1993 and
Bloch, 2013). Vale ressaltar que a organizacao temporal biol6gica se da através de diferentes
formas, indo desde mecanismos celulares, até comportamentais.

B) Formigas cortadeiras e Atta

Pouco se compreende do processo que envolve o acoplamento de osciladores dentro
de um sistema até a emergéncia do ritmo biolégico final visto no organismo. E nesse contexto
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gue se destacam os estudos cronobiolégicos que envolvem insetos sociais. Insetos sociais
sao grupos de insetos que se organizam na forma de colénias, como 0s cupins, abelhas,
vespas e as formigas. Nesses grupos, caracterizados pela eussocialidade (Wilson, 1971),
encontramos uma divisdo do trabalho reprodutivo, de modo que existe uma classe capaz
de se reproduzir e outra infértil, bem como a divisédo do trabalho correspondente as demais
tarefas da colénia. Assim, a classe infértil (operarias) se divide em subcastas com fung¢des
especificas dentro da colbnia.

Uma colbéniade insetos sociais pode possuir de centenas a milhées de individuos, valendo
ressaltar que a sobrevivéncia individual depende do pertencimento a coldnia, da mesma
forma que a sobrevivéncia depende do funcionamento organizado dos individuos (Figura
1). E justamente por existirem aspectos individuais e aspectos coletivos que esses sistemas
podem ser considerados complexos, podendo também ser vistos como “superorganismos”.
Esses sistemas sado, portanto, excelentes objetos de estudo para os processos envolvidos
na emergéncia de ritmos biolégicos que se da através da sincronizacao, ja que nos permitem
investigar a sincronizagao diaria externa devido aos ciclos ambientais (claro/escuro), além da
sincronizacgéo interna, devido as interagdes sociais (Southwick and Moritz, 1987; Moritz and
Sakofski, 1991) (Figura 1). Diante desses aspectos, diversos séo os estudos cronobioldgicos
realizados em abelhas (Frisch and Koeniger, 1994; Moore 2001, Bloch et al., 2001; Toma et
al., 2000; Bloch and Robinson, 2001), de modo que poucos estudos foram realizados com
colbnias de formigas.

4/ Rilmo da A

| Subcasta
| : . Rainha

Ritmo da
Coldnia

Colénia

Figura 1: Esquema ilustrando as possiveis relagdes envolvidas na sincroniza¢do de uma col6nia de
formigas cortadeiras. Os ritmos individuais emergem em ritmos das subcastas, e estes emergem como
ritmo da colénia.

A despeito de sociedades de formigas oferecem uma excelente oportunidade de
ampliacao de estudos comparativos (McCluskey 1958; 1965; Roces and Nunez 1996), dois
aspectos principais atribuem bastante dificuldade a tarefa de registro. O primeiro é o nUmero
muito grande de individuos, uma vez que coldnias de formigas cortadeiras podem chegar a
milhdes de organismos. O segundo € a variedade de tamanhos entre as formigas, visto que
diversas espécies apresentam polimorfismo (Figura 2), possuindo individuos de milimetros
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de tamanho até individuos de alguns centimetros.

Diante desses desafios, os estudos da ritmicidade, em formigas, tém sido feitos de
forma exclusiva em individuos (Sharma et al., 2004) ou em grupos (McCluskey 1965, 1967),
frequentemente isolados do contexto da colbnia. Tal abordagem, apesar de ser pratica, ignora
um dos aspectos fundamentais da regulacdo de uma coldnia: a existéncia da organizacao
coletiva e individual serem indissociaveis nos processos regulatorios.

Alguns trabalhos mais recentes tém explorado a ritmicidade a nivel molecular, dos
genes de relégio presentes nos osciladores circadianos localizados no cérebro das formigas
(Ingram et al., 2009, Kay et al., 2018). Nesse sentido, apesar dos grandes avancos realizados
no estudo da organizacao espacial das sociedades de formigas (Clark, 2006), pouco ainda se
sabe sobre a organizacao temporal de sua atividade e de seus distintos aspectos individuais
e coletivos, especialmente importante nestes organismos eussociais, ja que a eussocialidade
€ um aspecto fundamental para tratar da organizacao das formigas.

As formigas Neoattini (pertencente a tribo Attini), com os géneros Atta (salvas) e
Acromyrmex (quenquéns), sdo conhecidas como cortadeiras e tém uma alta distribuicdo
em areas neotropicais. Caracterizam-se pelo cultivo de um jardim de fungo, corte de folhas,
forrageamento em larga escala e colénias que podem chegar a milhdes de individuos.
Particularmente, as espécies do género Atta apresentam ainda um polimorfismo gradual
entre as suas subcastas (Weber, 1972 e Wilson, 1980). Assim, formigas maiores estéo
associadas geralmente a tarefas de defesa da col6nia, enquanto formigas menores tendem
a ser responsaveis por tarefas internas ao ninho, como trazer 4gua para a colbnia. O
forrageamento, portanto costuma estar relacionado as formigas intermediarias (Wilson, 1980)
(Figura 2). Vale ainda ressaltar a dinamica dessa diviséo de trabalho entre as subcastas, que
nao é deterministica, podendo haver variagdo da funcdo de um individuo de acordo com
as necessidades da colonia. Em nosso laboratério, foi observado ainda que as formigas
maiores e intermediérias tendem a sofrer maior influéncia dos ciclos ambientais diarios, uma
vez que executam tarefas fora do ninho, estando mais expostas as variagdes ambientais
(Toledo, 2014).

8 BN _ 7
2 ‘_1_ . : I

Figura 2: Polimorfismo em Atta sexdens. A figura apresenta a variacao gradual de tamanho entre as
castas. Os dois maiores individuos consistem na casta reprodutiva, representando uma rainha e uma
rainha virgem

https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/7/7d/Atta.cephalotes.gamut.selection.jpg/220px-Atta.cephalotes.

gamut.selection.jpg
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C) Desenvolvimento de softwares de contagem

Nosso grupo vem desenvolvendo ferramentas de andlise de trilhas de forrageamento
de formigas através de “video-tracking”, permitindo a discriminacdo de tamanho e
monitoramento de uma populagao da ordem de 10 mil individuos. Esses softwares utilizam
técnicas de machine learning e deep learning a fim de automatizar a contagem de altos fluxos
de formigas nas trilhas de forrageamento, sendo portanto uma ferramenta importantissima
para os estudos com esse tipo de sistemas, possibilitando a investigacdo mais profunda de
aspectos temporais a nivel de colénia (Toledo, 2014).

Os principais desafios referentes ao uso desse tipo de ferramenta envolvem a deteccao
de objetos. Nesse caso, € preciso fazer com que o computador reconhec¢a o objeto (formiga)
e seja capaz de acompanha-lo durante todo o video, contabilizando-a nas contagens de
fluxo. Contudo, a trilha de forrageamento € um ambiente complexo que envolve diversos
elementos distintos ainda que no contexto do laboratério. Na trilha temos formigas de diversos
tamanhos e fungdes, como aquelas que buscam ou carregam folhas, bem como aquelas
que retiram obstaculos (“lixo”) da prépria trilha. Além disso, o fluxo de formigas pode ser
muito elevado em alguns instantes, especialmente em momentos de alimentagéo da colbnia.
Diante disso, o software precisa ser treinado para reconhecer as formigas em diferentes
contextos de quadros na imagem do video. E justamente no desenvolvimento desse tipo de
ferramenta que parte do presente trabalho se desenvolveu.

2 | MATERIAIS E METODOS

A) Coldnia

Em nossos experimentos, foi utilizada uma colénia da espécie Atta sexdens (Forel,
1908), com aproximadamente 10 mil individuos. Conhecida como sauva-limao, essa espécie
possui alta distribuicdo por todo o Brasil.

B) Experimentos

Foram realizados trés experimentos, todos na mesma estagéo (verao). O primeiro deles
consistia no Piloto de Trilha Longa, o qual possuia comprimento da trilha de forrageamento
de 2m, e os demais utilizavam uma canaleta de 1m para a mesma trilha, sendo, portanto,
chamados de Pilotos de Trilha Curta | e II. Todos eles envolveram a mesma colbnia e seguiram
0s protocolos descritos nesta secao.

C) Arranjo experimental

A colbnia foi mantida em uma caixa de plastico hexagonal (C), com 23cm de aresta,
com acesso a trés canaletas também de plastico (trilhas) (Figura 3). As canaletas 1, 2 e 3
conectam a col6nia a outras caixas de plastico hexagonais, com 23cm de aresta. Em uma
delas ficaram disponiveis folhas de Acalipha sp, acrescidas de dgua com sacarose (C1), a
outra ficou disponivel para o depdsito de lixo da colbénia (C2). A terceira canaleta leva a uma
caixa vazia, a fim de oferecer mais possibilidades de circulacéo para as formigas (C3). O
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comprimento da trilha 1 e 2 foi de 35 centimetros, enquanto o da trilha 3 variou conforme o
experimento piloto. Ao longo da canaleta 1 foi posicionada uma camera webcam (modelo
C920, logitech) para gravacoes.

Tirilha 1

Figura 3: Esquema do aparato com trés trilhas saindo da col6nia. A primeira leva ao alimento, a
segunda leva ao lixo e a ultima leva a caixa vazia.

Antes dos experimentos (Figura 4), a colénia estava ambientada em um biotério com
janela. Dessa forma, para que ocorresse sua aclimatacao, ela foi realocada para uma sala
de experimentos (sem janela) durante 10 dias antes do inicio das filmagens, com as mesmas
condi¢coes ambientais do experimento. Durante todos os trés experimentos (cada um com
10 dias de aclimatacédo e mais 3 dias de filmagem), a colbnia foi exposta a um ciclo de CE
12:12, com 500 lux na fase de claridade, garantido por um temporizador que acendia as 6h
da manha e apagava as 18h todos os dias. A luz vermelha foi mantida constante durante
0 experimento, uma vez que ela permite filmagens noturnas. A temperatura ambiente foi
mantida constante em 23°C e a umidade em torno de 60%. Ja a alimentacao, a qual se
deu com folhas de Acalipha sp. e agua com sacarose, ocorreu uma vez ao dia, em horarios
aleatérios sorteados através do site random.org. Esse procedimento foi adotado a fim de
se mitigar os possiveis efeitos de antecipacdo de horarios de alimentagcéo por parte das
formigas.
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Piloto Longo (3 dias):
Aclimatagao (10 dias): CE 12:12
CE 12:12 Umldzac:e 60%
Umidade 60% 3°C
__‘___,..-r-*"" 23°C A.Ilma_ntaqﬁo Aleatdria
Biotério: Alimentacao Aleatéria Trilha Longa 2m
Trilha Longa 2m
rotaperodo Piloto Curto | (3 dias):
Matural
Umidade 60% CE 12:12
23"C .
Allmm_'ltat;ac Aclimatacio (10 dias): Umm;;,:: 60%
Dbderia CE 12:12 Alimentagio Aleatdria
"“‘"-Hh_,__ Urnidade 60% Trilha Curta 1m
23°C Piloto Curto I (3 dias):
Alimentacio Aleatdria
Trilha Curta 1m CE 12:12
Umidade 60%.
23"C
Alimentagao Aleatoria
Trilha Curta 1m

Figura 4: Condigbes da colonia em cada uma das fases de experimento.

D) Registro de atividade

As filmagens realizadas ao longo do dia foram programadas por meio de um software
de filmagem desenvolvido no préprio laboratério. Esse software permitia o estabelecimento
de ciclos de filmagens. Assim, foi gravado um video de 2 minutos a cada hora durante 3 dias
(72h). As filmagens foram analisadas por um software de contagem manual de formigas,
também desenvolvido no préprio laboratério, em Python. Esse software € comumente
utilizado na validacdo de contadores automaticos de formigas que funcionam a base de
video-tracking de formigas (Toledo, 2014, 2018). Desse modo, o Contador Manual era capaz
de rodar as filmagens, em velocidade normal do video ou frame a frame. Ele também permite
posicionar uma linha ao centro do video, de modo que toda vez que uma formiga cruzava
essa linha, ela era contada. Formigas indo em direcao ao alimento eram contadas como up
e formigas indo em direcéo ao ninho eram contadas como down (Figura 5).
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Figura 5: Imagem representativa da tela do Software de contagem manual rodando um video noturno.
As setas indicam a dire¢do dos destinos da trilha. Os circulos discriminam elementos presentes no
video.

Além do software de Contagem Manual, também utilizamos um software de Contagem
Automatica também desenvolvido em nosso laboratorio. Esse utiliza principios de deteccéo
de objetos para fazer “tracking” das formigas. Dessa forma, ao rodar um video de experimento,
esse software é capaz de reconhecer as formigas presentes, acompanhando sua trajetoria
e contabilizando-a assim que ela sai do frame do video. Essa ferramenta € muito poderosa
para a analise de trilhas de forrageamento de colénias com grande numero de individuos,
como as de sauva. O Contador Automatico retorna para cada video um arquivo .txt com o
nuamero de formigas up e down (assim como o Contador Manual), bem como os frames do
video em que cada uma das formigas foi contabilizada.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A) Contagens Manuais e Automaticas

Uma vez que o software de Contagem Automética ainda é uma ferramenta em
desenvolvimento, os resultados obtidos com essa ferramenta sdo apresentados aqui
apenas com o0 objetivo de comparacdo com as contagens manuais (Figura 6). Acreditamos
gue para esses experimentos, o Contador Automatico teve uma performance muito baixa,
apresentando muita dificuldade para realizar o “tracking” das formigas especialmente nos
videos noturnos e videos com muitas formigas. Acreditamos que isso também seja resultado
da qualidade dos videos, uma vez que muitas vezes acumularam-se fragmentos de folhas e
lixo da colbénia (cadaveres de outras formigas) no trecho da trilha que era filmado. Nesse tipo
de video, o software de Contagem Automatica costuma apresentar um grande indice de erro,
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uma vez que existem muitos outros objetos na imagem diferentes de formigas realizando
forrageamento. Ainda assim, consideramos importante a continuidade do desenvolvimento
desse tipo de ferramenta, uma vez que ela pode permitir muitos outros experimentos com
colénias de formigas com dezenas de milhares de individuos.

Claro Escuro

Contagem Autoratica

0 20 40 0 20 40
Contagem Manual

Figura 6: Relag&o das contagens manuais e automaticas para as fases de claro e de escuro. Note que
no escuro a taxa de erro da contagem automatica é muito alta.

Os resultados obtidos e utilizados na analise estatistica se referem apenas as Contagens
Manuais, devido a grande taxa de erro do Contador Automatico. Para cada um dos trés
experimentos foi contabilizado o numero de formigas encontradas nas fases de claro e
escuro em cada um dos dias de filmagem (Figura 7), através do software de Contagem
Manual. Foram analisados 212 videos, uma vez que 4 arquivos de videos do Piloto Longo
estavam corrompidos.
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Figura 7: Boxplots das contagens automaticas de formigas na fase de claro e na fase de escuro para
todos os experimentos.

No experimento piloto de trilha longa (Piloto Longo), encontramos uma maior quantidade
de formigas na fase de escuro no primeiro e no segundo dia, enquanto no terceiro dia, havia
mais formigas na fase de claro. Foram realizados dois experimentos pilotos de trilha curta:
Pilotos Curtos | e Il (Figura 8). Isso foi feito, uma vez que, durante o terceiro dia de flmagem
do Piloto Curto I, o fungo da colénia apresentou um crescimento de aproximadamente quatro
vezes, ainda que a colbnia estivesse submetida a condi¢gdes constantes como nos demais
experimentos. Tal fenbmeno indica um grande pico de atividade da col6nia no periodo de
filmagem, o que poderia de alguma forma enviesar os dados coletados. Diante disso, foi
realizada uma réplica do experimento, na qual ndo ocorreu grande alteracdo do volume
do fungo e a colénia manteve sua atividade aparentemente constante. No Piloto Curto |,
observamos uma maior quantidade de formigas na fase de escuro durante todos os dias
de experimento, com um grande pico de atividade na fase noturna das ultimas 24h. Ja no
Piloto Curto Il, encontramos mais formigas na fase de escuro apenas do primeiro e terceiro
dias. No segundo dia, o total de formigas encontradas foi maior na fase de claro. Contudo,
uma grande parte dessas formigas (34 de 40) foi encontrada nas duas ultimas horas da
fase de claro (entre as 16 horas e 17:59 horas), na qual ocorreu um evento de alimentacao.
Eventos de alimentac&o podem influenciar o ritmo de atividade de diversas espécies, uma
vez que os ciclos de alimentagdo podem atuar como zeitgeber, agindo como sincronizadores
de ritmos, assim como o ciclo de claro/escuro (Stephan, 2002, Mistlberger, 1994 e Terman,
1980). Este tipo de fenbmeno é chamado mascaramento e corresponde a reacdes diretas
dos organismos diante de estimulos (Aschoff, 1988). Este pode ter sido o motivo do maior
nuamero de individuos na trilha na fase de claro em detrimento da fase de escuro nesse dia.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 1



Em ambos os experimentos piloto de trilha curta o fluxo de formigas foi maior do que no
de trilha longa. O fluxo de formigas para cada uma das fases e dias de cada experimento
encontra-se na Tabela I.

P
L=
i

b .

@ _

E I 1 Experimen
o

L : . ES PilotoC
L]

3 B PilotoC
b : — PiltoL
E 2- .

Z

PllotoCurod PllatoCuro2 PilotaLongo
Expenmento

Figura 8: Boxplots mostrando as contagens automaticas de formigas para cada um dos trés
experimentos

Piloto Longo

Fase Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Claro 0,1677 1,5 0,8333 0,8333
Escuro 6,4167 2,4167 0,1667 3
Piloto Curto |

Fase Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Claro 1,3333 0,4167 0,9167 0,8889
Escuro 1,75 2,5833 21 8,4444
Piloto Curto Il

Fase Dia 1 Dia 2 Dia 3 Total
Claro 0,75 3,3333 6,9167 3,6667
Escuro 1,9167 3 22,3333 9,0833

Tabela I: Fluxo médio de formigas por hora para cada dia de experimento. A coluna ‘Total’ indica o fluxo
de formigas para cada uma das fases agrupando os trés dias de filmagem de cada experimento.

B) Analise estatistica

A cronobiologia possui uma estatistica muito especifica, a qual se baseia em séries
temporais periédicas e possui métodos diferentes para ritmos populacionais, do organismo
e a niveis celulares ou moleculares (Refinetti, 2007). Para este trabalho foram utilizadas
trés tipos de analises: calculo de periodograma baseado nas séries de Fourier, teste T e
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analise de variancia de duas vias. O calculo do periodograma foi feito em Python, utilizando
os histogramas de contagens de fluxos para construcéo das séries temporais. Foi realizada
a construcéo dos periodogramas para cada um dos trés experimentos, porém, gracas ao
n baixo, os resultados ndo apresentavam significado de grande relevancia biologica. Esta
analise néo foi incluida nesta discussdo, uma vez que exige um n muito maior que o obtido
até aqui (maior que 30 dias de filmagens, por exemplo). O aumento do n ira se construir com
a continuidade do experimento.

Usou-se uma Analise de Variancia (ANOVA) de duas vias para se comparar os efeitos
de grupo (comprimento da trilha: longa ou curta) e de fase (claro ou escuro). Nessa analise,
encontramos que grupo e fase sao fatores independentes (Figura 9). Considerando um valor
p critico de 0.05, encontramos valores significativos de p tanto para o fator grupo quanto
para o fator fase, com p = 0.006 e p = 0.008, respectivamente. Tais valores indicam uma forte
influéncia de ambos os fatores no fluxo de formigas. Para se complementar essas anélises,
foi feito um teste t avaliando os efeitos de fase para os trés experimentos. Em todos eles
também foram encontrados valores p significativos (Tabela II).

Estimated Marginal Means of Dados

1 00— ;‘,-'f

i
/

/ Escuro
7 / Claro

Estimated Marginal Means
B 8

1
L1
1

LDF‘IED Curto

Figura 9: Grafico da analise de variancia de duas vias (grupo e fase). Note que a inclinagdo das retas
revela que ndo ha interagao entre os fatores grupo e fase.

TESTET

Piloto Longo 0,0146
Piloto Curto | | 0,0036
Piloto Curto Il | 0,0022

Tabela IlI: Valores p para diferenca de fase (claro/escuro) para cada um dos experimentos piloto obtidos
a partir do teste T.

Destacamos aqui que essas analises estatisticas ndo sdo as mais indicadas para avaliar
esse tipo de questéo, uma vez que, tipicamente, as contagens nédo apresentam distribuicéo
normal - os dados se encaixam melhor em uma distribuicdo de Poisson (Figura 10); e que
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0 numero de amostras para cada experimento (72) corresponde a um n muito pequeno.
Uma vez que todos os resultados aqui divulgados se referem a experimentos iniciais, a
continuidade dos experimentos possibilitara a solugao dos problemas aqui encontrados.

k]
i

Freguéncia

20 40
Namero de Formigas

Figura 10: Histograma mostrando a frequéncia de contagens manuais para todos os experimentos.

41 CONCLUSOES

Diante do encontrado no presente trabalho, ressaltamos a importancia do
desenvolvimento do nosso software, bem como de softwares semelhantes, visto que os
avancos computacionais em muito podem favorecer as descobertas cientificas nesse tipo
de sistema. Dessa forma, reduzir a taxa de erro no software de Contagem Automatica &
imprescindivel para darmos continuidade aos estudos cronobiol6gicos que sucedem este
trabalho.

A maior dificuldade em relacdo as analises dos resultados se deu devido a presenca
de muitos videos sem formigas. Nao haver formigas em um video de dois minutos daquela
hora nao significa necessariamente que nao houve fluxo naquele intervalo de tempo. Dessa
forma, € importante ajustar nosso protocolo experimental, aumentando o numero de videos
a cada hora ou aumentando a duracdo de cada video. Uma vez que todos os resultados
aqui apresentados correspondem a experimento pilotos e por isso, a experimentos de curta
duracéo, faz-se necessaria a ampliagdo do numero de dias de experimento, permitindo maior
numero de afirmagdes sobre aspectos da organizacédo temporal e da ritmicidade biol6gica
desses organismos.

Assim como em trabalhos anteriores bem como em demais observacdes empiricas de
Nnosso grupo, obtivemos que o fluxo de formigas é influenciado tanto pela fase do dia quanto
pelo comprimento da trilha. Assim, mais formigas s&o encontradas na fase de escuro em
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relacdo a fase de claro - podendo esse efeito ser minimizado por eventos de alimentacgéo,
bem como trilhas mais curtas tendem a apresentar maior fluxo de formigas em relacdo a
trilhas mais longas. Esse aspecto é importante para protocolos experimentais futuros,
especialmente naqueles que fagcam uso de ferramentas de software de video-tracking, uma
vez que fluxos muito altos tendem a apresentar maiores taxas de erro de contagem para
esse tipo de ferramenta.
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ABSTRACT: A study on the leaf anatomy of
Smilax brasiliensis was carried to contribute
towards the identification of the species. Leaves
were collected and fixed for light and electron
microscopy analyses. Results showed that
the leaves are amphistomatic leaves paracytic
stomata, dorsiventral mesophyll, and vascular
system formed by collateral bundles in an arc
arrangement in the midrib. The stomata are
sunken, a feature common in Cerrado plants,
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(SMILACACEAE)

with higher stomatal index and density on the
abaxial surface. S. brasiliensis may be identified
by the following characteristics: straight anticlinal
cell walls from the frontal view, thick cuticle,
epicuticular wax crustiform in the leaf blade
and papillose in the petiole, ‘M-shaped’ cells
in the mesophyll, vascular system with three
to five collateral bundles in the midrib, petiole
with vascular system formed by many collateral
bundles randomly arranged around its axis and
the presence of idioblasts containing clusters
of single crystals, phenolic compounds and
alkaloids in the mesophyll, midrib and petiole.
KEYWORDS: Salsaparrilha,
morphology, medicinal plant.

internal

CONTRIBUICAO AO ESTUDO DA ANATOMIA
FOLIAR DE Smilax brasiliensis Spreng.
(SMILACACEAE)

RESUMO: Um estudo sobre a anatomia foliar
de Smilax brasiliensis, uma espécie nativa
dioica do Cerrado brasileiro foi conduzido, com
0 objetivo de contribuir para a identificacéo
da espécie. Folhas foram coletadas e fixadas
para analise por meio de microscopia de luz
e eletrbnica. Os resultados mostraram que
as folhas sao anfistomaticas, com estématos
paraciticos, mesofilo dorsiventral e sistema
vascular formado por feixes colaterais,
organizados em arco na nervura mediana. Os
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estbmatos sao profundos, uma caracteristica comum em espécies do Cerrado, com maior
indice e densidade estomatica na superficie abaxial. S. brasiliensis pode ser identificada
pelas seguintes caracteristicas: paredes celulares anticlinais retas, em vista frontal, cuticula
espessa, cera epicuticular crustiforme na lamina foliar e papilosa no peciolo, células com
formato de “M” no mesofilo, sistema vascular com trés a cinco feixes colaterais na nervura
mediana, peciolo com sistema vascular formado por muitos feixes colaterais distribuidos
aleatoriamente ao redor de um eixo e presenca de idioblastos contendo aglomerados de
monocristais, compostos fendlicos e alcaloides no mesofilo foliar, nervura mediana e peciolo.
PALAVRAS-CHAVE: Salsaparrilha, morfologia interna, planta medicinal.

11 INTRODUCTION

The Smilacaceae family is composed of dioecious plants, vines, or rarely, subshrubs or
shrubs that exhibit great phenotypic plasticity in neotropic regions. It consists only of the Smilax
genus, with 310 species distributed worldwide in temperate, subtropical and especially tropical
regions (Andreata, 2009; Ferrufino-Acosta, 2010; Judd et al., 2009). In Brazil, the genus is
represented by 32 species distributed among various ecosystems, but principally within the
southeastern Atlantic Coast Rain Forest (Andreata, 2009). Smilax species are known in Brazil
as salsapatrrilha or japecanga and the roots and rhizomes are used in traditional medicine
as anti-syphilitic, anti-hypertensive, sudorific, rheumatic, cutaneous diseases and as a tonic,
diuretic and stimulant (Breitbach et al., 2013). The main components found in the genus are
steroidal saponins, phytosterols, triterpenoids, flavonoids and phenolic acids (Breitbach et
al., 2013).

Smilax is a taxonomically difficult genus because the plants are dioecious and show
wide phenotypic variations (Ferrufino-Acosta, 2010). ldentification requires the combined
examination of foliage and flowers of both sexes and often fruits. Unfortunately, locating
populations of mature individuals in all reproductive phases is often impractical (Moore
et al., 2008; Moore et al., 2010). According to Moore et al. (2010), several investigations
have examined the diagnostic value of leaves. Although leaves are probably the most
varied anatomical organ of angiosperms, the taxonomic value of features such as stomata
structure, surface ornamentation and epidermal cell wall configuration has been repeatedly
demonstrated (Metcalf and Chalk, 1979; Moore et al., 2008).

The morphoanatomy of the vegetative organs of Smilax species that occur in Brazil
has been currently described and used as tools for the identification of Smilax campestris,
S. cissoides, S. fluminensis, S. brasiliensis, S. goyazana, S. oblongifolia and S. rufescens
(Martins et al., 2013), Smilax polyantha (Martins and Appezzato-da-Gloria, 2006), Smilax
elastica, S. fluminensis, S. rufescens, S. spicata and S. subsessiliflora (Dias-Neto et al.,
2013), S. quinquenervia, S. stenophylla and S. subsessiliflora (Guimaraes et al., 2010),
Smilax petiolatumidus (Moore et al., 2008), Smilax syphilitica and Smilax aff. syphilitica (Silva
et al., 2012) and Smilax goyazana (Palhares et al., 2009).
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Some aspects of leaf blade anatomy of Smilax brasiliensis were described by Martins et
al. (2013). However, due to the great phenotypic plasticity attributed to Smilax species, many
of these features may vary according to their specific habitat. Moreover, size and density of
the stomata, petiole anatomy, calcium oxalate crystals type and certain metabolites, such as
starch and phenolic compounds in leaves, are valuable for the identification (diagnosis) of
different species (Metcalfe and Chalk, 1979). The stomata index and density also contribute
for studies of crop production (Martins et al., 2013). Current analysis is an in-depth study on
the anatomy of Smilax genus to contribute towards the identification of S. brasiliensis and to
support the group’s taxonomy.

2| MATERIAL AND METHODS

Leaves of five adult specimens of Smilax brasiliensis Sprengel (Smilacaceae) were
collected in the municipality of ljaci, southern region of the Minas Gerais state, Brazil
(21013'46”S and 44058’32"W, average altitude 908 m) in March, 2014. Collections were
made under a permit issued by IBAMA n. 5042260. The voucher specimen was identified
by Dr. Regina Helena Potsch Andreata and incorporated into the PAMG Herbarium (PAMG
56551), of the Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG).

The leaves were fixed in formalin:acetic acid:70% ethanol (FAA, 18:1:1) and stored
in 70% ethanol (Johansen, 1940). Leaf anatomy was based on handmade paradermal
and transversal sections. The cross-sections were clarified with 50% sodium hypochlorite
commercial solution, and stained with safranin and Astra-Blau (Safrablau) (Bukatsch, 1972,
modified). The paradermal sections were stained with 1% safranin and mounted in 50%
glycerin.

Quantitative studies of stomata were performed according Justo et al. (2005). Ten
leaves of five specimens were analyzed. Thirty fields of the leaf blade (including basal, middle
and distal parts) were evaluated to determine the index and density of the stomata and the
stomata diameter (polar and equatorial). Stomata diameter was calculated in one stomata per
field, with program Axio Visio Rel. 4.8. The stomata index (l) and density (D) were calculated by
the expressions: [(%)= NS/(NS+EC)x100 (Cutter, 1986) and D(stom./mm2)=NS/A (Labouriau
et al., 1961), respectively, where NS=number of stomata, EC=number of epidermal cells and
A= area (mm?). Data were analyzed by ANOVA tests and means were compared by Tukey’s
test at 5% significance. Results were given as mean =+ standard deviation. All the sections
were examined with a Zeiss Primo Star light microscope and documented by AxioVision.

A micromorphological study was carried out on 0.5 cm? fragments of the third median of
the leaf blade and on petiole fragments. Samples were SEM-observed (LEO Evo 40 XVP) by
immersion in the fixative modified Karnovsky, 2.5% glutaraldehyde, 2.0% paraformaldehyde,
0.05 M cacodylate buffer, pH 7.2, for 24h, and prepared according to protocol by Bossola and
Russell (1999). The stomata were identified according to Wilkinson classification (Wilkinson,
1979). Results were recorded on electromicrographs with the scales projected under the
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same electronic conditions.

For the recognition of cellular metabolites, the following microchemical analyses were
performed: ferric chloride for phenolic compounds (Johansen, 1940), zinc chloride-iodine
for lignified elements and starch (Jensen, 1962); Dragendorf’s reagent for alkaloids (Costa,
1982); Sudan lll (Sass, 1951) for lipids in general; Lugol for starch (Berlyn and Miksche,
1976); Hydrochloric acid 10% (Chamberlain, 1932) for identification of oxalate and calcium
carbonate crystals. Sections were examined with a Zeiss Primo Star light microscope and
documented by AxioVision.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The ultrastructural analysis showed that the leaf is completely covered with a dense
wax layer making visible only the stomatal pore. The epicuticular wax is crustiform in the leaf
blade, papillose in the petiole and crystalloids of wax were observed, especially granule forms
of different shapes and sizes (Figures 1A and 1B). The stomata are sunken and trichomes are
absent. Distinct types of wax deposition and ornamentation of the leaf cuticle may be found in
different Smilax species as for example scales-like in S. polyantha (Martins and Appezzato-
da-Gloria, 2006), papillose wax deposition in S. campestris and S. oblongifolia and crusty
protuberances on the adaxial side and papillose wax deposition on the abaxial surface in S.
brasiliensis leaves (Martins et al., 2013). Consequently, the cuticular deposition pattern of S.
brasiliensis differs from that reported by Martins et al. (2013) and may be due to variations in
ecological and climate conditions during leaf development. In fact, they may affect the wax
deposition and ornamentation of the leaf cuticle as well described by Moore et al. (2008) and
Moore et al. (2010). In frontal view, the epidermal cells on the adaxial and abaxial surfaces
have straight anticlinal walls and the cuticle is thick on both surfaces (Figures 1C and 1D).
The leaves are amphistomatic, with paracytic stomata, and straight anticlinal walls are also
reported for S. goyazana and S. brasiliensis (Martins et al., 2013). However, sinuous anticlinal
walls were described for other species such as S. elastica, S. rufescens, S. campestris, S.
fluminensis, S. oblongifolia, S. quinquenervia and S. syphilitica and wavy for S. fluminensis,
S. spicata and S. subsessiliflora (Dias-Neto et al., 2013; Guimaraes et al., 2010; Martins et
al., 2013; Silva et al., 2012). According to Dias-Neto et al. (2013), the above characteristic
varies among salsaparrilhas and may be useful to separate or to group the species.
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FIGURE 1: Eletromicrographs (A and B) and photomicrographs (C and D) of S. brasiliensis epidermis in
frontal view. A. Abaxial surface; B. Petiole; C. Adaxial and D. Abaxial surface (Note the crustiform-type
epicuticular in A and papillose in B; straight anticlinal walls and paracytic stomata in C and D).

The leaf is amphistomatic only in S. goyazana, S. brasiliensis (Martins et al., 2013) and
S. fluminensis (Dias-Neto et al., 2013), but hypostomatic in the other species (Dias-Neto et
al., 2013; Guimaraes et al., 2010; Martins and Appezzato-da-Gléria, 2006; Martins et al.,
2013). The stomata type may vary among Smilax species. In fact, they are paracytic in S.
goyazana, S. oblongifolia, S. brasiliensis, S. rufescens, S. polyantha and Smilax syphilitica;
anomocytic in S. cissoides and S. campestris and anisocytic, anomocytic and paracytic in S.
fluminensis (Dias-Neto et al., 2013; Martins and Appezzato-da-Gloria, 2006; Martins et al.,
2013, Silva et al., 2012).

The quantitative analysis of S. brasiliensis stomata (Table 1) showed that the abaxial
surface exhibited higher stomatal index and density, with an average of 18.30% and 227.90
stom./mm?2 on the abaxial surface and 10.60% and 131.80 stom./mm? on the adaxial surface,
respectively (p<0.05). However, the stomatal index and density did not vary between apex,
middle and base of leaf blade (p>0.05) when adaxial and abaxial surfaces were evaluated
singly. The stomata had a mean polar and equatorial diameter of 31.20 um and 24.0 um,
respectively. Variations in stomatal size in different regions and surfaces of the leaf were not
observed (p>0.05).
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ADAXIAL SURFACE

Stomatal index Stomatal density Diameters (um)
(%) (stom./ mm?) Polar Equatorial
Apex 1093+1.19 b 13494 +11.14 b 3165+212 a 23.90+1.34 a
Middle 10.25+0.99 b 127.65+13.49 b 31.77+245 a 2412+1.12 a
Base 10.63+1.17 b 132.75+£11.79 b 31.34+2.01 a 2414+125 a
ABAXIAL SURFACE
Stomatal index Stomatal density Diameters (um)
(%) (stom./ mm?) Polar Equatorial
Apex 18.61 £2.01 a 240.89 +20.23 a 30.89 +1.49 a 24.07 +1.43 a
Middle 18.97 £2.24 a 214.28 +22.09 a 30.35+1.74 a 23.62+1.23a
Base 17.25+253 a 228.55 +19.34 a 31.07+198 a 23.81+1.55a

Means in the column followed by the same letter are not significantly different at p < 0.05 by the Tukey test.

TABLE 1. Quantitative analysis of stomata in Smilax brasiliensis leaves.

The stomatal density observed in abaxial surface of S. brasiliensis leaf was higher than
that reported by Dias-Neto et al. (2013) for some Brazilian species of Smilax with hypostomatic
leaves, such as S. fluminensis (198/mm?2), S. elastica (147/mmg?), S. muscosa (139/mm?), S.
rufescens (118/mm?2), S. subsessiliflora (98/mm?2) and S. spicata (66/mm?) and suggest a
greater adaptation capacity of S. brasiliensis to environments with water stress.

In the cross-section, the epidermis is one-layered and the cells are elongated, with thin
and flat periclinal walls; anticlinal walls occur on both surfaces (Figure 2A). The heterogeneous
mesophyll comprised a compact palisade parenchyma with some layers of ‘M’-shaped cells
juxtaposed to the adaxial epiderm (Figure 2A, arrow) and spongy parenchyma in an adjacent
position to abaxial epiderm, with loosely cells arranged and large intercellular spaces. The
palisade parenchyma fills almost half of the mesophyll. Sclerified cells of variable wall
thickening are associated to the vascular lateral bundles adjacent to the surfaces and the
xylem is turned to the adaxial surface (Figure 2B). The stomata were not prominent and
subsidiary cells were larger when compared to guard cells. Idioblasts with clusters of single
calcium oxalate crystals were distributed randomly in the mesophyll. Secretory structures
were not observed.
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FIGURE 2: Photomicrographs of cross-section of leaf blade (A-E) and petiole (F) of S. brasiliensis.
A. Dorsiventral mesophyll (arrow = ‘M-shaped’ cells); B. Detail of vascular bundle (note the sclerified
cells around the vascular bundle); C. Blade edge with a slight revolute and narrow contour (note
the sclerified cells); D. Midrib region showing a vascular system with three (D) and five (E) collateral
bundles in arc arrangement; F. Partial view of the petiole showing the vascular system with collateral
bundles randomly arranged, surrounded by sheath fibers. ad: adaxial surface; ab: abaxial surface; st:
stomata; sc: sclerified cells.

A thick cuticle especially on the adaxial surface is common in Smilax and has been
reported for other Smilax species by Dias-Neto et al. (2013), Guimaraes et al. (2010), Martins
etal. (2013) and Silva et al. (2012). The cuticle decreases water evaporation in the tissues and
prevents wilting caused by drought (Martins et al., 2013). The heterogeneous or dorsiventral
mesophyll has also been reported in S. auriculata, S. bona-nox, S. glauca, S. laurifolia, S.
rotundifolia, S. smallii, S. tamnoides, S. walteri (Yates and Duncan, 1970) and S. campestris
(Gattuso, 1995). However, Martins and Appezzato-da-Gléria (2006) and Martins et al. (2013)
reported that the mesophyll tends to be dorsiventral in S. polyantha, S. brasiliensis, S.
campestris, S. cissoids, S. goyazana, S. oblongifolia and S. rufescens because the palisade
parenchyma in the adult leaf presents large cells with pronounced sinuosity or ‘M-shaped’
cells. Dias-Neto et al. (2013) observed the same aspect for Smilax elastica, S. fluminensis,
S. rufescens, S. spicata and S. subsessiliflora. Sclerified cells on the mesophyll and around
the vascular system are common in the Cerrado leaves. These cells prevent cellular collapse
of the mesophyll when the leaf loses water (Bieras and Sajo, 2009).

Idioblasts containing calcium oxalate crystals such as prisms, crystal sand and raphides,
also are commonly found in the mesophyll of Smilax species (Dias-Neto et al, 2013; Guimaréaes
et al, 2010; Martins and Appezzato-da-Gléria, 2006; Martins et al, 2013). Prychid and Rudall
(1999) noted that the absence, presence and shape of calcium oxalate crystals are ‘useful
taxonomic features’ in classifying monocotyledons. In current study, only clusters of single
calcium oxalate crystals with prismatic shape were observed and raphides were not found in
the S. brasiliensis leaves, contrary to observed by Martins et al. (2013). This fact suggests
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adaptation of S. brasiliensis leaves to environment without herbivory and may be a criterion
to diagnose and recognize the species.

The blade edge is slightly revolute and the contour is narrow (Figure 2C). The cuticle
is usually thick and the epidermal cells have thick anticlinal walls. The subepidermal region
is parenchymatous, although sclerified cells have been registered. The mesophyll maintains
the leaf characteristics; however, there is a reduction in the number of parenchyma layers in
the distal portion of the edge, and fibers, with a high degree of lignification were evidenced
by the zinc chloride-iodine test, which is responsible for small cell lumen (data not shown).
Isolated idioblasts were observed in this region. The blade edge is also slightly revolute in
S. quinquenervia, S. stenophylla (Guimaréaes et al., 2010), S. elastica, S. spicata and S.
subsessiliflora and straight in S. fluminensis and S. rufescens (Dias-Neto et al., 2013). The
sclerenchyma reinforcement pattern was also mentioned by Marquette and Pontes (1994) for
S. fluminensis, S. spicata and S. rufescens.

The midrib has a concave adaxial region whereas the vascular system is dislocated to
the abaxial region originating a prominent vein (Figure 2D). Three to five collateral bundles
form the vascular system in arc arrangement, surrounded by fibers, which generally form a
thick sheath. The vascular system is usually composed of three large bundles in the middle
region, but close to the petiole are found five bundles (three major and two minor) (Figures
2D and 2E). Clusters of single calcium oxalate crystals with different sizes and shapes are
common in cells of the cortical and medullary parenchyma. The midrib is concave-convex in
S. spicata, S. subsessiliflora and S. quinquenervia; plane-convex in S. elastic, S. fluminensis,
S. stenophylla and S. subsessiliflora and slightly prominent on the abaxial surface of S.
rufescens (Dias-Neto et al., 2013; Guimaraes et al., 2010).

Collateral bundles, surrounded by expressive sheaths of sclerenchymatic fibers, are
a very common feature in the Smilax species (Silva et al., 2012). In S. polyantha, Martins
and Appezzato-da-Gloria (2006) described the presence of five major vascular bundles and
five smaller vascular bundles, distributed in an arc design and surrounded by the sclerified
pericycle. According to Martins et al. (2013), S. brasiliensis, S. cissoides and S. fluminensis
have three similarly sized central vascular bundles that are individually wrapped by lignified
cells. They are surrounded by a single continuous sheath in S. campestris, S. oblongifolia,
S. goyazana and S. rufescens. However, in current analysis, the number of vascular bundles
in S. brasiliensis varies according to the position on the midrib and suggests that the three
bundles described by Martins et al. (2013) just occur in the distal region of the midrib.

The petiole’s outline is plane-convex when it is near the leaf blade and circular when it
is close to the stem, in cross-section (data not shown). The surface is usually covered by a
thick cuticle. The epidermis is one-layered and the periclinal and anticlinal walls are thick. The
petiole cortex is parenchymatous and the cells show thick walls. Further, one type of vascular
patterns was identified. The vascular system is formed by many collateral bundles randomly
arranged around the axis and surrounded by sheath fibers suggesting an atactostele structure
(Figure 2F). Sclerified cells evidenced by zinc chloride-iodine are common in the cortical
parenchyma. Clusters of single calcium oxalate crystals have been observed in cortical and
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medullary parenchyma. According to Dias-Neto et al. (2013), the vascular system of the
midrib and the petiole in Smilax elastica, S. fluminensis, S. rufescens, S. spicata and S.
subsessiliflora, do not have the atactostele structure common to other monocotyledons, but
are organized in arc or around an axis, respectively. Martins et al. (2013) described vascular
bundles surrounded by sclereids and fibers in different Smilax species. Sclereids types
vary among the species and the following may be found: fibriform and columnar sclereids
in S. brasiliensis, S. campestris, S. cissoides and S. rufescens, columnar sclereids in S.
oblongifolia, astrosclereids in S. goyazana and astrosclereids, and columnar sclereids in S.
fluminensis.

Starch was detected in the mesophyll (epidermal and parenchyma cells), in the midrib
and especially in the cortical and medullar parenchyma and around the vascular bundles
in the petiole (Figure 3A). Phenolic compounds detected by ferric chloride were found in
epidermal and parenchyma cells close to vascular bundles in the midrib (Figure 3B), in the
mesophyll and in the petiole. Lipid substances were observed in epidermal cells in the leaf
blade and petiole (Figure 3C).

FIGURE 3: Microchemistry of S. brasiliensis leaves. A. Zinc chloride-lodine test showing starch grains
(sch) and lignin (arrow); B: Ferric chloride test showing phenolic compounds; C. Sudan evidencing
lipids in cuticle (arrow = calcium oxalate crystals); D. Detail of lignin presence around vascular bundle;
E. Clusters of single calcium oxalate crystals (arrows); F. Alkaloids identified by Dragendorf’s reagent.

Lignin was detected in the subepidermal region, parenchyma and around the vascular
bundles in the midrib and petiole (Figure 3D). Idioblasts bearing calcium oxalate crystals
(clusters of single crystals) were observed in the leaf mesophyll, midrib and petiole (cortical and
medullary parenchyma) (Figure 3C and 3E, arrow). Alkaloids were detected in all mesophylls,
in the midribs and in the petioles, especially in cortical and medullar parenchyma (Figure 3F).

Several substances have been detected in leaves of Smilax species and they have a
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diagnosis value. Phenolic compounds and starch were also registered by Dias-Neto et al.
(2013) in parenchyma cells of the midrib located between the vascular bundles in Smilax
elastica, S. fluminensis, S. rufescens and S. spicata. Silva et al. (2012) described the presence
of phenolic, protein, and starch grain (the latter two are only observed in the midrib) in leaf
blade cells of S. syphilitica. Idioblasts containing phenolic compounds and raphides were
found in the mesophyll of S. campestris, Smilax brasiliensis, S. cissoides, S. fluminensis,
S. goyazana, S. oblongifolia, and S. rufescens by Martins et al. (2013) and S. polyantha by
Martins and Appezzato-da-Gléria (2006). Although alkaloids are unusual in anatomical studies
of Smilax leaves, the results of current study are related to the previous work carried out by
Rondina and Coussio (1981) and Caceres (1998) who reported the presence of alkaloids
in extracts of S. campestris and S. regelii leaves. This is the first report of the presence of
alkaloids in Smilax leaves evidenced by microchemical tests and may have a diagnosis value.
However, more studies are required to confirm these compounds in the leaves of Smilax
species and verify that their presence may be affected by soil and/or climatic conditions. In
addition, phytochemical studies will be necessary to determine the chemical structures of the
compounds.

In conclusion, the information obtained in this work expand knowledge on the leaf
anatomy of S. brasiliensis and the presence of clusters of single calcium oxalate crystals and
alkaloids may be of taxonomic relevance for the specie. Cuticle ornamentation, epicuticular
wax type, the pattern of anticlinal cell walls, ‘M-shaped’ cells in the mesophyll, arrangement
of collateral bundles in the midrib, the type and localization of crystals and idioblasts with
phenolic compounds may be used to identify S. brasilienis. However, these characteristics
should be considered together since, when taken singly, they have a low specific diagnosis
value due to their occurrence in different species of Smilax genus.
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RESUMO: O espagco nao formal de ensino
permite o compartilhamento de experiéncias,
principalmente  de  situagbes interativas
construidas coletivamente. A educagdo nesse
ambiente n&o se organiza em niveis de
escolaridade, idade ou conteudo, como nos
espacos formais. Nesse contexto o presente
trabalho tem por objetivo avaliar o potencial
do emprego de espécies de Acanthaceae
ocorrentes na areade visitagao Instituto Nacional
da Mata Atlantica/ Museu de Biologia Professor
Mello Leitdo (INMA/MBML), em espaco nao
formal de ensino com énfase para a Botanica.
Foram levantadas as espécies da familia
ocorrentes no jardim, classificadas quanto ao
habito, caracteristicas morfolégicas e sindrome
de polinizagdo. Foram listadas onze espécies
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com habito
herbaceo, arbustivo e trepadeira. A maioria das

pertencente a Acanthaceae,

espécies apresenta sindrome de polinizagcéo de
ornitofilia, com especializacéo para beija-flores.
Dessa forma, as espécies encontradas neste
ambiente podem ser facilmente utilizadas para
diferentes assuntos da Botéanica, ressaltando
os temas de morfologia e interacbes planta-
animal. Nesse contexto, a utilizacdo de espacos
nao formais propicia aos estudantes vivéncia
distinta do ambiente formal da sala de aula,
onde geralmente pouca informacéo é retida
pelo decréscimo da atencéo, em contra partida
aos estimulos propiciados em ambientes
distintos. O apelo sensorial de plantas em
campo, especialmente o aspecto visual, atrai
os estudantes e possibilita um recurso didatico
inestimavel.

PALAVRAS-CHAVE: didatico,
educacao nao formal, ensino de Ciéncias.

Recurso

ACANTHACEAE FROM THE MUSEU DE
BIOLOGIA MELLO LEITAO’S GARDENS,
SANTA TERESA-ES: NON-FORMAL
ENVIRONMENT AND THE BOTANY
TEACHING

ABSTRACT: The non-formal learning
environment allows the sharing of experiences,
mainly of interactive situations collectively
constructed. Education in this environment is
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not organized in levels of education, age or content, as in formal spaces. In this context, the
present work aims to evaluate the potential of the use of Acanthaceae species occurring in
the visiting area Instituto Nacional da Mata Atlantica / Professor Mello Leitdo Biology Museum
(INMA / MBML), in a non-formal learning environment within emphasis on the Botany. The
family species found in the garden were surveyed, classified according to habit, morphological
characteristics and pollination syndrome. Eleven species belonging to Acanthaceae, with
herbaceous, shrub and climbing habit were listed. Most species have ornithophilic pollination
syndrome, with specialization for hummingbirds. In this way, the species found in this
environment can be easily used for different subjects of Botany, highlighting the themes of
morphology and plant-animal interactions. In this context, the use of non-formal environments
provides students with a different experience from the formal classroom environment, where
generally little information is retained by decreasing attention, in contrast to the stimuli
provided in different environments. Plants sensorial appeal in the field, especially the visual
aspect, attracts students and enables an invaluable didactic resource.

KEYWORDS: Didactic resource, non-formal education, science teaching.

11 INTRODUCAO

O espaco nao formal de ensino permite o compartiihamento de experiéncias,
principalmente de situagdes interativas construidas coletivamente. A educacdo nesse
ambiente nao se organiza em niveis de escolaridade, idade ou conteddo, como nos espacos
formais; “a participacdo dos individuos é optativa ou pode ser motivada por circunstancias
histéricas de vivéncias pessoais” (GOHN, 2006). Nesse ambiente busca-se desenvolver a
construcéo de aprendizagem e seu objetivo € ampliar os conhecimentos sobre o mundo
(QUEIROZ et al., 2017).

Areas de visitacdo publica ajardinadas como as de museus sdo importantes espagos
urbanos que permitem uma interacéo com aflora e promovem o bem-estar. Atuam, juntamente
com 0s museus e zoolbgicos, como importantes areas para atividades de ensino, enquanto
espacos nao formais institucionalizados (QUEIROZ et al., 2017).

O Instituto Nacional da Mata Atlantica/ Museu de Biologia Professor Mello Leitdo
(INMA/MBML), Santa Teresa/ES, além da sua importéancia histérica, conta com uma relevante
area de visitagcdo onde os aspectos de lazer e informagéo biologica se integram. A fauna e
a flora, intrinsecamente vinculada aos beija-flores, sdo um atrativo peculiar desta instituicéo
(INMA, s/d).

Dentre as diversas familias botanicas que possuem forte apelo ornamental e servem
de atrativo a membros de Trochilidae (beija flores), podem-se destacar as Acanthaceae
(MENDONCA; ANJOS, 2005). Muitos membros da familia tém uso ornamental, pela presenca
de folhagens variegadas ou coloridas, além disso, podem apresentar flores e bracteas
vistosas, as quais atraem abelhas, vespas, mariposas, borboletas e aves a procura de néctar,
dessa forma, é fonte de recurso alimentar para essa diversidade de animais (BRAZ et al.,
2000; LORENZI; SOUZA, 2008). A familia Acanthaceae abrange cerca de 3500 espécies
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compreendidas em aproximadamente 200 géneros distribuidas predominantemente nos
tropicos (SOUZA; LORENZI, 2008), no Brasil ocorrem 48 géneros com 484 espécies
(PROFICE et al., 2020).

Nesse contexto o presente trabalho tem por objetivo avaliar o potencial do emprego
de espécies de Acanthaceae ocorrentes na area de visitacao Instituto Nacional da Mata
Atlantica/ Museu de Biologia Professor Mello Leitdo (INMA/MBML), em espaco nao formal
de ensino com énfase para a Boténica.

2 | MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na area de jardim do Instituto Nacional da Mata Atlantica/ Museu
de Biologia Professor Mello Leitdo (INMA/MBML), situado no municipio de Santa Teresa/
ES, por 18 meses. O material foi obtido através de coletas e analisado no laboratério de
Botanica, da Universidade Federal do Espirito Santo, campus Sao Mateus/ES e por registros
fotograficos no local. Foram mapeados os locais de ocorréncia, e 0s espécimes identificados
por bibliografia especializada.

A caracterizacdo morfologica foi feita embasada em literatura avaliando a morfologia
geral de cada espécie (VIDAL, VIDAL, 2003).

ApOs foi realizada busca sobre a interagdo com polinizadores em literatura especializada
(LORENZI; SOUZA, 2008).

3|1 RESULTADOS E DISCUSSAO

O trabalho identificou onze espécies da familia nos jardins do INMA/MBML (Figura 1 e

Tabela 1).
Espécie Nome vulgar Porte Origem
Aphelandra sinclairiana Nees Afelandra-coral Arbust(? sem! América Central
herbaceo
Aphelandra tetragona (Vahl) Nees Cenmerte-eerl, GHpeE- Arbusto ATIINES O AImOTE:
coral Tropical
Chamaeranthemum venosum M. B. Prateadinha. cariié Herbacea Brasil
Forster & Lor. B. Sm. ’ ) ascendente
Justicia brandegeana Wassh. & L. B. Sm. N, GRS Herbacea ereta México
vermelho
Justicia carnea Lindl. Jacobinia Arbus.t(') ereto, Brasil
ramificado
. Justicia-vermelha, Arbusto grande,
Megaskepasma erythrochlamys Lindau capota-vermelha semi-lenhoso Venezuela
Pachystachys spicata (Ruiz & Pav.) Camarao-vermelho A,rbusto Brasil
Wassh. herbaceo ereto
Ruellia brevifolia (Pohl) C. Ezcurra Pingo-de-sangue Herbacea perene Brasil
Sanchezia nobilis Hook. Sanquésia Arbusto semi Equador
lenhoso
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Olho-preto ou Suzana- Trepadeira Africa do Sul

Thunbergia alata Bojer ex Sims dos-olhos-negros volavel
Thunbergia mysorensis (Wight) T. Sapatinho-de-judia Trepadeira semi india
lenhosa

Anderson ex Bedd.

Tabela 1 — Espécies de Acanthaceae encontradas nos jardins do Instituto Nacional da Mata Atlantica/
Museu de Biologia Professor Mello Leitédo (INMA/MBML).

Administragio
(residéncia de Augusto Ruschi)

Observagio de
beija-flores
Estande de —— Biblioteca
Orquideas
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. tartarugas
T Sanitarios
Pavilhio de
Ornitologia
(exposigao) :
araras — =
Casa de / T - Viveirao
Héspedes (aves)
Jardim
Casa das
Epifitas —_
Auditorio o
Sanitarios
Pavilhdo de
Botiinica
(exposigbes) N
UL

Figura 1 — Mapa da area de visitagdo do Instituto Nacional da Mata Atlantica/ Museu de Biologia Melo
Leitao (INMA/ MBML).

Fonte: http://www.melloleitao.locaweb.com.br/museuVisitaVirtual.asp

Sao apresentadas as imagens e descricdes das plantas estudadas.

Aphelandra sinclairiana (Figura 2) — planta arbustiva, com 2 a 2,5 metros de altura.
Folhas glabras e inflorescéncias com bracteas laranja e flores rosas.
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Figura 2 - Aphelandra sinclairiana Nees

* Aphelandra tetragona (Figura 3) — planta arbustiva, com até 3 metros de altura.
Folhas glabras e inflorescéncias com bracteas pequenas e flores alaranjadas a
vermelho.
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Figura 3 - Aphelandra tetragona (Vahl) Nees
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« Chamaeranthemum venosum (fFgura 4) — planta herbacea rasteira, com altura
entre 15 e 20 cm. Folhas variegadas, verdes com as regioes das nervuras principal
e secundarias brancas. Inflorescéncias pequenas, entre 10 a 15 cm, bracteas pe-
guenas e nao apresentam formas ou cores atrativas. Flores brancas com bordas
lilases.

Figura 4 - Chamaeranthemum venosum M. B. Forster & Lor. B. Sm.

« Justicia brandegeeana (Figura 5) — planta herbacea ereta, com até 80 cm de altu-
ra, com folhas glabras e verdes. Inflorescéncias em espigas bracteas avermelha-
das, amareladas a esverdeadas com flores brancas.
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Figura 5 - Justicia brandegeeana Wassh. & L. B. Sm.

+ Justicia carnea (Figura 6) — planta arbustiva com 1 a 1,5 metros de altura, folhas
lanceoladas e glabras. Inflorescéncias terminais, grandes com bracteas verdes e
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flores rosas.

1059)

SOUZA,

a

N
=
L
e
=
=l

(LORENZT & SOUZA_J9907

Figura 6 - Justicia carnea Lindl.

«  Megaskepasma erythrochlamys (Figura 7) — planta arbustiva, com 2 a 3 metros de
altura, ramificada, com folhas elipticas glabras. Inflorescéncias apresentam brac-
teas vermelhas e flores brancas.
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Figura 7 - Megaskepasma erythrochlamys Lindau

« Pachystachys spicata (Figura 8) — planta arbustiva, com poucos ramos, até 2 me-
tros de altura, folhas verdes glabras e grandes. As inflorescéncias terminais com
bracteas verdes e flores vermelho-alaranjadas.
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Figura 8 - Pachystachys spicata (Ruiz & Pav.) Wassh.

* Ruellia brevifolia (Figura 9) — planta herbacea, com até 50 cm de altura, folhas
verdes pequenas, glabras e delicadas. Inflorescéncias apresentam poucas flores,
as bracteas sdao muito pequenas e verdes, as flores sdo vermelhas.
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Figura 9 — Ruellia brevifolia (Pohl) C. Ezcurra

« Sanchezia nobilis (Figura 10) — planta arbustiva, com até 2 metros de altura, for-
mam densos aglomerados. As folhas sao variegadas com as nervuras em tons
de amarelo. As inflorescéncias tem bracteas de laranja a vermelho e as flores séao
amarelas.
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Figura 10 - Sanchezia nobilis Hook

« Thunbergia alata (Figura 11) — planta trepadeira, voluvel, ndo apresenta gavinhas,
com caule é verde e flexivel. As folhas sdo verdes com limbo de forma variada,
sendo a maioria de base deltoide e recorrente. As flores sao isoladas com bracteas
verdes e corola amarela com a parte interna marrom ou preta.
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Figura 11 - Thunbergia alata Bojer ex Sims
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« Thunbergia mysorensis (Figura 12) — planta trepadeira, de base lenhosa, com fo-

lhas verdes elipticas e glabras. As inflorescéncias sdo pendentes com bracteas
avermelhadas e flores amarelas.

g e
.

i

SOLUZA 1895}

Figura 12 - Thunbergia mysorensis (Wight) T. Anderson ex Bedd.

Quanto as caracteristicas morfologicas, se destacam S. nobilis e C. venosum por
apresentarem folhas variegadas; duas espécies de Thunbergia sp. pelo habito trepador; J.
brandegeana, A. sinclairiana e M. erythrochlamys pelo formato e coloracéo das bracteas; R.
brevifolia, J. carnea, P. spicata e A. tetragona pelo formato e coloragéo das corolas.

Na analise morfoldgica das espécies foi observada que as inflorescéncias séo
racemosas, sendo a maioria do tipo espiga, com excecdo de R. brevifolia e T. alata. As
bracteas sdo vistosas, exceto em C. venosum. Quanto a coloragdo a maioria € muito
chamativa, exceto C. venosum e apresenta a corola gamopétala em forma tubular, sendo T.
alata diversa pela por n&ao ser bilabiada.

Os aspectos ornamentais citados também podem ser abordados por seus aspectos de
interacdo com a fauna (BRAZ et al., 2000, SIGRIST; SAZIMA 2002, WASSHAUSEN et al.,
2004, LIMA et al., 2005, JUDD et al., 2009), dessa forma, € fonte de recurso alimentar para
essa diversidade de animais.

A partir das observacdes e andlises das caracteristicas morfolégicas, principalmente
das inflorescéncias, comparando com os dados da literatura (FRISCH; FRISCH, 1995;
SOUZA; LORENZI, 2008) é possivel apresentar relacdo com polinizadores (Tabela 2).
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Espéci Caracteristicas morfolégicas Periodo de Possiveis
spécie - — ~ s
P inflorescéncia flor floracéo polinizadores
. Final de inverno
Aphelandra Densas com bracteas de . p . .
, L . Flores roseas até a primavera e Beija-flores
sinclairiana Nees cor coral alaranjada o ~
inicio do veréao
Aphelandra Densas terminais e Flores tubulosas ~ .
o Durante o verao Beija-flores
tetragona (Vahl) Nees ramificadas vermelhas
Chamaeranthemum Flores pequenas
venosum M. B. Inflorescéncia eretas e sem interesse  Primavera e verdo Borboletas
Forster & Lor. B. Sm. ornamental
Justicia brandegeana Inflorescéncia longa, com Flores pequenas Formadas quase o Beiia-flores
Wassh. & L. B. Sm. bracteas avermelhadas brancas ano todo )
. . . Inflorescéncias densas, . - .
Justicia carnea Lindl. o Flores rosas Primavera e verao Beija-flores
grandes e terminais
Inflorescéncias grandes,
Megaskepasma duraveis, firmes, vistosas,
erythrochlamys terminais, compostas Flores brancas  Primavera e verao Beija-flores
Lindau de numerosas bracteas
avermelhadas
Pachystachys Inflorescéncias I .
, ystachy. Flores tubulosas Principalmente no Beija-flores
spicata (Ruiz & Pav.) pubescentes, densas, com ~
vermelhas verao
Wassh. numerosas flores
Ruellia brevifolia Inflorescéncias terminais
o Flores vermelhas Quase o ano todo Borboletas
(Pohl) C. Ezcurra curtas, ramificadas
. - Bracteas
Sanchezia nobilis o .
Hook Terminais e longas vermelhas e Quase todo o ano Beija-flores
’ flores amarelas
. Cor amarelo
Thunbergia alata . : : ~
. . Flores isoladas alaranjada com Primavera e veréo Borboletas
Bojer ex Sims
centro escuro
Thunbergia Inflorescéncias longas,
mysorensis (Wight) T. pendentes com numerosas Flores amarelas Primavera e verao Beija-flores

Anderson ex Bedd.

flores

Tabela 2 — Caracteristicas florais das espécies de Acanthaceae encontradas nos jardins do Instituto
Nacional da Mata Atlantica/ Museu de Biologia Professor Mello Leitdo (INMA/MBML).

Como observado na Tabela 2, os principais possiveis polinizadores das espécies de

Acanthaceae analisadas sao os beija-flores. Outros trabalhos com espécies de Acanthaceae
também relacionaram as informac¢des sobre morfologia com os polinizadores, além de
analisarem a producao de néctar, dentre eles se destacam os de Sigrist e Sazima (2002)
com Ruellia brevifolia, Mendonga e Anjos (2005) com Sanchezia nobilis, Doll et al. (2007)
com Justicia rusbyi e Schmidt-Lebuhn et al. (2007) sobre composicédo do néctar em varias
espécies de Acanthaceae.

A maioria das espécies apresenta sindrome de polinizacdo de ornitofilia, com
especializacdo para beija-flores. Dessa forma, as espécies encontradas este ambiente
podem ser facilmente utilizadas para diferentes assuntos da Botéanica, independente dos
niveis de ensino, enfocando nos temas morfologia, taxonomia e intera¢ées planta-animal.

A area ajardinada do Instituto Nacional da Mata Atlantica/Museu de Biologia Professor
Mello Leitao (INMA/MBML) constitui espaco rico e propicio para atividades de ensino quando
empregada com ambiente ndo formal. A estrutura da instituicdo e as dimensdes da area
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possibilitam a execucéo de trabalhos de campo atrativos e dindmicos.

Embora n&o seja normativamente um jardim botéanico, o espaco apresentado no estudo
traz semelhancas estruturais no que diz respeito ao seu uso e potenciais aplicagcbes como
espaco nao formal de ensino. Ao se referir a aqueles espacos, Queiroz et al. (2017) apontam
a existéncia de “dos materiais informativos como placas banners e também com monitores
da propria instituicdo dotados de grande informacéao técnica sobre o local visitado” como um
ponto importante e enfatizam a possibilidade de abordar diversas tematicas em todos os
niveis e modalidades.

O apelo visual das espécies de Acanthaceae, devido as suas estruturas florais e
vegetativas, colabora com a captura do olhar e consequente atenc&o dos alunos em campo.
Esse passo € importante para entdo poder instrumentalizar as abordagens morfolégicas
incluindo discussdes que perpassam desde aspectos mais gerais como os diversos habitos,
até podendo dar elementos de ampliagdo dos entendimentos de relagdes ecolégicas ao
abordar as sindromes de polinizaggo.

Desse modo, tanto a area de estudo quanto o grupo de plantas analisados mostram-se
como possibilidade de atividades de ensino-aprendizagem.

41 CONCLUSAO

Nesse contexto, a utilizagcdo de espacgos néo formais propicia aos estudantes vivéncia
distinta do ambiente formal da sala de aula, onde geralmente pouca informacéo é retida pelo
decréscimo da ateng¢éo, em contra partida aos estimulos propiciados em ambientes distintos.
O apelo sensorial de plantas em campo, especialmente o aspecto visual, atrai os estudantes
e possibilita um recurso didatico inestimavel.
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RESUMO: A grande elevacdo do desgaste de
recursos genéticos tem aumentado o interesse
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REGIAO NORTE DO PIAUI

em conservagdo e, com isso, surgiram o0sS
Bancos de Germoplasma. Estes apresentam,
como principal objetivo, o resgate de espécies
vegetais que se extinguiram ou que tenham
importantes caracteristicas biologicas a serem
preservadas ou, ainda, que estejam em risco
de extingédo. Este trabalho tem como finalidade
inventariar espécies vegetais nativas, em
seu estadio fértil, de uma area de vegetacao
subcaducifélia no norte do Piaui, para que
se alcancem frutos e sementes, sendo estes
ultimos utilizados para se formar um banco de
sementes destas espécies. Foram realizadas,
mensalmente, caminhadas aleatérias ao longo
de toda a extensédo da area trabalhada (Sitio
da Gurita-Bom Principio, norte do Piaui) para a
coleta de sementes (em média 800 por espécie)
em seu estado de maturacao fisiolégica. Em
laboratério, as sementes foram beneficiadas e
acondicionadas em recipientes de vidros, com
tampas presas neste por garras e vedados com
um filme de parafina plastica, e armazenados
na camara fria da Universidade Federal do Delta
do Parnaiba. Até o presente momento foram
coletadas sementes de 17 espécies distribuidas
em seis familias botanicas. Com as espécies
coletadas até o momento foi possivel inicializar,
efetivamente, um banco de germoplasma na
citada Universidade, ainda inexistente para
plantas da regido, salvaguardando diasporos
de espécies vegetais nativas. Este banco pode
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tornar-se um subsidio para a comunidade escolar, como material didatico, além da funcéo
social/ambiental no que concerne a possibilidade de recolonizacao de areas degradadas.
PALAVRAS-CHAVE: Banco de sementes, diasporos, vegetacao xerofita.

SEED BANK FORMATION (GERMPLASM) WITH NATIVE PLANTS IN THE NORTH
REGION OF PIAUI STATE

ABSTRACT: The great increase in the wear and tear of genetic resources has increased
the interest in conservation and, with that, the Germplasm Banks appeared. These have, as
main objective, the rescue of plant species that have become extinct or that have important
biological characteristics to be preserved or, still, that are at risk of extinction. This work
aims to inventory native plant species, in their fertile stage, from an area of subcaducifolia
vegetation in the north of Piaui state, so that fruits and seeds can be reached, the latter being
used to form a seed bank of these species. Random walks were carried out monthly along
the entire extension of the worked area (Sitio da Gurita-Bom Principio, northern Piaui state)
to collect seeds (on average 800 per species) in their state of physiological maturation. In the
laboratory, the seeds were processed and placed in glass containers, with lids attached by
claws and sealed with a plastic paraffin film, and stored in the cold chamber of the Federal
University of Delta do Parnaiba. To date, seeds of 17 species have been collected, distributed
in six botanical families. With the species collected so far, it was possible to effectively start a
germplasm bank at the aforementioned University, which does not yet exist for plants in the
region, safeguarding diaspores of native plant species. This bank can become a subsidy for
the school community, as didactic material, in addition to the social / environmental function
with regard to the possibility of recolonizing degraded areas.

KEYWORDS: Seed bank, diaspores, xerophytic vegetation.

11 INTRODUCAO

Aimportancia das sementes para a vida humana decorre, antes de tudo, do fato de que
a evolucao do género Homo se processou numa época geoldgica em que quase todos os
tipos de vegetacao terrestre do planeta ja haviam sido dominados por plantas fanerégamas
(LABOURIAU, 1990). Mesmo antes da agricultura, ja se encontram evidéncias arqueoldgicas
do consumo de sementes como alimento (VEIGA et al., 2012).

A grande elevagdo das taxas de desgaste de recursos genéticos e a perda de
componentes da biodiversidade em decorréncia do seu uso desorganizado e do crescimento
acelerado da populacéo tem aumentado o interesse pela conservagao de germoplasma e
a implantacdo destas colecbes ja é uma realidade em varios paises (PANIS; LOMBARDI,
2006).

Os bancos de germoplasma séo unidades conservadoras de material genético de uso
imediato ou com potencial de uso prolongado, onde nao ocorre o descarte de acessos, 0
que os diferenciam das colec¢des de trabalho, que sédo aquelas em que se elimina o que néo
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interessa ao melhoramento genético (VEIGA, 2008).

Os recursos genéticos vegetais, por seu turno, sdo definidos como a fracdo da
biodiversidade com possibilidade de uso atual ou futuro. Assim, compreendem as variedades
tradicionais, variedades melhoradas, linhas avancadas e espécies nativas (QUEIROZ,
1999). Estes recursos sao estudados em varias etapas bem definidas, tais como coleta ou
multiplicacdo, beneficiamento, conservacao, caracterizagao/avaliacdo e uso (HAWKES,
1982). Tais atividades se desenvolvem em sua maioria em Bancos Ativos de Germoplasmas-
BAGs. Um dos aspectos de maior importancia dos BAGs é que estes podem assegurar
a diversidade dos recursos genéticos das espécies nativas ou tradicionais, focalizando
principalmente as espécies raras e/ou endémicas preservando-as do risco de extingao.

Holl e Kappelle (1999) ressaltam que o conhecimento da biologia de espécies nativas é
fundamental para os programas de conservacao in situ e ex situ e implantacdo de modelos
de recomposigcao vegetal.

