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APRESENTACAO

A obra “Consolidagéo do potencial cientifico e tecnologico das Ciéncias Bioldgicas
— volume 2” que aqui apresentamos, trata-se de mais um trabalho dedicado ao valor dos
estudos cientificos realizados pelo campo promissor das Ciéncias Bioldgicas.

As Ciéncias Biolégicas constituem uma vasta area de conhecimento com
aplicabilidade direta no dia-a-dia da populacdo. O avancgo desta area representa inUmeras
possibilidades no campo do desenvolvimento social, ja que este campo se correlaciona
diretamente com a saude coletiva, educagéo, pesquisa basica e aplicada dentre outros, ja
que a Ciéncias Bioldgicas € a area que tem como objetivo estudar todos os tipos de vida:
flora, fauna, seres humanos e animais, desde a escala atbmica até a taxonomia.

A consolidacdo desta area é ainda fundamental na descoberta de aplicacdes de
organismos na medicina, e seu potencial cientifico no desenvolvimento de medicamentos
e na industria, em areas de fabricagdo de bebidas e de alimentos.

Como principais aspectos teméaticos, abordados neste volume, temos os estudos
sobre aclimatagdo aquatica, biologia experimental, perfil epidemiolégico, acidente
domésticos, plantas medicinais, coagulacéo sanguinea, atividade antimicrobiana, fungos,
mucosa intestinal, cirurgia bariatrica, ensino-aprendizagem, coleta de residuos sélidos,
gestao publica, Sistemas de Informagédo geografica, meio ambiente, politicas publicas,
tecnologia, biodiversidade, inovagéo, fitoterapicos, produtos naturais,

Essa € uma premissa que temos afirmado ao longo das publica¢cdes da Atena
Editora: evidenciar publicagbes desenvolvidas em todo o territério nacional, deste modo,
este e-book da area de Ciéncias Biol6gicas tem como principal objetivo oferecer ao leitor
uma teoria bem fundamentada desenvolvida pelos diversos professores e académicos de
todo o territério nacional, maneira concisa e didatica.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: O trabalho foi realizado na Escola
Estadual Professora So6nia Henriques Barreto/
Laranjal do Jari/AP. O objetivo foi verificar a
importancia da relacdo da familia com a escola
e a participacdo da comunidade no processo
de ensino-aprendizagem, realizando a relagéo
desses fatores com o desempenho intelectual do
aluno, por meio de um levantamento bibliografico,
e em seguida um estudo de campo de carater
descritivo e abordagem qualitativa, baseada
na observagdo, conforme a necessidade e
preocupacédo. A presenca dos pais na escola
€ importante para ajudar a identificar as
dificuldades do aluno, existentes dentro e fora da
escola. A aproximagéo da familia e comunidade
com a escola, em relacdo ao ensino de Ciéncias/
Biologia é de grande valia, pois relaciona o
conhecimento empirico e cientifico.

PALAVRAS - CHAVE: Escola, Comunidade,
Familia.

THE IMPORTANCE OF FAMILY - SCHOOL
- COMMUNITY RELATIONSHIP AT SONIA
HENRIQUES BARRETO SCHOOL

ABSTRACT: The work was carried out at the
State School Professor Sénia Henriques Barreto
/ Laranjal do Jari / AP. The objective was to verify
the importance of the family’s relationship with
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the school and the community’s participation in the teaching-learning process, making the
relationship of these factors with the student’s intellectual performance, through a bibliographic
survey, and then a field study of descriptive character and qualitative approach, based on
observation, according to need and concern. The presence of parents at school is important to
help identify the student’s difficulties, both inside and outside the school. The approximation of
the family and community with the school, in relation to Science / Biology teaching is of great
value, since it relates the empirical and scientific knowledge.

KEYWORDS: School, Community, Family.

INTRODUCAO

A familia tem papel muito importante na parceria com a escola e a comunidade,
servindo como ponte para a relagdo, uma vez que muitos dos alunos de determinada
escola moram no mesmo bairro, é de suma importancia que a escola abra as portas para
que os pais e a populacédo venham participar e acompanhar do desenvolvimento intelectual
dos alunos.

Os pais e/ou responsaveis devem se sentir acolhidos pela escola de forma geral,
principalmente pelo setor pedagégico formando canais efetivos de comunicagdo com a
escola. Dessa forma, a escola aproxima a populacao, e cria reconhecimento e reputacéo
positiva junto a comunidade, fortalecendo o servico realizado pela escola. A comunidade,
de certa forma, participa e usufrui dos beneficios oferecidos pela escola.

A qualidade do ensino nas escolas publicas amapaenses é um tema complexo
e desafiador. Os futuros docentes precisam debater no meio académico sobre as
probleméticas que afligem nosso sistema educacional e propor solu¢gdes que possam
melhorar o processo ensino-aprendizagem.

Esse estudo buscou evidenciar um trabalho pedagodgico de qualidade na escola
Sonia Henriques Barreto sobre a importancia da relagdo da familia com a escola e a
participacdo da comunidade no processo de ensino-aprendizagem, realizando a relagédo
desses fatores com o desempenho intelectual do aluno. Uma vez que o espago do entorno
da Escola Estadual Prof.? Sonia Henriques Barreto (EEPSHB) pode influenciar diretamente
na relagdo escola/aluno/familia/comunidade. Onde as intempéries relacionadas a ocupacao
desordenada das margens do rio, assim como o modo de vida da populagédo do local,
podem influenciar diretamente nos aspectos comportamentais, e refletir no rendimento
escolar do aluno e, consequentemente, no processo de ensino-aprendizagem do mesmo.

REFERENCIAL TEORICO

Relacao Familia-Escola-Comunidade

Discutir a educagéo tem-se tornado algo de suma importéncia atualmente, com isso

o papel de educar torna-se muito pesado para estar s6 com a escola ou s6 com a familia,
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ambos sdo pontos principais que sustentam o individuo. Essa educacgéo partilhada ajuda
na construgéo do carater do cidadao consciente, que a sociedade busca a cada dia. Temos
primeiramente a educacao pela familia, seguida da escola e refletida na sociedade.

Familia e escola sdo as duas principais instituicbes que atuam no processo da
educacdo, ambas conduzem o individuo para que tenha um futuro préspero. Segundo a
Lei de Diretrizes e Bases (1996) no seu Art. 2°, diz que: “a educacao, dever da familia e
do estado, inspirada nos principios de liberdade e nos ideais de solidariedade humana,
tem por finalidade o pleno desenvolvimento do educando, seu preparo para o exercicio da
cidadania e sua qualificagéo para o trabalho”, tomando a familia de extrema relevancia na
aprendizagem e fortemente ligada a escola.

Segundo Ballenato (2009, p. 27), com a educacgédo se constréi uma sociedade,
constituindo “a pedra basilar sobre a qual assenta a convivéncia, o bem-estar e o progresso
social”. Com efeito, face aos multiplos desafios do futuro, a educagéo surge como um trunfo
indispensavel a humanidade, pelo seu papel essencial no desenvolvimento continuo das
sociedades, sendo uma necessidade e uma exigéncia a qual néo é possivel nem desejavel

escapar.

Fatores Escolares Associados ao Desempenho Escolar

Segundo Albernaz (2002), em sua pesquisa com base nos dados do Sistema
Nacional de Avaliacéo Bésica (SAEB) 1999, concluiu que os determinantes do desempenho
dos alunos do ensino fundamental de escolas publicas podem ser agrupando em duas
categorias: as caracteristicas dos fatores individuais e familiares e a categoria das variaveis
escolares.

As caracteristicas dos fatores individuais e familiares envolve o conjunto de
caracteristicas inerentes apenas a um individuo especificamente, pode-se citar, por
exemplo, a dedicacdo ao estudo, o comprometimento com a realizacdo das atividades
escolares, dentre outras. Ja a categoria das variaveis escolares, refere-se aos recursos
disponiveis para os individuos, afim de os auxiliarem na internalizagdo do conhecimento
por parte dos alunos, pode-se citar, por exemplo, a infraestrutura escolar, equipamentos

disponiveis na escola, recursos e técnicas didaticas empregadas, dentre outros.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no municipio de Laranjal do Jari, localizado no extremo
sul estado do Amapa, surgiu por conta da instalacdo de um projeto agroindustrial no final
dos anos 1960, causando forte impacto territorial, como a substituicao de florestas por
monocultura, e no sistema socioecondmico, gerando uma desorganizagdo das redes
comerciais do extrativismo (GREINSSING, 2010 P.49).

AEscola Estadual Professora Sénia Henriques Barreto foi a escolhida para realizagdo
das atividades. Fundada em 1974 (SEED) foi a primeira instituicdo de ensino municipal de
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Laranjal do Jari, presta servicos a comunidade ha 44 anos. Atende cerca de 1450 alunos
nas modalidades de Ensino Fundamental, Médio e EJA (Educacéo de Jovens e Adultos).

Trata-se de um levantamento bibliografico sobre a importancia da presenca familiar
na escola, e o seu papel na organizacdo na dindmica escolar. De acordo com aspectos
pertinentes presentes no Projeto Politico Pedagdgico (PPP) da EEPSHB, ao sugerir que
a escola aproxime a familia/comunidade na construcdo de um aprendizado/fazer coletivo.
Realizou-se também, um estudo de campo de carater descritivo com abordagem qualitativa,
baseada na observacdo, conforme a necessidade e preocupacdo em estudarmos os
processos complexos, sendo realizada a sua interpretacédo através do pesquisador.

Retratou-se com questionamentos subjetivos a relagéo familia-escola-comunidade,
com o objetivo que levantar discussdes que pudessem dar novos horizontes a tematica.
Tal abordagem n&o pode ser quantificada, pois segundo Minayo (2010) devemos atentar
para 0S processos sociais que pouco sao conhecidos referentes a grupos especificos,
proporcionando novas abordagens e conceitos durante a investigagéo.

A observagé@o ocorreu durante a realizagdo de reunides e plantdes pedagégicos
(com entrega de boletins), mediante entrevista informal com os pais e a comunidade em

geral, sobre como se dava a participagcdo da comunidade com relagdo a escola.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a realizagao de reunides e plantdes pedagdgicos observou-se que 0s pais
e/ou responsaveis sentiram-se bem e valorizados ao perceberem que a escola estava lhes
proporcionando opinar, trocar experiéncias, intervir e ter mais espacgo dentro da escola de
seus filhos, além do que, conhecer e conversar abertamente com a familia proporcionou
aos professores e a equipe pedagdgica conhecimentos a respeito dos alunos que so6 foi
possivel mediante as reunibes realizadas com mais descontragcdo, uma vez que muitos
pais ndo conseguem participar ativamente da vida escolar dos filhos.

Tais fatos corroboram com Zagury (2002 p.175), que diz que:

“Hoje, a aproximacdo da instituicdo educativa com a familia incita-nos a
repensar a especificidade de ambas no desenvolvimento. Sdo ainda muitos
os discursos sobre o tema que tratam a familia de modo contraditério,
considerando — a ora como refugio do aluno, ora como uma ameaca ao seu
pleno desenvolvimento”.

De acordo com alguns pais entrevistados informalmente, os mesmos veem os
professores como pessoas superiores a eles, os que lhes causava um certo receio para
aproximacao, e esse fato também contribuia para que os pais deixassem de participar da
vida escolar de seus filhos, ou até mesmo a se submeterem as exigéncias da escola sem
o poder de indagar ou expor suas necessidades, todos esses fatores eram barreiras para
o dialogo entre ambos.
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Dos resultados obtidos temos que a aplicagcdo de novos modelos de trabalho traz
diversos beneficios a escola enquanto formadores de pessoas, principalmente com relagéo
a aproximacgao da familia com a escola, que possibilitou tanto aos professores, a equipe
pedagdgica, os funcionérios, a direcao geral e auxiliares, e pais e alunos, com um dialogo
antes considerado dificil, principalmente para a familia.

Voltando a discusséo para o ensino de Ciéncias/Biologia, quando esta disciplina é
bem trabalhada em sala de aula ajuda os alunos em questbes cotidianas e faz com que
exercitem o raciocinio, e busquem o interesse gradativo pelo conhecimento (KRASILCHIK,
2000). O intuito de aproximar a familia e a comunidade de uma forma geral da escola, € de
grande importancia uma vez que podemos relacionar os conteddos de Ciéncias/Biologia a
vida diaria do aluno e as experiéncias por eles vividas, sendo que a familia e a comunidade
podem auxiliar no processo de ensino-aprendizagem, relacionando os contetdos com as
compreensdes do mundo, suas relacbes e demandas sociais.

Atualmente, é importante que no ensino da Ciéncias/Biologia haja uma ponte que
interligue questdes sociais, politicas e econdmicas com a ciéncia, tecnologia e sociedade
geral (LORENZETTI; DELIZOICOV, 2001), pois muitas vezes a realidade de um aluno é
muito diferente do que é aprendido no ambiente escolar, este fato acaba tornando as aulas
desinteressantes, sem significa ou até mesmo irrelevantes do ponto de vista do aluno
(OVIGLI; BERTUCCI, 2009).

A familia entdo passa a participar da escola, com intervengdes no processo
educacional, gerando mudancas de comportamento e aprendizado. A presenca dos pais
na escola é importante para ajudar a identificar as dificuldades do aluno, existentes dentro
e fora da escola (comunidade). Observou-se a oportunidade para se ampliar discussbes
sobre a relacdo escola- familia-comunidade, em &ambito nacional, complementando

trabalhos ja existentes.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Maranhao (2004, p.89-90) traz a tona a real importancia na relacao familia-escola,

em sua afirmacgéo:

“O que familia e escola julgavam suficiente no que tange a educacao, ja ndo
é. O ideal é que pais, professores e comunidade estreitem seus lagos e torne
a educacdo um processo coletivo. Mas nédo cabe aos professores educar os
pais. Seu alvo é o aluno, independente da histéria familiar que carrega e o
influencia”.
A heterogeneidade é um dos fatores que dificulta a interag@o escola-familia, tendo
em vista a necessidade de se repensar o tempo e o espago escolar, bem como, a formacao
de professores, de forma a garantir melhor qualidade de ensino. E importante a valorizagéo

da relagéo da escola com as familias e comunidade, onde as instituicdes devem buscar
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alternativas para o despertamento de interesse por parte.

A presente analise é relevante para a comunidade no entorno da escola, pois através
dele, seu trabalho tera direcionamento com base nas demandas apresentadas, para buscar
a garantia de uma melhor qualidade de vida aos moradores. O resultado de aprendizagem
dos alunos ¢ reflexo do envolvimento das familias na educacgéo dos filhos e participacéo
ativa na vida escolar do mesmo.

A aproximacado da familia e comunidade com a escola, em relagdo ao ensino de
Ciéncias/Biologia também & de grande valia, uma vez que os alunos podem trazer de casa
0 seu conhecimento empirico e este pode ser trabalhado em sala de aula pelos professores,
uma atividade que relaciona atividades do cotidiano dos discentes incorporados aos
embasamentos cientificos.
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COMPORTAMENTAL

RESUMO: Aclimatar organismos aquaticos a
serem utilizados em ensaios biol6gicos demanda
técnicasutilizadasparadeterminadofim,issoinclui,
tarefas desenvolvidas em sequéncias ordenadas,
por prioridades e ajustes, tais como, controles
de qualidade da &agua de manutencéo pelos
seguintes parametros: pH, temperatura, niveis de
oxigénio dissolvido na agua, alcalinidade, dureza,
salinidade, amoénia, e também do fotoperiodo.
Este relato de experiéncia buscou mencionar as
atividades de adaptacao de alevinos de tambaqui
(C. macropomum) desenvolvidas em biotério
e laboratério por académicas de graduagéo da
Universidade Federal do Oeste do Para em etapas
de preparacdo para a utilizacdo de modelos in
vivo nativos da regido amazdnica em ensaios
ecotoxicologicos. Objetivou através deste relato
demonstrar através de relato de experiéncia
a importancia das agbes desempenhadas em
biotério e laboratério envolvidas na aclimatagéo
dos peixes usados em ensaios ecotoxicologicos
em ambiente controlado. Foi realizado um
levantamento literario acerca da “importancia
dos métodos de aclimatacdo e manutencéo
de animais em ambientes controlados como
laboratérios” e foram aplicadas atividades
praticas/observacionais no dia a dia. Os
resultados in Iécus foram anotados durante
as atividades e expostos de forma descritiva.
Durante os periodos de ensaios experimentais
as atividades de aclimatagdo/manutencéo dos
organismos testes foram responsaveis em garantir
antecipadamente que estes fossem mantidos sob
as condigbes reguladas pelo guia 203 da OECD,
necessarias para experimentacédo de toxicidade
aguda com peixes. Apds 0 seguimento de todas
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os tramites necessarios para o preparo prévio dos animais a serem usados nos ensaios
experimentais, decorridos em duas etapas, fase de biotério e de laboratério, garantiu-se que
0s animais apresentassem os resultados esperados.

PALAVRAS - CHAVE: Aclimatacdo Aquética; Colossoma macropomum; Tambaqui;
Ecotoxicologia Comportamental Aquética; Biologia Experimental

ADAPTATION OF AMAZONIAN FISH IN A CONTROLLED ENVIRONMENT TO BE
USED IN BEHAVIORAL ECOTOXICOLOGY TESTS

ABSTRACT: Acclimating aquatic organisms to be used in biological tests requires techniques
used for a specific purpose, this includes tasks developed in sequences ordered by priorities
and adjustments, such as maintenance water quality controls by the following parameters: pH,
temperature, levels of oxygen dissolved in water, alkalinity, hardness, salinity, ammonia, and
also of the photoperiod. This experience report sought to mention the activities of adaptation of
tambaqui juvenile (C. macropomum) developed in a vivarium and laboratory by undergraduate
students from the Federal University of Western Para in stages of preparation for the use of in
vivo models native to the Amazon region. in ecotoxicological tests. The objective of this report
was to demonstrate through an experience report the importance of the actions performed in a
vivarium and laboratory involved in the acclimatization of fish used in ecotoxicological tests in
a controlled environment. A literary survey was carried out on the “importance of methods of
acclimatization and maintenance of animals in controlled environments such as laboratories”
and practical / observational activities were applied on a daily basis. The in locus results were
recorded during the activities and exposed descriptively. During the periods of experimental
tests, the activities of acclimatization / maintenance of the test organisms were responsible
for ensuring in advance that they were kept under the conditions regulated by the OECD
guide 203, necessary for the experimentation of acute toxicity with fish. After following all the
necessary procedures for the prior preparation of the animals to be used in the experimental
tests, which took place in two stages, the vivarium and laboratory phase, it was ensured that
the animals presented the expected results.

KEYWORDS: Acclimatization; Colossoma macropomum; Tambaqui; Aquatic Behavioral
Ecotoxicology. Experimental Biology.

Os organismos aquaticos da natureza usados como modelos experimentais in
vivo quando remanejados de seus habitat natural para ambientes controlados, como
biotérios ou laboratoérios, devem receber cuidados indispensaveis para obter o sucesso
desejado de sobrevivéncia (Zagatto e Bertoletti, 2006). Entretanto, necessitam serem
aclimatados e mantidos através do desenvolvimento de técnicas aplicadas, e algumas
vezes adaptadas de acordo com as necessidades percebidas. Este relato busca abordar e
atribuir a importancia dessas praticas laboratoriais para ensaios de Ecotoxicologia Aquatica
desenvolvidas no Laboratério de Quimica Aplicada a Toxicologia, Saneamento Ambiental e
Recursos Hidricos da Universidade Federal do Oeste do Para. A atuagcao em métodos de
aclimatacdo/manutencéo de peixes nativos da Regido Amazodnica, séo experiéncias vividas
baseadas nas atividades desempenhadas por alunas da iniciagdo cientifica, ingressas
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recentemente na graduacéo.

Os animais modelos aquaticos utilizados para os estudos conduzidos no laboratorio
supracitado séo espécies de peixe de facil adaptabilidade e nativas da Regido Amazoénica.
Algo que deve ser estabelecido antes da aquisicdo do organismo-teste é encontrar espécies
que possuam potencial destinado aos tipos de experimentos direcionados (Zagatto e
Bertoletti, 2006). Nesse caso, segundo a NBR 15088:04 (ABNT, 2004), as espécies
elegiveis necessitam possuir alguns pré-requisitos, tais como: (1) tamanho adequado aos
experimentos propostos, (2) baixo custo de manutencéo, (3) ubiquidade na regido, (4)
facilidade de reproducéo; e (5) tolerancia a uma faixa nao estreita de espectro de variagéo
de fatores abibticos. Téao logo, os estudos ecotoxicologicos que ocorrem no laboratério
geralmente estdo voltados para situacdes e/ou problemas voltados a contaminagbes
aquaticas de corpos hidricos relacionados a Amazénia. Por isso, preferencialmente, sdo
utilizados peixes nativos de facil acesso dessa regido, e atendendo a estes requisitos,
elegemos o alevino de tambaqui (Colossoma macropomum, Cuvier, 1816) para a descrigéo
neste trabalho como espécie modelo. O tambaqui é uma espécie nativa da regido
amazébnica. As caracteristicas descritas a seguir podem ser generalizadas para outras
potenciais espécies desta regido.

g

Figura 1: Juvenil de tambaqui (Colossoma macropomum). Autora: Soraia Santos

A primeira etapa que antecede um ensaio ecotoxicoloégico com peixes € a adequacao
do animal ao novo ambiente ao qual ele seré exposto, sob condi¢bes consideradas controles.
Estas condicbes sdo mimetizadas, primeiramente no biotério aquatico, onde é mantido o
controle bidtico e abibtico de qualidade da agua, dentro da faixa de tolerancia prépria da
espécie, como oxigenacao, temperatura, pH e fotoperiodo para manter a regulagédo do
ritmo circadiano. Tanto Navarro'? (2012) como Veras et al (2013) mencionam a influéncia
do relégio bioldgico dos peixes a ponto de afetar o ganho de peso, a ingestéo de alimentos,
eficiéncia alimentar, o gasto de energia, a atividade locomotora, a reprodu¢cdo bem como
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outros parametros fisiologicos relacionados ao estresse.

Os alevinos possuem peso médio de 1,02 +0,06g, e comprimento padrédo de
2,8+0,16cm. Os tanques de manutencdo destes animais no biotério aquatico sdo caixas
d’aguas de polietileno de 250 L, onde é mantido uma relacdo minima de 1 animal para cada
2 litro de agua, equiparados com oximetros com saidas de ar por mangueiras conectadas
com pedras porosas para a distribuicdo de oxigénio no meio, mensurado periodicamente
para ser mantido acima do valor minimo recomendado de 6,0mg/L. A temperatura da agua
apresentou variaveis entre 26 a 30 °C.

A agua utilizada na manutencgéao diaria foi de origem subterranea, oriunda de poco
artesiano, cujo pH era 4,2 a 4,5, e foi posteriormente corrigido com sal de Bicarbonato de
Sodio (NaHCO,) entre 6,8-7,5, 24h antes de ser utilizado com os animais.

Figura 2: Biotério Aquatico do Laboratério de Quimica Aplicada a Toxicologia, Saneamento
Ambiental e Recursos Hidricos
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Figura 3: Controle de temperatura no biotério

O controle biotico e abidtico realizado é a limpeza por sifonagem, que acontece
regularmente, com a retirada de impurezas da agua como restos de alimentos néo-
aproveitados e os dejetos dos animais como forma de controlar o nivel de amoénia tdxica
no local. Neste processo, cerca de 40% da agua é renovada, para equilibrar a acidificacao
da agua, o que garante o controle no acumulo de aménia nos tanques, além de manter um
equilibrio biolégico estabelecido por estes animais, uma relacdo simbi6tica com os micro-
organismos presentes no meio. Isso porque, sdo esses microrganismos os elementos que
nitrificam a amoénia, transformando-a em formas menos téxicas, o nitrito e o nitrato.

A alimentacdo € fornecida diariamente, em dois periodos, manhad e tarde,
recebendo ragdo balanceada em flocos para peixes, até que os individuos obtenham
0 peso e tamanho necessario para os testes (Dairik e Silva, 2011). Assim que o animal
possua todos os requisitos necessarios para os testes acontece o transporte do tanque
para os aquarios onde ocorrerdo os experimentos. Nesse processo os espécimes tém
seus sinais de respostas fisiolégicas como o batimento opercular acelerado observados
para serem usados como marcadores de bem estar, desse modo néo interferindo com os
seus comportamentos padrdes, pois, assim como na manutencdo e aclimatagéo, o “novo
ambiente controlado” em que os animais s&o expostos é regulado de acordo com protocolo
experimental de avaliacdo de toxicidade aguda, seguindo as normas de Numero 203 do

Guia de Testes Quimicos da Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento (OCDE).
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Figura 4: Aclimatacéo prévia nos aquarios: 24 horas antes dos ensaios

Finalmente, quando todos os processos supracitados estao cumpridos, 0os animais
estardo preparados para serem submetidos aos experimentos de toxicidade. Ao serem
expostos a um ambiente fora do padrao natural, passam a ser monitorados para anélise
de comportamento, desse modo o processo de aclimatacdo & essencial. Durante os
experimentos nos aquarios testes, sdo mensurados os parametros fisico-quimicos da
agua: pH, condutividade elétrica, temperatura, oxigénio dissolvido, alcalinidade, aménia
e dureza no decorrer dos testes utilizando instrumentos multiparamétricos. Desse modo,
tais atividades sdo muito imprescindiveis para a otimizacdo dos resultados no ambito
toxicolégico.
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Figura 6: Andlise da agua, utilizando o multiparametro de anélise de agua no laboratério

Foi possivel perceber como resultado das aprendizagens empiricas aliadas aos
conhecimentos cientificos adquiridos no decorrer atividades que os critérios estabelecidos
e desenvolvidos para manejar, aclimatar e manter os organismos-teste, sdo fatores
fundamentais, para atender a necessidade da matriz elementar dos parametros seguidos,
ndo sb para proporcionar o bem estar dos animais, mas com a intencao de minimizar
as condigbes variaveis externas, que possam causar interferéncias nos desempenhos
experimentais intrinsecas aos organismos. Uma vez que o ambiente acondicionado vai
molda-los para que detenham os requisitos exigidos pelo protocolo de experimentacéo
que esta sendo seguido. Desse modo, consegue-se diminuir o estresse ocasionado no
animal, minimizando a perda de material para andlise ao longo do estudo realizado. Vale
reiterar que Santos em 2010 referiu em seu trabalho sobre a necessidade e relevancia
dos ensaios utilizando peixes nativos da Regido Amazénica como ferramentas de estudo,
e isso tem se tornado cada vez mais promissor, por serem potenciais bioindicadores de
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qualidade de agua, e por sofrerem potenciais alteracdes neurobioldgica frente a exposicao
a contaminantes ambientais.

Por fim, € necessario que haja estudos laboratoriais para comprovar o efeito que o
ambiente possui sobre estes organismos, demonstrando o valor do bem-estar do animal
antes e durante os procedimentos experimentais. Este relato oportuno dar ideia dos
processos que precedem 0s ensaios bioldgicos de toxicidade e o papel importante que estes
desempenham para a adaptagé@o dos animais modelos utilizados, além do aprimoramento
das técnicas de manejo em testes ecotoxicologicos, como forma de fornecer uma base

mais solida para obter resultados mais otimizados.
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RESUMO: Acidentes domésticos estdo entre os principais responsaveis pelos elevados
indice de atendimentos, internagdes e morbimortalidade em todo o mundo, e séo 0os maiores
responsaveis pelos altos indices de mortalidade infantil segundo o Ministério da Saude (2012).
Em Santarém-PA, a situacéo foi percebida quando se observou um nimero de atendimentos
acima do normal. Em razao disso, foi escolhido pesquisar o perfil epidemiolégico de criancas
vitimas de acidentes na Unidade de Pronto Atendimento 24H no municipio de Santarém
no periodo de janeiro a margo de 2016. A pesquisa foi de carater quantitativo, descritivo e
retrospectivo. As informagdes foram obtidas a partir do banco de dados da UPA 24H. Foram
analisadas fichas de atendimentos de criangas de 0 aos 12 anos de idade vitimas de acidentes
domésticos. De todas as vitimas da faixa etaria referida foram encontradas 6.191 fichas, das
quais cerca de 9% (n=584) se enquadravam em algum tipo de acidente doméstico. Do total,
infantes do sexo masculino prevaleceu com 61% (n=356), em comparac¢ao ao sexo feminino
com 39% (n=228) dos casos. A queda foi o acidente doméstico predominante, com 42,97%
(n=251), seguida pelos cortes correspondendo a 20,89% (n=122), e corpo estranho com
13% (n=76). As criangas menores de 1 ano foram as menos atingidas com 3,76% (n=22), ao
lado da mais atingida que foram as criancas de 1 ano com 15,48% (n=87). A classificacéo de
risco de maior numero foi a de cor amarela com 47,60% (n=278) da totalidade, a segunda
mais frequente foi a verde com 45,71% (n=267). Depreende-se que a realidade do cenario
de acidentes domésticos em criancas na UPA24H de Santarém, Para, é semelhante a de
outras instituicdes, mas destaca-se escassez de publicagdes em torno desse eixo, que se faz
presente, mas pouco tratada como problema de satde publica em geral.

PALAVRAS - CHAVE: perfil epidemiolédgico; acidente domésticos; crianga;

ANALYSIS OF HOME ACCIDENTS IN CHILDREN IN A 24-HOUR EMERGENCY
CARE UNIT IN THE INTERIOR OF THE AMAZON

ABSTRACT: Domestic accidents are among the main responsible for the high rate of care,
hospitalizations and morbidity and mortality worldwide, and are the main responsible for the
high rates of infant mortality according to the Ministry of Health (2012). In Santarém-PA, the
situation was perceived when a number of above-normal visits were observed. As a result,
it was chosen to research the epidemiological profile of children victims of accidents in the
24-Hour Emergency Unit in the municipality of Santarém from January to March 2016. The
research was quantitative, descriptive and retrospective. The information was obtained from
the UPA 24H database. Care records of children from 0 to 12 years of age who were victims
of domestic accidents were analyzed. Of all the victims of the age group mentioned, 6,191
records were found, of which about 9% (n=584) were part of some type of domestic accident.
Of the total, male infants prevailed with 61% (n=356), compared to females with 39% (n=228)
of cases. The fall was the predominant domestic accident, with 42.97% (n=251), followed by

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 3 “


http://lattes.cnpq.br/4262155611734748

cuts corresponding to 20.89% (n = 122), and foreign body with 13% (n=76). Children under
1 year were the least affected with 3.76% (n=22), alongside the most affected children were
1 year old with 15.48% (n=87). The risk classification of the highest number was yellow with
47.60% (n=278) of the total, the second most frequent was green with 45.71% (n=267). It
is concluded that the reality of the scenario of domestic accidents in children in the 24-Hour
Emergency Unit in Santarém, Par4, is similar to that of other institutions, but there is a lack of
publications around this axis, which is present, but little treated as a problem of public health
in general.

KEYWORDS: health profile; accidents, home; child;

11 INTRODUGAO

Os Acidentes domésticos ocupam uma das principais causas de atendimentos,
internacdes e morbimortalidade em todo o mundo, e sdo os maiores responsaveis pelos
altos indices de mortalidade infantil. (CORDERO ABAD et. al., 1989; SCHVARTSMAN,
1987; SANTOS, 1988; JONES, 1993). A crenca de que é fundamental para o crescimento e
aprendizado da crian¢a as pequenas quedas, escoriacoes e lesdes, ndo desperta na familia
o cuidado preventivo. A profilaxia geralmente é realmente tomada, depois de ocorridos que
atingem diretamente o estado fisico da crianca, capaz de produzir um sentimento de perda
na familia (SOUZA et al, 2000).

Os acidentes domésticos tem ligacdo ao perfil socioecondmico da crianca, bem
como a sua idade, geralmente os maiores indices se encontram na fase de 0 a 5 anos de
idade, onde a crianca estd numa fase de curiosidade agucgada, descobertas do mundo a
sua volta e aprendizado. Deste modo, nesta fase se concentra os maiores ocorridos quanto
a queimaduras, quedas, intoxicacdes exbégenas e introdugéo de corpos estranhos (SOUZA,
1997).

Portanto, cabe & familia os cuidados em garantir um ambiente saudavel e seguro
para o desenvolvimento dessas criancas. Ndo se esquecendo, pois, que os cuidados com
a saude visam estabelecer a harmonia do ser humano com seu micro e macro ambiente.
Os fatores de risco podem comprometer o bom desenvolvimento da crianga, que podem
ocasionar 0s mais variados acidentes e, em alguns casos, originar lesdes e sequelas
irreversiveis (MARCONDES et. al., 1987; SOUZA, 1997).

Desse modo, objetiva-se tracar perfil epidemioldégico dos acidentes domésticos
em criancas de 0 a 12 anos de idade nos atendimentos nas urgéncias e emergéncias da
Unidade de Pronto Atendimento 24H do municipio de Santarém de janeiro a margo de
2016.

21 METODOS

A pesquisa foi feita no banco de dados da Unidade de Pronto Atendimento 24 H,

sendo, portanto, quantitativo descrito, de delineamento transversal. Foi realizado coleta
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de dados por meio de prontuarios de pacientes vinculados a unidade com idade de 0 a 12
anos no periodo de janeiro a marco de 2016 no municipio de Santarém, Par4. Adotou-se
como critério de inclusdo pacientes com a referida idade, atendidas na unidade, dentro
espaco de tempo descrito acima, e foram excluidos aqueles que possuiam sintomatologia,
diagnosticos ou quaisquer condi¢cdes que proporcionariam um acidente doméstico, bem
como pacientes inseridos na atengdo basica, Pronto Socorro e Hospital Municipal ou
privados no municipio.