Entre outros métodos empregados para a conservacdo, destacam-se aquelas
denominadas in situ e ex situ. Segundo Floh et al. (2017) conservacéo in situ refere-se
a manutencédo das espécies selecionadas no seu habitat natural em parques, reservas
biol6gicas ou reservas ecoldgicas e a conservacao ex situ € aquela onde as espécies vegetais
séo mantidas fora do seu ambiente natural, seja por meio de cole¢cdes de plantas no campo,
de sementes em bancos de sementes, ou de cole¢des de plantulas em bancos in vitro.

Os métodos de cultivo in vitro, aplicando-se o crescimento lento, vém sendo vistos
como alternativa para os bancos de sementes, pois visam a conservacdo de germoplasma
vegetal. Para Carvalho et al. (2008) a conservacao do germoplasma através da preservagao
in vitro, & especialmente util para espécies com sementes recalcitrantes, como a maior parte
das espécies perenes tropicais, que perdem a sua viabilidade em curto periodo de tempo
nos sistemas convencionais de conservacao.

Autores como Aguiar et al. (1993) e Floriano (2004) reforcam que o armazenamento
de sementes é constituido por um conjunto de procedimentos voltados a preservacéo
da qualidade do produto mantendo as caracteristicas fisicas, fisiologicas e sanitarias,
proporcionando a formag¢ado de mudas sadias para plantios comerciais e manutencéo de
recursos genéticos em bancos de genes de florestas nativas.

Diante de todas estas questdes, este trabalho tem como finalidade inventariar espécies
vegetais nativas de uma area de vegetacéo subcaducifélia no norte do Piaui, em seu estadio
fértil, para que se alcancem também elementos reprodutivos tais como frutos e sementes,
sendo estes Ultimos com o propésito principal de formar um banco de sementes destas
espécies.
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2| BREVE EMBASAMENTO LITERARIO
2.1 Caracterizacao e papel ecolégico de uma Semente

A semente é o principal érgéo reprodutivo da grande maioria das plantas superiores
(NIEMBRO, 1988), estas desempenham uma funcao fundamental na renovacao, persisténcia
e dispersao das populagdes de plantas, na regeneracao das florestas e na sucessao ecologica
(FLORES, 2010).

Do ponto de vista ecoldgico, as sementes representam um meio de sobrevivéncia das
espécies vegetais, visto que algumas podem resistir a condigcdes adversas que poderiam ser
fatais as plantas que lhes deram origem (MOJENA; GUERRA, 2018). Constituem uma das
mais importantes adaptacdes das gimnospermas e das angiospermas para a vida terrestre.
Elas sao o principal veiculo de reproducédo das plantas por meio do tempo e no espaco,
perpetuando as caracteristicas advindas da evolucdo. Além disso, as sementes podem
armazenar reservas nutritivas, que garantem o desenvolvimento do embrido, até que se
torne uma nova planta (OLIVEIRA, 2016).

A conservacéao da biodiversidade em geral pode ser realizada envolvendo os métodos
in situ e ex situ. O primeiro método consiste na permanéncia destas espécies em seu habitat
natural. J& para o método de conservagcao ex situ, as espécies sdo mantidas fora de seu
habitat (BRASIL, 2000), por exemplo, pelo armazenamento em bancos de germoplasma
(PERES, 2016).

2.2 Banco de germoplasma no Brasil

Os bancos de germoplasma apresentam, como principal objetivo, o resgate de espécies
vegetais que se extinguiram, ou que tenham importantes caracteristicas biologicas a serem
preservadas (HIEMSTRA et al., 2000), ou ainda espécies localmente adaptadas ou em risco
de extincao (RAMOS et al., 2011).

Segundo Veiga et al. (2012), no Brasil, as agdes de conservagao de recursos genéticos
deram-se por acao de estrangeiros como Mauricio de Nassau, no século 17, com a criacéo
de um Jardim Zoobotanico no Recife, Pernambuco. Outro acontecimento importante em
relacdo aos bancos de germoplasma se deu em 1970, com a criacdo do Centro Nacional
de Recursos Genéticos (Cenargen), conhecido hoje como Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia.

Com a conscientizacao da importancia dos recursos genéticos, faz-se imprescindivel a
adocao de medidas e procedimentos no intuito de salvaguarda-los (WETZEL; BUSTAMANTE,
2000). Desta maneira, a formacéo e constituicdo de bancos de germoplasma devem ser
reguladas, conforme legislacbes especificas em cada pais. Atualmente, o acesso e a
conservacao dos recursos genéticos da biodiversidade brasileira podem ser definidos de
acordo com a legislagcao vigente no Ministério do Meio Ambiente-MMA.

No Brasil, existem bancos de germoplasma coordenados pela Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia por meio de um sistema conhecido como Plataforma Nacional
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de Recursos Genéticos e distribuidos em varias instituicbes, como universidades federais
e estaduais, institutos estaduais de pesquisa e desenvolvimento e empresas estaduais
(FERREIRAZetal., 2005), como por exemplo a Sociedade Brasileira de Ciéncia do Solo-SBCS,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro-UFRRJ, Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz’ - Universidade de Sao Paulo-ESALg/USP, Instituto Agrondmico de Campinas-
IAC, Empresa de Pesquisa Agropecuéria e Extensao Rural de Santa Catarina-EPAGRI, entre
outros.

Hoje a Embrapa é vista como a principal guardadora de recursos genéticos ex situ do
pais, bem como uma das principais do mundo (VEIGA et al., 2012). Estima-se a existéncia
de aproximadamente 200 mil acessos de germoplasma vegetal, conservados no médio e
longo prazo, distribuidos em cerca de 250 BAGs (KNUDSEN, 2000).

3| MATERIAL E METODOS
3.1 Local de coleta das sementes

A area objeto deste estudo refere-se ao “Sitio da Gurita”, propriedade particular
localizada a 6 km do centro da cidade de Bom Principio (03°11°27” S e 41°38’39” O), a qual
possui uma area de 521,572 km? e esta localizada a 260 km da capital do Estado, a uma
altitude de 70 metros (Figura 1). Sua populacdo estimada em 2015 é de 5.497 habitantes
(IBGE, 2010). A area possui a flora ainda relativamente preservada, quando comparada com
o entorno geral. Apresenta potencial turistico por possuir, no seu interior, rochas e pequenas
cavernas com pinturas rupestres, fontes de agua para banhistas e uma diversidade floristica
representativa da vegetacao de caatinga.
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Figura 1: Localizagdo da area de coleta de semente, Sitio da Gurita, Bom Principio, Piaui. Fonte:
Araujo et al. (2018).

3.2 Metodologia de coleta das sementes

Como a época da coleta varia em funcéo da espécie, do ano e de individuo para
individuo, ha a necessidade de acompanhar o estagio de maturacdo para estabelecer
o momento da coleta das sementes, especialmente para os frutos deiscentes, com
sementes pequenas, pois € necessario coletar antes que ocorra a abertura dos mesmos
e, consequentemente, a dispersédo das sementes. Desta maneira, foram realizadas,
mensalmente, caminhadas aleatorias ao longo de toda a extensao da area de estudo.

A coleta foi realizada quando as sementes atingiram a maturacéo fisiolégica, visto
gue nessa época, segundo Way e Gold (2014), elas apresentam maior porcentagem de
germinac¢do, maior vigor e maior potencial de armazenamento. Utilizou-se poddes para as
arvores mais altas, chacoalhamento leve de galhos, escaladas pelas arvores e a coleta
manual para recolher as sementes de plantas em que se podia alcancar. Para algumas
espécies foi necessario coletar frutos frescos, pois as sementes sdo muito pequenas, € seu
modo de dispersao é por meio de zoocoria, o0 que dificulta a coleta apenas da semente.

Para um melhor controle dentro do banco de sementes, foi adotado um numero padrao
minimo de coleta de sementes, 800 de cada espécie, baseado em Way e Gold (2014), pois
futuramente caso seja preciso verificar a viabilidade das sementes, ou realizar testes, em
algum estudo proposto pela comunidade académica, este &, portanto, um numero confiavel.
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ApOs a coleta, as sementes que estavam presas nos frutos foram transportadas o mais
breve possivel até o local de beneficiamento - Laboratorio de Botéanica da Universidade
Federal do Delta do Parnaiba - Campus Ministro Reis Velloso (UFDPar-CMRYV) - pois a
permanéncia desses no campo por maior tempo pode danificar as sementes, visto que ficam
sujeitas as variacbes ambientais.

No Laboratério, todas as sementes foram separadas e preparadas para o
beneficiamento. Este foi realizado manualmente com auxilio de peneiras, bandejas grandes,
martelo, pingas, escova de cerdas, luvas, com o intuito de retirar os materiais indesejaveis
(como restos de frutos, galhos, sementes chochas e de outras espécies, etc.), que devem
ser removidos a fim de facilitar a secagem, o armazenamento (diminuindo o volume,
reduzindo o risco de doencas e facilitar o uso futuro) e a semeadura. Esse beneficiamento
aumenta a qualidade do lote de sementes, e, consequentemente, sua longevidade (TERRY;
SUTCLIFFE, 2014).

Em seguida, as sementes foram acondicionadas em recipientes de vidros com tampas
presas neste por garras e vedados com um filme de parafina plastica, pois se estes nao
forem bem selados, as sementes gradativamente absorverdo agua e sua longevidade sera
afetada (GOLD; MANGER, 2014), depois etiquetados e posteriormente armazenadas na
camara fria da UFDPar/Campus Ministro Reis Velloso.

3.3 Analise e processamento dos dados botéanicos

Todo o material botanico foi identificado a medida que as coletas em campo foram sendo
realizadas. Esta identificacdo inicial foi baseada em consulta a bibliografia especializada
e através de comparagcdo com material tombado nos herbarios virtuais de instituicbes de
ensino e pesquisa, tais como Flora do Brasil, Specieslink, entre outros.

As sinonimias foram atualizadas e os nomes dos autores verificados por meio de
pesquisas ao Herbario virtual Flora do Brasil (2020) e o sistema de classificac&o adotado foi
o Angiosperm Phylogeny Group IV (APG, 2016).

Ademais, a0 mesmo tempo em que ocorria as pesquisas de identificacéo das espécies,
foi verificada a distribuicdo geogréfica destas, através de consultas a literatura especializada,
bem como em acervos de Herbarios virtuais, inclusive no banco de dados do Flora do Brasil,
gue também contribuiu para a pesquisa e confirmagao sobre o tipo de vegetacao nas quais
estas espécies sao registradas. Além disso, verificou-se também a naturalidade destas no
pais. Da mesma forma, utilizando a bibliografia especializada, analisou-se a utilidade das
espécies coletadas em diferentes categorias de uso, 0 que torna o banco de sementes
mais relevante, visto que guardara espécies localmente significativas do ponto de vista
etnobotéanico.
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4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo dados de Araujo et al. (2018), a diversidade da flora do Sitio da Gurita, Bom
Principio, é representada principalmente por espécies arboreas, arbustivas e herbaceas,
distribuidas em 52 familias, sendo Fabaceae, Rubiaceae, Malvaceae e Poaceae as que
apresentaram maior riqueza de géneros.

Até o presente momento, para este propaosito, foram coletadas sementes de 17 espécies,
distribuidas em sete familias (Tabela 1).

Mesmo com todo o beneficiamento adequado das sementes e esterilizacdo dos
recipientes, algumas sementes da familia Fabaceae, frequentemente sdo atacadas por
insetos, assim, pressupde-se que isto ocorra em detrimento de uma mudanga na semente,
pois segundo Schmidt (1978) as sementes de diversas espécies tém alto nivel de tolerancia
no lugar onde se desenvolvem, o que torna 0 seu manejo menos problematico, no entanto,
outras s&o altamente evoluidas a um habitat particular, sendo compassivas a qualquer tipo
de estresse. Atrelado a isso, algumas espécies de Coleoptera e Lepidoptera, se alimentam
de sementes por serem altamente nutritivas (JANZEN, 1971). A acéo dos insetos predadores
na fase pré-dispersao pode ter grande impacto em suas plantas hospedeiras e assim diminuir
a germinacao e sobrevivéncia das plantulas jovens (KOLB et al., 2007; TOMAZ et al., 2007)
e pode comprometer também a incluséo destas ao banco de sementes (ANDERSEN, 1988).

Numero de Naturalidade

Familia/Espécie Habito Nome popular p
sementes no pais
ANACARDIACEAE
Nao é
Astronium fraxinifolium Schott Arv Aroeira 361 endémica
APOCYNACEAE
Allamanda puberula A.DC. Ap  Tente-de- 251 E endémica
macaco
Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc Arv Pereiro 212 Néo ¢
p p py ) ' endémica
BIGNONIACEAE
Fridericia subverticillata (Bureau & K.Schum.) ) Cip6 branco 268 E endémica
L.G.Lohmann
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Pau d'arco N&o &
Mattos Arv 352 .
roxo endémica
BROMELIACEAE
Encholirium spectabile Mart. ex Schult. & Schult.f. Erv Macambira 872 E endémica
COMBRETACEAE
Mofumbo de Nao &
Combretum duarteanum Cambess. Arb erém 387 endémica
Combretum leprosum Mart. Arb Mofumbo 501 Nalo ©
endémica
EUPHORBIACEAE
Jatropha mollissima (Pohl) Baill. Arb  Pinhdo bravo 24 Desconhecida
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FABACEAE

Abrus precatorius L. Lia Jeriquiti 289 Néo ©
endémica
Angico Nao ¢
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan Arv 9 621 endémica
vermelho
Dioclea grandiflora Mart. ex Benth. Lia Mucuné 22 E endemica
Tamboril, Néo é
Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong Arv orelha de 848 endémica
negro
Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L.P.Queiroz Arv J“‘i} et 456 E endeémica
Mimosa caesalpiniifolia Benth. Arv Sabia 371 E endémica
Nao é
Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. Arv Jurema preta 556 endémica
Piptadenia stipulacea (Benth.) Ducke Arv tt;;r:: 436 E endémica

Tabela 1: Espécies coletadas até o més de Fevereiro/2020 no Sitio da Gurita e armazenadas no Banco
de Sementes da UFPI-CMRV. Arv= arvore; Arb= arbusto; Lia= liana; Erv= erva.

A diferenca na quantidade de sementes colhidas entre as espécies se da no momento
do beneficiamento, quando todas as sementes improprias séo retiradas para nao prejudicar
a qualidade das demais. Outro fator que implica nessa disparidade relaciona-se com a
coleta em campo, pois neste momento algumas espécies, quando recolhidas as sementes,
ja estavam no final do seu periodo de disperséo ou ndao estavam em seu estagio ideal de
desenvolvimento, ndo sendo adequado coletar, pois seu tempo de vida sera reduzido.

De acordo com Araujo et al. (2018) algumas espécies apresentam pouca pequena
amplitude de distribuicdo na circunscricao da area estudada, ocorrendo esporadicamente.
Assim, com isto, seguiu-se a recomendacao de Way e Gold (2014) de n&o coletar mais de
20% das sementes maduras disponiveis por dia, para ndo comprometer a sobrevivéncia da
populacéo a longo prazo, sendo assim suficientes para a regeneracéo natural.

4.1 Distribuicao geografica das espécies do Banco de sementes

As espécies presentes no Banco de semente, oriundas da area informada, encontram-
se também distribuidas, segundo o Flora do Brasil (2020) em diferentes regides do pais e em
diversas outras formacdes vegetais (Tabela 2).

Espécies Distribuicao geografica Vegetacao
Norte (Para, Tocantins)

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui, | Caatinga (stricto  sensu),
Rio Grande do Norte, Sergipe) Cerrado (/ato sensu), Floresta
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, | Estacional Semidecidual
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso)
Sudeste (Minas Gerais)

Astronium fraxinifolium Schott
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Norte (Tocantins)

: , Caatinga (stricto  sensu),
Allamanda puberula A.DC. ;‘;{;’; ste (Bahia, Ceara, Pernambuco, Campo Rupestre.
Sudeste (Minas Gerais)
Norte (Para, Tocantins)
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranh&o, Paraiba, Pernambuco, Piaui, | Caatinga (stricfo  sensu),

Aspidosperma pyrifolium Mart. &
Zucc.

Rio Grande do Norte, Sergipe)
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso)
Sudeste (Minas Gerais)

Cerrado (lato sensu), Floresta
Estacional Semidecidual

Fridericia subverticillata (Bureau
& K.Schum.) L.G.Lohmann

Nordeste (Ceara, Piaui, Rio Grande do
Norte)

Caatinga (stricto sensu)

Handroanthus impetiginosus
(Mart. ex DC.) Mattos

Norte (Acre, Para, Rond6nia, Tocantins)
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte, Sergipe)
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso)
Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sao Paulo)

Area Antrépica, Carrasco,
Cerrado (lato sensu),
Floresta Estacional Decidual,
Floresta Ombrofila (=
Floresta Pluvial), Floresta
Ombréfila Mista, Savana

Amazonica, Vegetacdo Sobre
Afloramentos Rochosos

Encholirium spectabile Mart. ex
Schult. & Schult.f.

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
do Norte, Sergipe)

Campo Rupestre, Vegetacéo
Sobre Afloramentos
Rochosos

Combretum duarteanum

Cambess.

Norte (Pard)

Nordeste (Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui)
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso)

Sudeste (Minas Gerais, Sao Paulo)

Maranhao,

Area  Antropica, Caatinga
(stricto sensu), Cerrado (lato
sensu)

Combretum leprosum Mart.

Norte (Para, Tocantins)

Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
do Norte)

Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso do
Sul, Mato Grosso)
Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais)

Caatinga (stricto  sensu),
Carrasco, Cerrado (lato
sensu), Floresta Estacional

Decidual, Floresta Estacional
Semidecidual

Jatropha mollissima (Pohl) Baill.

Norte (Rond6nia)

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
do Norte, Sergipe)

Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso)

Sudeste (Minas Gerais)

Area Antropica, Caatinga
(stricto sensu), Cerrado (lato
sensu)

Abrus precatorius L.

Norte (Amazonas, Para, Rondbnia,
Roraima, Tocantins)
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,

Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte, Sergipe)
Centro-Oeste (Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso)

Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sao Paulo)

Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina)

Area Antropica, Caatinga
(stricto sensu), Cerrado (lato
sensu), Floresta Ciliar ou
Galeria, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta
Ombrofila (= Floresta Pluvial),
Restinga
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Anadenanthera colubrina (Vell.)

Nordeste (Bahia, Ceara, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte,
Sergipe)

Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso)
Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sao Paulo)

Sul (Parand)

Caatinga (stricto  sensu),
Cerrado (/ato sensu), Floresta
Estacional Semidecidual,
Floresta Ombréfila (= Floresta
Pluvial)

. . Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, | Caatinga (stricto sensu),
Dioclea grandiflora Mart. ex ] o
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande | Carrasco
Benth. .
do Norte, Sergipe)
Nordeste (Bahia, Ceara, Paraiba, . .
A, Caatinga (stricto  sensu),
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte)
- .. | Cerrado (lato sensu), Floresta
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, | A. . ;
, Ciliar ou Galeria, Floresta
Enterolobium  contortisiliquum | Mato Grosso do Sul, Mato Grosso) : L
Estacional Semidecidual,

(Vell.) Morong

Sudeste (Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Sao Paulo)

Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina)

Floresta Ombrofila (= Floresta
Pluvial)

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.)
L.P.Queiroz

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhao, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte, Sergipe)

Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro)

Caatinga (stricto  sensu),
Carrasco, Floresta Ciliar ou
Galeria, Floresta Estacional
Decidual, Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta
Ombroéfila (= Floresta Pluvial)

Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Norte (Amazonas, Paré, Rondbnia)
Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhéo, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte)

Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias,
Mato Grosso do Sul)

Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo)

Sul (Parana, Santa Catarina)

Caatinga (stricto  sensu),
Cerrado (lato sensu), Floresta
Ombrofila (= Floresta Pluvial)

Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Maranhéo, Paraiba, Pernambuco, Piaui,
Rio Grande do Norte, Sergipe)

Sudeste (Minas Gerais)

Area  Antropica,
(stricto sensu)

Caatinga

Piptadenia stipulacea (Benth.)
Ducke

Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande
do Norte, Sergipe)

Caatinga (stricto sensu)

Tabela 2:Distribuicéo geografica e vegetagcédo predominante de cada espécie, segundo Flora do Brasil,

2020.

Torna-se perceptivel, quando se analisa a tabela acima, que todas as espécies séo

registradas em éareas de vegetacdo de caatinga, embora, algumas espécies também séo

encontradas em outros tipos vegetacionais, a exemplo de Enterolobium contortisiliquum

(Vell.) Morong, Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, Libidibia ferrea (Mart. ex

Tul.) L.P.Queiroz, entre outras.

De acordo com os dados da Tabela 2, pode-se observar que apenas quatro das espécies

ocorrem somente na regiao Nordeste, enquanto as demais estao distribuidas no Nordeste,

em outras regides do Pais e no mundo. Esta informacgao respalda ainda mais a diversidade

floristica do Sitio da Gurita, o que implica diretamente na construgdo do Banco de Sementes,

pois assim havera uma maior variedade de espécies e, consequentemente, sementes.
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Um banco de sementes nao deve ser ressaltado somente pela importancia biolégica
das espécies presentes nele, mas também, verificadas do ponto de vista econédmico e da
contribuicao social que a mesma possa exercer. Neste sentido, levantou-se, na literatura
especializada, alguns usos das espécies ja catalogadas no banco.

Assim, quanto a utilizacao, algumas destas espécies possuem uso medicinal, tais como
L. ferrea, popularmente conhecida como “juca” ou “pau-ferro”. Esta é indicada popularmente
para tratar diversas afeccées de saude. Ensaios farmacologicos com L. ferrea vém sendo
realizados e tém demonstrado atividade inibitoria contra Candida albicans, Streptococcus
mutans, S. salivarius, S. oralis e Lactobacillus casei, assim como o0 seu potencial anti-
et al., 1996; SAMPAIO et al., 2009). Na medicina popular a tintura da vagem desta planta é
recomendada para estancar hemorragias e em compressas contra luxacoes.

Mimosa tenuiflora também é utilizada para fins medicinais devido a presenca dos
metabdlitos secundarios. Pela alta quantidade de dimetiltriptamina-DMT (alcaloide inddlico
com acentuada acao psicoativa), a casca € utilizada para fins psicoativos (SOUZA et al.,
2008). Ja o extrato da casca inibe o peristaltismo intestinal e facilita o aumento do ténus
muscular da parede do estbmago (MECKES-LOZOYA et al., 1990). Gongalves et al. (2005),
observaram uma alta atividade antimicrobiana do extrato hidro-alcodlico da planta sobre
Escherichia coli, Streptococcus pyogenes, Proteus mirabilis, Shigella sonnei, Staphylococcus
aureus. Ja Lozoya et al. (1989) observaram que substancias extraidas com etanol (95%)
também eram eficientes contra a Candida albicans.

Outras séo utilizadas nos servicos de carpintaria, como Anadenanthera colubrina
(Griseb.) Altschul., por exemplo. Sua madeira é empregada em tabuado, tacos, marcenaria,
obras internas, ripas, implementos, embalagens, na construcéo civil e naval. Também é muito
utilizada para a producéo de carvao vegetal (lignina com cinzas de 28%) (PEREIRA, 2011).

Aspidosperma pyrifolium Mart. & Zucc, H. impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos e
Combretum leprosum Mart. s&o indicados para restauracdo de areas degradadas, pois se
adaptam a condicOes severas de seca e solos rasos e pedregosos. Esta ultima tem um
crescimento rapido e nao € preferida pelo animais para sua alimentacédo (ROQUE, 2013).

As plantas sdo 0 nosso maior patriménio ambiental, além de abrigarem passaros,
deixarem o0 ambiente mais agradavel, tem uso diversos em nossa vida, como medicinal, na
carpintaria, construgdes civis, navais, como também em colonizagéo de areas degradadas,
com isso torna-se importante e fundamental preservar espécies vegetais, desembocando,
em ultima instancia, em uma melhor qualidade de vida.

51 CONSIDERACOES FINAIS

Com as espécies coletadas até o momento foi possivel inicializar, efetivamente, um
banco de germoplasma na Universidade Federal do Delta do Parnaiba, salvaguardando
diasporas de espécies vegetais nativas presentes na por¢ao norte do estado do Piaui. Assim,
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como demonstrado, ha uma grande variedade de espécies presentes na area de estudo, o
que ird contribuir para uma ampla diversidade do acervo de sementes, gerando, inclusive,
subsidios para pesquisas futuras.

Vale salientar que a proposicao desta pesquisa ndo € estatica, pelo contrario, este
Banco continuara sendo alimentado indefinidamente, de forma que possa vir a ser uma fonte
adicional para estudos vegetais, principalmente que envolvam diasporas, relacionados a
espécies nativas presentes na flora do norte do Piaui.
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RESUMO: Os crisomelideos compde uma das
maiores familias de besouros, tendo grande
importancia econémica seja no seu uso como
controle biolégico de plantas daninhas ou por
causarem grandes danos em diversos cultivos
mundialmente. Devido a isso, é essencial que
sejam estabelecidas relacbes entre esses
insetos as suas plantas hospedeiras. Buscando
por essas relacdes, nessa pesquisa foram
realizadas 14 coletas manuais entre novembro
de 2018 e junho de 2019, em fragmentos
de Floresta com Araucéaria em sucesséo
secundaria, nos municipios de Realeza e
Planalto, no sudoeste do Parana. Como
resultados, foi possivel relacionar 33 espécies
de crisomelideos a suas respectivas plantas
hospedeiras, sendo que dessas, 12 pertencem
a Alticini, 11 Criocerinae, trés Chrysomelinae,
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trés Eumolpinae, dois Galerucinae s. str. e dois
Cassidinae.

PALAVRAS-CHAVE: Chrysomelidae, Alticini,
Planta Hospedeira, Controle Biol6gico, Relagédo
Inseto-Planta.

RECORDS OF CHRYSOMELIDAE HOST
PLANTS IN THE SOUTHWESTERN
PARANA, WITH EMPHASIS ON ALTICINI
(GALERUCINAE)

ABSTRACT: Chrysomelids are one of the largest
families of beetles, having great economic
importance whether in their use as biological
control of weeds or because they cause great
damage in several crops around the world.
Because of this, it is essential that relationships
are established between these insects and their
host plants. Searching for these relationships,
in this research, 14 manual samples were made
between November 2018 and June 2019, in
fragments of Forest with Araucaria in areas of
secondary succession, in the municipalities of
Realeza and Planalto, in southwest Parana.
As a result, it was possible to relate 33 species
of chrysomelids to their respective host plants,
of which 12 belong to Alticini, 11 Criocerinae,
three Chrysomelinae, three Eumolpinae, two
Galerucinae s. str. and two Cassidinae.
KEYWORDS:
Host Plant,

Alticini,
Insect-Plant

Chrysomelidae,
Biological Control,
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Relationship.

11 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Os crisomelideos compde uma das familias com maior numero de espécies, com
aproximadamente 36.000 registradas. Dentre elas, 9.900 espécies sédo validadas para
0os 557 géneros da tribo Alticini (KONSTANTINOV, 2016). Sdo popularmente conhecidos
como besouros pulga, devido a presenca de uma mola metafemoral que os permite saltar
rapidamente na presenca de ameacas como predadores. Esse mecanismo saltatério é
descrito por Ruan, et al. (2020) e devido a ele, os Alticini sdo facilmente reconhecidos por
seus fémures posteriores visivelmente dilatados (KONSTANTINOV, 2016).

E um grupo fitéfago e assim como grande parte dos crisomelideos, desenvolveram
grande especificidade em relacdo a sua alimentacdo (TERMONIA et al. 2001). Isso quer
dizer que a maioria das espécies sao consideradas monofaga ou oligéfagas, ou seja, que
se alimentam de plantas cujos géneros sao intimamente relacionados (monéfagos) ou se
alimentam de plantas de diferentes géneros cujas familias estao relacionadas (oligdfagos)
(BIONDI, 1996).

Algumas espécies possuem potencial no controle biolégico de plantas daninhas,
outras sé&o importantes pragas como as do género Epitrix que atacam batata, tomate,
tabaco e berinjela (BIENKOWSKI; ORLOVA-BIENKOWSKAJA, 2017) e outras se mostram
como potenciais indicadores de qualidade de habitat. Além disso, conhecer a relacao entre
insetos fitdfagos e suas plantas hospedeiras é imprescindivel ja que esses respondem
mais rapidamente as mudancas em seus ecossistemas (LEWINSOHN; FREITAS; PRADO,
2005). No entanto, pouco se conhece sobre a relagdo da maioria dos crisomelideos com
suas plantas hospedeiras ndo sendo encontrados trabalhos que trazem como foco esse
tema especifico de modo que as informacdes quando disponiveis encontram-se bastante
dispersas na literatura e restritas a poucas espécies, principalmente aquelas de importancia
econdmica.

Quando falamos de Alticini no Brasil, existem poucos estudos recentes com esse grupo
de crisomelideos, e os artigos publicados se resumem a estudos realizados principalmente
no sul do pais, mais especificamente em florestas de araucéria no estado do Parana, por
Linzmeier e Ribeiro-Costa, falando sobre diversidade, composicao e padrdes de sazonalidade
dos Alticini, e também outros autores com pesquisas no Rio Grande do Sul (LINZMEIER,;
RIBEIRO-COSTA; MARINONI, 2006; LINZMEIER; RIBEIRO-COSTA, 2008; 2013; MOURA,
2016; GROLL, MOURA, 2017;).

Métodos de coleta quantitativos ndo permitem fazer relagbes inseto-planta ja que as
amostras sdo muito abrangentes problema que sb pode ser resolvido a partir da coleta
manual com observacbes em campo (LEWINSOHN; PRADO; ALMEIDA, 2001). Além
disso, o trabalho de coletar e obter informacbes a partir de observacées em campo € de
muita importéncia considerando a crescente reducdo de habitats naturais, o que pode
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estar contribuindo inclusive para a extincdo de espécies, tornando esse tipo de pesquisa
essencial na busca de informagdes que podem auxiliar nos entendimentos dos padrdes e
na preservacao das espécies. Como os crisomelideos de modo geral desenvolveram grande
especificidade em relacdo a sua alimentacao ao longo do tempo (Termonia et al. 2001), é
necessario conhecer as plantas hospedeiras de cada espécie.

Pensando nisto, este estudo buscou relacionar espécies de crisomelideos a suas
plantas hospedeiras, principalmente Alticini, a partir de dados obtidos em observacdes feitas
em campo em fragmentos de mata de araucaria do estado do Parana.

2| OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo reconhecer as plantas hospedeiras de espécies de
Chrysomelidae, principalmente de Alticini encontrados em fragmentos florestais no sudoeste
do Parana, bem como registrar aspectos biol6gicos e comportamentais dessas espécies.

3 | MATERIAL E METODOS

Foram realizadas 14 coletas manuais entre 0os meses de novembro de 2018 e junho
de 2019, em fragmentos de Floresta com Araucéria em areas de sucessao secundaria, nos
municipios de Realeza e Planalto, sudoeste do Parana. Os crisomelideos foram alfinetados,
etiquetados e identificados ao menor nivel taxondmico possivel utilizando as chaves de Witte
(1931) para subfamilias de Chrysomelidae e as de Scherer (1983), Monros (1959) e Hincks
(1952) para os géneros de Alticini, Criocerinae e Cassidinae, respectivamente. As plantas
coletadas que possuem flores ou frutos foram herborizadas e estdo depositadas no herbario
REAL da UFFS de Realeza, em forma de exsicatas, as quais foram identificadas a partir da
colecao botanica do Herbario REAL, com o auxilio da professora Dra. Berta Villagra.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi possivel relacionar 33 espécies de crisomelideos a suas respectivas plantas
hospedeiras (Tabelas 1, 2 e 3), dessas, 12 pertencem a Alticini, 11 Criocerinae, trés
Chrysomelinae, trés Eumolpinae, dois Galerucinae s. str. e dois Cassidinae.

A importancia econ6mica de Alticini, além de seu potencial no controle biolégico
contra plantas invasoras, se da também por serem pragas em uma grande diversidade de
cultivos, como o género Epitrix, que possui muitas espécies introduzidas indevidamente em
areas principalmente na Europa, América do Norte e Asia, onde sdo consideradas pragas
em plantacdes de batata, tomate, tabaco e berinjela, todas plantas da familia Solanaceae.
(ORLOVA-BIENKOWSKAJA & BIENKOWSKI, 2017; ORLOVA-BIENKOWSKAJA &
BIENKOWSKI, 2016). O mesmo género, & também uma praga agricola no Brasil e foi listado
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por Barbosa (1981) como um dos maiores causadores de danos em cultivos de batata, junto
com Diabrotica speciosa (Galerucini), praga polifaga amplamente difundida em territorio
brasileiro e em alguns paises da América do Sul, sendo também considerada o segundo
maior vetor de viroses em plantas das Américas (VIANA, 2010).

Nessa pesquisa, das cinco espécies de Epitrix relacionadas as suas plantas
hospedeiras, quatro alimentaram-se de Solanum mauritianum (Solanaceae), uma herbacea,
pioneira (Bohs, 1994) muito comum em bordas de mata. Epitrix estava sempre presente, em
abundancia, quando a espécie da planta era inspecionada durante as coletas. Tais espécies
consomem as folhas deixando pequenos orificios, mais ou menos do seu proprio tamanho.
Enquanto isso, a outra espécie de Epitrix foi encontrada em Commelina benghalensis
(Commelinaceae), cujo género é comumente hospedeiro de Criocerinae. Epitrix sp. 1 foi
visto ainda utilizando Passiflora sp. 1 (Passifloraceae), como hospedeira, juntamente com
Trichaltica sp. 1. Neste caso néo foi possivel verificar se as espécies estavam se alimentando,
das flores, de pdlen ou causando algum dano. Como Passiflora € um género muito importante
para a economia brasileira, € necessario estudar melhor essa relagcdo inseto-planta,
verificando se as espécies de Alticini encontradas podem vir a se tornar potenciais pragas,
ou entdo possiveis polinizadores do maracuja, ja que as espécies foram encontradas em
abundéancia no polen das flores.

Quanto aos Criocerinae, estes foram majoritariamente encontrados em habitats
perturbados, com alto nivel de luz, em bordas de floresta e de rios, em plantas de crescimento
secundario, se alimentando da superficie adaxial das folhas e deixando sulcos estreitos e
paralelos nas ervas monocotiledéneas, exatamente como descrito por Leschen e Vencl
(2014).

Tanto adultos quanto larvas tém maior preferéncia pelas familias de monocotiledéneas
Commelinaceae, Dioscoreaceae, Liliaceae, Marantaceae, Orchidaceae e Poaceae, e também
por Solanaceae (dicotiledonea) (CHABOO, C. S. SCHIMITT, M., 2015). Das 11 espécies de
Criocerinae encontradas, 9 se alimentaram de Commelinaceae, sendo elas: Neolema sp.1;
Neolema sp. 4; Neolema sp. 5; Neolema sp. 6; Neolema sp. 7; Neolema sp. 8; Neolema sp. 9;
Neolema sp. 10 e Quasilema sp. 1. A Unica outra familia encontrada como planta hospedeira
de Criocerinae, também equivalente aos dados da literatura, foi Marantaceae, relacionada a
Neolema sp. 1, Neolema sp. 2, Neolema sp. 3 e Neolema sp. 4. Sendo assim, Neolema sp.
1 e Neolema sp. 4 podem ser consideradas polifagas, pois foram vistas se alimentando de
duas familias distintamente relacionadas filogeneticamente (STEVENS, 2017).

Commelinaceae € uma erva daninha de facil proliferacéo, e € importante ressaltar
a eficacia dos criocerinos no controle bioldgico dessa familia de monocotiledéneas. Na
Nova Zelandia ja estdo sendo usadas trés espécies de Criocerinae importadas do Parana
(Brasil) para controlar uma espécie do género Tradescantia (Commelinaceae) que se alastra
massivamente pelo solo neozelandés, e limita o crescimento da floresta de regeneracao
nativa (FOWLER. S. V. et. al., 2013). O Brasil possui um total de 136 espécies de Criocerinae
nativas e o conhecimento de suas relagdes com as plantas hospedeiras pode ser um grande
aliado no combate a infestacao de ervas daninhas ndo somente dentro do pais, mas também
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fora dele, como no exemplo recém citado (SEKERKA, L. 2020).

Além de Criocerinae, outros crisomelideos sao utilizados como controle biolégico
de ervas daninhas em outros paises. O género Platyphora sp. (Chrysomelinae), além de
encontrado uma Unica vez em Asclepias curassavica (Asclepiadaceae), foi visto varias vezes
em campo alimentandos-se de Solanum sp. 1 (Solanaceae), planta muitas vezes relatada por
outros autores como sendo hospedeira de Platyphora (WINDSOR, et. al. 2013; PEDROSA-
MACEDOQO, et. al., 2003; FLINTE, et. al., 2017). Existem estudos sobre 0 uso de espécies
brasileiras desse género, juntamente com espécies de Alticini e Galerucinae, utilizadas como
controle biologico de solanaceas em regies da Africa onde a planta é uma grande invasora,
reforcando ainda mais a importancia dos crisomelideos como controle bioldégico até mesmo
fora do Brasil (PEDROSA-MACEDO, et. al., 2003).

Colaspis sp. (Eumolpinae) também foi encontrado em Solanum sp., alimentando-se
das pétalas da planta. Essa relagéo também foi feita por Clark et al. (2004) em uma revisao
que traz 1.261 espécies de crisomelideos dos Estados Unidos associados as suas plantas
hospedeiras, porém os autores nao citam qual parte da planta foi consumida. Colaspis foi
encontrado ainda se alimentando de Melastomataceae, familia que ndo aparece associada a
Eumolpinae na revisado citada anteriormente. Também nao foram encontrados registros para
a América do Sul.

Quanto aos Galerucinae, foi possivel associar Buckibrotica cinctipennis (Baly, 1886),
a Commelinaceae e Acalymma foi encontrada em plantacédo de Abdbora (Cucurbita sp.),
destruindo as folhas e flores da Cucurbitacea, que é amplamente cultivada em territorio
brasileiro. Acalymma possui 72 espécies na América, principalmente na regiao Neotropical
e é uma praga comum em Cucurbitaceas nos Estados Unidos (CABRERA, 1999; CLARK, et
al. 2004). De acordo com a Embrapa (2004), Acalymma foi o género mais presente atacando
culturas de abdboras em um estudo realizado no Distrito Federal (DF). A. vittatum € conhecida
como besouro listrado do pepino, causando danos em plantagdes de Cucurbitaceae,
Rosaceae, Fabaceae e Asteraceae (CAPINERA, 2001). Devido ao grande potencial de dano
nas plantagdes, foram desenvolvidas técnicas para o controle dessa e de outras pragas de
Galerucini da América do Norte, baseadas em controle biorracional e organico utilizando,
por exemplo, predadores e parasitas naturais e monitoramento populacional (ATTRA, 2008).
Porém, como o Brasil possui ecossistemas distintos dos norte-americanos, para que seja
possivel o desenvolvimento de técnicas de manejo semelhantes, devemos conhecer melhor
espécies locais, incluindo sua relacdo com as plantas hospedeiras, ciclo de vida e predadores
naturais possibilitando dispensar o uso de agrotéxicos e outros meios potencialmente nocivos
ao meio ambiente.

Sao conhecidos hospedeiros de aproximadamente 63% dos géneros de Cassidinae
(BOROWIEC, L. 1999), porém devido as espécies observadas passarem maior parte do
seu tempo iméveis ou quase iméveis nas folhas, foi dificil observar alimentacdo para essa
subfamilia. Relacionamos Chlamidocassis cribripennis a Hyptis lagenaria (Lamiaceae) e
Anacassis sp. a Melastomataceae, quando esta espécie foi mantida em cativeiro num pote
plastico junto com a planta onde foi encontrada. Eliminou-se a possibilidade de alimentacao
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forcada por falta de recursos disponiveis pois 0 besouro se alimentou poucos minutos apo6s

ser coletado. O mesmo espécime ovipds nas folhas logo apds a alimentacéo.

Subfamilia de Espécies de Chrysomelidae Planta Hospedeira
Chrysomelidae
Galerucinae Acalymma sp. 1 Cucurbita sp.
{Cucurbitaceae)
Buckibrotica cinctipennis (Baly, | Commelinaceae
1866)
Aleticini Alagoasa sp. | Stachytarpheta
jarmeiicensis (Yerbenaceae)
Syphraea sp. | Amaranthus blinan L.
(Amaranthaceae)
Omophoita octoguitata Ogcimum sp. 1 (Lamiaceae)
iFabricins, 1775) Ocimum sp. 2 (Lamiaceae)
Svstena sp. 2 Asteraceae
Epitrix sp. | Solanum mauritianum
(Solanaceae)
Passiflora sp. 1
(Passifloraceae)
Epitrix sp. 2 Solanum mauritianum
i Solanaceae)
Epitrix sp. 3 Solanum mauritianum
{Solanaceac)
Epirrix sp. 4 Solanum mauritianum
iSolanaceae)
Lpitriv sp. 5 Commelina benghalensiy
(Commelinaceas)
Trichaltica sp. 1 Passiflora sp. 1
iPassifloraceae)
Capraita sp. 2 Austroeupatorium sp. 1
[Asmeraceas)
Capraita sp. 4 Austroeupaiorium sp. 1
(Asteraceac)
Eumolpinae Eumolpinae sp. 1 Vernonanihura

iweedieana { Asteraceas)

Eumolpinae sp. 2

Asteraceae

Colaspis sp. (Eumolpinae sp. 3)

Solanum sp. 1
(Solanaceae)

Tabela 1: Relagéo entre espécies de Chrysomelidae e suas respectivas plantas hospedeiras.
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Subfamilia de Espécies de Chrysomelidae Planta Hospedeira
Chrysomelidae
Criocermae Nealema sp. 1 (Lema) Marania sp. 2

{Marantaceac);
Commelina sp. |
{Commelinaceae),
Commelina diffusa
{Commelinaceae)

Neolema sp. 2 (Lema)

Marunia sp.
2 (Marantaceag)

Nealema sp. 3 (Lema)

Maranta sp. 2
(Marantaceae)

Nealema sp. 4 (Lema)

Marania sp. 1
{Marantaceas),
Commelina diffusa

Neolema sp. 5 (Lema)

Commelinaceae

Neolema sp. 6 (Lema)

Commelina diffusa
{Commelinaceae)
Commelina sp. 3
(Commelinaceae)

Neolema sp. 7 (Lema)

Commelina diffusa
{Commelinaceae)
Commelina sp. 3
{Commelinaceae)
Commelina sp. 4
{Commelinaceae)

Neolema sp. 8 (Lema)

Commelina diffusa
{Commelinaceae)
Commelina sp. 3
{Commelinaceae)

Neolema sp. 9 (Lema)

Commelina diffusa
(Commelinaceae)
Commeling sp. 3
{Commelinaceae)

Neolema sp. 10 (Lema)

Commelina diffusa
{Commelinaceae)
Commelina sp. 3

Quasilema sp. 1 (Lema)

Commelina diffusa
{Commelinaceae)

Tabela 2: Relagao entre espécies de Chrysomelidae e suas respectivas plantas hospedeiras.
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Subfamilia de Espécies de Chrysomelidae Planta Hospedeira

Cassidinae Chlamidocassis cribripennis Hypris lagenaria (Lamiaceae)
Anacassis sp. Melastomataceae
Chrysomelinae Plaryphora sp. 1 Solanum sp. 1
{Solanaceae)
Plaryphora sp. 4 Asclepias curassavica

{ Asclepindaceac)

Chrysomelinae sp, 3 Mikania sp. (Asteraceae)

Tabela 3: Relagéo entre espécies de Chrysomelidae e suas respectivas plantas hospedeiras.

51 CONSIDERACOES FINAIS

As informacgdes apresentadas a partir das coletas e observagbes feitas em campo
mostram que as relagdes entre crisomelideos e suas plantas hospedeiras sdo muito
complexas e especificas tendo extrema importancia seja usando os besouros como controle
biolégico de ervas daninhas, bioindicadores de diversidade ou relagdes que ainda nao foram
descobertas, como no caso da relacéo entre Passiflora e Alticini, que pode ser um potencial
polinizador de maracuja.

Os estudos que relacionam Alticini, e ndo sé este taxon, as suas plantas alimenticias
sao extremamente escassos, mostrando a importancia de expandir as pesquisas sobre os
crisomelideos de maneira geral, principalmente na sua relagcdo com as plantas hospedeiras.
Esta relacao € essencial para compreender a funcao das espécies em seus ecossistemas,
entender padrbes ecoldgicos e de diversidade, além de contribuir na descoberta de espécies
com potencial econémico, seja ele negativo ou positivo, como no caso da relacéo entre
Passiflora e Alticini, que pode ser um potencial polinizador de maracuja ainda nao revelado.

N&o podemos deixar de citar a dificuldade de realizar esse tipo de estudo, considerando
uma série de fatores decisivos ao estabelecer uma relacéo inseto-planta. Como principais,
temos a dificuldade de encontrar o espécime se alimentando em campo e a identificacéo
tanto do crisomelideo quanto da planta, que nao pode ser identificada adequadamente sem
a presenca de flores ou frutos. Ja que cada regido do Brasil possui espécies de crisomelideos
diferentes, também & necessario o uso de chaves de identificagcao para cada regido, colocando
mais uma barreira no caminho dos pesquisadores.
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ABSTRACT: This work aimed to identify the
dosage and the most economical methodology
of the tobacco mixture to use it as an alternative
pesticide and apply it in the fight against the
cowpea aphid Alphis craccivora in plants of the
species V. unguiculata. The test was conducted
at Fatec - Cariri, in the extreme south of Ceara,
with plots measuring 79.0 m? with all the
desirable conditions for the development of the
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cultivation, being evaluated the variables of stem height (SH), number of leaves (NL) and
stem diameter (SD). The plots were submitted to dosages 0 (D0): 0.0 g L'; D1: 25 g L;
D2:5.0gL"e; D3:25.0 gL, in the tobacco mixture preparation.This way, it was possible to
verify that the application in the proportion of mixture diluted in water of 5.0 g L' had better
response in SH and NL, getting to, 20 DAIT, 38.0 cm and 29 leaves, respectively; the SD did
not obtain significantly results during the applications. It was concluded that the application
D2 is more economical, using 5.0 g L, to be distributed in an area of 655 L ha' proportion.
KEYWORDS: Alphis craccivora; entomology; diluted tobacco; alternative pesticide.

CALDA DO FUMO NO COMBATE DO PULGAO DURANTE O CRESCIMENTO E
DESENVOLVIMENTO DO V. unguiculata

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo identificar a dosagem e a metodologia mais
econOmica da calda do fumo para utiliza-la como pesticida alternativo e aplicar no combate
do pulgéo Alphis craccivora em plantas da espécie V. unguiculata. O ensaio foi realizado
na Fatec - Cariri, no extremo sul do Ceara, com parcelas medindo 79,0 m2, com todas as
condicbes desejaveis ao desenvolvimento da cultura, sendo avaliadas as variaveis de altura
caulinar (AC), numero de folhas (NF) e didmetro caulinar (DC). As parcelas foram submetidas
as dosagens 0 (D0): 0,0gL";D1:2,5gL";D2:50gL"e; D3: 25,0 gL', na preparacdo da
cauda de fumo. Desta forma, foi possivel verificar que a aplicagdo na proporcao de calda
diluida em agua de 5,0 g L' teve melhor resposta na AC e NF, chegando a atingir, aos 20
DAIT, 38,0 cm e 29 folhas, respectivamente; o DC n&do obteve significativamente resultados
durante as aplica¢des. Concluiu-se que a aplicagdo D2 é mais econémica, utilizando-se 5,0
g L, para ser distribuida em uma area de proporgéo 655 L ha™.
PALAVRAS-CHAVE: Alphis craccivora; entomologia; fumo diluido; pesticida alternativo.

11 INTRODUCTION

With the introduction of agriculture in the cultivation of cowpea [Vigna unguiculata (L.)
Walp.] In extensive areas, conditions favorable to the occurrence of species that could become
pests were created. During the colonization of Brazil, the aphids, native to Asia and Europe,
arrived along with the caravels, finding an environment and climate favorable for proliferation,
free of their natural enemies, in bean crops, factors that allowed the aphids population
explosion, besides species of sporadic occurrence (GASSEN, 1999 apud VICENTE and
RESENDE JUNIOR, 2011). These insects, considered a secondary pest in the cultivation of
beans, have become important in Brazilian family agriculture.

The tobacco that goes by the scientific name of Nicotiana tabacum and has its common
name known as tobacco is originated from South America: from the leaves the substance
called nicotine is extracted, which at first was used for therapeutic purposes, but researches
have shown that medical-therapeutic meaning of tobacco has fallen into disuse over the
decades. But, for many years it has been used in agriculture as a fungicide and the recipes
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are passed on from generation to generation (PREVIERO et al., 2010).

The tobacco recipes are normally used to control aphids, which are easily settled in
cowpea plantations in the North and Northeast, especially for farmers in Ceara, with an
average yield of irrigated cowpea from 1200 to 1950 Kg ha' (FREIRE FILHO, RIBEIRO and
BANDEIRA, 1997). But in other cases, most of small farmers do not use high technology or
seeds resistant to this pest and creole seeds that have no certainty of their characteristics.
Mainly, access to genetically modified seeds resistant to the attack of this pest (SILVA, 2016).

The deficiency of application in researches in favor of analyzing the efficiency of nicotine
is an aggravating factor, once its effectiveness and effects must still be better known for its
use to be stimulated (PREVIERO et al., 2010; SILVA et al., 2017).

The goal of this work was to identify the dosage and a more economical methodology
of tobacco working as an alternative pesticide that may be used to control the aphid Alphis
craccivora in plants of the species V. unguiculata.

2| MATERIAL AND METHODS

The work were carried out at Faculty of Technology from the Cariri (Fatec Cariri), when
the climate in this region is of the AW ‘type, characteristic of a tropical rainy climate” (Képpen
classification), with an annual average rainfall of 1033 mm (distributed in a rainy season from
January to May), average temperatures throughout the year between 75.0 ° F and 80.6 ° F,
with minimum averages of 64.4 ° F and maximum of 91.4 ° F. The area’s soil is characterized
by classification as Red Yellow Argisol (EMBRAPA, 2013).

The planting of cowpea was conducted on October 15, 2018, in clayish soil, the one which
the soil analysis can be seen in Table 1, and with plots measuring 79 m2. The experiment was
carried out with 4 mixture treatments entitled Dosage 0 (Control) DO; dosage 1 (D1), dosage 2
(D2) and; dosage 3 (D3), in the tobacco mixture preparation, after checking, during irrigation,
the rise in the presence of aphid in the plant’s body.

Chemical Features'

pH AI + 2+ 2+
Layer (H,0) P exchangeable K Ca Mg MO
m - mg dm3 cmolc dm® g kg™
0,02-0,20 5,20 2,00 0,10 0,09 0,80 0,40 3,7

'P and K extractor, Mehlich'; Organic Matter (MO).

Table 1. Result of the chemical analysis of the soil in the experimental area of Fatec Cariri.

The cycle of occurrence of the pest in the plantation lasted approximately one month
and a half from the detection of the pest until the fight against. The application of the tobacco
mixture was carried out when approximately 50% of the attacked plants, in two moments
and repeated ten days after the first, in the same proportion and method, always keeping
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the irrigation constant according to the need of the crop and the soil analysis of previously
conducted, observing if there is any occurrence of new pests during the crop cycle.

There was no precipitation during the occurrence of aphids and the applications of the
treatments, that precipitation was only accounted for in the whole cycle of 75 mm, collected by
the rain gauge, one month after the conduction of the last treatments and the data collection
of growth and development of plants.

The tobacco mixture was applied only to the parts of the branches, stems and leaves
of the bean plants, as can be seen through Figure (A, B, C and D), in equal proportions of
approximately 655 L ha', however with a mass concentration preparation different: treatment
1, 0.0 grams of chopped tobacco per liter g L (control); treatment 2, 2.5 g L'; treatment 3,
5.0g L' e;treatment 4,25.0g L.

Figure 1. Bucket with diluted mixture for application (A); Chopped tobacco and prepared to be diluted in
water (B); Manual plant sprayer (C); Application of mixture on the aphids on affected plants (D).

The experiment had three moments of sample collection: Evaluation 1 (EV1), Evaluation
2 (EV2) and Evaluation 3 (EV3), from which were determined in time from the beginning of
the application of treatments, counting in 5 days after the beginning of treatments (5 DABT),
10 DABT and 20 DABT, in other words, referring to EV1, EV2 and EV3, respectively.

The evaluations are comprised of non-destructive samples for determination of variables:
stem height (SH), stem diameter (SD) and Number of Leaves (NL). Using, respectively, for the
conduction of these evaluations a 50 cm graduated ruler (centimeter) and a manual caliper
mm (millimeter), except for the number of leaves.

The results were submitted to analysis of variance and the significant variables were
evaluated by regression analysis, at the level of 5% of error, by the Sisvar® program, in a
design model entirely randomized.
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3 | RESULTS AND DISCUSSION

The figure 2 is being represented by the behavior of stem height, in centimeters (cm), as
a function of the increasing dosages of tobacco mixture DO: 0.0 g.L" replaced by the number
1; D1: 2.5 g.L" replaced by number 2; D2: 5.0 g.L" replaced by number 3 and; D3: 25.0 g.L™
replaced by number 4, to make the understanding of the figures easier. The dosage axis also
repeated itself in the figure 3, but relating it to the number of leaves.

y (4)=-3,187x2 + 18,96x + 7,437

R2=0,874

40 -
35 -

F 1Av
30 -
25 - - m 2AV

== 3
20 T
3AV
15 4 : |
! 2 3 —_Poly. (3AV)

Figure 2. Behavior of the Stem Height (SH) assessments on the Y axis in cm, submitted to the 4 levels
of tobacco mixture, X axis.

y(4)=-1937x*+ 13 31x + 4,312
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Figure 3. Behavior of Leaf Number (LN) assessments on the Y axis, for the 4 levels of tobacco mixture
doses.
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The behavior of the stem height in relation to the tobacco mixture doses, based upon
the EV1 and EV2, demonstrated that they did not influence the growth of the plants of the
plots that received these dosages, keeping the SH values for the data of the collections of
these samples very close. On the other hand, EV3 had a different behavior, that Dosage 3
(5.0 g L") was the one that obtained the most accentuated SH mean in figure 2.

The behavior of the Number of Leaves (NL) in relation to tobacco mixture doses, based
on EV1 and EV2, demonstrated that they did not significantly influence their increase in the
plants of the plots that received these dosages, thus keeping the NL values for the data of
the collections of these samples very close even with the presence of the aphid in the plants.
On the other hand, EV3 demonstrated that D3 (5.0 g L") was the one that obtained the most
accentuated mean NL among the plants’ means of the plot that received this dosage in figure
3.

Cysne, Costa and Cleicher et al. (2014) evaluating the control efficiency exercised by
several commercial brands of neutral detergents in different concentrations, in the search
for alternative substances for dealing with black aphids in beans, concluded that the neutral
detergents studied (Brilux® (DNBR), Ypé® (DNY), Invicto® (DNI), Limpol® (DNL), Minuano®
(DNM), BioBrilho® (DNBI), Pedra 90® (DNP) and Barra® (DNBA), besides the distilled water
(witness)), concluded that they showed no adverse effects on the growth and development of
the cowpea plants attacked by the aphid.

This represents a viable alternative compared to the use of tobacco mixture, however,
the health of the operator, the plants and the environment, when tobacco is used to neutralize
the attack of this pest, becomes effective in factors like, for example, substances or residues
of the detergent in contact with the edible parts of plants that are consumed by animals and
/ or humans, which are cancerous, in the least cases, and may be able to contaminate the
environment (Os Produtos ..., 20157?).

The dosages 3 and 4 showed efficiency of 100% of aphid reduction (Alphis craccivora);
the dosage 1 responded to the attack of the pests, with the reduction in the size of the plants,
shriveled leaves and consequently reduction in the production.

41 CONCLUSION

The alternative that is closest to the reality of producers, in order to have better savings
in applications is by applying 5.0 g L™ diluting in water to be used the solution per area of 655
L ha-1 and controlling the pest after two applications during its occurrence.
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ABSTRACT: Plants used in reforestation, such as the cactus Pilosocereus gounellei
(F.A.C.Weber) Byles & Rowley subsp. gounellei, may undergo allelopathic effect of other
plants, especially weeds, such as Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze. So that the
coexistence of the species can bring consequences to the ecological succession of one of
the species. To evaluate the allelopathic action of the essential oil of M. suaveolens on the
germination of seeds of P. gounellei subsp. gounellei. The essential oil obtained from the
leaves was diluted in various concentrations (125-1000 ug/mL) and applied to the seeds of
P. gounellei subsp. gounellei, accompanied by a control group. The seeds that germinated
were counted and some variables were measured, such as percentage and germination,
Germination Speed Index and T50. It has been shown that the oil is able to delay and inhibit
the germination of P. gounellei subsp. gounellei at concentrations = 1000 ug/mL. The essential
oil of M. suaveolens is capable of retarding germination and inhibiting the germination of P.
gounellei subsp. gounellei. With that in mind, should avoid the cactus seed sowing in places
where it has a large population of M. suaveolens.

KEYWORDS: Hyptis suaveolens; Terpene; Allelochemical; Caatinga.

11 INTRODUCTION

Allelopathy is a phenomenon in which certain plant species produce substances that act
favorably or unfavorably in the development of other species (RICE, 2012). From species that
are produced have allelochemicals herbicides which are used in agriculture for the control of
weeds (SODAEIZADEH et al., 2010). However, in reforestation programs, these compounds
may be a problem, as they may delay the germination of other species (HUANG et al., 2013).
Thus, it is important to know the plants that have allelopathic action and that may interfere
in the development of plants used in reforestation, so that the cultivation of these plants in
nearby areas is avoided (BEZERRA et al., 2018).

The allelopathic action is derived from the secondary metabolisms of plants, and may
belong to the group of terpenes, phenolic compounds or nitrogen compounds (RICE, 2012).
In the case of terpenes, the main allelopathic agents, also called allelochemicals, are the
essential oils, which are complex mixtures of mono- and sesquiterpenes. These can be
released into the environment by volatilization and decomposition, in a way that affects the
surrounding vegetation (BEZERRA et al., 2017; OOTANI et al., 2017).

Among the plants of the Caatinga, a seasonally dry tropical forest in Brazil, which are
being used in reforestation, we can mention the representatives of the Cactaceae family due
to their great importance to the local fauna during the dry season, as well as the use of their
representatives in forage (GOMES et al., 2016) . One species of this family Pilosocereus
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gounellei (F.A.C.Weber) Byles & Rowley subsp. gounellei, is an endemic cactus of Brazil
popularly known as “xique-xique”, is important for fauna and is highlighted by its fruits and
flowers participating in the energy chain (GOMES et al., 2017) (Figure 1).

Figure 1 — Highlighted of mature fruit of Pilosocereus gounellei subsp. gounellei.

In the field, as well as the cactus Cereus jamacaru DC subsp. Jamacaru (BEZERRA
et al., 2018), it is observed that the species P. gounellei subsp. gounellei does not occur
frequently in the same place as some weeds of allelopathic potential. Among these species
is Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze, an herbaceous plant known as “bamburral” and
“lavender-brava” belonging to the Lamiaceae family (AFREEN et al.,, 2017; SHARMA et
al., 2019). The representatives of this species are used in folk medicine for the treatment
of several diseases, among them the treatment of respiratory diseases, this is due to the
presence of the essential oil present in the leaves of the species (BEZERRA et al., 2017;
ROQUE et al., 2010).

It has been demonstrated that the presence of M. suaveolens in an environment causes
a negative impact on the vegetation, in a way that reduces the number of species occurring in
that place, diversity, richness and uniformity (SHARMA et al., 2009; SHARMA et al., 2017). In
this way, the allelopathy of the species can contribute with this, since it presents allelopathic
action in the C. jamacaru cactus (BEZERRA et al., 2018).

Considering these aspects it is important to investigate whether the above-mentioned
annual plant may interfere with P. gounellei subsp. gounellei reforestation programs, with the
purpose of this research was to evaluate the M. suaveolens essential oil allelopathy on the
germination of P. gounellei subsp. gounellei.
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21 METHODOLOGY
2.1 Plant Material

The mature fruits of P. gounellei subsp. gounellei were collected in a preserved
Caatinga area, in the municipality of Quixelé - CE, with coordinates of Lat: -6°21’5.396 °,
Long: -839°27°1.424 * and altitude of 245 m, in the period of June 2016. The fruits were pulped
to obtain the seeds. After obtaining the seeds, they were conditioned in glass bottles until
the moment of the allelopathic tests. The material was identified by José Bezerra Weverton
Almeida pressed and deposited in the Herbarium Caririense Dardano de Andrade Lima —
HCDAL under voucher #13,623.

As for the leaves of M. suaveolens, these were collected in the morning (09:00 hrs) in
March 2015 under coordinates of Lat: -6 ° 15'43.0056 “, Long: -39 ° 16°2.5926 “ and altitude
of 193 m of altitude. Fertile branches were treated according to the collection procedures, and
later deposited in the same herbarium, under voucher #12.104.

2.2 Extraction of essential oil

The essential oil of M. suaveolens was extracted from dried leaves, submitted to
hydrodistillation in Clevenger apparatus. After collection, the leaves were crushed into small
pieces (150 g) and filled into a 1 L volumetric flask, where 2 L of distilled water was added. The
flask was coupled to the Clevenger apparatus under the heating mantle and the temperature
adjustment was carried out until the water boiled. After boiling, the 2 h time of the extraction
cycle was started. At the end of each extractive cycle, the oil contained in the apparatus
was collected with the aid of a pipette and stored in amber and refrigerated bottles. After
extraction, sodium sulphate was used to remove the aqueous phase present in the essential
oil (BEZERRA et al., 2017; MATOS, 2009).

2.3 Allelopathic activity of essential oil

The seeds of P. gounellei subsp. gounellei were first selected and immersed in 5%
hypocorite for five minutes, followed by washing under running water for the same time.
Subsequently, the essential oil was diluted in 1% Dimethylsulfoxide (DMSO) to avoid
interference with germination, and subsequently diluted in different concentrations (125 -
1000 pg/mL) to perform the allelopathic bioassays. All solutions were adjusted for pH, while
osmolality levels were determined*.

The concentrations used in this study are based on the fact that M. suaveolens has
an annual leaf fall of 3 tons of leaves per hectare, and as its oil has a yield of 0.153% of dry
weight, it will have a ratio of about 459 ug of oil per mL of soil (BEZERRA et al., 2018).

The tests were performed in quatruplicatas with 25 seeds per unit, totaling 100 seeds per
treatment. The seeds were distributed in Petri dishes lined with two sheets of germitest paper
moistened with 3 mL of distilled water. Afterwards, the plates were packed in Biochemical
Oxygen Demand (B.O.D.) chambers with 12-hour photoperiod at a constant temperature of
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30 °C (MEIADO et al., 2016). The readings were performed every 24 hours for 7 days, where
the seeds were considered as germinated when their rootlets had a size of 2 mm in length.

2.4 Variables analyzed

The percentage of germination (PG), germination speed index (GSI) according to
Maguire’s (WANG et al., 2009), and T50 were analyzed.

2.5 Statistical analysis

For the statistical analysis of the data, the mean (+ standard deviation) was used and
the GraphPadPrism 6 software was analyzed with one-way ANOVA analysis, followed by the
Tukey test (p <0.05).

31 RESULTS
3.1 Chemical physical analysis

According to table 1, the essential oil of M. suaveolens showed a higher pressure
proportional to the concentration. At 1000 pg/mL the oil had a pressure of -0.404 MPa. As for
the pH natural product presented as being basic.

Concentration (ug/mL) pH measured Adjusted pH Osmolarity (MPa)

125 9.61 6.89 -0.027
250 9.52 6.73 -0.074
500 9.25 7.18 -0.154
1000 4.68 6.87 -0.404

Table 1: Physicochemical parameters of Mesosphaerum suaveolens essential oil.

3.2 Percentage of germination

Concerning the percentage of germination of the cactus seeds under study, it is possible
to observe that at concentrations <500 pg/mL, the essential oil does not significantly affect
the germination. However, at the highest concentration used in this study, 1000 pg/mL, it was
demonstrated that there was a negative allelopathic action of the oil, since only 51.25% of
the seeds germinated, whereas in the control group 90% of the seeds had their germination
effected (Figure 2).
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Figure 2 - Percentage of seeds of P. gounellei subsp. gounellei germinated in front of the OE of M.
suaveolens. Bars with different letters differ statistically by the Tukey test at 5%.

3.3 Germination speed index (GSI) and T50

As regards the GSI, it was observed that, as well as the percentage of germination, only
the concentration of 1000 pug/mL had an influence on the germination of the seeds. While the
other concentrations did not differ statistically from the control group (Table 2). As for T, this
index uses the number of seeds germinated in the treatment. From this, it calculates the time
that 50% of these seeds took to germinate. In this way, it was demonstrated that the oil of M.

suaveolens is not able to modify the time that the seeds took to germinate.

Concentration (pg/mL) GSI T,, (days)
0 (Control) 3.76+0.31a 4.40+0.14a

125 3.86+0.30a 4.03+0.27a

250 2.90+0.88ab 4.43+0.12a

500 2.75+0.43ab 4.31+0.40a

1000 2.04+0.99b 4.64+0.59a

Means with different letters in the same column differ statistically by the Tukey test at 5%.

Table 2: Germination Speed Index (GSI) and T50 of the seeds of P. gounellei subsp. gounellei front to
the OE of M. suaveolens.

4 | DISCUSSION

The terpenes present in the leaves of M. suaveolens have a negative allelopathic
effect on the seeds of P. gounellei subsp. gounellei, this may be related to the action of the
main constituents of this oil, which was already characterized in the study by Bezerra et al
(2017). As the main constituents are B-Caryophyllene (18.57%), the sabinene (15.99%) and
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spathulenol (11.09%), in the case of the former, it is an important volatile sesquiterpene and
is also a allelochemical that influences the growth of neighboring plants (WANG et al., 2009).

The oils’ allelopathic effects may be due to the action of the major constituents or by a
synergism from all or some of the EQ’s chemical constituents (SIMOES et al., 2017). The EO’s
allelochemical mechanisms of action are varied and may have effects similar to those from
flavonoids, which may act as ion channel regulators involved in oxidative phosphorylation
or may close these channels, thus preventing ions from flowing through the cytoplasmic
membrane. In addition, when these constituents are in high concentrations in the intracellular
medium, they may hyperpolarize such membranes, altering ATP pump functioning and,
consequently, preventing germination (MARTINO et al., 2012).

In addition to the terpenes, it was shown that M. suaveolens leachates exhibit allelopathic
action, as in the study by Maiti et al (2015), which demonstrated that the leachate inhibited
the germination of Vigna radiata (L.) R. Wilczek. Among the constituents which are present in
weed species studied, there is a diterpene suaveolic acid (ISLAM et al., 2014). This diterpene
can liberate itself in the environment along with other terpenes by means of the decomposition
of its aerial parts and to cause allelopathy in other species, in a way that will affect the
structure of the environment (AFREEN et al., 2017).

Bezerra et al. (2018) demonstrated that weed oil is able to inhibit and retard the
germination at concentrations =125 pg/mL of cactus seeds of Cereus jamacaru subsp.
jamacaru, an endemic cactus of Brazil, so that the action of this weed species can bring
several damages to this taxon of great importance in the Brazilian Northeast.

51 CONCLUSION

Thus, it is evidenced that the essential oil of M. suaveolens is able to retard the
germination and inhibit the germination of the seeds of P. gounellei subsp. gounellei. With this
in mind, one should avoid sowing cactus seeds in places where there is a large population of
M. suaveolens.
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RESUMO: A relacdo do homem do campo
com a fauna do solo esta diretamente ligada
pelo uso das areas agricolas explorada por
ambos. O objetivo do presente estudo é
identificar o conhecimento tradicional de uma
comunidade rural sobre aspectos ecoldgicos de
microartrépodes de solo e do manejo do solo.
O estudo foi realizado junto a moradores da
comunidade do sitio Itans, onde foram aplicados
questionarios semiestruturados com perguntas
abertas e fechadas sobre a percepcéo e relagao
direta e indireta com os microartrépodes do solo.
A tabulacdo dos dados ocorreu com auxilio de
tabelas dinamicas na plataforma eletronica do
excel, sendo posteriormente confeccionados
gréficos para melhor discussdao dos dados. A
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pesquisa Etnoecologia no Sitio Itans mostrou o conhecimento tradicional dos moradores
sobre microartropodes do solo e sua relagao direta com esses animais. Verificou-se que
para os entrevistados a maior parte dos animais relatados prejudicam a lavoura. Com isso,
justifica-se a reacdo dos mesmos em eliminar esses animais de forma mecénica e com o
uso de produtos quimicos industrias. A visdao dos moradores em relagcdo a quantidade de
individuos e diversidade de microartropodes é que a lavoura se sobressai sobre a mata
nativa. O manejo adotado proporciona uma variacdo na composicdo e quantificacdo de
microartropodes do solo, conforme a percepcéo dos moradores entrevistados.
PALAVRAS-CHAVE: Etnologia Agricola, Conhecimento ruricola, Fauna do solo.

TRADITIONAL KNOWLEDGE OF MICROARTHROPODS IN A RURAL COMMUNITY OF
CAATINGA

ABSTRACT: The relationship of the rural man with the soil fauna is directly linked by the
use of agricultural areas explored by both. The aim of the present study is to identify the
traditional knowledge of a rural community on ecological aspects of soil microarthropods
and soil management. The study was carried out with residents of the ltans community,
where semi-structured questionnaires were applied with open and closed questions about
the perception and direct and indirect relationship with soil microarthropods. The tabulation of
the data occurred with the aid of dynamic tables in the electronic platform of excel, and later
graphs were made for better discussion of the data. The Ethnoecology research at Sitio Itans
showed the traditional knowledge of residents about soil microarthropods and their direct
relationship with these animals. It was found that, for the interviewees, most of the animals
reported damage the crop. Thus, their reaction to eliminate these animals mechanically and
with the use of chemical products in industries is justified. The residents’ view regarding
the number of individuals and the diversity of microarthropods is that the crop stands out
over the native forest. The adopted management provides a variation in the composition
and quantification of soil microarthropods, according to the perception of the interviewed
residents.

KEYWORDS: Agricultural Ethnology, Rural knowledge, Soil fauna.

11 INTRODUCAO

O relacionamento entre agricultor e fauna do solo esta diretamente ligado ao uso
da terra e seu manejo na agricultura tradicional que utiliza praticas ndo conservacionistas
de manejo do solo (FALCAOQ, 2019), influindo no conhecimento dos mesmos sobre esses
animais. Desse modo a maior parte da microfauna, mesofauna e macrofauna do solo, sédo
tidos como pragas que afetam de forma negativa as lavouras e pecuarias trazendo prejuizos
incalculaveis para as areas dos agricultores. Animais da macrofauna como formigas
e cupins estdo entre os mais rejeitados pelos produtores, pois esses grupos, em muitos
casos se alimentam das lavouras dos agricultores, enquanto que as minhocas sao tidas
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como auxiliadoras das lavouras por fazerem a aeracdo do solo através de suas galerias
(SCHIAVON et al., 2015).