Pesquisa apresenta como risco realizar subestimag¢do ou superestimacédo da taxa
de acidentes domésticos na faixa etaria analisada. Para tanto, € preciso reconhecer que a
taxa a ser obtida pode néo corresponder a area do municipio em sua totalidade. Os dados
foram processados por meio de recursos de estatistica descritiva e quantificados a partir de
frequéncia absoluta por uso do programa Excel (Microsoft for Windows — 2010).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Verifica-se que de um total de 6.191 fichas e prontuarios avaliados de criangas do 0
aos 12 anos, os acidentes domésticos perfazem 584, o que corresponde a 9% do total de
acordo com o grafico 1. Filbcomo (2002) encontrou resultados semelhantes em seu estudo,
no qual 10% dos atendimentos foi motivado por acidentes domésticos em Pronto Socorro
Infantil em Sao Paulo. Souza e Barroso, 1995, mostrou um cenario distinto, com 30,5% das
criangas admitidas na unidade de internagédo pediatrica em um hospital publico do Ceara
haviam sido vitimas de acidentes domésticos.

WACIDENTES  BNAO ACIDENTES

Grafico 1 — Comparagéao entre o nimero de acidentes domésticos e ndo-domésticos atendidos
na Unidade de Pronto Atendimento 24H (UPA) no municipio de Santarém no primeiro trimestre
de 2016.

Fonte: Dados da pesquisa 2016
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Apesar de o numero de acidentes domésticos ser inferior em relag@o ao total, sdo
causas de morbimortalidade que podem ser evitadas por projetos educativos, e que nao
necessariamente dependem de sazonalidade visto que ao longo dos meses a quantidade
permanece constante, enquanto que as demais causas aumentaram ao longo dos meses
como pode ser visto no grafico 2.
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Grafico 2- Numero de acidentes domésticos e de casos que ndo sao acidentes no primeiro
trimestre de 2016.

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

O sexo masculino foram os mais acometidos por acidentes domésticos, 61% (n=356),
em comparagao com o sexo feminino 39% (n=228). Sao dados que confirmam outro estudo
realizado no Hospital das Clinicas da Universidade de Campinas, no qual se viu prevaléncia
de 62,1% de meninos (BARACAT et al, 2000). Uma possivel justificativa reside na diferenca
de criagcdo de meninas e meninos, sendo eles estimulados a brincadeiras agitadas tais
como lutas, esportes, carros, culminando em maior vulnerabilidade a acidentes domésticos
(MARINOVA, 2003).

EFEMININO B MASCULINO

Gréfico 3- Distribuicdo das vitimas de acidentes domésticos de 0 aos 12 anos na Unidade
de Pronto Atendimento (UPA) do municipio de Santarém nos trés primeiros meses de 2016
segundo o sexo.

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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No presente estudo, a queda prevaleceu como o acidente majoritario, abrangendo
42,97% de todos os casos — tabela 1. Estudo semelhante realizado em um pronto socorro
infantil demonstrou resultados semelhantes, com 46% atribuido a queda (FILOCOMO etal,
2002). Outra pesquisa aplicada na cidade de Ribeirdo Preto constatou que 47,92% eram
vitimas de queda (DEL CIAMPO et al, 1997). Ademais, estudo conduzido em 2 postos de
assisténcia basica da periferia da cidade de Sao Paulo verificou que quedas correspondeu
a 54,1% da totalidade, porém, as custas de maior acometimento do sexo feminino, o que
diverge dos resultados do presente estudo — tabela 1.

A importancia da queda consiste em representar um importante causa de
morbimortalidade. E possivel observar por meio dos dados do DATASUS que 443 criangas
e adolescentes de 0-19 anos morreram devido tal injuria, e uma possivel explicacéo
para expressivos indices se apoia no fato que a crianca desenvolve gradativamente sua
capacidade psicomotora, gerando curiosidades no processo de descobertas no mundo,
alcancado mobilias domesticas propicias a deflagrar um acidente doméstico (BRASIL,
2002). As medidas simples como manter crianga bem segura no colo do adulto, ter grades
protetoras e observar adequacédo da altura da cama ou do bergo, corrimdo bilateral em
escadas, piso antiderrapante, bem como observar bem os tipos de brinquedos usados pelos
filhos sdo possiveis estratégias de prevencdo contra quedas (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE PEDIATRIA, 2003).

Feminino Masculing TOTAL
M % M Y%
Afogamento 2 66,67 % 1 33,33% 3
Carpo estranho 34 44 74% 42 55,26% 76
Corte 32 26,23% 90 T3.77% 122
Ingestio de substdncia toxica 10 52,63% 9 47.37% 19
Mordida por animal 12 34 29% 23 65,71% 35
Perfuracdo 8 24 24% 25 T75,76% 33
Queda 107 42 63% 144 57,37T% 251
Queimadura 4 33,33% 8 66,67% 12
Trauma 15 57.58% 14 42 42% 33
TOTAL 228 - 356 - 584
IDADE N %
=1 ANO 22 3,76%
1 ANO ar 15,48%
2 ANOS 70 12,46%
3 ANCS 73 12,99%
4 ANCS 47 8,36%
5 ANOS 44 7,83%
G ANCS 36 6,41%
7 ANCS 41 7,30%
8 ANCS 41 7,30%
9 ANCS 23 4 09%
10 ANOS 41 7,30%
11 ANOS a3 587%
12 ANOS 26 4 63%
TOTAL h84 100%

Tabela 1 - Tipo de acidentes domésticos na Unidade de Pronto Atendimento 24H (UPA) no
municipio de Santarém segundo o sexo e o nimero de acidentes de acordo com a idade.

Fontes: Dados da pesquisa, 2016.
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Gréfico 4 —-Comparacéo entre o nimero de acidentes totais e os indices de queda registrados
na Unidade de Pronto Atendimento 24H (UPA) no municipio de Santarém nos trés primeiros
meses de 2016.

Fonte: Dados da pesquisa, 2016

E possivel identificar predominancia dos acidentes domésticos em criangas de 1 ano
de idade, com 15,48% (n=87) e a menor frequéncia ficou concentrado em menores de 1
ano, com 8 do sexo masculino, e 14 do feminino, resultando em 3,76% (n=22) da totalidade
— grafico 4. A baixa quantidade de casos nessa idade se deve a maior vigilancia dos pais
e familiares, a limitagcéo a atividades de andar, correr, ou segurar objetos (UNGLERT et al,
1987). Contudo, é importante ressaltar que a falta de maturidade fisica e mental, a falta de
experiéncia para evitar situacées perigosas bem como tendéncia a imitar comportamentos
de adultos, falta de nogéo corporal e de espaco e auséncia de coordenag¢dao motora podem
ser determinantes nos indices de vitimas de acidentes domésticos na faixa etaria mais
acometida (DEL CIAMPO et al, 1996; FONSECA et al, 2002; LARSSON et al, 1996).

I
trauma

queimadura 1

queda
perfuragio

mordida de animal

ingestdo de substancia toxica ™
corte

corpo estranho

afogamento

0 20 40 60 80 100 120 140

mverde amarela

Grafico 6 — Relagdo entre os tipos de acidentes domésticos e as classificacdes de risco
amarela e verde nos meses de janeiro, fevereiro e marco de 2016 na Unidade de Pronto
Atendimento 24H (UPA) no municipio de Santarém.

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Afim de viabilizar o atendimento corretamente prioritario de acordo a gravidade
dos seus usuarios, o atendimento da Unidade de Pronto Atendimento é organizado pela
classificagcdao de risco pelo Sistema Manchester, em que ocorre sinalizacdo por eixos,
dividido em cores (vermelho e azul) e areas (vermelha, amarela, verde e azul) que
evidencia gravidade clinica e risco de vida (GRUPO BRASILEIRO DE CLASSIFICACAO
DE RISCO, 2017). Nesse sentido, a classificagdo mais recorrente foi a amarela com 47,6%
(n=278), seguida pela classificacdo verde que correspondia a 45,72% (n=267), azul com
2,74% (n=16) e a vermelha com 1,54% (n=9). Nos estudos também foram encontradas
dificuldade quanto a falta de informagéo acerca da classificagdo de risco, com 2,40%
(n=14). Em relacao as duas maiores classificacdes, amarela e verde, percebemos (Grafico
6) que os acidentes domésticos como a queda, a queimadura, a ingestdo de substancia
toxica, afogamento e corte foram 0s que se apresentaram mais urgentes e receberam a
classificacdo amarela

41 CONCLUSAO

Através da pesquisa realizada na Unidade de Pronto Atendimento 24H, com foco
em criancas de 0 a 12 anos de idade acometidas por acidentes domeésticos, verificou-se
que das 6.141 fichas analisadas de crian¢as nessa faixa etaria, 9% (n=584) do total foram
vitimas de injuria acidental doméstica. A partir disso, consideramos relevante tal resultado
visto que, ao longo da inféncia, a crianga esta suscetivel a uma grande variedade de casos
patologicos, e fazer a constatagéo disso nos permitiu afirmar que tal problematica merece
ser tratada como um problema de saude publica e merece aten¢do do ESFs e de varios
segmentos da populagéo, considerando a possibilidade de ser evitada mediante didlogos,
orientacdes e informagoes.

Ademais, constatamos um indice significativamente constante de acidentes
domésticos infantis ao longo dos trés meses verificados. A analise do género mais
acometido dentro da referida faixa etaria indicou o sexo masculino como mais suscetivel a
maioria dos tipos de injurias acidentes no ambiente domiciliar, e isso se traduz quando 61%
(n=356) do total de criancas sé@o meninos e o restante 39% (n=228) sdo meninas. Tal indice
pode nortear orientagdes de atencdo basica de saude aos pais e responsaveis no intuito
de contornar essa realidade.

Ao analisarmos a variavel idade, percebemos um numero significativamente reduzido
de criangas menores de 1 ano, mas, de modo abrupto, o indice aumenta e atinge o seu
apice em criangas de 1 ano de idade com 15,48% e decresce continuamente. Enfatizamos a
necessidade de se desenvolver pesquisas possuindo como tema a problematica abordada,
pois, acidentes domésticos acontecem quase a todo momento e a todo lugar, podem causar

morbimortalidades, porém, possuem ampla chance de serem evitados.
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RESUMO: As plantas vendo cada vez mais
utilizadas para fins medicinais devido suas
diversas propriedades, portanto este trabalho
visou avaliar a bioatividade anticoagulante e
antimicrobiana dos extratos das plantas Cordia
salicifolia e Chrysobalanus icaco L. sobre cepas
padrdes de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Enterococcus faecalis. Trata-se de uma
pesquisa que verifica se o0s extratos brutos
obtidos através dos solventes hexano, metanol
e acetato de etila das plantas Cordia salicifolia
e Chrysobalanus icaco L. possuem algum
potencial antimicrobiano através de testes por
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em cepas
padrées de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e Enterococcus faecalis pelo método de
difusdo em disco, e uma possivel atividade
anticoagulante, avaliando tanto a via extrinseca —
pelo teste de Tempo de Protrombina (TP), como a
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via intrinseca — pelo teste de Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (TTPa). Os resultados
antimicrobianos mostraram que em todas as concentra¢des dos extratos, em ambas as
plantas, ndo houve o surgimento de halos inibitérios, apontando que os extratos ndo possuem
nenhum efeito sofre as cepas testadas. Quanto aos testes de coagulagdo, os resultados
de TP néo se alteraram frente aos extratos hexénico de ambas as plantas, no entanto o
extrato metandlico ampliou o tempo de coagulacdo de 3 a 4 vezes a mais que os valores de
referéncia. No teste de TTPa, o extrato hexanico da planta Chrysobalanus icaco L. reduziu
o tempo de coagulacdo em todas as concentracbes testadas, apresentando um resultado
satisfatério como possivel pr6 coagulante. O presente trabalho demonstrou que as espécies
vegetais pesquisadas apesar de ndo apresentarem potencial como agente antimicrobiano
aos microrganismos testados, detém respostas relevantes de ambas as plantas frente a
coagulacgéo, sendo de grande valia, uma vez que o presente estudo colaborou para amplificar
0s conhecimentos a respeito das atividades das plantas desse estudo.

PALAVRAS - CHAVE: Plantas medicinais. Cordia salicifolia. Chrysobalanus icaco L.
Antimicrobiano. Anticoagulante

EVALUATION OF ANTICOAGULANT AND ANTIMICROBIAL BIOACTIVITY OF
DIFFERENT PLANT EXTRACTS CORDIA SALICIFOLIA AND CHRYSOBALANUS
ICACO L

ABSTRACT: The plants seeing increasingly used for medical purposes due to their various
properties, so this work aimed to evaluate the anticoagulant and antimicrobial bioactivity
of the plant extracts Cordia salicifolia and Chrysobalanus icaco L. on standard strains of
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and Enterococcus faecalis. This is a research that
checks whether the raw extracts obtained through the solvents hexane, methanol and ethyl
acetate of the plants Cordia salicycholia and Chrysobalanus icaco L. has any antimicrobial
potential through Minimum Inhibitory Concentration (MIC) testing in models of Staphylococcus
aureus, Escherichia coli and Enterococcus faecalis by the disk diffusion method, and an
anticoagulant activity, evaluating either extrinsically - by the Prothrombin Time test (PT) or
intrinsically - by the Thromboplastin time test Activated Partial (TTaP). The antimicrobial
results show that all extracts concentrationss, of both plants, did not show any inhibiting halos,
pointing out that the extracts do not have any effect on the strains tested. As for coagulation
tests, the PT results do not change in front of hexane extracts of both plants, however,
the methanolic extract expladed coagulation time oh 3 to 4 times the refernce values. At
TTaP test, hexane extract from the Chrysobalanus icaco L. plant reduces clotting time in all
samples tested, exhibiting a satisfactory result as a possible coagulant. Thus the present work
demonstrated that the researched plant species, although not having potential as antimicrobial
agent for the rested microrganisms, detects relevant responses for both plants when facing
coagulation, being of great value, since this study helped to amplify knowledge regarding the
plant activities of this study.

KEYWORDS: Medicinal plants. Cordia salicifolia. Chrysobalanus icaco L. Antimicrobial.
Anticoagulant.
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11 INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais vem desde os tempos remotos, em que os humanos
analisavam fenémenos da natureza buscando solugdes que lhe aliviassem o sofrimento
ou compreender uma determinada circunstancia. Com o uso de plantas medicinais,
perceberam que algumas delas tinham em suas esséncias, principios ativos que ao serem
utilizados combatiam doencgas, revelando dessa forma seu poder curativo (MONTEIRO;
BRANDELLI, 2017).

Recentemente, o interesse por plantas fitoterapicas para uso medicinal vem
crescendo consideravelmente em todo o mundo, principalmente no Brasil, uma vez que
ha estudos experimentais que confirmam as suas propriedades terapéuticas relatadas
(MONTEIRO; BRANDELLI, 2017).

Neste sentido, uma tendéncia multidisciplinar, envolvendo aspectos do
conhecimento botanico, fitoquimico, farmacologico e toxicolégico de preparagbes vegetais
e seus principais constituintes quimicos, tem sido considerada como uma necessidade
para explorar de maneira eficiente o potencial farmacologico da rica flora existente em
nosso pais. Hoje em dia, os estudos com plantas medicinais no Brasil estdo principalmente
centrados nas Universidades (VEIGA JR; MELLO, 2008).

Uma das plantas de estudo neste artigo é a espécie Cordia salicifolia, considerada
medicinal muito utilizada e popularmente conhecida pelos nomes de cha-de-bugre e
porangaba, possui diversas finalidades, como auxiliar no controle da obesidade, diurese
e diminuicéo dos niveis de colesterol total no organismo. Seu potencial antioxidante se da
a presenca de alantoina em sua composi¢éo, produto final do metabolismo (ASSONUMA,
2009).

Além disso, foi observado que, através do extrato alcodlico parcialmente purificado
da Cordia salicifolia, € possivel ocasionar um efeito inibitério sobre o virus herpes simplex
tipo 1, por reduzir sua penetracdo no organismo (ALEXANDRE et al., 2018). Quanto ao
fato do suposto emagrecimento, acontece devido a diminuicédo dos niveis de liquidos no
organismo através da diurese que a planta estimula, ocasionando a perda de medidas, no
entanto, ndo ha estudos que comprovem a redugao de gordura (FRYDMAN et al., 2008).
Todavia pouco se sabe sobre os principios ativos responsaveis pelos efeitos fitoterapicos
dos extratos de Cordia salicifolia utilizado para o tratamento antimicrobiano e/ou coagulagéo
(MORAIS, 2015; BADANAI, 2011).

Apesar de possuir indicacdo na medicina tradicional para o tratamento de diversas
doencas, existem poucos estudos sobre a familia Chrysobalanaceae, tanto fitoquimicos
quanto farmacologicos, que podem expressar maior potencial terapéutico dessas espécies
e substancias quimicas. E desta familia foi escolhido a segunda planta para estudo, a
espécie Chrysobalanus icaco L., também conhecido como abajeru, € utilizada pela medicina
popular para o tratamento de leucorreia, sangramento e diarreia crénica, além de ser um
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bom diurético, hipoglicémico e antiangiogénico. No norte do Brasil, a sua raiz tem fungéo
no tratamento do diabetes (FEITOSA; XAVIER; RANDAU, 2012).

Essa planta, antigamente, era utilizada para tingir, endurecer e tornar as redes
usadas para pesca mais duradouras e resistentes. Suas raizes, cascas e folhas tem
caracteristicas adstringentes e possuem utilidade para o tratamento de disenterias, catarro
de bexiga, leucorreias e pedras nos rins. O fruto originado, que possui uma polpa branca
e adocicada, é comestivel, e até mesmo usado como doces e em conserva em feitas e
mercados de alguns paises. Seu 6dleo tinha a finalidade de emulséo antidiarreica e para
unguentos. Pode ser utilizado como agente antitumoral, além grande aliando contra
0 combate ao diabetes mellitus. Além de, na América do Norte, ser usada como planta
ornamental (SILVA; PEIXOTO, 2009).

No que diz respeito a coagulacdo sanguinea, as referéncias sobre a trombose
estdo presentes na literatura médica demonstrando a importancia clinica do fenémeno
tromboembdlico que aumentou progressivamente podendo ocorrer em escala endémica,
demostrando que a trombose € um problema grave em quase todos os campos da medicina
(BUENO NETO et al., 2013).

As drogas inibidoras da coagulagéo utilizadas no momento para terapéutica das
tromboses, apresentam uma serie de desvantagens e, como ja foi referido, nenhuma
€ suficientemente ativa e segura, sendo descrita a resisténcia a sua agao e alto risco
hemorragico (FRANCES et al., 2016).

Esses motivos tém levado a uma intensa pesquisa com a finalidade de conseguir
antitrombéticos ideais, eficazes, sem risco hemorragico, com poucos efeitos colaterais, de
facil administragcdo (WEITZ; BATES, 2005), justificando as pesquisas por novas drogas e/
ou compostos com potenciais terapéuticos.

Junto a isso, existe a susceptibilidade do homem em se infectar por bactérias,
muita das vezes patogénicas. E quanto a isso, tem-se diversos antibiéticos que atuam no
combate a esses microrganismos, no entanto, devido ao uso destes sem prescricdo médica,
ocasionou a selecdo natural e com ela o surgimento das bactérias super-resistentes, que
por terem alta patogenicidade e toxicidade sdo mais relutantes ao uso dos antibiéticos, ndo
conseguindo extermina-los. Portanto, torna-se interessante a busca por novas formas de
combate as diversas bactérias. Além disso, seria atrativo encontrar em plantas fitoterapicas
um novo meio de enfrentar esse mal que séo as bactérias e as superbactérias (BARBOSA;
SANTOS, 2018).

Tais fatores justificam a realizacdo dessa pesquisa com o intuito avaliar a bioatividade
anticoagulante e antimicrobiana dos extratos das plantas Cordia salicifolia e Chrysobalanus
icaco L. sobre cepas padrbes de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus
faecalis.
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21 METODOLOGIA

O estudo consistiu na obtencdo dos extratos das plantas Cordia salicifolia e
Chrysobalanus icaco L através dos solventes hexano, metanol e acetato de etila. Esses
solventes foram escolhidos por apresentarem solubilidades diferentes, sendo o hexano
uma mistura de hidrocarbonetos saturados, ndo sendo sollvel em agua, mas sim em
solventes orgénicos (PORTANTIOLO, 2011), o metanol sendo miscivel em agua por
apresentar pequenas moléculas como o grupo OH (grupo caracteristico dos alcoois) que
formam ligacbes de hidrogénio com a agua (JOVELINO et al., 2015), e o acetato de etila
imiscivel em agua e miscivel com hidrocarbonetos, cetonas, alcoois, benzeno, cloroférmio
e ésteres (QUIMESP, 2017).

A extracdo foi realizada com o apoio do coordenador do programam de pos-
graduacao em Ciéncias da Universidade de Franca (UNIFRAN) do estado de Sao Paulo e
de seus alunos.

O método consistiu em realizar a pesagem do material vegetal, totalizando 300g de
cada espécie e em seguida, feito a moagem e pesado novamente. A extracéo foi realizada
a partir de 3 solventes diferentes (hexano, metanol e acetato de etila), em que as folhas ja
moidas foram submetidas a extracdo por exaustéo (particdo soélido/liquido) por 3 dias em
temperatura ambiente. As solu¢des foram passadas em rotaevaporador para a maxima
retirada do solvente e obtencé@o do extrato bruto final sem a presenca de fibras vegetais.

Para a obtencéo das diferentes concentragdes dos extratos brutos a serem testados,
foram realizadas diluicbes seriadas partindo de uma solugdo mae (1/1 (2000ug/mL)
contendo 2mg de cada extrato em estudo para 1 ml de seu respectivo solvente (hexano,
metanol e acetato de etila); as proximas diluices apresentam 500 uL da solugéo anterior
dispersas em 500 pL do solvente (1/2 (1000 pg\mL); 1/4 (500 pg\mL); 1/8 (250 pg\mL); 1/16
(125 pg\mL); 1/32 (62,5 pg\mL); 1/64 (31,2 pg\mL)).

O trabalho em questé@o envolvia a coleta venosa de voluntarios para a realizagao
dos ensaios de coagulagéo, portanto foi submetido a Plataforma Brasil para apreciacéo
ética tendo o numero de Certificado de Apresentagdo de Apreciagdo Etica como
14323219.2.0000.5525.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos das plantas Cordia
salicifolia e Chrysobalanus icaco L. obtidos por hexano, metanol e acetato de etila,
0s microrganismos utilizados foram cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 35218 e Enterococcus faecalis ATCC 29212 adquiridos por doacao
da Santa Casa de Misericérdia de Passos — MG. Os microrganismos foram repicados em
agar Mueller — Hinton e incubados a 37°C por 24 horas antes do experimento.

Para o preparo do in6culo, as culturas de cada microrganismo foram transferidas
para tubos de ensaio contendo 2 mL de salina estéril até obtencao de turbidez equivalente
a metade da escala 1,0 de MacFarland.
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A analise dos possiveis efeitos em ensaios microbianos “in vitro” foi feita através
da determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) em cepas padrdes de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis pelo método de difusao
em disco.

Para o processo do antibiograma foi utilizado, como padréo, o manual da Laborclin
(2011), que permite adeteccaodasensibilidade das bactériasemrelacao aos antimicrobianos,
também denominados como TSA (Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos). Os antibioticos
escolhidos foram Vancomicina para a cepa de Staphylococcus aureus, Ampicilina para a
cepa de Escherichia coli e Penicilina para a cepa de Enterococcus faecalis.

Quanto aos possiveis efeitos na coagulagéo “in vitro”foi realizado ensaios do Tempo
de Protrombina — TP para avaliar a via extrinseca e do Tempo de Tromboplastina Parcial
ativada — TTPa para avaliar a via intrinseca, utilizando plasmas sanguineos humanos (“pool”
de 15 doadores), os quais assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido — TCLE.
Os plasmas passaram por testes de qualidade onde foram feitas analises de bioquimica
buscando a garantia que esses doadores apresentavam valores dos testes de coagulagéo
normais (0s valores foram utilizados como grupo controle).

A comparacéo feita entre os diferentes grupos, nos modelos utilizados neste trabalho
foram expressos como média + erro padrao da media (éEPM.) e analisados estatisticamente
por Analise de Variancia (ANOVA). O indice de significancia considerado foi determinado
por Kruskall-Wallis e complementado pelos testes de comparacdes mdultiplas de Dunn e
Tukey, o indice fixado foi de (5%) p< 0,05.

31 RESULTADOS

3.1 Obtencao dos extratos

Para a obtencao dos extratos a partir dos solventes hexano, metanol e acetato de
etila, primeiramente foram feitas as pesagens de 300g das folhas secas das plantas Cordia
salicifolia e Chrysobalanus icaco L. utilizando uma balanga analitica.

Apds a pesagem, as folhas foram trituradas por moagem em aparelho MA680
Marconi e novamente pesadas, sendo da Porangaba (Cordia salicifolia), apresentando
um peso final de 275g (91,6% de aproveitamento) e do Abajeru (Chrysobalanus icaco
L.) o valor de 295¢g (98,3% de aproveitamento) (Tabela 1). Essa quantidade foi dividida
igualmente entre trés erlenmeyers, obtendo 91g da folha moida de Porangaba em cada
frasco e 98g do Abajeru em cada frasco. Em cada um dos erlenmeyers foi adicionado 1
litro (L) de solvente (hexano, metanol e acetato de etila, respectivamente), totalizando seis
extragdes diferentes.
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Plantas Quantidade total de Porcentagem total de

aproveitamento de folha moida folha moida (%)
(g)
Porangaba (Cordia salicifolia) 275 91,6
Abajeru (Chrysobalanus icaco 295 98,3

L)

Tabela 1 — Quantidade total de aproveitamento de folhas moidas, em gramas e porcentagem,
das plantas Porangaba e Abajeru.

Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.

Ap6s a adicdo dos solventes, as folhas das plantas Porangaba e Abajeru foram
submetidas a extragédo por exaustao (particdo soélido/liquido) por trés dias.

As solucdes foram passadas em rotaevaporador e obtido o extrato bruto sem as
fibras vegetais de ambas as plantas de estudo, as quantidades de cada um dos extratos
das plantas, tanto em gramas quanto em porcentagem, estao descritas nas tabelas abaixo
(Tabela 2 e Tabela 3).

Sblventes Quantidade de extrato obtido  Porcentagem de extrato obtido (%)
{e)]
Hexano 32,3809 35,58
Metanol 80,1555 88,08
Acetato de etila 29,9983 32,96

Tabela 2 — Quantidade obtida, em gramas e porcentagem, de cada um dos extratos com
os respectivos solventes (hexano, metanol e acetato de etila) da planta Porangaba (Cordia
salicifolia).

Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.

Solventes Quantidade de extrato obtido  Porcentagem de extrato obtido (%)
(9)
Hexano 31,3337 31,97
Metanol 85,0448 86,78
Acetato de etila 32,5745 33,24

Tabela 3 - Quantidade obtida, em gramas e porcentagem, de cada um dos extratos com os
respectivos solventes (hexano, metanol e acetato de etila) da planta Abajeru (Chrysobalanus
icaco L.).

Fonte: Elaborada pelos autores, 2019.

3.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para a avaliagédo da atividade antimicrobiana foi determinada a Concentracéo
Inibitéria Minima através do uso de discos estéreis contendo diferentes concentragbes de
extratos a serem analisados e os resultados foram observados através da analise dos
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halos de inibicdo. Segundo a Clinical and Laboratory Standards Institute (2011), quando
determinada cepa tem a capacidade de ser tratada adequadamente com a dose do agente
antimicrobiano recomendada para este tipo de infeccdo, a cepa é considerada sensivel,
em contrapartida, para uma cepa ser considerada resistente ndo ha a presenca de halos
de inibicdo ocasionados pelas concentracdes dos agentes antimicrobianos quando usados
para fins terapéuticos habituais.

Os resultados obtidos das plantas Cordia salicifolia e Chrysobalanus icaco L.
analisados frente a cepa padrdo de Staphylococcus aureus podem ser observados na
Tabela 4 e Tabela 5 e através de representagdes do experimento realizado em meio Mueller
Hinton. Se tratando de controle positivo (antibiético Vancomicina) apresentou valores
esperados de sensibilidade frente aos extratos com os solventes hexano, metanol e acetato
de etila, com halos de 20 mm, 18 mm e 18 mm, respectivamente, para Cordia Salicifolia
e halos de 18 mm, 20 mm e 18 mm, respectivamente, para Chrysobalanus icaco L. Ao
falarmos de controle negativo, utilizando apenas os solventes hexano, metanol e acetato
de etila, também apresentaram valores dentro do esperado por ndo ocasionar qualquer
acao sobre a bactéria, ou seja, ndo houve crescimento de halos.

Quanto as sete diferentes concentracdes dos trés extratos, pode-se observar que
ambos ndo apresentaram susceptibilidade diante a agéo dos extratos da Cordia salicifolia
e Chrysobalanus icaco L., uma vez que ndo apresentaram halos de inibicdo, diametro de
0 mm.

Desta forma, afirma-se que a cepa de Staphylococcus aureus apresenta certa

resisténcia aos extratos testados nas diferentes concentragoes.

Staphylococcus aureus — Didmetro dos halos

Concentracdes Hexano Metanol Acetato
Vancomicina 20 mm 18 mm 18 mm
2000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
1000 pg/mL 0mm 0mm 0 mm
500 pg/mL 0mm 0 mm 0mm
250 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
125 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
62,5 pg/mL 0 mm 0 mm 0mm
31,2 pg/mL 0mm 0 mm 0mm
Controle 0 mm 0 mm 0 mm

Tabela 4 — Avaliagdo da concentragéo inibitéria minima dos extratos da Cordia salicifolia frente
a Staphylococcus aureus.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a vancomicina Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente — menor
ouiguala 17 mm

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.
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Staphylococcus aureus — Diametro dos halos

Concentracées Hexano Metanol Acetato
Vancomicina 18 mm 20 mm 18 mm
2000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
1000 pg/mL 0 mm 0 mm 0mm
500 pg/mL 0 mm 0 mm 0mm
250 ug/mL 0 mm 0 mm 0 mm
125 ug/mL 0 mm 0 mm 0 mm
62,5 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
31,2 yg/mL 0 mm 0 mm 0mm
Controle 0 mm 0 mm 0 mm

Tabela 5 — Avaliagcdo da concentracao inibitéria minima dos extratos da Chrysobalanus icaco L.
frente a Staphylococcus aureus.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a vancomicina
Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente — menor ou igual a 17 mm

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.

A acdo da bactéria Escherichia coli quando em relacdo as concentragdes dos
extratos podem ser interpretadas através da Tabela 6 e Tabela 7 e pelas representagbes
do experimento realizado em meio Mueller Hinton. Ao falarmos de controle, tanto o controle
positivo quanto o negativo se encontraram dentro do padréo esperado, em que a Ampicilina
inibiu o crescimento da cepa apresentando halos de sensibilidade de 20 mm para Cordia
salicifolia, 24 mm para Chrysobalanus icaco L e o controle negativo usando somente 0s
solventes hexano, metanol e acetato de etila, ndo causaram acéo qualquer sobre a bactéria.

Analisando as sete diferentes concentragbes dos trés extratos, observa-se que
ambos ndo apresentaram susceptibilidade diante a acdo dos extratos da Cordia salicifolia
e da Chrysobalanus icaco L, uma vez que ndo mostraram halos de inibicdo, didmetro de
0 mm.

Desta forma, pode-se confirmar que a cepa de Escherichia coli apresenta certa

resisténcia quando testado os extratos nas diferentes concentragoes.

Escherichia coli— Diametro dos halos

Concentragoes Hexano Metanol Acetato
Ampicilina 20 mm 20 mm 20 mm
2000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
1000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
500 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
250 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
125 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
62,5 pyg/mL 0mm 0mm 0mm
31,2 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
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Controle 0mm 0 mm 0mm

Tabela 6 — Avaliacdo da concentragéo inibitéria minima dos extratos da Cordia salicifolia frente
a Escherichia coli.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a ampicilina
Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente — menor ou igual a 17 mm

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.

Escherichia coli — Diametro dos halos

Concentragdes Hexano Metanol Acetato
Ampicilina 24 mm 24 mm 24 mm
2000 pg/mL 0 mm 0mm 0mm
1000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
500 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
250 pg/mL 0 mm 0mm 0mm
125 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
62,5 pyg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
31,2 pg/mL 0 mm 0mm 0mm
Controle 0 mm 0 mm 0 mm

Tabela 7 — Avaliagdo da concentragéo inibitéria minima dos extratos da Chrysobalanus icaco L
frente a Escherichia coli.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a ampicilina

Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente — menor ou igual a 17 mm

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.

Por fim, os resultados interpretados frente a cepa padrdao de Enterococcus faecalis
podem ser vistos na Tabela 8 e Tabela 9 e através de representacdes do experimento
realizado em meio Mueller Hinton. Analisando os controles positivo e negativo, observa-se
que os valores estdo dentro dos padroes esperados de sensibilidade frente aos extratos
com os solventes hexano, metanol e acetato de etila, o antibi6tico Penicilina apresentou
halos de 16 mm, 22 mm e 20 mm, respectivamente, para Cordia salicifolia e halos de
22 mm, 19 mm e 16 mm, respectivamente, para Chrysobalanus icaco L. J& os controles
negativos com os solventes ndo demonstraram acdo qualquer sobre a bactéria, nao
havendo crescimento de halos.