Ainteracdo dos agricultores com a fauna do solo é fonte de estudo para ciéncias como
etnobiologia, etnozoologia, etnoecologia, que de forma geral tenta entender a relacédo do
homem com o meio onde ele esta inserido. Contudo, ao explorar a inter-relacdo do meio
natural, cultural, crencas e os meios sociais dos agricultores, pode-se ver que a etnoecologia
“tem um valor substancial para esclarecer as maneiras pelas quais os membros dos grupos
culturais conceituam os ecossistemas dos quais s&o dependentes paraa propriasobrevivéncia”
(ROSA & OREY, 2014). Conforme Prado e Murrieta (2015), diversas discussdes no ambito
cientifico tem buscado a “dicotomia natureza/cultura”, visando interpretar a relagdo do homem
com 0 meio ambiente.

Essa relacdo do homem do campo com a natureza, dando enfoque aos microartropodes
do solo, tem sido repassada de forma tradicional de pais para filhos no decorrer dos séculos,
junto com aformade cultivar aterra e cuidar dos animais. Contudo, com o surgimento de novas
tecnologias, manejos culturais, métodos alternativos de plantio que visam o uso sustentavel
dos recursos naturais, além de estudos que comprovam a importancia dos microartrépodes
para a qualidade do solo, tem levado algumas comunidades rurais a modificarem sua relagao
com a natureza, realizando préaticas de solos mais conservacionistas, que melhoram as
estruturas quimicas, fisicas e biolégicas do solo (TOLEDO & BARRERA-BASSOLS, 2009;
DIAS & MOTA, 2015).

A conservacgéao da biodiversidade, no caso do Bioma Caatinga, esté ligada diretamente
a forma como as populagdes locais tratam 0s recursos naturais que estdo ao seu acesso.
Essa relacdo geralmente é replicada pelos filhos ao verem seus pais interagindo com a
natureza em busca de sua sobrevivéncia (TOLEDO & BARRERA-BASSOLS, 2009). Com
isso, a Etnoecologia junto a Etnobiologia, tentam explicar os motivos que levam certas
atitudes a serem realizadas dentro das comunidades pelos moradores, que em muitos casos
prejudicam de forma direta a diversidade local. Tais agbes sao justificadas pelos costumes
e tradi¢Oes locais, que sao repassadas ao decorrer dos anos pelos moradores mais velhos,
onde estes saberes populares se perpetuam durante anos dentro da comunidade (OLIVEIRA,
2008).

Com isso, 0 objetivo do presente estudo foi identificar o conhecimento tradicional de
uma comunidade rural sobre aspectos ecoldgicos de microartropodes de solo e do manejo
do solo, além de entender a relacéo entre a percepcéao local sobre microartropodes do solo
encontrados nas areas de plantio.

21 METODOLOGIA
2.1 Local do estudo

O estudo que corresponde a observagao etnobiolégica foi realizado na comunidade
rural denominada de Sitio ltans, localizada a aproximadamente 7 km de disténcia da sede
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do municipio de Iguatu-CE (06°2134S e 39°1755W). A comunidade margeia o Rio Jaguaribe
em seu lado Sul, que durante o periodo chuvoso serve de fonte de renda pela pesca e area
de lazer com banho em seu leito. O Sitio Itans faz divisas em suas extremidades com a Vila
Cajazeiras e o Sitio Gadelha, para onde os moradores se deslocam a procura de atendimento
médico, esperar transportes de linha e fazer compras periédicas. Na comunidade residem
aproximadamente 84 familias, que retiram sua renda da agricultura, auxilios governamentais,
prestacao de servicos no comércio e/ou industria no municipio de Iguatu, ou desenvolvem
atividades remuneradas em regime formal e/ou informal no Instituto Federal de Iguatu.

O Sitio ltans tem caracteristicas geograficas de relevo plano, com solos férteis,
vegetacao nativa arbustiva e disponibilidade hidrica de facil acesso por sua proximidade ao rio
Jaguaribe. Devido a localidade dispor de tais vantagens, parte de sua extensao corresponde
a areas agricultaveis com culturas de sequeiro (milho e feijao), fruteiras (banana, coqueiro),
capineiras (espontanea e exética), e criacdo de bovinos (vacas leiteiras e gado de corte).
Existe na comunidade um parque de vaquejada e balnearios privados, uma associacéo de
moradores com aproximadamente oitenta e oito socios e uma Igreja Crista (Catolica), onde
0s moradores se relnem para expressar sua fé.

2.2 Coleta e analise dos dados

A pesquisa etnoecoldgica levou em considera¢ao o conhecimento popular e a interagao
dos moradores rurais com 0s recursos naturais utilizados nas areas de plantio, além da
relacdo direta e indireta dos produtores com a fauna do solo em suas areas de cultivo.
A abordagem descritiva quantitativa usou pesquisa in loco. Inicialmente realizou-se uma
participacédo na reuniao dos moradores da associagao para apresentar o projeto e integrar a
comunidade ao assunto estudado, além de estabelecer um dialogo junto aos moradores da
comunidade. No segundo momento a pesquisa foi feita de forma individual com um grupo
amostral de 15 agricultores, utilizando questionarios com perguntas objetivas e subjetivas
sobre a percepcéo e relagcdo dos produtores com os microartropodes do solo presentes
em suas areas. A todos os entrevistados foi apresentado o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido - TCLE de que trata a resolucéao 466/2012, garantindo sigilo a identidade dos
participantes.

3 1 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Conhecimento dos moradores do sitio Itans sobre microartropodes do solo

A entrevista buscou registrar o conhecimento que os moradores tinham sobre animais
do solo, bem como, entender quais as relacdes que estes exercem com 0s microartropodes.
Dessaforma, foi possivel verificar ainteragdo que os agricultores exercemtanto na comunidade
como em suas lavouras. Ao quantificar as espécies de animais conhecidas pelos moradores
(Figura 1), notou-se que ha uma variagcado, em que uns citaram diversas espécies, enquanto
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outros foram mais sucintos ao responder. Nota-se que apenas um morador (E10) abrangeu
de forma mais elaborada a sua resposta, sendo os demais mais simplorios em suas falas.

EO1

EQ2 m———

EQ03 I

EQd s

EQOS —

EO6 me—

EO7

EDE I
EDS

11 ()
Ell e

El12 m——

E13 mees

El14 memm

E15 s

Entrevistados

Quantidade de animais citados

FIGURA 1: Quantidade de espécies citadas pelos moradores da comunidade Sitio Itans, Iguatu-CE.

Contudo, as experiéncias vividas pelos agricultores em suas areas, mesmo com todas
as dificuldades, proporcionaram um conhecimento empirico das mais diversas espécies de
animais e vegetais presentes na comunidade, mas tal conhecimento vai sendo adquirido
no decorrer dos anos que eles vao convivendo com essa biodiversidade. A quantificagcao
desse conhecimento pode variar entres as pessoas, isso pode ser visto nos resultados da
(Figura 1), o que pode estar também relacionado ao periodo de tempo que 0 mesmo reside
na comunidade e/ou a sua atuacgéo profissional.

As informac6es fornecidas pelos moradores sobre os animais nocivos e benéficos ao
solo dentre os que eles conheciam, demonstram que as formigas e as minhocas, seguidas
das aranhas e abelhas sao considerados os que mais trazem beneficios ao solo (Figura 2).
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FIGURA 2: Animais que beneficiam o solo das lavouras segundo os moradores da comunidade ltans,
Iguatu-CE.

A visdo dos agricultores sobre os animais presentes no solo de suas lavouras é
bastante irregular, pois ha quem acredite que esses animais ndo tém uma funcéo ecoldgica
para o equilibrio da biodiversidade e que eles so6 trardo prejuizos ao solo e as plantagdes.
Contudo, podemos encontrar produtores que defendem que alguns animais trazem beneficios
relevantes as estruturas fisicas, quimicas e biolégicas do solo, além de auxiliarem na maior
producao agricola (WINK et al., 2005).

No entanto ha outros animais citados como néo benéficos (Figura 3). Ao analisar as
Figuras 2 e 3, vale salientar que houve algumas controvérsias sobre as funcdes ecoldgicas
desses animais no solo, nota-se que para os entrevistados, ha um namero maior de animais
que prejudicam o solo, podendo ser explicado pelo fato dos mesmos, apenas notarem que
alguns animais sao tidos como pragas das lavouras no periodo do plantio.
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FIGURA 3: Animais que prejudicam o solo na area de plantio segundo os moradores da comunidade
Itans, Iguatu/ CE.

A lista de animais citados como prejudiciais ao solo é maior que a de animais que
auxiliam. Nota-se que para alguns, a formiga tanto ajuda como pode danificar o solo
(Figura 3), sendo a lagarta o animal que mais prejudica o solo, onde dos 15 pesquisados,
oito pessoas acreditam que a mesma nao traz beneficios ao solo. Animais como grilos e
gafanhotos, geralmente conhecidos pelas pessoas que vivem nas comunidades rurais por
atrapalharem a roca, também foram citados pelos entrevistados. Resultados semelhantes
foram encontrados em trabalhos realizados com o cultivo de berinjela, onde grilos atacaram
a plantacao e néao foi possivel manter o controle desses individuos (JUNQUEIRA, 2013).

Outra pergunta feita aos moradores foi com relagdo aos animais que 0s mesmos
conseguiam observar nas lavouras. Entre os animais citados, grande parte s&o dos grupos
dos insetos e aracnideos e até animais vertebrados como cobra. A ordem dos coledpteros
foi a mais citada, onde maior parte dos entrevistados relatou ja ter visto besouros nas
areas de cultivo, seguidos das lacraias que pertencem a ordem Scolopendromorpha e as
caranguejeiras da ordem araneae. Entretanto, varios outros animais também foram citados,
como a mosca, formiga, barata, etc. (FIGURA 4).
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FIGURA 4: Animais vistos na lavoura conforme os moradores da comunidade Itans, Iguatu/CE

A lagarta € considerada a principal praga na comunidade pelo fato desta se alimentar
das culturas de sequeiro (milho e feijdo) que os agricultores cultivam em suas lavouras no
inicio do inverno, periodo que algumas espécies de borboletas e mariposas pdem seus
ovos. Enquanto que a minhoca € conhecida por auxiliar o solo fazendo degradacédo da
matéria organica, a liberagdo dos nutrientes e adubagédo (AQUINO, 1992; HENDRIX et al.,
2006; SANTOS, 2016) Contudo, percebe-se que ao responderem quais animais podem ser
vistos nas lavouras, um numero maior de pessoas respondeu que foi o besouro (Figura
4), esse resultado pode estar ligado ao fato que muitas pessoas relacionam a imagem de
muitos insetos vistos no solo com a ordem dos coledpteros. A classificacdo de animais de
grupos distintos a um mesmo grupo taxonémico por moradores da comunidade rurais é
bastante comum, como o agrupamento de animais como crustaceos terrestres, oligoquetas
e aracnideos ao grupo de insetos (SOUZA, 2007), o agrupamento desses animais a uma
mesma categoria zoolbégica pode estar interligada a cultura e conhecimento tradicional da
populacéo local.

A reacdo dos pesquisados ao verem 0s animais no solo varia entre 0s mesmos, sendo
que a principal reacdo é a de elimina-los, para que os mesmos nao prejudiquem a lavoura
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conforme relatado (Figura 5). Dentre as principais maneiras de eliminar esses animais, 0s
mesmos comentaram que o fazem com veneno ou mecanicamente com objetos presentes
nas lavouras como pedra, paus e/ou calgados. Dependendo dos animais vistos nas areas,
alguns pesquisados relataram que nao matam, pois 0s mesmos nao trazem danos a lavoura,
ou relataram ainda, que estes tém o direito de viver.

12 83%
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FIGURA 5: Reagéo dos moradores da comunidade ltans, Iguatu/CE ao encontrarem animais do solo
nas lavouras.

Procurando avaliar a percep¢cdo da comunidade sobre conservagdo da natureza, foi
questionado aos moradores quais animais do solo 0s mesmos conseguiam observar na
mata antes de ser brocada. Os entrevistados relataram ter visto diversos animais, entre eles,
animais vertebrados e invertebrados. Dos 18 animais relatados verifica-se que a lagarta,
abelha, cobra e formigas, foram os mais observados (Figura 6). Nota-se também que os
entrevistados disseram ter visto outros animais ao adentrar a mata, tendo em vista que
muitos desses animais relatados n&o s&o animais que vivem no solo.
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FIGURA 6: Animais observados pelos moradores da comunidade Itans, Iguatu/CE em area de mata
conservada.

Em areas de Caatinga com mata preservada, encontramos uma grande biodiversidade
de organismos vivos que interagem entre si e fazem sucessdes ecolodgicas que garantem a
sobrevivéncia da comunidade biologica e o equilibrio dos grupos de individuos que compdem
tal comunidade. Em areas de Caatinga antropizada a biodiversidade local é reduzida tornando
o equilibrio da comunidade local mais vulneradvel a mudancas periddicas (NUNES et al.,
2009).

Correlacionando com a pergunta acima que tratava sobre a reacao dos entrevistados ao
se depararem com estes animais e investigando se utilizavam algum tipo de produto quimico
industrial ou natural para combater esses animais, cerca de 73% (11) dos entrevistados
relataram que ao verem esses animais na lavoura, fazem uso de produtos quimicos industriais
(inseticidas e pesticidas) para elimina-los (Figura 7). Segundo Costa-Neto, (1999) citado por
Jorge et al. (2014), os sentimentos de aversao e fobia a alguns tipos de animais, entre eles
0s insetos, levam pessoas a terem reacgdes instantdneas de mata-los. Contudo, houve um
entrevistado que relatou preservar esses animais em sua lavoura, pois acredita que toda
biodiversidade tem o direito de viver, além de receber ajuda desses animais na fertilidade do
solo.
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FIGURA 7: Utilizagdo de produtos quimicos no controle de pragas da lavoura.

Observou-se com os resultados que quase em sua totalidade as pessoas pesquisadas
demonstraram utilizar veneno para combater os animais que eles disseram atrapalhar as
lavouras (Figura 7). Para isso, o veneno utilizado por todos na lavoura sdo os quimicos
industriais, que 0s mesmos compram nas casas agrondmicas presentes no municipio.

Assim como na floresta, diversos animais puderam ser vistos apds a primeira broca
da vegetacao para implantacao de culturas agricolas e formacao de pasto forrageiro para
os animais (Figura 8). Muitos dos animais e vegetais antes vistos na floresta ndo compdem
mais a biodiversidade das areas que foram desmatadas e introduzidas novas espécies de
vegetais.
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FIGURA 8: Animais observados pelos entrevistados na broca da mata.
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Ao serem perguntados sobre quais animais foram vistos na area apds a broca da mata,
0S mesmos relataram observarem algumas espécies de animais, dentre eles o escorpiéo,
formiga, lacraia, como pode ver observado na (Figura 8). Verificou-se também que a maior
parte deles relataram ndo saber e/ou nunca ter brocado a floresta, levando aos mesmos a
nao relatarem quais animais eles poderiam ver apds a broca da mata.

Ao compararmos a diversidade de animais observada pelos agricultores na mata
preservada e aos vistos na area de lavoura apds a primeira broca, (Figura 6 e 8), percebermos
uma reduc&o no numero desses animais descritos. Percebe-se que com a retirada da mata,
a diversidade de animais torna-se mais imperceptivel, predominando um grupo maior de
espécies mais adaptadas ao local modificado. Cérdova et al. (2009), verificou mudangas nas
guantidades de espécies e volume de individuos da mesma espécie em locais de vegetacao
nativa e floresta de Pinus sp., de modo que pode ser verificado uma reducao de espécies em
locais de monocultura.

A percepgcao dos pesquisados sobre a quantidade de animais do solo que podem
ser vistos, em relacdo aos observados na mata nativa, demonstra que a maior parte dos
entrevistados observou que atualmente existe uma quantidade maior de animais na lavoura
em relacdo a mesma area quando era mata nativa (Figura 9). Tal fato foi comentado por 80%
das pessoas pesquisadas que justificaram verem mais pragas nas lavouras ao decorrer dos
anos.

BO%

[ &]
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FIGURA 9: Percepgao dos moradores da comunidade Itans, Iguatu/CE sobre a quantidade atual de
animais.

A variedade de animais existentes nos dias atuais nas lavouras quando comparado a
area no periodo que era mata nativa, foi outro ponto pesquisado junto aos moradores.
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FIGURA 10: Percepcao dos entrevistados sobre a diversidade de animais na lavoura nos dias atuais.

Conforme pode ser visto na Figura 10, maior parte dos entrevistados acreditam que
atualmente existe uma diversidade maior de animais do solo nas lavouras quando comparado
o periodo que na area era ocupada pela mata. E apenas 20% deles (3 pessoas) relataram
acreditar que a variedade de animais nas areas atuais de lavouras € menor que no periodo
gue a area possuia mata nativa.

O aumento periddico de herbivoria e predacao das culturas comerciais faz com que
os moradores de comunidades rurais acreditem que haja um numero maior de animais nas
areas de plantio, em relacéo as areas de Caatinga preservada. Essa percepcao pode estar
ligada a quantidade de individuos que podem ser vistos e dizimam as areas antropizadas,
utilizadas para o plantio de culturas comerciais. Nas (Figuras 9 e 10) mostra-se a visao dos
moradores sobre a quantidade e diversidade de animais na atualidade. Nota-se que para
a maior parte dos entrevistados, cerca de 80% (13), ha uma quantidade maior de bichos
nas lavouras nos dias atuais que em areas preservada na Caatinga, entretanto, quando
tratamos da diversidade de animais na atualidade, percebemos que cerca de 80% dos
moradores também acreditam que a diversidade é maior nas lavouras que na mata. As
interacbes ecologicas de predacéo e herbivoria nas lavouras por diversos animais (tidos
como pragas) muitas vezes desconhecidos pelos moradores levam os mesmos a acreditar
gue ha superioridade no numero de espécies nas lavouras e que 0s animais das matas estéo
sendo totalmente extintos pela degradacéo da mata e uso excessivo de agroquimicos que
estédo dizimando os animais da mata como foi relatado pela moradora. Tal fato pode estar
ligado a mudanca na composi¢do quimica causada pelos agrotdxicos (organoclorados) no
solo aliado a temperatura externa que provocam toxicidade em espécies de microartropodes
(JEGEDE et al.,2017 citado por LOPES E ALBUQUERQUE, 2018).

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 8




41 CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento dos moradores da comunidade Itans sobre microartrépodes do solo
esta ligado a cultura, costumes e tradicbes que lhe foram repassados e adquiridos na
localidade. O manejo adotado proporciona uma variagao na composicao e quantificagcao de
microartropodes do solo, conforme a percepcédo dos moradores pesquisados. A visdo dos
moradores do Sitio ltans sobre os microartropodes do solo revela o pouco conhecimento
sobre 0s mesmos.

O conhecimento empirico trazido por comunidades tradicionais sobre os animais
que estao presentes no solo e que contribuem para a agricultura precisa ser registrado
e compreendido, para que se pense em técnicas de conservagao, uma vez que, 0S
microartropodes possuem um importante papel na manutencdo e conservacao das
propriedades edaficas que podem contribuir para o melhoramento das plantagbes dos
pequenos agricultores. Nesse sentido, as relagbes etnoecolégicas com microartropodes
precisam ser abordadas em mais pesquisas académicas, € assim estudos mais robustos
s&o recomendados.
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RESUMO: Malassezia pachydermatis € uma
levedura polimorfica que faz parte da microbiota
de pele e mucosa e é frequente causadora de

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4

OLEOS ESSENCIAIS

infeccdes do canal auditivo de cées e gatos. A
patogenia da Malassezia sp. esta relacionada
com o sistema imune do hospedeiro e aos
fatores de viruléncia do fungo. A emergéncia
de linhagens de M. pachydermatis resistentes
aos antifungicos comerciais resulta na busca
de novas alternativas terapéuticas. Os 6leos
essenciais sao compostos aromaticos volateis
altamente concentrados, que sao extraidos
de plantas e possuem grande diversidade
de atividades como, entre outros, a acéo
antibacteriana e antifungica. Assim, o objetivo
deste estudo foi isolar e identificar, por método
molecular, isolados clinicos de M. pachydermatis
do ouvido externo de gatos e caes domeésticos
avaliar a susceptibilidade
comerciais cetoconazol,

com otite e
aos antifungicos
miconazol, itraconazol e posaconazol, e a
atividade antifangica dos Oleos essenciais
de Alecrim pimenta, Cravo-da-india, Menta,
Tomilho branco, Manjericao, Alecrim e Limao-
Tahiti. Adicionalmente, a toxicidade dos 6leos
essenciais foi avaliada no modedo invertebrado
Galleria mellonella. Um total de 28 cepas de M.
pachydermatis foram isoladas e identificadas
pelo sequenciamento da regidao Internal
Transcribed Spacer (ITS) do DNA ribossomal.
O teste de atividade antifungica revelou
que cetoconazol, miconazol e posaconazol
apresentaram baixa concentracdo inibitoria
minima (CIM) para os isolados clinicos de M.
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pachydermatis. Entretanto, alguns isolados clinicos apresentam alta CIM de miconazol (16
pg ml) e cetoconazol (4 ug ml). Os éleos essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-india,
Menta e Tomilho Branco apresentaram alta atividade antifungica contra os isolados clinicos
do fungo patogénico M. pachydermatis e baixa toxicidade a G. mellonella. Embora ensaios
adicionais sejam necessarios para a aplicacdo desses 0Oleos essenciais no tratamento
de infeccbes causadas por M. pachydermatis, a eficacia antifungica e a baixa toxicidade
mostram um uso promissor desses Oleos essenciais no tratamento de infecgcbes fungicas.
PALAVRAS-CHAVE: Malassezia pachydermatis, antifungicos comerciais, 6leos essenciais,
toxicidade, Galleria mellonella.

MALASSEZIA PACHYDERMATIS ISOLATED FROM DOGS AND CATS WITH OTITIS
EXTERNA: MOLECULAR IDENTIFICATION AND ESSENTIAL OILS SUSCEPTIBILITY

ABSTRACT: Malassezia pachydermatis is a polymorphic yeast that is part of the skin and
mucosa microbiota and a frequent infection-causing agent of ear canal and skin of dogs and
cats. Malassezia sp. pathogenesis in lesions is related with the host immune system as well
as the fungus virulence factors. The emergence of M. pachydermatis resistant strains to
commercial antifungal results in the search for new therapeutic alternatives. Essential oils are
highly concentrated volatile aromatic compounds that are extracted from plants and have a
wide range of activities such as, among others, antibacterial and antifungal effect. In addition,
the toxicity of essential oils was evaluated in the invertebrate moleria Galleria mellonella.
A total of 28 strains of M. pachydermatis were isolated and identified by the sequencing of
the Internal Transcribed Spacer - ITS region of the ribosomal DNA. The antifungal activity
test revealed that ketoconazole, miconazole and posaconazole showed low MICs for the
clinical isolates of M. pachydermatis. However, some clinical isolates have a high MIC of
miconazole (16 pyg ml') and ketoconazole (4 pg ml'). The essential oils of Rosemary Pepper,
Clove, Mint and White Thyme showed high antifungal activity against clinical isolates of the
pathogenic fungus M. pachydermatis and low toxicity to G. mellonella. Although additional
tests are necessary for the application of these essential oils in the treatment of infections
caused by M. pachydermatis, the antifungal effectiveness and low toxicity shows a promising
use of these essential oils in the treatment of fungal infection.

KEYWORDS: Malassezia pachydermatis, commercial antifungals, essential oils, toxicity,
Galleria mellonella.

11 INTRODUCAO

Malassezia pachydermatis pertence a um grupo de fungos leveduriformes e lipofilicos
que coloniza a pele e mucosa de mamiferos, incluindo gatos e caes saudaveis, sendo a
principal espécie fungica isolada do canal auditivo de caes saudaveis e com otite (Guého-
Kellerman et al., 2010, Forster et al., 2018). Embora M. pachydermatis seja prevalente
em caes, as espécies mais isoladas de gatos inclui principalmente M. nana, seguido de
M. sympodialis, M. globosa, M. furfur e M. slooffiae (Bond et al., 2020). A patogenia da
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Malassezia sp. nas lesdes esta relacionada com o sistema imune do hospedeiro bem como
aos fatores de viruléncia do fungo, nos quais compde o grupo de enzimas esterase, lipase,
fosfatase acida, lipoxigenase, protease e fosfolipase. Assim, a ocorréncia de otite canina e
felina esta relacionada com o processo inflamatério associado com a elevagao da populacéo
de M. pachydermatis (Scott et al., 2013). Esta condicéo dificulta o gerenciamento da doenca,
e 0 sucesso do tratamento depende do controle do crescimento excessivo de leveduras
e 0 concomitante crescimento de bactérias, com tratamentos antimicrobianos tépicos ou
sistémicos, além da identificacdo e correcao de possiveis fatores predisponentes (Bond et
al., 2020).

As opcbes de tratamento de otite causada por M. pachydermatis em caes e gatos
domésticos incluem a terapia sistémica e principalmente a terapia tépica, com diversos
antifngicos comerciais em associacdo com antibacterianos. Os derivados azdlicos
cetoconazol, miconazol e itraconazol sdo os mais utilizados, além da terbinafina e
tiabendazole (Negre et al.,, 2009). Os procedimentos de referéncia para o teste in vitro
de susceptibilidade de M. pachydermatis aos antifungicos néo estao disponiveis. Apesar
disso, estudos de susceptibilidade in vitro mostram que linhagens de M. pachydermatis
potencialmente resistentes aos antifungicos terbinafina (Rougier et al., 2007) nistatina e
derivados azoélicos (Jesus et al. 2011, Angileri et al., 2019) estdo sendo isoladas de caes. A
ocorréncia de resisténcia aos antifingicos leva a insuficiéncia de tratamento antimicrobiano.
Assim, existe uma forte necessidade de um desenvolvimento de novos medicamentos para
a cura de infeccbes provocadas por espécies fungicas resistentes e multirresistentes.

Os Oleos essenciais sdao compostos aromaticos volateis (p. ex terpenos e
fenilpropandides) altamente concentrados extraidos de plantas; possuem grande diversidade
de atividades ja descritas na literatura como, entre outros, efeito antibacteriano e antifungico
(Angioni et al., 2004, Manion and Widder, 2017; Bismark et al., 2019). A atividade antifingica
dos 6leos essenciais ocorre por diferentes mecanismos, que podem ser o rompimento da
membrana celular, a inibicdo da atividade da mitocondria, além de inibicdo da formacgéo do
biofilme (Nazzaro et al., 2017). Existem diversos estudos mostrando a atividade in vitro de
Oleos essenciais contra espécies do género Malassezia. Estudos realizados com Malassezia
sp. demostraram que o Oleo essencial de Zataria multiflora (Avishan ou Zatar) e Thymus
kotschyanus (Tomilho) apresentaram fortes propriedades antifUngicas contra a levedura
(Khosravi et al., 2016); em outro, o tratamento realizado com uma mistura de 6leos essenciais
pode limitar as recaidas fungicas em comparagéo com o tratamento convencional (Nardoni
et al., 2014). Poucos trabalhos mostram a atividade antifungica dos Oleos essenciais contra
M. pachysermatis. Entre eles, é mostrado que o 6leo essencial de orégano e tomilho e seus
principais componentes fendlicos (carvacrol, timol) foram fungicidas contra M. pachydermatis
(Sim et al., 2019). A interacdo sinérgica também foi estudada entre componentes de Oleo
essencial e azbis ou nistatina contra M. pachydermatis. Entre eles foi testado o clotrimazol
e Oleos essenciais de Melaleuca alternifolia (Tea Tree), Mentha piperita (Hortela Pimenta)
e Origanum vulgare (Orégano) (Bohmova et al., 2019), e a combinacdo dos antifingicos
comerciais miconazol e/ou nistatina com os componentes fendlicos carvacrol ou timol
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(Schlemmer et al., 2019) que foram eficazes contra M. pachydermatis.

O objetivo deste trabalho foi identificar isolados clinicos de M. pachydermatis de
ouvido externo de gatos e caes domésticos com otite por ferramenta molecular e avaliar
a susceptibilidade aos antifUngicos comerciais cetoconazol, miconazol, itraconazol e
posaconazol e a atividade antifingica dos 6leos essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-
india, Menta, Tomilho branco, Manjericao, Alecrim e Limao-Tabhiti.

2 | MATERIAL E METODOS
2.1 Isolamento e identificacdo molecular dos isolados clinicos de M. pachydermatis

Isolados clinicos de M. pachydermatis foram selecionados a partir de amostras de
secrecao de ouvido de caes e gatos com otite. As secrecdes foram cultivadas em agar
Sabouraud Dextrose (Oxford), enriquecidas com azeite de oliva 1,0% (v/v), tween 80
0,1% (v/v) e incubadas a 37°C por 48 horas. As colbnias isoladas foram selecionadas e as
leveduras conservadas em meio de cultura Caldo Sabouraud Dextrose acrescido de glicerol
(Sigma-Aldrich) 30% (v/v) em freezer -80°C, para as futuras analises. Todo o estudo foi
realizado com a aprovagdo pela Comissdo de Etica no uso de Animais da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (CEUA FCFRP-
USP), sendo registrado em 24/11/2016 sob o n°® 16.1.930.60.9 em novembro/2016.

Os isolados clinicos foram identificados por método molecular. Para isso, as leveduras
foram cultivadas em meio de cultura Sabouraud Dextrose em caldo enriquecido com azeite
de oliva 1,0% (v/v), tween 80 0,1% (v/v) e incubadas a 37°C por 72 horas. As leveduras
foram ressuspensas em tampédo de extracao (Tris-HCI 200 mM, pH 8,5, NaCl 250 mM,
EDTA 25 mM, SDS 0,5% (p/v)) e rompidas pela adicdo de pérolas de vidro (Sigma-Aldrich),
fenol:cloroférmio (1:1) e agitacdo mecanica. Apds centrifugacao a 13000 g por 10 minutos,
o DNA foi precipitado do sobrenadante pela adicao de igual volume de isopropanol. Apds
nova centrifugacdo a 13000 g por 10 minutos, o DNA genémico foi eluido em agua livre
de Rnase (Promega). A regiao Internal Transcribed Spacer - ITS do DNA ribossomal foi
amplificada por PCR com os primers ITS1 (5’ - TCCGTAGGTGAACCTGCGG -3) e ITS4 (5
— TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’) (White et al., 1990), utilizando a enzima Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific), de acordo com normas do fabricante.
Cada sequéncia gerada foi analisada no programa ChromasPro (Technelysium Pty Ltd,
Australia) e comparada com sequéncias depositadas no banco de dados no GenBank,
utilizando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

2.2 Os antifungicos e os 6leos essenciais

Os antifungicos e respectivas concentracdes testadas neste trabalho foram
Cetoconazol (Pfizer) 0,03 a 16 ug mL™", ltraconazol (Merck Sharp & Dohme) 0,03 a 16 ug mL-
1, Miconazol (Sigma-Aldrich) 0,03 a 16 ug mL" e Posaconazol (Sigma-Aldrich) 0,0019 a 1 ug
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mL. Os 6leos essenciais foram Alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.) (Pronat) 0,0039%
a 2% (v/v), Cravo-da-india (Syzygium aromaticum) (CEPLAC) 0,0039% a 2% (v/v), Menta
(Mentha sp.) (Lapiendrius) 0,0039% a 2% (v/v), Tomilho branco (Thymus vulgaris) (Destilaria
Bauru) 0,0039% a 2% (v/v), Manjericao (Ocimum basilicum) (Destilaria Bauru) 0,0058% a
3% (v/v), Alecrim (Rosmarinus officinalis) (Destilaria Bauru) 0,0058% a 3% (v/v), Limao-Tahiti
(Citrus aurantifolia) (Citrosuco) 0,0058% a 3% (v/v). Os antifingicos e 6leos essenciais foram
diluidos em 1% (v/v) de Dimetil sulféxido (DMSO).

2.3 Teste de susceptibilidade in vitro

Os testes de susceptibilidade aos antifungicos e Oleos essenciais foram realizado
de acordo com as recomendacgdes do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI),
protocolo M27-A3 (CLSI, 2008), com modificagcdes. As leveduras foram inoculadas em
agar Sabouraud Dextrose (Oxford) enriquecido com azeite de oliva 1,0% (v/v) e tween
80 0,1% (v/v) e incubadas a 37°C por 48 horas. As suspensdes das leveduras foram
ajustadas a 5 x 104 células mL' em meio de cultura RPMI-1640 tamponado com MOPS
(acido 3-(N-morfolino) propano sulfénico) 0,165 mol L' pH 7,0 acrescido de meio de cultura
para Malassezia (dextrose 1,8% (p/v), peptona bacterioldégica 1% (p/v), glicerol 1% (v/v),
tween 80 0,05% (v/v)) (Rincdn et al., 2006). As linhagens controle do experimento foram
Aspergillus flavus ATCC®204304™ e Candida parapsilosis ATCC®22019™. Os testes de
susceptibilidade nas placas de microdiluicao em caldo foram incubados a 37°C com leitura
visual das linhagens controle em 48 horas e dos isolados clinicos de M. pachydermatis em
72 horas de incubacgéo. Os resultados foram expressos relatando a concentragao inibitoria
minima (CIM), que € a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento fangico e, além
disso, pela média geométrica (MG-CIM), que indica a tendéncia central dos valores de CIM
obtidos para cada antifungico e 6leo essencial.

2.4 Teste de toxicidade dos 6leos essenciais em Galleria mellonella

A toxicidade dos Oleos essenciais foi avaliada pelo modelo invertebrado alternativo de
toxicidade Galleria mellonella, de acordo com Paziani et al. (2019), com modificagdes. Grupos
de 5 larvas no sexto instar de desenvolvimento e pesando 200 + 50 mg foram inoculadas
com 5 pL de 6leos essenciais, utilizando micro seringa de Hamilton modelo 7000.5KH de
10 uL. Os éleos essenciais foram diluidos em PBS1X acrescido de 0,05% (v/v) de Tween
80, nas seguintes concentragdes finais: Alecrim pimenta 0,007%, 0,014% e 0,028%; Cravo
-da-india 0,042%, 0,084% e 0,168%; Menta 0,020%, 0,040% e 0,080%; Tomilho branco
0,025%, 0,050% e 0,100%; Manjericdo 0,217%, 0,434% e 0,868%; Alecrim 0,104, 0,209%
e 0,419%; Limao-Tahiti 0,461%, 0,922% e 1,84%. O controle do experimento foram larvas
inoculadas com PBS1X acrescido de 0,05% (v/v) de Tween 80. ApOs a inoculacéo, as larvas
permaneceram em temperatura de 37°C, totalmente privadas de racao e iluminagao direta.
Durante o tempo experimental, foi realizada a limpeza a cada 12 h para a retirada da pré-
pupa de todas as larvas, para retardar o processo de metamorfose do inseto. Foram feitas
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avaliagcbes da sobrevivéncia das larvas a cada 24 h, durante 10 dias.

2.5 Analise estatistica

Para o teste de toxicidade adotou-se 0 método estatistico Long-rank (Mantel-Cox)
com a finalidade de avaliar a significancia das diferencas entre as curvas de sobrevivéncia.
Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados significativos e o resultado foi
considerado estatisticamente diferente. Todas as analises foram feitas utilizando o programa
GraphpadPrism (v 7.0; Graphpad Software, La Jolla, CA, USA).

31 RESULTADOS
3.1 Animais domésticos, isolados clinicos e a identificacao molecular

Este estudo analisou isolados clinicos fungicos de canal auditivo externo de 15 gatos
e caes domésticos com otite, sendo 8 gatos domésticos (Felis catus) e 7 caes domésticos
(Canis lupus familiaris). Entre os gatos havia dois machos e 6 fémeas e entre os céaes
havia 4 machos, duas fémeas e um cao com género nao identificado. Entre os 28 isolados
clinicos estudados neste trabalho, 14 foram isolados de gatos e 17 isolados de caes, nos
meses outubro e novembro de 2016 (tabela 1). A identificacdo dos isolados clinicos foi pelo
sequenciamento da regiao ITS do DNA ribossomal, o qual revelou que 100% dos isolados
clinicos sdo Malassezia pachydermatis (tabela 2).

ID animal Espécie Raca G IDisolado clinico Data de coleta Sitio coleta
01 Felis catus Persa M LMC 7001.01 Out 2016 oD
LMC 7001.02 Out 2016 OE
02 Felis catus SRD M LMC 7002.01 Out 2016 oD
LMC 7002.02 Out 2016 OE
03 Felis catus Persa F LMC 7003.01 Out 2016 oD
LMC 7003.02 Out 2016 OE
04 Felis catus SRD F LMC 7004.01 Out 2016 oD
LMC 7004.02 Out 2016 OE
05 Felis catus Persa F LMC 7005.02 Out 2016 OE
LMC 7005.04 Out 2016 OE
06 Felis catus Persa F LMC 7006.02 Out 2016 OE
07 Felis catus Exético F LMC 7007.01 Out 2016 oD
LMC 7007.02 Out 2016 OE
08 Canis lupus familiaris SRD M LMC 7008.01 Nov 2016 oD
LMC 7008.02 Nov 2016 OE
09 Felis catus Exotico F LMC 7009.02 Out 2016 OE
10 Canis lupus familiaris Maltes F LMC 7010.01 Nov 2016 oD
LMC 7010.02 Nov 2016 OE
11 Canis lupus familiaris Buldogue M LMC 7011.01 Nov 2016 oD
LMC 7011.02 Nov 2016 OE
12 Canis lupus familiaris Shih-tzu M LMC 7012.01 Nov 2016 oD
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35 Canis lupus familiaris
36 Canis lupus familiaris
37 Canis lupus familiaris

Tabela 1: Animais e isolados clinicos de M. pachydermatis deste trabalho. ID, identificacédo; Felis catus,

SRD -
SRD M
SRD F

LMC 7012.02
LMC 7035.01
LMC 7035.02
LMC 7036.01
LMC 7036.02
LMC 7037.01
LMC 7037.02

Nov 2016
Nov 2016
Nov 2016
Nov 2016
Nov 2016
Nov 2016
Nov 2016

OE
oD
OE
oD
OE
oD
OE

gato doméstico; Canis lupus familiaris, cao doméstico; SRD, sem racga definida; G, género do animal;

M, macho; F, fémea; OD, orelha direita; OE, orelha esquerda; -, nao informado.

IsQIefdo GenBank Identificacao Max E Identidade ID

Clinico molecular Score value (%) GenBank
LMC7001.01 KY104148.1 M. pachydermatis ~ 1153 0,0 99,7 MT248902
LMC7001.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1003 0,0 99,3 MT248903
LMC7002.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1184 0,0 99,7 MT248904
LMC7002.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1247 0,0 99,7 MT248905
LMC7003.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248906
LMC7003.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248907
LMC7004.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1171 0,0 99,4 MT248908
LMC7004.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248909
LMC7005.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1216 0,0 99,7 MT248910
LMC7005.04 KY104148.1 M. pachydermatis 1099 0,0 98,6 MT248911
LMC7006.02 KY104148.1 M. pachydermatis 974 0,0 98,9 MT248912
LMC7007.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1216 0,0 99,7 MT248913
LMC7007.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1210 0,0 99,7 MT248914
LMC7008.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1221 0,0 99,6 MT248915
LMC7008.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1107 0,0 98,3 MT248916
LMC7009.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1203 0,0 99,7 MT248917
LMC7010.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1166 0,0 99,9 MT248918
LMC7010.02 FJ545240.1 M. pachydermatis 1173 0,0 100 MT248919
LMC7011.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1210 0,0 100 MT248920
LMC7011.02 FJ545240.1 M. pachydermatis 1192 0,0 100 MT248921
LMC7012.01 KY104148.1 M. pachydermatis 1232 0,0 99 MT248922
LMC7012.02 KY104148.1 M. pachydermatis 1186 0,0 99,4 MT248923
LMC7035.01 KY104153.1 M. pachydermatis 1079 0,0 99,7 MT248924
LMC7035.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1074 0,0 99,4 MT248925
LMC7036.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1243 0,0 100 MT248926
LMC7036.02 KY104153.1 M. pachydermatis 1085 0,0 98,7 MT248927
LMC7037.01 FJ545240.1 M. pachydermatis 1238 0,0 99,9 MT248928
LMC7037.02 FJ545240.1 M. pachydermatis 1243 0,0 100 MT248929

Tabela 2: Identificagdo molecular dos isolados clinicos M. pachydermatis pelo sequenciamento da
regido ITS do DNA ribossomal.

3.2 Susceptibilidade in vitro dos isolados clinicos de M. pachydermatis aos
antifungicos e 6leos essenciais

Os 28 isolados clinicos de M. pachydermatis foram testados quanto a sua

susceptibilidade aos antifUngicos comerciais da classe dos azois (cetoconazol, miconazol,
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itraconazol e posaconazol). Os intervalos de CIM e MG-CIM para cetoconazol foram entre
0,031 -4 ugml'e 0,142 ug ml' para cetoconazol, 0,5 - 16 ug ml' e 5,5 yg ml* para miconazol,
0,031 - 0,062 pyg ml' e 0,038 yg ml' para itraconazol e 0,015 - 0,5 yg ml' e 0,051 ug
ml' para posaconazol (tabela 3). Estes resultados mostram que cetoconazol e miconazol
apresentaram altas CIM para os isolados clinicos de M. pachydermatis.

A atividade antifungica de 6leos essenciais foi avaliada contra os isolados clinicos de M.
pachydermatis. Foi observado que os intervalos de CIM e MG-CIM foram, respectivamente,
0,004 — 0,016% e 0,008% para Alecrim pimenta, 0,016 — 0,031% e 0,043% para Cravo-da-
india, 0,016 — 0,125% e 0,031 para Menta, 0,016 — 0,031% e 0,026% para Tomilho Branco,
0,094 — 0,75% e 0,239% para Manjericao, 0,094 — 3% e 0,477% para Alecrim e 0,188 —
1,5% e 0,49% para Limao-Tahiti (tabela 4). Assim, observamos que 0s 6leos essenciais de
Manjericao, Alecrim e Limao-Tahiti apresentaram altas CIM para os isolados clinicos de M.
pachydermatis, em comparagao com as baixas CIM encontradas para os 6leos essenciais
de Alecrim pimenta, Cravo-da-india, Menta e Tomilho Branco.

Isolado Clinico Cetoconazol Miconazol Itraconazol Posaconazol
LMC7001.02 0,031 16 0,062 0,062
LMC7002.01 2 8 0,031 0,062
LMC7002.02 0,031 16 0,031 0,015
LMC7003.01 2 16 0,031 0,062
LMC7003.02 0,031 8 0,031 0,031
LMC7004.01 0,031 16 0,031 0,031
LMC7004.02 0,125 16 0,031 0,062
LMC7005.02 0,031 16 0,031 0,031
LMC7005.04 0,031 16 0,031 0,062
LMC7006.02 0,125 16 0,031 0,062
LMC7007.01 0,062 16 0,031 0,062
LMC7007.02 0,125 16 0,031 0,062
LMC7008.01 1 16 0,031 0,031
LMC7008.02 4 16 0,031 0,031
LMC7009.02 0,031 2 0,031 0,062
LMC7010.01 0,031 1 0,031 0,015
LMC7010.02 0,031 0,5 0,031 0,062
LMC7011.01 0,5 16 0,031 0,062
LMC7011.02 0,5 16 0,031 0,062
LMC7012.01 1 2 0,031 0,031
LMC7012.02 0,031 1 0,062 0,015
LMC7035.02 0,031 2 0,031 0,031
LMC7036.01 1 2 0,031 0,125
LMC7036.02 0,031 1 0,062 0,031
LMC7037.01 0,5 1 0,250 0,5
LMC7037.02 0,5 1 0,125 0,5

Média

Geométrica (MG) 0,142 5,657 0,038 0,051

Tabela 3: Concentracgao inibitéria minima (CIM, pyg ml-1) dos antifingicos contra os isolados clinicos de
M. pachydermatis.
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Isolado Alecrim Cravo-da- Tomilho L . Limao-
Menta Manjericao Alecrim

Clinico Pimenta india Branco tahiti
LMC7001.01 0,004 0,062 0,062 0,031 0,188 0,375 0,375
LMC7001.02 0,004 0,062 0,031 0,031 0,188 0,375 0,375
LMC7002.01 0,004 0,031 0,062 0,031 0,188 1,5 0,375
LMC7002.02 0,008 0,062 0,062 0,031 0,375 0,750 0,188
LMC7003.01 0,016 0,062 0,016 0,031 0,188 0,188 0,188
LMC7003.02 0,016 0,062 0,016 0,031 0,188 0,188 0,375
LMC7004.01 0,016 0,062 0,031 0,031 0,375 0,375 0,375
LMC7004.02 0,008 0,062 0,016 0,031 0,375 0,750 0,375
LMC7005.02 0,004 0,062 0,016 0,031 0,188 0,375 0,750
LMC7005.04 0,004 0,062 0,016 0,031 0,188 0,375 0,375
LMC7006.02 0,008 0,062 0,031 0,031 0,375 0,375 0,375
LMC7007.01 0,008 0,062 0,125 0,031 0,750 3 0,375
LMC7007.02 0,008 0,062 0,062 0,031 0,750 3 0,750
LMC7008.01 0,004 0,031 0,062 0,031 0,375 1,5 0,750
LMC7008.02 0,016 0,062 0,125 0,031 0,375 0,750 0,375
LMC7009.02 0,008 0,031 0,031 0,016 0,094 0,375 1,5
LMC7010.01 0,008 0,062 0,125 0,031 0,750 3 0,750
LMC7010.02 0,008 0,016 0,016 0,016 0,094 0,094 0,375
LMC7011.01 0,008 0,031 0,016 0,016 0,094 0,094 0,375
LMC7011.02 0,008 0,031 0,016 0,016 0,188 0,188 0,375
LMC7012.01 0,008 0,031 0,008 0,016 0,188 0,375 0,750
LMC7012.02 0,008 0,031 0,008 0,016 0,094 0,188 0,750
LMC7035.02 0,008 0,031 0,031 0,031 0,094 0,375 0,375
LMC7036.01 0,016 0,031 0,062 0,031 0,375 0,375 0,375
LMC7037.01 0,008 0,031 0,031 0,031 0,375 0,750 1,5
LMC7037.02 0,008 0,016 0,016 0,016 0,188 0,375 1,5

Média
Geométrica 0,008 0,043 0,031 0,026 0,239 0,477 0,490
(MG)

Tabela 4: Concentracao inibitdéria minima (CIM, %) dos éleos essenciais contra os isolados clinicos de
M. pachydermatis. OF,

3.3 Toxicidade dos 6leos essenciais em G. mellonella

A toxicidade dos 0Oleos essenciais foi avaliada no modelo invertebrado alternativo G.
mellonella. As concentracdes testadas foram selecionadas de acordo com os valores de CIM
encontrados para cada composto. Foi observado que as concentragdes testadas dos 6leos
essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-india, Menta e Tomilho Branco causaram alta taxa
de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella em 10 dias de experimento, indicando baixa
toxicidade para estes compostos (P>0,05). Os 6leos essenciais de Manjericao, Alecrim e
Lim&o-Tahiti causaram alta mortalidade de larvas (P<0,05), principalmente com as maiores
concentracgdes testadas, indicando que estes compostos sdo toéxicos nestas concentracoes.
Ja o controle do experimento (PBS1x Tween 80) manteve a maioria das larvas vivas até o
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final do experimento (figura 1).
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Figura 01: Avaliacéo da toxicidade dos 6leos essenciais no modelo invertebrado G. mellonella. *, P <
0,05.

4 | DISCUSSAO

Este trabalho mostra a identificacdo molecular e susceptibilidade aos antifungicos
comerciais e 6leos essenciais de cepas clinicas de M. pachydermatis isoladas do ouvido
externo de gatos e cédes com otite. M. pachydermatis € uma levedura comensal na pele e
mucosa de caes e gatos (Paterson et al., 2018). Este fungo pode se tornar um patégeno
oportunista, sendo M. pachydermatis a levedura mais frequente em otites caninas (1 a 3
Bismark) e causador regular de otite felina (Paterson et al., 2018).
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O tratamento das otites causadas por M. pachydermatis € baseado em aplicacao topica
e sistémica de antifungico comercial (cetoconazol, itraconazol, miconazol, posaconazol,
clotrimazol, nistatina, terbinafina), combinada com antibiéticos para o controle de infec¢bes
bacterianas (Nuttall, 2016; Paterson et al., 2018). Existem diversas publicacbes que mostram
a eficdcia destes antifungicos contra Malassezia sp. (Peano et al., 2017). Entretanto,
poucos estudos que comparam a eficacia deste produto tépico e sua atividade contra a
M. pachydermatis nos casos de otite canina e felina foram descritos (Negre et al., 2009).
Observamos que cetoconazol, miconazol, itraconazol e posaconazol sao eficazes contra os
isolados clinicos de M. pachydermatis. Entretanto, alguns isolados clinicos apresentam alta
CIM de miconazol (16 yg ml'") e cetoconazol (4 yg ml'). Da mesma forma, existem relatos
de isolados de M. pachydermatis resistentes a cetoconazol e itraconazol (Nijima et al., 2011,
Kano et al., 2018). Assim, com a existéncia de cepas de M. pachydermatis resistentes aos
antifangicos azolicos, a busca de novas alternativas terapéuticas, como os 6leos essenciais,
pode ser uma alternativa de tratamento para otite de caes e gatos. Os 6leos essenciais sao
conhecidos por sua capacidade de protecao das plantas contra insetos, vetores, herbivoros
e microrganismos patogénicos (Sharifi-Rad et al., 2017), revelando assim uma potencial
atividade antimicrobiana. Em nosso trabalho, os 6leos essenciais Alecrim pimenta, Cravo-
da-india, Menta e Tomilho Branco apresentaram atividade contra os isolados clinicos de M.
pachydermatis. Existem poucos estudos de atividade antifungica de éleos essenciais contra
isolados clinicos de M. pachydermatis (Bismark et al., 2019). Os trabalhos de atividade
antifangica apresentam variacées metodoldgicas e diferentes Oleos essenciais, dificultando
a comparacao dos resultados. Mesmo assim, é evidente a atividade antimicrobiana dos
Oleos essenciais, inclusive contra M. pachydermatis (Rusenova e Parvanov, 2009; Vaczi et
al., 2018). Os 6leos essenciais de Alecrim pimenta, Cravo-da-india, Menta e Tomilho Branco
apresentaram alta atividade antifungica contra os isolados clinicos do fungo patogénico M.
pachydermatis e baixa toxicidade a G. mellonella. Assim, a utilizacdo destes 6leos essenciais
€ promissora. Contudo, ensaios adicionais sdo necessarios para a aplicacao destes 6leos
essenciais no tratamento de otites caninas e felina causadas por M. pachydermatis.
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RESUMO: Estudos relacionados ao uso de
plantas medicinais vém despertando interesse
por parte dos pesquisadores com intuito de
desenvolver inseticidas de origem botanica
como forma alternativa para o controle de insetos
vetores, como o0 Aedes aegypti (Linnaeus,
1762) conhecido mundialmente por transmitir
a Dengue, Chikungunya e o Zika virus. Nesse
sentido, objetivou-se avaliar a atividade do Oleo
essencial obtido das folhas de Croton sp., sobre a
atracdo para a oviposicao do A. aegypti. A planta
foi coletada, identificada e, posteriormente, foi
feita a extracdo do Oleo essencial para, em
seguida, dar inicio ao bioensaio. A partir da
analise dos dados verificou-se que fémeas do
A. aegypti demonstraram preferéncia para a
oviposicao em agua deionizada.
PALAVRAS-CHAVE: Dengue;
botanicos; Caatinga.

Inseticidas

EVALUATION OF THE ESSENTIAL OIL
ACTIVITY OBTAINED FROM LEAVES OF
CROTON SP IN THE ATTRACTION FOR

Aedes aegypti OVIPOSITION

ABSTRACT: Studies related to the use of
medicinal plants have attracted interest from
researchers in order to develop botanical origin

Capitulo 10




of insecticides as an alternative to control insect vectors, such as Aedes aegypti, (Linnaeus
1762) known worldwide for transmitting Dengue, Chikungunya and Zika virus. In this sense,
it aimed to evaluate the essential oil activity obtained from the leaves of Croton sp., on the
attraction for oviposition of A. aegypti. Initially, the plant was collected and recorded in the
herbarium and, later, essential oil extraction was made to then start the bioassay. From the
data analysis it was found that the A. aegypti females showed a preference for deionized
water.

KEYWORDS: Dengue; Botanical insecticides; Caatinga.

11 INTRODUCAO

O uso de plantas é relatado desde os primordios das civilizagbes antigas como um
recurso natural para os seres vivos e, recentemente, estas vém sendo empregadas como
modelos para a sintese de um grande numero de farmacos para fins medicinais.

Os 6leos essenciais constituem elementos volateis contidos em varios érgédos das
plantas e assim sao denominados devido a composicéo lipofilica que apresentam. Sao
constituidos de substancias terpénicas e eventualmente de fenilpropandides, acrescidos de
moléculas menores, como alcoois, ésteres, aldeidos e cetonas de cadeia curta, como os
terpenoides, flavonoides e alcaloides e séo obtidos da extracdo de 6rgaos ou estruturas
vegetais, como, raiz, caule, folha, flor e semente, além de estarem relacionados com diversas
funcbes necessarias a sobrevivéncia vegetal e em atrair agentes polinizadores (Costa et al,
2008).

Os constituintes volateis estao ativos em diversas espécies de plantas, inclusive no
género estudado, possibilitando uma viabilidade no uso de espécies do género Croton
para a fabricacdo de inseticidas com atuacéo no controle de insetos, especialmente os que
causam danos a saude humana, como o Aedes aegypti,(Linnaeus, 1762). vetor de grande
importancia epidemioldgica por transmitir a dengue, febre amarela urbana, chikungunya e o
zika virus (Costa et al, 2008; Carvalho, 2015; Carvalho et al, 2016).

Portanto, torna-se essencial a descoberta de produtos alternativos que atuem como
inseticidas, repelentes e produtos que evitem a oviposicao do A. aegypti, visto que a maioria
dos produtos utilizados com estes fins sdo produtos sintéticos, que causam intoxicagao no
meio ambiente e consequentemente aos seres humanos (ZHANG et al., 2016, IUPAC, 2016,
CAMPOS et al, 2016).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade do 6leo essencial obtido das
folhas de Croton sp sobre atracdo para a oviposicao das fémeas do A. aegypti.

2| MATERIAL E METODOS

ApoOs a coleta, as folhas foram acondicionadas em estufa de circulagdo de ar regulada
de a uma temperatura de 40°C, por 12 horas. Posteriormente, as folhas foram trituradas
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manualmente e em seguida foi dado inicio a extracao do éleo essencial por hidrodestilacao,
utilizando-se o extrator de Clevenger. Para a realizagéo do bioensaio foram utilizados adultos
da espécie A. aegypti Linhagem Rockefeller, 20 machos e 20 fémeas por repeticdo, com
quatro repeticoes por tratamento.

O experimento foi constituindo por um grupo controle composto por uma solugédo de
Tween a 10%, um tratamento contendo temephos na concentracéo de 0,1 mg mL" e agua
deionizada e cinco tratamentos com diferentes concentracdes do 6leo essencial de Croton sp
(0,37mg mL"; 0,19 mg mL™"; 0,09 mg mL"; 0,05 mg mL""; 0,02 mg mL™"). Foram adicionados
30 mL de cada tratamento descrito anteriormente em pequenos recipientes de cor preta e,
posteriormente, estes foram dispostos nas gaiolas onde se encontravam os mosquitos.

As observacdes dos diferentes tratamentos foram realizadas diariamente e, ao final
de quatro dias, foram retirados os papéis filtros e realizado a contagem dos ovos. Os dados
obtidos com relacdo as medias de oviposicao foram submetidos ao teste de Dunnett e
Duncan, ao nivel de 5% de probabilidade em ambos os testes.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados obtidos nesta avaliacdo, foi possivel verificar que ao
comparar o tratamento contendo somente agua deionizada com as diferentes concentra¢des
do 6leo essencial, dentro dos tratamentos (nas linhas), foi possivel verificar que o tratamento
com agua deionizada foi significativamente mais atrativo para a oviposicao que os diferentes
tratamentos contendo 6leo essencial.

Em relacéo ao tratamento contendo o inseticida temephos, foi possivel averiguar que
ndo houve diferenga significativa deste quando comparado ao tratamento contendo agua
deionizada. Esse resultado pode ter ocorrido pela baixa concentragao de Temephos utilizada

(Tabela 1).
CONCENTRAGOES Nuamero de ovos (X)

(mg mL™) Oleo Agua
0,37 0.00 A * 846.25B**
0,19 825A% 739.75B%*
0,09 33.00A%* 851.50B**
0,05 0.00A* 617.25 B¥*
0,02 7.50A% 1139.50 B**

Temephos 707.50 A 753.00 A

Controle 7.50A% 641.00 B**

Tabela 1. Influéncia de diferentes concentra¢des do 6leo essencial de Croton sp. sobre a oviposi¢éao de
fémeas do Aedes aegypti, comparado a agua deionizada e ao temephos.

"Médias seguidas por letras diferentes e maitscula, nas linhas, diferem entre si pelo teste de Duncan, ao nivel de 0,05%
de probabilidade. 2 Para a comparag¢éo do Temephos com os demais tratamentos, nas colunas, empregou-se o teste
estatistico de Dunnett (* p<0,05 e ** p>0,05).
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Ao comparar os tratamentos contendo 6leo essencial em diferentes concentragcdes
entre si e comparar o tratamento contendo o controle negativo (solu¢cao de Tween) com o
tratamento contendo o inseticida temephos, foi possivel verificar uma preferéncia significativa
(p<0,05) das fémeas de A. aegypti pelo recipiente contendo o inseticida temephos, onde foi
possivel verificar uma média de 707,50 de ovos.

N&o houve diferenca significativa entre o nUmero de ovos presentes nos recipientes com
agua deionizada dispostos nas gaiolas em que foi disposto o 6leo essencial em diferentes
concentragcdes, assim como também ndo houve diferencga significativa na gaiola contendo
o tratamento com a solugao de Tween a 10%, quando comparados ao tratamento contendo
agua deionizada presente na gaiola com o temephos (Tabela 1).

Ao analisar a atratividade para oviposicao de fémeas gravidas de A. aegypti, constatou-
se que o maior potencial de atratividade ocorreu nos tratamentos contendo os recipientes
com agua deionizada e nos tratamentos contendo o inseticida temephos.

A presenca do temephos na concentracéo de 0,1 mg mL-1 n&o impediu que as fémeas
de A. aegypti ovipositassem nestes recipientes, confirmando assim, que este inseticida ndo
apresenta poder de atuacdo como repelente para a oviposi¢cao, ja que este, segundo Arruda
et al (2011) e WHO (2009), apresenta somente a capacidade de atuar como larvicida.

Diversos autores relatam que a espécie A. aegypti geralmente prefere ovipositar em
recipientes contendo agua limpa, com pH neutro ou ligeiramente salobra e temperatura
entre 25,7C° a 26,1C°. Todavia, de acordo com Beserra et al (2010), o A. aegypti também
apresenta preferéncia para ovipositar em recipientes em agua com alta turbidez, uma vez
que sua fase de larva é fotofébica.

41 CONCLUSOES

As fémeas do Aedes aegypti demonstraram uma preferéncia para oviposicdo nos
tratamentos agua deionizada e temephos, havendo uma rejeicdo em ovopositar nos
tratamentos contendo 6leo essencial e Tween. Indicando assim a necessidade da continuidade
desta pesquisa.
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RESUMO: A aprendizagem em Biologia deve
ser orientada através de uma didatica capaz
de proporcionar o desenvolvimento cognitivo
dos alunos no momento da elaboracéo e da
construcao do conhecimento em sala de aula.
Considerando que os objetivos do ensino
de Biologia sdo de aprender conceitos, dar
fundamentacdo ao debate critico a luz das
teorias cientificas e avaliar as implicacdes
sociais da ciéncia e da tecnologia na sociedade
surgiu o0 seguinte questionamento: Como
€ o ensino de Biologia praticado na Escola
Técnica Estadual em Barreiras, regido Oeste
da Bahia, a partir do olhar discente? Diante
dessa problematica o presente estudo buscou
averiguar a partir da percepcao dos estudantes
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do Centro Territorial de Educacgao Profissional
da Bacia do Rio Grande, a disciplina de
Biologia ofertada nesta instituicao. A pesquisa
envolveu 108 discentes do curso Técnico em
Agropecuaria, das turmas Unicas A e B do 1°
e 2° ano que estavam vivenciando a disciplina
Biologia no transcorrer do primeiro semestre de
2019. A coleta de dados ocorreu por meio da
aplicacéo de questionario em que os resultados
da investigacdo foram avaliados através de
uma abordagem qualitativa e da metodologia
de analise do conteudo. A partir dos resultados
alcancados observou-se que 0s alunos possuem
empatia com o0s componentes curriculares
da disciplina de Biologia, no entanto, sentem
falta de uma metodologia diferenciada por
parte dos docentes responsaveis pelo ensino
de Biologia. Ha4 uma predominancia da forma
tedrica, verbalizada e livresca, ndo havendo a
insercéo de atividades pratico-experimentais, o
que dificulta a aprendizagem discente. Conclui-
relacao
ao ensino de Biologia manifestado pelos
estudantes durante o periodo da pesquisa,
mesmo reconhecendo que excepcionalmente

se um quadro insatisfatorio com

certos professores, de maneira isolada e com
recursos proprios, se mobilizam para realizar
algumas aulas experimentais.
PALAVRAS-CHAVE: Aprendizagem; Didatica;
Sala de Aula; Percepcdo dos Estudantes;
Disciplina de Biologia.
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BIOLOGY TEACHING FROM A STUDENT PERSPECTIVE: A SAMPLE CUT AT THE
STATE TECHNICAL SCHOOL IN BARREIRAS - BAHIA

ABSTRACT: Biology learning should be guided through didactics capable of providing
students’ cognitive development when preparing and building knowledge in the classroom.
Considering that the objectives of teaching Biology are to learn concepts, to give grounds
to the critical debate in the light of scientific theories and to evaluate the social implications
of science and technology in society, the following question arose: How is the teaching of
Biology practiced in the Technical School State in Barreiras, Western Bahia, from the student’s
perspective? Faced with this problem, the present study sought to ascertain from the perception
of students at the Territorial Center for Professional Education of the Rio Grande Basin, the
discipline of Biology offered at this institution. The research involved 108 students from the
Technical course in Agriculture, from single classes A and B of the 1st and 2nd year who were
experiencing the discipline Biology during the first semester of 2019. Data collection occurred
through the application of a questionnaire in which students Research results were assessed
using a qualitative approach and content analysis methodology. From the results achieved, it
was observed that students have empathy with the curricular components of the discipline of
Biology, however, they miss a different methodology on the part of the teachers responsible
for teaching Biology. There is a predominance of the theoretical, verbalized and bookish form,
with no insertion of practical-experimental activities, which makes student learning difficult.
It concludes an unsatisfactory picture regarding the teaching of Biology manifested by the
students during the research period, even recognizing that exceptionally certain teachers, in
an isolated way and with their own resources, are mobilized to carry out some experimental
classes.

KEYWORDS: Learning; Didactics; Classroom; Students perception; Biology Discipline.

11 INTRODUCAO

Sao notorias as condi¢cbes enfrentadas no ambito educacional no Brasil, e isso nao
é diferente no ensino de Biologia, a probleméatica existente € quanto a aprendizagem dos
alunos. O desinteresse dos alunos nao esta associado apenas a fatores externos a escola,
mas o processo educacional tem sua parcela de culpa, especialistas dizem que muitos fatores
podem contribuir para o aluno perder o interesse em uma disciplina como em Biologia.

A falta de interagéo do aprendiz com o objeto do conhecimento, neste caso a disciplina
de Biologia, ainda parece ser um dos problemas dentro das escolas, e pode se refletir
também nos conteudos, onde o desafio principal é estabelecer nos alunos uma maior fixacéo
e entendimento dos conteudos.

E imperativo que as escolas construam um curriculo baseado no dominio da
competéncia e ndo no acumulo de informagdes enfatizando que o ensinar deve ter vinculo
com os diversos contextos de vida do aluno, facilitando o seu aprendizado, contribuindo
para uma educacao que formara individuos sensiveis e solidarios, cidadaos conscientes dos
processos e regularidades de mundo e da vida, capazes assim de realizar acoes praticas, de
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fazer julgamentos e de tomar decisoes.

Diante desse cenario, esta pesquisa propds a seguinte indagacéo: Como € o ensino de
Biologia exercitado no Centro Territorial de Educacao Profissional da Bacia do Rio Grande
(CETEP - Bacia do Rio Grande), em Barreiras, Oeste da Bahia?

A partir desse contexto o presente estudo buscou averiguar a partir da percepcao dos
estudantes do curso Técnico em Agropecuaria, a disciplina de Biologia ofertada nesta escola
técnica estadual durante o primeiro semestre de 2019.

21 PANORAMA DA FORMAGAO DE PROFESSORES DE BIOLOGIA

A formacéo de professores vem sendo motivo de discussdes intensas nos ultimos anos
em nosso pais. Assim como o ensino de Ciéncias e de Biologia que vém tendo uma crescente
importancia, sendo objetivo de diversos movimentos que buscam melhorias na qualidade do
ensino (KRASILCHIK, 2000).

De acordo com especialistas a formacéo de professores € um dos principais indicadores
para a qualidade do ensino e € uma questao fundamental a ser considerada (CARVALHO
(1992); PEREIRA (2000) MALUCELLI (2001, 2005); KRASILCHIK (1987, 2000, 2008)).

As pesquisas tém apontado para uma descaracterizacdo crescente nos cursos de
licenciaturas, onde estes ocupam um lugar de menor prestigio em relagcao aos demais cursos.
Pereira (2000), Malucelli (2001) e Guimaréaes (2004) ressaltam que isso hao ocorre somente
nas instancias administrativas do ensino, mas também por parte dos professores e alunos
do Ensino Superior, onde ha uma tendéncia grande em menosprezar questdes ligadas a
formacé&o para o magistério.

Uma sintese apresentada no estudo de Pereira (2000) apontou que os principais
dilemas presentes nas licenciaturas brasileiras sao: a separagao entre disciplinas de
conteudo e disciplinas pedagdgicas, a dicotomia bacharelado e licenciatura (decorrente da
desvalorizacdo do ensino na universidade, inclusive pelos docentes da area de Educacao)
e a desarticulagdo entre formacao académica e realidade pratica de escolas e professores.

Para Malucelli (2001) os cursos de Biologia estéo organizados de forma que a disciplina
de prética de ensino € a unica disciplina que propicia o elo entre as disciplinas de conteudo
especifico e aquelas de contetudo pedagdgico.

2.1 O perfil dos professores de Biologia

O professor de Biologia tem sido exposto historicamente a uma série de desafios que
0 obrigam a acompanhar as descobertas cientificas e tecnologicas, e a grande provocacéo
€ a construcao coletiva do conhecimento de forma sistematizada e acessivel, o que leva
tempo, estudo e dedicacdo. Muitos também possuem dificuldades para conviver com as
novas tecnologias e linguagens do mundo atual, podendo fazer com que a formag&o do
professor seja considerada arcaica poucos anos depois de sua formacao (MOURA, 2013).

Hammarstrom Dobler et al. (2017) acreditam que os profissionais que trabalham com
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a disciplina de Biologia devem vivenciar um periodo significante na sua formacéo pessoal,
visto que este periodo é composto por uma mescla de sentimentos, pensamentos e posicoes.

Gianotto e Diniz (2010) destacam que o professor de Biologia ou de qualquer outra
disciplina deve fazer é simplesmente revisar seus padrdes de formacao, pois a maioria
dos cursos de licenciatura tem seus curriculos apoiados na concepcgao de professor, como
um profissional que devera aplicar conhecimentos adquiridos em situagdes especificas e,
portanto, ndo forma o professor capaz de fazer o aluno a pensar.

Os professores como qualquer outro profissional da area da Biologia, devem estar
atentos a evolucgao bioldgica, isso porque € imprescindivel para a adequagao e compreensao
a maior parte de seus conceitos e das teorias encontradas na area de Ciéncias Biologicas,
por isso nao se deve desprezar a evolucéo, haja a vista que as ideias evolutivas tém papel
fundamental na construcao do pensamento biolégico (MOURA, 2013).

Na visao de Pimentel et al. (2017) o ensino da Biologia e de Ciéncias esta atrelado a
uma metodologia que conduz tanto a teoria quanto a pratica, entre conhecimento cientifico
e 0 mundo ao nosso redor. Essas relagdes sao de extrema importéncia, uma vez que a
disciplina de Ciéncias e de Biologia € subtendida como uma ciéncia experimental, de
comprovacao cientifica, articulada a pressupostos tedricos e com isso advém a ideia de que
a realizacédo de experimentos é difundida como uma grande estratégia didatica para seu
ensino e aprendizagem.

Krasilchik (2008) enfatiza o papel das aulas praticas no contexto do ensino e
aprendizagem na educacgao basica, no entanto adverte que essas atividades experimentais
esbarram em diversas dificuldades como a falta de apoio pedagodgico, auséncia de materiais e
modelos didaticos e de local apropriado. Conclui-se que a formagao docente néo é adequada
para a realizacao de praticas, visto que as realizadas na graduacao séo preparadas por
outras pessoas.

A acelerada producé&o de conhecimento no campo da Biologia tem desafiado os
docentes, dos distintos niveis de ensino, a mediarem processos que conduzam os estudantes
a se apropriarem, criticamente, desses conhecimentos. Nesse sentido, a formagcdo dos
professores ocupa lugar de destaque, umavez que o ato de ensinar necessita estar subsidiado
pelos saberes da docéncia, os quais sao plurais e heterogéneos (BINATTO et al., 2017).

2.2 A visao do aluno em relacao a seu interesse aos assuntos da area de Ciéncias e
de Biologia

Carmo, Selles e Esteves (2015), relatam em suas pesquisas, que 0s alunos
principalmente com carga horaria noturna das disciplinas de Ciéncias ou Biologia, afirmam
nao gostar das disciplinas, isso porque, segundo os estudantes, as mesmas seriam de dificil
entendimento, com termos complicados e palavras desconhecidas. Muitos alunos alegam
ainda que, a falta de aulas praticas € um fator preponderante para seu desinteresse e de
areas como Fisiologia e Genética as mais complicadas dentro de um cabedal vasto.

Na viséo de Rocha e Silveira (2018) o periodo que o aluno tem mais dificuldade e uma

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 11



timida relacdo com os professores é na faixa do 6° ao 9° ano do Ensino Fundamental Il,
devido a uma grande falta de dialogo entre eles, o professor determina regras, e em muitos
casos nao sdo compreendidas pelos alunos, gerando indisciplinas e conflitos.

Silva et al. (2017) ressaltam que as mudancas ocorridas nas tendéncias pedagoégicas
sédo importantes para o interesse dos alunos, onde essas transformacdes tem a tentativa
de romper o saber memorizado e valorizar o desenvolvimento pleno do educando, partindo
do pressuposto de que as perspectivas intrinsecas elevando o saber externo, embora as
reformas curriculares estejam tentando implantar uma tendéncia pedagodgica, o sistema de
ensino ainda esta vinculado a formas tradicionalistas.

Os processos de ensino e aprendizagem tém se modificado nos ultimos anos com a
emergéncia de novas praticas de circulacao livre de informacgdes, entendendo que essas
modificagcdes possam ser um diferencial e uma motivagao para os estudantes indicarem e
construir maior interesse ao conteudo que é desenvolvido em sala de aula. Um fator que
pode ajudar é a aplicacdo da tecnologia (SILVA, 2018).

Para as aulas de Ciéncias e de Biologia as aulas praticas sdo realmente a melhor
escolha para se conseguir atencao dos alunos do ensino Fundamental ou Médio, isso porque
a nomenclatura, as técnicas cientificas séo algo novo para os estudantes. A experimentacéo
pela via das aulas praticas, tem por objetivo despertar e manter o interesse dos alunos,
envolver os estudantes na investigacao cientifica, e desenvolver habilidades e de resolver
problemas (SILVA et al., 2017).

2.3 Estratégias dos professores de Biologia para aplicacao de aulas na
contemporaneidade

Para Binatto et al. (2017), no mundo atual, ha cada vez mais a preocupacéo de como
os alunos aprendem e como se pode facilitar esse processo, e € bom que se entenda que os
professores e futuros professores devem estar munidos de estratégias e no desenvolvimento
de técnicas que evidenciem as particularidades de cada turma, no sentido que complementem
o trabalho do docente enquanto orientador e orquestrador de um saber implicito inerente a
todo ser humano.

Os professores buscam cada vez mais pela qualificacdo profissional, através de
formacao continuada ou de outros cursos. Nessa direcéo, é possivel pensar que a formacéo
inicial dos professores € apenas uma primeira fase do processo de desenvolvimento
profissional da carreira docente e que esta enfrenta problemas diversos, que vao desde o
grau de empenho de cada profissional no enfrentamento das dificuldades individuais até as
caracteristicas e limitagdes das diferentes instituicbes de ensino superior (CARMO, SELLES
E ESTEVES, 2015).

E de suma importancia a qualificacéo dos educadores para o avango de uma reforma
educacional que possa atender as necessidades educativas de todos alunos, infelizmente
séo poucos os professores que tem preparacdo adequada, fundamentada na visdo pré-
ativa do sujeito, se qualificando em busca de algo novo, numa aprendizagem constante
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(PEREIRA, 2017).

Quando os professores percebem os espacos das escolas como sendo ambientes
multiculturais, eles podem adaptar suas propostas educativas as realidades dos sujeitos
que frequentam esses lugares, podendo compartilhar saberes e promover a coexisténcia
pacifica entre as diferentes culturas, de modo que esses professores de Biologia participem
de estudos e qualificagbes adequadas para se firmarem nesse meio bastante concorrido e
pouco qualificado da educacéo (LEITE; ZANON, 2018).

Atualmente a simples aquisi¢do de informacdes néo pode ser mais encarada como
suficiente para que os individuos se posicionem de maneira consciente e embasada na
sociedade. Assim parece razoavel que as metodologias utilizadas nos diferentes niveis de
escolaridade, incluindo o superior, busquem mais do que ensino baseado na memorizagao
(URSI, 2017).

Carvalho e Guimaraes (2016) defendem a tecnologia como interface de aprendizagem
para o ensino de Ciéncias e de Biologia, sendo que as Tecnologias da Informacdo e
Comunicacgéao (TICs), sdo uma necessidade cada vez imediata, ganhando cada vez mais
destaque na area educacional, sendo um elo de ligacado entre o conhecimento e o aluno,
rejeitando, dessa forma, o ensino baseado na transmissao de conhecimentos.

Silva et al. (2017) reconhecem que as aulas praticas sdo uma das metodologias
para as aulas de Ciéncias e de Biologia, melhorando assim o conteudo e seu processo de
ensino-aprendizagem do conteudo-tedrico. Para se aplicar uma metodologia diferenciada, &
necessario atentar-se para a realidade do aluno, reconhecendo suas potencialidades, seus
valores e suas lutas, baseando-se na troca de conhecimentos, e das experiéncias cotidianas,
construindo subsidios que o ajudem a tornar protagonista de sua prépria historia (GOIS et
al., 2018).

31 METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado no Centro Territorial de Educacéo da Bacia do Rio
Grande (CETEP - Bacia do Rio Grande), sediada na cidade de Barreiras, Oeste do Estado
da Bahia. A escola técnica estadual foi criada em 2009, a fim de atender as demanadas da
regido buscando contribuir de forma efetiva para o estudo e desenvolvimento do Territdrio.
Hojé o CETEP - Bacia do Rio Grande oferece os cursos de Técnico em Agropecuaria, Técnico
em Comércio, Técnico em Logisitica, Técnico em Informética e Tecnico em Enfermagem.

A pesquisa envolveu 108 discentes do curso Técnico em Agropecuaria, das turmas
unicas A e B do 1° e 2° ano que estavam vivenciando a disciplina Biologia no transcorrer
do primeiro semestre de 2019. O fio condutor dessa investigagao buscou se fundamentar
nos preceitos éticos adotando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) como
instrumento de anuéncia para adesao do participe na pesquisa.

A coleta de dados ocorreu por meio da aplicagdo de questionario composto por 05
questdes visando buscar elementos que fundamentem a resposta ao questionamento dessa
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pesquisa. Entende-se que o questionario € um instrumento de coleta de dados muito utilizado
tanto em pesquisas quantitativas quanto qualitativas (LUDKE; ANDRE, 2013).

Os resultados da investigacao foram avaliados através de uma abordagem qualitativa
em que se empregou a analise do conteudo como técnica de estudo. Para Bardin (1977)
andlise de contetdo é um conjunto de técnicas de andlise das comunica¢des, que utiliza
procedimentos sistematicos e objetivos de descricdo do conteudo das mensagens.

4 | RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao serem questionados se possuiam empatia pela disciplina de Biologia. Os alunos do
curso Técnico em Agropecuaria das turmas do 1° e 2° ano foram enfaticos em afirmar que
sim, mais pelos componentes curriculares do que pela metodologia aplicada pelo professor.
Binatto et al. (2017) acreditam que a situacdo do atual ensino brasileiro exige cada vez
mais uma renovacao dos padrbes de ensino, tornando-se necessaria a incluséo de ideias
inovadoras ao ensino atual, fugindo assim dos modos ultrapassados do ensino tradicional
téo difundido.

Na concepcéao de Gois et al. (2018) as aulas de Biologia quando bem trabalhadas por
metodologias inovadoras podem significar um ganho no processo de ensino e aprendizagem,
principalmente se forem utilizadas na forma de experimentagdo como ocorre em aulas
praticas. Diferente do método tradicional onde os contetdos sao repassados aos alunos de
forma expositiva, enquanto que no método inovador, ocorre a realizagéo de aulas praticas e
0s alunos participam do processo de ensino.

A segunda questéo buscou entender se o estudo da Biologia € importante para o dia
a dia dos estudantes. Em ambas as turmas os discentes, foram categéricos em afirmar
que a disciplina de Biologia é importante para suas vidas enquanto cidadaos. A disciplina
de Biologia deve abordar o cotidiano, demonstrando um mundo acarretado por mudancas
continuas, oriunda dos processos de desenvolvimento da ciéncia e fornecedora de beneficios
a sociedade, uma vez que o campo da Biologia tem destaque entre as ciéncias de ponta, e
marca profundamente os avancos cientificos desde o século passado (SILVA, 2018).

Gianotto e Diniz (2010) defendem que a preparacéo dos professores para ensinar
a Biologia, requer um engajamento de ideias, um enriquecimento de préaticas e o estudo
constante para a preparagao de aulas onde os alunos possam se sentir mais conscientes e
criticos no processo de ensino-aprendizagem.

Quando perguntados sobre os métodos utilizados em sala de aula pelos professores.
Observou-se que o trabalho em grupo alcanga os maiores resultados e preferéncia dos
estudantes atingindo unanimidade nas turmas pesquisadas. Binatto et al. (2017) entendem
gue com o passar do tempo o aluno perde o interesse pelas aulas de Ciéncias e de Biologia
se 0 ensino seguir a linha tradicional do quadro e giz, assim a aula acaba virando rotina, n&o
chamando a atenc&o dos alunos para os contetidos abordados. E preciso tornar o ensino mais
atrativo, que motive o estudante a construir seu proprio conhecimento, por isso a importancia
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da utilizagdo de diferentes recursos didaticos no ensino de Ciéncias e de Biologia.

Ursi (2017) discute que a falta de interesse pelos alunos na contemporaneidade esta
ligado a diversos fatores, como a falta de estrutura e investimento, mas o fator principal
seja 0 modelo pedagdgico adotados nos dias atuais, onde a ma qualidade das aulas esta
totalmente ligada a falta de metodologias inovadoras pelos docentes, que na sua grande
maioria foram mau preparados na formacgao inicial.

Uma solucéo para enfrentar o desinteresse por parte dos alunos diante o ensino de
Biologia é a necessidade de se decidir o que ensinar e como ensinar, com base no interesse
dos alunos, na experiéncia dos professores, e no contexto local. O objetivo do ensino de
Ciéncias e de Bioldgica € formar alunos que consideram a ciéncia interessante e importante,
com aplicacao direta em sua préprias vidas, e aptos a conversas sobre ciéncia que ocorrem
na sociedade (KRASILCHICK, 2008).

Sobre a opinidao do que deve ser melhorado no ensino da Biologia, destaca-se que os
alunos se interessam por atividades praticas em suas aulas. As mudancgas ocorridas nas
tendéncias pedagodgicas ao longo dos anos possibilitaram a constru¢gdo de uma nova ideia,
de romper o0 saber memorizado e desenvolver o entendimento pleno do estudante, elevando
0 saber externo, na tentativa de uma educagao que contenha uma metodologia de qualidade
no desenvolvimento da criticidade do aluno (OLIVEIRA; COSTA, 2016).

Murigi et al. (2017) afirmam que os professores devem estar preparados para um
processo metodoldgico diferenciado, pautado em praticas de ensino- aprendizagem que
aproximem o aluno a realidade, sem apostar em métodos mecanizados, sem inspiracéo e
desgastantes aos olhos do alunado.

Aimportancia de aulas praticas € comumente difundida, pois contribui para a motivacéo
do estudante no intuito de despertar sua curiosidade e criatividade, preparando-o melhor para
a percepc¢ao da ciéncia no seu dia a dia. Outro fator existente sdo os espacos diferenciados
como os planetarios, zoologicos, aquarios publicos ou privados, museus e demais locais
(OLIVEIRA; COSTA, 2016).

A utilizacdo de atividades experimentais como mecanismo instrucional, requer do
professor uma relacdo com o seu saber profissional ndo se limitando a saberes simples,
mas sim, na construcao de atividades empiricas em prol da da criticidade e da contestacao
dos saberes prévios (PIMENTEL, 2017).

Em relacdo a avaliacdo do professor de Biologia, as turmas indicaram uma acéo
pedagodgica razoavel do professor. Essa avaliagéo se deu em docorréncia da extensiva rotina
de aulas tedricas, em que as atividades praticas se faziam muito raramente presentes, e
qguando ocorriam eram mais motivadas pela acao individual do professor do que pelo aparato
e apdio da coordenacado pedagdgica disponivel na escola.

Covos et al. (2018) enfatizam que o perfil dos alunos nos dias atuais vem mudando
de modo que, cabe aos profissionais docentes criarem maneiras interessantes para os
alunos que muitas das vezes se mostram cansados de metodologias pouco empolgantes e
envolventes no seu processo de ensino-aprendizagem.

O ensino passa a ser concebido como uma atividade reflexiva, e os professores sendo
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profissionais em permanente aprendizagem, possibilitam pela praticareflexiva, ainterpretacao
das acbes que programam na sala de aula, e justifica as decisbes que tomam a partir do
desenvolvimento de atitudes e capacidades de reflexdo e sobre a acédo que desenvolvem
(URSI, 2017).

As mudancas no ensino de Biologia devem se basear em formas polidimensionais,
traduzidas em aulas expositivas e caracterizadas por aulas praticas e leves, agindo
ativamente na construcéo do conhecimento, a partir de conhecimentos que ja possuem sobre
os fendbmenos, por meio de oportunidades oferecidas pelos professores (HAMMARSTROM
DOBLER et al., 2017).

O ludico pode ser uma opcéo no trabalho da disciplina de Biologia, pois séo potentes
ferramentas a serem utilizadas no intuito de garantirem aulas mais competentes para
comunicacdo do conhecimento e para o desenvolvimento de um processo de ensino-
aprendizagem visto como mais eficiente, além disso, jogos interativos, didaticos sao formas
de ludicidade que podem acarretar em aulas mais interessantes e participativas (COVOS et
al., 2018).

51 CONCLUSAO

Constatou-se que os alunos do curso Técnico em Agropecudria das turmas de 1° e
2° anos pesquisados durante o primeiro semestre de 2019 demonstraram empatia com a
disciplina de Biologia, percebendo-a como instrumento de cidadania. Do mesmo modo,
os discentes valorizam atividades em grupo como mais atrativo e motivador e elevam as
atividades praticas como uma metodologia a ser adotada tornado o ambiente de ensino mais
reflexivo e pro-ativo.

Conclui-se um quadro insatisfatério com relagéo ao ensino de Biologia manifestado
pelos estudantes durante a pesquisa, mesmo reconhecendo que excepcionalmente certos
professores, de maneira isolada e com recursos proprios, se mobilizam para realizar algumas
aulas experimentais.
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RESUMO: O presente trabalho objetivou
elaborar um glossario online de botéanica e
verificar sua importancia no processo de ensino
e aprendizagem de botanica no Ensino Médio.
Para tanto, foram elencados 373 termos e
algumas imagens correspondentes e publicados
na web. Este foi avaliado por 17 professores da
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rede estadual de ensino publico de Fortaleza,
assim como por meio do SAM e SMOG. Para
os professores, o material foi considerado
como um bom recurso didatico, atrativo e de
linguagem acessivel aos discentes do Ensino
Médio. Pelo SAM e SMOG a ferramenta foi
classificada como excelente e satisfatoria,
respectivamente. Portanto, conclui-se que o
glossario online de botanica produzido pode
facilitar a busca e a pesquisa do conteudo de
botanica, enriquecendo o ensino e aprendizado
de Botanica no Ensino Médio.
PALAVRAS-CHAVE: Educacéo bésica. Ensino
de botanica. Metodologia de ensino. Material
didatico. Ferramenta online.

ONLINE GLOSSARY OF BOTANY AS AHIGH
SCHOOL TEACHING RESOURCE

ABSTRACT: The present work aimed to
elaborate an online glossary of botany and to
verify its importance in the teaching and learning
process of botany in high school. To this end,
373 terms and some corresponding images
were listed and published on the web. This was
evaluated by 17 teachers from the state public
school system of Fortaleza, as well as through
SAM and SMOG. For teachers, the material
was considered as a good didactic resource,
attractive and language accessible to high
school students. By SAM and SMOG the tool
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was rated excellent and satisfactory, respectively. Therefore, it’'s concluded that the online
botany glossary produced can facilitate the search and research of botany content, enriching
the teaching and learning of botany in high school.

KEYWORDS: Basic education. Botany teaching. Teaching methodology. Teaching material.
Online tool.

11 INTRODUCAO

Ainternet € um importante meio de comunicacéo, informacao e expressao; devendo, 0s
educadores, considera-los como uma forma de expressao entre eles e os alunos (ANDRADE,
2011). Tal processo de comunicacdo € vantajoso para o aluno, proporcionando melhor
comunicagdo, maior interatividade entre os participantes (BICUDO, 1999) e agucando a
curiosidade em relacéo ao que esta sendo ensinado (SOUZA, 2010). Atuando também na
motivacdo dos discentes, uma vez que se mostra como um recurso inovador e oferecem
muitas fontes de pesquisa (MORAN et al., 2007).

Tais aspectos demostram que os recursos tecnologicos, como informatica e redes de
telecomunicagdes, possuem um grande potencial educativo (MACHADO, 2000), de modo
que sua utilizagao contribui para um processo de ensino-aprendizagem diferente e inovador
(GARCIA, 2013). Contudo, Nunes (2008) afirma que para sejam alcangcados os resultados
que garantam a qualidade do ensino é preciso saber como aplicar tais metodologias.

Embora o uso deste recurso ndo seja uma ferramenta de aprendizagem comum
na sala de aula (BOZZA, 2016), pode ser utilizada em diversas areas do conhecimento,
como a Boténica; area em que ha uma preocupacado na busca de praticas pedagogicas
contextualizados com as realidades sociais, culturais, politicas, econémicas, ambientais
locais e globais (FIGUEIREDO et al., 2012).

A abordagem do conteudo de botanica no ensino basico apresenta diversos problemas,
um deles é afalta de interesse dos alunos por esse conteudo (MENEZES et al., 2009), devido,
dentre outros aspectos, a didatica utilizada, auséncia de aulas praticas, falta de vinculo com
a realidade e a linguagem técnica da area (MELO et al., 2012). Contudo, a curiosidade dos
alunos pode ser despertada ao relacionar o que aprenderam na escola com a sua realidade
(SANTIN; ROZA, 2010). Neste sentido, a tecnologia pode ser uma importante aliada para
auxiliar a dinamizar e melhorar os métodos de ensino (LIMA et al., 1999), sendo a internet
um meio facilitador e de motivagéo dos discentes (MORAN et al., 2007).

Uma vez que materiais online como glossarios adaptados a alunos do ensino médio
sao escassos (ALBUQUERQUE et al., 2013). Assim, de forma a aproximar a botanica com a
realidade do aluno, objetivou-se elaborar e avaliar um glossario online de botéanica, visando
contribuir com a melhoria do ensino e da aprendizagem da botanica no ensino médio.
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2| METODOLOGIA

O presente trabalho enquadra-se como uma pesquisa documental de carater quanti-
qualitativo do tipo descritiva (GIL, 1994).

Levantamento dos termos cientificos de boténica e criagdo da web site

O glossario foi elaborado a partir dos termos em destaque (em negrito) que apareciam
na seccao de botanica de sete livros didaticos de biologia aprovados pelo Programa Nacional
do Livro Didatico (PNLD) 2015 para os alunos do ensino médio da rede publica (BRASIL,
2015) (Tabela 1). Ap6s a escolha dos 373 termos, estes foram enumerados, digitalizados,
seguida do levantamento das definicbes de cada verbete, com base nos livros didaticos
selecionados. Posteriormente, os termos com suas respectivas definicdes foram organizados
em ordem alfabética.

Livro Volume Autor (s) Editora
Biologia 2 Mendonca (2013) AJS

Biologia 2 Silva-Junior et al. (2013) Saraiva

Ser protagonista: biologia 2 Takeuchi e Osorio (2013) Moderna

Conexdes com a biologia 2 Brockelmann (2013) Moderna
Biologia hoje 2 Linhares e Gewandsnajder (2013) Atica

BIO 3 Lopes e Rosso (2013) Saraiva

Biologia em contexto 3 Amabis e Martho (2013) Moderna

Tabela 1. Livros didaticos do PNLD 2015 selecionados para a elaboracao do glossario online de
botéanica.

ApOs esta etapa, foram selecionadas imagens referentes a cada um dos termos; essas
imagens foram adquiridas de sites, os quais foram devidamente citados.

Os termos selecionados compuseram o glossario, o qual foi disponibilizado no site
http://glossario-de-botanica.webnode.com/ (BARBOZA; LUCENA, 2016), permitindo aos
usuarios que realizem pesquisas rapidas e faceis buscando arquivos do préprio site. O site
também foi criado na versao movel.

Analise do glossario online de botanica por professores da educacéo basica

O glossario online de botéanica foi avaliado por 17 professores de Biologia de 12 escolas
da Rede Estadual Publica de Ensino Médio de Fortaleza em todas as diferentes Secretarias
Executivas Regionais (SER |, II, Ill, IV, V e VI).

A pesquisa segue 0s pressupostos éticos de acordo com as normas estabelecidas pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Estadual do Ceara (UECE), cujo nimero
do processo é 53289916.7.0000.5534. Neste sentido, inicialmente foi feita a apresentacéo
do glossério para os professores de Biologia. Apds a explanacao, leitura e observacao do
site 0s mesmos preencheram o termo de consentimento livre e esclarecido concordando em
participar da pesquisa, seguido do preenchimento dos questionarios.
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O questionario proposto aos professores foi composto de 10 perguntas relacionadas
ao uso do glossério. As perguntas eram objetivas e subjetivas com o intuito de analisar
0s seguintes parametros: (i) acessibilidade da linguagem utilizada no material, (i) se o
glossério € uma ferramenta auxiliadora na transmissdo de conhecimentos sobre boténica,
(iii) atratividade do material, (iv) contribuicdo do glossario na aprendizagem de botéanica, (v)
importancia do material para os alunos do ensino médio, (vi) facilidade de compreensao
das imagens pelos discentes, (vii) utilizacdo do material analisado durante as suas aulas e
se eles recomendariam o glossario de boténica para os seus alunos. De acordo com Gray
(2012), os questionarios permitem uma abordagem analitica explorando as relacbes entre
as variaveis.

Analise do glossario online de boténica por meio do SAM e SMOG

O glossario online de boténica foi analisado através de dois sistemas avaliativos de
validacao, o Suitability Assessment of Materials (SAM) e o Simple Measure of Gobbledygook
(SMOG).

O SAM é uma ferramenta que avalia materiais didaticos, aferindo sua capacidade de
ser adequado ou nao adequado. O método é considerado eficiente, uma vez que identifica
as deficiéncias dos materiais analisados, possibilitando sua correcéo e adequacgéo (DOAK et
al., 1996). Por outro lado, o SMOG avalia o nivel de leiturabilidade dos materiais didaticos,
estimando, quantos anos de escolaridade sdo necessarios para compreender o material
avaliado (MCLAUGHLIN, 1969).

Para utilizacédo do SMOG é necessario a escolha 30 frases do texto, sendo 10 no inicio,
10 no meio e 10 no final do material. A escolha das frases/verbetes foi feita através de sorteio
no site http://www.sorteador.com.br. As frases iniciais foram retiradas dos verbetes 1 a 124,
as frases do meio dos verbetes 125 a 249 e as frases finais dos verbetes 250 a 373. Uma
vez que o SMOG é uma técnica feita para lingua inglesa, Amaral (2016) sugere que além
do método tradicional (contando palavras trissilabicas e polissilabicas), utilize-se 0 método
adaptado, contando-se apenas as polissilabicas, isso é importante uma vez que o portugués
apresenta palavras mais extensas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacado de péaginas da web (Figuras 1A-C) através do “Webnode” permite a
construcao de sites de forma simples e com diversos layouts basicos para personalizacéo,
podendo ser destinada a grupos de trabalho e a individuos que desejam criar sites pessoais.
Acrescenta-se ainda a versdo mével (Figuras 1D-H), para celulares e tablets, funcionando
como um subsidio a mais para um acesso rapido e facil.
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Figura 1. Exemplificacdo da verséo do site para computadores (superior) e disponiveis méveis
(inferior) do site. A- P4gina inicial do site, mostrando o menu e os links interativos para computadores;
B — Pagina inicial do Glossario; C — Exemplo dos verbetes; D e E — Pagina inicial do site em versao
movel, mostrando o menu e os links interativos; F - Pagina inicial do Glossario; G e H - Exemplo dos
verbetes.

Tais fatos tornam o instrumento mais atrativo ao publico-alvo que hoje se apresenta
conectado as mais diversas ferramentas tecnoldgicas. Brasil (2016) informa que a internet
é utilizada diariamente por mais da metade da populagdo, especialmente no ambiente
domiciliar seja através do telefone celular ou por um computador pessoal e 0 tempo médio
de uso diario € superior as 4h30min.

Na pagina principal do site ha icones que dao acesso direto a redes sociais (Figuras 1A,
1D e 1E) para a difus&o da informacé&o, onde o usuario podera compartilhar com os demais
o conteudo o qual estd acessando, facilitando no repasse das informagdes principalmente
entre o publico-alvo (alunos do ensino médio) que estao presentes nas mais diversas redes
sociais.

Os recursos tecnoldgicos oferecem um processo educacional com mais qualidade,
além de possibilitar uma inclusao digital e maior dinamizac¢ao do ensino e da aprendizagem.
Salienta-se ainda que o uso da tecnologia apresenta diversas vantagens quando utilizada de
forma adequada na educacédo (ANDRADE, 2011).

Os 373 verbetes presentes no glossario apresentam aspectos da anatomia vegetal
(Figura 1C), morfologia externa (Figura 1C), taxonomia (Figura 1G) e fisiologia vegetal (Figura

H). Segundo Caldas (2008), a biologia muitas vezes € vista como uma disciplina que gera
enormes dificuldades para o aluno devido a gama de vocabulos de estruturas que abrangem
o funcionamento de todos os seres vivos. Embora haja uma série de Glossarios disponiveis,
seja em livros especificos para tais fins ou em apéndices de livros-textos de botanica
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(SCHULZ, 1969; ESAU, 1974; GONCALVES; LORENZI, 2007; PEREIRA; PUTZKE, 2010;
CUTLER et al., 2011; NABORS, 2012; EVERT; EICHHORN, 2014) muitos estao disponiveis
apenas na versao impressa e em assuntos especificos, além de serem mais indicados a
estudantes de ensino superior.

Comparado aos glossarios supracitados, o glossario online de botanica apresenta
um numero de termos consideravelmente alto, 373 vocabulos, salientando ainda que ele é
indicado para estudantes do ensino médio. Almeida (2000) ainda acrescenta que o0 uso dos
dicionarios tradicionais esta se tornando cada vez mais defasado, uma vez que a internet
fornece informacdes instantdneas se mostra como uma ferramenta muito mais pratica e
atrativa para os jovens que dicionario impresso.

No tocante a organizacao e disposicao dos termos na plataforma, o glossario esta
organizado de acordo com os assuntos de botanica trabalhados no ensino médio. A medida
gue os termos sao selecionados na aba “Glossario”, seus conceitos e imagens aparecem de
forma facil e simples.

O material produzido disponibiliza figuras em 207 termos, o que significa que 55,5%
dos vocabulos sao representados por uma imagem que € inserida logo abaixo do verbete
apresentado, apoiando o texto e facilitando a compreensao do material por parte do leitor. As
ilustracdes sao representadas de diferentes formas, como através de desenhos (Figura 1C),
fotografias (Figuras 1C e 1G) e esquemas (Figura 1H). Na aba “Galeria de fotos” apresenta
as imagens da capa dos livros selecionados para o desenvolvimento do glossario.

Brasil (2005), afirma que 75% da percep¢do humana € visual, seguida pela percepcao
auditiva (20%) e as outras capacidades de perceber o mundo somam somente 5%. Asimagens
fazem parte do cotidiano do ensino de biologia, especialmente nos aspectos relacionados
aos seres vivos (REICHMANN; SHIMIN, 2007). Assim, materiais didaticos que apresentam
imagens tornam-se mais atrativos, uma vez que as ilustracdes complementam o seu poder
comunicativo, pois esclarece e amplia a mensagem contida no texto (JOTTA, 2005).

Para uma maior praticidade do glossario, existe um campo de busca (Figuras 1A e
1B) no canto superior direito da pagina que localiza os termos no site, 0 que permite que o
usuario do site encontre de forma mais rapida e facil o verbete desejado.

Avaliagdo SAM

De acordo com o parametro avaliativo “SAM” (Tabela 2) obteve-se pontuacgéao final de
27 escores que representado em porcentagem significativa de 79,41%. Dos parametros
avaliados merecem destaque o conteudo, aspectos graficos, layout e tipografia e estimulo
ao aprendizado que tiveram mais de 50% dos critérios aplicaveis indicados como excelente.

O resultado demostra que o glossario online produzido é um excelente material,
possibilitando sua utilizacdo como uma ferramenta didatica que pode auxiliar o processo de
ensino e aprendizagem desse contetdo no ensino médio. Ressalta-se ainda que os dados
foram superiores ao encontrados nas analises feitas por Almeida et al. (2016) e Miranda et
al. (2017) para seus respectivos materiais didaticos.
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Parametro Critérios Pontuacao
Objetivo é evidente 2-  Excelente
Contetido Os contcfudfas §qbre comportamento 2-  Excelente
Competéncia limitada 2-  Excelente
Resumo ou revisao incluida 0- Nao se aplica
Nivel de leitura 1-  Adequado
Estilo de escrita 1-  Adequado
Demanda de alfabetizacdo Vocabulario 1-  Adequado
Contexto 1-  Adequado
Marcadores auxiliadores de aprendizagem 1- Adequado
Sao usadas legendas 1-  Adequado
_ Tipos de ilustragdes 2-  Excelente
Graficos Relevancia das ilustragées 2-  Excelente
Listas, tabelas, gréaficos entre outros 0- Na&o se aplica
Séo usadas legendas 2-  Excelente
Layout 1-  Adequado
Layout e tipografia Tipografia 2-  Excelente
Utilizacdo de Subtitulos 2-  Excelente
Interagdes 0- Na&o se aplica
Estimulo ao aprendizado ~ Padrdes de comportamento desejados 0- Nao se aplica
Motivacao 2-  Excelente
Correspondéncia cultural 2-  Excelente
Adequagao cultural ) ~ .
Imagens culturais 0- Na&o se aplica

Tabela 2. Pontuacgdes dos fatores aferidos pela analise do SAM. Na pontucédo temos: 0 (ndo se aplica),
1 (adequado) ou 2 (excelente). ApOs todos os critérios terem sido avaliados somam-se 0s pontos e
compara-se com a tabela existente em Doak et al. (1996) para verificar o nivel do material produzido.

Avaliagdo SMOG

ApOs a selecéo e andlise das 30 frases através do método SMOG (Tabela 3) verificou-

se 100 palavras, ou seja, o leitor precisaria ter 13 anos de estudo, o que corresponde ao

aluno que esteja cursando o 3% ano do ensino médio ou 1-3° semestre do ensino superior.

Pelo método alternativo, foi contabilizado 39 palavras, assim o leitor precisa ter 10 anos

de estudo, o que equivale ao aluno que concluiu ou estejam cursando o 9° ano do ensino

fundamental ou 1° ou 2° ano do ensino médio. A analise de distribuicdo dos anos escolares

em funcéo dos anos de estudos tomou como base os dados propostos no trabalho de Lyra e

Amaral (2012). Portanto, apenas através do método alternativo, a analise do glossario online

de botanica mostra-se adequada em relagdo ao nivel de ensino apresentado.

Nf Nv Frase selecionada C1 Cc2

1 14 Consiste na retirada da camada externa do xilema, ao longo de 6 1
um anel completo ao redor do caule.

2 29  Folhas jovens de Pteridofitas que ficam enroladas. 2 2

3 35 E aum s6tempo caule e folhas subterraneas. 1 1

4 47 Caule aéreo rastejante em que ha enraizamento em varios 3 >
pontos.

5 55  Tipo de célula presente no gametofito masculino imaturo. 5 3
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6 61 Células alongadas que formam o estémato. 3 2

7 87  Substancia impermeabilizante. 2 2

8 o4 Fruto carnoso que possui uma s6 semente, que fica unida ao 7 1
endocarpo, formando um caroco.
Sao células muito duras do esclerénquima que ajudam na

9 108 ~ ~ ~ 7 2
sustentacéo e protecdo dos embrides de algumas sementes.

10 116 Espordfito diploide. 2 1
Fase diploide do ciclo de vida produtora de esporos e proveniente

11 129 : 5 2
de um zigoto.

12 135 Pedunculo que sustenta a antera. 3 1
Horménios que migram das folhas até a gema, pelo floema,

13 152 . . ~ 4 1
induzindo a floragao.

14 174 Célula haploide reprodutora. 3 1

15 194 S3&o caules finos, flexiveis e verdes. 1 0

16 217 Fruto seco deiscente que se divide em segmentos na maturagdo. 4 1

17 224 Meiose ocorre na formacéo de esporos. 4 0
Sao plantas pequenas e delicadas, que vivem em ambientes

18 239 Umidos e sombreados, como barrancos e troncos de arvores no 8 4
interior das matas.

19 243 Regido do caule de onde partem as folhas e as gemas axilares. 2 1
Tecido que ocupa espacos entre outros tecidos e formam boa

20 256 , . 6 0
parte da medula e do cortex dos caules e das raizes.

21 263 Estrutura que prende a flor ao caule. 1 1

22 270 Conjunto de tépalas. 2 0

23 287 Regibes das traqueides que nao tém lignina. 3 1

o4 296 Forma-se do receptaculo de uma flor com muitos ovarios 4 1
pequenos.

25 304 Polinizacéo feita por morcegos. 2 2

26 326 Tegumento que reveste internamente a nucela. 4 2

27 335 Grupos de esporangios. 1 1

28 353 Caules lenhosos, fortes e bem ramificados. 2 1

29 361 Vasos condutores de seiva bruta. 1 1

30 372 Disseminagcdo de sementes feita por animais. 2 1

TOTAL (30 frases selecionadas) 100 39

Raiz quadrada do valor total + 3 (McLaughlin, 1979) 13 10

Tabela 3. Verbetes e suas respectivas explicagcdes analisadas pelo SMOG. De forma a abranger
o glossario em sua totalidade as frases escolhidas foram divididas em trés partes, dos verbetes
1-124, 125-249 e 250-373. Nf. NUmero da frase; Nv. Nimero do verbete. C1. Contagem de palavras

trissilabicas ou polissilabicas. C2. Contagem de palavras polissilabicas.

Estudos de SMOG é muito comum em cartilhas didaticas, assim, utilizando o método

tradicional Miranda et al. (2017) verificaram 11 anos de estudo, enquanto Almeida et al.

(2016) e Rolim (2016) acharam 14 anos de estudos. Pelo método alternativo, Rolim (2016)

e Silva (2018) obtiveram 12 anos de estudos e sete das 11 cartilhas do IBAMA analisadas

por Amaral (2016) estavam na faixa de 11 anos de estudo ou superior. Assim, observa-se

que pelo método tradicional o glossario didatico esta semelhante a outros recursos didaticos;

contudo, pelo método alternativo tal instrumento mostra-se mais acessivel.
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Avaliagcéo dos professores de biologia

A escolha de entrevistar os docentes (e ndo os discentes) sobre a contribuicdo do
glossario online de Boténica baseia-se no fato de que é o professor que mais entende
sobre os métodos que devem ser usados em sala de aula, uma vez que este conhece as
dificuldades dos alunos. Neste interim, Rangel (2008) afirma que a metodologia de ensino e
aprendizagem é escolhida de acordo com as caracteristicas cognitivas e escolares do aluno.

Ao ser questionado sobre se a linguagem utilizada era acessivel ao publico-alvo (alunos
do ensino médio), 25% consideraram o material com linguagem “Excelente”, 56,25% “Otima’”,
12,5% “Bom” e 6,25% “Regular”. Confirmando dados obtidos pelo SMOG, e atendendo
um dos objetivos do material que é desmistificar os termos botanicos em uma linguagem
acessivel. Dentre os pontos destacados pelos professores ressalta-se que o glossario €
sucinto, e de facil compreensao, mesmo apresentando termos técnicos.

Nesse sentido, Leitdo et al. (2005) afirma que a linguagem de um material didatico
deve ser clara, objetiva e coloquial, adequada as caracteristicas do publico-alvo, e deve
considerar principalmente o nivel de escolaridade, idade e interesse. Isso permitira ao aluno
uma leitura leve, agradavel e de facil compreenséo.

Todos os entrevistados ainda afirmaram que o glossario online € um recurso facilitador
e auxiliador na transmissdo de conhecimento sobre boténica. De acordo com Borges
(2000) a utilizacao de materiais didaticos enriquece as aulas, contribuindo na formacao dos
professores.

Segundo Almeida (2003), ha uma deficiéncia em relacao as formas de ensino, onde se
percebe uma dificuldade do aluno no tocante a motivagao deste em aprender e de repassar as
informacdes de forma organizada e se apropriando de conceitos construidos. Dessa forma,
€ necessario inovar nos métodos utilizados, de modo que a informacao seja repassada de
forma simples e com qualidade para os jovens. Neste aspecto, a internet mostra-se como
uma das melhores formas para se aprender, uma vez que grande parte dos jovens utiliza
esse meio para subsidiar seu conhecimento.

O (glossario também foi considerado atrativo por todos os entrevistados. 39,8%
consideraram o glossario atrativo por ser online; 33,3% consideraram as imagens como
principal fator e 27,1% o nivel de leiturabilidade. Vale destacar que o glossario foi criado
para funcionar como uma ferramenta didatica atrativa aos alunos do ensino médio, bem
como, um auxilio no desenvolvimento das aulas dos professores. Os elementos presentes
no glossario como imagens, leitura acessivel e formato online, favorecem o interesse pela
consulta e leitura do material, tornando-se, desta forma, um instrumento didatico atrativo ao
publico-alvo ao qual se destina.

Segundo Albuquerque et al. (2013), a tecnologia no tocante a Biologia facilita muito
a compreensdo dos processos biolégicos, uma vez que permite a sua demonstracéo por
meio de animacoes, figuras, videos e gifs, os quais auxiliam na retencao do conteudo dessa
disciplina.

Almeida (2000) também comenta que um jovem busca muito mais pesquisar na internet
do que consultar um dicionario para obter a informacao desejada, processo que se torna
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muito mais pratico, uma vez que os recursos tecnoldgicos disponibilizam uma gama de
informacgdes que podem ser acessadas de forma rapida.

Ainda neste contexto, Miranda et al. (2017) salienta que, juntos, palavras e imagens
ensinam com uma dinamica propria e complementar, demostrando para os alunos um novo
nivel de comunicacao e ampliando as possibilidades de compreenséo dos conteudos.

Ainda de acordo com todos os avaliadores/professores, o glossario pode contribuir
para a aprendizagem de boténica no ensino médio, mostrando-se com elevada importéancia
para os discentes desta faixa escolar. Neste contexto, destacam-se as seguintes falas:

Atualmente, temos contato com diversas tecnologias que auxiliam no aprendizado
(ex.: computador, tablete, celular). Portanto, o glossario online pode ajudar o aluno em
qualquer ambiente, desde em casa até na escola. A botanica é um conteudo considerado
complicado, por alguns, e por isso essa ferramenta, que pode ser acessada em qualquer
canto e que pode auxiliar (Professor 2).

Muitas aulas s&o interativas, mesmo que ainda n&o seja a realidade vivenciada nas escolas
publicas. Mas, a interatividade favorece uma interdisciplinaridade o que traz beneficios na
aprendizagem da Botanica através de um glossario online (Professor 9).

Muito importante porque os alunos, muitas vezes, ficam entediados de procurar definicées
nos livros didaticos. O glossario certamente deixard as pesquisas mais dinamicas
(Professor 11).

Importante para juntar a interacdo que eles gostam, com o aprendizado de termos que
eles encontram nos livros didaticos e outros meios de pesquisa (Professor 17).

Por ser uma ferramenta online, o glosséario pode contribuir para a aprendizagem de
botanica. Almeida (2007) destaca que a utilizagao de recursos tecnoldgicos durante o processo
de ensino e aprendizagem possibilita novos meios de ensinar e aprender, distinguindo-se dos
mddulos tradicionais. E as verdadeiras contribuicbes das tecnologias na educag¢ao surgem
a partir do momento que sé&o usadas como mediadoras para a constru¢cdo do conhecimento.

Aimportanciadetalrecurso concordacom Sousa (2005), o qual afirma que € incontestavel
a importancia de dicionarios como instrumento didatico, uma vez que funciona como um
recurso auxiliar no desenvolvimento de competéncias no processo de aprendizagem.

Os professores foram questionados se as imagens do glossario séo de facil compreensao
para os alunos do ensino médio, neste aspecto, 88,2% dos entrevistados responderam “Sim”
e 11,8% responderam “N&ao”. Dentre as justificativas positivas, destacam-se:

As imagens foram bem selecionadas e sao bem ilustrativas para o ensino (Professor 1).

O glossario esta bem atrativo com as imagens claras, ajudando os alunos a correlacionarem
com os conceitos (Professor 5).

As imagens s8o chamativas, e tem a capacidade de prender a atencdo dos alunos
(Professor 13).

Por outro lado, dentre as justificativas negativas, podem ser citadas:

A maioria sim, apesar de pensar que algumas imagens visualizadas por microscopio
tornar-se de dificil compreenséao! (Professor 2).

Algumas imagens s&o muito complexas (Professor 10).
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Nas salas de aula de Ciéncias, a exploracdo das imagens junto aos alunos é um
importante recurso a servico do professor, este auxilia na capacidade de observacao e
possibilita melhor a representacdo dos diversos aspectos da vida. Contudo, é necessario
utilizar as ilustragcdes, explicando as diversas interpretacdes que podem ser retiradas a partir
da analise delas (SOUTO; SILVA, 2008).

Contudo, de acordo com Tomio et al. (2013) observa-se uma dificuldade que os
estudantes apresentam em interpretar as diversas representacoes visuais de Biologia, desta
forma, faz-se necessario uma alfabetizacdo visual com uma melhor exploracdo desses
recursos no ensino dessa disciplina em sala de aula.

Todos os professores entrevistados recomendariam o glossario online de boténica aos
seus alunos e 88,2% utilizariam este recurso didatico em suas aulas. Segundo Miranda
(1995), o glossario funciona como uma ferramenta que auxilia o professor, uma vez que
permite sistematizar conceitos assim como facilita a transmissao de conhecimentos em area
especifica.

De forma mais especifica, os conteudos de biologia no ensino médio apresentam
uma gama maior de informacdes cientificas quando comparados aos apresentados no
ensino fundamental. Dessa forma, muitas vezes o discente ndo compreende essas novas
terminologias, 0 que podera acarretar num déficit de aprendizagem dessa disciplina
(ALBUQUERQUE et al., 2013).

41 CONCLUSAO

Com base no exposto, o glosséario online de boténica vem como uma ferramenta
didatica auxiliadora, de facil acesso, que pode permitir ao discente a compreensao de termos
e conceitos do contetdo de botanica no ensino médio, que por vezes é considerado de dificil
entendimento.

51 AGRADECIMENTOS

Aos professores de Biologia das Escolas Publicas de ensino médio de Fortaleza-CE
pela avaliacéo do glossario online de botéanica.

6 | AUTORIZACOES/RECONHECIMENTO

Todos os autores se responsabilizam pelo conteudo da obra, bem como, autorizam a
submissao da mesma, a devida editora.
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RESUMO: Inafastavel é a perseguicdao por
debates que fortifiquem politicas educacionais
que transitem pela tematica da Ecopedagogia,
seja na direcao do pulular conscientizador do
discurso da sustentabilidade ambiental, seja
na trilha de se propor atividades praticas que
situem faticamente a educagcéo promotora, no
final, da educacdo direcionada para o meio
ambiente. O objetivo geral deste artigo é
aprofundar e multiplicar o espirito exsurgente da

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4

AMBIENTE

denominada Ecopedagogia, especificamente
alinhavando sinalizacbes do que no dia a dia
se pode, a partir do ensino, fazer nascer de
atividades ecologicas. O método empregado
€ 0 da pesquisa qualitativa, esta baseada
na revisitacdo bibliografica de autores que
recentemente se dedicaram ao assunto.

PALAVRAS-CHAVE: Meio
Sustentabilidade, Ecopedagogia.

Ambiente,

ECOPEDAGOGY: EDUCATION FOR THE
ENVIRONMENT

ABSTRACT: Unstoppabile is the persecution for
debates that strengthen educational policies that
go through the theme of Ecopedagogy, either
in the direction of the popular awareness of the
discourse of environmental sustainability, or on
the path of proposing practical activities that
positively situate the education that promotes,
in the end, education for the environment. The
general objective of this article, therefore, is to
deepen and multiply the emerging spirit of the
so-called Ecopedagogy, specifically by aligning
signs of what can be born from ecological
activities in everyday life. The method used
is that of qualitative research, based on the
bibliographic revisiting of authors who recently
dedicated themselves to the subject.
KEYWORDS: Sustainability,
Ecopedagogy.

Environment,
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11 INTRODUCAO

O desenvolvimento sustentavel é adotado como politica publica por todos ou
praticamente todos os paises do mundo, com encaminhamentos que, emrazao dos interesses
e peculiaridades préprias, divergem-se em parte um dos outros. O mesmo pode ser afirmado
em razao da sustentabilidade mais proximamente conexa as questdes ambientais, algo a
interessar, com intensidades diversas, as respectivas sociedades e respectivos ministérios
da educacéao (HOWES et al., 2017).

No Brasil, a Lei de Diretrizes e Bases Educacionais e outras leis e dispositivos a ligarem
meio ambiente e educacdo caminham de fato para politicas de ensino e aprendizagem que
facam inserir nas escolas, como ocorre com as planificacbes programaticas de ciéncias
diversas, conteudos que eduquem os futuros cidadaos para a preservacao de carater
ambiental e demais olhares ambientalmente edificantes (SILVA, 2017).

Em sentido mais classico, por assim dizer, a abordagem educacional voltada para
0 meio ambiente visa restabelecer equilibrios dindmicos entre 0 meio ambiente, 0 mundo
social, a Ciéncia, a economia e a cultura. A partir dessa definicdo, baseada na interacéo entre
esses diferentes campos, a educacao para o desenvolvimento sustentavel € uma educacéo
transversal que integra os desafios do desenvolvimento sustentavel nos novos programas de
ensino da escola primaria e nos curriculos de escolas atinentes ao ensino médio, tecnologico
e profissional, além de proposituras constantes no seio das universidades (SOUSA, 2018).

De qualquer modo, a necessidade premente e constante de se tratar do meio ambiente
sob o critério da sustentabilidade entrelagca-se explicitamente com o carater basilar da
educacéo atual, incluindo educacao para o desenvolvimento e solidariedade internacional,
educacao em saude, educacéo artistica e cultural, e, finalmente, com o que se cunhou por
denominar de ecopedagogia (BAHR; SWEENEY, 2019).

Sob este contexto, sabendo-se da educacdo como parte essencial da estratégia
nacional (e internacional) de transicéo ecologica da realidade atual para o desenvolvimento
ambientalmente sustentavel, € que caminha este texto, concentrando-se no objetivo geral
de mais ainda ratificar a finalidade e o alcance que a ecopedagogia se propde, bem como,
especificamente, apontar interagdes faticas entre educacao e sustentabilidade ambiental.

Metodologicamente cuida-se da exploracao, descricdo e analise de cunho qualitativo
de material bibliograficamente pesquisado, valendo-se os autores de textos recentes como
fonte, desde que escritos originalmente no idioma patrio (portugués) e inglés (em virtude do
alcance dessa lingua pelo mundo no ambiente académico-cientifico).

2| ASUSTENTABILIDADE
2.1 Principais Aspectos

Para Sarkis e Zhu (2017, p. 65)

O Desenvolvimento Sustentavel é a forma de desenvolvimento que n&o agride o meio
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ambiente de maneira a ndo prejudicar o desenvolvimento vindouro, ou seja, € uma forma
de desenvolver sem criar problemas que possam atrapalhar ou impedir 0 desenvolvimento
humano e da prépria natureza no futuro proximo e remoto.

Prosseguem desta vez Di Vaio e Varriale (2017, p. 24) ensinando que:

O desenvolvimento atual, ndo obstante trazer melhorias a populacéo, trouxe inumero
desequilibrio ambiental, como o aguecimento global, o efeito estufa, o degelo das calotas
polares, poluicdo, extingdo de espécies da fauna e flora dentre tantos outros. A partir de
tais problemas pensou-se em maneiras de produzir o desenvolvimento sem que o0 ambiente
seja degradado, incluindo o meio ambiente urbano a abrigar as pessoas propriamente.

A partir das constatagdes dos anos de 1980, as diversas organizacées (empresariais ou
ndo) passaram a se preocupar com alguns aspectos relativos a sustentabilidade, quais
sejam:

Atender as necessidades fisiolégicas da populacdo, com a alimentagdo saudavel, o
acesso a agua potavel etc.;

Preservar o meio ambiente para as geracdes futuras;
Conscientizar a populac&o para que se trabalhe em conjunto e de modo sustentavel;
Preservar os recursos naturais, incluindo o restauro de logradouros destruidos;

Criar um sistema social eficiente que nao permita o mal aproveitamento dos recursos
naturais;

Criar programas de conhecimento e conscientizacdo da real situagdo socioambiental e
de formas para otimizar o0 manejo ou as diversas relagdes havidas com o meio ambiente;

Propiciar o desenvolvimento conjunto de todas as entidades de modo perene, sustentavel.

O desenvolvimento sustentavel ndo precisa ser visto como uma revolucao, ou seja, uma
medida brusca que demanda rapida adaptacéo, mas uma medida evolutiva que progride de
forma mais lenta, porém mais sélida, a fim de integrar a evolugdo humana ao meio ambiente
e tendo por meta obter o desenvolvimento sem degradacéo.

Existem trés linhas indispensaveis para inserir a aplicacdo do desenvolvimento
sustentavel e de suas respectivas acbes sustentaveis: Desenvolvimento Econdmico,
Desenvolvimento Social e Protecdo Ambiental. Esses devem ser dependentes um do outro,
conquanto caminhem de forma homogénea e concomitante (SARKIS; ZHU, 2017).

A percepg¢ao mais comum da ideia de desenvolvimento sustentavel e de suas agdes
nesta direcdo remete ao conceito ecoldgico do termo sustentabilidade que o define como
a capacidade de um sistema ecologico (ecossistema) de atender as necessidades das
populacdes que nele vivem, inclusive sob o aspecto legal. Sob este raciocinio l6gico, mantém-
se 0 senso comum de que o desenvolvimento sustentavel se traduz em promover aumento
ou a manutencéo das atividades econémicas de modo a preservar o meio ambiente, incluindo
a natureza (mais imediatamente pensada), mas também os seres humanos, tdo carentes de
bem-estar, este por sua vez formado pela alimentacdo, acesso a educagao, agua potavel,
tratamento de seus dejetos, ar limpo, ocupacgao laborativa, 0 néo desperdicio e a reciclagem
(a atingir qualquer pratica comercial ou ndo comercial) etc.

Nesta direcdo, como sinalizam Wilkie, Graunke e Cornejo (2015), a economia da
cultura e da pratica sustentavel se justifica como uma perspectiva de empreendimento
do desenvolvimento perene (duradouro) em que atividade produtiva, em relacdo a outras
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possibilidades, abrange essencialmente um conjunto de tecnologias limpas e inofensivas a
natureza, mas que também se vincula, cada vez mais, com o reconhecimento e tratamento
digno da espécie humana que precisa receber formacao sobre o que vem a ser a ecologia
adequadamente respeitada e preservada.

No entanto, o desejo idealizado em questdo € bem mais amplo, e segue ligado a
dois principios fundamentais como sustentam Donato e Souza (2016). O primeiro é o de
garantir aos membros das futuras geragdes um nivel de desenvolvimento per capita igual
ou superior aquele recepcionado pelos membros da geracéo atual. O segundo, de que os
sucessos relativos de determinados programas sejam viaveis se confrontados com a tese
de sua projecao para uma escala socioambiental que perdure ao longo do tempo (DONATO;
SOUZA, 2016).

Ou seja, a légica do desenvolvimento sustentavel € fundada na ética, na solidariedade,
na preservacgao, na cultura da reparticao dos dividendos, sempre passando pela informacgao
qualificada. Fazendo uma simples analogia, € nao adiar para os préximos moradores, para
0s vizinhos ou para os habitantes de outro bairro, a obrigacdo de administrar com mais
dificuldade o entulho e os gastos que sédo gerados ao reformar um jardim ou ampliar a rede
de saneamento local, vez estar saturada, exemplificadamente.

Ainda por exemplos bem simples, ja pensando sob o ponto de vista das acdes positivas
dadas a partir do mundo empresarial e de quem atua com tecnologia, é nao supervalorizar a
vida do cliente em detrimento do préprio funcionario, é ajudar a comunidade local a viver de
modo mais saudavel, é ndo depositar lixo em lugares inapropriados e outras tantas politicas
sustentaveis. O fundamento do desenvolvimento sustentavel é 6bvio e, assim, primario,
sempre pensando no respeito ao proximo e, no caso das organizagdes, vincular tais agdes
naturalmente a cada uma de suas marcas: é algo desejavel (KIRSCHKE; NEWIG, 2017).

Para que isso seja possivel no plano da sociedade, existem condi¢coes basicas que
precisam ser identificadas ou inventadas, quais sejam: capacidade inata a ser potencializada,
existéncia dos recursos naturais necessarios para dar subsidio ao desenvolvimento;
capacidade na seara da tecnologia para efetivar seu uso de forma sustentavel, preservando
a condicao original do ecossistema; capacidade de sustentacdo referente ao potencial
da comunidade em agir em prol da propria coletividade, assumindo a condicdo sine qua
non de que ela seja simultaneamente provedora e cliente do processo; adocao por parte
das empresas de politicas nao egoisticas, culminando por dividir com seu cliente interno
e externo as possibilidades de partilhar a riqueza oriunda da consciéncia preservacionista
(KIRSCHKE; NEWIG, 2017).

Mais do que isto, e em especial em funcao deste texto, a visdo socialmente correta
de que a sustentabilidade impbde aos governos na atualidade exige destas a pratica de tal
ideal, fomentando a¢des comunitarias, auxilios educacionais, criacdo de cooperativas e uma
infinidade de acbes que podem, a partir da forca que 0s organismos sociais ja possuem,
multiplicar positivamente a sustentabilidade do ponto de vista humano, antropolégico — é
0 caso de se ensinar criangas e jovens sobre o valor e a praticidade de se cultivar hortas
comunitérias, de viabilizar a compostagem etc. (BONOLI; ZANNI; AWERE, 2019).
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Com o conhecimento cientifico disponibilizado, ainda mais cultivado pelo grande
conjunto de novidade que € todo o rol abarcado pela tecnologia da comunicagéo, € muito
dificultoso entender a verdadeira natureza do desejo moderno do homem por desenvolvimento
econ6mico a todo e qualquer custo e sem dispender recursos para ajudar o préximo a
percorrer seu caminho de modo mais leve e, repete-se, sustentavel.

Nenhuma espécie viva, com efeito, a excecdo do homem, empreende esforcos de
desenvolvimento na dire¢cdo do crescimento material. Este crescimento, sob as formas em
que é compreendido, desagua sempre em algum tipo de agressao contra o ser humano e o
meio ambiente (BONOLI; ZANNI; AWERE, 2019).

Mesmo o conceito de desenvolvimento sustentavel pode ser contraditério (contradicao
de palavras ou ainda de semantica). Qualquer melhoria econdmica, sob a moldura que
o homem quer empreender, significa acumulacao de capital e 0 esgotamento de alguma
categoria de recursos geralmente ndo renovaveis, como o € o combustivel fossil ou mesmo
como se da, em extensado analitica, em face do proprio homem a n&o ter mais tanto espaco
adequado de moradia, agua tratada, oportunidade de emprego em face da automacéao dos
processos e servicos etc.

A expansao de areas urbanas unicamente, junto com o erigir de estradas, consome
a cada ano, em todo o mundo, sé para elucidar, em torno de 1,06 milhées de quilébmetros
quadrados de terra cultivavel, constituindo-se estas, em geral, as mais preciosas. De outro
modo, a automacéo fez com que 3,3% da populacéo economicamente ativa mundial perdesse
seus postos de trabalho ao longo dos vinte anos compreendidos pelas décadas de 1980 a
1990 em todo o planeta (KIRSCHKE; NEWIG, 2017).

Desta maneira, o desenvolvimento, tal como percebido pelo planeta, ndo pode ser
literalmente sustentavel, carecendode atitudes positivas e efetivas por parte de administradores
publicos e privados, sem a ado¢ao de praticas sustentaveis reais e do ensino desta filosofia
e pratica, principalmente por parte das escolas. Elas precisam conhecer sua capacidade
e missdo de promover o pensamento voltado para o bem-estar individual e coletivo, isto
valendo nédo sé para a questéo dos recursos naturais propriamente, mas permeando também
a elevacéao da qualidade da vida na terra — € a Ecopedagogia a se sobressair como uma das
importantes e urgentes ciéncias educacionais do presente (SOUSA, 2018).

Durante o século XXI a sociedade global enfrenta a dificil, porém inspiradora tarefa,
de compor uma nova relacdo com o mundo natural, assim considerado. Se se desejar dar
sustento a vida com qualidade, dever-se-a antes buscar o equilibrio entre as acbes humanas
e a as acoes tipicamente protetivas afeitas ao meio ambiente e a sociedade em que se vive.

Para Siqueira e Assad (2015), o desafio sustentavel que enfrenta a humanidade consiste
em encontrar, em um dificil contexto teérico-pratico, as respostas que tenham capacidade
efetiva para preservar a biosfera e produzir uma relagcdo sociedade-natureza equilibrada, ou
seja, harmonizar homem e meio ambiente, considerando evidentemente 0 meio ambiente
(em todos os lugares e condi¢des atuais existentes) como algo de crucial observancia,
melhora e importancia.

O mundo atual, apesar do reconhecimento da relevancia da concepcdo de
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desenvolvimento sustentavel, percorre trilhas que desafiam qualquer nocdo de
sustentabilidade.

Ressalta-se que um dos argumentos mais fortes a favor de dar prioridade a protecéo
do meio ambiente e das diversas comunidades e ao desenvolvimento sustentavel é a
necessidade ética de garantir que as futuras geracdes tenham as mesmas oportunidades
que as geracOes que as precederam, mas para isso é preciso dizer da realidade, recontar
das descobertas nesta seara, ensinar. Outro argumento pode ser debatido favoravelmente a
posicao de evidéncia da pratica ecopedagdgica: a questao de a comunidade humana ter que
assumir o controle de sua prépria evolugao cultural no presente e ndo se colocar a margem
dela, observando a natureza a impor mudancas a medida que os sistemas ambientais entram
em colapso (BONOLI; ZANNI; AWERE, 2019).

As questdes fundamentais que precisam ser consideradas em qualquer discusséo
relacionada ao desenvolvimento sustentavel e a pratica sustentavel a ser ensinada nas
escolas (e mesmo fora delas, claro) sdo sempre o bem-estar humano, o0 meio ambiente e o
futuro.

Desse modo, temas como poluicdo, biodiversidade, exploracdo de recursos naturais,
efeitos climéticos, empregabilidade, entre outros, devem ser relacionados — tanto para
analise quanto para a implementacédo de solucbes ao desemprego, pobreza, riqueza,
novas tecnologias e seus usos, valores culturais, organizacdes politicas e sociais, palco do
ensino publico e particular (DONATO; SOUZA, 2016). Se nao se ensina, a velocidade do
autoaprendizado é lenta e por vezes, sequer alcancada.

31 AECOPEDAGOGIA

Pontua-se que criancas e jovens constituem a linha principal do que se convencionou
chamar de Ecopedagogia, disciplina a abrigar o ensino e o modo de se ensinar (Pedagogia)
e a Ecologia, unidas na direcdo de despertar, notadamente no publico sob idade escolar
— mas alcang¢ando os adultos — a consciéncia e o agir favoravelmente a sustentabilidade
ambiental (NARANJO-GIL, 2016).

Sua acao visa integrar, nos programas de ensino, conceitos que interessam os jovens,
analisando problemas e medidas locais para amplid-los e remediar as investidas contra a
natureza, enquanto desenvolve suas habilidades em sustentabilidade ambiental.

Os programas ecopedag0gicos precisam incentivar os jovens a ir além das fronteiras
institucionais e a entender o contexto do desenvolvimento sustentavel. A exemplo, se um
projeto de gerenciamento de residuos € realizado por uma turma no campus da escola, os
alunos nao apenas lidam com os aspectos ambientais do gerenciamento de residuos, mas
também com questdes como meios de subsisténcia, saude, empreendedorismo, coleta e
disposicao de residuos, conhecimento e pratica, esta tendente a ser multiplicada em suas
moradias, propriedades (SIQUEIRA; ASSAD, 2018).

Inicialmente, poder-se-ia distinguir, por um lado, a educagdo ambiental, oferecendo
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uma abordagem naturalista da criangca em seu ambiente local, mas, essencialmente, em
razdo de um meio ambiente distante, constante dos livros (essa € a pedagogia praticada em
meados do século XX pelas instituicdes educacionais). Por outro lado, caminhou-se adiante
para a educacao para a preservagao e o desenvolvimento sustentavel do meio ambiente,
esta praticada antes por associacdes de solidariedade internacional e que se concentrou,
anteriormente a tudo, em conscientizar pessoas por todo o mundo acerca dos desafios que
a ajuda dos salvadores dos animais das décadas de 1970 e 1980 precisavam — berco
primeiro do apelo ambiental do presente (SARKIS; ZHU, 2017).

Esses dois modelos de educacdo evoluiram paralelamente no mundo associativo e
dissociativo da educagao global.

A proliferagdo das mudancas climéticas tornou ainda mais urgente questionar os
modelos de desenvolvimento e seu impacto no meio ambiente. A abordagem educacional
hodierna, finalmente, tende a fazer as pessoas pensarem em construir uma sociedade
mais unida, treinando cidad&os para entender questdes globais, estabelecendo o elo entre
aspectos sociais, ambientais, econémicos e de governanca — ainda que parta de realidades
muito locais, 0 que se da muito eventualmente.

Diante dos desafios globais, a ambi¢ao da Ecopedagogia e de todo o rol de corolarios
inscritos no desenvolvimento ambientalmente sustentavel é ensinar e convidar os
cidadaos (ainda que jovens) a uma reflexdo sobre a evolugcdo da sociedade que respeite
sistematicamente os seres humanos e a natureza (SARKIS; ZHU, 2017).

Educar para o meio ambiente, segundo Sousa (2018), por outras palavras, é recriar
o vinculo entre as pessoas e seus ambientes naturais, sociais e culturais. Isso pode ser
conseguido fornecendo conhecimento cientifico, pontos de referéncia culturais e sensoriais,
descobrindo um lugar, uma troca, as riquezas nos diversos habitats existentes; é produzir
uma horta, colher a sombra de uma arvore sem la depositar vestigios da interven¢cao humana
de carater maléfico.

3.1 O Fazer Ecopedagégico

A educacao ambiental moderna enfatiza o incentivo direcionado para a vontade de
agir e a competéncia do ser humano para administrar com extremo respeito 0S recursos
naturais a partir de interesses individuais e patentemente sociais, econémicos e ecoldgicos.
Os objetivos da educagcédo ambiental, portanto, coincidem amplamente com os da educacéo
para o desenvolvimento sustentavel.

Experiéncias pelo mundo tém sinalizado para a Ecopedagogia como fator de
conhecimento e pratica ecologicamente sustentavel, como o caso de se propor a viabilizacdo
de instalagbes voltadas para a compostagem de material organico, este que, a partir de
unidades trabalhadas dentro dos espacos escolares, acabam ganhando a comunidade local.

Bonoli, Zanni e Awere (2019) reportam que, na Palestina, uma dezena de escolas se
estruturou, recentemente, na direcdo de organizar a decomposicdo de material organico
produzido dentro das proprias unidades escolares, reutilizando-o.
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Explica-se que o processo natural da reciclagem se constitui na decomposicéo de
material organico que é facilitado pelo que se denomina de compostagem, nada mais se
traduzindo como uma concentracao e aceleracéo desse processo. Depositando-se esse tipo
de material em Gnico lugar, os microrganismos la atuam, alimentando-se de restos de frutas,
legumes, verduras e folhagens diversas, quebrando as células que os compdem. O resultado
€ adubo de qualidade a ser aproveitado no cultivo de plantas diversas (HOWES et al., 2017).

Nessas escolas da Palestina, as criangas se responsabilizam por recolher o material
organico oriundo da limpeza das muitas hortas comunitarias existentes no interior das
unidades, passando diariamente também pelas cozinhas e cantinas escolares a recolher
sobras e partes desses produtos néo utilizados. A varredura dos canteiros da escola e o
resultado da poda da jardinagem do local, feitas por funcionarios, séo também objeto de
recolha por parte dos alunos, destinando tudo para as composteiras (BONOLI; ZANNI;
AWERE, 2019).

O adubo se forma quando os materiais sdo reunidos em um grande recipiente de
plastico ou de madeira resistente, la sobrepostos, umedecidos e arejados. Fungos, bactérias
e invertebrados sao capazes de assumir o processo de decomposicdao, com a compostagem
acontecendo. No final, o produto € o humus, matéria organica marrom e escura que se
acumula no depdsito de material organico. Além disto, as composteiras desse caso concreto,
constituindo-se em grandes baldes de plastico com capacidade de até 150 litros cada,
possuem pequenas torneiras em sua parte inferior, dali podendo-se extrair o chorume
(BONOLI; ZANNI; AWERE, 2019).

O chorume se apresenta como liquido também escuro e igualmente contenedor de
propriedades fertilizantes, utilizando-o em face das mencionadas hortas e também se
destinando para uma ou outra planta ornamental pertencente a esses locais.

Espaco nos aterros sanitarios da regido sdo economizados, as culturas otimizadas
e valorizadas ambientalmente com os nutrientes, e as criangcas em idade escolar ainda
aprendem como a natureza se vale da reciclagem (SARKIS; ZHU, 2017).

As escolas passam a produzir menos lixo, dinheiro é economizado no transporte dos
residuos, sacos plasticos deixam de ser adquiridos para esse encaminhamento.

Os nutrientes sao reciclados de volta ao solo. A erosao € evitada quando o composto
€ adicionado. A conscientizacdo é criada em torno dos esfor¢os de reciclagem e reducéo de
residuos, e o orgulho da escola e a conscientizacao dos envolvidos sao gerados através da
contribuicdo positiva feita para o meio ambiente (SARKIS; ZHU, 2017).

Os materiais organicos representam mais de 60% do fluxo de residuos desse tipo de
instalacdo e incluem aparas de folhas e patios, estrume (ainda que de poucos animais),
alimentos ndo consumidos e estragados; basicamente, tudo o que estava vivo e agora esta
morto e precisa ser gerenciado ou descartado (BONOLI; ZANNI; AWERE, 2019).

Pois que todos os residuos orgéanicos tem a capacidade de alimentar o solo que por sua
vez ira nutrir novos alimentos, por assim dizer (SARKIS; ZHU, 2017).

E, de fato, o processo de compostagem tem varias oportunidades educacionais que
podem enriquecer a experiéncia de aprendizado como um todo. Uma caixa de compostagem
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ativa mostra ser um habitat a fornecer infinidade de atividades praticas para alunos de todas
as habilidades e competéncias atuais. Esse processo fascinante pode ser explorado em
licbes que abrangem uma gama de estagios-chave e areas de estudo. Existem muitos
assuntos em que o composto e sua importancia podem ser usados para integrar a pratica e
o conhecimento em Ecopedagogia.

Cuida-se, neste exemplo, da aquisicdo de habilidade essencial (para a natureza e
para o proprio aprendente) e transferivel. Aprende-se, sob esta questdo educacional, sobre
formar equipes, sobre comunicagéo e organizacdo necessarias para fazer erigir um sistema
de coleta bem-sucedido nas escolas. Essas habilidades sao desenvolvidas ainda mais se
os alunos se envolverem com o treinamento de membros da comunidade sobre como se
promove a compostagem e sua importancia.

Wilkie, Graunke e Cornejo (2015), ao se debrucarem sobre as experiéncias ocorridas
em trés escolas na Flérida (Estados Unidos), também relatam o mérito da Ecopedagogia em
ensinar e fazer acontecer processos de compostagem e de horta comunitaria. O processo de
compostagem pode ser estudado em varios niveis; com intensa participacao de funcionarios,
professores e alunos — bem como de pais do corpo discente, ainda que em menor monta, algo
explicado pela questao da localizagéo essencialmente urbana de tais unidades educacionais.

A investigacdo acerca do processo de compostagem e da producdo dada a partir
de pequenas hortas foi amplamente debatida nas escolas, passando pelas disciplinas da
Ecopedagogia, Biologia, Fisica e outras que, ao final, sempre permeavam discussdes sobre
questdes de producéo e sustentabilidade, situando a natureza e seu papel vital (WILKIE;
GRAUNKE; CORNEJO, 2015).

A questéo do volume, peso e proporgcdes das duas iniciativas foi abordada nas trés
escolas também pelos professores de Matematica, conquanto, nos niveis médios de ensino,
professores de Fisica chegaram a propor e a efetivar o célculo da producao e do fluxo de
materiais consumidos, por exemplo, do chorume, incluindo até taxas de evaporacéo das
aguas do composto (WILKIE; GRAUNKE; CORNEJO, 2015).

Interessante também expor que a Ecopedagogia na Flérida posta em curso, envolveu
aulas de design e construgcao. Uma vez entendido o processo de compostagem, os alunos
podem projetar e construir suas préprias caixas de compostagem, valendo-se de madeira
apropriada. Isto ndo sé da aos alunos a oportunidade de demonstrar praticas e desenvolver
habilidades, mas também reforca o aprendizado sobre o processo em si.

As hortas dessas escolas norte-americanas, reporta-se em tempo, também tem,
agora conforme expdem Madeiros e Flores (2019), contado da validade e alcance que a
Ecopedagogia consegue propor e colocar faticamente as mentes e méos do alunado. O
programa vivenciado também no Sudeste dos Estados Unidos inclui no total 25 unidades
escolares especialmente selecionadas (abrigando as trés ha pouco mencionadas). O
objetivo levado a contento foi o de produzir 6 tipos de verduras e 6 tipos de legumes nessas
localidades.

A participacédo e o envolvimento foi exemplar, com a propria escola e familias dos
alunos fazendo uso regular destes alimentos, conquanto produzidos em muito baixa escala.
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A comunidade local, bairros afastados de cidades medianas, registra-se, iniciou, exatamente
a partir dessa iniciativa, a feitura de hortas individualmente cultivadas em suas casas, algo
gue melhor integra, enfim, o ciclo de aprendizagem e experimentacao desse tipo de atividade
tao prépria da Ecopedagogia (MEDEIROS; FLORES, 2019).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Como visto, as praticas sustentaveis abrigam muitos conceitos, basicamente
alcancados pela durabilidade dos recursos naturais, com respeito a todas as fontes oriundas
da natureza, com a adog¢ao de praticas e politicas (por todos devendo serem assumidas), no
sentido de tornar tais riquezas perenes e empregadas mais adequadamente.

Trata-se de implementar cultura preservacionista, esta pautada pelo respeito a
integridade e a recuperacao daquilo que é vital ao ser humano; e, mais ainda, da atitude de
nao degradar, nao poluir, cuidando-se de prover ambientes saudaveis a todos.

Os beneficios oriundos desta visédo e deste posicionamento sdo a saude do planeta e
das espécies que aqui existem, destacando-se o préprio homem, Unico ser inteligente neste
imenso ecossistema que € a Terra, que precisa da luz solar translicida, de agua pura, de
alimento saudavel e sem poluentes, de ar o mais puro possivel etc.