Frente as sete diferentes concentragbes dos trés extratos, pode-se observar que
ambos ndo apresentaram susceptibilidade quanto a agdo dos extratos da Cordia salicifolia
e Chrysobalanus icaco L, uma vez que ndo apresentaram halos de inibi¢cdo, diametro de

0 mm.
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Portanto, afirma-se que a cepa de Enterococcus faecalis manifesta certa resisténcia
aos extratos quando testados nas diferentes concentracoes.

Enterococcus faecalis— Diametro dos halos

Concentracoes Hexano Metanol Acetato
Penicilina 16 mm 22 mm 20 mm
2000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
1000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
500 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
250 pyg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
125 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
62,5 pg/mL 0mm 0mm 0 mm
31,2 yg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
Controle 0 mm 0mm 0 mm

Tabela 8 — Avaliacdo da concentragdo inibitéria minima dos extratos da Cordia salicifolia frente
a Enterococcus faecalis.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a penicilina
Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente — menor ou igual a 17 mm

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.

Enterococcus faecalis— Diametro dos halos

Concentragoes Hexano Metanol Acetato
Penicilina 22 mm 19 mm 16 mm
2000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
1000 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
500 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
250 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
125 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
62,5 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
31,2 pg/mL 0 mm 0 mm 0 mm
Controle 0 mm 0 mm 0mm

Tabela 9 — Avaliacdo da concentragéo inibitéria minima dos extratos da Chrysobalanus icaco L
frente a Enterococcus faecalis.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a penicilina
Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente — menor ou igual a 17 mm

Fonte: Elaborado pelos autores, 2019.
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3.3 Avaliacao da atividade anticoagulante

Para a avaliacdo do efeito anticoagulante dos extratos de Cordia salicifolia e

Chrysobalanus icaco L. in vitro foram determinados o Tempo de Protrombina (TP) e o

Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa), utilizando um ‘pool’ de plasmas humanos

obtidos de 15 doadores voluntarios.

Os resultados obtidos mostraram que o TP do plasma humano néo foi alterado

de forma significativa pelo extrato hexanico de Cordia salicifolia e Chrysobalanus icaco

L. nas concentracdes testadas, conforme observado na Figura 19. No entanto, o extrato

metanolico demonstrou mudancas consideraveis quando comparados ao plasma controle,
nas concentragcbes de 2000pg, 1000ug, 500ug, 250ug, 12519, 62,5ug e 31,2ug, prolongando

o tempo em 3 a 4 vezes, como expresso na Figura 20.
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Figura 19 - Demonstram o efeito do extrato hexanico de Cordia salicifolia (A) e Chrysobalanus
icaco L. (B) respectivamente sobre o TP no plasma humano. Valores de referéncia (TP): 11 a
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Figura 20 - Demonstram o efeito do extrato metandlico de Cordia salicifolia (A) e Chrysobalanus
icaco L. (B) respectivamente sobre o TP no plasma humano. Valores de referéncia (TP): 11 a
15 segundos, segundo o kit comercial BioTécnica.

Fonte: Elaborados pelos autores, 2019.

Em relagédo ao TTPa, no extrato hexanico, o tempo de coagulagéo foi retardado
pelas concentracbes analisadas (explicito na figura 21), sendo observado que a planta
Chrysobalanus icaco L. apresenta um resultado mais satisfatério como possivel pro

coagulante.
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Figura 21 - Demonstram o efeito do extrato hexanico de Cordia salicifolia (A) e Chrysobalanus
icaco L.(B) respectivamente sobre o TTPa no plasma humano. Valores de referéncia (TTPa):
26 a 38 segundos, segundo o kit comercial BioTécnica.

Fonte: Elaborados pelos autores, 2019.

Em relagcdo aos extratos obtidos pelos solventes metanol e acetato de etila, os

resultados, quando analisados em comparag@o aos controles negativos (0s solventes),

mostraram valores inconclusivos, uma vez que, tanto o controle, quanto as amostras,
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apresentaram numeros superiores ao tempo limite pré-estabelecido. Para tanto, faz-
se necessario a pesquisa de outras metodologias que possa nos fornecer resultados
analisaveis.

41 CONCLUSAO

Com a realizagéo deste trabalho foi possivel observar que, apesar da literatura
demonstrar vastas utilizacbes dos extratos com hexano, metanol e acetato de etila, as
plantas Cordia salicifolia e Chrysobalanus icaco L. ndo obtiveram efeitos antimicrobianos
frente as cepas testadas. Porém apresentaram respostas relevantes ao extrato de
metanol de ambas as plantas, quando realizado o teste de protrombina, sendo capaz
de influenciar algum fator da via extrinseca da coagulagdao. No entanto sdo necessarias
investigacdes mais aprofundadas sobre o assunto e mesmo que os resultados ndo sejam
positivos, sdo de grande valia, uma vez que o presente estudo colaborou para amplificar
0s conhecimentos a respeito das atividades do material vegetal em questdo, sabendo que
novas pesquisas envolvendo constituintes fitoquimicos de plantas devem ser exploradas e
novas metodologias de extracdo criadas, pois a busca de anticoagulantes e antimicrobianos

se tornam cada vez mais necessarios.
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RESUMO: Foi avaliada agdo dos oleos de
Copaifera paupera e Copaifera pubiflora frente
a coagulagdo sanguinea e agdo antimicrobiana
frente a diferentes microrganismos padrbes. As
cepas usadas foram Staphylococcus aureus
e Escherichia coli e a concentragéo inibitoria
minima foi avaliada utilizando discos de papel
embebecidos nas diferentes concentracbes de
cada O6leo. Para a coagulacédo foi utilizado um
pool de plasma citratado e determinados os
tempos de Protrombina (TP) e Tromboplastina
Parcial Ativada (TTPa) usando as mesmas
concentragbes dos Oleos. Nos ensaios
microbiolégicos, ambos os 6leos apresentaram
inibicdo frente as bactérias, sendo os resultados
mais significativos a Copaifera paupera sobre a
Escherichia coli nas concentragbes de 10 e 5
mg/mL, apresentando halos de inibicdo de 28 e
24 mm respectivamente, do 6leo de Copaifera
pubiflora frente a Escherichia coli em todas as
concentragdes, com halos variando entre 26 a
27 mm e frente a Staphyloccocus aureus nas
concentragbes de 0,1, 1,0 e 2,5 mg/mL, com
halos de 20, 19,5 e 19,5 mm respectivamente.
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Copaifera paupera apresentou inibicdo frente a Staphyloccocus aureus, porém menos
significativos, onde as concentra¢des de 10, 5 e 2,5 mg/mL resultaram em valores menores
que areferéncia, apresentando halos de 13,5, 11 e 9 mm respectivamente, e as concentragdes
de 1,0 e 0,1 mg/mL n&o apresentaram inibigdo. Na coagulacao, verificou-se que a Copaifera
paupera prolongou o TP em 2 vezes na concentragdo de 5 mg/mL e prolongou o TTPa em
2,8 vezes também na concentracao de 5 mg/mL. O 6leo de Copaifera pubiflora prolongou o
TP em 2,13 e 1,91 vezes nas concentragdes de 10 e 5 mg/mL, e o TTPa em 3 a 4 vezes nas
concentragdes de 10, 5, e 2,5 mg/mL. Com tudo conclui que ambos os 6leos possuem acéao
antimicrobiana e anticoagulante e podem ser usados em futuros estudos.

PALAVRAS - CHAVE: Copaifera pubiflora. Copaifera paupera. Coagulagdo sanguinea.
Atividade antimicrobiana. Extrato vegetal.

EVALUATION OF ANTICOAGULANT AND ANTIMICROBIAL BIOACTIVITY
OF VEGETABLE OILS EXTRACTED FROM COPAIFERA PAUPERA AND
COPAIFERA PUBIFLORA

ABSTRACT: The antimicrobial activity of Copaifera paupera and Copaifera pubiflora oils
in strains of Staphylococcus aureus and Escherichia coli was evaluated, as well as their
anticoagulant activity in a citrated plasma pool. Strains of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli were used and the Minimal Inhibitory Concentration was determined using
paper discs embedded in different concentrations of oil. For the coagulation assays a citrated
plasma pool was used and the Prothrombin (TP) and Activated Partial Thromboplastin (TTPa)
times were determined using different concentrations of the oils. In the microbiological tests,
both oils showed inhibition against the bacteria, with the most significant results being Copaifera
paupera activity on Escherichia coli at concentrations of 10 and 5 mg/mL, with inhibition halos
of 28 and 24 mm respectively, followed by Copaifera pubiflora against Escherichia coli at all
concentrations, with halos ranging from 26 to 27 mm and against Staphyloccocus aureus at
concentrations of 0.1, 1.0 and 2.5 mg/mL, with halos of 20,19.5 and 19.5 mm respectively.
Copaifera paupera showed inhibition against Staphyloccocus aureus, but the results were
less significant, since the concentrations of 10, 5 and 2.5 mg/mL resulted in lower values
than the reference, presenting halos of 13.5, 11 and 9 mm respectively, and concentrations of
1.0 and 0.1 mg/mL showed no inhibition. In the coagulation assays, Copaifera paupera was
shown to prolong TP 2 fold at 5 mg/mL concentration and prolong TTPa by 2.8 fold at 5 mg/ml.
Copaifera pubiflora prolonged TP 2.13 and 1.91 times at concentrations of 10 and 5 mg/mL,
and TTPa 3 to 4 times at concentrations of 10, 5, and 2.5 mg/mL. It was observed that both
oils have antimicrobial and anticoagulant activity and can be used in future studies.
KEYWORDS: Copaifera publifora. Copaifera paupera. Blood coagulation. Antimicrobial
activity. Plant extract.

11 INTRODUGAO

As plantas sao reconhecidas como excelentes fontes de compostos que podem atuar
em uma diversidade de reagdes bioldgicas, podendo contribuir em processos bioquimicos
envolvidos na hemostasia. (BALUNAS, KINGHORN, 2005).

Plantas medicinais da regido do Norte do Brasil s&o amplamente utilizadas na
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medicina popular pelas comunidades. Todavia pouco se sabe sobre os principios ativos
responsaveis pelos efeitos fitoterapicos do 6leo de Copaiba utilizadas para o tratamento da
inflamacgé@o ou também na coagulagéo. (MACIEL et al., 2002)

Os mecanismos de equilibrio funcional da hemostasia destinam-se a regular o
fluxo sanguineo, evitando a ativagdo excessiva da coagulagdo que pode levar a ocluséo
vascular e trombose, sendo as desordens vasculares, incluindo infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral e tromboembolismo arterial e venoso, as principais causas de
mortalidade em sociedades ocidentais. (ZAGO et al., 2005; ZEE et al., 2008)

Staphylococcus aureus (S. aureus) € um microrganismo Gram positivo de grande
importancia clinica, responsavel por diversos processos infecciosos, como sepse,
endocardite, pneumonia, meningite e sindrome do choque toxico. Esse microrganismo
é altamente versatil, apresentando cepas resistentes a grande maioria das terapias
disponiveis atualmente. (SANTOS et al. 2007).

Outro microrganismo de importancia clinica &€ Escherichia coli (E. coli), bactéria
Gram negativa responsavel por surtos de diarreia, podendo evoluir para infec¢des do trato
urinario, meningite, colite hemorragica e sindrome hemolitica-urémica. (MITTELSTAEDT,
CARVALHO, 2006)

Até o momento, nenhum farmaco utilizado na terapia de prevencdo de trombose
arterial é suficientemente potente, seguro e ativo, apresentando limitagdes, que incluem:
eficacia moderada, risco significativo de hemorragias, irritacdo gastrica, resisténcia ao
farmaco ou a via de administragéo exclusivamente parenteral. Assim como ha a necessidade
da descoberta de novas terapias anticoagulantes, hd a necessidade de novos agentes
antimicrobianos, o que levou ao interesse em novas opg¢des terapéuticas, principalmente
de formas naturais, que sdo abundantes na regido amazdnica e centro-oeste. Estudos
recentes indicam que essas espécies sédo fontes promissoras de compostos com diversas
atividades bioldgicas, como antimicrobianos, antioxidantes, anticoagulantes, entre outros.
(HAMILTON, 2009; BASILE et al., 1988)

Dentre todas as plantas medicinais comumente utilizadas pela populagéo brasileira,
destacam-se as arvores do género Copaifera, conhecidas popularmente como “copaibas
ou pau d’6leo” devido a presenga do 6leo vegetal em seu tronco. (MENDONGCA, ONOFRE;
2009)

Tais propriedades medicinais eram bastante difundidas entre os indios latino-
americanos. Relatos historicos denotam que este balsamo era extensivamente utilizado
como cicatrizante de feridas e Ulceras, bem como antiteténico, principalmente sobre o
umbigo de criangas recém-nascidas. (BIAVATTI et al., 2006)

O projeto propde avaliar a agdo das oleorresinas vegetais extraido da Copaifera
paupera e Copaifera pubiflora sobre a coagulagdo sanguinea e seu efeito como possiveis
anticoagulantes, assim como seu efeito antimicrobiano sobre espécies de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli.
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Para os ensaios microbiolégicos foram utilizados discos de papel estéril embebidos
em diferentes concentragcbes das substéncias em estudo. As cepas foram semeadas em
placas de agar Mueller — Hinton, e os discos foram adicionados para a determinacao da
Concentragao Inibitoria Minima.

Para os ensaios de coagulagéo, foram determinados os tempos de protrombina e
tromboplastina parcial ativada utilizando os kits de TP e TTPa.

As medidas foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos pelo
tempo obtido nos diferentes testes de plasmas. Os resultados foram expressos em

segundos sendo o tempo maximo do ensaio 300 segundos.

21 METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da pesquisa, as oleorresinas de Copaifera cedidas pelo
programa de pos-graduacéo em Ciéncias da Universidade de Franca - UNIFRAN do estado
de Sdo Paulo e do Grupo de Pesquisas em Produtos Naturais da UNIFRAN (GPNUF).
Como a pesquisa envolve a coleta venosa de voluntarios para a realizacao dos ensaios de
coagulacao, o trabalho foi submetido a Plataforma Brasil para apreciagéo ética.

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana foram utilizados microrganismos o
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922.

Os microrganismos foram repicados em agar Mueller - Hinton e incubados a
37°C por 24 horas antes do experimento. Para o preparo do in6culo, as culturas de cada
microrganismo foram transferidas para tubos de ensaio contendo 2 mL de salina estéril até
obtencgéo de turbidez equivalente a metade da escala 1,0 de MacFarland.

Para o processo do antibiograma foi utilizado, como padrédo, o manual da Laborclin
(2011), que permite adeteccdodasensibilidade das bactériasemrelacao aos antimicrobianos,
também denominados como TSA (Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos).

Os antibi6ticos escolhidos foram Vancomicina para a cepa de S. aureus e Ampicilina
para a cepa de E. coli.

Com um swab estéril, o indculo previamente preparado foi semeado em placas de
Mueller-Hinton, e ap6s a secagem, discos estéreis foram adicionados no meio semeado.
Apés a adicdo dos discos, foram pipetados 5 pL de cada uma das concentracdes dos
Oleos e adicionados nos respectivos discos. Foi adicionado também um disco contendo o
antibiético controle. As placas foram entéo incubadas a 37°C durante 24 h.

Ao final desse procedimento, com uma régua, foi mensurado o didmetro dos halos
inibitérios de cada disco, comparando o valor encontrado com o padréo (tabela), e as
bactérias foi classificada em sensivel ou resistente a concentragéo testada.

Para os ensaios de coagulagcdo TP e TTPa foram utilizados plasmas sanguineos
humanos (“pool” de 15 doadores). Os plasmas passaram por testes de qualidade onde
foram feitas analises de bioquimica buscando a garantia que esses doadores apresentavam
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valores dos testes de coagulagéo normais (os valores foram utilizados como grupo controle).
Todos os ensaios foram realizados com diferentes concentracbes dos 6leos de copaiba
para a determinagcé@o de curva dose resposta para verificar a melhor dose com possivel
efeito anticoagulante.

O pool para o ensaio de coagulagéo foi coletado por puncdo venosa com seringa
contendo solucao de citrato de sédio 3,8%. A coleta foi realizada, em seguida, o sangue
foi centrifugado para a obtencéo do plasma. O mesmo foi dividido em pequenas fragdes e
estocado em freezer -80 °C para a posterior realizagdo dos ensaios.

O tempo de protrombina (TP) foi determinado utilizando o kit TP BIOCLIN ap6s
adicdo de tromboplastina tecidual ao plasma pobre em plaquetas. Em um tubo aquecido
a 37°C foram adicionados 50 pyL de plasma e 50 pL da substéncia em estudo. Apds a
incubacdo a 37°C, durante 60 segundos, 100 pL de tromboplastina foram adicionados,
acionando-se entdao o crondmetro. Os resultados foram expressos em segundos sendo o
tempo méximo do ensaio 300 segundos.

A determinacdo do tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) foi realizada
utilizando o kit TTPa BIOCLIN.

Em um tubo aquecido a 37°C foram adicionados 50 pL de plasma, 50 pL de cefalina
na presenga de 50 pL das substéncias em estudo. Apds a incubagéo a 37°C, durante 120
segundos, foram adicionados 50 pL de CaCl2 (0,025 M), aquecido previamente a 37°C,
sendo acionado simultaneamente o cronémetro.

Os resultados foram expressos pelo tempo obtido nos diferentes testes de plasmas
em segundos sendo o tempo maximo do ensaio 300 segundos.

A comparacéo feita entre os diferentes grupos, nos modelos utilizados neste trabalho
foram expressos como média + erro padrao da media (éEPM.) e analisados estatisticamente
por Analise de Variancia (ANOVA). O indice de significancia considerado foi determinado
por Kruskall-Wallis e complementado pelos testes de comparacdes mdltiplas de Dunn e
Tukey, o indice fixado foi de (5%) p< 0,05.

31 RESULTADOS

3.1 Atividade antimicrobiana

Para a avaliagédo da atividade antimicrobiana foi determinada a Concentragéo
Inibitéria Minima através de discos estéreis impregnados com as diferentes concentragbes
do dleo. Os resultados séo interpretados através da anélise dos halos de inibicdo. Uma
cepa é considerada sensivel quando determinada cepa pode ser tratada adequadamente
com a dose do agente antimicrobiano recomendada para este tipo de infec¢édo, e é
considerada resistente quando néo ha inibicdo da cepa pelas concentra¢cdes dos agentes
antimicrobianos. (CLSI, 2011).

Os resultados obtidos pela agdo da Copaifera pubiflora frente a cepa padrao de
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Staphylococcus aureus podem ser observados na Tabela 1. Ao falarmos de controle, tanto
o controle positivo quanto 0 negativo se encontraram dentro do padréo esperado, onde a
Vancomicina inibiu o crescimento da cepa apresentando um halo de sensibilidade de 23
mm e o controle negativo com solucdo salina estéril (branco) ndo causou qualquer acao
sobre a bactéria.

Foi possivel observar que o Staphyloccocus aureus apresentou susceptibilidade
diante do 6leo de Copaifera pubiflora, uma vez que apresentou halos de inibicdo entre 17
mm a 20 mm em diferentes concentragbes testadas, indicando que a cepa é sensivel ao
6leo em estudo, porém néo apresentou eficacia superior ao controle positivo testado.

Staphyloccocus aureus - Copaifera pubifiora

Concentragdes Diametro dos halos
Vancomicina 23 mm

10 mg/mL 17 mm

5 mg/mL 16,5 mm

2,5 mg/mL 19,5 mm

1,0 mg/mL 19,5 mm

0,1 mg/mL 20 mm

Branco 0 mm

Tabela 1 - Avaliagdo da concentragéo inibitoria minima do 6leo de Copaifera pubiflora frente a
Staphyloccocus aureus.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a vancomicina.Sensivel — 17 a 21 mm; Resistente —
menor ou igual a 17 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

A acédo da Copaifera pubiflora frente a cepa padrdo de Escherichia coli podem
ser observados na Tabela 2. O controle positivo com antibiético Ampicilina se encontrou
dentro do padrao esperado, onde ela inibiu o crescimento da cepa apresentando um halo
de sensibilidade de 29 mm e o controle negativo com solugéo salina estéril (branco) nédo
causou qualquer agéo sobre a bactéria, validando assim nossos resultados.

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 5 “



Escherichia coli - Copaifera pubiflora

Concentragdes Diametro dos halos
Ampicilina 29 mm
10 mg/mL 27 mm
5 mg/mL 27 mm
2,5 mg/mL 26 mm
1,0 mg/mL 26 mm
0,1 mg/mL 26 mm
Branco 00 mm

Tabela 2 - Avaliagéo da concentracgéo inibitdria minima do éleo de Copaifera pubiflora frente a
Escherichia coli.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia & ampicilina. Sensivel — 16 a 22 mm

Resistente — menor ou igual a 16 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

A cepa de Escherichia coli também apresentou susceptibilidade a todas as
concentracbes do 6leo de Copaifera pubiflora, destacando-se a menor concentracéo
testada (0,1mg/mL) onde apresentou grande inibicdo com halo de 26 mm préximo a agéo
de nosso controle positivo com ampicilina.

Os ensaios com o 6leo da Copaifera paupera apresentaram resultados diferentes dos
apresentados com a Copaifera pubiflora e estdo expostos na Tabela 3. Podemos concluir
através de uma analise que a cepa padréo de Staphylococcus aureus se mostrou resistente
a acao Oleo de C. paupera e nao apresentou uma inibicao significativa quando comparada
ao 6leo de C. pubiflora, uma vez que todas as concentragdes apresentaram halos de
inibicdo menores que os valores do outro 6leo, com destaque para as concentragcbes de
1,0 e 0,1 mg/mL que néo apresentaram halos. Os controles positivos e negativos validaram
0S ensaios.
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Staphyloccocus aureus - Copaifera paupera

Concentragdes Diametro dos halos
Vancomicina 24,5 mm

10 mg/mL 13,5 mm

5 mg/mL 11 mm

2,5 mg/mL 9mm

1,0 mg/mL 0 mm

0,1 mg/mL 0 mm

Branco 0 mm

Tabela 3 - Avaliagdo da concentragao inibitéria minima do 6leo de Copaifera paupera frente a
Staphyloccocus aureus.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a vancomina. Sensivel — 17 a 21 mm

Resistente — menor ou igual a 16 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

De acordo com a ANVISA (2016) a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos
consiste em um desafio para a saude publica de todo o mundo, pois compromete a vida
de toda uma populagéo. Essa resisténcia permite ao microrganismo, se adaptar ou reduzir
a eficacia desses farmacos tornando algumas cepas que anteriormente eram susceptiveis
em altamente resistentes.

Niveis preocupantes de resisténcia ja sdo detectados em algumas localizagdes,
chegando ao ponto de algumas cepas do S. aureus nao possuirem sensibilidade a nenhuma
outra classe de antibi6ticos atualmente disponiveis (DURAN et al., 2012, WANG et al.,
2013). Diante desse contexto, alternativas de tratamento estdo sendo pesquisadas, como
€ 0 caso das espécies de Copaifera.

A acdo da Copaifera paupera frente a cepa padrdo de Escherichia coli podem
ser observados na Tabela 4. O controle positivo com antibiético Ampicilina se encontrou
dentro do padrdo esperado, onde ela inibiu o crescimento da cepa apresentando um halo
de sensibilidade de 29 mm e o controle negativo com solugéo salina estéril (branco) nao
causou qualquer agéo sobre a bactéria, validando assim nossos resultados.

A cepa de E. coli, somente a concentracdo de 0,1 mg/mL ndo apresentou valores

dentro da comparag@o com o outro 6leo e nessa tabela o resultado que merece destaque
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fica com a concentracdo de 10 mg/mL sendo a mais significante, uma vez que apresentou
a mesma inibicdo que nosso controle positivo, a ampicilina.

Escherichia coli - Copaifera paupera

Concentragdes Diametro dos halos
Ampicilina 29 mm

10 mg/mL 28 mm

5 mg/mL 24 mm

2,5 mg/mL 21 mm

1,0 mg/mL 16 mm

0,1 mg/mL 11,5 mm

Branco 0 mm

Tabela 4 - Avaliacdo da concentracéao inibitéria minima do 6leo de Copaifera paupera frente a
Escherichia coli.

*Valores de susceptibilidade e resisténcia a ampicilina. Sensivel — 16 a 22 mm

Resistente — menor ou igual a 16 mm.

Fonte: Elaborado pelos autores, 2018.

Algumas cepas patogénicas de Escherichia coli, foram capazes de desenvolver
mecanismos de resisténcia as classes de antibidticos habitualmente utilizados. Na década
de 1980, constata-se expectativa do aumento da eficacia do tratamento contra Escherichia
coli, em virtude da liberagdo no mercado de medicamentos como as fluoroquinolonas e
cefalosporinas, contudo, a bactéria conseguiu desenvolver mecanismos de resisténcia
contra estes farmacos devido a produgcado de B-lactamases. Ha evidéncias que indicam
que este fato associa-se a propagacéo mundial, desde 2008, de um clone especifico de
Escherichia coli denominado ST131 (NICOLAS-CHANOINE; BERTRAND; MADEC, 2014;
JOHNSON et al, 2010), ressaltando-se a importancia de novas pesquisas visando a anélise
do potencial de diferentes extratos como antibacterianos.

Alguns resultados encontrados na literatura serviram como discussdo como por
exemplo, os resultados encontrados por Santos et. al (2008), que avaliou a atividade

antimicrobiana dos 6leos de Copaifera martii, Copaifera officinalis e Copaifera reticulata
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frente a diferentes espécies de bactérias, entre elas, cepas selvagens de Staphyloccocus
aureus, MRSA, e Escherichia coli, mostraram que os 6leos possuiram atividade contra as
cepas Gram positivas testadas, com concentragao inibitéria minima variando entre 62,5 a
125 pg/mL, ao passo que foram inativos contra espécies Gram negativas. Dentre os 6leos
testados pelo autor, o 6leo de C. martii produziu efeitos mais significativos.

J& os resultados obtidos por Mendongca e Onofre (2009), que estudaram a
atividade antimicrobiana do 6leo de Copaifera multijuga Hayne contra E. coli, S. aureus e
Pseudomonas aeruginosa, mostraram que todas as cepas foram sensiveis a 6leo-resina,

com concentracao inibitéria minima de 1,56, 3,12, e 12,5% respectivamente.
3.2 Atividade anticoagulante

Para avaliagdo do efeito anticoagulante dos O6leos de Copaifera pubiflora e
Copaifera paupera in vitro foram determinados o tempo de protrombina (TP) e o tempo de
tromboplastina parcial ativada (TTPa), utilizando um ‘pool’ obtido de plasma humano de 15
doadores voluntarios.

Os resultados obtidos mostraram que o TP do plasma humano foi alterado
significativamente pelo 6leo da Copaifera pubiflora nas concentracdes de 10 mg/mL e
5 mg/mL, prolongando o tempo em 2,13 e 1,91 vezes, respectivamente. No entanto, as
concentracdes de 2,5; 1,0 e 0,5 mg/mL n&o alteraram o TP de forma significativa.

Em relagéo ao TTPa, o tempo foi prolongado em 3 a 4 vezes pelas concentragdes
10; 5 e 2,5 mg/mL sendo estas as mais significativas.

Os resultados de TP e TTPA estéo expressos na Figura 1 A e B, respectivamente.

Teste de Protrombina (TP) TTPa
Oleo Pubiflora Oleo Pubiflora
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40+ 120
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Figura 1 - A e B Demonstram o efeito do éleo de Copaifera pubiflora sobre o TP e TTPa no
plasma humano, onde *p<0,05 e *p<0,001 respectivamente. Valores de referéncia: TP 11 a 16
segundos e TTPa 25 a 36 segundos. Segundo o kit comercial Bioclin.

Fonte: Autores (2018)
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Quanto ao 6leo de Copaifera paupera, os resultados obtidos mostraram que o TP
do plasma humano foi alterado somente pela amostra com concentracdo de 5 mg/mL,
prolongando o tempo em 2 vezes, sendo que as outras concentracdes néo alteraram o TP
de forma significativa.

Um resultado semelhante foi observado no TTPa do plasma humano, onde o 6leo
prolongou o tempo em 2,8 vezes, somente na concentragdo de 5 mg/mL, sendo que as
outras concentragdes também néo apresentaram alteragdes significantes.

Os resultados de TP e TTPA estéo expressos na Figura 2 A e B, respectivamente.

TP *4%p<0,001 TTPa
w 40 n 1201 ***p<0,001
o
S 351 - T 100-
c 30 c Fekck
= 1 =
§) 254 §, 80-
E 204 E 604
e 5 o 40
é_ 10- 2
T g 201
l_ 0- T T L} T T L) h 0_
e Q& Q& D A - - S S NN
PO I P S P S
& A o T & R S
o o Vv N o\%« T N g e
Concentracio Concentracao
(A) (B)

Figura 2 - A e B Demonstram o efeito do 6leo de Copaifera paupera sobre o TP e TTPa no
plasma humano, onde *p<0,05 e *p<0,001 respectivamente. Valores de referéncia: TP 11 a 16
segundos e TTPa 25 a 36 segundos. Segundo o kit comercial Bioclin.

Fonte: Autores (2018)

Devida a restrita especificidade das enzimas da coagulagéo é facil entender por que
poucos inibidores isolados de plantas sao capazes de bloquear suas atividades (OLIVA E
SAMPAIO, 2009; BRITO et al., 2016). Como a tripsina e a quimotripsina, as enzimas da
coagulacédo do sangue sao serinopeptidases, porém, ao contrario da tripsina, as peptidases
da cascata da coagulagdo, durante o curso da evolugdo, adquiriram um alto grau de
especificidade e clivam apenas um numero limitado de ligagcdes peptidicas envolvendo
residuos de aminoécidos bésicos.

O efeito do 6leo resina prolongando o tempo de tromboplastina parcialmente ativada
in vitro, indica ser a fase de contato inibida na presenca da substéncia, que afeta as enzimas
da via intrinseca da coagulagdo como a calicreina plasmatica humana ou enzimas da via

comum.
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O TP é utilizado para detectar deficiéncias dos fatores pertencentes ao sistema
extrinseco bem como e subsequente a via comum, permitindo revelar deficiéncias dos
fatores que tomam parte neste sistema. Reflete alteracdes em trés dos fatores dependentes
da vitamina K (fator Il, VIl e X), do fibrinogénio e do fator V (RAVEL, 1997). A elevacéo no TP
nos experimentos realizados € um possivel indicativo da acao do éleo sobre a via extrinseca
da coagulagéo. O prolongamento dos tempos de TP e TTPa pelas substancias em estudo
demonstram que o 6leo possui um forte indicio para ser utilizado como anticoagulante,
porém estudos mais detalhados da substéncia devem ser realizados para a caracterizagédo
da molécula ativa.

41 CONCLUSAO

Com a realizacao deste trabalho foi possivel observar que, condizente com a
medicina popular, os 6leos vegetais extraidos de Copaifera paupera e Copaifera pubiflora
possuem efeito antimicrobiano e anticoagulante, como mostram os gréficos apresentados,
sendo capazes de inibir o crescimento das espécies estudadas e prolongar o tempo de
protrombina, assim como o tempo de tromboplastina parcial ativada, podendo ser util para
estudos futuros em modelos de antimicrobianos, coagulagéo e trombose, uma vez que sua
acao é descrita no presente estudo. Tais resultados sdo de grande valia, uma vez que néo
s6 comprovam as crengas mantidas pela medicina popular, mas também séo fundamentais
para o inicio de novas pesquisas envolvendo a busca de anticoagulantes e antimicrobianos,

que se tornam cada vez mais necessarios.
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RESUMO: O uso de fungos do género
Trichoderma é uma alternativa viavel para
o controle de doencas tanto em espécies
agricolas quanto florestais. Nesse sentido, o
trabalho objetivou avaliar diferentes isolados de
Trichoderma no controle biolégico, in vitro, de
fitopatégenos associados a espécies florestais.
Foram avaliados sete isolados de Trichoderma
sobre oito fitopatdgenos, por meio dos seguintes
testes: taxa de crescimento em cultivo individual,
confrontacdo direta, producdo de compostos
téxicos e producdo de compostos volateis. Em
todos os ensaios, os fungos foram incubados
a 25°C, sob fotoperiodo 12h e o tratamento
controle consistiu do cultivo dos fitopatégenos
na auséncia dos agentes de biocontrole. Os
isolados de Trichoderma, com excecéo do Ta,
apresentaram maiores taxas de crescimento
que os fitopatdégenos. No teste de confrontagéo
direta, todos os fitopatdbgenos do género
Pestalotiopsis tiveram seu crescimento reduzido
pelos isolados de Trichoderma. A maioria dos
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agentes de biocontrole utilizados produziu algum composto tdxico e/ou volatil responsavel
pela reducéo nas colbnias dos fungos. Os isolados de Trichoderma avaliados apresentam
potencial como agentes de biocontrole, in vitro, dos fitopatégenos confrontados, utilizando
diferentes mecanismos de acgéo.

PALAVRAS-CHAVE: agentes de biocontrole, controle alternativo, espécies arboéreas, fungos.