A saude do Homem, mantendo-se a qualidade de vida deste e de outras espécies,
traduz-se como grande beneficio oriundo e todo entendimento voltado para o desenvolvimento
sustentavel, algo mais recentemente promovido pelo que se alcunhou denominar de
Ecopedagogia. Esta, como verificado, prové entendimento e acdo, teoria e prética,
compreensao e participacao ativa a fazer do meio ambiente o constante aliado que precisa
ser.
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RESUMO: Introducao: Atualmente ha 26
milhdes de idosos no Brasil e segundo projecoes
os idosos serdo 29% da populagdo em 2050,
quando esse grupo somara 66 milhdes de
individuos. O aumento do numero de idosos
pode ter um grande impacto no sistema de
saude e previdéncia social. Este aumento da
expectativa de vida traz consigo uma diminuicao
da fungdo do sistema imunolégico chamado
de imunossenescéncia. A imunossenescéncia
€ caracterizada pelo declinio funcional do
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sistema imunoldgico quando comparados com
individuos jovens. Este processo gera maior
susceptibilidade a infeccbes e diminuicdo da
resposta vacinal. A imunossenescéncia ocorre
em diversos compartimentos do sistema
imunoldgico, afetandodesde células, receptores,
vias de sinalizagdo, proteinas e também
estruturas, como por exemplo o telémero.
Objetivos: Analisar as diferencas entre os
géneros no processo de imunossenescéncia
em individuos idosos saudaveis. Materiais e
Métodos: Células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) foram obtidas por gradiente
de densidade Ficoll Paque. As subpopulagdes
de linfécitos TCD4 e TCD8 foram purificadas
e realizada a técnica de Flow-FISH, com
o emprego do Telomere PNA Kit/FITC. Foi
realizada imunofenotipagem para populacoes
de memoria e naive. Apos cultura de 3 dias as
células foram lisadas, e foi realizado ensaio
de PCR Real Time para avaliacdo da enzima
telomerase. Além disso foram avaliadas através
de citometria de fluxo as subpopulagdes de
linfébcitos naive, memobdria central, memobria
efetora, e memodria terminalmente diferenciada.
Resultados: Nao foi possivel verificar
diferencas significativas nos linfécitos TCD4+,
nem em TCD8+ nas suas subpopulacdes, nem
quanto ao comprimento de telébmero, nem na
atividade da enzima telomerase. Demonstrando
apenas uma tendéncia a maiores resultados no
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género feminino. Conclusao: O PCR Real Time foi sensivel o suficiente para diferenciar
células néo estimuladas de estimuladas. Além disso, verificamos que as maiores alteragdes
do envelhecimento sdo nos linfécitos TCD8+. Com uma tendéncia a maiores resultados no
género feminino.

PALAVRAS-CHAVE: senescéncia, envelhecimento, RT-PCR, telomerase, teldbmero

CELLULAR SENESCENCE ASPECTS IN HEALTHY ELDERLY

ABSTRACT: Introduction: There are 26 million of elderly on Brazil, and projections affirm that
in 2050, 29% of the population will be elderly, summing 66 million individuals. The increase
of elderly can impact on healthy system and social service. This increase in life expectancy
brings a decrease in immune system called immunosenescence. The immunosenescence is
characterized by function decrease in immune system when compared to young individuals.
This process impairs in high susceptibility to infection, decrease in vaccine response. Besides
that, immunosenescence occurs in all compartments of immune system, with alteration in
cells, receptors, signaling pathways, proteins, and structures. Aims: Analyze differences
on immunossenescence process between healthy individual of both genders. Material and
Methods: Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by density gradient
Ficoll Paque and subpopulations of TCD4 and TCD8 lymphocytes were magnetic separated.
On lymphocytes populations Flow-Fish was used with Telomere PNA Kit/FITC. Cells were
cultivated for 3 days, under no stimuli or stimulated with PHA. After stimuli the cells were lysated
and the PCR Real time for enzymatic activity of telomerase were standardized. Besides that,
were evaluated by flow cytometry memory subpopulations: naive, central memory, effector
memory and terminally differentiated memory. Results: There were no differences on TCD4
and TCD8 subpopulations, not either in telomere length, not even in telomerase activity. We
could only see a tendency in higher results on women. Conclusion: The Real Time PCR
reaction were sensitive enough to differentiate stimulated cells from non stimulates. Besides
that, we verify that most alterations are on TCD8 lymphocytes, suffering more with aging
process. Women have a tendency of higher maintenance of cellular characteristics.
KEYWORDS: senescence, aging, RT-PCR, telomere, telomerase.

11 INTRODUCAO
Imunossenescéncia

De acordo com a Organizacéo Mundial da Saude (OMS) uma populagao é considerada
envelhecida quando possui idade superior a 65 anos. Atualmente ha 26 milhdes de idosos
no Brasil, e segundo projecdes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
0s idosos serdo 29% da populacdo em 2050, quando esse grupo somara 66 milhdes de
individuos (1).

Entretanto uma populacdo idosa traz consigo problemas que desafiam o sistema
de saude e previdéncia social, tendo em vista que a funcdo imune altera-se com o
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envelhecimento, predispondo a uma série de eventos adversos. Porém envelhecer néo
significa necessariamente adoecer, e 0os avancos no campo da saude e da tecnologia tém
permitido uma melhor qualidade de vida nessa fase (1).

Outrossim a Imunossenescéncia € um campo da Imunologia definido para estudar o
envelhecimento imunolbgico associado ao progressivo declinio da fungao imune, aumentando
assim, a suscetibilidade dos individuos para infec¢des, doencgas autoimunes e cancer (2).

O processo de envelhecimento é definindo como um declinio progressivo da homeostase
que ocorre apds a completa fase reprodutiva da vida. O envelhecimento € programado e
determinado por genes selecionados resultantes da interacdo estocastica entre lesbes e
reparos, de acordo com a energia dispensada pelo individuo para manter a integridade de
Orgéos e proteger contra injurias oxidativas de DNA (3, 4). As mudangas quantitativas e
qualitativas do sistema imune no envelhecimento vém sendo implicadas no aumento da
susceptibilidade a diversas doengcas como, cardiovasculares, autoimunes, e cancer, assim
como a diminuicao da resposta vacinal e a agentes infecciosos (5).

Além disso, estudos acerca da resposta imune inata mostram que seus componentes
celulares como neutréfilos, mondcitos, células dendriticas e NK, estdo numericamente,
preservados em idosos saudaveis, entretanto a atividade funcional dessas células aparece
comprometida em diferentes situacoes. Ja a resposta imune adaptativa tem seus niveis
sistémicos comprometidos em érgéaos linfoides e nao linfoides, demonstrando assim uma
maior faléncia de sua atividade, relacionada principalmente a reducéo de células T (6, 7). O
aumento do numero de idosos pode ter um grande impacto no sistema de saude ja que este
aumento da expectativa de vida traz consigo doengcas como deméncia, artrite reumatoide,
cancer, problemas cardiacos e sarcopenia.

Por outro lado, sabe-se que ha diferengas entre o sistema imune masculino e feminino,
como por exemplo, a menor porcentagem de linfécitos T em homens. Também é descrito
o diferente funcionamento do sistema imune entre os géneros como a maior producéo
de resposta humoral e celular no género feminino, fazendo com que ocorra uma melhor
resolucao de infeccbes e maior prevaléncia de autoimunidade (8, 9). Essas diferencas podem
ser efeito de hormdnios como o estrdgeno, que pode ativar a enzima telomerase e estimular
a imortalizacao celular (10). Horménios andrégenos e estrogenos sao capazes de reduzir o
numero de linfécitos T maduros e potencializar a involugao timica (11), assim como hormaénios
androgenos também favorecem o desenvolvimento de respostas Th1, e ativam linfécitos T
CD8+, enquanto estrogenos favorecem a via Th2 e a producéo de anticorpos (12). Entretanto
pouco se sabe sobre as diferengas entre os géneros no processo de imunossenescéncia.

O sistema imune possui diferentes tipos celulares para prote¢cdo do organismo, onde
cerca de 70% séo linfocitos. Estes linfécitos interagem com outros tipos celulares para
auxiliar na montagem de uma resposta imune. Para que isso ocorra os linfcitos precisam
que seus receptores CD27 e CD28 interajam com os receptores de superficie das células
apresentadoras de antigenos para se tornarem ativos e permitirem a proliferacao extensiva
e secrecao de citocinas (13-15).

As células de memodria, tanto CD4 e CD8, possuem uma dinamica representada por
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trés fases, onde a primeira é caracterizada por um pool de células naive, que com o decorrer
do tempo se transformam em células de memoria em resposta a antigenos especificos
alcancando cerca de 35% do pool total de células ap6s a primeira década de vida. A segunda
fase é denominada homeostase de memoria que se inicia na terceira década de vida com as
células T de memodria circulantes alcancando um platé e se mantendo durante a vida adulta.
Na terceira fase, ap6s um longo periodo de estabilidade a frequéncia e a funcionalidade
das células de memodria se alteram sendo este fenbmeno denominado imunossenescéncia.
Esta fase € marcada pelo aumento de susceptibilidade a infecgcbes ocasionada por uma
desregulacao imune com um declinio fisiologico. As células de memoéria circulantes possuem
dois fenotipos predominantes: as células de memoria central, amplamente confinadas nos
tecidos linfoides secundarios caracterizadas como CD45RA-CCR7+CD62L+, e as células de
memoria efetora que trafegam por multiplos compartimentos periféricos e sao caracterizadas
pela auséncia de expressao de CD45RA, CCR7 e CD62L (16).

Deste modo, alguns marcadores de superficie de células T auxiliam a diferenciar
funcionalmente estas células com o envelhecimento. Células naive expressam CD45RA e
CCR7 em suas membranas permitindo que estas células migrem para os linfonodos (17).
Linfécitos de meméria central (MC) séo produtoras de IL-2 e IFN gama, mas nao produzem
citocinas efetoras como TNF- alfa, IL-4, ou moléculas efetoras como perforinas e granzimas.
Sao fenotipicamente definidas como CD45RA-CD45R0O+CD27+CD28+CCR7+. Ja as células
de memoria efetora (ME) sao capazes de produzir citocinas e moléculas efetoras como IL-4;
IL-5, TNF-a, perforinas e granzimas, e podem ser definidas como CD45RA-CD45R0O+CD27-
CD28-CCR7-. Outra populacéo celular que pode ser definida s&o as efetoras terminais
apresentando fenétipo CD45RA+CD45R0O-CD27-CD28-CCR7-: estas células apresentam
limitada capacidade replicativa mas produzem diversas citocinas quando ativadas (18).

Outro aspecto importante da senescéncia celular € a manutencéao celular, ja que ha um
limite de proliferacéo celular apés um definido numero de divisdes celulares. Os telomeros
séo complexos de proteina do DNA que revestem o final dos cromossomos com fung¢ao de
manter a estabilidade durante o processo de divisao celular. Sao repeticdes ndo codificantes
de TTAGGG que protegem o cromossomo contra degradacédo, fusdo ou recombinacéo
atipica (19). Quando ha divisao celular, os teldmeros ndo sao totalmente replicados devido
a limitacao da DNA polimerase em completar a replicacéo dos finais de moléculas lineares,
0 que leva ao encurtamento destas estruturas (20). Portanto € necessaria uma enzima, a
telomerase, para adicionar repeticoes de TTAGGG aos teldmeros restantes. Esta enzima
€ habitualmente inativa na maioria das células somaticas, mas é altamente detectada em
células tumorais (21).

Em células normais, a atividade da telomerase é regulada durante o desenvolvimento
sendo extinguida durante a diferenciacdo embriol6gica nas células soméaticas. Porém, em
alguns tecidos como células germinativas, linfécitos ativados, e algumas populacdes de
células tronco esta atividade é mantida. A desregulacao do funcionamento da telomerase
esta relacionada com algumas doencas que resultam em encurtamento acelerado dos
teldmeros e deficiéncias proliferativas. Deste modo, a expresséo e atividade da telomerase
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pode conferir potencial replicativo ilimitado, comum em células cancerosas e nao necessario
em células jovens, assim como, sua inibicao leva a encurtamento do telémero e apoptose
(22).

Este encurtamento pode ser correlacionado com doencgas degenerativas, que tendem a
ser mais comuns em homens, sendo uma das possiveis causas das diferencas de longevidade
entre os géneros. De acordo com Leri et al. mulheres possuem maior atividade da enzima
telomerase do que homens, o que pode ser entdo responsavel por maiores teldbmeros em
mulheres (23).

Dessa forma € evidente que é necessario um estudo acerca de avaliar a fungao
imunolédgica desses individuos idosos. Portanto o objetivo deste estudo foi avaliar as
diferencas entres os géneros quanto a aspectos da senescéncia celular em individuos idosos
saudaveis.

2 | MATERIAL E METODOS

As amostras foram provenientes de individuos idosos saudaveis funcionarios ou
participantes do grupo de voluntarios do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo. Os critérios de inclusao foram: idade entre 60 e 80 anos homens
e mulheres, ndo fumantes, ou que cessaram o habito ha mais de 15 anos, com IMC<30

(Tabela 1).
" . IMC
Género Idade Localizacao (média)
Masculino (n =11) 65,0 (60-71 anos) Sao Paulo 22.7
Feminino (n=11) 65,3 (60-71 anos) Séo Paulo 25.8

Tabela 1. Dados demograficos dos voluntarios

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob o nimero
1.956.268.

Foram coletados 4 tubos de sangue heparinizado, € na sequéncia obtidas células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) utilizando gradiente de densidade Ficoll Paque
Plus (GE Healthcare Life Sciences, United Kingdom). Parte das PBMC foram armazenadas
em solucdo de congelamento contendo Soro Fetal Bovino (SFB)/ 10% de dimetilsulfoxido
(DMSO) em nitrogénio liquido, para utilizacao em experimentos posteriores.

A partir das células obtidas foi realizada marcacao extracelular, foram separadas 1x108
células por tubo. Foram adicionados com os seguintes anticorpos monoclonais: CD3, CD4,
CD8, CCR7 e CD45RA (BD Biosciences), com o intuito de verificar popula¢des de memorias e
naive. A aquisi¢cdo dos dados foi realizada por citometria de fluxo, em citémetro LSRFortessa
com os dados analisados através do software FlowJo 10.0

As PBMCs restantes foram purificadas para linfocitos TCD4+ e TCD8+ por meio de
selecdo magnética negativa (CD4+ ou CD8+ T Cell Isolation Kit Il human) (MiltenyiBiotec,
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Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. A pureza destas células foi avaliada
empregando-se citometria de fluxo com trés cores (CD3/CD4/CD8, Serotec, Oxford, United
Kingdom) sendo considerada um grau minimo de pureza 90%.

Para medir o comprimento dos teldbmeros utilizamos a metodologia de Flow-FISH. A
hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH) foi realizada com o emprego do Telomere PNA
Kit/FITC (Dako, CO, Reino Unido) da mesma forma que em estudos prévios de nosso grupo
(24). Para cada amostra utilizamos 1x10° linfocitos (CD4 ou CD8) juntamente com 1x106
de células de linhagem tumoral 1301 (utilizadas com controle interno por serem tetraploides
e possuirem longos teldbmero com tamanho conhecido). As células foram centrifugadas e o
controle negativo ressuspendido em solu¢ao de formamida, enquanto as células marcadas
foram ressuspendidas em solugdo de formamida juntamente com a probe telomérica. As
amostras foram entdo aquecidas a82°C por 10min paradenaturacdo e em seguida hibridizagao
em temperatura ambiente overnight. Apds este periodo as células foram lavadas e aquecidas
a 40°C, ressuspendidas em solucdo de DNA staining, contendo iodeto de propidio e Rnase
e incubadas a 4°C por trés horas para posterior leitura em citbmetro de fluxo. Analise foi
realizada no software FlowJo 10.0. A determinacdo do comprimento do telémero foi feita de
acordo com instrucdes do fabricante, com posterior conversdo da unidade de medida em
kilopares de bases.

A atividade da enzima telomerase foi realizada usando o “TRAP Assay’, que consiste
em verificar a habilidade da enzima em adicionar repeticbes teloméricas em primers de
oligonucleotideos especificos (25). PBMC’s (2x106) foram mantidas em cultura por 72 horas
em duas condi¢des: sem estimulo (basal) e estimuladas PHA (fitohemaglutinina) (SIGMA,
Alemanha), sendo entdo lisadas em 50ul de CHAPS buffer (CellSignalling, Estados Unidos),
contendo inibidor de Rnase e protease (Thermo-Fischer Scientific, Invitrogen, EUA). As
células foram congeladas e descongeladas duas vezes em freezer -80°C e centrifugadas
por 10min a 14000 rpm. A quantidade de proteinas foi dosada pelo método Protein A280-
BSA em NanoDrop™ . Para avaliagdo da atividade da enzima telomerase foi utilizado 5ul do
lisado celular, contendo <100ng/ml de DNA. Adicionado em placa, juntamente com 12,5ul de
Luna® Universal qPCR Master Mix (New England Biolabs, EUA), e 10uM dos primers (TS
e ACX). Além das amostras testadas foram adicionados os controles negativos e positivos
(tampao de lise CHAPS buffer e linhagem celular 293 immortal cell line human kidney cells,
respectivamente). As placas foram enté&o lidas em aparelho Applied Biosystems® 7500.

31 RESULTADO

Um dos aspectos avaliados foi a composicao de linfécitos TCD4+ e TCD8+ quanto as
subpopulagdes de células naive (CD45RA+CCR7+), memoria central (CD45RA-CCR7+),
memoria efetora (CD45RA-CCR7-) e terminalmente diferenciadas (T CD45RA+CCR7-).

EMRA) (
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Figura 1: Frequéncia das populacdes de memoria e naive nas subpopulacdes de linfécitos TCD4 e
TCD8 em ambos os géneros, realizada por citometria de fluxo.

Como podemos ver na Figura 1 ndo ha diferencas significativas nos linfocitos TCD4+,
nem em TCD8+. Porém os resultados no género feminino parecem ser menos homogéneos
do que no género masculino, isso pode ser devido ao periodo p6s-menopausa onde ha
variabilidade hormonal que pode afetar o sistema imunolédgico. Outro achado do grupo foi
a diminuicéo de células naive e aumento das células TEMRA em linfocitos CD8, mostrando
uma maior ativagéo desta populacao durante a resposta imune.

ApoOs andlise de dados verificamos que que nao ha diferenca estatistica no comprimento
de telémero entre homens e mulheres saudaveis. Porém, mesmo néo alcan¢ando significancia
h& uma tendéncia a maiores comprimentos de teldmero em mulheres na populacéo de TCD8
(Figura 2).
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Figura 2: Comprimento relativo do teldbmero nas populagdes de linfocitos TCD4 e TCD8 em kilopares
de base.

A atividade da enzima telomerase se mostrou diferente entre a condi¢cao nao estimulada
e estimulada, demonstrando que o ensaio é sensivel o suficiente para avaliar diferencas no
funcionamento desta enzima. Porém, comparando entre os géneros ndo houve diferenca
estatistica (Figura 3).
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Figura 3: Atividade relativa de telomerase entre os géneros nas condi¢bes basal e estimulada obtida
por PCR Real-Time

4 | DISCUSSAO

Em nosso trabalho nado verificamos diferencas estatisticamente significativas no
tamanho do telémero de linfocitos TCD4 entre os géneros. Entretanto observamos, tendéncia
a maiores comprimentos de teldmero na populacéo de linfécitos TCD8 em mulheres (p
=0,08). Da mesma maneira ndo encontramos diferenca da atividade da enzima telomerase
entre homens e mulheres, nem na condicao ndo estimulada como na condi¢do estimulada
com PHA.

Hirokawa et al.(26) descreveram que o declinio dos parametros imunoloégicos acontece
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mais lentamente em mulheres quando comparadas aos homens, 0 que explica a maior
expectativa de vida no género feminino.

Ao nascer nao ha diferencas no comprimento dos teldmeros entre os géneros. Porém,
com o0 envelhecimento hd uma tendéncia de um maior encurtamento destas estruturas
em homens (27), o que corrobora com nossos achados. Mesmo que nao ocorra diferenca
nesta dindmica de encurtamento entre os géneros, &€ bem estabelecida a diminuicdo destas
estruturas em relacdo ao aumento da idade (28).

O telémero encurta em média 50-100 bp por ano, sendo assim, o tamanho do telémero
reflete a histéria proliferativa celular, funcionando como um relégio mitético em direcéo a
senescéncia. O comprimento do teldbmero e a sua razdo de encurtamento variam entre os
cromossomos, tecido, individuos e idade (29). O teldbmero na fase embrionaria possui um
comprimento similar nas células dos tecidos, mas ap6s o nascimento ocorre uma diferenciacéao
e um encurtamento progressivo nas células somaticas proliferativas (30). Sendo assim,
individuos idosos possuem um telémero mais curto do que os jovens. A perda do telémero
pode ser devido a alta ativacéo da replicagao celular ou o acumulo de dano oxidativo (31).

Na literatura hd numerosos estudos sobre o comportamento dos telémeros na populagéao
de PBMC como umtodo. Apesar dos diferentes tipos celulares estudados, resultados similares
foram encontrados em PBMC por Njajou et al. (32) que avaliaram individuos saudaveis de
ambos os géneros entre 70-79 anos, por Harris et al. (33) que avaliou 190 idosos de ambos
0s géneros; assim como, Martin-Ruiz et al. (34) que avaliou 598 idosos de ambos 0s géneros
em uma idade média de 89 anos e em nenhum dos estudos observou-se diferenca de
comprimento relativo do teldmero entre sexos. Porém Martin-Ruiz et al. (34) observou que o
comprimento do teldbmero apresentava-se instavel, aumentando ou diminuindo ao longo de
alguns anos. Em nosso estudo observamos também uma grande amplitude de variacdo em
relacdo ao comprimento do telébmero, onde alguns pacientes possuiam um comprimento ou
bem menor ou bem maior que a média dos pacientes

Para ter e manter um maior tamanho corporal é discutida a necessidade das células
em entrarem em mais ciclos replicativos, o que levaria a maior perda de telémero. Entre as
espécies de mamiferos aqueles com maior composi¢cao corporal possuem menor expressao
da enzima telomerase (35). Maier et al. (36) demonstraram que em um estudo de cultura
celular homens mais altos apresentaram menor capacidade replicativa quando comparados
a homens baixos. A ativagdo da enzima telomerase esta diretamente relacionado ao
crescimento, porém nos poucos estudos realizados, o género feminino parece demonstrar
maior atividade dessa enzima (23).

As bases nitrogenadas prevalentes nos teldbmeros sdo particularmente sensiveis a
oxidacao por espécies reativas de oxigénio (37), e consequentemente este tipo de processo
pode gerar consideravel atrito telomérico. Horménios sexuais podem interagir com espécies
reativas de oxigénio, tanto na produ¢cdo como no manejo destas moléculas. O estrogeno
além de reduzir a producao de espécies reativas de oxigénio também possui uma grande
capacidade antioxidante. Ao contrario a testosterona nao tem potencial antioxidante e esta
relacionada a diminuicdo da imunocompeténcia (38, 39). Apesar da menopausa, mulheres
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continuam a demonstrar menor atrito telomérico mesmo apdés este periodo (40), o que pode
corroborar os dados de nossa coorte, ja que todas as mulheres se encontravam em periodo
pds menopausa, e nao realizavam reposi¢cées hormonais.

N&o encontramos diferengas entre as subpopulacées de linfécitos nem em TCD4, nem
em TCD8. Porém Al-Attar et al. (41) encontraram maior frequéncia de células TCD4 memoria
central em homens idosos (por idade), quando comparados a mulheres idosas (por idade), o
qgue pode inferir uma melhor resposta de memoria, apesar de usar outros marcadores para
separar as células (CD62L ao invés de CCR7). E possivel que ndo tenhamos encontrado o
mesmo resultado devido a coorte de nosso estudo ser composta de idosos mais novos (61-
70). Contudo, Bisset et al. (42), ja havia descrito maior porcentagem de células de memoria
(CD45R0O+) em mulheres, o que pode sugerir mais células de memoria total nesta populacgéao,
0 que nao se confirma quando esta subpopulacdo é separadas em trés subpopulacdes
(memoria central, memoéria efetora e TEMRA). Porém, algo que ja é descrito na literatura (14)
€ o maior efeito do processo de senescéncia nos linfécitos TCD8, fazendo com que estas
células expressem em maior quantidade o fenétipo terminalmente diferenciadas.

51 CONSIDERACOES FINAIS

A senescéncia celular ocorre em diversos compartimentos do sistema imunolégico.
Verificamos neste estudo que os linfécitos TCD8+ sofrem mais com o envelhecimento, por
terem uma maior ativacao e exposicao durante a vida, apresentando mais células TEMRA e
menos células naive do que em linfocitos TCD4+, porém sem diferengas entre os géneros.

Quanto ao comprimento do telémero foi possivel verificar que ndo ha diferenca
significativa entre os géneros, mas sim uma tendéncia em maiores comprimentos de teldbmero
em mulheres na populacéo de linfécitos TCD8+.

O ensaio de atividade da telomerase foi sensivel o suficiente para conseguir diferenciar
células estimuladas e ndo estimuladas, contudo ndo verificamos diferenca neste parametro
quando comparados idosos de ambos 0s sexos.

Os resultados obtidos podem sugerir que o sexo feminino possui maiores alteracoes
celulares com uma possivel ativacao celular que leva a formacgao de células de meméria, com
manutencgao das estruturas e fun¢des das células o que possibilitaria a maior expectativa de
vida encontrada nas mulheres.
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RESUMO: CREBBP ¢é proteina
responsavel por regular a expresséo de genes
através de vias de transducdo de sinais,
interferindo no crescimento e diferenciacao
celular, na estabilizacdo de proteinas durante
a transcricdo, regulacdo de proteinas por
acetilacao e participacdo no remodelamento
da cromatina. p53 € uma proteina associada a
resposta ao estresse celular e apoptose frente
a dano no DNA. Mutacédo no gene da CREBBP
prejudica sua interacdo com p53 resultando em
um efeito expressivo na desordem do sistema
hematopoiético. Dessa forma, o objetivo do
presente trabalho é estudar a interacéo entre
a p53 e a CREBBP quando inserida uma
mutac&o pontual em um hotspot, simulando um
polimorfismo clinico ligado ao desenvolvimento
de leucemias. Ferramentas de bioinformatica
foram usadas para predizer a interacéo
proteina-proteina através do Cluspro. A analise
da interface de interacdo e dos aminoacidos
envolvidos nessa interacdo foi estabelecido

uma

Capitulo 15




através do programa PyMol. Os hotspots foram identificados através do servidor KFC. Ao
comparar as regidoes de hotspot com banco de dados de polimorfismos (dbSNP-NCBI)
verificamos que residuo de interleucina na posicdo 1084 é um polimorfismo clinico que
pode sofrer mutacao em frameshift (insercao um codigo de parada antes da porcéao terminal
da proteina) sendo substituida por uma serina. O ensaio de mutagénese foi realizado pelo
PyMol, alterando o residuo hotspot de interleucina na posicéo 1084 pelo residuo polimérfico
de serina na mesma posicao. Foi observado expressiva mudanca estrutural e perda de parte
da interface de interacao entre as proteinas apés a mutagénese. Em conclusao, a mutacao
foi capaz de desestruturar a conformacao do complexo e a superficie de contato entre as
proteinas, o que pode aumentar a susceptibilidade de desenvolvimento de leucemias.
PALAVRAS-CHAVE: hotspots, leucemia, mutacéo, p53, CREBBP.

IN SILICO ANALYSIS OF THE INTERACTION BETWEEN P53 AND CREBBP PROTEIN
AND THEIR RELATION WITH LYMPHOMAS

ABSTRACT: CREBBRP is a protein responsible for regulating gene expression through signal
transduction pathways, interfering with cell growth, differentiation, protein stabilization during
transcription, regulation of proteins by acetylation and participation in chromatin remodeling.
P53 is a protein associated with the response to cellular stress and apoptosis in the face
of DNA damage. Mutation in the CREBBP gene impairs its interaction with p53 resulting
in a significant effect on the disorder of the hematopoietic system. Thus, the objective of
the present work is to study the interaction between p53 and CREBBP when a mutation is
inserted in a hotspot, simulating a clinical polymorphism linked to the development of leukemia.
Bioinformatics tools were used to predict protein-protein interaction through Cluspro. The
analysis of the interaction interface and the amino acids involved in this interaction was
established through the PyMol program. The hotspots were identified through the KFC server.
When comparing the hotspot regions with a database of polymorphisms (dbSNP-NCBI), we
verify that interleukin residue at position 1084 is a clinical polymorphism that can undergo
frameshift mutation (insertion of a stop code before the terminal portion of the protein) being
replaced for a serine. The mutagenesis assay was performed by PyMol, changing the hotspot
residue of interleukin at position 1084 by the polymorphic residue of serine in the same
position. Significant structural change and loss of part of the interaction interface between
proteins was observed after mutagenesis. In conclusion, the mutation was able to disrupt
the complex conformation and the contact surface between proteins, which can increase the
susceptibility of leukemia development.

KEYWORDS: hotspots, leukemia, mutation, p53, CREBBP.

11 INTRODUCAO

Linfoma ndo-Hodgkin sédo neoplasias hematoloégicas que se originam nos linfonodos,
cuja patogénese esta associada a lesbes genéticas que afetam oncogenes e genes
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supressores de tumores [1]. Entre as mutagcdes e delec¢des recorrentes em linfomas nao-
Hodgkin destaca a inativagdo do gene que codifica para a acetiltransferase [3].

CREBBP é uma proteina nuclear necessaria para a transcri¢cao ativada de um grande
numero de genes celulares e esta envolvido em varios processos, incluindo sinalizacéo
dependente de AMPc, acetilacado de histonas, ativacao ou inativacdo mediada por acetilagcao
de proteinas ndo-histonas, controle do ciclo celular, ubiquitinacéo, reparo de danos ao DNA
e apresentacao de antigenos [5,6] .

E conhecida a importancia da proteina p53 nas neoplasias, a qual é induzida por danos
no DNA, levando a parada do ciclo celular com consequente ativacdo de mecanismos de
reparo e inducado a apoptose [7]. Embora nas hemopatias malignas as alteracées na proteina
p53 sejam observadas com menor frequéncia em comparagéo com tumores solidos, estudos
sugerem que mutacdes no gene P53 sdo um segundo evento na progresséo de certas
hemopatias neoplasicas [8].

Investigacdes cientificas tem demonstrado o papel relevante de interagdes proteicas
na transformacao celular durante o processo de carcinogénese, sendo fundamental para a
sua compreensao e proposicao de estratégias terapéuticas [9]. Estudos demonstram um
papel critico dos coativadores da proteina de ligacdo ao p300 / CREBBP nas respostas
da p53 ao dano ao DNA. A associacao de p300/ CREBBP a se ligam a p53 durante a resposta
a danos no DNA e séo necessarios para a sua transativacao completa, bem como os efeitos
da p53 na parada do crescimento e apoptose [10].

Diante da importancia da interacdo entre os complexos p53/ CREBBP para a
manutencao da resposta de reparo e apoptose em hemopatias malignas, propomos avaliar,
através de ferramentas de bioinformatica, a interacdo entre a p53 e a CREBBP quando
inserida uma mutacao pontual em um hotspot, simulando um polimorfismo clinico ligado ao
desenvolvimento de leucemias.

2| METODOLOGIA

Ferramentas de bioinformatica foram usadas para predizer a interacdo proteina-
proteina através do Cluspro. Esse servidor permite a visualizagdo e andlise da interface
de interacdo e dos aminoacidos envolvidos nessa interacdo. A visualizacdo e andlise das
estruturas também foram estabelecidas através do programa PyMol. As areas que mais
contribuem para o contato entre estas duas proteinas sao chamadas de hotspots, e foram
identificadas através do servidor KFC2, que é capaz de analisar estruturas quimicas e fisicas
de um residuo e prever as possiveis interacdes e ligacdes entre proteinas reconhecendo
caracteristicas estruturais de residuos usando modelos experimentais anteriores [2]. Tais
regides sao alvos para estudo de mutagdes, uma vez que hotspots polimérficos podem
alterar a conformacéo do complexo proteico e aumentar a predisposicéo a doencas [11].

O servidor KFC2 foi utilizado para gerar uma tabela de melhores hotspots, que foi
usada para selecionarmos o alvo para analise [2]. Comparamos as regides de hotspots com
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banco de dados do NCBI, na lista de polimorfismos SNP: gene view, para a escolha do
alvo (dbSNP-NCBI). E foi escolhido o residuo de interleucina na posicao 1084 que € um
polimorfismo clinico que pode sofrer mutagdo em frameshift - insercao um cddigo de parada
antes da porcao terminal do gene- e sua substituicdo por uma serina. Na regido do residuo
1084 foi desenhado um peptideo modulador da interacao entre a p53 e a CREBBP [4].

O ensaio de mutagénese foi realizado pelo PyMol, alterando o residuo hotspot de
interleucina na posicéo 1084 pelo residuo polimérfico de serina na mesma posicao.

3 1 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Interface de interacao e visualizacao dos hotspots

O servidor Cluspro2 foi utilizado para visualizagdo da regido de docagem entre as
duas proteinas, liberando um arquivo em PDB possibilitando a modelagem e visualizacéo
desta interface de contato, pelo programa Pymol, a modelagem permite a visualizacao da
estrutura 3D da proteina possibilitando a diferenciacao das duas proteinas e o destaque da
superficie de interacdo entre elas que estad marcado de branco (figura 1). Este programa
também possibilitou a visualizacdo das estruturas quimicas em diferentes arranjos para
melhor modelagem das estruturas de docagem o que permitiu a marcagdo das areas em
hotspots (figura 2).

Figura 1: Imagem da superficie das proteinas P53 (azul) e CREBBP (verde) destacando a interface de
interacdo entre elas (branco).
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Figura 2: Estrutura proteica em forma de cartoon das proteinas P53 (azul) e CREBBP (verde). Areas de
hotspots em azul.

3.2 Docagem do residuo com a proteina alvo

Ao escolher o residuo de interleucina na posicao 1084 para docagem (figura 3), foi
submetido no Cluspro o residuo escolhido da p53 e a proteina CREBBP. Com isso se pode
ter o resultado do local de interagcéo entre o residuo e a proteina e o arcabouco de ligacdo
(figura 4).

Figura 3: Residuo de interleucina na posicao 1084, peptideo escolhido para analise.
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Figura 4: Docagem do peptideo (vermelho) na proteina CREBBP (verde).

3.3 Modelagem da mutagénese

Através do programa Pymol foi possivel realizar o ensaio de mutagénese a partir da
insercao mutagao pontual no residuo de interleucina na posi¢cao 1084, que foi substituida por
uma serina, obtendo um arranjo estrutural muito diferente da interacdo normal da proteina
(figura 6). E com o servidor Cluspro foi possivel ter a predicdo das possiveis interacoes de
menor energia entre e as proteinas apds a mutacéao (figura 7). As mutagbes nas proteinas
P53 e CREBBP podem gerar danos ao sistema hematopoiético e até mesmo cancer [10], e
quando utilizado essa amostragem que reitera a possivel desordem na estrutura normal da
interacdo entre as proteinas, ha uma confirmagcao nos possiveis alvos criticos de mutagcdes
que podem causar estes danos.

Figura 5: Possiveis interacbes entre as proteinas. a) interagdo normal; b) e ¢) possiveis interacbes
modeladas pelo Pymol.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 15




Figura 6: Interacbes de menor energia entre as proteinas ao ser inserida a mutagdo de um aminoacido,
obtidas a partir do servidor Cluspo.

A desestruturacao da estrutura normal da interacéo proteica € um indicio muito forte
frente aos danos ja conhecidos pela associagcao desta proteina (figura 7)

41 CONCLUSAO

Foi observado expressiva mudanca estrutural e perda de parte da interface de interacéo
entre as proteinas ap6s a mutagénese. O alinhamento da estrutura selvagem com a estrutura
mutada evidenciou a diferenca de posicéo entre as duas estruturas. Em conclusao, a mutacao
foi capaz de desestruturar a conformacao do complexo e a superficie de contato entre as
proteinas, 0 que pode aumentar a susceptibilidade de desenvolvimento de leucemias.
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DE LIPIDIOS A ACIDOS GRAXOS LIVRES

Lipidios consistem em uma classe de
macromoléculas organicas cuja insolubilidade
em solvente aquoso € a principal caracteristica.
Estalhes confere umaimportanciabiologica, pois
as células tanto podem utilizar a insolubilidade
para dividir dois compartimentos que devem
ser isolados, o meio intra e o extracelular,
quanto podem armazenar os lipidios de forma
praticamente anidra e, consequentemente,
representam uma importante forma de reserva
energética. Os lipidios intracelulares séo
encontrados, em sua maioria, na forma de
triglicerideos (TG), que s&o compostos por uma
molécula de glicerol associada a trés moléculas
de acidos graxos.

Uma vez liberados devido a lipdlise, o
glicerol é transportado livremente pelo sangue
até o figado, onde pode ser utilizado na
gliconeogénese ou servir como intermediario da
glicélise, na forma de gliceraldeido-3-fosfato®'2.

Jaosacidos graxos saotransportados no sangue
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MIOBLASTOS C2C12

majoritariamente ligados de modo reversivel
a albumina. Desta maneira, sdo denominados
de &cidos graxos livres (AGL), e sado utilizados
principalmente pelo tecido muscular esquelético
e cardiaco como fonte energética’®.

MECANISMO DA LIPOTOXICIDADE NA
RESISTENCIA A INSULINA

O tecido muscular esquelético, em
repouso, € responsavel pelo consumo de 20 a
30% do oxigénio e contribui para a regulagao da
glicemia, uma vez que capta aproximadamente,
75% de toda glicose sanguinea. E, portanto, um
tecido importante para o balanco energético®,
principalmente no estado pos-alimentar como
resultado da ac¢ao da insulina.

No entanto, diversos fatores contribuem
para o comprometimento da ac&o deste
horménio no musculo esquelético. Como
exemplo, o acumulo ectopico de gordura
e a excessiva disponibilidade de lipideos
e carboidratos na alimentacdo. Elevadas
concentragbes plasmaticas de AGL estéo
associadas a aumento do conteudo lipidico
intramiocelular'®, que por sua vez interferem
na sinalizagao celular da insulina, prejudicando
o transporte, a fosforilacdo e a subsequente

oxidagcédo da glicose, bem como a sintese de
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glicogénio de modo semelhante aos defeitos moleculares observados no diabetes do tipo
215, 23_

O &cido palmitico € um dos AGL mais abundantes, representando cerca de 75% do total
de AGL plasmaticos®. Os acidos graxos de cadeia longa — que contém nimero maiordo que
doze atomos de carbono, como palmitico, linoleico e linolénico, tem efeito potencializador da
secrecao de insulina em resposta a concentracao basal de glicose, que é cerca de 3,0 mM.
Ademais, dietas ricas em AG monoinsaturados (6leo de oliva, com 71% de acido oleico) e
poli-insaturados (6leo de soja, com cerca de 60% de linoleico) aumentam esta resposta. Ja
as dietas ricas em acidos graxos saturados (banha e manteiga de origem animal, como de
porco por exemplo, contendo cerca de 30-35% de acidos palmitico e estearico) reduzem a
responsividade das ilhotas pancreaticas a glicose?.

Curi® descreve que a concentracéo fisioldgica de AGL plasmaticos, durante o jejum em
humanos, varia de 100 a 500 yM, sendo a média de 300 yM. O turnover (taxa de producao
e degradacgao) deste AGL é, nesse contexto, de 6.000 ymol/min por kg de peso corporal. No
estado alimentado, tanto a concentracéo do AGL quanto seu turnover sao menores®.

Concentracbes de AGL em pessoas com diabetes do tipo 2 ndo compensados sao
significativamente maiores. O palmitato, por exemplo, possuitaxas no plasmade 1,5 e 3 vezes
maiores nestas pessoas durante o sono noturno e estados pos-prandiais, respectivamente,
guando comparados com individuos euglicémicos'> %",

Disturbios metabolicos relacionados a resisténcia a agdo da insulina no tecido
muscular apresentam como mecanismos celulares o comprometimento dos componentes
iniciais da cascata de sinalizacao da insulina®’, aumento do contetdo de triglicerideos
intramusculares' ' e queda na habilidade da insulina em regular a utilizacédo de combustiveis
celulares*.

Os efeitos mediadores nas alteracdes dos niveis de AGL de cadeia saturada no musculo
esquelético incluem: aumento do estresse oxidativo, disfuncdo mitocondrial, aumento na
taxa de apoptose, inibicdo da sinalizagéo pela insulina e redugéo na captagao de glicose'

(Figurat).
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Figura 1. Mecanismo proposto para a lipotoxicidade no diabetes do tipo 2. O acumulo do AGL
palmitato leva a lipotoxicidade e a disfuncao mitocondrial, que contribuem para o aumento do quadro
de resisténcia a insulina em tecidos alvos como o musculo esquelético e para as complicacdes
associadas ao diabetes.




A exposicéo celular a hiperglicemia e 0 aumento de AGL induzem alteragdes nas vias
de sinalizacao, que levam a disfungcdo mitocondrial e aumento do estresse oxidativo, pois
induz a producéao de superoxido, o que pode ser restaurado por tratamentos antioxidantes
em algumas situacoes’.

TERAPIAS FARMACOLOGICAS E POSSIVEIS  ALTERNATIVAS NAO
FARMACOLOGICAS PARA O TRATAMENTO DA RESISTENCIA A INSULINA

O diabetes mellitus tipo 2 (DM2) representa uma doenca de alto custo, tanto para os
individuos afetados quanto para o sistema de saude, elevando consideravelmente os gastos
no controle da doengca40. Além disso, os tratamentos farmacoldgicos para o controle da
resisténcia a insulina, e para minimizar suas comorbidades, aprovados para uso pelo FDA
(por exemplo, orlistat, lorcaserin, fentermina-topiramato, rimonabant e sibutramina/meridia)
tém efeitos colaterais importantes que limitam seu uso, como a doencga do refluxo esofagiano,
hipertensao arterial, obstipacao intestinal, enxaqueca, doenca cardiacas, depressao, faléncia
hepética, insdnia, efeitos cognitivos e psiquiatricos™®.

O uso de fitoterapicos por pacientes acometidos por DM2 representa uma forma
alternativa de tratamento, pois deve-se levar em consideracédo os beneficios como o baixo
custo e a possibilidade de unido a terapia convencional.

Nas duas Ultimas décadas, pesquisadores desenvolveram diversos métodos de
utilizacéo de fitoterapicos para testar suas propriedades farmacologicas, incluindo a reducao
da morte de células epiteliais em resposta ao estresse oxidativo, citoprotecédo por meio da
remoc¢ao de radicais livres, reducdo do estresse oxidativo e inibicao direta da producéao de
fatores que regulam ainflamacéao®.

Essa busca por alternativas n&o farmacoldgicas derivadas de plantas levou a criacéo
do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovado pelo Decreto
numero 5.813 de 22 de junho de 2006. Esse programa foi, e ainda &, utilizado para avaliar
a eficiéncia de fitoterapicos com potencial uso clinico. Em novembro de 2015, foi divulgada
uma atualizacdo da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RENAFITO),
na qual foram apresentados 71 nomes de plantas medicinais de interesse para o Sistema
Unico de Saude (SUS). Dentre elas, estdo algumas como a Uncaria tomentosa, conhecida
popularmente como Unha-de-gato.

A Uncaria tomentosa é um fitoterapico que possui a capacidade de modular a producéo
de citocinas como TNF-a, IL-18 e IL-6 31731 além de inibir a proliferacéo de linfécitos' %,
conferindo-lhe, assim, uma agéo antiinflamatoria. Ela esta disponivel nas Unidades Bésicas
de Saude dos municipios que aderiram a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Satde, como a Farmacia Viva, para distribuicdo aos
usuarios mediante prescricdo por um médico especializado. Sua indicagédo no SUS é restrita
ao tratamento de doencas articulares, em especial a osteoartrite.
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Estudos prévios desenvolvidos no laboratério de Sinalizacdo Celular da Universidade
de S&o Paulo mostraram que camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, por um
periodo de 10 a 12 semanas, apresentaram intolerancia a glicose e resisténcia a insulina,
enquanto que o grupo tratado com este fitoterapico mostraram reducao na glicemia de jejum
e aumento da sensibilidade a insulina, entre outros parametros, sugerindo que tal tratamento
poderia interferir na resisténcia a insulina no tecido muscular (Tabela1).

Dieta
Resultados o U o Tratamento (Ut)
Hiperlipidica
Glicemia de jejum T 1
Kitt . T
GTT T -
Ingestao calorica t -
Indice de massa corpérea (IMC) T l

Consumo de VO3 e Producéao de VCO3 1

Tabela 1: Efeito da dieta hiperlipidica e do tratamento com Uncaria tomentosa sobre glicemia de jejum,
sensibilidade a insulina medida pelo indice de decaimento da glicose (Kitt), tolerancia glicose (GTT),
ingestao calérica, medida de massa corporal (IMC) e gasto energético medido pelo consumo de
oxigénio e producéao de diéxido de carbono (Araujo et al., 2018).

Considerando esses elementos, foi desenvolvido um sistema para se avaliar o efeito
do extrato seco de Uncaria tomentosa, na protecdo de células musculares esqueléticas
da linhagem C2C12, contra o possivel efeito citotoxico do palmitato, um dos AGL mais
abundantes no plasma, testado em diferentes concentragées. Os resultados gerados nesse
trabalho podem contribuir para melhor entendimento do mecanismo molecular relacionado
a resisténcia a insulina nas células do musculo esquelético, abrindo perspectivas para o uso
da Uncaria tomentosa no tratamento dodiabetes.

DETERMINACAO DA CITOTOXICIDADE DA UNCARIA TOMENTOSA E PALMITATO SOB
CELULAS MUSCULARES ESQUELETICAS

As células C2C12 foram cultivadas em meio de cultivo padréao - Eagle modificado
por Dulbecco (do inglés de, Dulbecco modified Eagle Medium com alta concentracéo de
glicose — DMEM) contendo soro fetal bovino (SFB) 10%. Para simular a temperatura e
oximetriahumana, as culturas foram mantidas a 37°C, em atmosfera imida contendo CO,5%.

Foi realizada uma curva dose-resposta para o tratamento com Uncaria tomentosa
(Figura 3) e palmitato (Figura 4). Foram classificadas em vidveis ou citotdxicas para as
células, segundo a tabela 2, utilizando o método MTT, que quantifica a atividade mitocondrial,
medindo-se a formacgéao de cristais deformazan.

Os dados foram obtidos pela absorbancia mensurada em 595 nm, e expressos em
termos da porcentagem de viabilidade celular média + desvio padrdao de amostras (n=3),
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segundo Oliveira?? e descrito na Tabela 2.

Citotoxicidade Viabilidade celular (%)
Nio-citotoxico >90
Levemente citotoxico 80a89
Moderadamente citotoxico 50a79
Severamente citotoxico <50

Tabela 2. Classificacéo de citotoxicidade em relacéo a porcentagem de viabilidade celular.

Os resultados mostraram que a viabilidade das células tratadas com palmitato, a partir
da concentracdo de 250 pM, foi reduzida para, aproximadamente, 50% em 24 h e 65% em
48 h (Figura 3). Tais resultados indicam que a exposi¢cao das células a concentracdes de
palmitato maiores do que 250 yM causa diminuicao significativa da viabilidade celular, sendo
considerado severamente citotoxico em concentragcdes superiores a 500 pM.

b [ S V— B 24h
citotoxico
100 | |—s| 3 48h
$
80+ Mod.

citotoxico

Severamente
citotoxico

Viabilidade (%)

0 10 50 100 250 500 750 1000

Palmitato (uM)

Figura 3. Efeito do palmitato sobre as células C2C12. O palmitato em concentragbes maiores do
que 250 pM foi citotoxico para as células C2C12. Foram realizadas incubacgdes, por 24 e 48 h, com
o palmitato nas concentra¢des 10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 yM. Os dados estéo apresentados
como a média + desvio padrao (DP) de 7 experimentos em triplicatas. A absorbancia foi medida em 595
nm. As diferencas foram analisadas por ANOVA de duas vias seguido pelo pos-teste de Bonferroni. $,
indica diferenca significativa quando comparado ao controle (p<0.05).

Por outro lado, a incubagao com o extrato da Uncaria tomentosa induziu o aumento
da viabilidade celular (Figura 4). A menor concentracdo que induziu aumento em 50% da
viabilidade celular em relagcdo ao controle foi a de 250 pyg/ml. Assim, foi escolhida esta
concentracéo para ser utilizada nos experimentos subsequentes como aquela capaz de
induzir efeito protetor frente ao tratamento compalmitato.
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Figura 4. Efeito da Uncaria tomentosa (Ut) sobre as células C2C12. Foram realizadas incubacoes,
por 24 h, com o extrato seco de Ut nas concentragdes 10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 ug. As
concentragdes de Ut maiores do que 250 pg/ml causaram aumento da viabilidade das células
musculares, quando comparado com o controle. A absorbancia foi medida em 595 nm. Os dados estdo
apresentados como a média + DP. ¥, indica diferenca significativa quando comparado ao controle.

EFEITO PROTETOR DO EXTRATO DE UNCARIA TOMENTOSA CONTRA A
CITOTOXICIDADE INDUZIDA PELO PALMITATO EM CELULAS MUSCULARES

Para se verificar o efeito protetor do extrato de Uncaria tomentosa sobre a citotoxicidade
do palmitato, as células foram plaqueadas em meio de cultivo padrdo. Apds 24 h em cultura,
as células foram incubadas com o extrato de Uncaria tomentosa na concentracao final de
250 pg/ml, e permaneceram em cultura por 6 horas. Ap6s os periodos definidos, 0 meio
contendo a Uncaria tomentosa foi substituido por meio padrao contendo palmitato em
diferentes concentragcdes (10, 50, 100, 250, 500, 750 e 1000 pyM) e as células mantidas em
cultura por mais 24 h.

Ainda, para se verificar se o possivel efeito protetor da Uncaria tomentosa contra a
citotoxicidade induzida pelo palmitato, dependia de sua presenca continua no meiode cultura,
foram adotadas duas abordagens: 1) lavagem com tampéo fosfato salino (PBS) apés a pré-
incubacgao, por 6 h, com o fitoterapico, e posterior incubacédo do palmitato em diferentes
concentracdes, para avaliar o eventual efeito preventivo da lesédo induzida pelo palmitato; 2)
apos a pré-incubacao, 6 h, com o fitoterapico, o palmitato nas diferentes concentracdes foi,
diretamente, adicionado as culturas, para avaliar o eventual efeito terapéutico .

Na Figura 5, estdo mostrados os resultados referentes a viabilidade celular apos
tratamento com Uncaria tomentosa 250 pg/ml, por 6 h. Nas culturas que permaneceram
com Uncaria tomentosa e foram tratadas com palmitato, verificou-se aumento da viabilidade
em, pelo menos, 45%, chegando a 90%, para todas as concentracdes de palmitato. Por
outro lado, as amostras em que a Uncaria tomentosa foi removida apds o periodo de pré-
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incubacéo de 6 h, mostraram aumento de até 30% na viabilidade das células na incubacéo
com palmitato 10, 50 e 100 M, quando comparadas ao controle (zero) e aumento de 35 a 40%
na viabilidade das células na incubacéo com palmitato 100 a 750 yM, quando comparadas a
propria incubacao do acido graxo.

250- _
o Bl Palmitato
= *
“g 200- . * * [ 6 h Ut + Lavagem
— * *
% 150- ; = 6 h Ut-Lavagem
% 100-
© *
=2 *
- 504 " "
&
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0 10 50 100 250 500 750
Palmitato (uM)

Figura 5. Efeito da Ut sobre a citotoxicidade induzida por palmitato. Apés pré-incubacdo com o
fitoterapico Ut 250 pg/ml por 6 h, foi feita a incubacgéo, por 24 h, com palmitato nas concentragées 10,
50, 100, 250, 500 e 750 yM. Os dados estao apresentados como média + DP *, indica a presenca
de diferenca estatisticamente significativa no aumento da taxa de viabilidade comparado ao controle
(p<0,05).

A CITOTOXICIDADE DO PALMITATO ALTERA A MORFOLOGIA DAS CELULAS
MUSCULARES IN VITRO

Foi realizada analise da morfologia dos mioblastos C2C12 durante os ensaios, usando-
se as diferentes concentracdes de palmitato (Figura 6). O tratamento das células com as
concentracdes crescentes de palmitato resultou em células mais irregulares, com diminuicéo
em seus diametros e quantidade nuclear. A confluéncia e os agrupamentos em colbnias
foram reduzidos, sendo mais evidentes no tratamento com 48h de palmitato.
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Figura 6. Células C2C12 incubadas com diferentes concentrac6es de palmitato. Fotografias
capturadas das células ap0Os os periodos de 24 e 48 h de incubagéo com palmitato sob as diferentes
concentragbes descritas. As células cultivadas em meio de cultivo padrao foram consideradas controle.
Quanto maior a dose de palmitato, mais as células foram perdendo suas caracteristicas fusiformes e
de agrupamento em colbénias. Ampliacdo de 100 x.

DISCUSSAO

Considerando que a concentracdo aumentada de AGL no meio extracelular é capaz de
induzir a geracéo de espécies reativas de oxigénio, resultando em lipotoxicidade associada
a estresse de reticulo endoplasmatico, desequilibrio no contetdo de calcio intracelular,
disfuncao mitocondrial, resisténcia a insulina e morte celular em diversos tipos celulares, nos
demonstramos que o palmitato nas concentra¢des de 250 a 1000 pyM foi citotdxico para as
células musculares C2C12. Este efeito foi dose e tempo dependente.

Por outro lado, o fitoterapico Uncaria tomentosa, aumentou a viabilidade celular em até
170%, provavelmente envolvendo 2 efeitos distintos: (1) devido a um aumento na proliferacao
celular e (2) a uma reducao da morte celular.

Avaliando o efeito protetor do fitoterapico contra a toxicidade do AGL, foi observado
que ap6s os tratamentos com Uncaria tomentosa 250 ug/ml, por 6 h, tanto nas culturas
que permaneceram com o fitoterapico, como as que foram lavadas apos o tratamento com
Uncaria tomentosa, e tratadas com palmitato, verificou-se aumento da viabilidade celular,
sugerindo uma diminuic&o do estresse oxidativo.

Neste estudo, foi proposto um sistema para simulagéao de um cenario de citotoxicidade,
induzida pelo acido palmitico, com concentragdes que podem estar presentes desde uma
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situacao de jejum noturno até um jejum prolongado ou diante de uma dislipidemia associada
a DM2 descompensado (50, 100, 250, 500, 750 € 1000uM).

Os resultados obtidos mostraram que as concentragdes de palmitato de 250, 500 e 750
UM foram responsaveis por diminuicdo significativa da viabilidade celular, em 24 horas. O
fitoterapico se mostrou eficiente para prevenir e reduzir o efeito téxico do AGL.

Embora ndo tenham sido analisados os possiveis mecanismos celulares pelos quais
o extrato foi capaz de interferir sobre a citotoxicidade do AGL, esse estudo, nos permite
propor ndo apenas futuros ensaios para compreensao dos mecanismos envolvidos, mas
o estabelecimento de um modelo in vitro e viavel para avaliar potencial efeito deoutros
fitoterapicos, como protecao a citotoxicidade associada a resisténcia ainsulina.
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RESUMO: A endometriose é uma doenca
caracterizada pelo crescimento anormal de
tecido endometrial fora da cavidade uterina. A
TPP1 é uma proteina teldmerica, que faz parte
do complexo de Shelterin. Ela é responsavel por
proteger o DNA do teldmero através do bloqueio
das vias de danos e reparos. Ap53 tem papel na
regulagao do ciclo celular e em eventos como
envelhecimento e carcinogénese. Caso a p53
nao venha a interagir com a TPP1, o controle do
ciclo celular pode ser perdido e a atividade da
telomerase pode ser induzida, provocando uma
instabilidade de genoma e aumento proliferativo
com formacéo de células tumorais. O objetivo
do presente trabalho foi identificar a interacéo
entre tais proteinas e desenhar um peptideo
capaz de modular a acao da p53. Para verificar
a interacao, as estruturas das proteinas foram
adquiridas no banco de dados PBD (Protein
Data Bank), foi utilizado o servidor Cluspro 2
para predizer a interacdo. Através da andlise
de hotspots pelo servidor KFC para o desenho
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do peptideo. Um ensaio de mutagénese foi realizado para avaliar se polimorfismos podem
alterar a interagdo das proteinas e aumentar a predisposicéo a doencas. O resultado da
docagem proteina—proteina evidenciou a interface de interagdo entre as duas. Através dos
polimorfismos encontrados no dbSNP, uma leucina na posi¢cao 127 foi mutada para uma
arginina, o que resultou em uma falha na interface de interagéo. Assim é possivel concluir
que a interacdo entre as proteinas € necessaria para que ocorra a supressao do aumento
tecidual, que pode aumentar a predisposicao a doenca.

PALAVRAS-CHAVE: DNA; proliferacéo celular; teldbmeros

CHANGES IN THE INTERACTION OF P53 AND TPP1 PROTEINS AS A CAUSE OF
ENDOMETRIOSIS

ABSTRACT: Endometriosis is a disease characterized by the abnormal growth of endometrial
tissue outside the uterine cavity. TPP1 is a telomeric protein, which is part of the Shelterin
complex. It is responsible for protecting the telomere’s DNA by blocking pathways from
damage and repair. P53 plays a role in the regulation of the cell cycle and in events such as
aging and carcinogenesis. If p53 does not interact with TPP1, cell cycle control can be lost
and telomerase activity can be induced, causing genome instability and proliferative growth
with tumor cell formation. The aim of the present work was to identify the interaction between
such proteins and to design a peptide capable of modulating the action of p53. To verify the
interaction, the protein structures were acquired in the PBD database (Protein Data Bank),
the Cluspro 2 server was used to predict the interaction. Through the analysis of hotspots by
the KFC server for the design of the peptide. A mutagenesis assay was carried out to assess
whether polymorphisms can alter the interaction of proteins and increase the predisposition
to diseases. The result of the protein-protein docking evidenced the interaction interface
between the two.Through the polymorphisms found in dbSNP, a leucine at position 127 was
mutated to an arginine, which resulted in a failure in the interaction interface. Thus, it is
possible to conclude that the interaction between proteins is necessary for the suppression of
tissue increase to occur, which can increase the predisposition to the disease.
KEYWORDS: DNA; cell proliferation; telomeres

INTRODUCAO

A endometriose € uma doenca crbnica, de carater inflamatorio, caracterizada pela
localizagao ectopica do tecido endometrial (incluindo glandulas e estroma) em locais extra-
uterinos, como septo retovaginal, superficies peritoneais ou ovarios (DAWSON et al.,2018)
. Apesar da endometriose nao estar relacionada a altas taxas de mortalidade, os sintomas
associados a doenca podem causar um impacto significativo na qualidade de vida de um
paciente e alguns casos podem representar fatores de risco para malignidades ginecoldgicas,
como o cancer (CZYZYK et al., 2017).

Desde 1927, relatos de malignidade associada a endometriose tém sido apresentados
(SAMPSON et al.,1927). Estudos epidemiol6gicos mostraram que a frequéncia de cancer
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de ovario a partir de pacientes diagnosticados com endometriose foi de 0,3 a 0,8% (WEI et
al.,2011). Acredita-se que uma predisposicao genética seja multifatorial para endometriose,
como perda de heterozigosidade, alteracées no numero de copias de genes especificos de
tecidos (MAFRA et al., 2017) , instabilidade de microssatélites (SAINZ DE LA CUESTA et
al.,2004) e mutagdes génicas na proteina de reparo P53 (BISCHOFF et al.,2002; FUSEYA
et al., 2012).

Acredita-se que o encurtamento dos teldbmeros tenha um papel importante na no
processo de carcinogéneses, podendo funcionar como um mecanismo supressor de tumor,
uma vez que as células com teldmeros criticamente curtos sofrem senescéncia ou apoptose
dependente de p53 (SHAY et al.,1991). A proteina p53 € uma proteina regulatéria, que
condigbes normais, tem sua baixa atividade nas células. No entanto, frente a determinados
estresses, p53 € ativada, permitindo o reparo de danos ocorridos na replicacdao do DNA e
mantendo a integridade gendémica (NIAZI et al.,2012). Por outro lado, TPP1, uma proteina
teldmerica, faz parte do complexo de Shelterin, responsavel por proteger o DNA do teldmero
através do bloqueio das vias de danos e reparos (XIN et al.,2007; PALM et al.,2008). A
inativacao de p53 faz com que células cancerigenas com teldmeros curtos ignorem os pontos
de verificacéo do ciclo celular (AKBAY et al.,2013).

As interacdes proteina-proteina possuem importantes fungbes em uma variedade de
processos bioldgicos, como transducao de sinais, modificacao pos-traducional respostas a
estresses e defesa (ATHANASIO et al.2017). No processo de carcinogénese é evidenciado
a importéancia da interacédo da proteina p53 com outras proteinas moduladoras da supresséo
do tumor (AKBAY et al.,2013). Assim, a avaliacdo da interacéo entre P53 e TPP1 e de
possiveis mutacées que afetam esta interacdo é relevante para a compreensao da fungao
deste complexo na endometriose e os canceres associados.

MATERIAIS E METODOS

Todas as analises do trabalho foram realizadas puramente in silico, os ensaios
realizados buscaram compreender a interacdo existente entre as duas proteinas de forma
que futuramente permitam gerar mecanismos que contornem a doenc¢a quando a causa
forem problemas na interacéo. Os estudos foram realizados na Universidade Federal de
Goias — Instituto de Ciéncias Biologicas.

Os modelos estruturais das proteinas foram obtidos no banco de dados de proteinas
(PDB; https://www.rcsb.org/), com as seguintes identificagdes, 2146 para a TPP1 de humanos
e 1TSR para p53 também de humanos. O programa Pymol (https:/pymol.org) foi utilizado
para verificar as estruturas cristalizadas das moléculas, bem como para extrair a molécula
de DNA que estava acoplada ao arquivo da p53.

Para analise da interface de interacao foi utilizado o servidor ClusPro, assim é possivel
verificar quais dominios e quais residuos de aminoacidos estéo interagindo, o Pymol foi entéo
utilizado para visualizar tal resultado (KOZAKQV et al., 2017). A partir da observagcédo dos
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residuos que estavam interagindo, manualmente verificamos os hot spots, apos o servidor
KFC2 (Knowledge-based FADE and Contacts) realizou a busca automatizada para os hot
spots, para que fosse possivel a confirmacédo dos mesmos encontrados anteriormente de
forma manual.

A partir da lista de polimorfismos encontrada no dbSNP (base de dados do polimorfismo
de nucleotideo unico; https://www.ncbi.nim.nih.gov/SNP), verificamos o residuo polimérfico
do hot spot na p53 e mutamos de leucina na posi¢cao 127 para uma arginina. Posteriormente
todos os procedimentos de docagem foram novamente realizados e a interface de interagdo
foi novamente analisada para verificarmos se houve alteracdo na mesma.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A p53 tem um papel muito importante na supressao tumoral e no reparo de danos ao
DNA. Trata se de uma proteina humana formada por cerca de 393 aminoacidos, seu peso
molecular € de aproximadamente 53 kDa ((MAY et al.,1999). Podemos identificar que a
proteina se dobra de forma que gera um homotetramero possuindo trés dominios distintos,
um primeiro de transativagdo, um segundo dominio central responsavel pela ligacdo ao
DNA e o ultimo dominio é o responsavel pela oligomerizacdo, evento determinante para a
montagem dos tetrameros (FIGURA 1) (MILNER, 1995).

FIGURA 1: Estrutura tridimensional da P53 demonstrada de maneiras diferentes.

Ao avaliarmos a estrutura tridimensional da TPP1 foi observado uma molécula formada
por duas cadeias (FIGURA 2), apresentando forma de bobina estendida com quatro alfa
hélices no entorno da proteina (RICE et al.,, 2017). Na sua parte N- terminal a proteina
apresenta um dominio OB (do inglés oligossaccharide-binding) que é denominado porcéo
TEL, responsavel pela ativacdo da telomerase (NANDAKUMAR et al., 2012; ZHONG et
al.,2012).
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FIGURA 2: Estrutura tridimensional da TPP1 demonstrada de maneiras diferentes.

O resultado do docking pelo servidor Cluspro forneceu uma regido de interagéo de
cerca de 80 residuos entre as proteinas, mostrando que realmente ambas podem interagir
para evitar a proliferacao de células com danos de DNA (Figura 3). Estudos ja demonstraram
que a interacado dessas proteinas é de extrema importancia na supressao de tumores, em
um trabalho que se provocou o encurtamento dos telémeros em camundongos foi possivel
verificar o surgimento de tumores na deficiéncia de p53 (ARTANDI et al.,2000).

FIGURA 3: Interface de interacao entre as proteinas p53 e TPP1. P53 em verde, TPP1 em vermelho e
em cinza a regido de interacao entre elas.

As mutagdes na p53 sdo causas de muitos tipos de cancer, tais mutagcdes em hotspots
representam alteragdes na proteina que levam a uma vantagem no crescimento das células
defeituosas (WALKER et al.,199), que geram a formacao de tumores, por esse motivo
mutamos um residuo que fazia parte de um hotspots que interagia com a TPP1, uma leucina
na posicao 127, que foi alterada para uma arginina. A alteragdo levou a uma mudanca na
conformidade da p53 alterando a interface de interacdo dela com a TPP1, resultando em
falhas nessa regiéo (Figura 4).
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FIGURA 4: A interface de interacao foi alterada apds a mutagédo da p53.

A TPP1 é responsavel pela replicacdo das extremidades dos teldomeros em momentos
de divisédo, problemas durante esse processo devem sem corrigidos, e a responsavel por
essa correcao no DNA é a p53, quando elas néao interagem observamos defeitos proliferativos
(TEJERAZet al.,2010). Outra questao € que durante os processos do ciclo celular os telémeros
podem sofrer encurtamento, deixando o DNA exposto para possiveis altera¢cdes durante a
divisdo, dessa forma a telomerase TPP1 ndo conseguiria funcionar de forma satisfatorio,
necessitando do auxilio da p53, que caso esteja ausente pode acarretar na inducédo de
tumores (ELSE et al.,2009; ROAKE et al.,2017).

CONCLUSAO

Assim é possivel concluir que a interagdo entre as proteinas é necessaria para que
ocorra a supressao do aumento tecidual, que pode aumentar a predisposicéo a doenca. Em
casos de suspeita da doencga, uma avaliacdo dessas proteinas deve ser realizada, a fim de
buscar um possivel tratamento baseado nas mesmas.

REFERENCIAS

AKBAY, E. A. et al. Cooperation between p53 and the telomere-protecting shelterin component Pot1a in
endometrial carcinogenesis. Oncogene, v. 32, n. 17, p. 2211-2219, 2013.

ARTANDI, Steven E. et al. Telomere dysfunction promotes non-reciprocal translocations and epithelial cancers
in mice. Nature, v. 406, n. 6796, p. 641-645, 2000.

ATHANASIOS, Alexiou et al. Protein-protein interaction (PPI) network: recent advances in drug
discovery. Current drug metabolism, v. 18, n. 1, p. 5-10, 2017.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 17



BISCHOFF, Farideh Z.; HEARD, Michael; SIMPSON, Joe Leigh. Somatic DNA alterations in endometriosis:
high frequency of chromosome 17 and p53 loss in late-stage endometriosis. Journal of reproductive
immunology, v. 55, n. 1-2, p. 49-64, 2002.

DE LA CUESTA, Ricardo Sainz et al. Increased prevalence of p53 overexpression from typical endometriosis
to atypical endometriosis and ovarian cancer associated with endometriosis. European Journal of
Obstetrics & Gynecology and Reproductive Biology, v. 113, n. 1, p. 87-93, 2004.

CZYZYK, Adam et al. Atualizacdo na patogénese da endometriose. Minerva ginecologica , v. 69, n. 5,
p. 447-461, 2017.

DAWSON, Amy et al. Endometriosis and endometriosis-associated cancers: new insights into the molecular
mechanisms of ovarian cancer development. ecancermedicalscience, v. 12, 2018.

ELSE, Tobias et al. Genetic p53 deficiency partially rescues the adrenocortical dysplasia phenotype at the
expense of increased tumorigenesis. Cancer cell, v. 15, n. 6, p. 465-476, 2009.

FUSEYA, Chiho et al. Involvement of pelvic inflammation—related mismatch repair abnormalities and
microsatellite instability in the malignant transformation of ovarian endometriosis. Human pathology, v. 43, n.
11, p. 1964-1972, 2012.

MAFRA, Fernanda et al. Copy number variation analysis reveals additional variants contributing to
endometriosis development. Journal of assisted reproduction and genetics, v. 34, n. 1, p. 117-124, 2017.

MAY, Pierre; MAY, Evelyne. Twenty years of p53 research: structural and functional aspects of the p53
protein. Oncogene, v. 18, n. 53, p. 7621-7636, 1999.

MILNER, Jo. Flexibility: the key to p53 function?. Trends in biochemical sciences, v. 20, n. 2, p. 49-51,
1995.

NANDAKUMAR, Jayakrishnan et al. The TEL patch of telomere protein TPP1 mediates telomerase
recruitment and processivity. Nature, v. 492, n. 7428, p. 285-289, 2012.

NIAZI, Sarfaraj; PUROHIT, Madhusudan; NIAZI, Javed H. Role of p53 circuitry in tumorigenesis: a brief
review. European journal of medicinal chemistry, v. 158, p. 7-24, 2018.

PALM, Wilhelm; DE LANGE, Titia. Como shelterin protege telémeros de mamiferos. Revisao anual de
genética , v. 42, p. 301-334, 2008.

RICE, Cory et al. Structural and functional analysis of the human POT1-TPP1 telomeric complex. Nature
communications, v. 8, n. 1, p. 1-13, 2017.

ROAKE, Caitlin M .; ARTANDI, Steven E. Controle do envelhecimento celular, funcéo dos tecidos e
cancer pela p53 a jusante dos teldomeros. Perspectivas de Cold Spring Harbor em medicina, v. 7, n. 5,
p. 2026088, 2017.

SAMPSON, John A. Metastatic or embolic endometriosis, due to the menstrual dissemination of endometrial
tissue into the venous circulation. The American journal of pathology, v. 3, n. 2, p. 93, 1927.

SHAY, Jerry W.; PEREIRA-SMITH, Olivia M.; WRIGHT, Woodring E. A role for both RB and p53 in the
regulation of human cellular senescence. Experimental cell research, v. 196, n. 1, p. 33-39, 1991.

TEJERA, Agueda M. et al. TPP1 is required for TERT recruitment, telomere elongation during nuclear
reprogramming, and normal skin development in mice. Developmental cell, v. 18, n. 5, p. 775-789, 2010.

WALKER, D. Roland et al. Evolutionary conservation and somatic mutation hotspot maps of p53: correlation

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 17



with p53 protein structural and functional features. Oncogene, v. 18, n. 1, p. 211-218, 1999.

WEI, Jian-Jun; WILLIAM, Josette; BULUN, Serdar. Endometriosis and ovarian cancer: a review of clinical,
pathologic, and molecular aspects. International journal of gynecological pathology: official journal of
the International Society of Gynecological Pathologists, v. 30, n. 6, p. 553, 2011.