BIOLOGICAL CONTROL, IN VITRO, OF FOREST SPECIES PHYTOPATHOGENS
OF FOREST SPECIES

ABSTRACT: The use of fungi of the genus Trichoderma is a viable alternative for the control
of diseases in both agricultural and forest species. In this sense, the work aimed to evaluate
differentisolates of Trichodermain biological control, in vitro, of phytopathogens associated with
forest species. Seven isolates of Trichoderma were evaluated on eight phytopathogens, using
the following tests: growth rate in individual cultivation, direct confrontation, production of toxic
compounds and production of volatile compounds. In all tests, the fungi were incubated at 25°C,
under a 12h photoperiod, the control treatment consisted of the cultivation of phytopathogens
in the absence of biocontrol agents. Trichoderma isolates, with the exception of Ta, showed
higher growth rates than phytopathogens. In the direct confrontation test, all phytopathogens
of the genus Pestalotiopsis had their growth reduced by the isolates of Trichoderma. Most of
the biocontrol agents used produced some toxic and/or volatile compound responsible for the
reduction in fungal colonies. The evaluated Trichoderma isolates have potential as biocontrol
agents, in vitro, of confronted phytopathogens, using different mechanisms of action.
KEYWORDS: biocontrol agents, alternative control, tree species, fungi.

11 INTRODUGAO

O uso indiscriminado de produtos quimicos para manejo de doengas de plantas se
revelam insustentaveis e perigoso para o meio ambiente, trazendo consigo desequilibrio
biolégico de diversos ecossistemas como a contaminacéo de solos, da agua, intoxicagéo do
homem e animais e até mesmo a indugéo da resisténcia de fitopatbgenos a determinados
principios ativos a estes produtos (MYERS et al., 2016).

Assim, visando minimizar os efeitos negativos do uso abusivo dessas substancias
e, propiciar o desenvolvimento de uma produgéo sustentavel de melhor qualidade, tém-
se buscado novas medidas de protegdo contra patbgenos de plantas (BETTIOL, 2009).
Nos ultimos anos, o controle biolégico de doencgas, especialmente, 0os que apresentam
efeito letargico de microrganismos patdogenos de plantas, tem sido considerada uma
alternativa ambientalmente promissora se comparado aos métodos de controle quimico
ainda amplamente praticados na atualidade (RAO et al., 2016).

Dentre os organismos mais utilizados no controle biolégico de doencgas em plantas,
destaca-se Trichoderma. Os antagonistas pertencentes a esse género estao entre os fungos
do solo mais comumente isolados, devido a sua capacidade de protecéo biolégica as plantas
e contencdo de populagdes de microrganismos patogénicos, sob diferentes condi¢des de
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estresse ambiental, sendo fungos amplamente estudados e, atualmente comercializados
como biopesticidas do solo por serem excelentes competidores de substrato e produzirem
numerosos compostos biologicamente ativos contra uma diversidade de patdgenos de
plantas (LOPEZ-BUCIO et al., 2015).

Apesar da inestimavel contribuicdo de espécies de Trichoderma em culturas
agricolas, poucos trabalhos tém sido realizados envolvendo esses fungos antagonistas em
espécies florestais (DONOSO et al., 2008). O estudo da interagdo entre o Trichoderma e
as espécies florestais, podera ndo somente otimizar a produ¢édo de mudas para as mais
diversas finalidades, gerando beneficios para os produtores em viveiros, como também,
contribuir para a melhoria do processo de produ¢do e comercializacdo de inumeras
espécies de grande interesse econdémico e ecologico (MACHADO et al., 2015).

No entanto, para confirmar se determinado microrganismo tem ag¢do antagbnica
sobre outros, sdo indispensaveis a realizacdo de testes in vitro e in vivo, sendo que, 0s
ensaios in vitro possuem as vantagens de possibilitar a anélise de um grande namero
de potenciais antagonistas, permitir o estudo do mecanismo de acéo utilizado e facilitar a
observacgéo das interacdes entre o agente antagonista e o patdbgeno em um curto prazo de
tempo, ocupando uma area relativamente pequena (GRIGOLETTI JUNIOR et al., 2000).
Nesse contexto, o presente trabalho objetivou avaliar sete isolados de Trichoderma no
controle, in vitro, de oito fitopatbgenos associados a espécies florestais.

21 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia do Instituto de
Biodiversidade e Florestas - Ibef, Campus Tapajos, da Universidade Federal do Oeste do
Para - Ufopa, em Santarém, Para, Brasil.

2.1 Obtencédo dos Agentes de Biocontrole e Fitopatdogenos

Foram utilizados sete isolados de Trichoderma, sendo estes: quatro isolados de
Trichoderma asperellum (Tam01, Tam02 e Tam03 e Ta) e trés isolados identificados em
nivel de género (Tb, Tc e Tce), todos provenientes de solos da regido Amazonica.

Os oito fitopatdgenos confrontados com os agentes de biocontrole foram obtidos
de folhas de diferentes espécies florestais, sendo estes: Alternaria sp. (Eucalyptus sp.),
Cylindrocladium sp. (Eucalyptus sp.) e Pestalotiopsis spp. (Bertholletia excelsa, Dipteryx
odorata, Eucalyptus sp., Handroanthus sp., Hevea brasiliensis e Schizolobium parahybavar.
amazonicum). Para realizagdo dos ensaios, os isolados fungicos (agentes de biocontrole
e fitopatdégenos) foram previamente crescidos em meio de cultura de batata-dextrose-agar
(BDA).
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2.2 Ensaios In Vitro

O potencial dos isolados de Trichoderma como agentes de biocontrole foi avaliado
por meio de quatros ensaios: taxa de crescimento em cultivo individual, confrontagéo direta,
analise de compostos toxicos e andlise de compostos volateis.

2.2.1 Crescimento micelial e taxa de crescimento dos agentes de
biocontrole e dos fitopatégenos em cultivo individual

Foi retirado um disco de meio (5mm), das bordas das col6nias, com sete dias de
cultivo, de cada um dos isolados fungicos, e transferidos para o centro das placas de Petri
(8,5cm) contendo meio BDA (BONFIM et al., 2010) e mantidas a 25 + 2°C, sob fotoperiodo
de 12 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com quatro
repeticdes, sendo uma placa por repeticao.

A avaliagdo consistiu da medicao diaria do didametro médio das colénias fungicas,
com auxilio de régua milimétrica, nos intervalos de tempo de 24 e 48 horas. A taxa de
crescimento de cada isolado foi determinada aplicando-se férmula de Lilly e Barnett (1951):
T,=C,-C,/T,-T,. Onde: T, =Taxa de crescimento (mm.h"); C,=Crescimento ap6s 24h de
incubagéo; C,=Crescimento apos 48h de incubagéo; T,=24h e, T =48h.

2.2.2 Teste de confrontacdo direta

Discos de meio (5mm) contendo as estruturas dos agentes de biocontrole e dos
fitopatdbgenos foram retirados das margens das col6nias e depositados, diametralmente
opostos uns dos outros, em placas com BDA, na combinagdo agente de biocontrole —
fitopatbgeno, segundo adaptacdo de Btaszczyk et al. (2017). O tratamento controle
consistiu da deposi¢édo apenas do disco do fitopatdbgeno em um dos lados da placa. Os
fungos foram incubados a 25 * 2°C, sob fotoperiodo 12h. O delineamento experimental
foi em DIC, em esquema fatorial, com quatro repeticdes, sendo uma placa por repeti¢éo.
Avaliou-se o crescimento radial dos fitopatégenos, medindo-se, diariamente, o diametro
médio das colbnias, com auxilio de régua milimétrica, durante sete dias.

2.2.3 Analise de compostos toxicos

Os sete isolados de Trichoderma foram previamente cultivados em meio BDA e,
apds quatro dias foram retirados trés discos (5mm) da margem das coldnias fungicas e
transferidos para frascos de Erlenmeyer, com capacidade para 125 mL, contendo 65 mL
de meio batata-dextrose (BS). Os frascos contendo os fungos foram mantidos sob agitacéo
a 120rpm, durante 15 dias, segundo método adaptado de Amin et al. (2010). Apos esse
periodo, realizou-se a pré-filtragem do caldo da cultura em trés camadas de gaze estéril
para remogédo de qualquer estrutura dos agentes de biocontrole, seguida da filtragem em
membrana de Millipore® (0,45pym).
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Foram retirados 50 mL do liquido metabdlico, sendo misturados com 50 mL de meio
BDA fundente, realizada a homogeneizagéo, obtendo-se a concentragéo final de 50% (v/v)
e, vertidos em placas de Petri. Apos solidificacdo do meio, um disco micelial (5mm) de
cada fitopatdgeno foi colocado no centro das placas contendo o filtrado com cada um dos
agentes de biocontrole. O tratamento controle consistiu da deposi¢éo dos fitopatdbgenos
em placas contendo apenas meio BSA. Todos os fungos foram mantidos a 25 + 2°C sob
fotoperiodo de 12 horas. Avaliou-se, diariamente, o diametro médio das colbnias, com
régua milimétrica, durante sete dias.

2.2.4 Analise de compostos volateis

A inibicdo do crescimento dos fitopatdbgenos por meio de compostos volateis
produzidos pelos isolados de Trichoderma foi avaliado pelo método de placas sobrepostas
(MACIEL et al.,, 2012). Em tampas de placas de Petri contendo BDA foi depositado,
centralmente, em uma delas, um disco de meio contento estruturas do fitopatdgeno e,
na outra, um disco do agente de biocontrole. As tampas foram sobrepostas, mantendo-
se 0 agente de biocontrole na parte inferior e o fitopatbgeno na parte superior, sendo
vedadas lateralmente, com membrana plastica e, os fungos incubados a 25 + 2°C, sob
fotoperiodo de 12 horas. O controle consistiu da presenca apenas dos fitopatbgenos em
ambas as tampas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial, com quatro repeti¢cdes, sendo uma placa por repeticdo. A avaliagéo foi realizada
diariamente, medindo-se o didmetro médio das colénias com auxilio de régua milimétrica,
durante sete dias.

2.3 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05), pelo software estatistico Assistat®
7.7 Beta (SILVA, 2016).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Crescimento Micelial e Taxa de Crescimento dos Agentes de Biocontrole
e dos Fitopatégenos em Cultivo Individual

Todos os isolados de Trichoderma avaliados, com excecdo de T. asperellum -
Ta apresentaram maiores taxas de crescimento que os fitopatbgenos. A menor taxa de
crescimento foi observada para o fitopatdgeno Cylindrocladium sp. (Figura 1). A velocidade
de crescimento do isolado de Trichoderma sp. - Tc variou de 1,6 a 9,0 vezes maior que
a dos fitopatdégenos avaliados. Espécies do género Trichoderma apresentam colénias de
rapido crescimento que chegam a atingir de dois a nove centimetros de didmetro apo6s
poucos dias de cultivo em meio de cultura (MOREIRA, 2014). Os agentes de biocontrole
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séo considerados competidores agressivos. Tal caracteristica permite rapida colonizacéo e
alta competitividade, excluindo muitos patégenos (SILVA et al., 2007).

Resultados semelhantes ao encontrado para o crescimento de Trichoderma e
Cylindrocladium também foram relatados por Fortes et al. (2007) ao avaliarem isolados
de fungos antagonistas na promocao do enraizamento de microestacas de um clone de
Eucalyptus sp. Os autores observaram colonizacdo completa do meio batata-dextrose-
agar (BDA) pelos 13 isolados de Trichoderma spp. utilizados, em até 96 horas nas
condi¢cbes estabelecidas no ensaio, enquanto que, os isolados de Cylindrocladium spp. se
desenvolveram mais lentamente, colonizando completamente o meio em 12 dias.

Taxa de Crescimento (mm.h-1)
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Figura 1. Taxa de crescimento, em cultivo individual, dos agentes de bicontrole e fitopatogenos.
Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas nao diferem entre si, pelo teste de Tukey
(p=<0,05).

3.2 Confrontacao Direta

Houve diferenca significativa tanto para os fatores isoladamente (Trichoderma e
fitopatdogenos), como para a interag@o entre eles (p<0,05). Os isolados de Trichoderma
avaliados reduziram o diametro médio das colbénias dos seis isolados de Pestalotiopsis,
em relagcdo ao controle. O fungo fitopatogénico Alternaria sp. apresentou reducdo no
crescimento quando confrontado com Tam01, Tam02, Ta e Tc, enquanto que, para
Cylindrocladium sp., apenas o agente de biocontrole Tb reduziu o didmetro médio da sua
colénia (Tabela 1). A redugéo do crescimento de um fitopatdégeno quando confrontado com
um agente antagonista, como Trichoderma, pode ser atribuida a competicdo por espaco
e nutrientes presentes no meio de cultura e/ou ao hiperparasitismo (VINALE et al., 2008).

Hadizadeh et al. (2009) e Baka (2010), ao avaliarem, in vitro, os agentes biocontrole
Trichoderma reesi e Trichoderma viride sobre Pestalotiopsis theae também observaram
reducdo no crescimento do fitopatogeno. Barman et al. (2015) avaliando os antagonistas
Trichoderma spp., Bacillus sp. e Pseudomonas sp. no controle de P. theae, destacaram que,
T. viride ocasionou o maior efeito fungistaticos, com cerca de 74,3% inibicdo. Kumhar et al.
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(2016) testando varios isolados de Trichoderma spp. contra o P. theae, observaram que T.

asperellum e T. viride ocasionaram 62,5% e 61,5% de inibicdo micelial, respectivamente.

Diametro Médio das Colbnias (cm)
Tratamentos Fitopatogenos
A(e) C(e) Pe) P(ca) P(c) P(i) P(p) P(s)
Controle 3,1aD 2,0 aE 5,4 aC 6,5 aB 5,4 aC 7,9 aA 5,7aC 5,6 aC
TamO1 2,4 bD 1,6 abE 3,2bC 4,8 bA 4,0 bcB 52cA | 3,6bBC 3,7 cBC
Tam02 2,4 bD 1,4 abE 3,5bC 4,7 bB 4,1 bcC 5,9 bA 3,8bC 3,5¢cC
TamO03 2,6 abC | 1,5abD 3,6 bB 4,0 cB 4,1 bcB 5,2cA 3,9bB 4,0 bcB
Ta 2,3bD 1,5abE | 3,8bBC | 4,4bcB | 3,7 bcC 5,9 bA 3,5bC 4,4 bB
Tb 2,5 abE 1,4 bF 3,5bD 45bcB | 4,3bBC 54bcA | 3,8bCD | 4,2bcBCD
Tc 2,1bD 1,6 abD 3,4bC 4,2bcB |3,7bcBC | 5,3bcA 3,6 bC 3,8 bcBC
Tce 2,5abD | 1,7 abE 3,6 bC 4,5 bcB 3,56¢cC 5,3 bcA 3,5bC 3,7cC
CV(%) 7,9

Tabela 1. Diametro médio das coldnias dos fitopatégenos submetidos aos diferentes isolados
de Trichoderma pelo teste de confrontacéo direta.

Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas e pelas mesmas letras
mailsculas nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A (e): Alternaria sp.
(eucalipto). C (e): Cylindrocladium sp. (eucalipto). P (e): Pestalotiopsis sp. (eucalipto). P (ca):
Pestalotiopsis sp. (castanha do Brasil). P (c): Pestalotiopsis sp. (cumaru). P (i): Pestalotiopsis

sp. (ipé amarelo). P (p): Pestalotiopsis sp. (parica). P (s): Pestalotiopsis sp. (seringueira).

Reduc¢éo no crescimento de Cylindrocladium quando confrontado com Trichoderma
ja foi relatada por diversos autores (FORTES et al., 2007; SANTOS et al., 2007 e MACIEL
et al.,, 2012).

Com relagdo ao crescimento de Alternaria sp. as inibicbes maximas foram
ocasionadas por Trichoderma Tc (32,3%) e por Trichoderma Ta (25,8%). Sarfraz et al.
(2018) verificaram, ap6s 192 horas, inibicdo no crescimento de Alternaria solani de 45%
proporcionada por Trichoderma hamatum, acompanhado por T. harzianum (43%) e T. viride
(37,3%).

Na literatura existem muitos trabalhos sobre a eficiéncia do Trichoderma no
biocontrole de diferentes fungos fitopatogénicos (LOUZADA et al., 2009; BOMFIM et al.,
2010; MACIEL et al., 2014; SILVA et al., 2017) e, os resultados desses estudos também
demonstram o potencial de espécies de Trichoderma como agentes de biocontrole e, que o
teste de cultura pareada é um dos primeiros ensaios realizados quando se faz uma selecao
de isolados desse género para futuro uso no controle de doengas em plantas. Além disso,
o crescimento rapido € uma caracteristica desejavel para um agente de biocontrole.
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3.3 Producao de Compostos Téxicos

Observou-se diferencga significativa para os fatores isoladamente, bem como para
a interacdo entre eles (isolados de Trichoderma x fitopatdogenos). Analisando a interagéo
entre os fatores, verificou-se que, todos os isolados de Trichoderma reduziram o diametro
médio das colbnias dos fitopatdgenos, em relacdo ao controle, com excec¢ao de Trichoderma
Tam03 quando confrontado com Alternaria sp. e de Trichoderma Tc com Cylindrocladium
sp. (Tabela 2).

Os agentes de biocontrole Tc e Tce proporcionaram reducdes de 4,2cm no
crescimento micelial de Pestalotiopsis sp. (seringueira) e, o isolado de Trichoderma Tce
reduziu em 4,1cm o crescimento de Pestalotiopsis sp. proveniente de folhas de castanha do
Brasil, em relagéo ao controle, correspondendo a 49,4% e 48,2 % de redugdes no didmetro
médio das colbénias desses fitopatdgenos, respectivamente. As reduc¢des observadas no
diametro médio das colbnias variaram de 0,2 cm a 1,7 cm para Alternaria sp. e de 0,4 cm a
1,0 cm para Cylindrocladium sp. A acao antag6nica do Trichoderma pode estar associada
a sua capacidade de produzir metabdlitos volateis e toxicos que, dependendo do estimulo,
serd a resposta do metabolismo que levara a produgéo de compostos difusos que atuam

interrompendo o crescimento micelial de fungos patogénicos (BONFIM et al., 2010; ISAIAS
et al.,, 2014).

Tratamentos Diametro Médio das Coldnias (cm)
C(e) P(e) | P(ca) | P(c) P(i) P(p) P(s)

Controle 36aD | 7,9aB 8,5 aA 7,5 Ab 8,5 aA 8,5aA 8,5aA
TamO1 3,0bcD | 5,5dA 5,0 bcB 5,4 deAB 4,9 cdB 4,9 cB 5,1 bcAB
Tam02 3,1bcC | 6,1 cA 4,9 bcdB 5,7 cdA 4,9 cdB 5,0 cB 5,0 bcB
Tam03 3,1 bcD | 6,8 bA 4,8 cdB 6,8 bA 4,7 dB 4.9 cB 5,0 cB

Ta 2,6 cC 56 5,3 bcB 59cA 5,9 bA 6,0 bA 5,5bB
y CdAB 3 y y ) 3
Tb 3,0bcC | 5,2dA 5,0 bcAB 5,1 eAB 4,8 cdAB 4,7 cB 4,8 cdB
Tc 3,2abE | 7,1 bA 5,4 bB 6,8 bA 5,0 cdBC 4,7 cCD 4,3 dD
Tee 28bcF | % 44dD 57cdA | 52cBC | 48cCD | 43dD
CV(%) 4,3

Tabela 2. Didametro médio das coldnias dos fitopatdbgenos submetidos aos diferentes isolados
de Trichoderma pelo teste de producéo de compostos toxicos.

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e pelas mesmas letras maiusculas
nas linhas nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A (e): Alternaria sp. (eucalipto). C (e):
Cylindrocladium sp. (eucalipto). P (e): Pestalotiopsis sp. (eucalipto). P (ca): Pestalotiopsis sp. (castanha
do Brasil). P (c): Pestalotiopsis sp. (cumaru). P (i): Pestalotiopsis sp. (ipé amarelo). P (p): Pestalotiopsis
sp. (parica). P (s): Pestalotiopsis sp. (seringueira).
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A producdo de metabolitos toxicos esta como os mais importantes, dentre os
mecanismos de antibiose, realizados por Trichoderma, mostrando excelente potencial
antagonista contra uma ampla gama de fungos fitopatogénicos em seus estudos in vitro
(KASHYAP et al. (2017).

3.4 Producao de Compostos Volateis

Todos os isolados de Trichoderma avaliados produziram algum composto volatil
que ocasionou reducdo no didmetro médio das coldnias de Alternaria sp. (Tabela 3). A
diminui¢@o no crescimento desse fitopatdgeno variou de 1,4 cm a 2,5 cm, correspondendo
a 23,3% e 41,7% de reducdo, respectivamente.

Diferente do observado para Pestalotiopsis spp. nos testes de cultura pareada e
compostos toxicos, nem todos os isolados de Trichodermatestados reduziram o crescimento
micelial dos isolados desse género fungico, em relacao ao controle. Pestalotiopsis sp. obtidos
de ipé amarelo e parica apresentaram sensibilidade aos compostos volateis produzidos
apenas por Tam02 e Tc, com as maiores reducdes no didmetro médio das colénias de 1,4
cm e 1,2 cm, para Pestalotiopsis sp. do ipé amarelo e parica, respectivamente.

Amin et al. (2010) relatam que, muitos estudos demonstram o efeito da volatilidade
de compostos fungistaticos, produzidos pelo metabolismo secundario de Trichoderma
spp., afetam o crescimento de varios fitopatogénicos; no entanto, essa caracteristica é
dependente das condigbes de crescimento e do estagio de desenvolvimento dos individuos
desafiados, além disso cada fitopatogeno pode responder de forma diferente a esses
compostos volateis. De acordo com Anees et al. (2010), esse resultado esta ligado a uma
linha funcional caracterizada pelo modo de ag¢édo do Trichoderma presente em um meio,
definida pela diversidade da interagéo inter e intraespecifica do antagonista e o patégeno

desafiado.
Diametro Médio das Colbnias (cm)
Tratamentos Fitopatégenos

A) | C(e) | P(e) P(ca) | P(c) | P() P (p) P(s)
Controle | 6,0 aD ié 7,3aBC | 8,3 aAB aeé% 212 6,7aCD | 8,5aA

Tamot | 466C | 20 | ponG | abon | obB | aoA | abBC | aoh

Tamoz | agbc | 261 63 N 74aa| ST T2 | s5p | /2

Tamos | 41bE | 39 1 S8 1 74bes 546D | 82 | s6a0D | O

Ta aspc | 20 | sgbe| 52 [sspB| 17 | s7aB | 18

b 466D | 1 | boBC | abeA | bGD | abA | aboD | boAB
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25 48 | 71 7.4
Te 38bC | 22 | 51cdB | 58dB | ol | pa | 55bB | 3,
2,1 53 | 85
Tce 42bC | 1 | 45dC | 62cdB | nl | 0% | 60abB | 630B
CV(%) 04

Tabela 3. Diametro médio das col6nias dos fitopatdbgenos submetidos aos diferentes isolados
de Trichoderma pelo teste de produgéo de compostos volateis.

Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas e pelas mesmas letras mailUsculas
nas linhas néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). A (e): Alternaria sp. (eucalipto). C (e):
Cylindrocladium sp. (eucalipto). P (e): Pestalotiopsis sp. (eucalipto). P (ca): Pestalotiopsis sp. (castanha
do Brasil). P (c): Pestalotiopsis sp. (cumaru). P (i): Pestalotiopsis sp. (ipé amarelo). P (p): Pestalotiopsis
sp. (parica). P (s): Pestalotiopsis sp. (seringueira).

Meena et al. (2017) observaram que, os compostos volateis produzidos por T.
harzianum e T. viride, ocasionaram inibicdo no crescimento micelial de A. alternata
em cerca de 62,5% e 60%, respectivamente. Gomes et al. (2001) também relataram a
sensibilidade de C. spathulatum por metabolitos volateis produzidos por Trichoderma spp.
- T12 e Trichoderma spp. - TSS9, reduzindo em média 5,5 cm e 5,9 cm 0 seu crescimento,
em relagdo ao controle, correspondendo a 76,8% e 81,5% de reducdes no didmetro das
colénias deste fitopatdgeno, respectivamente.

Carvalho Filho (2008) estudando o potencial de 12 isolados de Trichoderma spp. no
controle da mancha foliar de Eucalyptus sp., causada por Cylindrocladium scoparium em
teste de exposicao do fitopatégeno a possiveis metabdlitos toxicos e volateis, constatou
pouca atividade de inibicdo no crescimento da coldnia fungica desse fungo, em rela¢do aos
resultados obtidos no teste de confrontacao direta.

Estudos realizados por Al-Ameen et al. (2017) com Pestalotiopsis disseminata
isolado de Musa sapientum L., demonstraram que, T. viride ocasionou maior inibicdo
no crescimento radial do fitopatbgeno quando foi avaliado pelo teste de producdo de
metabdlitos tdxicos, ocasionando 77,4% de inibicdo, seguido das avaliagbes pelos testes
de producao de metabdlitos volateis, com efeito inibitorio de 75,6%, e confrontacdo direta
(51,5% de inibigéo).

Outros trabalhos ja foram realizados demonstrando a acédo dos diferentes
mecanismos de acdo produzidos por espécies de Trichoderma para o controle de
diferentes fitopatégenos (REDDY et al., 2014; JOHN et al., 2015; SILVA et al., 2017). No
entanto, os diferentes resultados relatados nos testes in vitro devem ao fato que, apesar
do antagonismo ser uma propriedade singular do género Trichoderma, sua capacidade
para produzir metabdlitos secundarios, com efeito fungistatico, pode variar entre isolados
da mesma espécie, uma vez que cada uma podem exibir distintos potenciais de biocontrole
em fungdo dos compostos antifingicos secretados e da capacidade de resisténcia do
fitopatdogeno desafiado (ANEES et al., 2010; LORITO et al., 2010).
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Em relacdo aos diferentes mecanismos de acdo utilizados pelos isolados de
Trichoderma avaliados no trabalho para o controle, in vitro, dos fitopatdgenos, observou-se
que, a eficiéncia de cada mecanismo foi variavel em relacao aos fungos fitopatogénicos.
No entanto, alguns isolados do agente de biocontrole ocasionaram efeito inibitorio sobre o
crescimento dos fitopatdgenos, independente do mecanismo por ele utilizado (Tabela 4).

Estudos mostram que a associagéo de antibiéticos a outros mecanismos, como por

exemplo, a competicdo, tornam-se mais eficiente do que se apresentarem apenas um Unico
mecanismo de defesa (BETTIOL e GHINI, 1995; HOWELL, 2003); uma vez que a agao
conjunta desses fatores proporcionam um nivel de antagonismo mais expressivo devido
a producdo de enzimas e metabolitos secundarios, volateis e ndo volateis, aliados ao
rapido padréo de crescimento atuarem sinergicamente em um complexo sistema biolégico,
envolvendo a colonizagdo do substrato e competicdo por seus nutrientes; além da
deteccéo, parasitismo e degradacgéo da parede de fitopatdgenos alvos durante o processo
antibiose conferindo, desta forma, vantagens na selecéo do Trichoderma como agentes de
biocontrole (AVILA et al., 2005; QUALHATO et al., 2013; RAO et al., 2016).

Mecanismos de Ao de Trichoderma
Fitopatogenos
Tratamentos -
Taxa de Crescimento

Confrontagio Direta Compostos ToOxicos

P
i

Isolados de
Trichiodermea
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ra
Tb
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Tce
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Tabela 4. Efeito dos mecanismos de agéo dos isolados de Trichoderma spp. sobre os diferentes
fitopatdgenos confrontados.

(+) resultado superior ao do fitopatdgeno controle. (=) resultado semelhante ao do fitopatégeno

controle. Ae: Alternaria sp. (eucalipto). Ce: Cylindrocladium sp. (eucalipto). Pe: Pestalotiopsis

sp. (eucalipto). Pca: Pestalotiopsis sp. (castanha do Brasil). Pc: Pestalotiopsis sp. (cumaru). Pi:
Pestalotiopsis sp. (ipé amarelo). Pp: Pestalotiopsis sp. (parica). Ps: Pestalotiopsis sp. (seringueira).

Andlises qualitativas quanto quantitativas dos metabdlitos secundarios produzidos
por diferentes isolados do género Trichoderma sdo extremamente importantes para
selecdo de agentes biologicamente ativos no controle de fitopatdgenos, uma vez que os
mecanismos empregados por esse antagonista sdo muito complexos e sua atuacao varia
conforme a interacdo do agente de biocontrole, do patégeno e da planta hospedeira (EL-
HASSAN et al., 2009)

O estudo dos metabolitos secundarios de Trichoderma pode viabilizar a aquisicao
de novos fertilizantes e pesticidas baseado em compostos bioativos, podendo apresentar
um impacto significativo sobre o0 manejo de doencas em plantas (VINALE et al., 2009).
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41 CONCLUSAO

Os isolados de Trichoderma avaliados sé&o potenciais agentes de biocontrole, in vitro,
dos fitopatdgenos confrontados, utilizando diferentes mecanismos de agéo. A produgéo
de compostos téxicos foi 0 mecanismo de agdo que reduziu o crescimento micelial da
maioria dos fungos fitopatogénicos utilizados no trabalho. O efeito promissor encontrado
para os isolados de Trichoderma utilizados nos testes in vitro precisa ser avaliado em
condigdes in vivo para referendar o potencial como agentes de biocontrole desses fungos
fitopatogénicos.
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RESUMO: A cirurgia bariatrica representa uma
opcéo de tratamento para a obesidade severa e
também um modelo para estudar os mecanismos
envolvidos na melhora dos disturbios
relacionados a obesidade. As cirurgias induzem
alteracdes anatdmicas no trato gastrointestinal,
mas os efeitos ndo sdo adequadamente
compreendidos. O objetivo deste estudo foi
investigar os aspectos morfologicos da parede
intestinal em ratos obesos por dieta de cafeteria
submetidos & derivacdo duodenojejunal (DDJ).
Ratos Wistar machos receberam dieta padréao
para roedores (grupo CON) ou dieta de cafeteria
ad libitum por 38 semanas. Apés 32 semanas
de dieta, o grupo dieta de cafeteria foi dividido
em dieta de cafeteria controle (grupo CAF), dieta
de cafeteria submetido a pseudocirurgia (grupo
PC) e dieta de cafeteria submetido a DDJ (grupo
DDJ). O peso corporal e gorduras viscerais
foram avaliados. Segmentos do duodeno foram
submetidos a processamento histolégico e
coloragdo com hematoxilina-eosina. Apds 38
semanas de tratamento, a dieta de cafeteria
causou aumento significativo no peso corporal
e gordura visceral em comparagdo aos ratos
alimentados com dieta padréo. A pseudocirurgia
e a DDJ ndo alteraram esses parametros. A
organizag¢do da parede intestinal ndo se alterou,
independentemente do grupo. Os grupos CAF,
PC e DDJ exibiram aumento na altura dos vilos
em comparagao com o grupo CON. O grupo
DDJ também apresentou espagos aumentados
entre os vilos adjacentes em comparagdo com
os demais grupos. Concluiu-se que a dieta de
cafeteria promoveu obesidade nos roedores,
que nado foi atenuada pela cirurgia. Aspectos
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morfolégicos da mucosa duodenal sugerem ajustes que podem resultar em aumento da
capacidade digestiva e absortiva nos ratos obesos, e a cirurgia de DDJ pode ter influenciado
esses parametros. Os dados fornecem base para novos estudos para esclarecer a influéncia
do DDJ na capacidade de absor¢éo e na barreira intestinal.

PALAVRAS-CHAVE: mucosa intestinal; parede intestinal; cirurgia bariatrica.

EFFECTS OF DUODENAL-JEJUNAL BYPASS ON THE MORPHOLOGY OF THE
DUODENUM IN WESTERN DIET OBESE RATS

ABSTRACT: Bariatric surgery represents a treatment option for severe obesity and is
also a model to study the mechanisms involved in obesity-related disorders improvement.
Surgeries induces anatomical changes in the gastrointestinal tract, but the effects are not
adequately understood. The aim of this study was to investigate the morphological aspects
of the intestinal wall in western diet obese rats submitted to duodenal—jejunal bypass (DJB).
Male Wistar rats received a standard rodent chow diet (CON group) or western diet ad libitum
for 38 weeks. After 32 weeks of diet, the western diet group was divided in western diet
control (WD group), western diet submitted to sham operation (SHAM group), and western
diet subjected to DJB (DJB group). Body weight and visceral fat were evaluated. Segments
of the duodenum were subjected to histological processing and hematoxylin-eosin staining.
After 38 weeks of treatment, the western diet caused a significant increase in body weight
and visceral fat compared with the rats fed a standard diet. Sham and DJB surgeries did not
alter these parameters. The organization of the intestinal wall was unchanged regardless of
the group. WD, SHAM and DJB groups exhibited increased villus height compared with the
CON group. DJB group also presented enlarged spaces between the adjacent villi compared
with the other groups. It was concluded that the cafeteria diet promoted obesity in rodents,
which was not attenuated by surgery. Morphological aspects of the duodenal mucosa suggest
adjustments that may result in an increase in digestive and absorptive capacity in obese rats,
and DJB surgery may have influenced these parameters. The data provide a basis for further
studies to clarify the influence of DJB in the absorptive capacity and intestinal barrier.
KEYWORDS: intestinal mucosa; intestinal wall; bariatric surgery.

11 INTRODUGAO

A obesidade é considerada um dos maiores desafios a satude publica deste século,
particularmente devido a prevaléncia crescente e associagdo com comorbidades, como
diabetes, doencas cardiovasculares, cancer (WHO, 2020) e disfun¢bes gastrintestinais
(XING; CHEN, 2004). Estima-se que em 2016, 39% da populacdo adulta mundial
apresentava excesso de peso e 13% era obesa, e em 2019, mais de 38 milhdes de criangas
com menos de cinco anos apresentava sobrepeso ou obesidade (WHO, 2020).

Embora vérias teorias tentam explicar a pandemia atual da obesidade, a doenca
geralmente resulta da interacdo genética com fatores ambientais (ROTH et al., 2004).
Dentre os fatores ambientais, destacam-se mudancas nos padrbes comportamentais,
incluindo estilo de vida sedentario (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017; WHO, 2020) e
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consumo de dieta refinada, rica em calorias e gordura (BRAY, 2011; WHO, 2020).

No tratamento da obesidade, varias abordagens sado utilizadas, porém, muitos
pacientes ndo respondem a manobras terapéuticas, e a cirurgia bariatrica tem se
mostrado de grande auxilio na conducéo clinica de alguns casos, podendo atenuar certas
comorbidades associadas (FANDINO et al., 2004), incluindo o diabetes tipo 2 (RUBINO,
2006). Com indices de realizagdo crescentes em todo o mundo, as cirurgias séo indicadas
quando o indice de massa corporal (IMC) € superior a 40 Kg/m2, ou entre 35 Kg/m? e 40 Kg/
m? com comorbidades associadas (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017).

Dos diferentes procedimentos cirlrgicos atualmente bem estabelecidos, os mais
frequentes sé@o a derivagéo gastrica em Y de Roux e a gastrectomia vertical (WELBOURN
et al., 2019). Procedimentos de derivagédo intestinal sdo considerados mais efetivos que os
restritivos no controle do diabetes (RUBINO, 2006), e a técnica de derivagdo duodenojejunal
(DDJ) foi desenvolvida para investigar os mecanismos responsaveis pelos beneficios
metabdlicos da derivacao gastrica em Y de Roux (BREEN et al., 2012) focando somente
nos mecanismos da derivacao intestinal, excluindo os efeitos restritivos (ISE et al., 2019).

Na DDJ, h4 exclusao do intestino proximal com preservagéo do estémago. O alimento
passa a ser conduzido do estbmago ao intestino delgado distal (alga alimentar), o intestino
delgado proximal (alca biliopancreatica) € excluido do transito alimentar (RUBINO et al.,
2006), recebendo apenas secrecdes digestivas como a bile e o suco pancreatico, e uma
terceira parte, a alga comum, recebe tanto o alimento quanto as secre¢des digestivas (ISE
et al., 2019). Este procedimento possibilitaria o tratamento do diabetes tanto em pacientes
obesos como em individuos ndo obesos (RUBINO, 2006; DIXON et al., 2012).

Os efeitos na melhora do diabetes parecem mediados por uma mudancga no padrao
de secrecdo de hormonios gastrointestinais, onde a exclusdo do intestino proximal evitaria
a superproducdo de um fator que causaria esta patologia, ou devido a apresentagcéo
precoce de alimentos nao digeridos ou incompletamente digeridos ao ileo, que anteciparia
a producéo de horménios como o peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP-1) (ZHANG et
al., 2014). Os niveis deste horménio sdo aumentados em humanos e animais submetidos
aos procedimentos cirdrgicos (SANTORO, 2005; LE ROUX et al., 2006; SPECK et al.,
2011; IMOTO et al., 2014; ZHANG et al., 2014).

Outros hormdnios também tém seus niveis aumentados, incluindo GLP-2, que
apresenta acdes no crescimento da mucosa intestinal (BURRIN et al., 2003; SANTORO,
2005). Assim, poderia desempenhar um papel central na resposta morfolégica adaptativa
do intestino nas ressecgdes ou transposi¢des intestinais, particularmente em segmentos
funcionantes que apresentam hipertrofia da parede (LJUNGMANN et al., 2001) e da
mucosa intestinal (WESER et al., 1977; OLUBUYIDE et al., 1984; SASAKI et al., 1987;
ALBERT et al., 1990; LUIUNGMANN et al., 2001; SUKHOTNIK et al., 2004). Em relacéo aos
segmentos desviados do transito alimentar, ha uma variacdo nos resultados, com relatos
tanto de atrofia (ALBERT et al., 1990; KOVALENKQO; BASSON, 2012) como também de
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manutencgao da atividade de renovacgéo celular (WILLIAMSON et al.,1978; ALBERT et al.,
1990). Os efeitos troficos parecem depender da extensdo da derivagéo intestinal (ALBERT
et al., 1990),

Compreender os tipos e mecanismos de adaptagdo do intestino é de grande
relevancia para reduzir possiveis implicacdes da perda de tecido funcional. Considerando
que a resposta adaptativa intestinal ap6s a cirurgia da DDJ nédo esta bem estabelecida,
este trabalho teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos da derivagdo duodenojejunal
sobre a morfologia do duodeno de ratos com obesidade induzida por dieta de cafeteria.

21 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagéo Animal
e Aulas Praticas da Universidade Estadual do Oeste do Parana (CEEAAP/UNIOESTE;
protocolo n°® 44/09).

Ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), foram mantidos sob condi¢es
de luminosidade (ciclo claro/escuro 12h) e temperatura (22+1°C) controladas. Com 12
semanas de idade, os animais foram distribuidos em dois grupos: controle (grupo CON;
n=5), que recebeu dieta padrdo para roedores (Nuvital®, Colombo, PR, Brasil) e 4gua ad
libitum; e cafeteria (n=15), que recebeu dieta de cafeteria e refrigerante ad libitum durante
todo o periodo experimental de 38 semanas. Apos 32 semanas de tratamento, o grupo
cafeteria foi subdividido aleatoriamente em trés grupos: cafeteria controle (grupo CAF;
n=5); pseudocirurgico (grupo PC; n=5), que foi submetido a pseudocirurgia de derivagdo
dudodenojejunal (DDJ); e cirargico (grupo DDJ; n=5), que foi submetido a cirurgia de DDJ.

A dieta de cafeteria consistiu em refrigerante de guarana desgaseificado e um pellet
feito com 37,5% de racao padréao, 25% de amendoim torrado, 25% de chocolate em barra
e 12,5% de bolacha de amido de milho, triturados com agua e secos em estufa. Foram
também oferecidos alimentos adicionais, como salgadinhos, bolacha waffer de chocolate
e bolo pronto. A dieta de cafeteria totalizou 4,47 kcal/g (43,1% de carboidrato, 12,1% de
proteina e 46,9% de gordura), em oposi¢do aos 2,63 kcal/g da dieta padréao (VANZELA et
al., 2010).

As cirurgias foram realizadas ap6s 32 semanas de alimentacdo com a dieta de
cafeteria. Procedimentos pré-operatérios foram realizados como descrito por Meguid et
al. (2004). Os animais foram privados de alimentagdo por 16—-18 horas e anestesiados
com isoflurano (Isoforine®, Cristalia, SP, Brasil). O duodeno foi separado do estémago e a
continuidade do intestino foi interrompida a 10 cm do ligamento de Treitz. O segmento distal
foi conectado ao estbmago (anastomose gastrojejunal), e 0 segmento proximal contendo
0s sucos biliopancreaticos foi reconectado ao tubo alimentar a uma distancia de 15 cm

da anastomose gastrojejunal (reconstrucdo em Y de Roux). Para a pseudocirurgia, as
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transecgdes e reanastomoses do trato gastrointestinal foram realizadas nos mesmos locais
das enterotomias feitas para o DDJ, mantendo-se o circuito fisiolégico alimentar através do
intestino (RUBINO et al., 2006).

Seis semanas ap0s as cirurgias, 0os animais de todos os grupos foram deixados em
jejum de 12 horas, tiveram o peso corporal e o comprimento naso-anal avaliados, e foram
eutanasiados por decaptagéo, ap6s insensibilizagdo em camara de CO2. Realizou-se a
laparotomia, com a coleta e pesagem das gorduras retroperitoneal e periepididimal e coleta
do duodeno.

Amostras do duodeno foram abertas na regido mesentérica, lavadas com solugéo
salina, fixadas em solucdo de formaldeido (10%), desidratadas em concentracbes
crescentes de alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes semi-seriados
longitudinais com 7 ym de espessura foram obtidos em um micr6tomo (Olympus CUT 4055,
America Inc.) e corados com com Hematoxilina-Eosina (H.E.).

Os dados dos parametros corporais foram analisados pelo teste Anova - “Newman-
Keuls Multiple Comparison”, com nivel de significancia de 5%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao final de 38 semanas, os animais dos grupos CAF, PC e DDJ, alimentados com
dieta de cafeteria, apresentaram aumento significativo no peso corporal (26,5%, 19,8% e
23,2%, respectivamente) e nas gorduras viscerais retroperitoneal (308,3%, 325% e 350%,
respectivamente) e periepididimal (107,7%, 107,7% e 115,4%, respectivamente) em relacao
aos animais controles (Tabela 1). Estes resultados comprovam a instalacdo da obesidade
e corroboram estudos prévios (SCOARIS et al., 2010; SAMPEY et al., 2011; ZINOCKER;
LINDSETH, 2018; LEIGH et al., 2019; LEWIS et al., 2019).

| con CAF PC DDJ
PC () 484£9,1a 612424230 | 580:124b | 5964 £527b
CNA (cm) 26,3 +0,6a 257 +1,1a 26 + 0,5 263+06a
GR[% PC (g)] 12+0,2a 4,9 +1,1b 5,1+ 0,6 5,4 +1,4
GP [% PC (9)] 13+0,2a 2,7 +0,4b 2,7+03b 2,8+0,5

Tabela 1. Peso corporal (PC), comprimento naso-anal (CNA), gordura retroperitoneal
(GR) e gordura periepididimal (GP) nos grupos controle (CON), cafeteria controle (CAF),
pseudocirurgico (PC) e cirargico (DDJ).

Média + erro padréao (n = 5). Diferentes letras indicam diferenca significativa (p < 0,05).

A avaliacdo do peso e da gordura visceral nos animais alimentados com dieta de
cafeteria e submetidos a DDJ (grupo DDJ) mostrou valores similares aos animais cafeteria
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controle (grupo CAF) e cafeteria pseudocirirgico (grupo PC), indicando que a cirurgia néo
alterou significativamente estes parametros (Tabela 1). Vérios estudos tém relatado que a
DDJ melhora o metabolismo da glicose independentemente de perda de peso (SPECK et
al., 2011; ARAUJO et al., 2012; BREEN et al., 2012; HU et al., 2013; IMOTO et al., 2014)
ou da adiposidade (SPECK et al., 2011; ARAUJO et al., 2012). Considerando que a DDJ
néo influencia a ingestdo alimentar (RUBINO; MARESCAUX, 2004; IMOTO et al., 2014;
ZHANG et al., 2014), possivelmente porque néo altera o volume géastrico, a manutencéao
dos parametros corporais no grupo DDJ em relagdo aos outros grupos alimentados com a
mesma dieta € justificada.

A andlise morfologica do duodeno revelou que em todos os grupos a integridade da
parede intestinal foi preservada, organizada nas tunicas mucosa, submucosa, muscular e
serosa (Figura 1). A tinica mucosa apresentou vilos intestinais altos, estreitos e projetados
em dire¢cdo ao lumen. Quando comparados ao grupo controle (CON), os grupos CAF, PC e
DDJ exibiram um aumento na altura dos vilos (Figura 1). Os vilos séo proje¢cdes da membrana
mucosa que aumentam consideravelmente a area de superficie e, correspondentemente, a
area de absorcado de nutrientes (MOTTA; FUJITA, 1988). Assim, aumento nas dimensdes
dos vilos poderia representar maior capacidade absortiva, possivelmente contribuindo
com a instalagcdo da obesidade. Em concordancia, aumento nos vilos e na atividade de
enzimas intestinais sdo observados no jejuno de ratos alimentados com dieta de cafeteria
(SCOARIS et al., 2010).

Figura 1. Fotomicrografias de sec¢des longitudinais do duodeno de ratos. A, B, C e D: Grupos
CON, CAF, PC e DDJ, respectivamente. E e F: Grupos PC e DDJ, respectivamente. Tunicas
mucosa (M), submucosa (S) e muscular, com feixes de fibras circulares (C) e longitudinais (L).
Setas indicam espagos aumentados entre os vilos. H.E.
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A dieta de cafeteria em nosso estudo simulou a dieta ocidental moderna, com
alimentos ultraprocessados (ZINCCKER; LINDSETH, 2018), de facil absorgéo, pobres em
fibras e ricos em calorias (SANTORO et al., 2003) e gordura saturada (BRAY, 2011). Embora
0 excesso de gordura seja associado com aumento na prolifera¢do celular da mucosa, esta
relacédo é observada no segmento intestinal médio, enquanto o mesmo efeito é obtido no
intestino proximal com carboidratos, refletindo os principais locais de absorcédo de cada
nutriente (JENKINS; THOMPSON, 1992). Por outro lado, as demais caracteristicas da dieta
de cafeteria poderiam gerar uma carga maior de nutrientes disponiveis para absor¢do nas
porcdes proximais do intestino (SANTORO et al., 2003), podendo induzir hiperplasia na
regido exposta (BRISTOL; WILLIAMSON, 1988).

Quando comparados os grupos CAF, PC e DDJ, a altura dos vilos foi semelhante
nestes grupos (Figura 1). Resultados similares sdo descritos em alguns estudos com animais
submetidos a DDJ (SPECK et al., 2011) e humanos com derivacéo jejunoileal (SOLHAUG,
1976; TOMPKINS et al., 1977; FRIEDMAN et al., 1981). Um achado interessante é que no
grupo DDJ os espacos entre os vilos adjacentes se mostraram aumentados em relacédo aos
outros grupos (Figura 1D, F). Isto poderia decorrer de uma possivel redug¢éo na largura dos
vilos, e consequentemente, na area da mucosa.

A estimulagéo por nutrientes enterais parece necessaria para manter a estrutura da
mucosa intestinal, e atrofia tem sido descrita quando ha privacéo do fluxo de nutrientes,
como por exemplo, apés jejum (SHIN et al., 2005), na nutricdo parenteral total (BUCHMAN
et al., 1995) e no intestino desfuncionalizado apds cirurgia de derivagéo gastrica em Y de
Roux (KOVALENKO; BASSON, 2012; KOVALENKO et al., 2012) e derivacéo jejunoileal
(ALBERT et al., 1990), sustentando nossas observacgdes.

Esta resposta poderia estar relacionada com a auséncia de deformagdo dos
enter6citos pela passagem do contetdo luminal e contratilidade peristéltica intermitente
(KOVALENKO et al.,, 2012). O contetdo luminal também influencia a secregcdo de
hormdnios intestinais, que podem inibir a proliferacdo celular da mucosa (BRISTOL;
WILLIAMSON, 1985), causar perturbacdo no processo de maturagdo e envelhecimento
das células absortivas (STENLING; HELANDER, 1983) ou aumentar a apoptose, como
observado em modelos atréficos (ALPERS, 2002). Além disso, mudang¢as na microbiota
ao longo do trato gastrointestinal e supercrescimento bacteriano no segmento desviado
(ARON-WISNEWSKY et al., 2012) também devem ser considerados.

Processos atroficos podem alterar a integridade da mucosa, aumentando a
permeabilidade do epitélio intestinal (ALPERS, 2002; YANG et al., 2003; KOVALENKO;
BASSON, 2012). Com isso, ocorre translocagéao de bactérias do lamen para os linfonodos
mesentéricos (ALPERS, 2002), levando a uma resposta inflamatéria sistémica (ARANOW;
FINK, 1996). Esta condicdo, no entanto, ainda precisa ser investigada.

Com relagéo a tunica submucosa (Figura 1), a presenga de glandulas duodenais
(de Brunner) foi evidente em todos os grupos, porém, pareceram estar presentes em
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maior numero no grupo CON. A secrecdo das glandulas duodenais tem pouca capacidade
digestiva, mas auxilia na neutralizagdo da pepsina acida do estémago (MOTTA; FUJITA,
1988). Reducgéo na densidade destas glandulas poderia resultar de uma menor demanda
na secrecdo, ocasionada pelas caracteristicas da dieta de cafeteria, com possiveis
implicagbes na fungéo protetora da mucosa duodenal proximal.

Atlnica muscular apresentou organizagao similar nos quatro grupos, constituida por
um estrato interno com feixes de fibras musculares orientados com maior eixo em sentido
circular, e um estrato externo com orientacdo longitudinal. A espessura ndo apresentou
variagao significativa em fungcéo da dieta ou da DDJ, mas foi aparentemente menor no
grupo PC (Figura 1). Corroborando nossos dados, manutengédo na espessura da tunica
muscular € descrita no modelo de obesidade induzida por dieta de cafeteria (SCOARIS et
al., 2010). Porém, relata-se diminuicdo na espessura da camada fibromuscular do jejuno
desfuncionalizado dias ap6s cirurgia em Y de Roux (KOVALENKO; BASSON, 2012).

Em geral, a manutenc¢do da morfologia das tunicas duodenais ap6s a excluséo deste
segmento na cirurgia de DDJ é justificada pela hip6tese de que a capacidade adaptativa
difere ao longo do intestino delgado. Estudos com diabetes experimental e cirurgias de
ressecc¢do intestinal descrevem, respectivamente, que o duodeno tem uma resposta menos
pronunciada em relacdo ao jejuno (STENLING et al., 1984), e a adaptacdo do jejuno,
por sua vez, € menor do que a do ileo (BRISTOL; WILLIAMSON, 1985; ALBERT et al.,
1990). Além disso, apesar da auséncia da passagem do conteudo alimentar, a presenca
de secrec¢bes digestivas, como a bile e o0 suco pancreatico, desempenharia um papel na
manutengdo da estrutura intestinal (BRISTOL; WILLIAMSON, 1985).

41 CONSIDERAGOES FINAIS

O consumo de dieta de cafeteria forneceu um modelo eficaz naindugao de obesidade,
e a cirurgia de derivacdo duodenojejunal (DDJ) nao alterou esta condicdo. Possivel
influéncia da dieta na morfologia dos vilos intestinais duodenais sugere adaptagbes que
aumentaram a capacidade de digestdo e absor¢ao, contribuindo com o ganho de peso e
adiposidade. O desvio deste segmento do transito alimentar ap6s a DDJ sugere atrofia da
mucosa, 0 que poderia alterar a permeabilidade intestinal, enquanto a morfologia das outras
tunicas foi preservada. Mais estudos sdo necessarios para determinar se os parametros
morfomeétricos e a proliferacéo celular da mucosa foram ou néo alterados, e a relagdo com
a barreira intestinal e a sua significancia clinica apés a cirurgia de DDJ.

REFERENCIAS

ALBERT, V.; YOUNG, G. P.; MORTON, C. L.; ROBINSON, P.; BHATHAL, P. S. Systemic factors are
trophic in bypassed rat small intestine in the absence of luminal contents. Gut, v. 31, n. 3, p. 311-
316, 1990.

Consolidagao do Potencial Cientifico e Tecnolégico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 7



ALPERS, D. H. Enteral feeding and gut atrophy. Current Opinion in Clinical Nutrition and Metabolic
Care, v. 5, n. 6, p. 679-683, 2002.

ARANOW, J. S.; FINK, M. P. Determinants of intestinal barrier failure in critical illness. British
Journal of Anaesthesia, v. 77, n. 1, p. 71-81, 1996.

ARAUJO, A. C. F,; BONFLEUR, M. L.; BALBO, S.L.; RIBEIRO, R.A.; FREITAS, A.C.T. Duodenal-
jejunal bypass surgery enhances glucose tolerance and beta-cell function in western diet obese
rats. Obesity Surgery, v. 22, n. 5, p. 819-826, 2012.

ARON-WISNEWSKY, J.; DORE, J.; CLEMENT, K. The importance of the gut microbiota after
bariatric surgery. Nature Reviews Gastroenterology & Hepatology, v. 9, n. 10, p. 590-598, 2012.

BRAY, G. A. Is dietary fat important? The American Journal of Clinical Nutrition, v. 93, n. 3, p. 481-482,
2011.

BREEN, D. M.; RASMUSSEN, B. A.; KOKOROVIC, A.; WANG, R.; CHEUNG, G. W. C; LAM, T. K
T. Jejunal nutrient sensing is required for duodenal-jejunal bypass surgery to rapidly lower
glucose concentrations in uncontrolled diabetes. Nature Medicine, v. 18, n. 6, p. 950-955, 2012.

BRISTOL, J. B.; WILLIAMSON, R. C. N. Postoperative adaptation of the small intestine. World
Journal of Surgery, v. 9, n. 6, p. 825-832, 1985.

BRISTOL, J. B.; WILLIAMSON, R. C. N. Mechanisms of intestinal adaptation. Pediatric Surgery
International, v. 3, p. 233-241, 1988.

BUCHMAN, A. L.; MOUKARZEL, A. A.; BHUTA, S.; BELLE, M.; AMENT, M. E.; ECKHERT, C. D.;
HOLLANDER, D.; GORNBEIN, J.; KOPPLE, J. D.; VIJAYAROGHAVAN, S. R. Parenteral nutrition is
associated with intestinal morphologic and functional changes in humans. Journal of Parenteral
and Enteral Nutrition, v. 19, n. 6, p. 453-60, 1995.

BURRIN, D.G.; STOLL, B.; GUAN, X. Glucagon-like peptide 2 function in domestic animals.
Domestic Animal Endocrinology, v. 24, n. 2, p. 103-122, 2003.

DIXON, J. B.; LE ROUX, C. W.; RUBINO, F.; ZIMMET, P. Bariatric surgery for type 2 diabetes.
Lancet, v. 379, n. 9833, p. 2300-2311, 2012.

FANDINO, J; BENCHIMOL, A. K.; COUTINHO, W. F.; APPOLINARIO, J. C. Cirurgia bariatrica:
aspectos clinico-cirurgicos e psiquiatricos. Revista de Psiquiatria do Rio Grande do Sul, v. 26, n. 1,
p. 47-51, 2004.

FRIEDMAN, H. |.; VILLAR, H. V.; NEMETH, T. J. The mucosal response in the excluded limb after
jejunoileal bypass for morbid obesity. Surgery, Gynecology & Obstetrics, v. 153, n. 3, p. 346-350,
1981.

GONZALEZ-MUNIESA, P.; MARTINEZ-GONZALEZ, M. A.; HU, F. B.; DESPRES, J. P.; MATSUZAWA,
Y;; LOOS, R. J. F,; MORENO, L. A.; BRAY, G. A.; MARTINEZ, J. A. Obesity. Nature Reviews Disease
Primers, v. 3, n. 17034, p. 17034, 2017.

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 7



HU, C.; ZHANG, G.; SUN, D.; HAN, H.; HU, S. Duodenal-jejunal bypass improves glucose
metabolism and adipokine expression independently of weight loss in a diabetic rat model.
Obesity Surgery, v. 23, n. 9, p. 1436-1444, 2013.

IMOTO, H.; SHIBATA, C.; IKEAWA, F.; KIKUCHI, D.; SOMEYA, S.; MIURA, K.; NAITOH, T.; UNNO, M.
Effects of duodeno-jejunal bypass on glucose metabolism in obese rats with type 2 diabetes.
Surgery Today, v. 44, n. 2, p. 340-348, 2014.

ISE, I.; TANAKA, N.; IMOTO, H.; MAEKAWA, M.; KOHYAMA, A.; WATANABE, K.; MOTOI, F.;
UNNO, M.; NAITOH, T. Changes in enterohepatic circulation after duodenal-jejunal bypass and
reabsorption of bile acids in the bilio-pancreatic limb. Obesity Surgery, v. 29, p. 1901-1910, 2019.

JENKINS, A. P.; THOMPSON, R. P. H. Effect of dietary fat on the distribution of mucosal mass and
cell proliferation along the small intestine. Gut, v. 33, n. 2, p. 224-229, 1992.

KOVALENKO, P. L.; BASSON, M. Changes in morphology and function in the mucosa of the small
intestine after Roux-en-Y surgery in a rat model. Journal of Surgery, v. 177, n. 1, p. 63-69, 2012.

KOVALENKO, P. L.; FLANIGAN, T. L.; CHATURVEDI, L.; BASSON, M. D. Influence of
defunctionalization and mechanical forces on intestinal epithelial wound healing. American
Journal of Physiology. Gastrointestinal and Liver Physiology, v. 303, n.10, p. G1134-G1143, 2012.

LE ROUX, C. W.; AYLWIN, S. J. B.; BATTERHAM, R. L.; BORG, C. M;, COYLE, F.; PRASAD, V;
SHUREY, S.; GHATEI, M. A.; PATEL, A. G.; BLOOM, S. G. Gut hormone profiles following bariatric
surgery favor an anorectic state, facilitate weight loss, and improve metabolic parameters.
American Surgical Association, v. 243, n. 1, p. 108-114, 2006.

LEIGH, S.J.; KENDIG, M.D.; MORRIS, M.J. Palatable western-style cafeteria diet as a reliable
method for modeling diet-induced obesity in rodents. Journal of Visualized Experiments, v. 153, p.
60262, 2019.

LEWIS, A.R.; SINGH, S.; YOUSSEF, F.F. Cafeteria-diet induced obesity results in impaired
cognitive functioning in a rodent model. Heliyon, v. 5, n. 3, p. e01412, 2019.

LJUNGMANN, K.; HARTMANN, B.; KISSMEYER-NIELSEN, P.; FLYYBJERG, A.; HOLST, J. J.;
LAUBERG, S. Time-dependent intestinal adaptation and GLP-2 alterations after small bowel
resection in rats. American Journal of Physiology. Gastrointestinal and Liver Physiology, v. 281, n. 3, p.
G779-G785, 2001.

MEGUID, M. M.; RAMOS, E. J.; SUZUKI, S.; XU, Y.; GEORGE, Z. M.; DAS, U. N.; HUGHES, K;
QUINN, R.; CHEN, C.; MARX, W.; CUNNINGHAM, P. R. A surgical rat model of human Roux-en-Y
gastric bypass. Journal of Gastrointestinal Surgery, v. 8, n. 5, p. 621-630, 2004.

MOTTA, P.; FUJITA, H. Ultrastructure of the Digestive Tract. Boston, MA: Martinus Nijhoff Publishing,
262 p., 1988.

OLUBUYIDE, I. O.; WILLIAMSON, R. C. N.; BRISTOL, J. B.; READ, A. E. Goblet cell hyperplasia is a
feature of the adaptive response to jejunoileal bypass in rats. Gut, v. 25, n. 1, p. 62-68, 1984.

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 7



ROTH, J.; QIANG, X.; MARBAN, S. L., REDELT, H.; LOWELL, B. C. The obesity pandemic: where
have we been and where are we going? Obesity Research, v. 12, p. 88S-101S, 2004.

RUBINO, F. Bariatric surgery: effects on glucose homeostasis. Current Opinion in Clinical Nutrition
and Metabolic Care, v. 9, n. 4, p. 497-507, 2006.

RUBINO, F.; FORGIONE, A.; CUMMINGS, D. E.; VIX, M.; GNULI, D.; MINGRONE, G.; CASTAGNETO,
G.; MARESCAUX, J. The mechanism of diabetes control after gastrointestinal bypass surgery
reveals a role of the proximal small intestine in the pathophysiology of type 2 diabetes. Annals of
Surgery, v. 244, n. 5, p. 741-749, 2006.

RUBINO, F.; MARESCAUX, J. Effect of duodenal-jejunal exclusion in a non-obese animal model of
type 2 diabetes. Annals of Surgery, v. 239, n. 1, p. 1-11, 2004.

SAMPEY, B. P.; VANHOOSE, A. M.; WINFIELD, H. M.; FREEMERMAN, A. J.; MUEHLBAUER, M.

J.; FUEGER, P. T.; NEWGARD, C. B.; MAKOWSKI, L. Cafeteria diet is a robust model of human
metabolic syndrome with liver and adipose inflammation: comparison to high-fat diet. Obesity, v.
19, n. 6, p. 1109-1117, 2011.

SANTORQO, S. Hipertrofia intestinal induzida por alimento e obesidade. Einstein, v. 3, n. 4, p. 310-
312, 2005.

SANTORO, S.; VELHOTE, M. C. P.; MALZONI, C. E.; MECHENAS, A. S. G.; STRASSMANN, V,;
SCHEINBERG, M. Digestive adaptation: a new surgical proposal to treat obesity based on
physiology and evolution. Einstein, v. 1, p. 99-104, 2003.

SASAKI, I.; TUCHIYA, T.; NAITO, H.; FUNAYAMA, Y.; TODA, M.; SUZUKI, Y; SATO, T.; OHNEDA, A.
Effect of ileo-jejunal transposition on intestinal adaptation after total colectomy in dogs. The
Tohoku Journal of

Experimental Medicine, v. 151, n. 4, p. 419-428, 1987.

SCOARIS, C. R.; RIZO, G. V.; ROLDI, L. P.; MORAES, S. M. F.; PROENGCA, A. R. G.; PERALTA, R. M.;
NATALI, M. R. M. Effects of cafeteria diet on the jejunum in sedentary and physically trained rats.
Nutrition, v. 26, n. 3, p. 312-320, 2010.

SHIN, E. D.; ESTALL, J. L.; 1ZZO, A.; DRUCKER, D. J.; BRUBAKER, P. L. Mucosal adaptation to
enteral nutrients is dependent on the physiologic actions of glucagon-like peptide-2 in mice.
Gastroenterology, v. 128, n. 5, p. 1340-1353, 2005.

SOLHAUG, J. H. Morphometric studies of the small intestine following jejuno-ileal shunt
operation. Scandinavian Journal of Gastroenterology, v. 11, n. 2, p. 155-160, 1976.

SPECK, M.; CHO, Y. M.; ASADI, A.; RUBINO, F.; KIEFFER, T. J. Duodenal-jejunal bypass protects
GK rats from {beta}-cell loss and aggravation of hyperglycemia and increases enteroendocrine
cells coexpressing GIP and GLP-1. Amerian Journal of Physiology Endocrinology and Metabolism, v.

300, n. 5, p. 923-932, 2011.

STENLING, R.; HAGG, E.; FALKMER, S. Stereological studies on the rat small intestinal
epithelium. lll. Effects of short-term alloxan diabetes.

Virchows Archiv. B, Cell Pathology, v. 47, p. 263-270, 1984.

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 7



STENLING, R.; HELANDER, H. F. Stereological studies on the rat small intestinal epithelium. Il
Effects of antrectomy and antral exclusion.

Cell & Tissue Research, v. 228, p. 563-571, 1983.

SUKHOTNIK, I.; MOR-VAKNIN, N.; DRONGOWSKI, R. A.; MISELEVICH, I.; CORAN, A. G.; HARMON,
C. M. Effect of dietary fat on early morphological intestinal adaptation in a rat with short bowel
syndrome. Pediatric Surgery International, v. 20, n. 6, p. 419-424, 2004.

TOMPKINS, R. K.; WAISMAN, J.; WATT, C. M-H.; CORLIN, R.; KEITH, R. Absence of mucosal
atrophy in human small intestine after prolonged isolation. Gastroenterology, v. 73, n. 6, p. 1406-
1409, 1977.

VANZELA, E.C.; RIBEIRO, R.A.; OLIVEIRA, C.A.M.; RODRIGUES, F.B.; BONFLEUR, M.L;
CARNEIRO, E.M.; SOUZA, K.L.A.; BOSCHERO, A.C. Pregnancy restores insulin secretion from
pancreatic islets in cafeteria diet-induced obese rats. American Journal of Physiology. Regulatory,
integrative and comparative physiology, v. 298, n. 2, p. R320-R328, 2010.

WELBOURN, R.; HOLLYMAN, M.; KINSMAN, R.; DIXON, J.; LIEM, R.; OTTOSSON, J.; RAMOS, A;
VAGE, V.; AL-SABAH, S.; BROWN, W.; COHEN, R.; WALTON, P.; HIMPENS, J. Bariatric surgery
worldwide: baseline demographic description and one-year outcomes from the Fourth IFSO
Global Registry Report 2018. Obesity Surgery, v. 29, n. 3, p. 782-795, 2019.

WESER, E.; HELLER, R.; TAWIL, T. Stimulation of mucosal growth in the rat ileum by bile and
pancreatic secretions after jejunal resection. Gastroenterology, v. 73, n. 3, p. 524-529, 1977.

WHO. World Health Organization. Obesity. Disponivel em: https://www.who.int/topics/obesity. Acesso
em: 14 out. 2020.

WILLIAMSON, R. C.; BAUER, F. L.; ROSS, J. S.; MALT, R. A. Proximal enterectomy stimulates
distal hyperplasia more than bypass or pancreaticobiliary diversion. Gastroenterology, v. 74, n. 1,
p. 16-23,1978.

XING, J.; CHEN, J. D. Z. Alterations of gastrointestinal motility in obesity. Obesity Research, v. 12,
n. 11, p. 1723-1732, 2004.

YANG, H.; FINALY, R.; TEITELBAUM, D. H. Alteration in epithelial permeability and ion transport in
a mouse model of total parenteral nutrition. Critical Care Medicine, v. 31, n. 4, p. 1118-1125, 2003.

ZHANG, S.Y.; SUN, X. J.; ZHENG, J. B.; WANG, W.; LIU, D.; CHEN, N. Z;; HE, S.; HUO, X. W.;
SMITH, W. Preserve common limb in duodenal-jejunal bypass surgery benefits rats with type
2-like diabetes. Obesity Surgery, v. 24, n. 3, p. 405-411, 2014.

ZINOCKER, M. K.; LINDSETH, I. A. The western diet-microbiome-host interaction and its role in
metabolic disease. Nutrients, v. 10, n. 3, p. 365, 2018.