XIN, Huawei et al. TPP1 is a homologue of ciliate TEBP-3 and interacts with POT1 to recruit
telomerase. nature, v. 445, n. 7127, p. 559-562, 2007.

ZHONG, Franklin L. et al. TPP1 OB-fold domain controls telomere maintenance by recruiting telomerase to
chromosome ends. Cell, v. 150, n. 3, p. 481-494, 2012.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 17



CAPITULO 18

OBTENCAO DE SUBSTANCIAS INIBITORIAS
SEMELHANTES AS BACTERIOCINAS POR
Lactococcus lactis UTILIZANDO BAGACO DE
CANA-DE-ACUCAR: EFEITO DA ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA FRENTE A MICROORGANISMO

Data de submissao: 06/03/2020
Data de aceite: 18/06/2020

Liz Caroline Mendes Alves
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF) da
Universidade de Sao Paulo (USP)

Sao Paulo, SP
http://lattes.cnpq.br/2448303617644576
Ricardo Pinheiro de Souza Oliveira
Departamento de Tecnologia Bioquimico-
Farmacéutico (FBT), Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas (FCF) da Universidade de Sao
Paulo (USP)

Sao Paulo, SP
http://lattes.cnpq.br/9356367360155337

RESUMO: A cérie dentaria, uma doenca bucal
ligada a formacgéo de biofilmes, se desenvolve
quando o equilibrio microbiano no ambiente
bucal é perturbado. A doenca é caracterizada
pela dissolucdo do fosfato de calcio que
compde as camadas superficiais do esmalte
dentario, como consequéncia de longos
periodos de baixo pH na cavidade oral. Essa
acidez é proveniente da metabolizacdo de
carboidratos fermentaveis (sacarose p. ex.) por
microrganismos, especialmente Streptococcus
mutans, uma das espécies mais estudadas
relacionadas a doenca. Pelo fato de a doenca
apresentar alta prevaléncia (cerca de 80%-90%
na populagédo mundial), métodos alternativos de
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CAUSADOR DE CARIE

prevencao da carie vem sendo estudados, entre
eles a utilizac&o de microrganismos probidticos.
Bactérias probidticas tém a capacidade
produzir substancias inibitorias semelhantes as
bacteriocinas (BLIS - bacteriocin-like inhibitory
substance) que possuem efeito bacteriostatico
ou bactericida em diferentes grupos de
bactérias, uma vez que estes peptideos podem
atuar na sintese de parede celular e proteica,
replicacéo ou até mesmo na formacgéo de poros
na membrana plasmatica da célula alvo. A cepa
de Lactococcus lactis CECT-4434 foi capaz de
produzir substancias inibitérias semelhantes a
bacteriocinas, as BLIS, quando cultivadas em
meio de cultura contendo um residuo de um
processo agroindustrial, o bagaco de cana de
acucar. Os sobrenadantes livres de células
apresentaram atividade antimicrobiana quando
testadas contra a principal bactéria causadora
da carie Streptococcus mutans UA159.

PALAVRAS-CHAVE: BLIS; Bacteriocina; Carie
dentaria; Probiotico; Bagaco de cana-de agucar.

OBTAINING BACTERIOCIN-LIKE INHIBITORY
SUBSTANCES BY Lactococcus lactis USING
SUGARCANE BAGASSE: EFFECT OF
ANTIMICROBIAL ACTIVITY AGAINST CARIE
CAUSING MICROORGANISM

ABSTRACT: Dental caries, an oral disease
linked to the formation of biofilms, develops
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when the microbial balance in the oral environment is disturbed. The disease is characterized
by the dissolution of calcium phosphate that makes up the superficial layers of tooth enamel,
as a consequence of long periods of low pH in the oral cavity. This acidity comes from the
metabolization of fermentable carbohydrates (sucrose, for example) by microorganisms,
especially Streptococcus mutans, one of the most studied species related to the disease.
Since the disease has a high prevalence (around 80%-90% in the world population), alternative
methods of preventing caries have been studied, including the use of probiotic microorganisms.
Probiotic bacteria have the capacity to produce inhibitory substances similar to bacteriocins
(BLIS - bacteriocin-like inhibitory substance) that have a bacteriostatic or bactericidal effect on
different groups of bacteria, since these peptides can act in the synthesis of cell and protein
walls, replication or even even in the formation of pores in the plasma membrane of the target
cell. The strain Lactococcus lactis CECT-4434 was able to produce inhibitory substances
similar to bacteriocins, the BLIS, when grown in a culture medium containing a residue from
an agro-industrial process, sugar cane bagasse. Cell-free supernatants showed antimicrobial
activity when tested against the main bacteria causing caries Streptococcus mutans UA159.
KEYWORDS: BLIS; Bacteriocin; Dental caries; Probiotics; Sugar cane bagasse.

11 INTRODUCAO

A cérie dentaria é uma das doencas mais prevalentes (aproximadamente 50%) em
criancas ao redor do mundo (Mathur, V.P. et al., 2018), tanto em paises desenvolvidos como
subdesenvolvidos (Nobile, C.GA. et al., 2014). O processo patoldgico ocorre na superficie
dos dentes por meses ou até anos (Bowen, W.H., 2015), e € mediado pela formacao de
biofilmes (Krzysciak, W. et al., 2013). Biofilmes sao aglomerados bacterianos formados sob
substancias extracelulares mucilaginosas. Estes grupamentos, protegidos por uma matriz
de exopolissacarideos, permite a formacao de estruturas tridimensionais que protegem as
células que os compdem, tornando-as mais resistentes contra antibiéticos e mudancgas que
ocorram no ambiente.

Um dos principais fatores etiol6gicos da doenca € a presenca da bactéria Streptococcus
mutans (Krzysciak, W. et al., 2013). Considerada uma das principais bactérias cariogénicas,
S. mutans é capaz de produzir glicosetransferases (Gtfs) responsaveis pela sintese de
polissacarideos extracelulares (EPSs). Os EPSs, especialmente glucanos insoliuveis em
agua, contribuem para a formacgao da placa dentaria, estabilidade dos biofilmes e integridade
estrutural por permitir a aderéncia das bactérias a superficie dos dentes e fornecendo a elas
protecao contra estimulos nocivos e ataques ambientais (Chen, L. et al., 2016).

A alimentagao tem profunda influéncia no desenvolvimento da carie dentaria. As dietas
atuais apresentam uma quantidade crescente de carboidratos fermentaveis, incluindo
alimentos com alto teor de amido e com novos carboidratos sintéticos, como sucralose,
oligofrutose e outros polimeros de glicose (Gupta, P. et al., 2013). S. mutans quebra estes
acucares em acido latico, o qual leva a desmineraliza¢do, ou perda do fosfato de célcio, das
estruturas dentarias. Como resultado, os dentes se tornam “amolecidos” e eventualmente
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colapsam sobre si mesmos, formando a cavidade (Heng, C., 2016).

A prevencdo da carie dentaria e de doencas periodontais é tradicionalmente
direcionada ao controle inespecifico ou mecanico da placa dentaria, uma vez que ela € o
fator precipitante. Esta abordagem deve preferencialmente diminuir a formacao de biofilmes
orais sem afetar o equilibrio da cavidade oral, que é habitada por aproximadamente 1000
espécies diferentes de bactérias, com 108-109 bactérias por mL de saliva ou mg de placa
bacteriana (Allaker, R. et al., 2015). Porém, o uso constante de drogas antimicrobianas pode
levar a efeitos colaterais no trato gastrointestinal, devido a antibioticos de amplo espectro,
resisténcia bacteriana e reacdes alérgicas (Seminario-Amez, M. et al., 2017; Laleman, |. et
al., 2015). Tendo em vista o desenvolvimento de métodos terapéuticos alternativos para o
tratamento e prevencédo de doencas comuns na cavidade bucal, comecou a ser estudado
na Odontologia o uso de micro-organismos probio6ticos (Caufield et al., 2015; Palombo, E.A.,
2011). Os mecanismos de agao dos probi6ticos na cavidade bucal ainda ndo sao muito bem
definidos, mas estéo associados com a reducé&o no numero de UFCs (unidades formadoras
de colbnia) de patdgenos cariogénicos (Seminario-Amez, M. et al., 2017).

Probidticos, por definicdo, sdo microrganismos viaveis que, quando administrados
em quantidades adequadas, fornecem beneficios a saude do hospedeiro (Allaker, R. et al.,
2017). Séao reconhecidos por executar varias acbes no sistema digestivo como prevenir
a adesao celular e a invasao de bactérias patogénicas, modificar o ambiente intestinal e
modular respostas imunes inflamatorias locais e sistémicas (Floch MH. et al., 2011). No
entanto, pesquisas realizadas nos ultimos anos (Lin, X. et al., 2017; Cagetti, MG. et al., 2013;
Saha, S. et al., 2012) tém relatado o uso de linhagens probibticas na prevencao de doencas
orais, incluindo a carie. Como bactérias probibticas podem produzir diferentes compostos
antibacterianos, melhorar a ecologia microbiana oral e raramente causar infeccoes em
humanos, esse organismos representam uma maneira segura e promissora de controlar a
carie (Lin, X. etal., 2017).

As bactérias éacido-laticas (BAL) constituem o principal grupo de microrganismos
utilizados como probioticos (Rao, Y. et al.,, 2012). Os mais importantes géneros de BAL
sao Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela,
Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (KLEIN et al., 1998). Afim de se prevenir
a carie dentaria, probiéticos devem aderir a superficie dentaria e causar efeitos antag6nicos
as espécies cariogénicas, como S. mutans, Streptococcus e Lactobacillus (LYE, H. S. et al.,
2016). Estudos realizados por Nase et al. (2001) demonstraram uma diminui¢ao significativa
na carie dentaria e a redugdo das contagens salivares de S. mutans em pacientes apos
o consumo de produtos lacteos contendo L. rhamnosus por sete meses. Além disso, um
estudo feito por Haukioja et al. (2008) também revelou que lactobacilos e bifidobactérias
foram capazes de modificar a composicao protéica da pelicula salivar e, assim, prevenir
especificamente a aderéncia de S. mutans.

Bacteriocinas sao proteinas ou peptideos antimicrobianos produzidos pelos ribossomos
de certas linhagens de bactérias, e que podem matar (efeito bacteriocida) ou inibir (efeito
bacteriostatico) o crescimento de bactérias relacionadas ou néo a bactéria produtora, a qual
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nao sofrera danos devido a proteinas de imunidade especificas (Yang etel.,2014). Assim como
os antibibticos, as bacteriocinas séo classificadas como metabdlitos secundarios, ou seja,
nao estdo diretamente envolvidos no crescimento normal, desenvolvimento ou reproducao
das bactérias que os produzem. Considerando a atividade antimicrobiana das bacteriocinas,
alguns pesquisadores especulam classifica-las sob a mesma dos antibiéticos; mas como
bacteriocinas sdo peptideos bactericidas e antibidticos sao produzidos por complexos multi-
enzimaticos, permanece esta demarcacéo entre os dois agentes antimicrobianos (Ramu, R.
et al., 2017).

As bacteriocinas agem sobre bactérias gram-positivas, incluindo Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Clostridium botulinum, bactérias
patogénicas e que estao relacionadas a deterioracédo de alimentos (Hernandez et al., 2005).
Usualmente, bactérias gram-negativas sao naturalmente resistentes as bacteriocinas
devido a presenca da membrana externa, que age como uma barreira efetiva (Cao-Hoang
et al., 2008; Gyawali et al., 2014). No entanto, existem agentes quimicos e tratamentos
que desestabilizam esta membrana externa, permitindo que as bacteriocinas afetem as
bactérias gram-negativas (Galvez et al., 2014; Chalbn et al., 2012; Marttinen, A. et al., 2011).
Demonstrou-se que o uso de agentes quelantes e hipoclorito de sddio, por exemplo, sao
importantes na sensibilizacdo de inUmeras bactérias gram-negativas, incluindo Aeromonas
hydrophila, Arcobacter butzleri, Citrobacter freudii, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Salmonella, Shigella flexneri, Shigella sonnei, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida e Yersinia enterocolitica (Prudéncio, C.V. et al., 2015).

Segundo Klaenhammer (1993), quatro classes diferentes de bacteriocinas foram
identificadas com base na caracterizagcdo bioquimica e genética. A classe | € a dos
lantibi6ticos, como a nisina, pequenos peptideos com peso molecular inferior a 5kDa e que
contém o aminoacido nao usual lantionina e B-metil lantionina; a classe Il é formada por
peptideos termoestaveis (< 10kDa) divididos em trés subclasses: lla (pediocina e enterocina),
IIb (lactocina G) e llc (lactocina B); a classe Il € composta por peptideos termolabeis de alto
peso molecular (> 30kDa), como helveticina V-1829; o grupo IV é formado por bacteriocinas
complexas, compostas por peptideos associados a lipideos e carboidratos, que sdo essenciais
para a atividade da bacteriocina, como a lactocina 27. A maioria destas bacteriocinas atuam
interagindo com os lipidios anidnicos presentes na membrana plasmatica das bactérias
gram-positivas, permeabilizando-a por meio da formacéo de poros, 0os quais promovem a
dissipacao da for¢a proton motora (PMF) e a inibicao do transporte de aminoacidos (Zacharof,
M. et al., 2012; Guilhelmelli, F. et al., 2013; Cotter et al., 2013).

Muitas bactérias acido-laticas (BALs) produzem bacteriocinas com grande espectro
de acado, e essas moléculas apresentam diferentes mecanismos de a¢do. A maioria das
bacteriocinas produzidas por BALs, em particular as que inibem o crescimento de bactérias
gram-positivas, exercem seu efeito antimicrobiano interferindo na estrutura do envelope
celular (Cotter et al., 2013). Nisina tem como alvo o lipidio Il, um intermediario na maquinaria
da biossintese dos peptideoglicanos que compdem o envelope celular, inibindo desse modo
a sintese destes peptideoglicanos (Héchard, Y. et al., 2002; Breukink, E. et al., 2006). A
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maioria das bacteriocinas da classe Il dissipam a forca motriz dos prétons na célula alvo, via
formacao de poros (Héchard, Y. et al., 2002); outras matam ou danificam a célula alvo via
ligacdo ao sistema manone-fosfotransferase (Man-PTS) associado ao envelope celular, e
subsequente formacgao de poros na membrana celular (Cotter et al., 2013). Ainda ha aquelas
gue inibem a expresséo génica (Parks, W. et al., 2007; Vincent and Morero, 2009) e a sintese
de proteinas (Metlitskaya, A. et al., 2006) nas células alvo.

Nos processos agroindustriais sdo gerados subprodutos ou residuos que quando nao
sao convenientemente reciclados ou processados, podem causar diversos problemas ao
meio ambiente. Segundo Heath et al. (1958) muitas bactérias laticas, como L. lactis, podem
metabolizar as pentoses pela via fosfocetolase induzida. E nesse contexto que o projeto
se torna importante, pois utiliza um residuo agroindustrial (bagaco de cana-de-agucar) rico
em pentoses (xilo-oligossacarideos) para produzir biomoléculas de alto valor agregado,
como no caso de substancias inibitérias semelhantes as bacteriocinas (BLIS - bacteriocin-
like inhibitory substance). Ademais, a proposta abre um caminho para identificacédo de uma
futura bacteriocina que podera dificultar a instalacdo do processo de carie, contribuindo
assim, para o desenvolvimento de métodos alternativos para o controle do biofilme bucal e
para a promog¢ao da saude na cavidade oral.

2| OBJETIVO

O objetivo do presente projeto é de verificar o efeito da producéo de BLIS por Lactococcus
lactis CECT-4434 utilizando o residuo da industria sucro-alcooleira (bagaco de cana).

31 METODOLOGIA
3.1 LINHAGENS BACTERIANAS

Neste trabalho foi utilizada a bactéria probibtica Lactococcus lactis CECT-4434 para
a producéo de substancias inibitorias semelhantes as bacteriocinas (BLIS - bacteriocin-like
inhibitory substance).

A linhagem bioindicadora causadora da carie utilizada foi a bactéria Streptococcus
mutans UA159. Além disso, a linhagem da bactéria Listeria innocua 2711 foi empregada
como padrao na verificagdo da acao das BLIS.

3.2 PREPARO DO MEIO DE CULTIVO

O meio de cultivo Man Rogosa e Sharpe (MRS) (Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA)
apresenta a seguinte composicao, em mg/L: 10,0 de peptona, 10,0 de extrato de carne,
5,0 de extrato de levedura, 20,0 de glicose, 1,0 tween 80, 2,0 de citrato de amdnio, 5,0 de
acetato de sddio, 10,0 de sulfato de magnésio, 0,05 de sulfato de manganés e 2,0 de fosfato
de potéassio.

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4 Capitulo 18




O meio de cultivo lapt G apresenta a seguinte composicao, expressa em mg/L: expresso
em g/L: 15,0 de peptona, 10,0 de extrato de levedura, 10,0 de triptona e 1 mL de tween 80.

O meio de cultivo TSB (Difco) apresenta a seguinte composicao, expressa em g/L: 17,0
de triptona, 3,0 de extrato de soja, 2,5 de glicose, 5,0 de cloreto de soja, 2,5 g de fosfato de
dipotassio.

Como meio de cultivo alternativo, sera utilizado o bagaco de cana-de-agucar hidrolisado
com alto contetdo do prebidtico XOS na produtividade de BLIS em células de L. lactis CECT-
4434. O licor hidrotérmico do bagaco de cana-de-agUcar sera obtido da seguinte forma: o
pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar consistira em suspender uma quantidade de
bagaco (10% w/w, base seca) em agua e carrega-lo em um reator de escala laboratorial
(7,5 L de volume total, Modelo 4554, Parr, EUA). A temperatura sera aumentada desde a
temperatura ambiente (25 °C) até 190 °C, durante um periodo de 1 h. Ap6s 10 min, o reator
foi resfriado a temperatura ambiente e o licor rico em pentoses sera coletado com a ajuda de
um filtro de tela em escala laboratorial (filtro Nutsche, POPE Scientific, EUA). A composicao
do licor hidrotérmico sera caracterizada por hidrélise 4cida com acido sulfurico e anélise por
HPLC (Dionex Ultimate 3000, equipado com coluna Aminex HPX-87 H 300 mm x 7,8 mm Xx
9 mm, a 50 °C, vazéo de 0,5 mL/min, fase movel H2SO4 0,005 M, detector Shodex IR a 40
° C, volume de injecéo de 50 mL) (Robl et al. 2013).

3.3 CONDIGCOES DE CULTIVO

Acepade Lactococcus lactis CECT 4434 foi cultivada em meio MRS (Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA), por 24 horas a 37°C. Em seguida o meio foi centrifugado a 4470 g, a
40C por 15 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com solucéo
salina 0,75%, esse processo de lavagem foi repetido duas vezes. E em seguida, a cepa foi
cultivada em lapt G em concentrag¢des de 0%, 5%, 10%, 15%, 20% e 25% de licor de bagaco
de cana de agucar.

A cepa bioindicadora (S. mutans UA159), previamente criopreservada a -70°C na
presenca de 20% de glicerol (v/v) foi reativada em 5,0 mL de meio de cultura especifico por
16 h a 370C sem agitacao e, para verificacao da pureza da cultura, o cultivo foi resfriado em
TSB agar 2%, com incubacgao overnight a 370C.

3.4 EXTRACAO DE BLIS E AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para a extracdo das substancias inibitérias semelhantes as bacteriocinas (BLIS),
amostras dos cultivos sofreram reducdo no pH para 2 através da adicao de HCI 1,0M, uma
vez que o valor do pH afeta a liberacdo da bacteriocina na célula produtora (Yang et al,.
1992). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4°C por 10 minutos, a 4,470 g. Para
excluséo da possibilidade de inativacédo das BLIS por meio da produgéo de acidos orgénicos,
pH do sobrenadante livre de células foi ajustado para pH 6,0-6,5 através da adicao de NaOH
1,0M, em seguida aquecido em banho-maria a 80°C por 10 minutos para facilitar a extracéo e
garantir a inativacao de proteases presentes no meio (Cabo, M.L. et al., 1999). A capacidade
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antimicrobiana dos sobrenadantes desta etapa foi testada contra o bioindicador S. mutans
UA159.

A quantidade de BLIS liberada na primeira extracéo foi quantificada e expressa em
unidades arbitrarias (AU) por mL, utilizando-se o método de dilui¢cdo critica de Mayr-Harting
et al (1972). O sobrenadante foi serialmente diluido na proporcéo de 1:2, 1:4, 1:8, 1:10, 1:12,
1:16 e 1:18, em tampéo fosfato 25mM pH 7,0. A seguir, 10uL de cada diluicdo foi colocada
sobre placas com agar 0.75% contendo a cepa indicadora (~106 UFC) e incubada a 37°C por
24 horas. A primeira diluicdo em que ndo houve zona de inibicdo formada foi considerada e,
utilizando a expressao matematica:

D ™1000
P

Au =

Onde (D) representa o fator de diluicéo, (n) a primeira diluicdo n&o apresentando zona
de inibicdo e (P) o volume de sobrenadante colocado sobre o agar. Os resultados foram
expressos em AU/mL.

As placas de Petri contendo a cepa indicadora de Listeriainnocua 2711 foram preparadas
a partir de cultivos ativos em fase estacionaria de crescimento. Estes foram inoculados a 5%
em TSG agar 0,7 e, apb6s suave homogeneizacao, foram despejados em placas de Petri
estéreis. Apoés solidificacéo do agar a temperatura ambiente, as placas foram utilizadas para
os testes.

3.5 ANTIMICROBIANO DE S. mutans UA159 CONTRA SOBRENADANTES COM BLIS

A atividade antimicrobiana de BLIS foi avaliada frente a bactéria bioindicadora como
descrito por Najjar et al. (2009) e exposto no item 3.4. Para isto, células de S. mutans foram
crescidas em TSB liquido durante 24 horas a 370C. Ap0Gs o periodo de incubagéao, o cultivo
celular foi diluido 100 vezes (~106 UFC/mL) em meio TSB com concentracdo dobrada e
adicionados em placas de 96 pocos (100 pL por poco). O controle negativo foi feito utilizando-
se solucao fosfato 25mM pH 7,0 no volume de 100 pL. As placas foram incubadas por 24h
a 30 oC, sendo agitadas a cada 30 minutos. A densidade 6tica (630 nm) foi medida em leitor
de microplaca Synergy™ HTX (Biotek, Shoreline, WA). Todos os pontos foram realizados em
triplicata.

Uma vez que a atividade antimicrobiana esta relacionada a concentracdo de BLIS
em solucao, foi feito o calculo desta concentracdo de acordo com a definicdo de unidade
de bacteriocina (BU) (Cabo, M.L. et al., 1999): é a quantidade de principio ativo presente,
por unidade de volume, em uma amostra capaz de produzir uma inibicdo de 1=0.5, sob
determinadas condigOes experimentais.
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3.6 ESTABILIDADE DAS BLIS

Para confirmar a natureza proteica das BLIS, o sobrenadante livre de células foi tratado
com 1 mg/mL de pepsina, tripsina e papaina (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO) durante 2
horas a 30°C. Caso o halo de inibicdo desapareca, o pressuposto pode ser confirmado. Para
esse teste foi utilizada a cepa indicadora de Listeria innocua 2711.

A estabilidade das BLIS foi avaliada frente a detergentes (Triton X-100, Tween 20,
Tween 80 e SDS ), solventes orgéanicos (acetonitrila e isopropanol), etanol e os sais cloreto
de sédio e sulfato de aménio na concentracao final de 2% . As amostras contendo BLIS
foram incubadas durante 1 hora a 35,7°C, sob agitacdo de 74 g, e a atividade antimicrobiana
foi avaliada de acordo com a técnica de spot-on-lawn.

4 | RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS BLIS

Inicialmente, bactérias da cepa de Lactococcus lactis CECT 4434 (produtoras de
substancias inibitérias semelhantes a bacteriocinas) foram cultivadas em MRS, seguindo-se
entdo para o cultivo das mesmas em meio lapt G contendo seis diferentes concentracées do
licor de bagaco de cana de agucar. O sobrenadante livre das células foi testado quanto a sua
acao antimicrobiana contra o bioindicador Listeria innocua 2711 e S. mutans UA159.

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana das BLIS foi utilizada a técnica de diluicéo
critica de Mayr-Harting et al.: o sobrenadante foi serialmente diluido na razao de 1:2 (v/v) em
microtubos de centrifugacéo, utilizando-se solugcado-tampéo fosfato 25mM pH 7. Em seguida,
aliquotas de 10uL foram depositadas em placas de Petri contendo a cultura indicadora de
Listeria innocua 2711. Apés o periodo de incubacgao de 24 horas a 37°C, a primeira diluicao
gue néo apresentou zona de inibicao considerada, que no caso foi a diluicdo de numero 4.
Considerando-se que o fator de diluicdo (D) foi igual a 2 (ou seja, proporcéo de 1:2 entre
sobrenadante e tampao fosfato, respectivamente) e que o volume do sobrenadante colocado
sobre o0 agar (P) foi de 5 mL, a quantidade de BLIS liberada na primeira extracdo, em unidades
arbitrarias por mL (AU/mL) foi de:

Au=D".1000/P
Au=2*.1000/5
Au= 3200
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Imagem 1: placa de meio MRS com a cepa indicadora Listeria innocua 2711, com os halos de inibicéo
revelando a atividade antimicrobiana da BLIS.

4.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO SOBRENADANTE LIVRE DE CELULAS DE S.
mutans UA159

Neste experimento, os procedimentos foram preparados conforme descrito no item 3.5.
Os parametros da curva de crescimento foram obtidos através do método de microplacas,
gue apresenta uma maior sensibilidade em relacéo a técnica de Dose resposta. A densidade
Optica foi medida a 600nm.

As fases de laténcia, exponencial e estacionaria foram observadas para cada
sobrenadante livre de células contendo BLIS. O controle do teste foi realizado com o cultivo de
S. mutans UA159 sem o sobrenadante das produtoras de BLIS e utilizado como referéncia na
comparagao com as fases que compde o crescimento bacteriano. O controle apresentou um
intervalo de aproximadamente 7 horas entre a fase de laténcia e o inicio da fase exponencial,
além de a fase estacionaria ter se iniciado ap6s 12 horas do inicio da medi¢éao, com 0,534
de densidade 6ptica.
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Figura 1: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentracfes de BLIS, obtido na auséncia
do bagaco de cana de agucar.

Na figura 1 observa-se que, em todos os volumes analisados, o sobrenadante livre
de células de L. lactis CECT-4434 foi capaz de retardar o inicio da fase exponencial do
crescimento bacteriano de S. mutans UA159. O intervalo entre a fase de laténcia e a fase
exponencial passou de 7 horas (observado no controle) para 5 horas. O crescimento
bacteriano foi mais afetado na presenca de 100uL de sobrenadante em BLIS, apresentando
uma densidade ética final de 0,418. Os volumes de 75uL, 50uL e 25uL de BLIS apresentaram
as seguintes densidades Opticas, respectivamente: 0,531, 0,513 e 0,563.

Nota-se também que, na presencga de 25uL de sobrenadante, o crescimento bacteriano
apresentou uma leve queda 13 horas apo6s o inicio da leitura, porém o crescimento foi
retomado até que a fase de laténcia fosse atingida.
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Figura 2: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentragdes de BLIS, obtido na presenca
de 5% em volume de bagaco de cana de agucar.

A figura 2 evidencia os resultados obtidos no experimento realizado com L. lactis
CECT-4434 cultivada em meio contendo 5% (em volume) do licor de bagagco de cana de
acucar. Nota-se que os volumes de 25uL e 50uL de sobrenadante apresentaram inicio da
fase exponencial semelhantes, aproximadamente 8 horas ap6s o inicio da leitura. Neste
caso, assim como relatado na figura 2, o crescimento bacteriano se tornou mais lento, e as
densidades 6pticas finais foram, respectivamente, 0,393 e 0,4053. Ja os volumes de 75uL
e 100uL de sobrenadante foram os que apresentaram uma maior retardacdo no principio
da fase exponencial, sendo que o segundo volume foi o que causou um maior impacto,
apresentando 0,387 de densidade Optica ao final da medi¢céo, em comparagcéo com 0,394 do
volume de 75uL.
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Figura 3: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentragdes de BLIS, obtido na presenca
de 10% em volume de bagaco de cana de agucar.

A figura 3 expde os resultados da atividade antimicrobiana das BLIS de Lactococcus
lactis CECT-4434 cultivada em meio de cultura contendo 10% (em volume) de licor de
bagaco de cana de agucar. O menor volume de sobrenadante utilizado (25uL) teve o inicio
da fase exponencial atrasado em 5 horas em relagéo ao controle de S. mutans UA159 sem
o sobrenadante, com densidade 6tica final de 0,422. Por outro lado, os volumes de 50uL e
75uL apresentaram inicio de crescimento em, respectivamente, 19 e 22 horas, salientando o
efeito bacteriostatico (Yang et el. 2014) da BLIS nestes volumes. Em 100uL de sobrenadante
o crescimento bacteriano foi totalmente inibido.
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Figura 4: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentragdes de BLIS, obtido na presenca
de 15% em volume de bagaco de cana de agucar.
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Figura 5: Crescimento de S. mutans UA159 em diferentes concentragbes de BLIS, obtido na presenca
de 20% em volume de bagaco de cana de agucar.

As figuras 4 e 5 apresentaram curvas de crescimento semelhantes, sendo que o
sobrenadante obtido em meio com 20% (em volume) de bagaco de cana de agucar apresentou
maiores densidades o6pticas finais para 100uL, 75uLe 50uL de BLIS (0,569, 0,473, 0,387 e
0,321, respectivamente) quando comparado aos mesmos volumes obtidos em meio com
15% (em volume) do bagaco (0,435, 0,347, 0,312, respectivamente). Nestes volumes, o
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crescimento bacteriano foi totalmente inibido. Em 25uL de sobrenadante, porém, o BLIS
obtido em 20% apresentou atividade antimicrobiana mais eficiente em comparacédo ao meio
com 15% de bagaco, uma vez que o primeiro apresentou a fase exponencial 21 horas apds
0 inicio da leitura, em comparag¢ao com as 15 horas do segundo.

4.3 ESTABILIDADE DAS BLIS

O sobrenadante que apresentou atividade antimicrobiana foi submetidos ao teste com
as proteases pepsina, tripsina e papaina (item 3.6). Como nao se observou a formacgao de
halo de inibicao, péde-se concluir que houve a degradacao das BLIS e sua natureza proteica
foi confirmada.

Pepsina Tripsina Papaina

Lactococcus lactis

CECT-4434 + + +

(+) amostras que apresentaram resultado positivo para origem proteica.

Tabela 1: Teste de comprovacgao de origem proteica do composto antimicrobiano produzido contra
Listeria innocua 2711.

Na tabela 2, a medida dos halos de inibicao gerados pelos sais, solventes e detergentes
em relacdo ao sobrenadante livre das células foi registrada com o intuito de descobrir se
essas substancias interferem a atividade antimicrobiana das BLIS. Como controle, essas
substancias também foram testadas sem o sobrenadante, para verificar se as substancias
possuem acao antimicrobiana na concentragéo do experimento.

Lactococcus lactis CECT-4434

TritonX-100 12,99 mm
Tween-20 11,16 mm
Tween-80 11,24 mm

SDS 13,29 mm
Acetonitrila 9,73 mm
Isopropanol 10,30 mm

NaCl 9,76 mm

Sulfato de amoénio 10, 26 mm
Etanol 10,19 mm

Teste realizado com a técnica de spot-on-lawn, e usando 10 pL para cada ponto, Lactococcus lactis CECT 4434 contra
Listeria innocua 2711.

Tabela 2: Teste de estabilidade a solventes organicos, sais e detergentes.

A tabela 2 mostra que, dentre os solventes orgéanicos, sais e detergentes utilizados,
o SDS ¢ a substancia que mais causa alteracdo na atividade das BLIS e possui atividade
apresentando halo (dados ndo mostrados), com um halo de inibicdo medindo 13,29mm, em
contraste com a acetonitrila, substancia que gerou o menor halo de inibicdo, de 9,73mm.
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O controle dos solventes sem o0 sobrenadante ndo apresentaram halos, comprovando que
a alteragdo na atividade antimicrobiana foi decorrente da interagdo dos solventes com o
sobrenadante.

51 CONCLUSAO FINAL

Apartir dos resultados apresentados, a cepa de Lactococcus lactis CECT-4434 foi capaz
de produzir substancias inibitérias semelhantes a bacteriocinas, as BLIS, quando cultivadas
em meio de cultura contendo um residuo de um processo agroindustrial, o bagaco de cana de
acucar. Os sobrenadantes livres de células apresentaram atividade antimicrobiana quando
testadas contra a principal bactéria causadora da carie Streptococcus mutans, cepa UA159.

A atividade anticariogénica foi capaz de inibir totalmente o crescimento de S. mutans
UA159 a partir de BLIS obtidas em meio com 10% em volume de bagaco de cana de agucar,
com 100uL do volume do sobrenadante.
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RESUMO: O tolueno &€ um dos principais
solventes orgénicos presente em adesivo de
contatos, composto este que traz um problema
social porque adolescentes usam como droga
ilicita além de corresponder a um obstaculo
laboral, ao qual muitos trabalhadores estao
expostos. De maneira geral, todos estdo em
contato com este toxico, ja que este composto
esta presente em combustiveis fosseis que
sdo queimados e despejados na atmosfera
diariamente. Um trabalho experimental foi
realizado, em busca de entender melhor
os efeitos da exposicdo crbnica, as altas
concentragcdes desta substancia nos aparelhos
respiratorio e reprodutivo de ratos. Para tanto,
dois grupos com 10 animais, um controle
exposto a agua destilada e outro tratado
exposto a 12.000ppm de tolueno, de forma
inalatoria, por meio de nebulizador ultrassénico
acoplado a uma caixa plastica com capacidade
de 30L, durante 53 dias. Posteriormente,
foram coletados os 6rgéos e fixados em formol
tamponado 10% e incluidos em parafina para
analises histologicas. Foi constatado que nao
houve alteracbes na vigor dos espermatozoides
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nem danos nos tecidos do aparelho reprodutivo, no entanto, foi possivel observar alteracoes
nos tecidos do aparelho respiratério tais como: danos ao epitélio da laringe e diminuicao
dos cilios da traqueia, além de espessamento de septos alveolares. Os resultados permitem
concluir que grandes exposicoes ao tolueno podem acarretar danos ao sistema respiratorio.
PALAVRAS-CHAVE: Tolueno. Hidrocarbonetos. Ocupacional.

EFFECTS OF TOLUENE ON THE WISTAR RAT BREATHING AND BREATHING
APPLIANCE

ABSTRACT: Toluene is one of the main organic solvents present in different products such as
in contact stickers. This compound causes a social problem once some adolescents use as
an illicit drug and a also corresponds to a labor obstacle, causing several damages to workers
exposed to this substance. In general, everyone is in contact with this toxic, whereas it is also
present in fossil fuels that are burned and released into the atmosphere daily. An experimental
study was carried out in order to better understand the effects of chronic exposure to high
concentrations of this substance in respiratory and reproductive organs. Two groups with 10
animals, one control exposed to distilled water and another exposed to 12.000ppm of toluene
(treated) in an inhalation form, by means of ultrasonic nebulizer coupled to a plastic box
with a capacity of 30L for 53 days. Subsequently, they organs were collected it, fixed in 10%
buffered formalin and included in paraffin for histological analysis. It has been found that there
were no changes in motility of spermatozoa and neither tissue damage of the reproductive
apparatus. However, it was possible to observe changes in respiratory apparatus like: damage
to the larynx epithelium and decreased cilia of the trachea, despite thickening of alveolar
septa. Thus it was possible to conclude that high concentrations of toluene promotes severe
damages to respiratory system

KEYWORDS: Toluene. Hydrocarbons. Occupational.

11 INTRODUCAO

O metilbenzeno CH,CH,, fenilmetano, toluol, metilbenzol ou tolueno como é
popularmente conhecido, é um solvente organico com peso molecular de 92,15 g/mol
e, segundo a Agéncia Ambiental Americana (Environmental Protection Agency) sua
concentracgao letal (LC50) é de 33,176 mg/m? em ratos.

Séao encontrados em adesivos de contato, combustiveis fosseis, solventes e produtos
de limpeza (FORSTER; TANNHAUSER; TANNHAUSER, 1994), porém sua principal
utilidade é na octanagem da gasolina. O tolueno também estd comumente associado a
outros hidrocarbonetos que auxiliam na composicdo da gasolina como o benzeno e xilol,
a associacao destes trés solventes € chamada de BTX (benzeno, tolueno e xilol) (BRASIL,
2005).

Estudos a respeito da toxicidade do tolueno e seus efeitos no organismo, datam de
meados de 1930, nos quais foram verificadas altera¢gdes hematologicas em trabalhadores
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no decorrer dos anos de exposicao a tolueno e benzeno, como leucopenia e anemia além de
outras alteragdes no hemograma (FERGUSON; HARVEY; HAMILTON, 1933).

Foi descrito que a exposicéo inalatéria de ratos (Rattus norvegicus albinus) a cola
de sapateiro, na qual esta presente o tolueno, causou danos as fibras estriadas cardiacas
(MANZAN; MONTEIRO; SOUZA et al., 2010). Ainda, segundo os autores, trata-se também
de um problema de saude publica e de ordem social, pois é usado como droga ilicita por
jovens e adolescentes e ocupacionais, ja que muitos trabalhadores de fabricas e industrias
podem entrar em contato com tolueno de forma indireta.

Por se tratar de uma substéncia lipossoluvel, o tolueno consegue passar pela barreira
hematoenceféalica, atuando como um depressor do sistema nervoso central, além de ter
afinidade por tecidos gordurosos pelo seu carater lipofilico (FORSTER; TANNHAUSER,;
TANNHAUSER, 1994).

Os sintomas da exposicao inalatéria ao tolueno sao fadiga, perda de lucidez, tonturas,
dores de cabeca, disfuncédo da coordenacdo motora, mudanga de comportamento, anorexia
reversivel, um aumento no numero de linfécito no sangue, inflamacdo de garganta,
irritacdo no trato respiratério superior, inflamacéo e degradacéo do epitélio respiratério e
na exposicao cronica ao tolueno também foram relatadas les6es pulmonares, quanto a sua
carcinogenicidade, € classificado como grupo 3, ndo carcinogénico para seres humanos
segundo Agéncia Internacional de Pesquisa do Céancer (IARC,1999).  Quando em contato
com a atmosfera se liga em outros gases e pode formar outras substancias toxicas como
cresol e benzaldeido, é considerado de risco moderado aos sistemas hidricos, quanto ao
solo seu impacto € menor, pois é biodegradavel.

Estudos realizados sobre a gestacdo de pais usuarios de tolueno de maneira ilicita e
abusiva demonstram indicios de efeitos sobre o aparelho reprodutor da prole, além de um
aumento nos casos de aborto, porém estes dados ndao sao conclusivos devido a muitas
variaveis (JURAS, 2005).

A exposicéo cronica a altos niveis de tolueno em ratos jovens pode levar a um quadro
de disfuncdo metabdlica e alteracdo da homeostase da glicose e ainda foi verificado uma
alteracdo no RNAm hipotalamico que expressa genes que atuam na regulacdo de apetite e
saciedade (DICK; SIMPSOM; QAMA et al., 2015).

Segundo a portaria N° 1339, de 18 de novembro de 1999 do Ministério da Saude,
(BRASIL, 1999) o tolueno esté associado a uma lista de fatores de riscos que, por sua vez,
esta relacionada a uma série de doencas por sua exposi¢cao no ambiente de trabalho.

Foi verificado aumento do nivel de acido hiparico que € um metabdlito decorrente do
metabolismo do tolueno em frentistas de postos de gasolina (GRENDELE; TEIXEIRA, 2009).

De acordo com Augusto, Kulay e Franco (2012), houve associa¢&o desta substancia com
perda auditiva, indicando um efeito ototdxico, o que causa muitos problemas a trabalhadores
gue entram em contato constante com o tolueno, além do ambiente laboral, a populagéo em
geral esta exposta a este solvente, ja que é também derivado da queima de combustiveis
fosseis como o diesel (GUIMARAES, 2004).

A fertilidade masculina tem diminuido no decorrer das Ultimas décadas, Carlsen,
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Giwercman e Keiding et. al., (1992) verificaram que a concentracédo de espermatozoides do
sémen humano diminuiu de 133 milhées para 66 milhdes/mL entre 1938 a 1990. Para Oshio
(2010) a perda de fertilidade masculina pode estar relacionada com a transicao do estilo de
vida humano, as substéncias, agentes fisicos, fatores ambientais e ocupacionais a qual o
homem esta inserido e, pode permitir tal alteracao.

Perante os dados levantados, realizou-se um trabalho experimental em busca identificar
e esclarecer os riscos da exposicao crénica a inalagdo de altas concentracdes do tolueno
(12.000ppm) e constatar os possiveis danos histopatologicos deste solvente organico em
tecidos dos aparelhos respiratorio e reprodutivo, usando como modelo ratos Wistar, pela
similaridade dos tecidos com seres humanos.

Objetiva-se verificar as alteracbes microscopicas referentes a exposi¢cao ao solvente
nos tecidos das vias respiratérias, analisar se houve alteracdo no peso dos testiculos, bem
como averiguar a espermatogénese de ratos Wistar machos expostos a inalagao do tolueno.

Tendo em vista as agbes toxicas do tolueno descritas na literatura e sua presenca
em produtos habitualmente manipulados no ambito profissional e domiciliar, considera-se
importante investigar seus efeitos de forma a permitir agbes preventivas de saude publica,
bem como entender melhor os factuais perigos relacionados a este solvente que causa
impactos no meio ambiente.

2 | MATERIAL E METODOS

Os animais foram cedidos pelo Biotério do Centro Universitario Bardo de Maua sob
jurisdicdo do Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPAN), Protocolo n° 284/2017.
Todo experimento foi realizado no Biotério do Centro Universitario Barao de Maua.

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos com idade aproximada de 60 dias e pesando
inicialmente em média 450 gramas, divididos em dois grupos contendo 10 animais cada. Os
animais foram alojados em duplas nas gaiolas de polipropileno contendo cama de maravalha
e grade superior (fig. 1 A).

Os animais foram mantidos em ambiente controlado, com temperatura entre 21 a 24°
C, recebendo agua e racao propria (NUVILAB®). O grupo de tratamento foi exposto ao
tolueno 99% (Anidrol) 12.000 (ppm), concentracéo similar a utilizada por usuarios como
droga ilicita (BRUCKENER E PETERSON, 1981), para tanto foram adicionados 120uL de
tolueno em 10 mL de agua destilada, o grupo controle foi exposto a agua destilada (10mL),
a exposicao ocorreu por meio de um nebulizador ultrassénico (Medicate®) modelo MD
1000, com capacidade de injecéo de ar de 7 L / min. acoplado a uma caixa plastica com
capacidade de 30 L (25 cm x 30 cm x 40 cm), caixa esta semelhante a que foi utilizada por
MANZAN; MONTEIRO; SOUZA et al., (2010), as exposicoes tiveram duracdo de 10 minutos
diariamente durante 53 dias, periodo este que € referente a espermatogénese (OSHIO,
2010) e ocorreram simultaneamente no grupo tratado e controle.

Os animais foram anestesiados e sacrificados com cloridrato de ketamina (100mg/kg)
associado com cloridrato de xilazina (6mg/kg) e Tiopenthal sédico (40mg/Kg) via Intramuscular
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e Intraperitonial.

Em seguida foram retirados os 6rgaos traqueia, laringe, pulméo e testiculos sendo
que todos foram adicionados ao frasco contendo formol tamponado 10% (fig. 1 E e F), para
posterior analise histopatoldgica.

Figura 1 - Procedimentos Metodoldgicos: Em A: Distribuicdo dos animais em gaiolas contendo cama de
maravalha. Em B e C: Sistema de inalacao contendo agua e tolueno. Em D: procedimento de inalagéo.
Em E: laparotomia e puncao arterial. Em F: coleta dos 6rgéos para analise histoldgica.

Fonte: o Autor

Os testiculos foram paralelamente pesados em uma balanca analitica e, por intermédio
de dissecacéo da cauda do epididimo, onde foi obtido a secrecéo espermatica, material este
que foi transferido para uma placa de Petri contendo 1mL de soro fisiol6gico, cerca de 500uL
desta solucao foi passado para uma lamina previamente aquecida a 36°C. O material foi
observado em microscopio Optico, a fim de avaliar o vigor dos espermatozoides e avaliar em
uma escala de 0 a 5 quéo movel estao estas células, a aliquota restante desta solucéo de
1mL foi armazenada um eppendorf para futuras analises de morfologia.

As comparacdes das massas médias no inicio do estudo e no final, dos consumos
hidricos médios no inicio e no final do estudo e das demais caracteristicas de natureza
quantitativa nesses dois momentos serao realizadas por teste de Wilcoxon-Mann-Whitney,
uma alternativa ndo-paramétrica Util e com alto poder estatistico ao teste paramétrico t-Student
para dados que violam seus pressupostos teéricos ou amostras pequenas, portanto foram
solicitados 20 animais, totalizando dois grupos com 10 animais, para entdo comparar as
alteracdes propostas para a pesquisa com certa acuracia (SIEGEL e CASTELLAN JUNIOR,
2006), nivel de significancia de todos os testes realizados foi de 5%.
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31 RESULTADOS
3.1 Peso inicial x Peso Final dos grupos experimentais

As diferencas entre a massa corporal dos animais quando comparado o peso inicial e
final do experimento, por meio do teste estatistico F, foi possivel chegar a concluséo de que
ndo houve diferenca significativa entre os grupos.

3.2 Peso dos testiculos dos grupos experimentais

Em relacdo ao peso de ambos os testiculos do grupo tratado e controle, também
verificou-se que n&o houve diferenca estatistica significativa.

3.3 Espermograma

O mesmo ocorreu com o vigor, ndo houve alteracées quando comparado ambos o0s
grupos, ja na morfologia verificou-se algumas alteracées como mostra a figura 2.

Figura 2 - Alteracdes morfolégicas no esfregaco de espermatozoides.Em A, espermatozoides do grupo
controle, apresentam — se de aspectos normais. Em B, C, D, E e F, espermatozoides de animais que
inalaram tolueno. Em B: cauda com angulacao acentuada. Em C e D: cauda enrolada. Em E: acéfalo.

Em F: cauda com angulacéo atenuada.

Fonte: o autor

3.4 Resultados histopatolégicos

Nas seccOes testiculares dos ratos do grupo controle os tubos seminiferos
apresentaram-se bem organizados. O epitélio seminifero mostrou-se integro, com células
espermatogénicas em todas as etapas de desenvolvimento (figura 3A), o espaco intertubular
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apresentou-se normal contendo vasos sanguineos e as células de Leydig também com
aspectos normais (figura 3 A). Na figura 3B, as secgbes testiculares dos ratos do grupo
tratado, os tubos seminiferos apresentaram em muitas areas alteracbes nas células da
linhagem espermatogénica, uma descamacéo das células germinativas para o [lumen tubular,
0 espaco intertubular apresentou-se diminuido.

Nas secc¢des do epididimo dos ratos do grupo controle, os estereocilios apresentam-
se bem visiveis e caracteristicos (figura 3C). Entretanto, no grupo tratado, os estereocilios
apresentam-se bem atrofiados e pouco visiveis.

Figura 3 Aspectos histopatolégicos aparelho reprodutor Fotomicrografias dos aspectos histopatolégicos
do testiculo e epididimo dos grupos experimentais. Em A e C grupos controles. Em B e D grupo tratado.
Coloragéo H.E. Aumento de 400x

Fonte: o autor

Nas fotomicrografias dos aspectos histopatolégicos da traqueia (figura 4 A) foram
observados em A (grupo controle) que a traqueia apresentou um aspecto normal, com
preservacao de epitélio e de tecido subjacente (conjuntivo). No grupo tratado, a traqueia
apresentou um epitélio com alteragdes nos cilios, e acentuado processo inflamatério no
tecido subcutaneo subjacente.

Nos aspectos histopatologicos da laringe (figura 4B) foram observados no grupo
controle que a laringe evidenciou-se com aspecto normal, com preservacéao do epitélio ciliar e
mucoso das cordas vocais e 0 tecido subjacente (conjuntivo e cartilagem) também aparecem
normais. Na (figura 4E) do grupo tratado, a laringe apresentou-se com area epitelial alterada
com perda total do aparelho ciliar, na figura 4C, as fotomicrografias do pulmao observou-
se no grupo controle que o parénquima pulmonar apresentou-se totalmente preservado,
bronquiolos e septos interalveolares normais, luz alveolar e do bronquiolo sem congestéao
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vascular. Entretanto, no grupo tratado o parénquima pulmonar mostrou-se desorganizado
apresentando uma congestéo pulmonar e um espessamento de septos alveolares devido a
congestéao vascular.

Figura 4 Aspectos histopatolégicos aparelho respiratério Fotomicrografias da traqueia, laringe e
pulmé&o, dos grupos experimentais. Em A, B e C grupo controle. Em D, E e F grupo tratado. Coloragédo
H.E. Aum. 400x e 100X

Fonte: o autor

4 | DISCUSSAO

Houve variac6es na diferengca média geral do peso inicial e final dos animais, a média
geral do grupo controle foi maior que a do tratado, a discrepancia de peso entre o inicio e
o fim do experimento, quando se compara 0s animais controle e tratado n&o aparentam
ter causa-efeito com o tolueno, que vai a contramao do que foi observado por Callan, Kott,
Cleary et al., (2016) onde ficou evidenciado que a exposicao a concentragdes na categoria
muito alta (5.000 a 15.120 ppm) foi descrita como maior causadora de efeitos no ganho de
peso corporal dos animais, no entanto, ainda segundo os autores, ha indicios que os efeitos
da exposicao ao tolueno néo é universal, uma vez que variou quando analisado em modelos
de diferentes espécies .

Ahipétese inicial era de que haveria uma alteracédo no peso médio dos animais tratados
em relacdo ao controle, ja que a inalacdo do tolueno gera um descontrole na homeostase
da glicose (DICK; SIMPSOM; QAMA et al., 2015), por este descontrole, era inferido que os
animais teriam que se alimentar mais ou menos para manter a glicemia em niveis normais,
porém esta hipotese nao se concretiza quando se observa os dados obtidos.

De acordo com Otero, Oliveira e Vianna (2014) a exposicéo inalatéria de ratos Wistar
a fumaca do cigarro, no qual esta presente o tolueno (ZANIN; SANTOS, 2006) culminou na
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alteracdo de massa corpdrea dos animais durante a fase experimental, diferentemente do
que foi observado neste trabalho.

A média de ambos os testiculos direito e esquerdo dos animais controle tiveram o
mesmo peso, ja animais expostos ao tolueno houve uma alteragcéo no peso médio do testiculo
esquerdo em relacdo ao direito, o que poderia indicar uma relacdo com acao do tolueno
no 6rgdo, como observado por Ono; Kawashima; Sekita et al., (1999) onde verificaram
que animais expostos a 6.000ppm de tolueno, obtiveram uma diminui¢do na producéo do
hormaénio luteinizante (LH), que por sua vez atua na regulagcédo da testosterona.

Aqueda na producéo de testosterona pode afetar diretamente no tamanho dos testiculos,
visto que com o estimulo diminuido para producao e amadurecimento dos espermatozoides, a
estrutura pode atrofiar e ter uma diminuicéo no peso do 6rgao, porém testando estatisticamente
se o tratamento influenciou sobre as diferencas médias dos testiculos direito e esquerdo
dos ratos, conclui-se que néo tem influéncia a exposi¢cao ao tolueno, pois a diferenca né&o
é significativa, o que corrobora com o trabalho de Pereira (2014), onde foi confirmado que
nédo houve diferenca estatistica entre os testiculos de animais expostos a hidrocarbonetos,
classe a qual o tolueno pertence.

Para Oshio (2010) é importante a andlise do peso gonadal, mas uma vez que esta
estrutura depende de estimulos hormonais, é necessario analisar a histopatologia para uma
melhor interpretacao, pois a histopatologia testicular € um dos padrées mais sensiveis para
a verificacéo de possiveis alteragdes na fertilidade masculina.

Notou-se alteracées na organizagdo das células da linhagem espermatogénica no
tubulo seminifero e atrofiamento dos estereocilios do epididimo, diferentemente de Ono,
Kawashima, sekita et al., (1999) onde nao observaram altera¢cdes morfoldgicas no testiculo,
mas sim apenas especificamente no epididimo.

Quanto a capacidade de vigor dos espermatozoides nao existiu diferencas, portanto,
nesse sentido ndo é possivel afirmar que apesar de pequenas alteragcbes morfologicas
nos espermatozoides nao foi o suficiente para reduzir o vigor destas células, no entanto,
ocorreu apenas um ciclo de espermatogénese o que pode néo ter sido suficiente para causar
alteracées mais acentuadas como foi verificado por Ono, Kawashima, sekita et al., (1996)
que ao expor os animais por 90 dias observou tais alteracées que nao ocorreu com 53 dias.

Nos aspectos histopatol6gicos do sistema respiratorio foi verificado em alguns locais
como a laringe perda total do aparelho ciliar, 0 que indica uma possivel interrup¢ao por meio
do tolueno em algum mecanismo bioldgico que leva a formacgéo dos cilios, a cilogénese,
gue € um evento onde ocorre a diferenciagcdo e maturacdo terminal do epitélio respiratorio,
resultando na producdo de aproximadamente 200 cilios por célula (TAMASHIRO; XIONG,
ANSELMO-LIMA et al., 1999)

Na traqueia além da alteragé@o nos cilios, verificou-se processo inflamatério no tecido
subcutaneo subjacente, todos estes danos ao epitélio respiratério podem acarretar em uma
menor eficiéncia imunoldgica do trato respiratério, em vista que em individuos normais a
secrecdo de muco do aparelho respiratorio € limpo por batimento ciliar cerca de 90% do
material ali presente a cada hora. Pessoas com deficiéncia no batimento ciliar apresentam
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episddios de algumas patologias relacionadas com sistema respiratorio (BALESTIERI, 2006).

Foi notado um espessamento da membrana e septo alveolar, que € um dos varios fatores
que podem comprometer a difusédo de O2 durante a hematose. Em patologias intersticiais, a
espessura da membrana leva paralelamente a uma reducédo da area disponivel para trocas
gasosas. Os danos causados ao tecido alveolar aparenta ter efeito com a concentracéo
utilizada e tempo de exposicdo, pois segundo Fujimaki, Yamamoto, Shwe et al., (2007)
camundongos expostos a 50ppm por 12 semanas, nao foi verificado nenhuma diferenca no
epitélio alveolar quando comparado ao grupo controle.

Os danos histopatolégicos causados ao aparelho respiratorio esta em concordéancia
com o que foi observado por Kanter (2010), ao expor ratos a 3000ppm durante 12 semanas
ocorreu inflamacgao do parénquima pulmonar, edema e hemorragia alveolar e muitos alvéolos
foram obstruidos, entretanto Bruckner e Peterson (1981) reportaram que ratos expostos de
4.000 a 12.000 ppm de tolueno por 8 semanas, condi¢cdes similares deste trabalho, nao foi
verificado nenhum sinal de alteragdes histol6gicas no pulméao.

Em vista de algumas dicotomias quanto aos danos causados pelo tolueno, uma vez
qgue ha baixo numero de trabalhos disponiveis que envolvam os aparelhos respiratério e
reprodutor, com as informag¢des aqui obtidas espera-se auxiliar na complementacdo de
dados na literatura, mas, no entanto, ainda é necessaria a realizagao de estudos posteriores
em busca de se entender melhor a agdo do tolueno nos sistemas biologicos.

51 CONCLUSAO

No aparelho respiratorio, foram verificadas alteragdes histopatolégicas como
espessamento de septos alveolares, a laringe apresentou-se com area epitelial alterada com
perda total do aparelho ciliar e a traqueia apresentou um epitélio com alteragdes nos cilios,
danos estes que podem ser atrelados a inalacéo de altas concentra¢des de tolueno.

No aparelho reprodutor, ocorreram alteragdes histopatolégicas nas células da linhagem
espermatogénica, espagamento intertubular diminuido, estereocilios atrofiados e uma
descamacao das células germinativas para o lumen tubular.

Em posse dos resultados aqui obtidos, espera-se fornecer informagdes como subsidio
para que acdes em prol da conscientizagdo sobre os perigos do tolueno como droga ilicita,
o uso adequado de equipamentos de protecdo para que se evite contato com as vias aéreas
e busca de politicas publicas adequadas para que se tente atenuar estes problemas, é
importante estudos nesta direcdo para que se explicitem com clareza os riscos associados
a este tdxico, presente nos mais variados tipos de ambiente, desde domiciliar até laboral.
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RESUMO: Este trabalho se propde analisar a
interac&o entre as proteinas 6xido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e a proteina calmodulina,
responsaveis pela sintese do &xido nitrico
presente no endotélio e que atua como um
agente vaso dilatador. Uma vez que ainda
existem muitas lacunas no conhecimento sobre
0s mecanismos moleculares de regulacao
da eNOS pela interacdo com a calmodulina,
utilizamos de uma abordagem de bioinformatica
para tentar elucidar melhor o modo de interacao
entre essas duas proteinas. Comisso, o trabalho
se estruturou da seguinte maneira: 1) Obtencao
dosdadoscristalograficosde ambas as proteinas
na plataforma RCSB Protein Data Bank; 2)
Realizac&o de ensaios de ancoragem molecular
entre essas duas proteinas por meio do servidor
ClusPro; 3) Os residuos de aminopacidos que
mais contribuem para a formag¢éo do complexo
proteina-proteina (hot spots) foram preditos
pelo servidor KFC2; 4) Substituicdo pontual de
um residuo de aminoacido da sequéncia da
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eNOS conforme indicado pelo dbSNP; 5) Novo ensaio de ancoragem entre a calmodulina
e a eNOS mutada a partir do ClusPro. Como resultado, pudemos identificar novos residuos
de aminoacidos promissores para serem alvos de estudos in vitro e que ajudariam a clarear
0s mecanismos moleculares da interagao entre essas proteinas que coordenam importantes
processos fisiolégicos.

PALAVRAS-CHAVE: eNOS; interacao proteina-proteina; 6xido nitrico.

STUDY OF THE INTERACTION AND MUTAGENESIS ASSAY TARGETING THE ENOS-
CALMODULIN COMPLEX THROUGH in silico APPROACHES

ABSTRACT: This work aims to analyze the interaction between the nitric oxide synthase
endothelial proteins (eNOS) with calmodulin, responsible for the synthesis of the nitric oxide
that are present in the endothelium and act as a vasodilating agent. Since there are still
many gaps in the knowledge about the molecular mechanisms of eNOS’ regulation through
the interaction with calmodulin, we use a bioinformatics approach trying to elucidate the
mode of interaction between these two proteins. Thus, the work was structured as follows: 1)
Obtaining crystallographic data of both proteins on the RCSB Protein Data Bank platform; 2)
Conducting molecular anchoring assays between these two proteins using the ClusPro 2.0
webserver; 3) The amino acid residues that contribute most to the formation of the protein-
protein complex (as known as hot spots) were predicted by the KFC2 webserver; 4) Point
replacement of an amino acid residue of the eNOS sequence as indicated by the dbSNP; 5)
New anchorage assays between calmodulin and the mutated eNOS utilizing the ClusPro 2.0
webserver. As result, we were able to identify new promising amino acid residues as targets
of prospective studies that would help to clarify the molecular mechanisms of the interaction
between these proteins that coordinate important physiological processes.

KEYWORDS: eNOS; protein-protein interaction; nitric oxide.

11 INTRODUCAO

O o6xido nitrico € uma molécula gasosa com grande capacidade de difusdo entre as
membranas celulares, atuando na sinalizagdo de diversos processos. Sua importancia na
homeostase do sistema cardiovascular € atribuida ao efeito vasodilatador e protetor na
hipertensao arterial e inibidor da agregacao plaquetaria (FLEISSNER; THUM, 2011). Estudos
demonstram que disfung¢des endoteliais com consequente reducéo da atividade biolégica do
oxido nitrico € resultante da reducéo na sintese ou aumento da degradacao pelo estresse
oxidativo, os quais desencadeiam importantes eventos como disfungdes trombaticas,
proliferacao e migracéo de células musculares lisas e adeséo de leucécitos (PEPINE, 2009).

Oxido nitrico é produzido a partir de L-arginina, por uma reacdo catalisada pelas
enzimas O6xido nitrico sintase constitutiva (c-NOS), a qual é dependente da interacéo
com calmodulina e de ions célcio, e esta envolvida na sinalizagdo celular, e a 6xido nitrico
sintase induzivel (i-NOS), produzida por macrofagos e outras células ativadas por citocinas
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(GRIFFITH; STUEHR, 1995).

Oxido nitrico sintase constitutiva apresenta-se sob a duas isoformas (I e Ill). Aisoforma
[Il ou 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) produz 6xido nitrico em condi¢cbes basais ou
estimulada pelo fluxo sanguineo, o qual é responsavel por inibir a adesao e agregacéao
plaguetaria na parede vascular e adesao de leuc6citos ao endotélio vascular, regular pressao
sanguinea e contragdo do musculo cardiaco (FORSTERMANN; SESSA, 2012).

Os mecanismos de regulacdo pos-transcricionais da eNOS tém sido associados a
dimerizacdo das subunidades da proteina e formagdo da estrutura caveolar pela proteina
caveolina (ZHANG et al., 2006). A eNOS é menos ativa ao interagir com caveolina-1, sendo
sua ativacdo promovida pelos mecanismos de interagdo com a calmodulina (BUCCI et
al., 2000). A calmodulina atua diretamente, competindo com a caveolina, para promover a
ativacao calcio-dependente da enzima (SESSA, 2004).

Em 1996, Venema e colaboradores realizaram um estudo para demonstrar a
existéncia de dominios conservados de ligagcdo da calmodulina a estrutura das NOS por
uma abordagem baseada em sequéncias oligopeptidicas e proteinas quiméricas (VENEMA
et al.,, 1996). Entretanto, os tamanhos reduzidos das moléculas de peptideos utilizadas
nestas analises podem nao conseguir representar a complexidade da estrutura terciaria das
proteinas num contexto de um complexo proteina-proteina. Estas preocupacdes, aliadas aos
desafios em conseguir co-cristalizar complexos proteicos muito grandes, contribuem para o
estabelecimento de uma lacuna no conhecimento sobre como ocorre a regulagdo da eNOS
pela calmodulina a nivel molecular (ZHANG et al., 2012).

Assim, este estudo propde analisar a interacao entre as proteinas Oxido nitrico sintase
endotelial (eNOS) e a proteina calmodulina por uma abordagem de bioinforméatica.

2| METODOLOGIA

Inicialmente verificamos a existéncia de dados cristalograficos das proteinas eNOS
e calmodulina na plataforma RCSB Protein Data Bank (PDB) (BURLEY et al., 2019).
Frequentemente essas estruturas sao cristalizadas em complexos com outras moléculas,
assim, para obtermos apenas as estruturas proteicas, realizamos a remo¢ao de todos os
elementos que nao compdem as sequéncias de aminoacidos utilizando as fungdes disponiveis
no software PyMOL (verséo 2.3.2).

As estruturas foram entao submetidas ao ClusPro 2.0, um servidor utilizado para
fornecer predicdes do modo de ancoragem entre duas proteinas em interagdo (KOZAKOV
et al., 2017), assim obtivemos um modelo do complexo eNOS-calmodulina balanceado para
interacdes eletrostaticas, interacdes hidrofébicas e forcas de van der Waals.

O estudo da ancoragem entre os dois polipeptidios seguiu com a anélise detalhada
da interface de interacao utilizando o servidor KFC 2 que faz a predicao de hot spots, que
sé&o aqueles residuos de aminoacidos que mais contribuem para a afinidade de ligagao do
complexo proteina-proteina, por uma metodologia baseada em aprendizado de maquina
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(ZHU; MITCHELL, 2011).

Prosseguimos com o estudo da IPP buscando avaliar como a inser¢ao de uma mutacéao
pontual em um hot spot da proteina eNOS, é capaz mudar o modo de interacdo entre os dois
polipeptideos de interesse. Utilizamos do banco de dados de polimorfismos de nucleotideo
unico (dbSNP) para identificar os residuos de aminoacidos polimérficos da eNOS (SHERRY
et al., 2001)gene mapping and evolutionary biology, the National Center\n for Biotechnology
Information (NCBI. Posteriormente recorremos as ferramentas do PyMOL para realizar a
substituicdo de um determinado hot spot. ApéOs realizada a mutacédo pontual, submetemos
a estrutura da eNOS mutada e a calmodulina mais uma vez ao servidor do ClusPro 2.0
e avaliamos as diferencas no complexo eNOS-calmodulina ap6s as mutagdes. A Figura 1
mostra um fluxograma da metodologia empregada neste estudo.

ad P - ClusPro KFC2
Dados. Estmthraié o——— Sewer
Cristalograficos das Predicao de hotspots
Proteinas de Interesse Ancoragem Molecular

Entre eNOS e

Calmodulina
ClusPro

Consulta ao

Novos ensaios de PyMO
ancoragem utilizando « Inserc3o de uma d bSN P
e mutagdo pontual na (NC BI)

sequéncia de
aminoacidos da eNOS

&

Figura 1 — Fluxograma da metodologia empregada no trabalho.

3 | RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1 Obtencao e edicao dos dados cristalograficos

O genoma humano contém trés genes diferentes para as isoformas neuronal, induzivel
e endotelial das oxido nitrico sintase (NOS). Tratando especificamente sobre a isoforma
endotelial, essa enzima possui 1203 residuos de aminoacidos com um peso de 133 kDa
e frequentemente sdo encontradas em homodimeros (ALDERTON; COOPER; KNOWLES,
2001). Por sua vez, a calmodulina é descrita como uma proteina pequena e promiscua, com
peso molecular de cerca de 17 kDa sendo capaz de interagir com mais de 300 proteinas
participando da regulacdo de varios processos celulares, explicitando a importancia em
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compreender melhor os modos de interagdo dessa proteina com seus alvos (SPRATT et al.,
2007).

Para os ensaios in silico utilizamos a estrutura tridimensional da eNOS recuperada do
PDB esta depositada com o cddigo de acesso 1M9J e em uma analise inicial percebemos
qgue o polipeptideo foi co-cristalizado com uma molécula de clorzoxazona (ROSENFELD et
al., 2002) (Figura 2 A). Similarmente, encontramos a estrutura cristalogréafica da calmodulina
(depositada com o cédigo de acesso 1A29) em complexo com uma molécula de trifluoperazina
(Figura 2 C). Todas as moléculas que nao compunham as sequéncias de aminoacidos das
proteinas foram removidas pelo software PyMOL (Figura 2 C e D).

c

Figura 2 — Comparacgéo das estruturas das proteinas eNOS e calmodulina.
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Em A e B sdo mostradas as estruturas das eNOS antes e apés a edicéo, assim como
ocorre em C e D, onde observamos a estrutura da calmodulina antes e ap6s a edicao,
respectivamente. As figuras C e F mostram uma representacdo baseada na superficie
eletrostatica das proteinas eNOS e calmodulina respectivamente.

3.2 Ensaio de ancoragem molecular e predicao de hot spots

O resultado da ancoragem entre as duas proteinas obtidos pelo servidor ClusPro
2.0 podem ser observados na Figura 3. Com a analise pudemos perceber que o modo de
interacao predito por este servidor proporcionou a ancoragem dos segmentos em hélices
da calmodulina nos pockets superficiais da eNOS (Figura 3 C), o que indica uma interacdo
estavel com baixo nivel de energia livre de ligagéo.

Figura 3 — Predicao do complexo eNOS-calmodulina

As figuras A e B mostram ambas as proteinas em interagéo representadas de duas maneiras distintas. A figura C mostra
uma visdo ampliada da interface de interagé@o para evidenciar o encaixe das hélices da calmodulina nos pockets da
eNOS.

Seguimos com o estudo da interface de interacdo pela predicdo dos residuos de
aminoacidos que mais estariam contribuindo para a formagdo desse complexo. Estes hot
spotsforam preditos pelo servidor KFC2 e, para as nossas analises posteriores, consideramos
apenas aqueles residuos com valor Conf. maior que zero para ambos os indicadores (KFC2-A
e -B) (Tabela 1).
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Proteina Residuo Posicao do residuo KFC2-A Conf. KFC2-B Conf.

eNOS LYS 175 0,84 0,24
eNOS GLN 194 1,06 0,07
eNOS PHE 196 0,25 0,27
eNOS TYR 217 1,1 0,38
Calmodulina LEU 69 0,45 0,21

Tabela 1 — Hot spots preditos pelo servidor KFC2

3.3 Ensaio de mutagénese

A partir do resultado da predicéo dos residuos que mais contribuem para a estabilidade
do complexo eNOS-calmodulina, consultamos o banco de dados dbSNP para verificar se
algum destes hot spots ja foram reportados como polimérficos anteriormente. Com essa
analise identificamos que o residuo de fenilalanina 196 ja foi encontrado sendo substituido
por um residuo de leucina. Assim, utilizamos dessa informagcdo para determinar se a
substituicdo deste hot spot seria capaz de impactar na predicao da interacao entre essas
macromoléculas.

Realizamos a substituicdo da fenilalanina 196 por leucina utilizando o PyMOL e
submetemos essa sequéncia da eNOS mutada junto a calmodulina no ClusPro. Os
resultados para este ensaio de mutagénese indicam que o residuo de fenilalanina 196 é,
de fato, essencial para a IPP inicialmente predita pelo ClusPro, uma vez que a insercao da
mutacéo pontual neste residuo ocasionou um deslocamento da interface de ligacédo para
outra regido da eNOS (Figura 4). Isso sugere um aumento na energia livre de interacdo no
local inicialmente predito devido a substituicdo do aminoacido naquela posi¢cao.

Apés a mutagéo

Figura 4 — Ensaios de mutagénese
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As figuras A e B ilustram a nova posigéo da interface de interagdo entre a eNOS mutada com a calmodulina. A figura C
mostra um alinhamento do complexo eNOS-calmodulina antes e depois da mutagéo pontual.

Venema e colaboradores demonstraram experimentalmente o papel de um dominio de
ligacdo da calmodulina de cerca de 20 residuos de aminoacidos e a importancia dos residuos
Phe-498, Lys-499 e Leu-511 para a ligacao dessa proteina a eNOS (VENEMA et al., 1996).
Com a abordagem in silico que utilizamos conseguimos predizer novos sitios putativos de
interacdo entre os dois polipeptideos.