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 7



CAPITULO 8

EFEITOS DO EFLUENTE CONTAMINADO COM
COMPOSTOS NITROAROMATICOS NA INDUCAO
DE ESTRESSE OXIDATIVO EM AZOLLA SP

Data de aceite: 01/12/2020
Data de submissdo: 03/09/2020

Bruna Durat Coelho

Universidade Estadual do Centro-Oeste
(Unicentro)

Guarapuava — PR
http://lattes.cnpq.br/3313678795404475

Patricia Carla Giloni-Lima

Universidade Estadual do Centro-Oeste
(Unicentro), Departamento de Ciéncias
Biologicas (DEBIO)

Guarapuava — PR
http://lattes.cnpq.br/6684589993372601

Vanderlei Aparecido de Lima

Universidade Tecnologica Federal do Parana,
Departamento de Quimica (DAQUI)

Pato Branco — PR
http://lattes.cnpqg.br/9090461949264421

RESUMO: Os efluentes contaminados por
compostos nitroaromaticos correspondem a uma
preocupante forma de contaminagdo ambiental,
devido a utilizacdo em grande escala e por
apresentar potencial efeito toxico e mutagénicos
aos sistemas biologicos. Uma possivel alternativa
para o seu tratamento corresponde a remediag¢éao
realizada por plantas aquaticas. Dentre estas,
a macrofita aquética Azolla sp., considerada
representante vegetal apropriado para atividades
de fitorremediacdo, devido sua toleréncia a
poluicdo e elevada producdo de biomassa.
Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
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analisar a capacidade biorremediadora de
Azolla sp., em sistemas contaminados com
compostos nitroaromaticos, por meio da indugéo
da atividade antioxidante das enzimas catalase
(CAT) e peroxidases totais (POX), investigadas
por ensaios ecotoxicolégicos agudo e cronico.
Os resultados obtidos revelaram elevacao
significativas das enzimas antioxidantes e
sugerem que a condicéo de estresse foi marcada
no ensaio agudo pela atividade enzimatica da CAT,
0 que indicou que as condi¢des de exposicao aos
compostos da classe dos nitroaromaticos foram
danosos a macroéfita. No ensaio crénico, os dados
demonstraram elevada atividade enzimatica da
POX, fato que sinaliza o emprego de mecanismos
para diminuir os estresses prejudiciais causados
pelo efluente rico em compostos nitroaromaticos.
PALAVRAS - CHAVE: antioxidante,
ecotoxicologia, fitoprotecao, TNT.

EFFECTS OF EFFLUENT
CONTAMINATED WITH NITROAROMATIC
COMPOUNDS ON THE INDUCTION OF
OXIDATIVE STRESS INAZOLLA SP

ABSTRACT: The effluents contaminated by
nitroaromatic compounds correspond to a
worrying form of environmental contamination,
due to their use on a large scale and because
they have a potentially toxic and mutagenic effect
on biological systems. A possible alternative for its
treatment is the remediation performed by aquatic
plants. Among these, the aquatic macrophyte
Azolla sp., is considered an appropriate plant
representative for phytoremediation activities,
due to its tolerance to pollution and high biomass
production. In this context, the objective of this
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work was to analyze the bioremediation capacity of Azolla sp., in systems contaminated with
nitroaromatic compounds, by inducing the antioxidant activity of catalase (CAT) and total
peroxidases (POX) enzymes, investigated by acute ecotoxicological tests and chronic. The
results obtained revealed significant elevation of the antioxidant enzymes. This suggests
that the stress condition was marked in the acute assay by the enzymatic activity of CAT,
which indicated that the conditions of exposure to compounds of the class of nitroaromatics
were harmful to the macrophyte. In the chronic test, the results showed high POX enzymatic
activity, a fact that signals the use of mechanisms to reduce the harmful stresses caused by
the effluent rich in nitroaromatic compounds.

KEYWORDS: Antioxidant, ecotoxicology, phytoprotection, TNT.

11 INTRODUGAO

O desenvolvimento da sociedade depende do uso da agua, recurso natural que
frequentemente & degradado pelo descarte inadequado de efluentes advindos da
producao industrial (MCGRATH et al., 2001; LONE, 2008; NANDAN et al., 2013); que por
consequéncia, prejudicam tanto o ambiente aquatico, quanto a sadde humana (LONE,
2008).

O composto nitroaromatico 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), originado pela manufatura
de explosivos, corresponde a um poluente de destaque devido a sua liberagdo em grande
escala (NANDAN et al., 2013) e sua tendéncia a permanecer no ambiente, ndo sendo
degradados biologicamente, embora possa ser transformado em outros produtos (LONE,
2008).

Uma possivel medida para o tratamento deste efluente corresponde a fitorremediacao
(NANDAN et al., 2013), uma tecnologia verde que reabilita areas contaminadas a partir
da remocéo, contencdo ou redugcédo das concentragbes de contaminantes por meio de
atividade de plantas aquaticas (CONAMA, 2009; NANDAN et al., 2013). Dentre essas, a
macroéfita aquatica flutuante Azolla sp. apresenta potencial biorremediador (CARRAPICO,
2001; NANDAN et al., 2013) por ser considerada tolerante a poluicdo, cosmopolita e que
apresenta crescimento rapido com elevada produ¢ao de sua biomassa (SANTOS, 2013).

Durante a fitorremediagdo, as plantas transformam compostos téxicos em
subprodutos (LONE et. al., 2008), produzindo em decorréncia disto, espécies reativas de
oxigénio (EROs) ao longo do processo, os quais geram uma condi¢éo de estresse para
as plantas, afetando seu crescimento e produtividade (HOSSAIN et al., 2015). As plantas,
por sua vez, desenvolveram mecanismos contra esta citotoxicidade, como o metabolismo
antioxidante, que é capaz de neutralizar os danos causados pelas EROs (BARBOSA et
al., 2014), como, por exemplo, a capacidade de refrear a espécie reativa peroxido de
hidrogénio (H,0,), através da agédo das enzimas antioxidantes (FERREIRA, 2007) catalase
(CAT) e peroxidases totais (POX). Essas enzimas desempenham um papel fundamental na
inibicdo do dano celular causado por corpos de agua contaminados com espécies quimicas
toxicas (FATIMA; AHMAD, 2005; ABRAHAM, 2010).
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Nesse contexto, este estudo visou investigar pela inducdo do sistema de defesa
antioxidante, o potencial biorremediador de Azolla sp. exposta ao efluente contaminado

com compostos nitroaromaticos.

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Cultivo de Azolla sp. e montagem dos ensaios

Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia da Universidade
Estadual do Centro-Oeste, Unicentro. Os individuos da macrofita Azolla sp., provenientes
do laboratério, foram aclimatados por 24 horas em solugao nutritiva de Clark (1975)".

Os testes ecotoxicologicos foram estabelecidos por meio de duas abordagens: o
ensaio agudo, realizado durante 7 dias; e o ensaio crénico mantido por 28 dias. Ambos
bioensaios consistiram em 30 unidades experimentais, onde cada unidade experimental
continha um volume de 35 mL de solug¢édo nutritiva de Clark (1975) em pH 5,5. Nessas
unidades, foram selecionados 0,5 g de individuos de Azolla sp., procedentes da etapa
anterior da aclimatacéo. Em cada ensaio foi adicionado 0,00(controle); 0,013; 0,026; 0,050;
0,070 e 0,10% da concentragdo do efluente e agua destilada, este Gltimo foi adicionado
para que em todas as unidades experimentais, os volumes finais fossem equivalentes. As
faixas de concentracéo do efluente contendo compostos nitroaromaticos foram estipuladas
a partir de ensaios-teste. Nos ensaios sempre utilizou-se cinco repeticbes durante a
realiza¢do dos experimentos.

Deste modo, o delineamento experimental foi constituido por 60 unidades
experimentais, onde exemplares de Azolla sp. foram submetidas ao efluente contaminado
com compostos nitroaromaticos. Os bioensaios foram mantidos em fotoperiodo de 12 horas
de luminosidade artificial provenientes de lampada fluorescente e 12 horas de auséncia de
luminosidade artificial, sob temperatura ambiente.

2.2 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade enzimética foi determinada a partir da extragdo, quantificacdo das
proteinas, e ensaio das atividades das enzimas antioxidantes Catalase (CAT) e Peroxidases
Totais (POX) em extratos das unidades experimentais, contendo Azolla sp. exposta ao

estressor.

2.2.1 Extracdo das enzimas

Realizada segundo a metodologia proposta por Azevedo et al. (1998), consistiu
na pesagem do material vegetal para determinacdo do volume de tampéo fosfato, como

exemplificado na Fquagéo 1.

1 Composicdo da solugdo: NaH2P0O4.H20 mL L-1, K2SO4 1 mL/L, CaCl2.H20 1 mL/L, MgS04.7H20 1 mL/L, Fe-
S04.7H20 + EDTA 1 mL/L, MnCI2.4H20 1 mL/L, Na2MoO4.2H20 1 mL/L, H3BO3 1 mL/L, ZnSO4.7H20 1 mL/L,
CuS04 5H20 1 mL/L, CoCI2.6H20.
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V(ml)= 4ml X massa (g) de Azzola sp. de cada tratamento (1)

A pesagem se fez necesséria para se determinar o meio de extracdo utilizado, o
tampéo fosfato (7,265g de K,HPO,, 1,13g de KH,PO,, 0,186g de EDTA; 500mL, pH 7,5) e
Polivinilpolipirrolidone (PVPP), cuja propor¢éo € apresentada na equagéao 2.

O valor estipulado (V) de tampéo fosfato necessério é determinado por:

_ Massa de PVPP (mg) X 100 mL
"~ 3 mg X volume da solugao tampao (mL)

@

A partir deste célculo, as plantas de Azolla sp. em cada tratamento, juntamente
com o seu volume de tampao e PVPP correspondente, passaram a ser maceradas com
uso de graal e pistilo até a obtencdo de um extrato liquido de enzimas. Esse ultimo foi
transferido para dois eppendorfs de 2,0 mL, posteriormente centrifugado a 4°C, 10.000 rpm
a 30 minutos em centrifuga refrigerada (Eppendorf, 5804R). Esse extrato foi denominado
de extrato enzimatico e foi utilizado nas etapas posteriores dos experimentos.

2.2.2 Determinag&o do Teor de Proteinas

O método de Bradford (1976) foi utilizado para a determinagéo do teor de proteinas,
e se baseia na analise da ligagédo do azul brilhante da Coomassie, do extrato proteico em
comparacao a um extrato padrdo. Desta maneira, para cada tratamento e suas respectivas
concentracbes, se adicionou em um tubo de ensaio o volume 1.500 pL do reagente
de Bradford, 1.450 pL de agua destilada, e 50 pL do extrato enzimatico centrifugado.
O meio reacional com a amostra foi mantido em repouso por 5 minutos a temperatura
ambiente e posteriormente foi lido por espectrofotometria na absorbancia de 595 nm, em
espectrofotdbmetro GEHAKA (modelo UV/Visivel - UV 340G). Os resultados foram expressos
em mg/mL, que serviram para a construgdo da curva de calibragédo. O branco, consistiu na
adicdo de 1.500 pL azul brilhante da Coomassie e 1.500 pL de agua destilada.

2.2.3 Atividade enzimatica da Catalase- CAT (EC 1.11.1.6)

A andlise da CAT foi baseada na metodologia descrita por Kraus et al. (1995)
com modificagdes propostas por Azevedo et al. (1998). O meio reacional consistiu-se de
tampao fosfato de potassio pH 7,5 e perdxido de hidrogénio 25%. A atividade enzimatica
foi determinada a partir do consumo do substrato, peréxido de hidrogénio, pelo método
cinético com leituras a cada segundo na absorbancia de 240 nm, sendo promovido a leitura
de 1 em 1 segundo por 61 segundos em espectrofotdmetro. O branco consistiu de 1000
pL da solugéo tampéao fosfato de potassio e peréxido de hidrogénio 25% e 25 pL de agua
destilada.

2.2.4 Atividade enzimatica das Peroxidases Totais-POX (EC 1.11.1.7)

A analise da POX foi baseada na metodologia proposta por Peixoto et al. (1999),
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delineado pelo meio reacional constituido por tampéao fosfato de potassio (7,265g de
K,HPO,, 1,13g de KH,PO,, 0,186g de EDTA; 500mL, pH 6,8), 1,2611g de acido pirogalico
€ 680 L de H,0, 50%. A reacéo foi paralisada por uma solugéo de acido sulfurico a 5%. O
branco consistiu de 4,9 mL do meio reacional, constituido por 100 pL de tampao fosfato de
potassio pH 6,8 e 0,5 mL de &cido sulfarico (H,S0,). O meio reativo do ensaio foi constituido
de 4,9 mL do meio de reacdo e 100 uL do extrato vegetal, agitados em vortex e apés 1
minuto a reagéo foi paralisada com 0,5 mL seguido de agitagdo em vortex. A leitura foi
realizada em espectrofotémetro GEHAKA (modelo UV/Visivel - UV 340G) no comprimento
de onda de 420 nm.

2.3 Analises Estatisticas

Os dados foram analisados pelos Modelos Lineares Generalizados (MLG) com
distribuicdo normal gama e funcdo de ligacéo Identidade (PAULA, 2010). O teste de
contraste de média foi realizado por Bonferroni ao nivel de 5% de significancia no software
SPSS.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade da catalase nos bioensaios e em seus diferentes tratamentos contendo o

efluente contaminado com compostos nitroaromaticos, € apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Variagdo da Catalase (CAT) nos bioensaios com Azolla sp. submetidas as
concentracdes 0,00% (1); 0,013% (2); 0,026% (3); 0,050% (4); 0,070% (5) e 0,10% (6) de
efluente contaminado com compostos nitroaromaticos. A) Ensaio agudo. B) Ensaio cronico.
Médias seguidas de mesma letra mindscula nédo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de
5% de significancia.
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No ensaio agudo houve aumento significativo na atividade da catalase, em sua
maior concentragcdo do efluente, 0,10%. O teor de CAT nesse tratamento foi diferente
dos demais e estatisticamente significativo (p<0,05). Porém, os valores de CAT para as
concentragcbes 0,026, 0,050 e 0,070% foram similares ao valor observado no controle,
ndo apresentando diferenca estatistica significativa entre si (p>0,05). No ensaio cronico,
0 maior valor para atividade da enzima catalase ocorreu na concentracao 0,026%, sendo
que desta, apenas o tratamento 4 (0,050%) nao diferiu estatisticamente (p>0,05) ao nivel
de 95% de probabilidade.

Dados similares a atividade enzimatica da CAT encontradas nos valores mais
altos de concentragdo de toxicantes foram observados na pesquisa realizada por Vafaei
e colaboradores (2012), onde a espécie de Azolla filiculoides foi submetida a diversas
concentragdes que variaram de 10 a 20 mg L' de efluente contaminado pelo corante
BR46. Nessa pesquisa foi observado que o aumento da atividade de CAT em comparacao
ao controle néo foi significativo no tratamento com 10 mg de L, e significativo na maior
concentragéo, 20 mg L.

Na Figura 2 apresenta-se as atividades das peroxidases totais (POX) em bioensaios
contendo Azolla sp. submetidas as concentragdes do efluente contaminado com compostos

nitroaromaticos.
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Figura 2. Variag@o de Peroxidases Totais (POX) de Azolla sp. submetidas as concentracdes
de efluente contaminado com compostos nitroarométicos. A) Ensaio agudo. B) Ensaio cronico.
Médias seguidas de mesma letra mindscula nao diferem estatisticamente ao nivel de 5% de
significancia. Tratamento 0,00% (1); 0,013% (2); 0,026% (3); 0,050% (4); 0,070% (5) e 0,10%
(6).
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Houve aumento significativo na atividade enzimatica de POX na concentracédo do
efluente, 0,026%, no ensaio agudo. Os valores das concentragées 0,013; 0,050; 0,070
e 0,10% para este mesmo ensaio foram similares aos valores observados no controle,
sendo quase ndo detectada a atividade da POX neste ensaio realizado durante os sete
dias de exposicéo ao efluente contaminado com compostos nitroaromaticos. Para o teste
cronico, aumento significativo foi observado na maior concentracdo do contaminante,
0,10%, sendo que para as concentra¢des 0,050 e 0,070% foram estatisticamente iguais. As
concentragdes mais baixas do ensaio crdnico (0,013 e 0,026%) para a POX néo diferiram
entre si, mas foram significativamente diferentes do controle e das concentracdes mais
elevadas do efluente contaminado (p<0,05).

Avaliacdes da atividade enzimatica da POX também foram descritas no trabalho de
Vafaei et al. (2012), onde foi observado em ambas as concentragdes (10 e 20 mg L) do
efluente contaminado por C.l. Basic Red 46 (BR46) a ocorréncia de aumento significativo
da atividade da peroxidase em comparac¢éao ao controle (p<0,001).

Observa-se ainda, que no ensaio cronico, a maior atividade enzimatica da CAT
ocorreu no tratamento 3, Figura 1B. Ja no ensaio agudo da POX, também foi observado os
maiores valores da enzima antioxidante no tratamento, quando a concentragédo do efluente
foi de 0,026%; Figura 2A.

Para Carias et al. (2008), o aumento de atividade enzimética pode ser observado
em concentragdes intermediarias do contaminante, em comparagéo aos valores mais
elevados, provavelmente devido ao estresse causado pelo excesso de H,0, e derivados
formados por este.

Esse decréscimo de interferéncia do toxicante frente as altas concentracbes é
denominado de hormesis ou resposta hormetica a dose, e corresponde a uma estratégia
de combate aos danos de um contaminante sobre o organismo, podendo caracterizar uma
quebra de tendéncia de efeito da espécie reativa ou da atividade enzimatica (CALABRESE;
BLAIN, 2009). Como citado anteriormente, no processo de hormesis, as baixas doses dos
compostos toxicos podem induzir uma série de respostas estimulatorias sobre o organismo,
e acabam promovendo uma ruptura temporal na sua homeostase, a qual, baseada neste
processo, é seguida de uma resposta compensatoria (CALABRESE, 1999). Para Calabrese
(2015), a deteccao dessa resposta caracteristica da hormese, depende das concentragdes
da dose, como também da propria resposta do organismo.

A interagdo entre as espécies reativas e enzimas antioxidantes almejam a
manutencao de certo controle frente a esta condicao de estresse. Desta forma, o aumento
nos teores enzimaticos expressam a respostas do organismo-teste a presenca das EROs,
atuando como potencial ferramenta no biomonitoramento ambiental (ABRAHAM, 2010;
SANTOS, 2013). No presente estudo, pode-se observar que a partir da exposicao inicial,
apresentada no teste agudo, a enzima que apresentou mais atividade foi a catalase.

E notdrio que dentre as enzimas que atuam sobre o perdxido de hidrogénio, a CAT
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€ a mais eficiente por néo necessitar de equivalentes redutores da célula para ser ativada
(GADJEV; STONE; GECHEV; 2008; BETTINI et al., 2014). Entretanto, hipoteses indicam
também, que essa enzima é susceptivel a degradagcéo apods ser inativada por exposicao
luminosa, 0 que a torna dependente de novas sinteses (BETTINI et al., 2014), fato que
poderia explicar os seus menores teores no ensaio cronico.

Na exposicéo prolongada observada a partir do ensaio cronico, foi observado maiores
teores da enzima POX, sendo entdo mais atuante do que no ensaio de 7 dias. Dados
na literatura sugerem que a peroxidase é uma classe de enzima que além de catalizar a
oxidoredugédo do H,0,, participa de uma ampla variedade de processos fisiologicos em
plantas (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014). Peroxidases sdo expressas em todos os
compartimentos celulares, até mesmo na parede celular, devido a geracao das EROs em
varias regides nas células, atuantes nos cloroplastos, mitocéndrias, cadeias de transporte
de elétrons da membrana peroxisomal, junto a xantina oxidase da matriz do peroxissomo,
NADPH oxidases da membrana plasmatica, etc. (DEMIDCHIK, 2015). Sua importancia faz
com que esta enzima seja utilizada como um modelo em estudos de defesa de plantas
em respostas a estresses (NASCIMENTO; BARRIGOSSI, 2014) o que pode justificar os
maiores teores desta enzima no ensaio de 28 dias.

Tendo como base os resultados apresentados neste trabalho, é possivel avaliar os
dois tipos de bioensaios, agudo e crénico realizados com a espécie Azolla sp. submetida ao
estresse pela presenca de compostos nitroarométicos. A condicéo de estresse é marcada
no ensaio agudo pela presenca da atividade enzimatica da catalase.

No ensaio crdnico por outro lado, os resultados indicaram a adocédo de medidas
fisiologicas para a manutencdo das funcdes vegetais a partir da elevada atividade da
POX. Denota-se com isto, que o efluente contaminado com compostos nitroaromaticos
foi para a macréfita Azolla sp., um agente estressante que demandou a necessidade de
ativacéo destas medidas protetivas. Essas medidas, ndo foram totalmente eficientes para

caracterizar a espécie Azolla sp., como potenciamente biorremediadora.

41 CONCLUSOES

A partir do ensaio ecotoxicoldgico, a toxicidade de efluente de indlstria de
explosivos foi analisado frente a pteridofita Azolla sp. a partir dos resultados obtidos nos
dois bioensaios realizados, foi observado que este contaminante afetou o desenvolvimento
dessa macrofita.

No ensaio agudo, por meio da gradativa elevagéo do teor de enzimas antioxidantes
concomitantemente com o aumento das concentracdes do estressante nos tratamentos,
em especial a Catalase na faixa de 0,10% e o0 ensaio crénico da POX, expressaram que o
estresse produzido pelo composto foi expressivamente danoso a macroéfita nas condigbes
dos ensaios.
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Esses fatos permitem expressar a baixa tolerancia da Azolla sp. frente ao composto,
que apesar da presenga de meios de resposta a condi¢cdo de estresse, a0 mesmo passo
demonstram que estas foram insuficientes para evitar os danos produzidos pelos compostos
derivados de TNT.

As explanagbes fornecidas a partir destes ensaios proporcionam novos
conhecimentos sobre os possiveis impactos de compostos nitroaromaticos descartados
em sistemas aquaticos. Ainda nao existem limites restritivos para o langamento desses
compostos nos corpos hidricos. Desta forma, pesquisas desta natureza sédo importantes na

prospeccéo de organismos biorremediadores.
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RESUMO: Os espacos nao formais de educagéao
possuem perfil multidisciplinar de ensino que
podem auxiliar nos varios aspectos da formacéo
cidadd. Uns dos espagos ndo formais sé&o os
herbarios, que sdo considerados como importante
ferramenta para a obtencdo de conhecimento e
documentagao da flora, além de ser instrumento
eficaz de ensino, onde teoria e a pratica se
complementam. Esse trabalho teve como
objetivo analisar as potencialidades do Herbario
SAMES como recurso didatico para o Ensino
Basico, no norte do Espirito Santo. Para isso,
foi aplicado um questionario semiestruturado
para 22 professores do ensino basico, com o
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intuito de expor as percepg¢des dos mesmos
sobre as potencialidades de um herbario como
espaco ndo formal de Educacédo. Foi verificado
entre os herbarios brasileiros, ligados a Rede
Brasileira de Herbarios, informacgdes sobre a
existéncia de projetos politicos pedagdgicos e
atividades voltadas para a educagédo basica,
desenvolvidos pelos mesmos. Como resultado,
os professores do ensino basico mencionaram o
interesse na utilizacdo do Herbario SAMES como
espaco nao formal de ensino, apresentaram
pontos positivos, negativos, além de sugestdes
e fatores que facilitariam ou dificultariam o uso
do herbario e a contribuicdo do mesmo na
formacdo e pratica docente. Acerca da analise
do questionério aplicado aos curadores, um total
de 45 herbérios contribuiram com respostas.
Dentre essas respostas, observamos que quatro
herbarios possuem Projeto Politico Pedagogico,
porém n&o realizam atividades voltadas para o
ensino basico. O trabalho mostrou a importancia
do Herbario SAMES como espago nao formal de
ensino para educagdo, atuando como suporte
para o ensino formal na constru¢éo do processo
de ensino-aprendizagem.

PALAVRAS - CHAVE: Ensino-aprendizagem.
Ensino de Biologia. Ensino de Botéanica.

HERBARIES AS NON-FORMAL
SPACES OF EDUCATION: THE SAMES
EXPERIENCE IN THE NORTH OF HOLY

SPIRIT

ABSTRACT: Non-formal education spaces have
a multidisciplinary teaching profile that can assist
in the various aspects of citizen education. Some
of the non-formal spaces are herbariums, which
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are considered an important tool for obtaining knowledge and documentation of flora, in
addition to being an effective teaching tool, where theory and practice complement each other.
This work aimed to analyze the potential of Herbario SAMES as a didactic resource for Basic
Education, in the north of Holy Spirit. For this, a semi-structured questionnaire was applied
to 22 teachers of basic education, in order to expose their perceptions about the potential
of a herbarium as a non-formal space of Education. It was verified among the Brazilian
herbariums, linked to the Brazilian Herbarium Network, information about the existence of
political pedagogical projects and activities aimed at basic education, developed by them. As a
result, teachers of basic education mentioned the interest in using the SAMES Herbarium as a
non-formal teaching space, presented positive and negative points, in addition to suggestions
and factors that would facilitate or hinder the use of the herbarium and its contribution in
training and teaching practice. Regarding the analysis of the questionnaire applied to the
curators, a total of 45 herbalists contributed responses. Among these responses, we observed
that four herbariums have a Pedagogical Political Project, but do not carry out activities aimed
at basic education. The work showed the importance of Herbario SAMES as a non-formal
teaching space for education, acting as a support for formal teaching in the construction of the
teaching-learning process.

KEYWORDS: Teaching-learning. Biology teaching. Botany teaching.

INTRODUCAO

O Ensino Basico, considerado como educacdo formal, & caracterizado pela
estruturacdo do seu sistema e a presenca de regras pré-estabelecidas de conduzir o
processo de ensino-aprendizagem. Porém deve-se lembrar que a educacédo formal nédo
€ a Unica modalidade, mas sim uma das formas existentes para o auxilio no processo
educacional. Na educacdo formal, entre outros objetivos, destacam-se os relativos ao
ensino e aprendizagem de conteldos historicamente sistematizados, normatizados por leis,
dentre os quais destacam-se o de formar o individuo como um cidadao ativo, desenvolver
habilidades e competéncias variada, desenvolver a criatividade, percepgédo, motricidade
etc. Segundo Gohn (2006, p. 3)

Na educacéo nao-formal, os espacos educativos localizam-se em territérios

que acompanham as trajetérias de vida dos grupos e individuos, fora das

escolas, em locais informais, locais onde ha processos interativos intencionais

(a questéo da intencionalidade é um elemento importante de diferenciagéo).

A botanica é caracterizada como uma disciplina muito teérica e desestimulantes

para os alunos (KINOSHITA et al., 2006). Alguns autores apontam as seguintes causas

provaveis para esses desestimulos: (i) falta de dominio por parte dos professores sobre o

conteudo, dificultando ainda mais o0 ensino (SANTOS & CECCANTINI, 2004; SILVA, 2008);

(il) auséncia de aulas praticas e de recursos didaticos destinados a auxiliar no ensino-
aprendizado (MELO et al., 2012).

Os problemas referentes aos conteldos que estdo voltados para o ensino da
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botanica, estdo diretamente ligados a auséncia da relagdo homem x planta, visto que
muitos discentes de Ciéncias Biologicas consideram os conteldos dessa area de dificil
entendimento, devido aos termos nomenclaturais e memoristicos (AMADEU & MACIEL,
2014). Com isto, esses discentes saem da graduagédo com dificuldades de trabalhar com
temas relacionados a botanica, repassando, assim, tais dificuldades para seus alunos em
sala de aula, criando um efeito em cascata (SOUZA & KINDEL, 2014).

Os espacos nao formais possuem perfil multidisciplinar de ensino, podendo
auxiliar nos varios aspectos da formacdo cidada, estimulando a educacdo sobre os
direitos individuais, governamentais, culturais e coletivos, com atuacdo na liberdade,
igualdade e democracia (BRASIL, 2003). A educacgéao nao-formal é categorizada em duas
classificacoes: (i) espacos nao-formais institucionalizados, que sao locais regulamentados
e com equipe técnica responsavel para atividades educacionais (museus, planetarios,
parques zoobotéanicos, instituto de pesquisas, aquarios, zooldgicos e jardins botanicos);
(ii) espacos nao-formais nédo-institucionalizados, com espacos naturais ou urbanos que
ndo possuem estrutura institucional como: teatro, pracas, rua, praia, lagoa, entre outros
(JACOBUCCI, 2008).

Queiroz (2011) destaca os diversos espacos considerados como nao formais para
desenvolvimento de atividades de educacgéo, tais como pragas publicas, areas verdes no
entorno da escola e lagoas. Alguns autores defendem os espacos nédo formais de ensino
destacando sempre sua para a educacdo em ciéncias, colaborando assim com a escola
e diretamente coma educacéo formal e a divulgacao cientifica (MARANDINO, 2000, 2001;
GRUZMAN & SIQUEIRA, 2007; WOLINSKI et al., 2009).

O herbario é uma colecao constituida por um conjunto de plantas desidratadas (secas)
ou até mesmo parte delas, que sdo guardadas em armarios apropriados e classificadas de
acordo com a taxonomia ou ordem alfabética de familias botanicas (FONSECA & VIEIRA,
2015). Por ser um local onde a teoria e a pratica se mesclam, € possivel obter informacgées
sobre a diversidade vegetal de uma determinada area, promovendo o conhecimento da
conservacgao da biodiversidade vegetal e as diferentes formas e fun¢des dos tipos vegetais.
Além de auxiliar no processo de ensino-aprendizagem dos alunos, proporcionando maior
conhecimento para os mesmos e contribuindo para o entendimento do conteudo teorico da
Botanica vistos em sala de aula. O herbario é considerado um espago nao formal e uma
ferramenta poderosa para a obtencdo de conhecimento e documentagéo da flora, além de
um instrumento eficaz de ensino onde teoria e a pratica se complementam. Fagundes e
Gonzalez (2006, p. 3) afirmam que:

As colecbes de herbario constituem uma poderosa ferramenta para o
conhecimento sistematico e o entendimento das relagdes evolutivas e
fitogeogréaficas da flora de uma determinada area, regido ou continente.
Permitem a documentacéo permanente da composicéo floristica de areas que
se modificam ao longo do tempo, seja pela agao antrépica ou por efeito de

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 9 m



eventos e perturbacdes naturais que alteram irremediavelmente a cobertura
vegetal.

E necessario que os professores aproximam o conteido com a realidade dos alunos,
desenvolvendo atividades que os incentivem, tendo em vista a aprendizagem em sala de
aula, como algo que vai requerer atividades praticas bem elaboradas e que desafiarao as
concepgoes prévias do aluno, incentivando-os, a elaborar suas teorias pessoais (DRIVER
et al., 1999). Tais atividades podem ser desenvolvidas nos herbarios, que s&o espagos nao
formais poucos utilizados pelos professores. Esse pouco uso possivelmente se deve ao fato
de os professores nédo saberem da existéncia de um herbario na sua regido, ou até mesmo
pela falta de habilidade na elaboracéo de atividades que poderao ser trabalhadas nesses
espacos. Além disso, a maioria das escolas nao dao suporte para o desenvolvimento desse
tipo de atividade fora do ambiente escolar. De acordo com Menezes et al., (2017 p.161):

A presenca de um herbéario em um campus da UFES no interior do Espirito
Santo, tem possibilitado, ndo s6 o conhecimento da flora de areas pouco
coletadas e com parcos registros em grandes colec¢des, mas contribuido na
formacao de estudantes de graduacdo e de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Biologicas e Agronomia e na formagéo de cidadaos mais comprometidos com
as responsabilidades ambientais.

Diante disso, desenvolvemos o presente trabalho, com o objetivo de aproximar o
Herbario SAMES ao Ensino Basico como recurso didatico, visando identificar as percepgdes
dos professores a respeito das potencialidades e utilidades de um Herbario como espaco
nédo formal de ensino, proporcionando aos professores e alunos um recurso de ensino-
aprendizagem dinamico, mesclando teoria e pratica, onde o aluno é capaz de relacionar os
conhecimentos cientificos com fatos do seu cotidiano.

O presente trabalho teve como objetivo analisar as potencialidades do Herbario
SAMES como recurso didatico para o Ensino Basico, a partir das percepcdes de docentes
e de informacgdes dos herbarios brasileiros ligados a da Rede Brasileira de Herbarios.

METODOLOGIA

Para a execucdo deste trabalho foi elaborado dois questionarios. No primeiro
momento, aplicou-se um questionario semiestruturado para 22 professores do Ensino
Bésico publico, os quais participaram de um curso de Educagcdo Ambiental realizado no
Herbario SAMES. Desses professores, 12 eram mestrandos do Programa de Mestrado
Profissional em Ensino de Biologia (PROFBIO), da Universidade Federal do Espirito
Santo CEUNES/UFES, enquanto os dez restantes eram professores do Ensino Basico do
municipio de Concei¢cao da Barra, no Espirito Santo.

O intuito do questionario foi analisar as percepcdes dos professores do Ensino
Bésico diante do potencial do Herbario SAMES, como espac¢o ndo formal de Educacéo.
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O questionario continha 15 questbes, sendo que quatro destas questdes eram acerca da
caracterizacdo profissional dos professores, e quatro sobre os espagos ndo formais de
ensino e sete sobre o SAMES.

No segundo momento foi enviado um questionario fechado, via correio eletrénico,
para 222 curadores de Herbarios, vinculados a Rede Brasileira de Herbarios (RBH),
da Sociedade Boténica do Brasil, com as seguintes perguntas: 1- O herbario sob sua
curadoria possui Projeto Politico Pedagogico? 2- Se sim, o Projeto Politico Pedagogico &
um documento que consta no regime interno do Herbario ou é um documento a parte? 3-
O herbério sob sua curadoria executa acbes para o Ensino Béasico (Ensino fundamental e
Médio)? 4- Apés a coleta de dados foi realizada uma analise qualitativa, segundo o método
de categorizacdo de BARDIN (2010), sendo a pesquisa configurada como mista (qualitativa
e quantitativa).