41 CONCLUSAO

No sentido de propor uma alternativa as dificuldades em elucidar as caracteristicas
moleculares da IPP entre a eNOS-calmodulina, acreditamos que a metodologia in silico
empregada foi util para propor novos sitios putativos de interacao que poderao ser explorados
por novas abordagens experimentais. Dessa forma, destacamos os hot spots preditos como
promissores alvos de estudos de in vitro para validar seus papéis na formagao do complexo,
contribuindo para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na interacdo de
duas proteinas essenciais em diversos processos fisioldgicos.
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RESUMO: A obesidade é comprovadamente
associada a efeitos negativos sobre a fungao
reprodutiva masculina. Esse estudo avaliou
os efeitos da obesidade hipotalamica,
pelo glutamato monossodico (MSG), e do
treinamento em plataforma vibratéria sobre
0 epitélio seminifero. Neste estudo, 16 ratos
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PLATAFORMA VIBRATORIA

Wistar foram distribuidos nos grupos: controle
(GC), controle plataforma (CP), obeso (GO) e
obeso plataforma (OP). Os grupos GO e OP
foram expostos ao MSG, a partir do nascimento
ao 5° dia de vida poOs-natal, para inducéo da
obesidade; enquanto os animais GC e CP
receberam no mesmo periodo solugdo salina.
O treinamento realizou-se (80° ao 136° DPN)
em plataforma vibratéria (Vibro Oscilatéria
triplanar, Arktus, 60 Hz, 2 mm de amplitude),
por 10 minutos, trés vezes/semana, durante
oito semanas. Aos 142 DPN os animais foram
mortos por saturacéo anestésica; os testiculos
foram coletados, pesados, imersos em liquido
fixador e submetidos a rotina histoldgica para
obtencédo de seccbes de tubulos seminiferos
transversais corados em hematoxilina/eosina.
Andlises
utilizando software Image Pro Plus e analises
estatisticas utilizaram o software I1BM SPSS
2.0 com o teste de ANOVA one way e post test
de Tukey para dados paramétricos e Kruskal-
Wallis com post test de Dunn para dados néo
paramétricos (5%). N&ao houve diferenca no
diametro tubular (p= 0,31), porém a altura do
epitélio seminifero apresentou-se diferente entre
GC 50,38 x CP 48,23 (p= 0,47) e, ainda, o CP
48,23 foi também diferente quando comparado
ao OP 50,85 (p=0,12). Assim, pode-se concluir
que o grupo submetido somente ao treinamento

morfométricas foram realizadas

apresentou diminuicdo na altura do epitélio
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seminifero.
PALAVRAS-CHAVE: leséo hipotalamica, vibracao corporal, via espermatica.

MORPHOLOGICAL STUDY OF THE TESTIS OF RATS WITH HYPOTHALAMIC OBESITY
TREATED IN VIBRATORY PLATFORM

ABSTRACT: Obesity is associated with negative effects on male reproductive function. This
study evaluated the effects of the hypothalamic obesity, by monosodium glutamate (MSG),
and training (vibratory platform) on the seminiferous epithelium. In this study, 16 Wistar male
rats were distributed in the groups: control (CG), platform control (PC), obese (OG) and
platform obese (PO). The OG and PO groups were exposed to MSG, from birth to the 5th day
of postnatal life (DPL), to induce obesity; while the CG and PC animals received saline solution
in the same period. The training was performed (80° to 136° DPL) on a vibratory platform
(Vibro Oscillatory triplanar, Arktus, 60 Hz, 2 mm amplitude), for 10 minutes, three times/week,
for eight weeks. At 142 DPL the animals were killed by anesthetic saturation; the testis were
collected, weighed, immersed in fixative fluid and submitted to histological routine to obtain
sections of transverse seminiferous tubules stained in hematoxylin/eosin. Morphometric
analyzes were performed using Image Pro Plus software and statistical analyzes using the
IBM SPSS 2.0 software with the ANOVA one way test and Tukey’s post test for parametric
data and Kruskal-Wallis with Dunn’s post test for non-parametric data (5%). There was no
difference in the tubular diameter (p = 0.31), but the height of the seminiferous epithelium was
different between CG 50.38 x PC 48.23 (p = 0.47) and also the PC 48.23 it was also different
when compared to PO 50.85 (p = 0.12). Thus, it can be concluded that the group submitted
only to training showed a decrease in the height of the seminiferous epithelium.
KEYWORDS: hypothalamic lesion, body vibration, spermatic ducts.

11 INTRODUCAO

A obesidade configura-se como um grave problema na sociedade atual, cuja
prevaléncia aumenta em ritmo acelerado, atingindo pessoas de todas as idades (NUNES;
GARRIDO, 2019). Além dos problemas psicossociais, a obesidade esta relacionada a
distarbios metabodlicos (VAN DE SANDE-LEE; VELLOSO, 2012). Também s&o comprovados
os efeitos negativos da obesidade, inclusive a hipotalamica, sobre a fungcéo reprodutiva
em homens e em animais, como o comprometimento da fertilidade pela reducdo de
espermatozoides funcionais (FERNANDES et al., 2012).

Diversas formas de tratamentos séo indicados para pacientes obesos, entre eles, a
mudanca nos habitos alimentares e a préatica de exercicios fisicos que somados sao eficientes
na diminui¢cao do peso e dos riscos associados a obesidade (SWIFT et al., 2013; BEAVERS
et al.,, 2014; ROSS et al., 2015). Um tipo de atividade fomentadora do gasto energético
que tem sido utilizado é a vibragdo corporal, promovida por equipamentos que geram uma
frequéncia de vibracdo, como a plataforma vibratéria. Porém, ndo foi encontrado na literatura
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estudos que fagam referéncia a acéo deste tratamento sobre o sistema genital masculino em
individuos com obesidade hipotaldmica. Em virtude desta lacuna, justifica-se a realizacao
deste trabalho.

2 | MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais para a realizacdo desta proposta foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Unioeste. Durante todo procedimento experimental
os animais foram mantidos no Laboratorio de Estudo de Lesbes e Recursos Terapéuticos
(Campus Cascavel, Unioeste), em temperatura ambiente de 220C, fotoperiodo de 12 h e
receberam agua e racao ad libitum.

Para a realizacéo do trabalho 16 ratos Wistar foram distribuidos nos grupos: Controle
(GC), controle plataforma (CP), obeso (GO) e obeso plataforma (OP). A obesidade foi induzida
nos grupos GO e OP com injecao intradérmica de glutamato monossodico (MSG) do 0° ao 5°
dia poés-natal (DPN). Os animais GC e CP receberam injecado de salina (1,25 mg/g de peso
corporal) em periodo similar.

Otreinamento realizou-se do 80° ao 136° DPN em plataforma vibratéria (Vibro Oscilatoria
triplanar, Arktus, 60 Hz, 2 mm de amplitude), por 10 minutos, trés vezes por semana, durante
oito semanas.

Aos 142 DPN os animais foram mortos por saturacdo anestésica e os testiculos foram
coletados, pesados e imersos em liquido fixador (fluido modificado de Davidson). Na rotina
histologica a desidratacéo foi realizada em série ascendente de alcool etilico, a diafanizagéo
em alcool n-butilico e a inclusdo e emblocamento em parafina histolégica para a obtencéo
de seccao de tubulos seminiferos transversais (7pum) que foram coradas em hematoxilina/
eosina. Para a analise da altura do epitélio seminifero e didmetro do tubulo seminifero foram
confeccionas laminas de 4 animais por grupo experimental.

As laminas histologicas obtidas, a partir das técnicas descritas, foram analisadas
quanto as caracteristicas morfométricas da altura do epitélio seminifero e didametro do tubulo
seminifero ap6s serem fotodocumentadas (fotomicroscédpio Olympus BX60) em objetiva
de 20x. Foram fotomicrografados 30 tubulos seminiferos de cada animal, totalizando uma
analise de 120 tubulos/grupo. As Analises morfométricas foram realizadas no software Image
Pro Plus, e as analises estatisticas no IBM SPSS 2.0, com o teste de ANOVA one way e post
test de Tukey para dados paramétricos e Kruskal-Wallis com post test de Dunn para nao
paramétricos (5%).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs as analises para a variavel Ln_EPI foi possivel observar que existe diferenca
significante p<0,05 em pelo menos um dos grupos quando comparado ao GC (p value:
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0,01); o post test revelou que o grupo CP foi estatisticamente diferente do GC (p value: 0,47),
com médias de altura de epitélio 48,23 ym e 50,38 ym respectivamente, e ainda, o OP foi
também diferente quando comparado ao CP (p value: 0,01) sendo as médias 50,85 ym e
48,23 uym (Tabela 1). Dessa forma podemos concluir que o grupo que foi submetido somente
a plataforma vibratéria apresentou diminuicao na altura do epitélio germinativo. As médias
dos GC, OP e GO nao diferiram (Tabela 1). A causa mais comum e importante de diminui¢do
da fertilidade em machos é a degeneracéo do epitélio seminifero (CUNHA et al., 2015).

A andlise da variavel DIAM (Tabela 1) ndo indicou diferenca entre os grupos (p
value: 0,31). Apesar da tendéncia a diminuicdo do diametro tubular nos grupos CP, GO e
OP, as andlises estatisticas permitiram concluir que a obesidade e/ou o treino plataforma
vibratéria interferiram significantemente nesse parametro. Ou seja, embora haja correlagdes
importantes entre o didmetro e a atividade espermatogénica (SINHA-HIKIM et al., 1985), em
nosso trabalho ndo houve significancia nessa variavel, dados que sdo concordantes com
o trabalho de Takashiba et al. (2011), no qual também nao foi possivel observar alteracdes
estatisticas no diametro dos tubulos seminiferos de ratos obesos por dieta de cafeteria e
treinamento em esteira.

GC CP GO OoP
(n=04) (n=04) (n=04) (n=04)
Variavel
Epitélio seminifero (um) 50,38 48,23° 50,85 ° 50,39 =
P (8,70) (7,83) (9,22) (9,79)
Diametro do tabulo 271,50 @ 266,10 @ 265,52 @ 262,00 @
(um) (244,11 —306,41) | (232,77 —314,46) | (241,19 —302,29) | (237,80 — 297,74)

ANOVA one way, seguido de post test de Tukey e significancia de 5%. Média (+SD)
Kruskall-Wallis, post-test de Dunn. Dados expressos como mediana (25% - 75%).

Letras diferentes indicam diferenca estatistica p< 0,05

GC: grupo controle; GO: grupo obeso; CP: grupo controle plataforma; OP: obeso plataforma;

Tabela 1 — Altura do epitélio seminifero e diametro de tibulos seminiferos.

A influéncia positiva ou negativa da pratica de exercicios fisicos ou treinamentos sobre
disfuncao testicular decorrente de causas como a obesidade, ainda, é controversa (MATOS
et al., 2019). Varios estudos apontaram correlagcéo positiva entre exercicios de intensidade
moderada e parametros dafuncéotesticular;enquanto outros estudosindicaram que exercicios
moderados ndo exerceram nenhuma influéncia ou exerceram influéncia negativa (MATOS et
al., 2019). No caso de relacéo negativa, inferiu-se que o tipo de exercicio, como por exemplo
o ciclismo, em humanos, pode exercer pressao sobre os testiculos, prejudicando sua funcao.
Uma explicagdo, em termos fisiolégicos em modelos animais, como treinamento de ratos
em esteira, seria a diminuicdo do suprimento de oxigénio para o testiculo com consequente
disfuncdo vascular (MATOS et al., 2019). Pode-se inferir para o nosso resultado de altura
de epitélio do grupo CP, um mecanismo semelhante. Uma hipdtese que pode ser langcada
para a auséncia de diferencas é o tipo de exercicio; utilizado, neste estudo, que nao pode
ser considerado com atividade aerdbica. Ratos com obesidade hipotaldmica submetidos a
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exercicio aerébico, natagcdo com carga, tiveram melhora da hiperinsulinemia (SOUZA et al.,
2003).

4| CONCLUSOES

Nesse estudo, apesar do grupo submetido somente a plataforma vibratoria apresentar
diminuicdo na altura do epitélio germinativo, ndo podemos constatar que o exercicio em
plataforma vibratéria tenha causado alteracdes nos parametros reprodutivos de ratos obesos.
Mais estudos sé&o necessarios para estabelecer melhores condutas terapéuticas para esse
parametro.
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RESUMO: O diabetes mellitus gestacional é
conceituado como aquele que € diagnosticado
pela primeira vez durante o periodo gestacional
e que pode, ou nao, persistir apés o parto.
Filhos de m&es com diabetes gestacional nao
tratado tém maior risco de morte intrauterina,
problemas cardiacos e respiratérios, ictericia
e episoddios de hipoglicemia apdés o parto.
Portanto, o objetivo deste estudo foi empregar
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a técnica de estereologia a fim de avaliar
quantitativa e qualitativamente a densidade
de Células da Hofbauer e as Células da
Decidua Basal das placentas de animais
com Diabetes Mellitus Gestacional — indugéo
com Estreptozotocina (DMG-SZT), tratados
com Lentinula edodes (cogumelo comestivel).
Foram realizadas avaliagbes das placentas,
em cortes histoldégicos corados com H.E.,
empregando-se a técnica de estereologia de
tecidos moles ap0s a inducédo do diabetes
gestacional com a estreptozotocina (dose unica
de 40 mg/kg. IP). Com a estereologia tivemos
0s seguintes resultados: A densidade de
volume das células de Hofbauer: Vv(H) diminuiu
nos trés Grupos diabéticos, comparados
com o Grupo | (controle). A Densidade de
volume das Células da Decidua Basal Vv(db),
permaneceu com porcentagens semelhantes
em todos os grupos. Estas diferencas nao
foram estatisticamente significativas (p<0,001).
Nossos resultados sugerem que o cogumelo
nao protegeu as células de Hofbauer dos
efeitos toxicos da STZ, diferentemente das
células da decidua basal, que na presenca
do efeito do Lentinula edodes, os grupos que
foram induzidos a diabetes foram protegidos,
ficando equiparados com o controle negativo. A
morfometria e a estereologia, s&o ferramentas
a fim de quantificar resultados, que mesmo nao
sendo significativos estatisticamente, sugerem
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uma alteracdo em células com potencial de protecdo ao desenvolvimento fetal. Desta
maneira o estudo sugere que o diabetes gestacional pode causar lesbes ou mesmo interferir
no desenvolvimento fetal.
PALAVRAS-CHAVE: Diabetes Mellitus Gestacional. Estereologia. Placenta. Lentinula
edodes. Estreptozotocina.

MORPHOMETRIC AND STEREOLOGICAL STUDY IN RAT PLACENTS WITH
GESTATIONAL DIABETES MELLITUS INDUCED BY STREPTOZOTOCIN

ABSTRACT: Gestational diabetes mellitus is defined as one that is diagnosed for the first
time during pregnancy and that may, or may not, persist after delivery. Children of mothers
with untreated gestational diabetes have a higher risk of intrauterine death, heart and
breathing problems, jaundice and episodes of hypoglycemia after delivery. Therefore, the
objective of this study was to employ stereology technique in order to quantitatively and
qualitatively assess the density of Hofbauer Cells and the Basal Deciduous Cells of animals
with Gestational Diabetes Mellitus - induction with Streptozotocin (DMG-SZT), treated with
Lentinula edodes (edible mushroom). Placental evaluations were performed in histological
sections stained with H.E., using the soft tissue stereology technique after the induction of
gestational diabetes with streptozotocin (single dose of 40 mg / kg. IP). With stereology we
had the following results: The volume density of Hofbauer cells: Vv (H) decreased in the three
diabetic groups, compared with Group | (control). The volume density of the cells of the Basal
Deciduous Vv (db), remained with similar percentages in all groups. These differences were
not statistically significant (p <0.001). Our results suggest that the mushroom did not protect
the Hofbauer cells from the toxic effects of STZ, unlike the cells of the basal decidua, which in
the presence of the effect of Lentinula edodes, the groups that were induced to diabetes were
protected, being equated with the negative control. Morphometry and stereology are tools in
order to quantify results, which, although not statistically significant, suggest an alteration in
cells with potential to protect fetal development. Thus, the study suggests that gestational
diabetes can cause injuries or even interfere with fetal development.

KEYWORDS: Gestational Diabetes Mellitus. Stereology. Placenta. Lentinula edodes.
Streptozotocin.

11 INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus (DM) € uma doeng¢a mundial, crénico-degenerativa que envolve
alteracdes metabolicas. Dados da OMS preveem um aumento do numero de diabéticos de
171 milhdes no ano de 2000, para 336 milhdes em 2030 (GALINDO et al., 2006, WILD et
al., 2004). Além dos transtornos individuais decorrentes desta patologia, a DM acarreta
um grande impacto para a economia dos paises, consequentes das complicacdes crdnicas
decorrentes de sua evolugdo. Estas complicagbes cronicas se expressam por: nefropatias,
retinopatias, neuropatias, eventos cardiovasculares e cerebrovasculares (GROSS et al.,
2005). Dentre as diversas manifestagcdes do DM, a Diabetes Mellitus Gestacional (DMG), é
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uma das principais alteragcdes metabodlicas que pode acometer as gestantes, sendo a mais
preocupante. Trata-se de um problema global de saude e tem gerado elevado numero de
mortes prematuras de gestantes e de conceptos. No Brasil, a prevaléncia de DMG é de
7,6%, sendo considerado na ultima década, pelo Ministério da Saude, como um problema de
saude publica (BRASIL, 2001).

Por recomendacao da International Association of Diabetes in Pregnancy Study Groups
(IADPSG, 2010) o rastreamento das desordens glicémicas na gestacéao deve ser realizado,
para todas as mulheres, diagnosticadas ou ndo com diabetes pré-gestacional. O diabetes
gestacional é geralmente diagnosticado durante a metade do segundo més de gestacéo,
podendo interferir no crescimento do feto. O recém-nascido de uma mulher com diabetes
corre o risco de anoxia, prematuridade, infeccao, desconforto respiratorio, hipoglicemia
grave, hipocalemia, hiperbilirrubinemia, polidramnio, macrossomia, policitemia e &bito fetal
(FETITA et al., 2006; KENNER, 2001).

O acompanhamento de gestantes com DMG inclui o controle metabdlico mediante o
ajuste dos trés pilares terapéuticos: dieta, exercicio fisico e insulina (WHO; 2013); sendo
que a insulina de uma maneira geral, s6 é introduzida quando a dieta e os exercicios ndo
levam a um controle metabdlico (AQUINO, 2003). A terapia nutricional é a primeira op¢ao
de tratamento para a maioria das gestantes DMG (METZGER et al., 2007; READER, 2007).

As gestantes que realizam uma restricao calérica apresentam melhor controle glicémico
pbs-prandial, menor necessidade de adi¢cao de insulina, menor incidéncia de macrossomia
fetal e de cesariana (MOSES et al., 2009). Entretanto, € importante a manutencao da oferta
protéica, tanto para o crescimento fetal adequado, quanto para garantir o aumento da
producdo de insulina necessario na gestacado (ERICKSSON, SWEENE, 1993; JOVANOVIC-
PETERSON et al., 1990). Os carboidratos complexos e com baixo indice glicémico — massas,
paes integrais e cereais com alto teor de fibras — devem ser priorizados (MOSES et al., 2009;
READER, 2007).

Os efeitos antidiabéticos de cogumelos como o Lentinula edodes, que o coloca em
destaque quanto aos valores nutricionais, estao relacionados aos seus teores de compostos
fendlicos e de glucanas (TENG et al., 2012; FIRENZUOLI et al., 2008), embora esta espécie
contenham uma variedade de outras moléculas bioativas, tais como: nucleotideos, acidos
graxos, glicoproteinas, esterdis, proteinas, peptideos, vitamina C, vitamina B12, vitamina D,
e além de serem ricas fontes de folatos (BATRA et al., 2013; ANDRADE et al., 2008).

Estudos in vivocom indugéo de DM por estreptozotocina (DM-STZ) em ratos, mostraram
que os compostos fendlicos presentes no Lentinula edodes s&o inibidores naturais da
a-amilase, da a-glucosidase e da aldose-redutase e, quando administrados no periodo
pds-prandial, diminuem a liberacdo de glicose do amido e retardam a absorcéo de hidratos
de carbono no intestino delgado (MA et al., 2015). As B-glucanas presentes no Lentinula
edodes agem reparando as lesbes em células B-pancreaticas induzidas pela exposicao a
STZ, promovendo o aumento na sintese de insulina e a diminuicao dos niveis plasmaticos
de glicose (MA et al., 2015; YANG et al., 2010; NIWA et al., 2011; RAHAR et al., 2011; KIM
et al., 2005).

237
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Este projeto fundamenta-se no valor incremental das técnicas atualmente utilizadas
para analises realizadas nos estudos da toxicologia da reprodug@o com produtos naturais no
Laboratério Lapetox-Uniso, e busca identificar as alteracdes teciduais que a estreptozotocina
(STZ) pode induzir nas ratas gestantes e ou nos seus conceptos, bem como, definir as
propriedades funcionais do Lentinula edodes, no DMG-SZT. Dessa forma, as técnicas que
serdao desenvolvidas e aplicadas neste projeto, servirdo para auxiliar na identificacdo do
potencial deste cogumelo quando da sua utilizacdo em terapia alimentar complementar para
o controle do DMG.

O cogumelo Lentinula edodes, quando utilizado separadamente e em baixas doses,
podem ser uma opg¢ao eficaz, como alimentos funcionais, no tratamento do Diabetes
Mellitus Gestacional Moderada induzida por estreptozotocina (DMG-STZ), considerando-
se 0s principais mecanismos envolvidos na sua atividade antidiabética. A estereologia das
placentas destes animais podem demonstrar se existe eficacia ou n&o deste alimento.

O tecido placentério consiste no estabelecimento de trocas de nutrientes e gases entre
a mae e o feto. Segundo Cross, 2006, a placenta é formada pelas vilosidades coriGnicas
que envolve o feto durante toda a gestacao e pelo endométrio materno. Nesta regidao estéo
presentes as células Hofbauer e muitos vasos fetais.

As células de Hofbauer sdo conhecidas como macrofagos placentarios e desempenham
um papel central no desenvolvimento e manuteng¢do da placenta, devido secretarem citocinas
importantes para o crescimento e diferenciacao do trofoblasto. KHAN, et al. 2000; WOOD,
1980.

A camada de células da Decidua Basal € um componente materno e se relaciona
diretamente com as vilosidades coridnicas, regi&do onde ocorre a maioria das trocas entre a
mae e o feto. GUDE, et al. 2004; HUNT, 2006

A interface utero-placenta € responsavel pela separacdao do sangue da mae e do
concepto. Sua acao consiste em uma barreira protetora, agindo como isolante para proteger
o embrido de substancias tdéxicas e micro-organismos infecciosos presentes no sangue
periférico materno. Em contra partida, essa barreira permite a migracdo de nutrientes
essenciais para o desenvolvimento fetal.

2| OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar qualitativa e quantitativamente o grau de lesdo tecidual induzida pela
estreptozotocina em placentas de ratas prenhes, quando tratadas com uma espécie de
cogumelo comestivel — Letinula edodes.

2.2 Objetivos especificos

+ Desenvolvimento, implantagcdo e padronizagao da metodologia de estereologia
para avaliacdo da placenta;
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+ Avaliagcao volumétrica tecidual;

+  Comparacédo volumétrica e de proliferacao celular como parametros analiticos
para avaliacao toxicoldgica qualitativa.

3 | MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo com ensaios histol6gicos onde os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade de Sorocaba -
Protocolo 089/2016.

Foram utilizados métodos seguindo os procedimentos de (1) ensaios biologicos;
(2) analise morfométrica das placentas; (3) analise histolégica da placenta; (4) analise
estereoldgica da densidade de volume das placentas.

3.1 Ensaios bioldgicos

As placentas utilizadas s&o provenientes de ratas Wistar DMG-STZ (Diabetes Mellitus
Gestacional induzida por STZ), onde os animais prenhes receberam o seguinte tratamento:
Grupo | (n = 6): controle negativo - solugao salina; Grupo Il (n = 6): controle positivo - STZ e
solugao salina; Grupo Il (n = 6): 10 dia - Lentinula edodes (100 mg/kg/dia); Grupo IV (n =6)
no 8o dia STZ e Lentinula edodes (100 mg/kg/dia). No vigésimo dia de prenhez, as ratas
foram anestesiadas com quetamina (anestésico geral na dose de 100 mg/kg) e cloridrato de
xilazina (relaxante muscular na dose de 6 mg/kg), via IP. Os tecidos maternos de placentas
foram fixados em formalina a 10% e encaminhados para rotina histolégica de H/E.

3.2 Analise morfométrica das placentas

As placentas ap0s fixacéo, foram pesadas em balanca (Ohaus® -AS200S) e foram
realizadas as seguintes medidas em mm: antero-posterior, latero-lateral e longitudinal.
Para esta analise utilizamos |aminas preparadas histologicamente em corte seriado e
randomizados.

3.3 Avaliacao histoldgica

ApoOs fixacdo e pesagem, as placentas foram emblocadas em parafina e submetidas
a cortes de 5 mm, assim foram escolhidos cortes, e corados pela técnica da hematoxilina-
eosina (TOLOSA et al., 2003). A coloracdao do H.E. foi escolhida, pois € uma coloracéo
basica e de modo geral, coram estruturas baséfilas — como nucleos, matriz extracelular e
ergastoplasma. E as proteinas séo coradas pelos acidos, como — citosol e as mitocondrias.
Isto facilita a identificagéo das estruturas.

As laminas dos respectivos grupos foram analisadas e comparadas. Em seguida
foram capturadas imagens, utilizando a objetiva 40x, com um sistema composto por um
Microscépio Invertido, ZEISS®, Modelo Axio Vert.A1 FL e com Camera Digital Cientifica
Colorida, ZEISS®, Modelo Axiocam lcc 5 e o Software “Zen Pro 2011”, ZEISS®.
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3.4 Analise Estereoldgica da Densidade de volume das placentas

Para este estudo foram analisadas as Células de Hofbauer (macréfagos placentéarios)
e a Células da Decidua Basal.

Atécnica de estereologia foi utilizada, com base no Principio de Cavalieri (GUNDERSEN
and JENSEN, 1987), em que se demonstra que o volume pode ser determinado em uma
estrutura seccionada em série pelo produto das areas das fatias e pela espessura da fatia.
Um a cada trés cortes histologicos foi fotografado usando a objetiva 4x, de maneira tal que a
distancia entre cada corte analisado era de 150 ym.

Para captacdo da imagem foi utilizado um sistema composto por um Microscopio
Invertido, ZEISS®, Modelo Axio Vert.A1 FL e com Camera Digital Cientifica Colorida, ZEISS®,
Modelo Axiocam lIcc 5 e o Software “Zen Pro 2011”7, ZEISS®.

Segundo Lacerda (2000), um sistema-teste € um conjunto de linhas (retas ou curvas)
e pontos. Esse deve ser superposto a imagem morfolégica para a contagem estereoldgica.
Podem-se construir sistemas-teste com arranjo regular ou ndo. Existem diversos sistemas
propostos para variados fins, mas tradicionalmente sdo desenhados com retas, ou segmentos
de reta, apresentando os arranjos geométricos triangular, quadrado ou hexagonal. A figura
a seguir mostra o sistema-teste denominado M 42, o qual foi utilizado para fazer a analise
estereoldgica das placentas.

d

[)

N L I I ey "

Figura 1: Desenho esquematico do sistema-teste M 42 sobreposto a 5 estruturas. As estruturas que
cruzam a “linha proibida” (tracejada) nao sao consideradas.
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A lei basica da estereologia informa que a quantidade relativa de pontos que tocam a
estrutura é comparavel a quantidade de area dessa estrutura contida na area-teste. Entao,
pode-se determinar a densidade do volume (Vv) da seguinte maneira:

Vv =Pp
Pt

sendo Pp os pontos que tocam as células e Pt o numero total de pontos-teste do
sistema-teste. Esta foi a fébrmula utilizada para estimar a Densidade de volume (%), das
Celulas de Hofbauer e também das Células da Decidua.

3.5 Analise estatistica

Para andlise dos resultados foi utilizado o nivel de significancia entre 1 e 5%. Utilizou-se
aAndlise de Variancia One-Way (ANOVA) que determina se as médias dos grupos estudados
séo diferente significativamente.

4 | RESULTADOS

Os resultados da avaliacéo histologicas estao apresentados nas seguintes imagens:

Figura 2: Fotomicrografia de cortes placenta de rata Wistar com 19 dias de gestacéo, no aumento de
400x: (A) Grupo | - controle negativo: apresenta células de Hofbauer normais (CH), sendo distinguidas
pelo seu maior volume, forma esferoidal e citoplasma muitas vezes vacuolado, com nucleos corados
(seta fina), sem lacunas intersticiais (seta); (B) Grupo Il — controle positivo: apresenta aumento do
namero e volume, em aproximadamente 20% das células de Hofbauer (CH), com nucleos corados
(seta fina), sem lacunas intersticiais (seta); (C) Grupo Ill- 1° dia estreptozotocina e Lentinula edodes:
apresenta aumento do volume, em aproximadamente 17% das células de Hofbauer (CH), com nucleos
corados (seta fina), com presenca de lacunas intersticiais (seta); (D) Grupo IV - 8° dia estreptozotocina
e Lentinula edodes: apresenta aumento do volume, em aproximadamente 31%, das células de
Hofbauer (CH), com nlcleos corados (seta fina), sem lacunas intersticiais (seta).
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Figura 3: Fotomicrografia da decidua, formada a partir da camada do endométrio, no aumento de
400x: (A) Grupo I: presenca de células deciduais (seta), nicleos corados e membrana citoplasmatica
preservada (seta fina); (B) Grupo Il: presenca de células deciduais (seta), nucleos corados e membrana
citoplasmatica preservada (seta fina); (C) Grupo lll: presenca de células deciduais com discretas
vacuolizacoes (seta) e membrana citoplasmatica preservada (seta fina); (D) Grupo IV: presenca de
células deciduais com vacuolizagfes (seta) e membrana citoplasméatica preservada (seta fina).

Por meio da analise morfométrica das placentas, do Grupo I: controle negativo - solugéo
salina; Grupo IlI: controle positivo - STZ e solucao salina; Grupo lll: 1° dia - Lentinula edodes
(100 mg/kg/dia); Grupo IV: 8° dia STZ e Lentinula edodes (100 mg/kg/dia), demonstrado na
tabela 1, observou-se um aumento no peso dos grupos Il e lll em comparacéo aos grupos |
e IV, que nao foi significativo para p<0,001.

Grupo Média + Desvio Padréo
I 0,2600 + 0,045612
Il 0,3167 + 0,066532
0 0,2917 + 0,082562
v 0,2617 + 0,02787¢
Total 0,2825 + 0,060312

Nota: Grupo | (0,9% solucéo salina); Grupo Il (STZ e solugéo salina); Grupo Il (1° dia — Lentinula edodes (100 mg/
kg/dia); Grupo IV (8° dia STZ e Lentinula edodes (100 mg/kg/dia). Médias (g) seguidas da mesma letra, ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste da Analise de Variancia Unidirecional (ANOVA), p<0,001.

Tabela 1 — Peso das placentas
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Peso das placentas (g)

Grupos

Graéfico 1: Peso das placentas

Nota: Grupo | (0,9% solugéo salina); Grupo Il (STZ e solugéo salina); Grupo Il (1° dia — Lentinula edodes (100 mg/kg/dia);
Grupo IV (8° dia STZ e Lentinula edodes (100 mg/kg/dia).

Por meio da estereologia, realizamos estudos da Densidade de Volume das Células de
Hofbauer (Tabela 2 e Grafico 2) e das Células Decidua Basal (Tabela 3 e Grafico 2).

CELULAS DE HOFBAUER

Animal Grupo | Grupol ll Grupo lll Grupo IV
1 19 7 12 14
2 17 9 8 10
3 20 7 9 6
4 17 16 12 9
5 14 18 10 15
6 11 15 11 7
Vv (%)= 0,39 0,28 0,24 0,24

Nota: para cada animal foram analisados 3 cortes alternados e processados histologicamente, para quantificagcao
morfométrica por meio do Sistema-teste M 42, envolvendo a estereologia.

Tabela 2: Densidade de Volume das células de Hofbauer

DECIDUA BASAL
Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV
1 12 15 5 8
2 10 12 11 5
3 7 14 9 11
4 12 10 4 12
5 6 12 9 9
6 12 14 10 5
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VV (%)= 0,23 0,3 0,19 0,2

Nota: para cada animal foram analisados 3 cortes alternados processados histologicamente, para quantificacéo
morfométrica por meio do Sistema-teste M 42, envolvendo a estereologia.

Tabela 3: Densidade de Volume das Células Decidua Basal

| Il l Y

Grupos

Densidade do volume
(] (=] (] (] (] (] (] (=] (=] (]

W Células de Hofbauer Decidua Basal

Grafico 2: Comparacédo da Densidade de Volume das Células de Hofbauer e das Células Decidua
basal

Nota: Grupo | (0,9% solugéo salina); Grupo Il (STZ e solugéo salina); Grupo Il (1° dia — Lentinula edodes (100 mg/kg/dia);
Grupo IV (8° dia STZ e Lentinula edodes (100 mg/kg/dia).

No grafico 2, as colunas foram divididas de acordo com os respectivos grupos: Grupo I:
controle negativo - solugdo salina; Grupo Il: controle positivo - STZ e solugéo salina; Grupo
[ll: 1° dia - Lentinula edodes; Grupo IV no 8o dia STZ e Lentinula edodes. Observou-se que 0
controle positivo apresentou um aumento da Densidade de volume das células de Hofbauer,
e uma diminuigcao nos grupos Il, lll e IV, considerados grupos com maes diabéticas. Enquanto
as células da Decidua Basal apresentou um aumento discreto no Grupo |l

Os estudos estatisticos comprovaram que as alteracdes observadas nas células de
Hofbauer e da camada basal ndo foram significantes para p<0,001.

Para analise dos resultados obtidos pela morfometria da placenta, foi utilizado a Analise
de Variancia One-Way ANOVA, com nivel de significancia p<0,001, para testar a hiptese de
gue as médias de dois ou mais grupos nao sao significativamente diferentes.
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51 DISCUSSAO

A placenta é considerada um 6rgao bastante importante para avaliacdo da toxicidade
de riscos para as maes e fetos, cuja funcéo principal € de atuar como interface entre eles.
(FURUKAWA et al, 2014). O crescimento e a funcdo da placenta desempenham papel
importante na manutencgéo da gravidez, influenciando o desenvolvimento e crescimento fetal
(FURUKAWA et al., 2013).

Placentas de animais utilizados em estudos experimentais possuem diferentes
tipos, em especifico as placentas de ratas apresentam formato discoide e hemotricorial
quanto a sua estrutura histologica (SOARES et al., 2012; FURUKAWA et al., 2013). Estas
placentas sdo compostas por regiées: Zona do labirinto — composta por trés camadas de
células trofoblasticas; Zona Basal — composta pelas células espongiotrofoblastos, células
trofoblasticas gigantes e células de glicogénio; Decidua — composta por células mesométricas
que desempenham papel importante no desenvolvimento da vascularizagdo da interface
decidua-placenta; Glandula Metrial — formada por células decidualizadas do estroma,
células NK uterinas, trofoblastos originados de células de glicogénio, fibroblasto e artérias
espiraladas. (ENDERS; CARTER, 2006; SOARES et al, 2012; FURUKAWA et al, 2013)

Em nossos estudos, os resultados referentes as células de Hofbauer nos grupos I, Il
e IV demonstram reducao no volume comparados ao grupo controle. Esta reducao pode-
se sugerir um mecanismo compensatorio na tentativa de garantir as principais trocas entre
as maes e os fetos, inclusive o suprimento nutricional ao feto em seu desenvolvimento
(CALDERON et al., 1999).

Segundo Khan et al. (2000), as células de Hofbauer sdo conhecidas como macréfagos
fetais e estdo presentes predominantemente no estroma das vilosidades coridénicas da
placenta durante toda a gestacéo.

Desempenham um papel importante no desenvolvimento e manutencéo da placenta,
que sao capazes de secretar citocinas para crescimento e diferenciacao do trofoblasto. Como
a reducé@o é maior nos grupos que receberam o cogumelo Lentinula edodes administrados
antes e depois do diabetes, os dados sugerem que o cogumelo ndo protege as células dos
efeitos toxicos da STZ (estreptozotocina).

Diferentemente das células da decidua que na presenca do efeito do Lentinula edodes,
nos grupos tratados antes e depois do estabelecimento do diabetes, protegeu este grupo de
células, ficando equiparados com o controle negativo. (BROLIO et al., 2010).

Na analise estatistica dos resultados obtidos na morfometria, o valor de significancia do
teste F na tabela ANOVA deve ser menor que 0,001 para indicar que existe uma diferenca
estatisticamente significativa entre as médias das amostras. Assim, como os valores sdo
maiores que 0,001, mesmo tendo aumentado o volume das placentas, ndo foi significativo
entre os grupos. O mesmo aconteceu as medidas das células deciduais e das células
de Hofbauer. Apesar de haver diferencas entre as médias, elas ndo sao estatisticamente
significativas.

Estudos complementares poderao auxiliar em uma melhor compreenséo dos resultados
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sobre os estudos com administragdo de suplementagdo com cogumelos.

6 | CONCLUSAO

Com a andlise e a interpretacao histologica, o Lentinula edodes néo caracterizou uma
protecao a placenta, que desempenha papel importante para o desenvolvimento do feto.

A morfometria e a estereologia, sdo ferramentas a fim de quantificar resultados, que
mesmo ndo sendo significativo estatisticamente, sugere uma alteracdo em células com
potencial de protecdo ao desenvolvimento fetal. Desta maneira sugerimos que o diabetes
gestacional pode causar lesdes ou mesmo interferir no desenvolvimento fetal.
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RESUMO: No Brasil, a utilizacéo de agrotoxicos
vem aumentando a cada ano, refletindo a maioria
do sistema de agricola do pais ser convencional,
levando ao uso intenso desses produtos. Com o
crescente uso, muitos agricultores, sem acesso
adequado das informacgdes, nao fazem ideia
dos riscos de contaminacao, tanto ao homem
como ao meio ambiental. Logo, essa pesquisa
tem como o objetivo central, que vai além do
debate sobre os agrotoxicos, especificando-se
sobre a ligacdo entre um herbicida bastante
difundido o Glifosato e o cancer. Por meio
de uma revisao bibliogréafico, indiciou que ha
estudos, realizados pela maior produtora desse
herbicida, onde essas pesquisas feitas com
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ratos e camundongos, apresenta problemas no
sistema renal e um principio de tumor.
PALAVRAS-CHAVE:
Informacdes.
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RELATIONSHIP BETWEEN
AGROCHEMICALS AND CANCER: A
GLYPHOSATE ANALYSIS

ABSTRACT: In Brazil, the use of agrochemicals
has been increasing every year, reflecting the
majority of the country’s agricultural system being
conventional, leading to intense use of these
products. With the growing use, many farmers,
without adequate access to information, have no
idea of the risks of contamination, both to man
and the environment. Therefore, this research
has as its central objective, which goes beyond
the debate about agro-toxins, specifying the link
between a widespread herbicide Glyphosate
and cancer. Through a bibliographic review, he
indicated that there are studies carried out by
the largest producer of this herbicide, where
these researches made with rats and mice
present problems in the renal system and a
tumor principle.
KEYWORDS:
Information.

Agrochemicals; Risks;
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INTRODUCAO

O uso em massa de agrotoxicos na agricultura comegou em meados da década de
1950, nos Estados Unidos, através da chamada ‘Revolucao Verde’, que teria o objetivo de
modernizar a agricultura e elevar sua produtividade. No Brasil, esse movimento se inicia na
década seguinte, 1960 e, com a implantagao do Programa Nacional de Defensivos Agricolas
(PNDA), se impulsa nos anos seguintes a partir da década 1970. O programa associado com
0 uso dessas substancias a concessao de créditos agricolas, no entanto, o Estado um dos
maiores incentivadores dessa pratica. (SIQUEIRA, 2013)

O termo agrotdxico foi aderido no nosso pais por meio da Lei Federal n° 7.802, de
1989, regulamentada pelo Decreto n° 4.074, de 2002, e possui o conceito de: Compostos
de substéncias quimicas destinadas ao controle, destruicdo ou prevencdo, direta ou
indiretamente, de agentes patogénicos para plantas e animais uteis e as pessoas. (SANTANA,
2016)

Estudos apontam que o uso de agrotdxicos sem devida protecdo dos Equipamentos
de Protecao Individual - EPIs podem ocasionar diversos sintomas como: nduseas, tonteiras,
dores de cabeca, alergias, lesbes renais e hepaticas, canceres, alteracées genéticas,
doenca de Parkinson, etc, e atinge de forma direta o sistema respiratério com Traqueite
cronica, Pneumofibrose, Enfisema pulmonar, Asma brénquica. Vale ressaltar que essa acéo
pode ser sentida imediatamente apds o contato com o produto (efeitos agudos) ou apoés
semanas/anos (efeitos crbnicos). De acordo com Tavares e Correia, “A realidade mostra a
falta de conhecimento a respeito do perigo que esses produtos representam para a saude e
o0 meio ambiente. Tanto € que os agrotéxicos ainda sdo conhecidos pelo agricultor brasileiro
como “remédio das plantas”. E muitos ainda resistem ao uso de equipamentos de protecéo
individual (EPIs), como luvas, respirador/mascara, viseira, capuz, botas, jaleco e calgcas
impermeaveis, obrigatorio na atividade agricola”. (2013, p. 1).

Vale ressaltar que tanto fumaga, quanto poeira em excesso e substancias quimicas
leva a um processo inflamatério crénico desde nariz até os alvéolos pulmonares e mau
funcionamento, dilatacdo e destruicdo dos mesmos. A inalagcdo massiva, por sua vez, pode
causar danos sérios imediatos e até letais ao aparelho respiratério, como por exemplo,
podendo evoluir até mesmo em um quadro de Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica - DPOC.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

O Brasil detém, a partir dos anos 1970, leis que regulamentam o registro, a producéo, o
uso e o comercio destes no Brasil. Sem falar de uma grande falta de fiscalizagéo, que marca
esses processos, como por exemplo a liberagcdo de produtos proibidos em muitas areas
do mundo e no Brasil néo é diferente, devido a fragilidade néo s6 da fiscalizagcdo mas das
medidas inseridas para que tais leis sejam cumpridas.

Cancer é definido como um amontoado de patologias, com descontroles em seus
desenvolvimentos, invadindo tecidos e 6rgéos, gerando dor e sofrimentos. Ao longo da
histéria o cancer vem sendo notado de varias maneiras: como uma doenga que ndo tem cura,
contagioso, como um problema social e de saude publica. Na atualidade, ha entendimento
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quanto ao fato de que a mortalidade por cancer néo se deve apenas a fatores biologicos,
porém bem como as condi¢cdes de vida, a competéncia do sistema de saude, aos costumes
e tipos culturais préprios das diversas sociedades. (TEIXEIRA et al., 2012)

Nesse contexto que abrange desde a producao do agrotoxico, transporte, e até
a comercializacdo a utilizacdo de forma errbnea quando aplicado em excesso e em
alguns casos sem necessidade, levando em consideragdo os altos e graves indices de
contaminagdes ambientais, em alimentos e de pessoas. Diante de tal cenario, este estudo
pretende compreender os rumos da investigacao cientifica sobre do uso de agrotdxicos e
sua relagdo com a saude, em especial, com o desenvolvimento de patologias oncolégicas.

METODOLOGIA

O presente trabalho realizou uma revisédo da literatura do tipo narrativa, sobre o tema
agrotoxicos e sua relacdo com o cancer, especialmente o glifosato.

Para tal pesquisa foram levados em consideragao os artigos inseridos nas bases de
dados Lilacs, SciELO e Pumed, no periodo a partir de julho de 2011, como critérios de
buscas foram utilizadas as palavras-chaves: agrotéxicos; cancer; glifosato. Também foram
feitas buscas em livros e monografias. Dos artigos recuperados nesta pesquisa inicial,
foram selecionados apenas aqueles que se enquadraram nos critérios de inclusdo com os
descritores: 1) relagdo dos agrotoxicos com cancer; 2) Que esta em portugués e em inglés.
Foram selecionados 7 artigos, destes os excluidos foram 2, pois fogem da tematica, com os
descritores: agrotdxicos sem relagdo com cancer; Publicacées acima de 10 anos.

Com objetivo de ter sustentacao tedrica para discutir o tema e o problema da pesquisa,
com base no quadro tedrico e conceitual. Esse trabalho por se tratar de revisdo nao precisara
de aprovacdo do Comité de Etica pois se trata de uma revisdo da literatura.

O CANCER
Conceitos e Cenario

Atualmente o cancer vem tornando-se um problema de salde publica dada seus
progressivos casos que envolvem morbidade e mortalidade em todo mundo. Estima-se que,
para o0 ano de 2020, o numero de novos casos anuais seja da ordem de 15 milhdes em todo
o mundo, e cerca de 60% desses ocorrerdo nos paises em desenvolvimento. (INCA, 2015)

De acordo com o Instituto Oncoguia 2016, o cancer é o crescimento descontrolado,
provocado pela proliferacdo continua de células anormais, com capacidade de invasao e
destruicao de outros tecidos. O céncer, que pode surgir de qualquer tipo de célula e de
qualquer tecido do organismo, néo é uma doenca Unica, mas um grande numero de doencgas
classificadas de acordo com o tecido e o tipo de célula de origem. Ha centenas de formas
distintas, sendo trés os principais subtipos: os sarcomas originam-se do tecido conjuntivo e
dos tecidos de suporte, como 0sso, cartilagem, musculo, vasos sanguineos e gordura.
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Em muitos aspectos, o cancer € uma obra do acaso, uma infeliz ocorréncia de um
erro genético com agressdo ambiental, porém o fator predominante é, sem duavida, o
comportamento humano como o tabagismo, maus habitos alimentares, sedentarismo, etc.
Por isso sempre devemos nos cuidar e a quaisquer sintomas anormais devemos procurar um
médico. Pois o cancer sempre foi palavra assustadora para todos, mesmo para os médicos.
Quando recebem este diagnoéstico, muitos tém a reacao de quem acabou de ser condenado
a morte. Apesar das informacdes e dos grandes avancgos terapéuticos obtidos na area, nos
ultimos anos, a primeira reacéo ainda é de desespero. (JBG CUNHA 2010)

Agrotoxicos

A palavra agrotoxico € aplicada pra conceituar uma vasta diversidade de produtos
quimicos que sao usados para aniquilar as ervas daninhas (herbicidas), insetos (inseticidas)
e fungos (fungicidas). Tais produtos sdo muito utilizados na agricultura, horticultura,
reflorestamento e no desenvolvimento secundario destes produtos nas industrias
(MCDUFFIE et al., 2011).

Os organoclorados consistem em um grupo de inUmeros produtos quimicos sintéticos,
muitos deles s&o expostos no meio ambiente nos ultimos anos com o uso de agrotoxicos
ou produtos industriais. Estes agrotoxicos abrangem, por exemplo, o dichlorodiphenyl-
trichoroethane (DDT), muito utilizados nos Estados Unidos, entre os anos de 1940 até
1960, para 0 monitoramento de insetos na manipulacéo de florestas, na agricultura e para a
protecéo de construcdes.

A utilizagéo continua de DDT nos EUA aconteceu no comeco da década de 60, e foi
coibida doze anos depois, em 1972. Os biphenyls polychorinated (PCBs) também foram
bastante usados nos EUA na forma de fluidos dielétricos em transformadores e capacitores
elétricos, lubrificantes e na producéo tintas e papel, também coibido o uso em 1977. Os
PCBs consistem como em uma vasta classe de inumeros produtos quimicos organoclorados
que abrangem 209 grupos, uns mais comercializados do que outros (PEREIRA et al., 2017).

As dioxinas também sao organoclorados e séo resultados da combustao de produtos
em processos industriais ou como contaminantes de herbicidas. Outros organoclorados
abrangem agrotéxicos que séo utilizados em quantidades menores, por exemplo, o lindane e
hexachlorobenzene. Apesar da extingdo de DDT e PCBs nos EUA desde década de 70, alguns
dos seus compostos organoclorados se concentraram e se mantiveram no ambiente. Tais
compostos séao lipofilicos, degenerando de forma lenta e bioacumulam na cadeia alimentar, e
podem ser encontrados no tecido adiposo, sangue e leite humano. Os principais residuos de
organoclorados encontrados nos tecidos humanos sao o dichlorodiphenyl-dichloroethylene
(DDE) e os principais metabdlitos de DDT e PCBs. (CALLE et al., 2012)

As formulacbes dos agrotoxicos sdo compostas complexas que compreende além do
mais, elementos ativos, diversos outros compostos como solventes, agentes umidificantes e
emulsificantes e aditivos. Além do mais, € comum na agricultura que diversas formulacdes
sejam ao mesmo tempo usados com combinagdes variadas dependendo da época e do tipo
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de cultura. Tornando a exposicéo ainda mais complexa, e o biomonitoramento de compostos
determinados para a analise da exposicao se torna mais dificil. (MCDUFFIE et al., 2011).

Os resultados provaveis dos danos dos toxicos dessas exposicbes complexas sao
inUumeros e os dados da toxicidade associados somente aos ingredientes ativos ja sao
capazes para analisar os danos dos agrotdxicos a satude. No que tange a genotoxicidade, a
indicacao das mudancas citogenéticas nos sujeitos expostos de modo laboral aos agrotoxicos
pode ser usada como marcador de danos biologicos precoce oferecendo um panorama geral
da exposicéo genotdxica aos agrotoxicos (Pereira et al., 2017).

A contaminagdo pode ser de forma direta, por meio do contato com as substéncias
toxicas, produtos ou local j& contaminados, como de forma indireta por meio da proximidade
dos locais, ambas formas resultam no desequilibrio dos ecossistemas (PERES et al., 2015).

Contato direito

A contaminacao de forma direta por meio de agrotoxicos acontece quando o contato
de algum dos meios de exposicao do manipulador. Normalmente os trabalhadores que
manipular os agrotdxicos, ndo utilizam de forma apropriada os Equipamentos de Protecao
Individual — EPI's (ANDEF, 2016).

Conforme a Norma Regulamentadora 31 (NR 31), GM n.° 86/2005, “trabalhadores
em exposicao direta, os que manipulam os agrotdxicos, adjuvantes e produtos afins, em
qualquer uma das etapas de armazenamento, transporte, preparo, aplicacdo, descarte, e
descontaminacao de equipamentos e vestimentas”.

Algum outro individuo pode contaminar-se com agrotoxicos, no entanto, com menor
indice de danos do que um trabalhador rural, pois 0 mesmo encontra-se em contato
diretamente, no seu dia a dia, em todo o processo produtivo (VEIGA, 2017).

A aplicacdo indiscriminada de agrotoxicos afeta tanto a saude humana quanto
ecossistemas naturais. Os impactos na saude podem atingir tanto os aplicadores dos
produtos, os membros da comunidade e os consumidores dos alimentos contaminados
com residuos, mas sem davida, a primeira categoria € a mais afetada por estes (BOWLWS;
WEBSTER, 1995 apud SOARES et al., 2003, p. 1118).

De acordo com Monquero et al. (2009), os mais atingidos sé&o os aplicadores, que se
expbe diretamente com o produto quimico, e a parte mais atingida é a pele, pois o maior
membro do corpo, mesmo que a forma mais rapida de absorcéo seja através da inalagao.

Contato Indireto

Ainda conforme a Norma Regulamentadora 31 (NR 31), GM n.° 86/2005, discorre
acerca dos trabalhadores que tem sua exposicéo de forma indireta:

Trabalhadores em exposicao indireta, os que nao manipulam diretamente o0s
agrotoxicos, adjuvantes e produtos afins, mas circulam e desempenham suas atividade
de trabalho em areas vizinhas aos locais onde se faz a manipulagcédo dos agrotdxicos em
qualquer uma das etapas de armazenamento, transporte, preparo, aplicacdo e descarte,
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e descontaminacdo de equipamentos e vestimentas, e ou ainda os que desempenham
atividades de trabalho em areas recém-tratadas.

Ainda conforme ANDEF (2016), além de trabalhadores, outros individuos que néo
estejam no ato de aplicagcdo nem manipulando os agrotéxicos, porém, entrem em contato
com plantas, roupas e alimentos contaminados tem sua exposicéo indireta.

Efeitos do Uso Indiscriminado de Agrotéxicos a Saude Humana e ao Meio Ambiente

O comeco da utilizacdo de agrotoxicos no Brasil ocorreu nos anos 60 e 70 com o
uso para o controle de transmissores nos locais de saude publica. Na agricultura foram
sendo aplicados cada vez mais ao passo que evoluiram os equipamentos e agroquimicos
voltados ao processo de producédo, época conhecida como revolugcéo verde. (Rangel, Rosa
e Sarcinelli, 2011)

Se o uso de agrotéxicos beneficiou a intensa produc¢édo de alimentos seus impactos se
tornaram mais visivel para a saude humana e ao meio ambiente. A utilizacdo sem critérios
e controle que vem ocorrendo nos ultimos anos, mesmo com os impactos positivos no que
tange a produtividade o0 mesmo tem ocasionado grandes prejuizos e danos indesejaveis seja
para a saude humana como o meio ambiente. (RANGEL; ROSA; SARCINELLI, 2011).

Ainda conforme esses autores, Rangel, Rosa e Sarcinelli (2011), dois tercos de todos
agrotoxicos que existem, séo direcionados para a agricultura, ou seja, torna os trabalhadores
agricolas mais predisposto a exposicdo desses danos. Depois da exposicdo ocupacional
as principais fontes de exposicao para 0 homem dos agrotoxicos sdo as do meio ambiente,
considerando que tais produtos se acumular-se no ar, agua e solo, e assim, causar danos
no com o passar do tempo.

A exposicéo crbnica pode estimular o surgimento de doencas, seja nos trabalhadores
como populagcédo que é exposta a estes compostos, por meio da alimentacdo. Normalmente,
0s danos para a saude humana ocasionados da exposi¢ao a agrotoxicos sao, o cancer, mau
formacao e danos para o sistema nervoso e sistema endocrino (BARBOSA, 2014).

O uso indiscriminado de agrotoxicos na produgdo agropecuaria, e demais uso,
tem estimulado diversas complicacdes e alteragcdes para o ambiente, seja por meio da
contaminagao ou pelo seu acumulo nos segmentos bidticos e abibdticos dos ecossistemas.
(PERES; MOREIRA, 2007, p. 614).

Desenvolvimento da Doenca

Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), desde 2008 0 nosso
pais estd em primeiro lugar na posicao mundial de uso de agrotéxicos. Acerca do crescimento
do mercado nos ultimos dez anos expandiu aproximadamente 93%, ja no Brasil, cresceu
mais de 190%. No entanto, Rossi (2015), adverte que a utilizacdo de forma indiscriminado
de agrotéxicos esta intimamente ligada ao surgimento de doencas, entre elas o cancer e
eventuais patologias genéticas.

O uso exagerado de agrotdxicos pode favorecer o surgimento de diversos tipos de
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cancer. Substancias que compdem defensivos agricolas podem atuam como promotor de
tumores. Em boa parte dos casos, o cancer surge na forma multifatorial, e os instrumentos
que influéncia na carcinogénese sao diversos. Entre os fatores, a exposi¢cao aos agrotdxicos
€ vista como uma das principais circunstancias relacionadas ao desenvolvimento do cancer,
devido a sua atuacao com substéncias capazes de modificar o DNA de uma célula, podendo
posteriormente originar o tumor, ou promotores tumorais, que estimulam a célula alterada a
se dividir desorganizadamente.
De acordo com relatorio emitido pelo INCA (2011):

“O processo de formagéo do cancer é chamado de carcinogénese ou oncogénese e, em
geral, acontece lentamente, podendo levar varios anos para que uma célula cancerosa
se prolifere e dé origem a um tumor visivel. Os efeitos cumulativos de diferentes agentes
cancerigenos ou carcindgenos sao 0s responsaveis pelo inicio, promoc&o, progresséo
e inibicao do tumor. A carcinogénese € determinada pela exposicdo a esses agentes,
em uma dada frequéncia e periodo de tempo, e pela interacao entre eles. Devem ser
consideradas, no entanto, as caracteristicas individuais, que facilitam ou dificultam a
instalacdo do dano celular (INCA, 2011, p.22).

Compreende-se que certos pesticidas, como os baseados em organoclorados, tém
a capacidade de continuarem acondicionado nos tecidos de animais e vegetais, e isso
inclui o homem. Esses pesticidas sao lipossoluveis e de grande estabilidade, tornando-os
resistentes a danificacao bidtica ou abibtica, e possibilita dessa forma o aparecimento de
células cancerigenas.

De acordo com Jobim (2007) os efeitos dos agrotoxicos sao de natureza crénica,
e ocorre em trés principais formas de absorcédo: a dérmica, a digestiva e a respiratoria.
Esse aspecto eleva considerando os agentes quimicos expostos nas areas bioldgica. As
intoxicagdes agudas sdo as comuns, atingindo as pessoas com exposi¢cao ocupacional. Essa
intoxicacao é caracterizada por irritacéo da pele e olhos, coceira, dores abdominais, vomitos,
diarreias, problemas respiratérios e morte.

Ainda conforme o INCA (2015), as intoxicagdes crdnicas podem atingir toda a sociedade,
pois reflete da exposicao variadas aos agrotoxicos, isto €, desde a existéncia de residuos
nos alimentos, até a presenga no proprio meio ambiente. Para Barros (2010), o principal
alerta de contaminacgao por agrotoxicos é oriundo da manipulacgéo inapropriada dos produtos,
especialmente, pelos trabalhadores rurais (BARROS, 2010).

Pode-se identificar que a presenca de residuos de agrotoxicos ndo acontece apenas
nos alimentos in natura, mas em inumeros produtos alimenticios industrializados, como
biscoitos, paes, cereais e outros que tenha na sua composic¢ao o trigo, 0 milho e a soja. Podem
estar também nas carnes e leites de animais que se alimentam de ragcao com presenca de
agrotoxicos (INCA, 2015).

Classificacao dos Agrotoéxicos

A seguir, serdo listados e discutidos sobre as classificagcdes dos agrotoxicos conforme
os critérios de controle, o grupo quimico a qual estao inseridos e sobre o nivel de toxicidade.
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Quanto ao controle

No geral, séo trés grupos controladores mais utilizados nas lavouras: inseticidas
(insetos), herbicidas (plantas daninhas), fungicidas (fungos). No entanto, ainda ha os
bactericidas (bactérias), nematicidas (vermes), larvicidas (larvas), cupinicidas (cupins),
formicidas (formigas), pulguicidas (pulgas), piolhicidas (piolhos), etc (LEVIGARD, 2011). Os
principais autores de intoxicagcdo sdo os inseticidas intoxicagdo. Ja acordo com Espindola
(2011), o aumento de aplicabilidade nas lavouras € dos herbicidas, nUmero esse que cresce
a cada ano.

Grupo Quimico

Os inseticidas abrangem os organoclorados, os organofosforados/carbamatos, os
carbamatos e os piretrdides (PERES, 2017). Os herbicidas consistem nos dinitrofenois/
pentacorofenol, os fenoxiacéticos e os dipiridilos. J& os fungicidas sédo os ditiocarbamatos ou
as fentalamidas (MOREIRA, 2017).

Os inseticidas sao elencados, principalmente, em trés grupos: os organoclorados; o0s
inibidores da colinesterase (fosforados organicos e carbamatos); as piretrinas sintéticas
(ANDRADE, 1995).

Os organoclorados possuem uma maior resisténcia pois séo lipossoluveis cumulativos.
Ou seja, acumulam-se em células de gordurosas nos animais e também no homem (PERES;
MOREIRA, 2017).

Os organofosforados e os carbamatos resultam as intoxicacées agudas e inibem uma
enzima chamada de acetilcolinesterase, ocasionando danos na transmissao de impulsos
nervosos. Alterando também as gléandulas, musculos e o sistema nervoso central e periférico.
Além disso, esta ligado a um alto numero de ébitos.

As piretrinas sintéticas (piretréides) possuem um elevado nivel de toxicidade aguda
para os mamiferos, e absorvem tal substancias por meio de todas as vias do organismo
(LEVIGARD, 2011)

Toxicidade

Toxicidade consiste na capacidade de substancia desenvolver manifestacbes contrario
a saude (ANDEF, 2016). E é aplicado pra identificar o grau de risco que o agrotdxico dispoe.
De acordo com Levigard (2011, p. 26):

Ela é baseada na dose letal 50 (DL 50) que € um valor estatistico que determina a
qguantidade de veneno em mg/kg de peso corporal necessaria para matar 50% da amostra
populacional em estudo por intoxicacdes agudas. Os valores s&o determinados em cobaias
e extrapolados para humanos a partir do peso.

Os agrotoxicos possuem classificados em classes de | a IV, e consideram uma escala
de cores: que oscilam entre o mais téxico ao menos toxico. Tais riscos sao diferenciados no
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relacionamento entre 0 homem e ao meio ambiente, e sdo dependentes do tipo do produto.

Sobre a dose letal, em classe, podemos analisar a tabela a seguir.

DL, para ratos (mg/kg de peso vivo)
Oral Dérmica
CLASSE Sélidos Liquidos Solidos Liquidos
I — Extremamente Toxico 5 ou menos 20 ou menos | 10 ou menos | 40 ou menos
I — Altamente Toxico 5-50 20-200 10— 100 40 — 400
111 — Medianamente Toxico | 50 — 500 200- 2000 100 — 1000 400 — 4000
IV — Pouco Toxico Acima 500 Acima 2000 Acima 1000 Acima 4000

Tabela 1: Dose Letal para ratos (mg/kg de peso vivo).
Fonte: Levigard (2001, p. 26)

Para poder identificar os riscos que um agrotoxico provoca, € feito o uso de cores nos
rétulos de conforme a Tabela 2.

CLASSE 1

CLASSE I
CLASSE 111
CLASSE IV

Tabela 2: Cores das classes dos Agrotéxicos.
Fonte: Levigard (2001)

Herbicida Glifosato

O herbicida glifosato possui como principal metabdlico o acido aminometilfosfénico
(AMPA), compreendendo a sua toxicidade e reacdo no meio ambiente detalhadamente em
varias circunstancias ainda sao requeridas, com o intuito de reduzir os danos a natureza e ao
homem, seja pelo solo, contaminac&o da agua, pelo ar e também nos alimentos (ANDREA
et al., 2014).

O glifosato € um herbicida bastante utilizado e tornou-se muito relevante nas lavouras,
pois 0 mesmo apresentar (conforme seus fabricantes) umaimensa efetividade de translocacao
nos plantios (SHANER, 2009) e eficiente controle, rapida inativagdo no solo, uma toxicidade
menor para 0s animais € a quem manipula o produto (FRANZ et al., 1997; AMARANTE
JUNIOR et al., 2002).

A abaixo sera realizado uma tabela sobre o comportamento desse herbicida no meio
ambiente, considerando a sua o solo, 4gua e ar.
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MEIO

COMPORTAMENTO

IMPACTO

Solo

A metabolizacdo do glifosato
pelos microorganismos € de
grande degradacao no solo,
sdo decorrentes de condi¢des
aerObicas e anaerdbicas do
solo (VEIGA et al., 2011).

Observa-se a diminuicédo da
vida biolégica, aumento da
velocidade de degradacéo
quimica retardamento do
movimento de lixiviagdo (TONI
et al., 2016).

Agua

A grande solubilidade do
glifosato e seus sais na
agua, consiste em elevada
mobilidade na agua, forte
e rapida dos sedimentos
e particulas do herbicida,
onde removem o glifosato da
solugao do solo. (SOLOMOM
e THOMPSON, 2013).

O glifosato é adsorvido pelos
sedimentos e degradado
por microorganismos
(PATERSON, 2017). Em
outro observou as mostras
de baixos niveis de glifosato
foi encontrado na urina de
trabalhadores rurais ap6s sua
aplicacao (ACQUAVELLA et
al., 2014)

Ar

A presenca de glifosato no ar
€ escassa, ja que seus sais
nao tém pressao de vapor
significativa (BATTAGLIN et
al., 2015).

Goticulas podem estar
presentes no ar, devido ao
uso em conjunto do glifosato
junto com outros agrotéxicos,
(QUAGHEBEUR et al., 2014).

Glifosato e o Cancer

Fonte: Adaptado pelo autor, 2020.

Tabela 3: Comportamento do Glifosato.

Em um recente estudo apresente pela Agéncia Internacional da OMS para Pesquisa

sobre Cancer (IARC) afirmou que o glifosato é classificado como um possivel cancerigeno

para homens e considerando genotoxicidade em animais (KATHRYN et al, 2015).

Nesse estudo, teve 0 acesso aos arquivos da grande industria Bio/dinamica Inc. para

Ciéncias Biologicas: Campo Promissor em Pesquisa 4

Monsanto, onde havia muitas experiéncias com animais (ratos, camundongos e caes)
destinados a testar a toxicidade aguda e crbnica de glifosato entre os anos de 1978 a 1986,
em seus laboratérios. (MONSANTO, 19812)

Os estudos apresentados demonstram expressivos danos no sistema renal dos ratos
que foram estudados e em suas 3 seguintes geragdes, além da dilatacéo tubular no rim
observou-se a nefrose e a fibrose intersticial em todos os grupos analisados, outros observou
a presenca dos lumens, material amorfo e restos celulares. As mudancas na mucosa da
bexiga s&o bastante presentes pois os metabolitos, tem concentracéo nos rins, ocasionando
a hiperplasia, que é tida a principio como um precoce tumor. (ANTONIOU et al., 2012)

Outros efeitos abrangem a hipertrofia centrolobular e necrose de hepatocitos, nefrite
intersticial crénica, e basophilia células epiteliais dos tubulos proximais e hipertrofia nas
fémeas. (KATHRYN et al, 2015).
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CONCLUSAO

Os danos do glifosato podem variar considerando nao apenas as caracteristicas
imediatista dos produtos, mas também com um contato de maior prolongamento, seja no solo,
agua, ar e no proprio homem. Mesmo sendo pouca as alternativas usadas na agricultura,
deve-se prezar pela saude e evitar contato direto com os agrotéxicos. Também se ressalta
um maior aprofundamento nos estudos sobre a ligagcédo entre o glifosato e o desenvolvimento
de céncer.
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RESUMO: Apesar de todo o avanco cientifico
nas ultimas décadas no sentido de desvendar
0s processos imunes do hospedeiro e a forma
de evasao do parasita, a doenca de Chagas
ainda é um importante problema em saude
publica. A expectativa de vida no Brasil tem
aumentado a cada ano e esse crescimento
permite o surgimento de uma populacéo idosa
em risco de contrair a doenca de Chagas. A
resposta imunologica, assim como a maior
parte das funcgdes fisiologicas, diminui com a
idade, sendo a explicagao tedrica do processo
de envelhecimento um fator importante que
envolve 0 processo de imunosenescéncia
e maior producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (ERO) entre outros, que por sua vez
podem estar relacionados com a progressao da
doencade Chagas. Sabe-se que niveis elevados
destes nos tecidos contribuem para o estresse
oxidativo gerando danos teciduais que refletem
na severidade da doenca de Chagas. Portanto,
0 objetivo desta revisdo foi discorrer sobre a
literatura cientifica disponivel, descrevendo os
mecanismos celulares e moleculares envolvidos
nas alteragdes da resposta imune ao longo da
vida e seus reflexos frente a doenca de Chagas.
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Durante a evolugéo fisiopatolégica da doenga de Chagas no hospedeiro, além da resposta
imune ineficiente e aumento do estresse oxidativo, ocorre uma diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes e comprometimento no processo de maturagao celular intratimica, os
quais afetam etapas essenciais no desenvolvimento dos timoécitos e exportacdo de células
T para a periferia. Além disso, destacam-se mudancas no perfil da producdo de citocinas,
como IL-B, TNF-qa, IL-4, IL-6, e IL-10, que promovem implicagdes diretas na competéncia
imunolégica do organismo. Os resultados deste trabalho sdo de grande importéncia na
elaboracdo de futuras intervengdes imununoterapéuticas que visem proporcionar ao
hospedeiro senescente um direcionamento eficiente da resposta imune durante a infeccéo.
Portanto, estratégias que visem a promog¢ao da longevidade e o envelhecimento saudavel
séo fundamentais diante do progressivo envelhecimento populacional e nitida inverséo da
pirdmide etaria.

PALAVRAS-CHAVE: Imunossenescéncia, Trypanosoma cruzi, Timo

ABSTRACT: In spite of all the scientific advances in the last decades in order to unveil
the host’s immune processes and the ways of parasite evasion, Chagas disease is still an
important public health problem. In recent years, life expectancy in Brazil has increased
and this growth allows the emergence of an elderly population at risk of contracting Chagas
disease. The immune response, as well as most physiological functions, decreases with
age, being the theoretical explanation of the aging process an important factor that involves
immunosenescence and enhanced production of Reactive Oxygen Species (ROS), among
others, which in turn, may be related to the progression of Chagas disease. It is known that
high levels of ROS in the tissues contribute to oxidative stress, generating cell architecture
damage that reflects on the severity of Chagas disease. Therefore, the aim of this review was
to discuss the available scientific literature, describing the cellular and molecular mechanisms
involved in altering the immune response throughout life and its reflexes facing Chagas
disease. During the pathophysiological evolution of host’s Chagas disease, besides the
inefficient immune response and increased oxidative stress, there is a decrease in the activity
of antioxidant enzymes and impairment in the process of intrathymic cell maturation, which
affects essential stages in the development of thymocytes as well as the export of T cells to
the periphery. In addition, changes in the profile of cytokine production are highlighted, such
as IL-B, TNF-q, IL-4, IL-6, and IL-10, which display direct implications for the body’s immune
competence. The results of this work are of great importance in the elaboration of future
immununo-therapeutic interventions that aim to provide the senescent host with an efficient
targeting of the immune response during infection. Therefore, strategies aimed at promoting
longevity and healthy aging are fundamental facing a progressive population aging and a
sharp inversion of the age pyramid.

KEYWORDS: Immunosenescence, Trypanosoma cruzi, Thymus
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11 INTRODUCAO
1.1 Doenca de Chagas o Sistema Imune

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana, tem como agente etioldgico
o flagelado digenético Trypanosom cruzi (T. cruzi), e é considerada uma das mais sérias
doencas parasitarias. Dados recentes indicam que entre 6 e 8 milhdes de pessoas
encontram-se infectadas em todo o mundo, principalmente na América Latina, e cerca de
65 milhées de pessoas correm o risco de contrairem essa parasitose (CHAO et al., 2020;
WHO - Chagas disease (American trypanosomiasis). O médico Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas (1909) foi o responsavel pela descricdo completa da doenca parasitaria, incluindo
seu agente etiolégico, vetor, reservatérios e animais de laboratério suscetiveis a infec¢do
(COURA; BORGES-PEREIRA, 2012; URBINA, 2009).