RESULTADOS

Caracterizacao dos professores participantes

A priori foram analisadas as quatro questdes acerca da caracterizagdo dos
professores participantes. Para a analise da pergunta sobre a area de formacéo dos
mesmos, observamos que 50% dos professores eram formados em Ciéncias Biolbgicas;
20% eram formados em outras areas,18% néo especificaram a sua area de formacao e
12% nao responderam essa questao (tabela 1).

1. Professores formados em 2. Professores formados em outra drea | 3. Nido especificaram sua drea de 4. Resposta em branco (12%)
Ciéncias/Biologia (50%) (20%) formagéo (18%)

“Ciéncias” "Pedagogia” “Professora”

“Ciéncias/biologia" "Historia" "Pos-graduacio®

"Biologia” "Geografia® "Especialista”

Tabela 1: Caracterizagdo do participante: Area de formagéo

No que diz respeito as disciplinas ministradas pelos professores, percebemos que
50% dos professores ministravam as disciplinas de Ciéncias ou Biologia; 32% ministravam
de trés ou mais disciplinas do Ensino Basico; 4% ministram de uma a duas disciplinas; 5%
ndo especificaram a disciplina ministrada e 9% correspondente a um professor que néo
respondeu a questao (tabela 2).
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1. Ministram Ciéncias e /ou Biologia (50 | 2. Ministram trés ou mais disciplinas do 3. Ministram de uma a duas 4. Ndo especificaram (5 %)
)

Ensino Basico disciplinas do Ensino Basico (4 %)
(32%) “Ensino Fundamental”
" Biologia™ “Historia/Geografia”
"Ciéncias” " Biologia, Ciéncias, Quimica” "Geografia
"Ciéncias/Biologia® “Portugués, Matematica, Ciéncias, Historia e 5. Respostas em branco (9%)
Geografia"
"Ciéncias, Biologia, Artes, Quimica e Fisica “1 Professor’

Tabela 2: Caracterizagdo do participante: Disciplinas ministradas

A quantidade de tempo como docente, variou entre 2 a 30 anos de trabalho. Um total
de 59% dos professores atuava entre 2 a 11 anos como docente; 36% atuava de 12 a 25
anos e 5% de 30 anos ou mais (tabela 3).

1. De 2 a 11 anos de profissao (52%)
2. De 12 a 25 anos de profissao (36%) 3. Mais de 30 anos de profissao (5%)
"2 anos"
"9 anos" "12 anos" "30 anos"
“11 anos" "19 anos"
“25 anos”

Tabelas 3: Caracterizagdo do participante: Tempo de docéncia

A Ultima questao da caracterizagao do participante foi sobre a zona onde os mesmos
trabalham (Urbana ou Rural/campo). Desses professores, um total de 23% trabalham na
regido rural/campo; 68% na zona urbana,4% nas duas zonas (rural e urbana) e 1 participante
(5%) nao estava atuando como professor no momento da aplicagdo do questionario (tabela
4).

1.Escolas zona Rural/Campo (23%) | 2. Escolas Zona Urbana (68%) | 3. Escolas Zona Urbana e Campo (4%) | 4. No momento nao estd atuando (5%)

“Campo” "Zona Rural” “Zona urbana” "Urbana™ “Urbana e semi campao” Sem atuacio no momento

Tabela 4: Caracterizagdo do participante: Zona de trabalho dos participantes

Espacos Nao Formal de Ensino

A segunda sequéncia de perguntas foi a respeito dos espagos nao formais de ensino,
onde os professores puderam opinar sobre a definicdo e a importancia dos espacos nao
formais de educagéo presentes em sua regido e se utilizam esses espagos para praticas
com seus alunos. Sobre as definicdes de espagos nédo formais de Ensino, um total de 45%
dos professores responderam que sao espacgos localizados fora da sala de aula/escola;
18% definiram como espagos para aquisicdo de conhecimento e aprendizagem; 9%
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como espacos que podem ser institucionalizados ou ndo. Outra definicdo relatada
pelos professores 9% € que esses espacos nao formais sdo importantes para préaticas
e atividades pedagodgicas com os alunos; sendo que 14% dos professores disseram

que esses espagos ndo sdo usados com os alunos, e 5% informaram que sdo espacos

localizados na regido/comunidade (tabela 5).

1. Espacos fora da sala de aula (45%)

"Todo amoiente fora da sala de aula na qual
possa ser desenvolvida uma atividade de
ensino aprendizagem™

"Qualquer local que n&o seja a sala de aula
tradicional”

" Espacos nao formais sdo aqueles fora do
ambiente da sala de aula"

2. Espacos para  aquisicio  de

conhecimento (9%)

“Muito importanie para agregacdo de
conhecimento e aprender de forma pratica e
dindmica e diferenciada”

“Define como um espaco de conhecimento,
porque acredito que nos espacos néo formais
de ensino também  podemos  fer
conhecimento”

3. [Espagos que podem  ser

institucionalizados ou nao {9%)

S0 espacos institucionalizados ou nao,
onde ocorre a prafica educativa”
"Espacos nio institucionalizados”

4.E meios para

9%)

"Como excelentes meios para
aprendizagem”

“Que & um lugar de muito aprendizado a
cada momento™

5. Importantes para praticas/atividades
pedagogicas (9%)

6. Espagos nao usado com alunos, mais
que pode ser utilizado para aulas (9%)

7. Espagos para complementagao da
sala de aula (5%)

8. Espagos na regiao fcomunidade (5%)

"Regido, comunidade”.

"Muito  importante  para  praticas
pedagdqicas diferenciadas”

"As atividades pedagdgicas realizadas de
acordo com os saberes da comunidade
fradicional”

"Um local onde podemos utilizar para aula”

100€ “Locais em que 0 ensino & repassado de
"E 0 local onde ndo é trabalhado com o aluno™

forma altemativa e complementar a sala
de aula”

Tabela 5. Definicéo de espacgos nao formais de ensino

Sobre os espagos nado formais de ensino na regido, considerados importantes
de acordo com cada professor, observamos que 32% consideram em suas respostas
Unidades de Conservagéo e locais publicos; 9% deram exemplos apenas de Unidades de
Conservagao como espacgo nao formal importante na sua regiéo.

Dos 27% dos professores responderam que Biomas, Ecossistemas, Unidades
de Conservacgéao e locais publicos sdo os espacos nao formais existentes na sua regiao;
4% citaram apenas locais publicos como espaco ndo formal; 9% explanaram o patio e
entorno da escola como exemplos de espaco ndo formal de ensino; 14% acham a propria
comunidade/regido importante como espaco ndo formal e 5% néo especificou o espago nao
formal que consideram importante na regido (tabela 6).

1. Unidades de conser\iaqﬁo e espagos de

piblicos/privados em geral (32%)

2. Unidade de conservacgao (9 %)

3. Bi [Eco 1as, Ur

conservacao e locais pablico (27%)

" Reserva Biologica Corrego do Veado”
“Marque  municipal, "Reserva da Vale e Projeto Tamar”

Duas Bocas”

Reserva Dioldgicas "Rios, Lagoas, Matas, Jardins, Industrias

e Sitios agricolas”

"Reserva Biolégica Cormrego grande, Praca “Praga, Lagoa, Praia, Unidade de
matriz (Pedro Canario), e Reserva Vale" Conservacao, Museu, Quadra da escola
"Museu de Biologia Melo Leitdo, Reservas e Pétio”

Ecologicas, Fabricas de alimentos e Horto “Litoral com faixa de restinga,

Municipal”. Manguezais, Foz do Rio Cricaré”

4. Locais publicos (4 %) 5. Pdtio e entorno da escola (9%) 6. Comunidade/Regido (14%)
‘0 patio da escola & um deles, pois ali 0s
alunos tem um espaco maior e um contato
com a natureza”

‘O entomo da escola, a lagoa em frente a
escola, a estagdo Veracel, as praias de porto
Seguro, e a reserva’

“Regido e comunidades”
“Nas comunidades”
“Minha comunidade”

"Ginasio de esportes, Biblioteca municipal,
Casa de cultural e CRAS"

Tabela 6. Espagos néo formais considerados importantes
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De acordo com as opinides dos 22 professores a respeito da importancia que
0s espacos nao formais de educagédo tém para o processo de aprendizagem, 27% dos
professores frisaram que esses espagos sdo importantes pelo fato de complementar a
educacao formal (teoria com a pratica). De acordo com 46% dos professores, 0s espacos
ndo formais sdo importantes pois neles ha aquisicdo de conhecimento/aprendizagem;
9% explicaram que esses espacgos contribuem para o ensino e ajudam os professores a
melhorar a forma de lecionar; 18% abordaram que nestes ambientes os alunos aprendem
com a vivéncia de forma ludica e com a pratica (tabela 7).

1. Complementar a educagdo|2. Espagos para aquisigho de | 3. Contribui para o de | 4. Ap de forma i e com
formal (teoria e pratica) (27%) conhecimento/Aprendizagem (46%) ensino melhorando a forma de | vivéncia (18%)
lecionar (9%)
"Os espagos ndo formais permitem | "Amplifica e facilita a aprendizagem e “Na minha opinido acredito que existe espacos que ndo
complementar, na prifica,  os | promove interacdo enfre os estudantes e | “Contribui para o processo de | institucional que grande importancia que nos educadores
aspectos tedricos visto em sala de | entre os estudantes e professores” ensino, diante da pluralidade | podemos aprender muito e ensinar bastante através da
aula” . "0 contato com os espagos n&o formais | cultural” vivéncia® )

"Locais que o ensino & repassado de | proporciona ao aluno uma visao mais | "Sao muito importantes para | "De valor imensuravel, inclusive devem fazer parle do
forma altemativa e complementa a | coerente com a realidade e estabelece um | melhorar & forma de ensino, | calendario escolar. Forma de aprender com a pratica &

sala de aula” conhecimento mais extenso” ajudando compreender melhor o | super importante e atrativa™

‘Eles permitem uma vivéncia do | “Alua de maneira integradora ao processo | conteudo trabalhado™ “Faz com que o aluno vivencie os confetidos ministrados
aluno com aquilo que é teorizado em | de ensino e aprendizagem, viabilizando na sala de aula”™

sala de aula" maiores oportunidades™

Tabela 7. Importancia dos espagos nao formais de ensino para o processo de

Dos professores que levam seus alunos para préaticas educativas fora do ambiente
escolar. Dos 22 professores; 77% disseram levar seus alunos para praticas fora do
ambiente escolar; 18% nao costumam fazer esse tipo de aula e 5% néo responderam essa
questdo. Dos 17 professores que levam seus alunos para praticas fora da sala de aula,
14% utilizam Unidades de Conservacao e locais publicos como espagos ndo formais; 18%
além das Unidades de Conservacdo, usam biomas/ecossistemas; 9% levam seus alunos
apenas a locais publicos; 13% responderam que trabalha na propria comunidade/regiao;
9% trabalham somente em Unidades de Conservagéo; 14% trabalham dentro da propria
escola ou no entorno da mesma e em locais publicos. J& os professores que néo tém o
costume de levar seus alunos para praticas educativas em ambientes fora da sala de aula
correspondem a 18% e apenas 5% néo respondeu essa questio.

Os contelidos mais trabalhados pelos professores em ambientes fora da sala de aula
foram: Educagéo Ambiental 9%; apenas com conteudo de Ciéncias e Biologia 4%; Ecologia
e Educacédo Ambiental 18%; Botanica, Zoologia e Ecologia 9%; Biodiversidade 5%; Histéria
e Geografia 5%; apenas com Ecologia 5% e 45% dos participantes néo responderam essa
questao.

Sobre o Herbario SAMES/Ceunes/UFES

A pergunta inicial feita para os participantes sobre o Herbario SAMES foi: “Vocé ja
conhecia o Herbario SAMES, localizado no CEUNES/UFES? A maioria dos professores
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86% responderam que ja conheciam o Herbario SAMES; 9% n&o conheciam e 5%
marcaram as duas opcdes (outro). Dos 86% dos professores que responderam que ja
conheciam o Herbario SAMES, 9% destes, conheceram devido ao contato prévio que ja
mantinha com a UFES, pois eram estudantes desta universidade; 32% conheceram através
do cursos de curta duracao oferecido pela UFES; 36% conheceram porque participaram
de aulas que foram ministradas no herbario; 4% porque visitaram essa universidade; 5%
nao especificaram; 14% nao responderam essa questdo. Com relagédo a pergunta “Vocé ja
havia visitado um herbério antes”? 27% dos professores responderam que ja havia visitado
um herbario antes. Metade desses professores responderam que nunca tinham visitado um
herbario e 23% néo responderam essa questao.

De acordo com os aspectos positivos, negativos e as sugestdes dos professores
para a melhoraria do atendimento no Herbario SAMES, a respeito dos aspectos positivos
verificamos que 14% dos professores disseram que o Herbario SAMES possibilita a
execucao de aula/atividade prética; 9% responderam que pode ser utilizado como espacgo
de aprendizagem; 32% avaliaram como ponto positivo a estruturacdo e organizacao
da colecdo, além da boa recepcédo e facil localizagdo; 27% disseram que pela colecéo
ter muitos exemplares de plantas isso se torna um ponto positivo para o herbario; 4%
responderam que o aspecto positivo a respeito do Herbario SAMES foi a aquisi¢cdo de
experiéncia; 14% néo responderam a questao.

Os aspectos negativos mais levantados pelos professores foram: 23% disseram que
0 espaco fisico do herbario € muito pequeno; 4% disseram que o herbario ndo é atrativo
visualmente; 14% frisaram que o Herbario SAMES é pouco divulgado; 5% alegaram que o
acesso ao herbario é inadequado; 9% citaram como aspecto negativo do herbario a pouca
visitacéo; 5% horéario inadequado; 36% nao responderam essa questdo e 4% disseram
que o herbario ndo possui aspectos negativos. As sugestdes dos professores a respeito
do atendimento do Herbario SAMES foram variadas: 27% dos professores sugeriram que
o Herbario SAMES fosse mais divulgado, principalmente para visitacdo da comunidade e
escolas; 9% sugeriram que o herbario ampliasse as atividades na Educagéo Basica; 5%
sugeriram melhorar o atendimento e o aspecto visual do herbario e 59% néo responderam
essa questdo. A respeito do interesse dos professores em utilizar o Herbario SAMES no
processo de ensino-aprendizagem de seus alunos, observamos que mais da metade dos
professores (91%) mostraram interesse em usar o espacgo para praticas educativas com
seus alunos e 9% nado demonstraram interesse.

Acerca da contribuicdo do Herbario SAMES para formacao e préatica docente 27%
dos professores responderam que o herbario pode contribuir para o conhecimento e
aprendizagem sobre flora regional; 4% disseram que o mesmo contribui para a interacédo
dos alunos no processo de aprendizagem; 14% para complementar a pratica com a teoria na
area da boténica; (4%) o herbéario poderé contribuir como um espacgo nao formal de ensino;

14% relataram que o herbario contribuira no desenvolvimento de atividade relacionadas
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a Educagcdo Ambiental (meio ambiente, diversidade e identificacdo de plantas); 27%
mencionaram que o herbario contribui para praticas de ensino e aulas de Ciéncias/Biologia;

5% néo especificaram a contribuicdo e 5% nao responderam essa questao (tabela 8).

1. Conhecimento/Aprendizagem
da lura regional (27%)

2. Interagao dos alunos (4%) 3. Complementacdo da pritica
com teoria na drea da Botanica

(14%)

4. Utilizagdo de espagos ndo
formais de Ensino (4%)
“Despertar o interesse investigativo dos
“Conhecimento  das  plantas, | alunos”
preservagdo, cuidados, manejo de
como deve ser utilizada”

“Utilizando como espago ndo
"Contribui aliando a teoria com a | formal”
praica melhorando assim a
aprendizagem”

"Permite conservacdo para melhor
entendimentc  da  diversidade
vegetal®

"Através dele podemos
apresentar na prifica o que
ensinamos em sala”

"0 ensino de Botanica & desafiado.
Um ambiente como este proporciona
um aprendizado per meio de
pesquisas e observacbes acerca do
assunto”

"Oferecende  a interagdo do
tebrico com a pratica escolar em
Botanica”

5. Desenvolvimento de atividades
na Educagido ambiental (meio
ambiente/diversidade e
identificagio de plantas) (14%)

“Desenvolvendo atividades sobre o
meio ambiente”

"Contato com a diversidade de
plantas da nossa regido”

6. Conwribuigho para aulas de

Ciéncias/Biologia e para pratica de | (

ensino (27%)
"Melhorar mais minha pratica de Ensino”

"Alualizaco e desenvolvimento de

préticas de Ensing"

"Nas aulas de Ciéncias em um contexto
geral"

7.Ndo responderam as questoes
(5%)

1 Professor.

8. Outros (5%)

“Moro longe do CEUNES, em
outro estado”.

“Na identificacio  de
recolhidas pelos alunos”

plantas

Tabela 8. Contribuicdo do Herbario SAMES para formacao e pratica docente

As opinibes dos 22 professores, a respeito dos fatores que facilitam ou dificultam
a utilizacao do Herbario SAMES como espacgo nao formal, um total de 23% citaram o facil
agendamento de visita, disponibilidade de comunicacao e de horarios; 18% disseram que
0s materiais sdo de facil entendimento para os alunos visualizarem, ajuda no conhecimento
da ampla diversidade vegetal da regido; 9% responderam que a abertura do herbério para
0 uso da comunidade é suma importancia; 4% abordou que a facil localizagéo do herbario
facilita seu uso; 14% dos professores frisaram que as parcerias com 0s 6rgao publicos
como secretaria de Meio Ambiente e de Educacéo nas datas comemorativas realizando
atividades sobre meio ambiente e oferecendo cursos facilitaria bastante o uso do herbario
e 32% nao responderam essa questao.

As dificuldades encontradas pelos professores para utilizagdo do Herbario SAMES
foram: (i) 23% a locomocgéo, dificuldade em conseguir transporte para trazer os alunos; (ii)
41% a distancia/localizacado do herbario até a cidade ou da escola; (iii) 4% a burocracia
existente para autorizacao para saida dos alunos da escola; (iv) 9% a questao do espacgo
fisico do herbario (muito pequeno), dificultaria a visita de grupos maiores; (v) 4% trabalhar
com turmas de alunos de 1° ano pois isso dificultaria a ida ao herbario pelo fato dos
mesmos serem pequenos demais; (vi) 5% nao especificaram; (vii) 14% n&o responderam

essa questéo.
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Levantamento da Rede Brasileira de Herbarios

A andlise do questionario enviado aos 222 curadores de herbarios, de acordo com
a primeira questao apresentada, obtivemos quatro respostas indicando que possuiam um
Projeto Politico Pedagogico (PPP) e 41 curadores responderam que nao possuiam o PPP.
Quanto a nossa indagacéo se o PPP sera um documento que constava no regime interno
do herbario ou era um documento a parte, ou seja, um documento separado do regime
interno, obtivemos trés respostas (7%), indicando que o documento constava no regime
interno do herbario sobre a sua curadoria. Dois curadores relataram que era um documento
a parte (4%), separado do regime interno do herbario e 40 ndo responderam essa questao
(89%) (figura 1).

890%h

m Consta no regime interno
m Documento a parte

= Respostas em branco

Figura 1: O PPP é um documento a parte ou consta no regime interno dos herbarios

A Ultima questao destacava os herbarios que realizam agbes educativas voltada
para o Ensino Basico. Dos 45 herbarios, 36 realizam atividades voltadas para a Educagéo
Basica e nove nao realizam atividades desse tipo. Dos herbarios que executam essas
atividades, quatro deles realizam somente quando solicitada pelas instituicbes de ensino
(escolas); cinco possuem projetos de extensdo em seus herbarios, e realizam essas agbes
através desses projetos; um em mostra de profissdes e um quando ha datas comemorativas
na cidade; 25 responderam que realizam essas atividades, porém nao especificaram o
momento (tabela 9).

1. Sim (82%) 2. Afravés de projetos de|3J. Em mostra de|4. Somente em datas | 5. Responderam sim,
Nao (18%) extensdo (11%) profissdes (2%) comemorativas (2%) porém néo
especificaram em qual
“Afravés de projeto de extensdo | "Anualmente a UFMG | "Recebemos alunos da rede | momento (67%)
"Apenas quando solicitado | que tem como titulo: Programade | realiza a mostra de | estadual e municipal em
visitas técnicas das escolas ao | visitas monitoradas as colecdes | profisses e o herbdrio | datas especials das cidades | “30 curadores”
acervo " biologicas® BHCB Geralmente participa | de Corumba e Ladario™
"Quando solicitado visita das | "Projeto de extensdo “Colecdo | permitindo a visitacdo do
escolas, exposighes” didatica do canto das flores” seu acervo pelos alunos do
“Tenho um programa de extensdo | ensino médio”
chamado A Botdnica
Catarinense:  Conhecimento e
valorizagdo®

Tabela 9: Herbarios que executam acdes para o Ensino Béasico (Fundamental e Médio)
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DISCUSSAO

O espaco formal esta relacionado a um modelo de Educacéo tradicional, na qual o
professor é visto como dono do saber e responsavel pelo Ensino (KRASILCHIK 2004). Para
Gohn (2006) e Jacobucci (2008) o espacgo formal € o espacgo escolar, que esta relacionado
as Instituicbes Escolares da Educacéo Basica e do Ensino Superior, definidas na Lei
9394/96 de Diretrizes e Bases da Educacéo Nacional. Sabemos que o espacgo formal nao
€ um Unico ambiente para auxilio no processo educacional, e sim um dos diversos lugares.
Atualmente no cenério de Educacéo no Brasil sdo encontrados professores que ministram
disciplinas que ndo séo da sua area de formacgéo, devido a caréncia de profissionais para
atuarem em determinadas disciplinas (MELLO, 2000), além das politicas publicas, onde a
falta de concurso impossibilita o ingresso de novos profissionais capacitados para atuagéo
nessas vagas.

Pelo fato da maior parte dos professores participantes da pesquisa estarem inseridos
no Programa de P6s-graduacéo Profissional em Biologia (PROFBIO), justifica-se o resultado
que aponta esse grande indice de professores atuantes na area de Ciéncias Biologicas.
Os espagos nao formais de ensino vem ocupando grandes espac¢os na educacgéo, porém
sua definicdo varia entre autores. Os professores conceituam espago nao formal como
um ambiente fora da sala de aula. Jacobucci (2008, p. 55) sustenta essa afirmativa dos
professores, definindo espago néo formal como:

O termo “espaco ndo-formal” tem sido utilizado atualmente por pesquisadores
em Educagéo, professores de diversas areas do conhecimento e profissionais
que trabalham com divulgagao cientifica para descrever lugares, diferentes
da escola, onde é possivel desenvolver atividades educativas.

Os professores utilizam como espago ndo formal as Unidades de Conservacéo e
0s espacos publicos. No caso da pesquisa, acredita-se que o fato de os professores terem
citado as Unidades de Conservacao, foi devido aos 10 dos participantes morarem na cidade
de Conceigcédo da Barra, mesma cidade de localizagdo do Parque Estadual de ltalnas, e o
mesmo é aberto para visitagéo e foi muito citado. Queiroz (2011) exemplifica outros locais
que podem ser utilizados com espaco nédo formal de ensino, tais como pragas publicas,
area no entorno da escola e na comunidade em geral. Ainda, os professores relataram que
esses espacos auxiliam os alunos na aquisicdo de conhecimento e aprendizagem. Simson
(2001) relata que os espacgos nao formais possibilitam aos alunos um melhor aprendizado
com a pratica.

Nesses espacos nao formais de educagéo, os professores costumam trabalhar
conteldos voltados a ecologia e educagcdo Ambiental, pois desperta interesse por parte do
educando. A tematica educacao ambiental, por ser um tema transversal, pode ser abordada
por vérias disciplinas em diferentes espacos.

O herbario SAMES é bem conhecido pelos professores participantes, pois 0 mesmo
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¢ utilizado para aulas de graduagéo, pos-graduacéo e cursos de aperfeicoamento, e muitos
desses participantes ja fizeram aulas nesse ambiente. A abertura do Herbario SAMES
para comunidade o externa, possibilita que aulas e cursos sejam ministrados dentro desse
espaco, tornando-o um local alternativo para auxiliar no processo educacional.

A utilizacdo do herbario SAMES é visto pelos professores e pela sociedade
académica do Ceunes como espago nao formal para educagéo. De acordo com a opinido
dos professores participantes, um fator que dificultaria uma visitagdo no Herbario SAMES
seria visitacdo de grupos maiores devido a sua estrutura (pequeno), apesar de possuir uma
colecéo botanica bem estruturada. Foi elaborada uma dindmica de visitagdo para suporte
de grupos maiores, onde as atividades sao divididas por etapas para que todos possam ter
0 acesso as informacdes de uma maneira compreensivel e dinamica.

Recomenda-se a divulgacédo do SAMES para as comunidades e escolas da regiéo,
pois muitas pessoas ainda ndao sabem da existéncia de um herbario na regido. O herbario
possui divulgacao em rede sociais, porém é necessario a implantacao de um projeto que
envolva o herbario com as escolas e a comunidade.

E importante facilitar a visitagdo ao Herbario SAMES, e um dos meios que podem
ser utilizado, é a disponibilidade de horarios, devido a flexibilidade para agendamento,
porém a distancia até o herbéario pode dificultar bastante as visitagdes, pois sua localizagédo
fica um pouco distante do centro urbano. O Herbario SAMES é de grande utilidade para
conhecimento e aprendizado a respeito da flora regional, contribuindo para formacgéo e
pratica docente. Existem professores que néo possui afinidade com contetdo relacionado
com a botanica ou ndo veem tal conteudo como importante, fazendo com que esses
contetidos ndo sejam repassados de maneira completa para seus alunos.

Segundo Silva et al.,, (2006), essa problematica relacionada a afinidade do
professor com o conteudo de botanica é decorrente da sua formacao inicial de muitos
desses professores, pois, 0s mesmos nao a receberam de forma critica e contextualizada,
dificultando assim, o ensino de seus alunos. Visitas a espag¢os ndo formais de educagéo,
faz com que essa problemética ligada ao ensino da botanica minimize. Nesses espacos
nao formais, inclusive os herbarios, professores podem elaborar suas atividades com mais
didatica, contribuindo para que seus alunos tenham uma aprendizagem mais dinamica.
Menezes et al., (2017) salientaram a importancia de um herbario no interior do Espirito
Santo, pois possibilitaria o conhecimento da flora e de lugares poucos estudados, além de

auxiliar na formacgéao cidada.

CONSIDERACOES FINAIS

Estudos voltados com plantas que fazem parte do cotidiano dos alunos, faz com que
0s mesmos aprendam na pratica o processo de ensino aprendizagem ja iniciado em sala de
aula. Mesmo com todo potencial educativo existente para utilizagdo do Herbario SAMES,

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 9 m



algumas impossibilidades foram relatadas pelos professores

(Logistica e o espago fisico pequeno), que inviabilizaria no deslocamento dos
alunos e na visita de grupos maiores ao herbario. Por fim, é sabido as dificuldades que
os professores tém em deslocar os alunos da escola, ndo somente por conta das normas
da mesma, mas devido os responsaveis pelos alunos que pensam que somente a escola
(espaco formal) € o Unico lugar propicio para o ensino de seus filhos.

Neste contexto, percebe-se que existe uma grande necessidade para divulgacéo do
Herbario SAMES, tanto para comunidade quanto para as escolas da regido, pois muitos
desconhecem a existéncia do Herbario no municipio. Os dados dessa pesquisa sustentam
a ideia de que o Herbario SAMES, mesmo sendo um espaco néo formal, poderia atuar nos
eixos de pesquisa, ensino e extensao, aproximando assim a comunidade ndo académica
(rede de ensino publico) da universidade.
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RESUMO: Muitos debates séo criados em
decorréncia da problematica do aumento
descontrolado de residuos sélidos descartados
inadequadamente nos centros urbanos. O
conhecimento das diversas formas de descartes
inadequados de residuos solidos em areas
urbanas, & de fundamental importancia para
qualquer que seja atomada de deciséo, no sentido
de atenuar a problematica. Contudo, esse tipo de
identificacdo, mesmo se tratando de um mesmo
municipio, pode apresentar diferengas pontuais
de acordo com as peculiaridades inerentes
as diversas caracteristicas de localizacdo e
formacao dos seus bairros. Partindo desta légica,
o trabalho em questao teve como objetivo realizar
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a identificacao dos focos de descarte inadequado
de residuos sélidos urbanos no bairro do Centro,
localizado na cidade de Braganga, estado do Para,
com auxilio de ferramentas de geotecnologias. A
pesquisa foi desenvolvida através das seguintes
etapas: revisao bibliografica, pesquisa de campo,
com aplicagdo de questionario estruturado aos
moradores, registros fotogréficos, utilizagéo
do aplicativo GPS Status para coleta das
coordenadas UTM, tratamento dos dados em
planilha eletrénica no Microsoft Excel e confecgéo
dos mapas no Software QGis. Ao final das etapas
citadas, se tornou possivel a apresentacdo dos
resultados em mapas e graficos e, a partir de
entéo, a realizacdo de proposi¢cdes de medidas
mitigadoras aos impactos identificados. Através
da pesquisa em campo, foi possivel observar
que de fato ha coleta de lixo no bairro, porém
existem poucos pontos para o despejo adequado
do mesmo, o que acaba levando alguns
moradores a despejarem seus residuos sélidos
na frente de suas casas ou nas ruas. Outro
fator importante identificado, foi a ineficiéncia
da participagdo do poder publico em relagéo a
politicas de sensibilizacdo da populacdo, por
meio de atividades de educag¢do ambiental. Em
contrapartida, alagamentos e doencas causadas,
potencialmente, pela problematica, ndo séo tao
comuns no bairro pesquisado.

PALAVRAS - CHAVE: coleta de residuos
solidos, gestao publica, Sistemas de Informagéo
Geogréafica.
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MAPPING OF IMPROPER DISPOSAL POINTS OF URBAN SOLID WASTE IN
BAIRRO CENTRO, BRAGANGA/PA

ABSTRACT: Many debates are created due to the problem of the uncontrolled increase in
solid waste disposed of inappropriately in urban centers. Knowledge of the various forms
of inadequate disposal of solid waste in urban areas is of fundamental importance for any
decision-making, in order to mitigate the problem. However, this type of identification, even if
it is from the same municipality, may present specific differences according to the peculiarities
inherent to the different characteristics of the location and formation of its neighborhoods.
Based on this logic, the work in question aimed to identify the sources of inadequate disposal
of solid urban waste in the neighborhood of Centro, located in the city of Braganca, state of
Paré, with the help of geotechnology tools. The research was developed through the following
steps: bibliographic review, field research, with the application of a structured questionnaire to
residents, photographic records, use of the GPS Status application to collect UTM coordinates,
data processing in an electronic spreadsheet in Microsoft Excel and preparation of the data.
maps in the QGis Software. At the end of the aforementioned steps, it became possible to
present the results on maps and graphs and, from then on, to make proposals for mitigating
measures to the identified impacts. Through field research, it was possible to observe that there
is in fact garbage collection in the neighborhood, but there are few points for proper disposal,
which ends up leading some residents to dump their solid waste in front of their houses or on
the streets. Another important factor identified was the inefficiency of the participation of the
government in relation to policies to raise public awareness, through environmental education
activities. On the other hand, floods and diseases caused, potentially, by the problem, are not
so common in the studied neighborhood.

KEYWORDS: solid waste collection, public management, Geographic Information Systems.

11 INTRODUGAO

Muitos debates sédo criados em decorréncia da problematica do aumento desc
(ontrolado de residuos sélidos descartados inadequadamente nos centros urbanos, o
excesso de lixo gerado nas cidades é a principal causa desses debates. A populagdo muitas
das vezes nado tem a dimensdo dos impactos gerados pela ma destinagdo de residuos
ao meio ambiente, que ao longo do tempo est4 sendo cada vez mais impactado com a
contaminacgao de rios e lagos e com o0 assoreamento e alagamentos.

A populacao mundial esta estimada em cerca de 7 bilhdes de habitantes estando
concentrado em sua maior parte nas areas das grandes cidades. Esse contingente
populacional resulta em uma ampliacao da utilizacdo dos servigos publicos, comerciais e
ecossistémicos, fazendo com que haja um maior consumo, acarretando, consequentemente,
no aumento da produgé@o de residuos sélidos, que em sua maioria, sdo descartados na
natureza de forma inapropriada (GODECKE et. al., 2012).

Segundo Costa (2014), o ser humano € o principal administrador do meio ambiente,
devendo ser o ponto que deve ligar os pilares dentro da sustentabilidade. Esse assunto tem
gerado muitas discussdes na atualidade, todo esse debate engloba possiveis formas de
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tentar encontrar ou minimizar os problemas socioambientais no mundo. Dentre as tematicas
discutidas estédo os residuos sélidos urbanos, que se destaca por estar diretamente ligado
as acoes antropicas e serem prejudiciais a todos.