O protozoario flagelado T cruzi pertence a ordem Kinetoplastidae, familia
Trypanosomatidae, e possui como formas evolutivas os tripomastigotas metaciclicos (formas
infectantes para o homem), epimastigotas (formas de multiplicacédo no vetor e em culturas
de células), tripomastigotas sanguicolas e amastigotas (formas imdveis e de multiplicacéo
nas células do hospedeiro) (NUNES et al., 2013). O ciclo vetorial, do tipo heteroxénico,
tem inicio quando o inseto ingere as formas tripomastigotas circulantes, no momento da
hematofagia em mamiferos infectados. Ap6s multiplicacdo e metaciclogénese no tubo
digestivo destes, tripomastigotas metaciclicos sao eliminados em suas fezes podendo
infectar novos hospedeiros vertebrados (BERN, 2015). Embora o Brasil tenha obtido o
Certificado Internacional de Eliminagdo da Transmiss&o da Doenca de Chagas pelo inseto
Triatoma infestans, conferida pela Organizacdo PanAmericana da Saude (FERREIRA;
SILVA, 2006), existem descricbes da capacidade de repovoamento deste vetor, com
identificacéo da espécie em paises da América do Sul como Argentina, Bolivia, Paraguai e
Peru (COURA, 2013). Além disso, existem outras espécies que se destacam como vetores
do parasito, merecendo atencéo especial Triatoma brasiliensis, Triatoma pseudomaculata
e Panstrongylus megistus (MUNOZ-SARAVIA et al., 2012; RODRIGUES COURA, 2014).
Outros mecanismos secundarios de transmisséo da doencga, incluem: transfuséo sanguinea,
via congénita (em qualgquer momento da gestacdo), transplante de 6rgaos, secrecoes,
acidentes em laboratérios ou ainda através da ingestao de alimentos e bebidas contaminadas
com o parasita (CHATELAIN; KONAR, 2015; PEDRA et al., 2011). Nas ultimas décadas, em
virtude da migracao de individuos infectados, destaca-se a disseminacdao da doenca para
outros continentes e paises nao endémicos (DIAS; COURA, 1997), com casos notificados
da doenca na Espanha, Estados Unidos e Australia.

Durante a infeccdo aguda por T. cruzi, a maioria dos pacientes encontram-se
assintomaticos, fato este que dificulta o diagnostico neste periodo. Apresenta ainda poli
sintomatologia inespecifica na fase inicial da doenca, tais como febre, mal estar geral,
linfodenopatia, hepatoesplenomegalia e linfocitose atipica (BERN, 2015). Ataxa de mortalidade
durante a fase aguda da infeccao geralmente € baixa, em torno de 2-8%, atingindo em maior
namero criangas e pacientes imuno-comprometidos (CHATELAIN; KONAR, 2015; URBINA,
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2015). No entanto, quando a forma de contagio acontece através da via oral, observam-
se altas taxas de mortalidade (BERN, 2015; YOSHIDA; TYLER; LLEWELLYN, 2011). Os
individuos chagasicos podem permanecer assintomaticos por varios anos, em um periodo
de laténcia, denominado forma indeterminada da doenca. Nessa fase, a sorologia e o0s
testes parasitologicos séo positivos, eletrocardiograma normal e coracéo, es6fago e célon
sem alteracdes anatomopatolégicas (CHATELAIN; KONAR, 2015; MARIN-NETO; RASSI,
2009). Apos este periodo de laténcia, dependendo do tipo de cepa e estado imunolégico
do hospedeiro, dentre outros fatores, cerca de 20 a 30% dos pacientes infectados ir&o
desenvolver as manifestacdes clinicas da doenca de Chagas na fase crbnica, podendo
apresentar alteracdes cardiacas e/ou digestivas (TEIXEIRA et al., 2012; URBINA, 2015),
sendo o0 acometimento cardiaco o mais prevalente no Brasil (PEDRA et al., 2011).

Embora os mecanismos envolvidos ainda néo estejam completamente esclarecidos,
estudos sugerem que a resisténcia do hospedeiro, bem como os diferentes graus de
severidade da doenca de Chagas, sdao dependentes da eficiéncia da resposta imune do
hospedeiro dirigida ao parasita. Portanto, a acdo do sistema imunologico durante a fase
aguda da infeccao é essencial, a fim de controlar a replicacéo parasitaria e limitar os danos
teciduais durante a fase crénica. Componentes da imunidade inata e adquirida, juntamente
com as células como macroéfagos, células dendriticas, células natural killer (NK), células
T CD4+ e CD8*, bem como a sintese de anticorpos por células B, conferem tal resisténcia
durante a infeccéo por T. cruzi. (MARTINS et al., 2004). A mobilizagéao efetiva da resposta
imune durante a fase aguda da doenca de Chagas contribui para a reducéo significativa da
carga parasitaria sanguinea e diminui¢cdo dos ninhos teciduais. Entretanto, tal resposta ndo
€ capaz de eliminar totalmente o parasita do organismo do hospedeiro, contribuindo para o
aparecimento das manifesta¢des da fase crbnica da infeccdo (BUSTAMANTE et al., 2007).

1.2 Senescéncia, Imunossenescéncia e Doenca de Chagas

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2018), no periodo de 2015 a
2050, aprevisao é de que a populacéo de individuos com mais de 60 anos duplicara de 12 para
22%. Tais modificagbes populacionais, aceleradas nos ultimos 10 anos, também resultam em
implicacbes econOmicas, visto que grande parte destes idosos necessitara de atendimento
médico constante (WICK et al., 2000). De acordo com Christensen e colaboradores (1996),
para individuos nascidos no século 21, a expectativa de vida devera ultrapassar os 100 anos.
No Brasil, as projecdes indicam que, no periodo entre 2000 e 2050, a populacéo de idosos
devera subir de 5,1% para 14,2%. Desta forma, em 2025, o pais ocupara o sexto lugar entre
0s paises com maior numero de idosos (acima dos 60 anos), possuindo mais de 30 milhdes
de individuos nessa faixa etaria (CHAIMOWICZ, 1997).

Dentre as bases teoricas propostas para explicar o processo de envelhecimento
destacam-se importantes redugdes tanto da atividade do sistema imune bem como das
funcdes fisiologicas (AGOSTINHO, 2004). A terminologia imunossenescéncia descreve as
disfung¢des do sistema imune que ocorrem com a progressao da idade, contribuindo para uma
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maior prevaléncia de doencas infecciosas, parasitarias, autoimunes e crénico-degenerativas
(SANSONI et al., 2008; TARAZONA et al., 2002). Esse processo € caracterizado por
alteragcdes quantitativas e/ou qualitativas nos componentes celulares e moleculares, os quais
resultam em uma reduzida atividade do sistema imune (AW; SILVA; PALMER, 2007). Em
oposicao, outros estudos indicam que a imunossenescéncia € resultante de remodelamento
continuo, em que varias fungdes estao reduzidas, e outras permanecem inalteradas ou até
mesmo aumentadas (FRANCESCHI et al., 1996). Embora os mecanismos envolvidos nas
complexas alteragdes que ocorrem com 0 progressivo envelhecimento ainda nao estejam
completamente esclarecidos, alguns autores destacam que a manutencao do estado pré-
inflamatorio crénico (FRANCESCHI et al., 1996) tem importante participacdo neste processo.
Portanto, o aumento na producéo de citocinas, como IL-6, IL-7, TNF-a e outros fatores
soluveis dainflamacao, podem ser considerados prognosticos de morbidade e mortalidade no
idoso (SANSONI et al., 2008). Em nossos experimentos, observamos que o envelhecimento
ocasionou um aumento nos niveis de TNF-a e TGF- nos animais senis.

Com a progressdo da idade, ocorrem importantes modificacbes nas funcbées dos
neutrofilos, com alteragbes na quimiotaxia, apoptose e na sinalizagcdo de receptores,
desencadeando declinios nas atividades fagociticas e bactericidas destas células no local da
infeccdo (PAWELEC, 2007). A morte celular programada de neutréfilos e macréfagos pode
ocorrer de forma prematura, contribuindo para a reduzida atividade fagocitaria observada
no idoso (CRIGHTON; PUPPIONE, 2006). Além disso, os macréfagos apresentam menor
capacidade de quimiotaxia e de producdo de agentes oxidantes, bem como, diminui¢cdo
da quantidade de precursores macrofagicos/monociticos na medula 6ssea e a producéo
de moléculas de sinalizacao oriundas dessas células (SOLANA; PAWELEC; TARAZONA,
2006). De forma interessante, observamos uma supressao na populacdo de macréfagos
nos animais senis e infectados por T. cruzi, quando comparado aos animais pertencentes ao
grupo jovem e infectado.

A medida que envelhecemos, ocorre um aumento da quantidade de células NK
embora sua atividade esteja diminuida. A resposta de células NK as citocinas, por exemplo,
se encontra reduzida, o que resulta no declinio da citotoxicidade celular e da sintese de
citocinas e quimiocinas (KOCH et al., 2006). Os resultados obtidos em nossos experimentos
demonstraram que a senescéncia provocou uma tendéncia no declinio na populagao de
células NK, porém nao significativa, quando comparado aos animais do grupo jovem nao
infectado. Entretanto, nos animais senis infectados ou ndo, observamos uma diminui¢ao
significativa no percentual de células NKT, quando comparados aos animais jovens.

A inibicao da linfopoiese B em individuos idosos tem sido descrita em varios estagios
de desenvolvimento, desde as células hematopoiéticas até os estagios tardios da nova
geracédo de células B. Sugere-se que as alteracdes da medula 6ssea que ocorrem a
senescéncia contribuem para as anormalidades na geracado dessas células, afetando néo
apenas a homeostase, mas também as suas fungcées (CANCRO et al., 2009). As alteracdes
nos linfécitos B ocasionadas pela idade incluem a reducédo de moléculas coestimulatérias,
deficiéncias na sinalizacéo do seu receptor e a diminui¢gdo da afinidade de imunoglobulinas
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(AW; SILVA; PALMER, 2007).

A importéncia dos linfécitos B no mecanismo de resisténcia a infeccdo por T. cruzi
foi mostrada no trabalho de Cardillo e colaboradores (2007), que ao infectarem animais
geneticamente deficientes desse tipo celular, constataram que estes apresentaram maior
suscetibilidade a infec¢ao, com reducéo do infiltrado inflamatério e do numero de linfocitos T
de memoria (CARDILLO et al., 2007). O direcionamento da imunidade humoral é essencial no
controle da infecgdo e a deplecéo de células B resulta no aumento da parasitemia, tornando
0s animais infectados menos resistentes a doenca (PASCUTTI et al., 2003). Nossos estudos
confirmaram que o processo de envelhecimento afetou o percentual de linfécitos B quando
comparados aos animais jovens.

Com relacdo as células dendriticas, consideradas elo importante entre a imunidade
inata e a adaptativa, embora estudos apontem que as resposta destas células as citocinas
nao sofram alteragdes significantes com o envelhecimento, as células dos idosos produzem
maiores propor¢des de IL-6 e TNF-a (PAWELEC, 2007). Por outro lado, ha relatos de que
as células dendriticas apresentem falha na geracao da resposta antiinflamatéria, o que pode
justificar o paradoxo existente entre 0 aumento da inflamacé&o e o envelhecimento humano
(VASTO; MALAVOLTA; PAWELEC, 2006).

Uma das principais altera¢des do sistema imune diante da senescéncia é a reducéao do
numero de células T naive, resultado da progressiva involugao timica e subsequente reducao
na concentracéo dos horménios envolvidos na maturacéo de células T (DORIA; FRASCA,;
COVELLI, 1992), bem como da modulagéo das populagdes leucocitarias. Nesse contexto, a
alteracéo na homeostasia das células T é evento central critico para as demais modificacbes
observadas na imunidade adquirida em decorréncia do envelhecimento. Tal processo ocorre
paralelamente as alteragdes na capacidade de ativacao, proliferacdo e diferenciacéo das
células T naive em células T efetoras (BORASCHI et al., 2013), as quais desempenham
funcbes especializadas, tais como, a secrec¢ado de citocinas, reconhecimento e eliminagao de
patdgenos, ativacdo de macréfagos e células B (SIMPSON, 2011). Isso contribui para uma
maior incidéncia de doencas infecciosas, parasitarias, autoimunes e crénico-degenerativas
(SANSONI et al., 2008). Corroborando o trabalho acima descrito, evidenciamos em nossos
estudos um declinio no percentual de células TCD4+* nos animais senis infectados ou nao,
quando comparado aos animais do grupo jovem infectado e n&do infectado.

A resposta imune adaptativa, comandada por linfécitos T CD4+* que promovem e
direcionam os mecanismos de defesa efetores, como producédo de interleucinas, ativacéo
de fagocitos, proliferagéo de linfocitos B e T CD8* também é essencial para o controle da
replicacao intracelular do parasita (BRENER; GAZZINELLI, 1997). As células T CD8* quando
ativadas, desenvolvem uma atividade citotoxica e especifica que resulta na morte das células
do hospedeiro que se encontram infectadas por T. cruzi (MARTIN; TARLETON, 2004). Ferraz
e colegas (2009) demonstraram que camundongos knockout deficientes em linfocitos T CD4+
e T CD8* sdao mais suscetiveis a infeccéo por T. cruzi, apresentando parasitemia elevada e
altas taxas de mortalidade.

A severa atrofia timica, presente na fase aguda da doenca de Chagas, € caracterizada,
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principalmente, pela intensa deplecédo de timocitos corticais imaturos, estando diretamente
relacionada com altos niveis plasmaticos de glicocorticoides. De acordo com estudos em
humanos, embora ocorra um declinio gradual dos timécitos ao longo da vida, essa reducao
nos espacos epiteliais timicos é evidenciada ja no primeiro ano de vida do individuo,
atingindo o nivel de 75% de reducédo na meia-idade (STEINMANN; KLAUS; MULLER-
HERMELINK, 1985). Além da perda de timécitos e massa linfocitaria, as alteracdes que
ocorrem com o processo de envelhecimento, incluem mudancgas na arquitetura e tamanho
do 6rgao (PALMER, 2013), com deposicéo de quantidades crescentes de tecido adiposo
no parénquima do timo (DIXIT, 2010), contribuindo para uma maior incidéncia de doencas
infecciosas, parasitarias, autoimunes e crénico-degenerativas (SANSONI et al., 2008). De
acordo com o descrito, observamos no presente estudo, que os animais senis (com ou sem
infecgdo) apresentaram uma reducdo acentuada no peso do timo, bem como no numero de
timécitos, quando comparados aos animais jovens.

Além da involugdo do timo, a alteracdo no processo de diferenciacdo de timocitos
€ um fator importante que pode também estar envolvido com as disfuncbes do sistema
imune relacionadas com a idade. Estudos destacam que o processo de envelhecimento é
acompanhado por um bloqueio idade-dependente nos precursores de linfécitos T, afetando
principalmente os timécitos imaturos duplo-negativos (DN) (PHILLIPS et al., 2004), ou
seja, regula negativamente a transicdo DN1-DN2, promovendo um aumento na proporgéao
das subpopulagdes de timécitos DN1, com consequente reducdo nas subpopulacbes de
timécitos DN2 e DN3 (HENG et al., 2005). De forma interessante, foi relatada por alguns
autores que a expressao de CDS3, dentro do compartimento de células DN, aumenta com a
idade. Tais alteracdes neste importante 6rgéo linféide podem afetar diretamente a geracao
de timocitos duplo positivos (DP), induzindo alteracbes nas fases seguintes da timopoise,
bem como na exportacéo de células T para a periferia do sistema imune. Corroborando com
os estudos previamente citados, demonstramos em nossos experimentos que 0sS animais
senis, infectados ou n&o, apresentaram um aumento nas subpopulcdes de timocitos DN1,
que foi associado a uma importante reducao nas subpopulagcdes de timécitos DN3, DN4 e
DP, quando comparado aos animais pertencentes aos grupos jovens. Adicionalmente, uma
significante expanséo de timdcitos CD3*DN foi observada nos animais senis, em comparacao
aos animais jovens nao infectados, confirmando que a senescéncia por si resulta em alteracéo
na populacéo de timocitos DN.

Pesquisas demonstraram que o envelhecimento também esta associado com as
reacOes deletérias que ocorrem continuamente nas células e nos tecidos provocadas
pelo aumento dos radicais livres, e estes contribuiem para a progressao da senescéncia
(HARMAN, 1981). As EROs podem ativar as vias de sinalizagao inflamatéria intracelular,
promovendo a migracdo de células inflamatorias através da barreira endotelial, levando
a liberacao de mediadores inflamatérios em varios tecidos (MARTINON, 2010), incluindo
citocinas produzidas pela ativacéo de fatores de transcricéo regulados por redox, como fator
Nuclear kappa B (NF-kB) (CRISTOFANON et al., 2009; KIM et al., 2008). Além disso, as EROs
estdo envolvidas aos danos associados a idade e a macromoléculas, tais como, proteinas,
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lipidos e acidos nucleicos, levando a peroxidacao lipidica e mutacées no DNA (VALKO et
al., 2007), resultando em estresse e desencadeamento de diversas doencgas. A infeccéo por
T. cruzi também induz um aumento da producdo de EROs (MACHADO-SILVA et al., 2016),
que pode reagir com o acido araquidénico excessivo. Nossos resultados mostraram que
0s animais senis e infectados apresentaram niveis aumentados das substéncias reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARS), quando comparados aos seus controles, evidenciado o
aumento na peroxidacao lipidica.

A senescéncia desencadeou alteragbes no compartimento timico, afetando etapas
essenciais no desenvolvimento dos timécitos e exportacao de células T para a periferia, com
consequentes implicacdes diretas na competéncia imunoldgica do organismo.

CONCLUSAO

Com o presente estudo, conseguimos avancar na compreensdo dos mecanismos
celulares e moleculares envolvidos nas modificacbes da imunidade ao longo da vida e
seus reflexos frente a doenca de Chagas. InUmeras alteragdes foram observadas, incluindo
resposta imune ineficiente, aumento do estresse oxidativo e comprometimento no processo
de maturacéo celular intratimica, os quais afetam etapas essenciais no desenvolvimento dos
timoécitos e exportacéo de células T para a periferia. Além disso, foram observadas mudancgas
no perfil da producéo de citocinas, como TGF-f3, IL-2, IL-12, IL-17 e TNF-a, que promoveram
implicacbes diretas na competéncia imunolbgica do organismo. Os resultados deste trabalho
séo de grande importancia na elaboracdo de futuras intervengdes imununoterapéuticas
que visem proporcionar ao hospedeiro um direcionamento eficiente da resposta imune
durante a infec¢do. Portanto, estratégias que proporcionem a promog¢ao da longevidade
e o envelhecimento saudavel sao fundamentais diante do progressivo envelhecimento
populacional e nitida inversao da piramide etaria.
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RESUMO: A aterosclerose é um problema
de salde publica no Brasil. E uma doenca
inflamatoria, lenta e progressiva caracterizada
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COM ATEROSCLEROSE

pela formagcdo de uma placa de lipidio na
parede da artéria (camada intima). Técnicas
moleculares estdo sendo desenvolvidas nas
ultimas décadas para investigacoes biolégicas.
A superfamilia da Glutationa S-Transferase
(GST) sao enzimas antioxidantes de fase I,
responsaveis pela desintoxicacdo celular e
na desintoxicacdo de xenobibticos toxicos.
Polimorfismos no gene GSTM1, pode levar a
alteracées nos niveis de hipertrigliceridemia
e baixo HDL-colesterol. As amostras a testes
(PCR-AE), no Laboratério
Replicon da PUC Goias, para verificar presenca
de polimorfismo no gene GSTM1. Foi feita a
extracdo do DNA e a amplificagdo das amostras.
O produto obtido foi submetido a eletroforese
em gel de agarose e visualizado em seguida

moleculares

no VDS. Foi analisado a presenca e a auséncia
do gendtipo GSTM1 em pacientes do grupo
caso, que faziam o uso de estatina (n=80) e do
grupo controle (n=100). Detectou-se no grupo
caso que, 63,74% dos pacientes apresentavam
0 genétipo GSTM1 e 36,25% apresentavam
com o gendtipo nulo. Assim como no grupo
controle, no qual 60% dos pacientes tinham o
gene presente e 40% o gendtipo nulo, sendo
0 p=0,6171. Apesar desses achados, o estudo
nao mostrou significancia entre a aterosclerose
com o gene GSTM1 e os sexos feminino e
masculino.

PALAVRAS-CHAVE:

aterosclerose, gene,
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GSTM1, dislipidemia, estatina.

THE POLYMORPHISM OF THE GSTM1 GENE IN PATIENTS WITH AEROSCLEROSIS

ABSTRACT: Atherosclerosis is a public health problem in Brazil, an inflammatory disease,
slow and progressive, characterized by the formation of a lipid plague on the artery wall
(intimate layer). Molecular techniques are being developed in recent decades for biological
investigations. The superfamily of Glutathione S-Transferase (GST) are antioxidant enzymes
of phase Il, responsible for cellular detoxification and detoxification of toxic xenobiotics.
Polymorphisms in the GSTM1 gene, can lead to changes in the levels of hypertriglyceridemia
and low HDL-cholesterol. Molecular test samples (PCR-AE), atthe Replicon Laboratory at PUC
Goias, to check for the presence of polymorphism in the GSTM1 gene. DNA extraction and
sample amplification were performed. The product obtained was submitted to electrophoresis
on an agarose gel and then visualized on the VDS. The presence and absence of the GSTM1
genotype in patients in the case group, who used statins (n = 80) and in the control group (n =
100), was analyzed. In the case group, 63.74% of the patients had the GSTM1 genotype and
36.25% had the null genotype. As in the control group, in which 60% of patients had the gene
present and 40% the null genotype, with p=0.6171. Despite these findings, the study showed
no significance between atherosclerosis with the GSTM1 gene and the female and male sex.
KEYWORDS: atherosclerosis, gene, GSTM1, dyslipidemia, statin.

11 INTRODUCAO

A aterosclerose € uma enfermidade que se inicia por uma inflamacéo de forma lenta e
progressiva, levando a cronificacéo. E definida por uma placa de lipidio que se acumula na
parede da artéria, mais precisamente na camada intima. E denominada como placa de ateroma
ou placa aterosclerética sendo diretamente proporcional a concentracao da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) no plasma. Este acontecimento, tem como consequéncia o
impedimento ou bloqueio do fluxo sanguineo (NAVARO E CONEGERO, 2002).

A placa aterosclerética se estabelece por fatores associados e/ou exposi¢cdes
prolongadas dos mesmos. Se inicia por uma lesédo no endotélio, levando a um aumento do
fluxo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) no local. Por conta desse grande fluxo de
LDL, uma inflamacéao acontece no local e moléculas de adesao séao produzidas. Macréfagos
e monacitos deslocam-se para este local e envolvem as lipoproteinas (normalmente a LDL
encontrada na parede do vaso) que liberam mediadores inflamatérios. A placa aterosclerotica
é formada, estreitando o vaso e comprometendo o fluxo sanguineo (GIROLDO, et al., 2007).

As consequéncias decorrentes da formacado da placa de ateroma envolve doencas
cardiovasculares que vao da doenca coronariana, infarto agudo do miocardio (IAM), acidente
vascular cerebral (AVC), doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) até a insuficiéncia renal
pela diminuicao do fluxo sanguineo (GOTTLIEB, et al., 2005).

ALDL é uma das lipoproteinas encontrados no plasma, juntamente com os quilomicrons
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(de origem intestinal), lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), de origem hepatica e a
lipoproteina de alta densidade (HDL). Em sua constituicdo observa-se pouca concentracao
de triglicérides, muito colesterol e apenas apoproteina B100. E uma lipoproteina retida
pelos hepatocitos que estratificam o colesterol pela atuacdo da enzima acil-CoA colesteril
aciltransferase (ACAT) (SIMAO, et al., 2013).

A dislipidemia se caracteriza pela alteragdo dos niveis plasmaticos de colesterol total
(CT), LDL, HDL e triglicérides. Ela pode ser caracterizada como hipercolesterolemia isolada
quando ha aumento dos niveis de LDL (= 160 mg/dL), hipertrigliceridemia isolada quando
se aumenta os niveis de triglicérides (= 150mg/dL) e em hiperlipidemia mista quando ambos
niveis estéo elevados (SIMAO, et al., 2013).

A aterosclerose pode ser tratada por medicamentos, sendo a estatina a mais prescrita.
Ela se caracteriza por ser um inibidor competitivo da enzima 3-hidroxi-3- metilglutaril
coenzima A (HMG-CoA) redutase, que age bloqueando a conversao de HMG-CoA em acido
mevalbnico, afetando a principal etapa da biossintese do colesterol ocasionando o aumento
da producéo de receptores para o LDL e a depuracgéao de lipoproteinas. Todos esses eventos
geram a diminui¢cdo da concentracdo plasmatica de LDL, de colesterol total, de triglicérides
e aumenta a de HDL (NASSIF, et al., 2005; CAMPO E CARVALHO, 2007).

E vasto o nimero de genes que se envolvem com a aterosclerose e que desempenham
diversasfuncdes como aregulacaodafuncao endotelial, coagulacao, inflamacao, metabolismo
dos aminoacidos, lipidios e hidratos de carbono (MARINKOVIC, et al., 2013; SA, 2011).

A superfamilia da Glutationa S-Transferase (GST) s&o enzimas antioxidantes de fase
II, que fazem o papel de desintoxicacdo celular e de xenobibticos toxicos, metabolitos e
produtos reativos de processos intracelulares (PINHEIRO, 2013; SAFARINEJAD, et al.,
2010).

Asuperfamilia u (GSTM) é composta por GSTM1, GSTM2, GSTM3, GSTM4e GSTM5. A
GSTM1, se encontra no cromossomo 1p.13.3. Polimorfismos nela, pode acarretar alteragdes
nos niveis de hipertrigliceridemia e baixo HDL-colesterol e, quando se encontra nula, por
uma auséncia do gene e da sua funcéo, gera alteracdo na atividade enzimatica (MACIEL, et
al., 2009; RODRIGUES, 2017; LOSI- GUEMBAROVSK]I, et al., 2001).

2 | MATERIAS E METODOS

Coletou-se sangue periférico de 80 paciente, entre outubro de 2014 a fevereiro de 2015,
que eram assistidos pelo servigo de cardiologia e cirurgia vascular periférica, de Hospitais
privados do municipio de Goiania que tinham convénio com pacientes da rede privada e do
Sistema Unico de Satde (SUS). Os pacientes ja tinham diagnostico de doenca aterosclerética
e dislipidemia e faziam uso de estatinas. No grupo controle, analisou-se amostra de 100
pacientes sem doencga e que nao faziam uso de estatina.

O trabalho foi aprovada pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa/Sistema Nacional
de Informagdes Sobre Etica em Pesquisas envolvendo Seres Humanos CEP/PUC GOIAS,
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numero 35321614.3.0000.0037.

As amostras foram submetidas a testes moleculares, no Laboratério Replicon da PUC
Goias, para verificar presenca do polimorfismo do gene GSTM1. Os critérios de inclusao
foram: pacientes maiores de 38 anos, diagnosticados com aterosclerose em tratamento
medicamentoso e/ou submetidos a procedimentos e vasculares intervencionistas, que
aceitaram responder ao questionario e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE). E os de excluséo foram: os pacientes menores de 38 anos e/ou que nao aceitaram
participar da pesquisa.

ApOs a coleta, extraiu-se o DNA e iniciou a purificacdo das amostras, prosseguindo
com as instru¢des do Kit GFXTM (Amersham Pharmacia Biotech). Posteriormente, amostras
foram submetidas a quantificacao no espectrofotémetro NanoVueTM Plus, tendo relevancia
apenas os pacientes cujo os resultados da quantificacao em relagcdo a concentragcao de DNA
foram superior a 5ng/pl.

Em seguida amplificou-se as amostras, para a detecgdo dos polimorfismos do gene
GSTM1. Por fim, as reacbes de PCR foram realizadas com um volume final de 25 pl. O
produto obtido foi submetido a eletroforese em gel de agarose em um campo elétrico de
100 V/cm e corado com brometo de etidio (5mg/mL) sendo visualizado em seguida no
Fotodocumentador BIORAD.

3 | RESULTADOS

Na tabela I, foi analisado a presenca e a auséncia do genétipo GSTM1 em pacientes
do grupo caso, que faziam o uso de estatina (n=80) e do grupo controle (n=100). Detectou-
Se no grupo caso que, 63,74% (n=51) dos pacientes apresentavam o gendtipo GSTM1 e
36,25% (n=29) apresentavam com o gendétipo nulo. Assim como no grupo controle, no qual
60% (n=60) dos pacientes tinham o gene presente e 40% (n=40) o gendbtipo nulo, sendo o

p=0,6171.
GSTM1 PRESENTE  GSTM1 AUSENTE TOTAL
n Y% n % n Y% p*
CASO 51 63,74 29 36,25 80 100
CONTROLE 60 60 40 40 100 100 0,6171

TABELA | - Distribuicdo do gene GSTM1 nos grupos caso e controle

A tabela Il, analisou-se a presenca do gene GSTM1 em relacdo ao sexo do paciente.
No sexo masculino, houve uma prevaléncia maior em pacientes com o gendétipo presente,
sendo 71,43% (n=30) no grupo caso e 58,49% (n=31) no grupo controle. Em contrapartida,
28,57% (n=12) no grupo caso e 41,50% (n=22) no grupo controle apresentaram o gendtipo
nulo, com um p=0,1914.

Ainda na tabela Il, no grupo caso e controle o genétipo presente apresentou
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respectivamente, uma prevaléncia de 55,26% (n=21) e de 61,70% (n=29) em pacientes do
sexo feminino. E, 44,73% (n=17) do grupo caso e 38,29% (n=18) do grupo controle, possuem
o gendtipo nulo para GSTM1, com um p=0,5487.

GSTM1 PRESENTE GSTM1 AUSENTE TOTAL

SEXO n % n % n % p*
MASCULINO

CASO 30 71,43 12 28,57 42 52,5
CONTROLE 31 58,49 22 41,5 53 53 0,1914

FEMININO

CASO 21 55,26 17 44,73 38 47,5

CONTROLE 29 61,7 18 38,29 47 47 0,5487

TABELA 1l - Distribuicdo do polimorfismo GSTM1 em relagéo ao sexo nos grupos caso e controle caso
e controle.

4 | DISCUSSAO

Para Girisha e colaboradores (2004) em um estudo feito com a populagdo indiana
analisando o gene GSTM1 com a doencga coronariana, também mostrou maior predominio
da presenca deste gene com um p=0,6084. Assim como um estudo feito na Turquia por
Taspinar e colaboradores (2012) o qual 58,2% (71/132) dos casos e 53,5% (76/151) dos
controles possuiam GSTM1/presente e p= 0,4460. Ambos corroborando com nosso estudo.

Em estudo sobre o polimorfismo do gene GSTM1 em pacientes com aterosclerose
(RODRIGUES, 2017), também houve um dominio da presenca do gene no sexo masculino
com 75,8% (69/91) nos casos e 60,4% (32/53) nos controles. Assim como no sexo feminino,
70,6% (77/109) nos casos e 59,6% (28/47) nos controles ambos nao foram significativos
com o p=0,5080 e 0,1763 respetivamente, corroborando com este estudo. Da mesma forma,
Maciel e colaboradores (2009), em um estudo realizado em Vitéria-ES, encontraram 50,5%
de presenca do gene GSTM1 em homens e 49,4% em mulheres. Na auséncia do gene foi
encontrado 49,5% em homens e 50,6% em mulheres com um p= 0,685.

Wang (2012) em uma analise sobre a associagéo dos polimorfismos do gene GSTM1
com risco de AVC isquémico na populacdo chinesa, observou-se resultados com maior
prevaléncia do gendétipo nulo no sexo masculino para os grupos caso (48,5%). Ja no sexo
feminino, foi observado um resultado contrario: maior prevaléncia no grupo controle (45,6%).
Esse estudo néo teve significancia entre a relacdo do gene GSTM1 em relacédo ao sexo
(p=0,209) corroborando com o0 nosso resultado.

Apesar de o estudo de Rodrigues (2017) apresentar uma maior prevaléncia de GSTM1
presente, nos grupos caso e controle, com 72,5% (145/200) e 60% (60/100) respectivamente,
se distanciou do nosso resultado, pois apresentou um p significativo de 0,0284. Turkanoglu
e colaboradores (2010), em um estudo com uma populacdo da Turquia que teve AVC
isquémico, apresentou maior prevaléncia de GSTM1 nulo, com 50,6% (87/172) para caso
e 56,2% (59/105) para controle. Em analise feita com nadadores da elite portuguesa,
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observou-se maior prevaléncia do gendtipo ausente, no grupo caso com 72% (24/33) e
com p=0,010 (DIAS, 2011). Todos os estudos ndo corroboraram com o presente estudo,
gue nao apresentou significancia em relacéo a presenca do gene e o desenvolvimento da
aterosclerose (p=0,6171).

Em relacéo a prevaléncia do gendtipo no sexo masculino Schreiber e colaboradores
(2013) obtiveram predominio de GSTM1 presente em 49,3% (316/640) e ausente em 47,3%
(316/668), corroborando com o estudo atual. Porém, no sexo feminino, obtiveram presenca
de 50,62% (324/640) e auséncia de 52,6% (352/668), nao respaldando nosso trabalho.

51 CONCLUSAO

Na andlise da presenca ou auséncia do gene GSTM1, verificou-se nas tabelas que
tanto o grupo caso quanto o grupo controle apresentaram maior porcentagem da presenca
do gene e, a diferenca entre os dois grupos foi pequena. Apesar desses achados, o estudo
nao mostrou significancia entre a aterosclerose com o gene GSTM1 e os sexos feminino e
masculino. Com isso, conclui-se também a necessidade de mais estudos e publicacdes para
maior esclarecimento sobre o assunto.
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RESUMO: Introducao: a sifilis € uma infecgdo
causada pela bactéria (Treponema pallidum),
que acomete todos os 6rgaos e sistemas. Mesmo
com a eficacia do antibidtico para tratamento,
a sifilis vem persistindo, sendo declarada
como epidemia no Brasil. Objetivo: analisar
os desafios enfrentados pelos profissionais de
saude na atengao primaria. Métodos: Trata-se
de uma pesquisa descritiva, transversal, com
abordagem quantitativa realizada em Setembro
de 2019. Utilizou-se um questionario com 12
questdes objetivas que foram respondidas
por 39 profissionais de saude. Resultados:
do total dos participantes, 69% afirmaram nao
existir grupo de gestante nas unidades de
saude, 72% das marcagdes para o pré-natal
eram realizadas pelos ACS. 87% afirmaram
fazer abordagem do parceiro, 69% disseram
existir testes rapidos na unidade e orientacao
do uso de preservativos. Em relagdo a conduta
do aconselhamento do pré-teste 100%
afirmaram realizar e 85% afirmaram palestrar
sobre infecgcdes sexualmente transmissiveis.
Dos 39 participantes, 79% relataram fazer
encaminhamento dos pacientes para um centro
de referéncia, 95% dos profissionais relataram
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que a unidade ndo aplica a Penicilina, 51% desses afirmaram que a nao realizacao era
devido ao encaminhamento. Quanto ao manejo da sifilis, 41% relataram que a principal
dificuldade é a resisténcia do parceiro na adesao ao tratamento. Conclusao: os profissionais
seguem desempenhando suas atribuicoes, entretanto, a populacéo apresenta resisténcia
a procura dos servicos de saude e tratamento, além de existir um déficit no manejo dos
pacientes quando o teste rapido € positivo.

PALAVRAS-CHAVE: Gestacao. Sifilis. Pré-natal. Tratamento.

GESTATIONAL SYPHILIS: CHALLENGES FACED BY NURSES AND COMMUNITY
HEALTH WORKERS IN PRIMARY CARE

ABSTRACT: Introduction: a type of infection caused by the bacteria (Treponema pallidum),
which accommodates all organs and systems. Even with the efficacy of the antibiotic for
treatment, syphilis has persisted, being declared an epidemic in Brazil. Objective: to analyze
the challenges faced by health professionals in primary care. Methods: This is a descriptive,
cross-sectional survey with a quantitative approach conducted in September 2019. Use a
questionnaire with 12 objective questions that were answered by 39 health professionals.
Results: total of participants, 69% declared that there was no group of pregnant women
in the health units, 72% of the appointments for prenatal care were performed by the CHA.
87% said they approach the partner, 69% said they test quickly at the unit and use condoms.
Regarding the conduct of pre-test counseling, 100% declare to perform and 85% declare to
speak about sexually transmitted infections. Of the 39 participants, 79% reported referring
patients to a referral center, 95% of professionals related to units not applied in Penicillin, 51%
reported that they did not perform due to referral. As for the management of syphilis, 41%
refer to the main difficulty and resistance to the partner in adhering to treatment. Conclusion:
the professionals who perform their duties, however, have a population that is resistant to
seeking health and treatment services, in addition to a deficit in the treatment of patients
when the rapid test is positive.

KEYWORDS: Gestation. Syphilis. Prenatal. Treatment.

INTRODUCAO

A sifilis € uma infecc&o causada pela bactéria treponema pallidum, que acomete todos
0s Orgaos e sistemas, progressivamente (CAVALCANTE, PEREIRA, CASTRO, 2017). A
forma de contagio ocorre de diversas formas, com por via hematogénica, saliva contaminada,
contato direto com a mucosa e com as lesbes exantematicas causadas pelo treponema e
contato sexual desprotegido com pessoas contaminadas. Pode ser identificada como sifilis
adquirida ou sifilis congénita, essa quando transmitida da mae para o feto por via placentaria.
Sua progressdo é dividida em trés fases: primaria, secundaria e terciaria (LAFETA et al,
2016).

Os meios mais utilizados para diagnosticar a sifilis s&o clinicos, laboratoriais e testes
imunologicos. Todavia, os mais usados na pratica sdo os testes treponémicos e nao
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treponémicos®. Segundo dados do Ministério da Saude (MS), a sifilis € um grave problema
de saude publica no Brasil. Em 2018, em comparagédo com o ano de 2017, observou-se
um aumento de 25,7% na taxa de deteccdo em gestantes e de 5,2% na incidéncia de sifilis
congénita, e em 2018 foram notificados no sistema de informacdes de agravos de notificacéo
(SINAN) 62.599 casos de sifilis em gestante (BRASIL 2016; BRASIL 2019).

A sifilis gestacional (SG) tornou-se uma doenca de notificagdo obrigatéria no SINAN
desde 2005, tendo em vista o aumento de sifilis congénita, que é responsavel por 40%
dos O6bitos perinatais, além de causar aborto, parto prematuro e natimortoDe (BRASIL,
2016; COFEN, 2017; COELHO et al, 2018). vido a esse cenario, o MS lancou campanhas
destinadas a prevencéo, diagnéstico e tratamento precoce da sifilis visando também alcancar
as gestantes no pré-natal. Dessa forma, o profissional enfermeiro é fundamental para o éxito
da eliminacdo dessa infeccéo através do rastreamento das gestantes, em conjunto com o
agente comunitario de saude (BRASIL, 2015; MIRAKIAN, et al; 2015).

No que se refere ao papel do enfermeiro no tratamento, a administracdo da penicilina
benzatina pode ser realizada pelo mesmo na unidade basica de saude segundo a portaria n°
3.161, de 27 de dezembro de 2011, além de sua prescricdo ser uma das competéncias do
enfermeiro, que dentre outras atribuicbes regulamenta a prescricdo da penicilina benzatina
pelo enfermeiro, conforme protocolos estabelecidos pelo MS (COFEN, 2017).

Dessa forma, tendo em vista a negligéncia dos pacientes e de suas parcerias sexuais
com a infeccéo, faz-se necessario observar as acbes dos profissionais de saiude no
atendimento as gestantes, visto que a sifilis € uma infeccéo curavel e seu tratamento é de
facil acessibilidade, porém, ainda existe uma alta incidéncia de sifilis no periodo gestacional
e consequentemente a sifilis congénita.

Diante desse cenario, o objetivo do estudo foi analisar os desafios, frente a sifilis
gestacional, enfrentados pelos profissionais de saude na atencdo primaria. Espera-se,
portanto, que o estudo possa contribuir cientificamente para profissionais de saude, ou até
mesmo a populacdo em geral, mostrando como se da o diagndéstico da sifilis, 0 esquema de
tratamento, e servindo como forma de sensibilizacdo sobre a problematica.

METODOS

Trata-se de uma pesquisa do tipo descritiva, transversal, com abordagem quantitativa.
O estudo foi realizado na Cidade de Serra Talhada. A populacdo foi composta por 8
enfermeiros e 31 agentes comunitarios de Saude que foram selecionadas pelo processo
de amostragem aleatéria simples, respeitando os critérios de inclusao e exclusdo.Foram
incluidos 8 enfermeiros e 31 ACS das unidades de Saude, segundo os calculos e excluidos 19
ACS por encontrarem-se de férias, licenca, ou ndo responderam o questionario. As variaveis
categoricas foram os profissionais, grupo de gestantes, captacédo das gestantes para o
pré-natal, manejo da sifilis, acessibilidade de exames laboratoriais, uso de preservativos. A
coleta de dados ocorreu em outubro de 2019, através de um questionario composta por 12
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perguntas objetivas que abordaram questdes a respeito das dificuldades encontradas pelos
enfermeiros e agentes comunitarios de saude nas unidades basicas de saude no tratamento
da sifilis. Os dados obtidos foram tabulados e apresentados em forma de tabelas. A analise
estatistica foi feita de forma descritiva por meio de porcentagem, com graficos e tabelas. Os
aspectos éticos legais foram obedecidos de acordo com a Resolucao N° 466/2012, 510/2016.
O projeto foi aprovado através do parecer 3.604.349.

RESULTADOS

Quando se fala em grupos de gestantes nas Unidades Béasicas de Saude, foi verificado
que 100% dos enfermeiros entrevistados afirmaram possuir grupos do publico alvo em sua
unidade de saude, contra apenas 19% dos Agentes Comunitarios de Saude.

Em relagcéo a forma de captagcédo das gestantes foi observado que 72% das marcagdes
para as consultas de pré-natal das gestantes séo realizadas pelos ACS, enquanto que 23%
€ a propria gestante que procura a unidade. Em relacéo a abordagem aos parceiros 87% dos
profissionais afirmaram existir essa conduta, enquanto 13% n&o souberam informar sobre o
assunto.

No que concerne a disposicao de testes rapidos de sifilis para gestantes e parceiros,
69% dos profissionais afirmaram possuir testes rapidos em sua unidade, enquanto 31% as
vezes. Em relacdo aos aconselhamentos pré-teste sobre o risco de sifilis na gestacéo, 100%
dos profissionais entrevistados afirmaram realizar essa conduta na unidade de salde.

Observamos na tabela 1 a descricao das condutas mais comuns adotadas pelos
profissionais da atencdo primaria a saude apés teste positivo para sifilis, 79% destes
afirmaram que as gestantes sdo encaminhadas a uma unidade de referéncia do municipio.

VARIAVEL N° %
Inicia o tratamento sem solicitagao do VDRL 2 5%
Solicita VDRL para definir tratamento 3 8%
Encaminha para outro profissional da prépria unidade 3 8%
de saude.
Encaminha para uma unidade de referéncia. 31 79%
TOTAL 39 100%

Tabela 1-Descri¢cao das condutas adotadas se teste rapido positivo para sifilis nas Unidades Bésicas
de Saude do Municipio de Serra Talhada PE, 2019

Na tabela 2 é possivel observar informacdes sobre as praticas de educagdo em saude
realizadas na atencdo primaria do municipio em estudo, nota-se que 69% das unidades
basicas de saude prestam orientacdes sobre 0 uso de preservativos e 85% realizam palestras
sobre as Infeccdes Sexualmente Transmissiveis.
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VARIAVEL N %
Orientacao quanto ao uso de preservativos para
gestantes
Sim 27 69%
Nao 3 8%
Nao sei informar 9 23%
Realizacao de palestras sobre infeccoes
sexualmente transmissiveis
Sim 33 85%
Nao 3 8%
Anualmente 2 5%
Semanalmente 1 2%
TOTAL 39 100%

Tabela 2-Descri¢cdo das orientacdes quanto ao uso de preservativos pelas gestantes e realizagcbes de
palestras sobre Infec¢gdes Sexualmente Transmissiveis nas Unidades Béasicas de Saude do Municipio

de Serra Talhada-PE, 2019

A tabela 3 apresenta dados referentes a distribuicdo e administracdo da penicilina

benzatina na unidades de saude. Foiobservado que das unidades entrevistadas 95% referiram
nao realizar o tratamento para sifilis nas dependéncias da UBS. Destas, 51% afirmaram que
0 motivo para ndo administracao da penicilina justifica-se pelo encaminhamento da gestante

para uma unidade de referéncia.

VARIAVEL
A unidade aplica penicilina em suas dependéncias.
Nao
Nao sei informar

Motivo pelo qual a UBS nao prescreve o tratamento
para sifilis.

Encaminha a gestante para unidade de referéncia.
Nao dispomos de penicilina Benzatina.
TOTAL

NO

37

20
19
39

%

95%
5%

51%
49%
100%

Tabela 3- Descricao referente a distribuicdo e administracéo da penicilina benzatina nas unidades de

saude do Municipio de Serra Talhada- PE, 2019

O estudo revela ainda que das unidades entrevistadas nenhuma possuia no momento

da entrevista a Penicilina benzatina utilizada para o tratamento da sifilis nas dependéncias

da unidade de saude. Segundo os profissionais, a auséncia do medicamento justifica-se pela

transferéncia dos casos para setores de referéncia no tratamento da sifilis do municipio.

Quando questionados sobre as principais dificuldades enfrentadas pelos profissionais

no que diz respeito ao manejo da sifilis, 41% mencionou a dificuldade de adesao do parceiro

ao tratamento como o principal obstaculo apresentado para o sucesso do tratamento.

Outro impasse apresentado por 28% dos profissionais € a falta de Penicilina Benzatina nas
unidades, enquanto 18% dos profissionais afirmaram néo ter dificuldade com o manejo da
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sifilis e apenas 10% expuseram que encontram dificuldades nas gestantes com inicio tardio
do pré-natal.

Na experiéncia profissional dos entrevistados, ocorreu uma conformidade entre o
percentual de profissionais que citam a resisténcia do parceiro ao tratamento de sifilis e a
falta de penicilina como principais dificuldades para o tratamento da sifilis gestacional.

DISCUSSAO

Os grupos de gestante sao significativas técnicas para promocéao da saude, reduzem
as irregularidades durante a gestacdo, aumentam as probabilidades de maior éxito na
amamentacao, além de amenizar as insegurancgas e duvidas relacionadas a IST’s, gestacéo
e puerpério (RAMALHO, 2016). Contudo, observou-se no estudo uma divergéncia entre os
percentis apresentados sobre a existéncia de grupos de gestantes nas UBS, segundo os
enfermeiros e agentes comunitarios de saude. Ressalta-se a importancia de uma equipe
multiprofissional atuante e ativa na atencéo primaria no que diz respeito a educagao em
saude nos diferentes grupos.

Uma pesquisa realizou um comparativo de resultados em estudos que abordavam a
educacado em saude através de grupos de gestantes no pré-natal, foi possivel observar que
80% dos estudos mostraram que 0s grupos de maes que receberam intervencoes educativas
apresentaram recém nascidos com menores prevaléncias de baixo peso ao nascer e
prematuridade, além do inicio mais rapido e maior durac¢ao da pratica do aleitamento materno
exclusivo, reduzindo possiveis infeccdes (SILVA, 2016).

Observou no estudo que a maioria das consultas marcadas para as gestantes eram
realizadas pelos ACS, esses possuem papel de suma importancia nas acdes realizadas na
estratégia de saude da familia, pois através das visitas domiciliares realizadas € possivel a
realizacdo de um mapa de saude daquele territorio.

Diante disso, o ACS tem um papel fundamental na estratégia de saude da familia, sédo
responsaveis pelo cadastramento de toda a populacdo descrita naquela area e realizam
o acompanhamento permanente das familias. Dentre outras atribuicdes do ACS, destaca-
se a responsabilidade com os moradores da sua microarea, acompanhamento do estado
de saude dos individuos, avaliagdo da vulnerabilidade social de algumas familias, busca
ativa dos faltosos, estabelecimento de vinculo da comunidade com a unidade basica de
saude. Entretanto, vale ressaltar que o dever do estado com a saude nao exclui o dever da
comunidade em procurar os servicos de satde disponibilizados através do Sistema Unico de
Saude — SUS (BOVIOT, 2016).

O tratamento para Sifilis € disponibilizado pelo Ministério da Saude e deve ser realizado
por ambos parceiros. Pode-se observar no estudo uma grande dificuldade em relagao ao
tratamento dos parceiros das gestantes acompanhadas nas unidades de saude analisada.
Salienta-se a importancia de se buscar, trazer esses individuos para a UBS, através de
atividades voltadas a promog¢ao da saude.
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Estudo realizado por Macédo (2015) destaca a indispensavel importancia da abordagem
das parcerias sexuais para o tratamento e a educacéo permanente em saude. Nesta pesquisa,
87% dos profissionais enfermeiros e ACS afirmaram ser executada a abordagem do parceiro
sexual da gestante com sifilis, todavia, um estudo realizado em Recife, detectou falhas na
realizacao do tratamento devido negligéncia das gestantes e parcerias sexuais em procurar
a unidade, o que pode possibilitar a reinfec¢cao da gestante (RAMALHO, 2016).

Diante dessa resisténcia apresentada pelos homens em aderir aos tratamentos de saude
como se observou no presente estudo, outro estudo destaca que a cultura machista ainda é
um fator culposo, neste aspecto, por alimentar a ideia de que os homens ndo adoecem e sao
“duros na queda”, essa cultura afeta diretamente a baixa procura dos homens aos servigos
de saude (ROCHA, 2014).

Na pesquisa em questdo, 69% dos profissionais afirmou existir teste rapido nas
unidades, um ponto muito positivo para o combate contra essa infeccéo e segundo dados
do Ministério da Saude (2016), o teste rapido de sifilis institui um importante instrumento
para acelerar o rastreamento da infeccéo sifilitica. A introducdo dos testes rapidos para
diagnostico da infecgdo pelo HIV e triagem de sifilis na Atencéo Basica do Sistema Unico de
Saude configura o conjunto de estratégias do Ministério da Saude, que tem como objetivo a
exceléncia e aumento do acesso da populacéao brasileira ao diagnostico do HIV e detecg¢ao da
sifilis (BRASIL, 2016). Vale salientar que o diagnéstico da sifilis durante o periodo gestacional
é de total importancia para a minimizac&o da transmissao vertical.

Nos resultados desse estudo, o encaminhamento das gestantes era adotado devido
resisténcia dos profissionais, falta de penicilina nas unidades, e inexisténcia de um protocolo
municipal para a realizagdo do tratamento nas UBS. Em uma pesquisa realizada no Rio
Grande do Norte, também acontecia o encaminhamento das gestantes com testes rapidos
positivos para um centro de referéncia (CABRAL, 2017). Um estudo realizado evidenciou
que existe resisténcia das gestantes em serem encaminhadas para os Centros de Testagem
e Aconselhamentos-CTA, e isso dificultou em 55% a eficacia do tratamento (MORA, 2015).

Em se tratando de promocéo a saude, a educagéao em saude se da através de palestras
de sensibilizacao e € de fundamental importancia para que a comunidade possa ser informada
sobre 0s riscos € maneiras de preveni-los no que diz respeito as infec¢cdes sexualmente
transmissiveis, uma vez que as unidades basicas de saude através dos profissionais tém um
papel indispensavel nesse fator visando o ensinamento das formas de contagio, a prevencao
e tratamento. Esses devem comecar na atencéo primaria e perpetuar-se por todo nivel de
complexidade de atendimento do SUS (PIEDRAHITA, et al, 2017).

A presente pesquisa mostrou que 69% das gestantes afirmaram receber orientagdes
relacionadas ao uso do preservativo. Com isso, € necessario que seja orientado o uso de
preservativo a todas as gestantes, principalmente aquelas portadoras da infec¢do durante e
apos o tratamento para evitar reinfeccao (NASSER, et al., 2017).

Quando se fala da aplicabilidade da penicilina benzatina na unidade basica, o
Ministério da Saude regulamenta e recomenda a administracao pela enfermagem em todas
as unidades basicas de saude da atencdo primaria (BRASIL, 2016). Porém, um estudo
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realizado evidenciou que é rotina em diversas Unidades Basicas de Saude ndo realizarem
a administracdo da droga, e encaminharem os pacientes para receber assisténcia em outro
servico de referéncia de maior complexidade e com uma demanda de pacientes maior, isso
representou uma limitacdo no tratamento e acompanhamento dos profissionais que faziam o
pré-natal das gestantes, pois as taxas de abandono do tratamento foram de 81%, transferindo
a gestante para outro local fora da unidade que ja era realizado seu pré-natal, corroborando
o estudo em questao (MASCARENHAS, 2016).

Em se tratando de ades&o ao tratamento, um estudo com nove enfermeiras da
Estratégia Salde da Familia do municipio de Sobral, Ceara, foi possivel descrever as
principais dificuldades encontradas na adeséao dos parceiros das gestantes ao tratamento, as
enfermeiras mencionaram o desconhecimento da doencga, baixa condicdo socioeconémica,
riscos e vulnerabilidades, terapia medicamentosa e seguimento do tratamento como fatores
gue prejudicam uma boa aceitacao dos parceiros ao tratamento (VASCONCELQS, 2017).

Referente as marcagdes das consultas de pré-natal as marcacoes sao realizadas em
grande parte pelos ACS, mas vale salientar que o baixo percentual da demanda espontanea
das gestantes, pode esta relacionados a diversos fatores, dentre eles: distanciamento
entre a UBS e moradia, comorbidades, mobilidade prejudicada, assim como acredita-se
na existéncia de uma equipe de ACS extremamente ativa que se dispbe a realizar essas
atividades aqueles que apresentam alguma limitacao/dificuldade.

Outro fator que deve ser salientado é o nao tratamento da sifilis nas gestantes e
nos parceiros nas unidades. Os profissionais, diante da positivacao do teste rapido de
sifilis, possuem como rotina encaminhar todas as gestantes e parceiros para o Centro de
referéncia CTA (Centro de Testagem e Aconselhamento) dificultando assim a adeséo e
conclusao ao tratamento. Barreira essa, reconhecida pelos profissionais durante a pesquisa.
A operacionalizacdo da proposta do Ministério da Saude é realizar o tratamento da infeccéo
nas unidades basicas de saude, facilitando a adesao ao tratamento, ao acesso, e também
tentando diligenciar o préprio estigma que é imposto aos centros de referéncia. Visto que
a resisténcia dos parceiros ao tratamento foi uma das dificuldades expressadas pelos
profissionais, entretanto, a atual dindamica utilizada no manejo da sifilis dificulta o tratamento.

Em relacdo aos fatores positivos, observou-se a existéncia de palestras educativas
sobre infeccbes sexualmente transmissiveis, orientacdes e incentivo quanto ao uso de
preservativos e aconselhamentos sobre os riscos de sifilis na gestacéo antes da realizacao
dos testes rapidos.

CONCLUSAO

Os resultados desse estudo apontam as fragilidades e potencialidades da assisténcia
pré-natal na Estratégia de Saude da Familia para a prevencao, diagndstico, manejo e
acompanhamento da sifilis gestacional no municipio de Serra Talhada. Contudo, verificou-se
que as dificuldades atingem n&o somente os aspectos relativos a doencga, mas também a
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assisténcia pré-natal como um todo.

Como limitacao do estudo esta a realizacdo em um unico municipio, pois a abrangéncia
pode mostrar resultados mais complexo diante do cenario que o Brasil vem vivenciando em
relacéo a sifilis e medidas mais abrangentes possam ser realizadas, assim como reflexées
acerca da importancia do tema em questéo.

Sugere-se a realizacdo de mais avaliagbes da assisténcia pré-natal que contemplem
a observacao de consultas de pré-natal, analise dos registros nos cartdes e/ou prontuarios
de gestantes atendidas na UBS e entrevista com as mulheres assistidas para verificar se
as respostas fornecidas pelos enfermeiros e Agentes comunitarios de saude séao de fato
implementadas, além de rever o risco beneficio do protocolo no Municipio de Serra Talhada
em referenciar as gestantes e parceiros com testes positivo de sifilis ao centro de referéncia,
pois ja existe certo estigma em relacdo as infeccées sexualmente transmissiveis, tornando
uma barreira ainda maior para a adesdo ao tratamento, uma vez que redirecionam 0s
pacientes das unidades em que 0s mesmos ja sdo acompanhados e os encaminham para
um local com uma maior demanda e que se encontram mais distantes das suas rotinas.

Os autores declaram nao haver nenhum tipo de conflito de interesse relacionado a esse
trabalho.
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RESUMO: Inumeros sado os fatores que
condicionam a distribuicdo geografica dos
foraminiferos. O trabalho objetivou avaliar a
ocorréncia destes protozoarios na praia de
ltagué, Ubatuba, S&o Paulo, tendo em vista a
sua balneabilidade, conferindo a esta praia o
status de impréopria para banho e recreacao
durante o ano todo. Foram realizadas trinta
coletas de sedimentos de praia, em dez dias
diferentes, em trés pontos distintos; balizadas
pela linha da maré e horario fixo diario. Foram
triados oito exemplares. Essa baixa quantidade
e diversidade de Foraminiferos podem estar
relacionadas a fatores antrdpicos como influxo
dos rios locais que recebem esgotos nao
tratados dos bairros proximos e o uso da praia
para atividades de ancoragem de pequenas
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embarcacoes.
PALAVRAS-CHAVE: Foraminiferos, Ubatuba,
ltagua.

OCCURRENCE OF FORAMINIFERA
(PROTOCTIST, GRANULORETICULOSA) AT
THE BEACH OF ITAGUA, UBATUBA, SP

ABSTRACT: Numerous factors that condition
the geographical distribution of foraminifera.
The work aimed to evaluate the occurrence of
these protozoa on Itagua beach, Ubatuba, Séo
Paulo, Brazil, in view of its bathing, giving this
beach the status of unsuitable for bathing and
recreation throughout the year. Thirty collections
of beach sediments were carried out, on ten
different days, at three different points; marked
by the tide line and fixed daily schedule. Eight
specimens were screened. This low quantity
and diversity of Foraminifera may be related to
anthropic factors such as influx of local rivers
that receive untreated sewage from nearby
neighborhoods and the use of the beach for
anchoring small boats.

KEYWORDS: Foraminifers, Ubatuba, ltagua.

11 INTRODUCAO

A Classe Foraminiferida pertence

atualmente ao Filo Granuloreticulosa e ao Reino
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Protoctista (CARVALHO, 2004; BATISTA et al. 2007; PIANNA et al. 2011), € constituida por
individuos unicelulares, eucariontes, heterétrofos e em geral microscépicos (SEMENSATTO
JR e DIAS-BRITO, 2000; CAMACHO, 2004) se locomovem por pseudépodes (reticulépodes,
especificamente) formados por microtubulos (STORER et al., 1979; RUPPERT et al., 2005).
Em geral, sédo organismos de vida livre, alguns parasitas e outros com habitos alimentares
variados: detritivoros, suspensivoros, bacteriéfagos, onivoros, mutualistas ou comensalistas,
estes dois ultimos ocorrem por associagcdo com organismos fotossintetizantes (ZERFASS e
ANDRADE, 2008; YAMAGAMI, 2013).

Eichler et al (2007) (apud Gongalves, 2013), evidenciou que para os estudos ecoldgicos
esse grupo passou a ter grande importancia devido a sua abundancia, alta sensibilidade as
mudancgas ambientais e boa preservacédo das tecas. A autora declarou também que por
meio de analises quantitativas € possivel monitorar e reconhecer mudancas na interface
agua-sedimento.

O estudo da poluicdo marinha tem como primeira etapa a avaliagdo ou caracterizagdo
da qualidade ambiental, etapa que é fundamental também para monitoramento e recuperacéo
ambiental (BONETTI, 2000 apud MORAIS e MACHADO, 2003). Araujo e Machado (2008)
ressaltaram a importancia do estudo destes organismos em varios ambitos das Ciéncias
Ambientais, sendo evidente a sua valia como indicadores ecologicos, geoldgicos e
paleoceanograficos.

Outro elemento importante para este trabalho foi o conceito de balneabilidade, que
segundo a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo — CETESB (2017), “..é a
qualidade das aguas destinadas a recreacao de contato primario”. Para se classificar a praia
qguanto sua balneabilidade, em termos sanitarios, usa-se como parametro indicador basico
a densidade de coliformes fecais. Uma praia constantemente considerada imprépria para
banho é a Praia do Itagud, localizada na baia de Ubatuba, SP. O municipio é conhecido
por suas belezas naturais e por possuir muitas casas de veraneio, de segunda moradia.
Estima-se uma populacéo flutuante de cerca de 100.000 pessoas durante as férias escolares
(INSTITUTO-POLIS, 2013). Para Rocha (2009) 88% da populacdo do municipio ndo é
atendida por rede geral de esgoto, 0 que implica diretamente na balneabilidade das praias.
Diante dessa perspectiva, buscou-se avaliar quantitativamente a ocorréncia de Foraminifera
na Praia de ltagud, avaliando possiveis impactos ambientais na regido, como subsidio para
Programas de Monitoramento Ambientais.

2 | MATERIAL E METODOS

Durante dez dias, em trés pontos diferentes, equidistantes por aproximadamente vinte
metros, foram recolhidos dez gramas de sedimento. As amostras foram recolhidas observando-
se a linha da maré, em cada dia, no mesmo horario (07h e 20 minutos) e armazenadas em
frascos plasticos de 100 ml. Os pontos de amostragem estdo demonstrados na Tabela 1.
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Pontos

Latitude

Longitude

1
2
3

23727 316" S
23° 27 3,73" S
23° 27 438" S

45 3'53,968" W
45° 3'53,55" W
4573 53, 05°W

Tabela 1 - Localizag&o dos pontos de referéncias de amostragem

Fonte: dos autores, 2018

ApGs a coleta, foi adicionado formol 10% as amostras até que fossem totalmente

permeadas pelo liquido. No laboratério cada amostra foi passou por procedimentos de

triagem, realizada com a utilizacdo de uma lupa binocular BIOFOCUS modelo LM300B.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de 60 gramas triadas, em dez coletas e em trés pontos de amostragem foram
encotrados oito exemplares, correspondendo a abundancia de 0,13 (Tabela 2 e Figura 1).

Quantidade
Data Coeficiente  Altura Balneabil pontos
de Maré maré idade Amostragem

1 . 3
21112116 45 0,7 Impropria 0 0 0
22/12116 45 0,7 Imprépria 0 0 0
232116 49 0.6 Imprépria 0 0 0
26112116 78 03 Imprépria 0 0 0
29/12/16 81 03 Imprépria 0 0 0
30/12116 82 0,4 Imprépria 1 5 0
31112116 80 05 Imprépria 0 1 0
011217 78 0,5 Imprépria 0 0 0
0212117 73 06 Imprépria 0 0
031217 68 06 Imprépria 0 1 0

Quantidade de Foraminiferos encontrados em rela¢do ao coeficiente de maré, altura da apoximada da
maré no horario da coleta e a balneabilidade

Fonte: dos autores, 2018
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Figura 2 - Exemplares de Foraminiferos encontrados na Praia do ltaguéa, SP, sob lupa binocular modelo
LM300B, 50X

Fonte: dos autores, 2018.

Burone e Vanin (2006) estudaram a baia de Ubatuba, SP e encontraram, na parte
interna, mais proxima a foz dos rios, uma comunidade predominantemente constituida por
Ammonia tepida. Esse sub-ambiente demonstrou estar sob condicbes ambientais instaveis,
segundo 0s mesmos autores, consequéncia do influxo dos rios locais. A entrada de nutrientes,
provenientes desses rios, provavelmente, favorece o crescimento de microalgas que sao
alimento de foraminiferos como Ammonia tepida, considerados oportunistas. O dominio
desta espécie esta relacionado com baixos niveis de diversidade. Ammonia tepida possui alta
adaptabilidade para sobreviver em ambiente instavel. Dessa forma, ratificou-se a presenca
de foraminiferos na regido de estudo e validou a pesquisa de ocorréncia na area.

Henriques et al. (2012) ao estudarem os foraminiferos atuais do litoral de Benguela
(Angola) nédo obtiveram qualquer carapaca em duas das cinco amostras coletadas,
relacionando esta auséncia a fatores antropicos como a contaminagdo das aguas por
residuos urbanos, poluentes provenientes de adubos agricolas, ou mesmo as correntes
costeiras que levam estes sedimentos de uma praia a outra. Essa constatagdo antropica
se mostrou semelhante ao local de amostragem desse trabalho, bem como a auséncia de
espécies. Acrescenta-se ainda a semelhancga da taxa de ocorréncia quando esses mesmos
autores apresentaram, em quantidades de amostras muito semelhantes ao trabalhado aqui,
e encontraram nas trés primeiras amostras a abundancia de 1,3; 0,2 e 5,7 de foraminiferos
por grama triada.

Martins et al. (2010) mostraram que o elevado indice de matéria organica produz
condicoes toxicas e causa a reducéo do pH, que, respectivamente, limitam a ocorréncia de
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muitas espécies e pode causar a dissolucao de tecas carbonatadas. Esses fatores acrescidos
de misturas de contaminantes acarretam, por tornar o ambiente como de risco, estados
de stress, causando anormalidades e baixa diversidade entre os foraminiferos. Fatos estes
gue corroboram para pensar a auséncia de foraminiferos na Praia do ltagua, Ubatuba, SP,
tratado por este trabalho.

41 CONCLUSAO

A baixa quantidade de foraminiferos encontrada nesta praia pode ser um indicativo de
um ambiente instavel e que demanda preocupacao quanto a balneabilidade e usos do produto
turistico praia. Na sequéncia do trabalho, ha o esforco para a identificacdo das espécies
encontradas, contribuindo para tracar a dindmica populacional de foraminiferos na baia de
Ubatuba. Este trabalho também contribui, como subsidio, em programas de recuperacao de
balneabilidade de praias urbanas, bem com para a regiao e seu ecossistema marinho.
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RESUMO: A toxoplasmose causada pelo
protozoario Toxoplasma gondii (T. gondii),
infecta as células do hospedeiro de maneira
ativa, a partir de um processo que envolve
necessariamente a liberacdo de lectinas,
denominadas proteinas de micronema de
T.gondii (TgMICs). Dentre essas proteinas,
TgMIC1, TgMIC4 e TgMIC6 sdo responsaveis
por formar um complexo na superficie de T.
gondii, que permite a adesao do parasito a célula
hospedeira, via dominios de reconhecimento de
carboidratos (CRDs), uma vez que TgMIC1 liga-
se a acido sialico terminal e TgMIC4 a galactose
terminal. A presenca de glicanos associados
a receptores do tipo Toll (TLRs) motivou a
hip6tese de que eles correspondessem a alvos
de reconhecimento pelos CRDs das TgMICs.
Essa hipbtese se confirmou através de estudos
recentes, nos quais constatou-se que TgMIC1
e TgMIC4 ativam TLR2 e TLR4, em presenca
ou auséncia de co-receptores e moléculas
acessobrias.  Adicionalmente, macréfagos
derivados de medula 6ssea de camundongos,
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estimulados com as TgMICs, mostraram-se
capazes de produzir elevados niveis da citocina
12 (IL-12), producao esta, dependente de TLR2
e TLR4. A producéo de IL-12 é critica durante
a infeccao por T. gondii, porque induz células T
e natural killer (NK) a produzir outras citocinas,
tais como interferon-gama (IFN-g) e fator de
necrose tumoral (TNF-a), que desempenham
um papel crucial na protecdo do hospedeiro.
Células NK sao grandes produtoras de IFN-g,
embora 0 mecanismo pelo qual elas sao
ativadas durante a infeccédo por T. gondii nao
seja totalmente esclarecido. Sabe-se também,
que células NK possuem receptores da familia
Toll-Like, tais como, TLR1, TLR2, TLRS3, TLR4
e TLR6. Sendo assim, o objetivo central desse
trabalho foi avaliar se as TgMICs interagem,
através de seus CDRs, com receptores Toll-
Like na superficie de células NK, levando a sua
ativacao e producdo de citocinas essenciais
para a resisténcia ao parasito. Nossos
resultados demonstram que as formas nativas
das proteinas de micronema TgMIC1 e TgMIC4
preservaram sua atividade lectinica, bem como
as proteinas com CDRs mutados reduziram
a ligacédo as glicoproteinas especificas. Além
disso, as TgMICs foram capazes de interagir
com receptores superficie das células NK via
CDRs, induzindo producédo de IFN-g e TNF-q,
conhecidamente importantes na protecdo do
hospedeiro contra a infeccdo por T. gondii.
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Demostramos também, através de ensaios de transwell, que macrofagos derivados da
medula 6ssea de camundongos quando ativados com as TgMICs produzem fatores soluveis
(principalmente IL-12) que potencializam a ativagéo e produgao de citocinas por células NK.
Além disso, demonstramos que a ativagcdo e producdo de IFN-g e TNF-a por células NK
induzidas pelas proteinas de micronema é dependente da ativacdo dos receptores do tipo
Toll 2 e 4. Portanto nosso trabalho tras informacgdes adicionais para o melhor entendimento
do processo de infeccdo parasitaria e da resposta imunologica gerada por antigenos de T.
gondii.

ABSTRACT: Toxoplasmosis caused by the protozoan Toxoplasma gondii (T. gondii), infects
host cells actively, a process that necessarily involves a release of lectins, called Toxoplasma
microneme proteins (TgMICs). TgMIC1, TgMIC4, and TgMIC6 form a complex on the T.
gondii surface, which allows adhesion of the parasite to the host cell, through recognition of
carbohydrates, since TgMIC1 binds to terminal sialic acid and TgMIC4 to terminal galactose.
The occurrence of glycans associated with Toll-like receptors motivated the hypothesis that
they could be targets for the Carbohydrate Recognition Domains (CRDs) of TgMICs. This
hypothesis was confirmed by recent studies, in which TgMIC1 and TgMIC4 activate TLR2
and TLR4 in the presence or absence of co-receptors and accessory molecules. Additionally,
TgMIC1 and TgMIC4 also induces IL-12 production, in TLR2 and TLR4 dependent way. IL-
12 production is critical during T. gondii infection because induces T and natural killer (NK)
cells to produce interferon-gamma (IFN-g) and tumor necrosis factor (TNF-a), which plays
a crucial role in host protection. NK cells are an essential source of IFN-g, although the
mechanism by which they are activated during T. gondii infection is partially known. Besides,
studies demonstrate that NK cells can encode members of the Toll-like receptor family, such
as TLR1, TLR2, TLR3, TLR4 and TLR6. Therefore, the main objective of this work was to
evaluate ifthe TgMICs interact thought their lectin domains with Toll-Like receptors of NK
cells, leading to their activation and production of cytokines for T. gondii resistance. Thus, our
results show that the native forms of the microneme proteins (TgMIC1 and TgMIC4) purified
by us preserved their lectin activity, as well as proteins with mutated CDRs, reduced their rate
of binding to specific glycoproteins. Also, TgMICs were able to Interact with NK cell surface
receptors, through CRDs, and inducing the production of IFN-g and TNF-a cytokines. We have
also demonstrated through transwell assays that bone marrow-derived macrophages from
WT mice when activated with TgMICs, produce soluble factors (mainly IL-12) that enhance
the activation and production of cytokines by NK cells. Furthermore, we demonstrated that
the production of IFN-g and TNF-a by NK cells induced by microneme proteins is dependent
on the activation of Toll-Like 2 and 4 receptors. So, in summary, our work brings some light
for a better understanding of the parasite infection and the immune response generated by T.
gondii antigens.
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