Em busca de encontrar medidas mais eficazes acerca dos residuos sélidos no Brasil,
foi criada em 2010 a Politica Nacional de Residuos Soélidos (PNRS), criada com o objetivo
de organizar a forma como os residuos sélidos séo tratados, com a finalidade de incentivar
na criacdo de planos voltados para o gerenciamento e agdo na geragéo desses residuos.
Além disso a PNRS auxilia na criacdo de associacdo de catadores de material reciclavel,
cooperativas e ajuda grupos que muitas vezes sao marginalizados a conseguirem emprego
e renda para suas familias (CEZAR et. al., 2015).

Em relac&o ao contexto da cidade de Braganca-PA, segundo o Plano Ambiental do
Municipio (2013), elaborado pela Secretaria Municipal de Meio Ambiente, sdo produzidas
cerca de 588 toneladas de residuos por més, dos quais 266 toneladas ocorrem na area
urbana. Esses residuos sédo despejados a céu aberto no lixdo, pois apesar de existir
associacdes de catadores de residuos 0 mesmo nédo atende a todos os bairros e sem
nenhum incentivo da prefeitura.

Diante do exposto, a presente pesquisa se torna de grande relevancia para a
sociedade como um todo, pois retratara com maior detalhamento as disposicoes dos
residuos sélidos na area urbana em questao, além de ilustrar os impactos gerados ao meio
ambiente.

Desta forma, surge o seguinte questionamento: as ferramentas de geotecnologias
podem de fato auxiliar na identificacdo dos focos de descarte inadequado de residuos
soélidos urbanos no bairro do Centro, na cidade de Braganca-PA?

Para mitigar este problema, o trabalho em questao teve como escopo a realizagao
de diagnostico dos principais pontos de descarte inadequado de lixo urbano no bairro do
Centro, municipio de Braganga-PA. A pesquisa de campo foi realizada através da coleta de
dados, por meio de entrevistas “in loco” com os moradores da localidade e representantes
do poder publico municipal. Posteriormente, as informagdes coletadas, foram tratadas por
meio de soffwares de geotecnologia que serviram de ferramenta para demonstragéo dos
pontos de maior e menor incidéncia da problemética.

2|1 DESENVOLVIMENTO

2.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada na cidade de Braganca, localizada na regido norte do estado
do Para, a margem esquerda do rio Caeté. Braganca possui uma populacdo estimada de
120.124 mil habitantes, segundo o IBGE (2014), ocupando uma é&rea de cerca de 23.337

km2, onde apenas 16,1 km2 sdo areas urbanizadas, fazendo de Braganga uma das maiores
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cidades da regido (COSTA 2014).
Dentre os bairros da cidade, o escolhido para a pesquisa, foi o bairro do Centro
(figura 1).

MAPA DE LOCALIZACAO DO BAIRRO DO
CENTRO (BRAGANCA-PA)

303000 3300

LEGENDA:
| Bairmo do Centro
:. Goagle Satellite

. DATUM SIRGAS 2000
SISTEMAS DE COORDENADAS UTM FUSD 23M
ESCALA 1:10.000

i

REPUBLICA
FEDERATIVA DO

A

Elaborado pelo Prof® MSc Luiz Antonio Soares Cardoso - IFPA/Campus Bragranca

Figura 1 - Mapa de localizagao do bairro do Centro, cidade de Braganga-PA.

Fonte: Autor.
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2.2 Pesquisa de campo

Foram aplicados 50 (cinquenta) questionarios estruturados aos moradores do
bairro, buscando-se coletar informacgbes basicas quanto a forma de descarte do residuos
sélidos doméstico, sobre a regularidade das coletas realizadas pelo poder publico e as
suas percepcdes sobre os problemas socioambientais que os descartes desordenados
acarretam.

Como resultado da aplicagdo do questionario, se teve um melhor entendimento das
causas da problematica e a sua contextualizagdo no territério em que se localiza o bairro
em questéo.

Cabe ressaltar ainda, que foi realizada uma breve visita a Secretaria Municipal de
Infraestrutura do municipio de Braganca-PA, com intuito de se obter mais informacées
sobre a atual politica do municipio em relacdo ao gerenciamento dos residuos soélidos
produzidos na cidade.

No momento da visita ao bairro, foram feitos registros fotogréaficos e coletados, por
meio do aplicativo GPS Status, desenvolvido para aparelhos celulares que dispéem do
sistema operacional Android, as coordenadas UTM (Universal Tranversa de Mercator) dos
pontos de foco de descarte inadequado de residuos urbano.

Posteriormente, esses dados foram analisados e contribuiram para a confec¢éao dos
mapas tematicos do bairro, com intuito de demonstrar a gravidade ou néo da problematica.
2.3 Tratamento dos dados

Nessa fase foi realizado o tratamento de todos os dados coletados em campo.
As informacdes provenientes das repostas dos moradores ao questionario estruturado,
foram analisadas estatisticamente no software de planilha eletrébnica Microsoft Excel,
possibilitando a visualizagdo dos dados em gréficos circulares ou de setores.

Quanto aos dados oriundos dos receptores GPS, estes foram tratados no software
QGis, software este de GIS (Geographic Information System), com auxilio de imagens
orbitais do Google Earth.

Apo6s analise e tratamento de todos os dados expostos acima, foram apresentadas
sugestdes de medidas a serem tomadas como forma de mitigar a problematica.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

O bairro do Centro tem como ponto central o par de coordenadas, 303551 Leste e
9883052 Norte, localizado no fuso UTM 23M.

No mapa abaixo é possivel identificar a localizagéo do bairro, assim como os locais
onde foram realizadas as entrevistas (figura 2).
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CARTA IMAGEM: CASAS ENTREVISTADAS BAIRRO CENTRO
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J SISTEMA DE COORDENADAS UTM
DATUM SIRGAS2000
FUSO 23M
1:6.000
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Figura 2 - Mapa de localizagao do bairro do Centro, cidade de Braganga-PA.

Fonte: Autor.

A partir das respostas dos questionarios, foi possivel a confeccdo de graficos
circulares no software Microsoft Excel, como resultado do tratamento de todas as
informacdes coletadas.

Na figura 3, relacionada a primeira pergunta do questionario, vemos que 100% dos
moradores relataram que € feita a coleta de residuos sélidos no bairro pelos coletores de
lixo da prefeitura. Mostrando que o servigo de coleta de lixo esta presente no bairro.

E FEITA A COLETA DE LIXO NO BAIRRO?

0%

u5IM

= NAO

Figura 3 - Grafico relacionado a questao: E feita a coleta de lixo no bairro?.

Fonte: autor
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Na figura 4, correspondente a segunda pergunta do questionario, a pesquisa
mostrou que 84% dos moradores disseram que a coleta é feita trés vezes por semana,
12% relataram que apenas duas vezes e 4% nédo souberam ao certo dizer quantos dias da
semana séo realizadas a coleta.

QUANTAS VEZES ESSA COLETA E FEITA POR SEMANA?

= TRES VEZES POR SEMANA = DUAS VEZES POR SEMANA = NAO SOUBE RESPONDER

Figura 4 - Gréfico relacionado a questédo: Quantas vezes essa coleta é feita por semana?.

Fonte: autor.

Logo em seguida, na figura 5, foi tratada a questdo dos dias da semana nos quais
foi feita a coleta do lixo. Os dados demonstraram que 42% dos entrevistados afirmam que
o caminh&o de lixo passa todos os dias. Nos foi informado ainda, que essas coletas sempre
ocorrem no horario da noite, pois, por estar no centro, onde se localizam varios pontos
comerciais, os despejos dos rejeitos desses estabelecimentos sdo sempre feitos no final
de expediente entre as 18 horas e 19 horas. O restante dos entrevistados, representando

58%, ndo evidenciaram uma tendéncia no dia da coleta.

QUAIS 0S DIAS DA SEMANA O CAMINHAO DE LIXO PASSA?

= OUTROS DIAS = TODOS OS DIAS

Figura 5 - Gréfico relacionado a questéo: Quais os dias da semana o caminh&o do lixo passa?.

Fonte: autor.
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Na sexta figura, € ilustrado o percentual de pessoas infectadas por doencas
provocadas pelo descarte de lixo no bairro. Apenas 2% citaram que ja tiveram doencgas
advindas do lixo descartado no bairro, como a Giardiase, causada por um protozoario
e que pode ser adquirida através da ingestdo de agua contaminada. Contudo, 96% dos
moradores disseram que nao tiveram nenhum tipo de doenca advinda do lixo e nem sequer
conhecem pessoas que contrairam alguma doenca, indicando que a baixa incidéncia de
doencas ocorre porque a coleta dos residuos solidos é realizada constantemente. Apenas

2% nao souberam responder ou desconheciam tal ocorrido.

PESSOAS JA TIVERAM ALGUM TIPO DE DOENGAS PROVOCADAS PELO LIXO?

2%2%

s NAO =SIM = NAO SOUBE DIZER

Figura 6 - Gréfico relacionado a questdo: Pessoas ja tiveram algum tipo de doencgas
provocadas pelo lixo?.

Fonte: autor.

A figura 7 ilustra os alagamentos em decorréncia do lixo. No total, 84% dos
entrevistados afirmaram que a ocorréncia de alagamentos é frequente, principalmente no
periodo de inverno, pois além do acimulo de residuos em areas inadequadas, as pessoas
tem o0 mau habito de despejar seu lixo produzido mesmo apds a passagem do caminh&o de
lixo. Outro fator relatado, que contribui para os alagamentos, € a questéo da declividade do
bairro, pois ja que esta em area proxima ao rio Caeté, portanto na esta¢do das a drenagem
pluvial carrega os residuos para o corpo hidrico.
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HOUVERAM ALAGAMENTOS EM DECORRENCIA DO LIXO?

=SIM = NAO

Figura 7 - Gréfico relacionado a questao: Houveram alagamentos em decorréncia do lixo?.

Fonte: autor.

A figura numero 8 expde a presencga ou nao de lixeiras e/ou contéineres publicos
no bairro. Dos moradores entrevistados, 74% frisaram que no bairro ndo ha contéineres
elou lixeiras para descarte dos residuos gerados, havendo relatos de que a Prefeitura
Municipal iniciou a implantagdo dos mesmos, porém, devido a marginalizagéo e vandalismo
presentes no bairro, ocorreram varios furtos e nenhuma medida foi tomada. Ja os 26%
restantes, relataram que ha lixeiras no bairro, no entanto, vale ressaltar, que as lixeiras
existentes séo instaladas pelos proprios moradores, ou seja, sdo lixeiras domiciliares,
que apesar de privativas, acabam sendo compartilhadas com aqueles moradores que nao
dispde do aparato.

EXISTEM LIXEIRAS OU CONTEINERES NO BAIRRO?

wSIM = NAO

Figura 8 - Gréfico relacionado a questéo: Existem lixeiras ou contéineres no bairro?.

Fonte: autor.

A forma como é despejado o lixo das casas é ilustrado na figura 9, mostra que
48% das pessoas despejam o seu lixo doméstico na via publica, geralmente proximo as
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calcadas ou pontos feitos pelos proprios moradores e 30% despejam o seu lixo em lixeira
domiciliar no momento em que o caminh&o de lixo passa no bairro. Ja os 22% restantes,
informaram que os colocam em outros locais, como pendurados nas grades das janelas ou
portas, assim como na frente de suas residéncias no momento da coleta.

ONDE E DESPEJADO O LIXO DA SUA CASA?

s VIAPUBUCA = LIXEIRA = OUTROS

Figura 9 - Gréfico relacionado a questédo: Onde é despejado o lixo da sua casa?.

Fonte: autor.

Afigura 10 consiste na quantidade de pontos existentes para o descarte dos residuos
no bairro. No total, 70% dos entrevistados disseram que ndo existe ponto de descarte de
lixo no bairro e, por isso, colocavam seu lixo somente na hora que o carro do lixo passava.
Contudo, 28% relataram que existia apenas um ponto de descarte de lixo no bairro e,
apenas 2%, disseram que havia dois pontos de descarte de lixo na localidade.

QUANTOS PONTOS EXISTEM PARA O DESCARTE DO LIXO?

m UMPONTO = DOIS PONTOS = OUTROS

Figura 10 - Gréfico relacionado a questdo: Quantos pontos existem para o descarte do lixo?.

Fonte: autor.
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No ultimo grafico (figura 11), verifica-se a presenca de praticas de educacao
ambiental no bairro desenvolvido pelo poder publico. A pesquisa nos mostra que 84% da
populacgéo relata a auséncia de praticas de educagdo ambiental no bairro, sendo que para
10%, nunca houve nenhuma ac&o com esse enfoque no bairro. Apenas 4% disseram que
ja houve praticas nesse sentido no bairro e 2% nao souberam responder.

EXISTEM PRATICAS DE fnqu("ﬁO AMBIENTAL NO BAIRRO FEITAS PELA PREFEITURA?

aNAD w®SIM = NUNCA NAO SOUBE RESPONDER

Figura 11 - Gréfico relacionado a questao: Existem praticas de educagéo ambiental no bairro
feitas pela prefeitura?.

Fonte: autor.

Através da visita in loco, foram identificados e georreferenciados os pontos de despejo
de lixo inadequado no bairro, com o auxilio do aplicativo GPS Status. Foram possiveis
também registrar, por meio de fotografias, todos os pontos visualizados, associando-os
as suas respectivas posicdes espaciais por meio da coleta das coordenadas UTM. Cabe
ressaltar, que em sua maioria, os pontos encontrados séo improvisados pelos proprios
moradores, como mostra a figura 12.

41 PROPOSIGCAO DE MEDIDAS PARA MINIMIZAR A PROBLEMATICA

Como forma de minimizar a problematica relacionada aos pontos inadequados de
descarte de residuos s6lidos no bairro pesquisado, tem-se como sugestéo a disponibilizagéo,
por parte do poder publico, de um maior nUmero de pontos para o correto descarte destes
materiais, como contéineres e lixeiras distribuidos em alguns pontos do bairro, com o
intuito de que os moradores tenham opcdes para o descarte do lixo produzido em locais
adequados, melhorando e colaborando com o meio ambiente e mantendo o bairro mais
limpo e agradavel.
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Figura 12 — Pontos de despejo de lixo no bairro do Centro, cidade de Braganca-PA.

Fonte: autor.

Outro ponto que pode ser desenvolvido, sdo as campanhas de conscientizacao de
educacao ambiental que devem ser constantes no bairro, para que os moradores criem 0
héabito de descartar corretamente os seus residuos e aprendam a melhorar a coleta seletiva
que ja é feita porém néo atende de forma satisfatoéria.

Em decorréncia dos alagamentos que costumam acontecer no bairro em periodos
chuvosos, por conta da aglomeragéao dos residuos, o poder publico poderia investir mais
no saneamento basico, com a criagdo de mais galerias pluviais e pontos da desaceleragéo
das enxurradas, investir na drenagem urbana para a ndo obstru¢cao dos bueiros, fazendo
com que ocorra um melhor escoamento da agua na cidade.

Outro fator a ser somado a essa tematica de residuos sélidos, é a criacdo de
associagdes de coleta seletiva para a cidade, com iniciativa da propria populacéo, tendo
como objetivo a reciclagem dos materiais, o que permitiria uma possivel geracéo de renda
para a populacédo em prol da melhoria da qualidade ambiental. Dentre outras alternativas,
podemos citar ainda a construcdo de um aterro sanitario na cidade, pois se tera um
melhor controle da quantidade e tipo de residuo, sistema de protecdo ao meio ambiente e
monitoramento ambiental.
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51 CONCLUSOES

Abaixo foram enumeradas as principais conclusdes pertinentes ao objetivo do
trabalho em questao:

1) A coleta de residuos sélidos ocorre regularmente no bairro pesquisado.

2) O quantitativo de pessoas que relataram algum tipo de doenca provocada pelo
lixo urbano ndo possui grande representatividade no bairro.

3) Foram relatados alguns focos pontuais de alagamentos no bairro em questao.

4) Ha lixeiras e contéineres no bairro, porém em quantidade insuficiente para suas
demandas.

5) Nao existem pontos suficientes para o adequado descarte dos residuos
produzidos.

6) O bairro do Centro granjeia atencé@o por parte do poder publico, devido sua
localizacao privilegiada e aos servicos que oferece a toda populacdo da cidade.

7) Foi relatado pouca participagcéo do poder publico em relagéo a sensibilizacao por
meio de atividades de educag¢do ambiental no bairro.

Por fim, diante do exposto, o presente trabalho representa uma pequena contribuicao
no que tange ao conhecimento das diferentes formas de descarte de residuos sélidos
presentes no municipio de Braganca-PA, visando acrescentar, no que diz respeito ao
estudo da tematica em questéo.

Entretanto, os estudos estdo longe de terem sido esgotados. Como complemento
ao trabalho realizado, sugere-se continuidade da pesquisa nos demais bairros da cidade,
para que ao final se tenha o real panorama da problematica em todo o municipio, auxiliando

possivelmente nas tomadas de decisGes do poder publico local.
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RESUMO: O género  Mycobaterium é
responsavel por diversas doencas que podem
ser identificadas em humanos. Preocupados com
a saude dos animais e dos humanos que tem
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contato com os mesmos, 0 presente trabalho
objetivou verificar a ocorréncia de bactérias
do género Mycobacterium na microbiota dos
primatas ndo humanos presentes no zoolégico
de Santarém. Trata-se de um estudo descritivo
quantitativo. Foram utilizados 25 simios, sendo
12 da espécie Cebus apella (macaco prego); 2
Cebus kaapori (caiarara); 8 Ateles marginatus
(macaco aranha de testa branca); 3 Ateles
paniscus (macaco aranha de cara vermelha). Foi
realizada contencéo fisica seguida de contencéo
farmacolégica, posteriormente foram realizadas
coletas de secrecdo nasal e orofaringea com
swab estéril. O material biolégico foi semeado
em meio Ogawa-kudoh incubado por até 8
semanas/37°C para o isolamento. Ap6s o
isolamento foram realizados esfregacos para
coloragdo pelo método de Ziehl-Neelsen,
em seguida as amostras que confirmaram a
presenca de bacilos alcool-acido resistentes
(BAAR) foram encaminhadas para o Laboratorio
de Micobacteriologia do INPA (Instituto Nacional
de Pesquisas da Amazdnia) para identificacdo da
espécie pelos métodos de PRA hsp65 (PCR) e
confirmadas por sequenciamento parcial do gene
hsp65. Foram coletadas um total de 50 amostras,
sendo 25 de secregé@o nasal e 25 orofaringea.
Em 20% (5) das amostras oriundas da orofaringe
foram isolados Mycobacterium, sendo 1 (4%)
M. brumae, 3 (12%) M. peregrinum e 1 (4%) M.
porcinum. Em 24% das amostras de secrecéo
nasal foram isolados Mycobacterium, sendo 1
(4%) M. fortuitum e 5 (20%) M. peregrinum. As
espécies isoladas estdo associadas a doencas
humanas de natureza oportunista.

PALAVRAS - CHAVE: Simios; Mycobacterium;

Capitulo 11



Animais silvestres

OCCURRENCE OF NON-TUBERCULUS MYCOBACTERIA (NTM) IN NON-
HUMAN PRIMATES IN SANTAREM-PARA

ABSTRACT: The genus Mycobacterium is responsible for na amount of diseases that are
identified in humans. Concerned with the health of both animals and humans that ahve
any contact with the first mentioned, this paper aimed to verify the ocurrence of genus
mycobacterium bacteria on the non-human primates microbiota of the Santarém Zoo animals.
This is a quantitative description. There were used 25 apes, 12 Cebus apella; two Cebus
kaapori; eight Ateles marginatus; and three Ateles paniscus. Using physical restraint followed
by pharmacological, the collections were performed from nasal e oropharyngeal secretion
with sterile swabs. The material were inoculatedon Ogawa-Kudoh medium, incubated
until eight weeks/37°C for isolation. Then smears were performed and submitted to Ziehl-
Neelsen coloring method, and the ones positive for alcohol-acid resistant bacilli sent to Inpa
Mycobacteriology Laboratory to perform the specie identification through PRA hsp65 (PCR)
and confirmed by parcial sequencing of hsp65 gene. There were 50 samples, 25 from nasal
and 25 from orpharyngeal secrections. Mycobacterium genus bacteria were identified in 20%
of the samples from the oropharynx, and 24% of the ones from nasal samples. The isolated
species are associated to apportunist human diseases.

KEYWORDS: Apes; Mycobacterium; Wild animals

11 INTRODUGAO

O avanco da agricultura e da pecuaria préximo as areas naturais proporcionou um
contato entre as populacées humanas e de seus animais domésticos com as populag¢des de
animais silvestres nos seus habitats, o que facilitou a disseminag¢éo de agentes infecciosos
e parasitarios para novos hospedeiros e ambientes, estabelecendo assim novas relagbes
entre hospedeiros e parasitas, e novos nichos ecolégicos na cadeia de transmissdo das
doencas (CORREA & PASSOS, 2001; KOTAIT et al., 2007; BARBOSA et al., 2011). Assim,
0 convivio humano com animais sobretudo silvestres representa risco a saude, uma vez
que os primatas ndo humanos séo transmissores em potencial de diversas doencas por
possuirem em sua microbiota uma grande variedade de virus, fungos e bactérias que
podem causar no homem infec¢des (dermatolégicas, respiratorias e sistémicas).

As zoonoses (doencgas ou infec¢des transmitidas naturalmente entre os animais
vertebrados e o0 homem, ou vice-versa) denota uma importante participacédo dos animais
silvestres na manutencdo destas doencas na natureza. Além disso, enfermidades que
ndo eram conhecidas ou que ja ndo possuiam importancia epidemiologica, apareceram
em surtos ou epidemias em populagdes ou regides, vindo a ser denominadas como
“emergentes” (SILVA, 2005; ZANELLA, 2016). Apesar dos esforgos dos profissionais na
manutencdo de um rigoroso manejo sanitario, 0 ambiente de zooldgico continua sendo
propicio a disseminagdo de uma gama de doengas, muitas delas zoonéticas (SEDGWICK
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et al., 1975; MONTALI & MIGAKI, 1980; SIEMERING, 1986; FOWLER, 1993; SILVA et al.
2001). Isto também pode ser aplicado aos outros estabelecimentos que possuem animais
silvestres. Vale a pena salientar que estes animais, em quase totalidade ndo apresentam
sinais clinicos, mesmo estando infectados com agentes etiol6gicos, constituindo importantes
fontes de contaminagéo e infeccao para os animais domésticos e ao homem ou vice-versa
(ACHA & SZYFRES, 1986; FOWLER, 1986; CUBAS, 1996).

As micobactérias tém importancia Unica na medicina de animais silvestres
sendo responsaveis pela maior causa de mortalidade em zooldgicos no século passado
(FOWLER, 2003). O estudo das populagdes de primatas ndo-humanos tem contribuido
para informacdes sobre doencas infecciosas emergentes, pois como membros de habitats
biologicamente diversos eles atuam como sentinelas para investigacdo de patdgenos,
servindo de modelos para a pesquisa basica sobre a dindmica de transmissédo natural
(WOLFE et al., 2000).

O género Mycobacterium é constituido por espécies do complexo M. tuberculosis,
M. leprae e outras denominadas de micobactérias ndo tuberculosas (MNT) (CVE 2016 A).
As espécies do complexo M. tuberculosis causam a tuberculose no homem e/ou animais
e € composto pelas espécies M. tuberculosis, principal agente da tuberculose humana, M.
bovis, M. africanum, M. microti, M canetti e M pinnipedii. As MNT compreendem mais de
140 espécies identificadas até o0 momento e podem ser identificadas com base em testes
fenotipicos (tempo de crescimento, producdo ou ndo de pigmentos, provas bioquimicas,
crescimento ou ndo na presenca de inibidores quimicos e testes moleculares (PRA,
PCR Restriction Analysis e sondas genéticas “in house” ou comerciais) (TORTOLI, 20083;
COELHO, 2017)

As micobactérias ndo tuberculosas (MNT) encontram-se dispersas na natureza
incluindo a 4gua natural e potavel e, ao contrario das espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis (CMTB), apresentam patogenicidade variavel. A capacidade das MNT
em produzir doenga esta claramente documentada na literatura e sua incidéncia vem
aumentando progressivamente, ndo sé pelo fato do ser humano estar compartilhando o
mesmo habitat, mas também pela melhora nos métodos de diagnéstico e identificacao
destes microrganismos (FALKINHAM, 2009).

As micobactérias de crescimento rapido Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium
chelonae e Mycobacterium abscessus sdo microrganismos oportunistas, normalmente
encontrados no solo, na poeira e em encanamentos para agua. Dificilmente causam
doencgas em seres humanos, a menos que sejam inoculadas diretamente no organismo por
feridas traumaticas ou por materiais cirtrgicos contaminados (WAJNBERG et al., 2011). O
grupo de maior importancia clinica das micobactérias atipicas, na classifica¢gdo de Runyon,
€ 0 grupo das bactérias de crescimento rapido ou grupo 4. Frequentemente envolvidas em
infeccoes de pele e tecidos moles, ja foram responsabilizadas por infec¢gdes em cateteres
intravenosos e peritoneais, abscessos ap0Os injecdes, infeccdes em sitio cirurgico,
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mastoplastias e cirurgias oftalmicas (MACEDO & HENRIQUES, 2009). A infec¢do causada
por micobactérias pode se assemelhar a causada por germes comumente encontrados
nas infecgdes de implantes, embora na maioria das vezes se inicie em periodo mais tardio,
em cerca de 4 a 6 semanas. O quadro clinico se apresenta com drenagem de secrecao
frequentemente inodora e incolor na ferida cirargica, podendo ser acompanhada por sinais
sistémicos, como febre e astenia (WAJNBERG et al., 2011).

O género Mycobaterium é responsavel por diversas doencas que podem ser
identificadas em humanos. Preocupados com a saude dos animais e dos humanos que tem
contato com os mesmos, o presente trabalho objetivou verificar a ocorréncia de bactérias
do género Mycobacterium na microbiota dos primatas ndo humanos pertencentes ao plantel

do Zoolbgico de Santarém-Para.

21 MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo quantitativo, realizado com animais oriundos do
zoologico de Santarém. O Zool6gico de Santarém (ZOO UNAMA) mantido pela Faculdade
UNAMA e Mineragéo Rio do Norte é um instrumento fundamental para educacdo ambiental
e preservacdo de animais silvestres, principalmente os que estdo ameacgados de extincao
e tem como objetivo tratar, manter e reabilitar para estarem aptos a retornar aos seus
ambientes naturais. Neste estudo foram utilizados 25 simios, sendo 12 da espécie Cebus
apella (macaco prego); 2 Cebus kaapori (caiarara); 8 Ateles marginatus (macaco aranha de
testa branca); 3 Ateles paniscus (macaco aranha de cara vermelha).

Foi realizada contencéo fisica seguida de contencé@o farmacoldgica com diazepan
1mg/kg e ketamina 10mg/Kg. Em seguida foram realizadas coletas de secre¢do nasal e
orofaringea com swab estéril. O material biolégico foi semeado em meio Ogawa-kudoh
incubado por até 8 semanas/37°C para o isolamento. Apés o isolamento foram realizados
esfregacos para coloracédo pelo método de Ziehl-Neelsen, em seguida as amostras que
confirmaram a presenca de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) foram encaminhadas
para o Laboratorio de Micobacteriologia do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazo0nia) para identificacao da espécie pelos métodos de PRA hsp65 (PCR) e confirmadas
por sequenciamento parcial do gene hsp65.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram coletadas um total de 50 amostras, sendo 25 secre¢éo nasal e 25 orofaringea.
Em 20% (5) das amostras oriundas da orofaringe foram isolados Mycobacterium, sendo
1 (4%) M. brumae, 3 (12%) M. peregrinum e 1 (4%) M. porcinum. Em 24% (6) das
amostras de secre¢éo nasal foram isolados Mycobacterium, sendo 1 (4%) M. fortuitum e
5 (20%) M. peregrinum (Tabela 01). Embora as espécies isoladas ndo sejam do complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMTB) estdo associadas a doencas humanas de natureza
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oportunista.

ESPECIES ISOLADAS SECREQA?n(:;!s?FARiNGEA SECRE((r',;I=7\205 )NASAL
M. brumae 01(04%) | e
M. peregrinum 03 (12%) 05 (20%)
M. porcinum 01(04%) | e
M. fortuitum | e 01 (04%)
Total 05 (20%) 06 (24%)

Tabela: Espécies de Mycobacterium isoladas de primatas ndo humanos no Zoolégico de
Santarém-Para

O Mycobacterium brumae foi isolado de uma amostra (04%) de secrecao orofaringea,
€ uma espécie micobacteriana ambiental de crescimento rapido identificada em 1993.
Lee e cols (2004), relatam uma infeccdo da corrente sanguinea causada por M. brumae
relacionada ao cateter em uma mulher de 54 anos com cancer de mama. A paciente
apresentava febre alta (39,7°C) e> 1.000 colénias de M. brumae cresceram a partir de
uma cultura quantitativa de sangue extraido de cateter. Uma cultura de sangue periférico
pareado foi negativa, no entanto, sugerindo controle circulatério da infecgdo. A paciente
foi tratada empiricamente com meropenem e vancomicina, e a febre foi resolvida em 24
h. O cateter foi removido uma semana mais tarde, e da ponta M. brumae foi isolado uma
segunda vez, sugerindo colonizagéo cateter. O organismo foi identificado pela morfologia
colonial, analise de sequéncia do gene 16S rRNA e testes bioquimicos. (LEE et al., 2004;
COELHO, 2016)

Mycobacterium peregrinum foi a espécie isolada com maior frequéncia nas
amostras: 12% na secrec¢éo orofaringea e 20% na secre¢ao nasal. Esta espécie pertence ao
complexo Mycobacterium fortuitum, correspondendo a uma micobactéria néo tuberculosa
de crescimento rapido. Esta espécie tem sido isolada esporadicamente de pacientes com
imunossupressao, submetidos a cirurgias variadas, incluindo casos de doencgas de pele e
doencgas dos tecidos moles, peritonite, infeccdes de sitio cirlrgico, bacteremia primaria,
pneumonia (NAGAO et al., 2008).

Mycobacterium porcinum foi isolado de uma amostra (04%) de secrec¢éo orofaringea,
e tem sido isolado de pacientes com infecgOes clinicas incluindo, infec¢cdes de feridas
(62%), infeccOes de cateteres centrais e/ou bacteremia (16%), e possivel pneumonia
(18%), ( WALLACE et al., 2004).

O Mycobacterium fortuitum foi isolado de uma amostra (04%) de secrecao nasal
e corresponde a uma micobactéria atipica de crescimento rapido comumente encontrada
no meio ambiente em solo e fontes de agua; também pode ser isolada em saliva de seres
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humanos e eventualmente em pele. As micobactérias podem ser agentes de infeccdes de
feridas cirurgicas inclusive em cirurgias plasticas, porém com uma frequéncia pequena e
usualmente em casos de surto (CVE, 2016b).

De acordo com Fritz (2015), o M. fortuitum pode causar véarias sindromes clinicas,
como doencga pulmonar, doencga cutanea local, osteomielite, infec¢bes articulares, doenca
ocular pés trauma (queratite, Ulceras da cornea), também é uma causa rara de linfadenite
isolada. Doencga disseminada, geralmente com lesbes disseminadas da pele e lesdes
de tecidos moles, e ocorre quase exclusivamente em situagcdes de imunossupressao
grave, especialmente AIDS. As infec¢bes devidas a infecgdo por M. fortuitum sédo bem
documentadas, especialmente em associacdo com a cirurgia cardiotorcica. A fonte é
frequentemente contaminagdo de ferida, direta ou indiretamente, com agua da torneira
colonizada. Outras infeccdes nosocomiais com este organismo incluem infec¢des de
dispositivos implantados (por exemplo, cateteres) e injecdes. Tém sido associadas a
Endoscépios contaminados. Surtos recentes também foram descritos em hospedeiros

imunocompetentes ap6s o uso de banhos de hidromassagem.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Em 20% (5) das amostras oriundas da orofaringe foram isolados Mycobacterium,
sendo 1 (4%) M. brumae, 3 (12%) M. peregrinum e 1 (4%) M. porcinum. Em 24% das
amostras de secre¢é@o nasal foram isolados Mycobacterium, sendo 1 (4%) M. fortuitum e
5 (20%) M. peregrinum. As espécies isoladas estdo associadas a doengas humanas de
natureza oportunista.

O isolamento de micobactérias ndo tuberculosas (MNT) em animais silvestres em
cativeiro alerta para a importancia destes como fonte de infec¢éo para seres humanos,
como tratadores, visitantes, bi6logos e veterinarios.

Assim, apesar de a primeira vista, ndo apresentar significado clinico para os animais,
este achado deve servir como alerta para o emprego de estratégias de manejo sanitario
que oferecam melhores condi¢cdes de higiene e saude para estes animais. Ademais, o
trabalho indica a necessidade da pesquisa de micobactérias em outras fontes no zoolégico,
como a agua tratada servida aos animais, por exemplo.

Espécies de MNT vem sendo descritas como causadoras de sérias infeccoes em
pacientes imunossuprimidos, mas também hé relatos de infeccdo pulmonar crénica em
paciente humano imunocompetente, o que os caracteriza como patdégenos emergentes.
Assim, a presenca de MNT potencialmente patogénicas em amostras de animais silvestres
de cativeiro, pode implicar em problemas sanitarios para estes animais, e também para aos
seres humanos que por ventura venham a entrar em contato com eles.
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RESUMO: As pesquisas referentes aos estudos
dos parasitas de populacdes naturais de peixes,
tém por finalidade ampliar o conhecimento sobre
a relacdo parasita-hospedeiro-ambiente, bem
como as distintas estratégias usadas pelos
parasitas e seus aspectos ecoldgicos. Diante
desse fato, o presente estudo teve como objetivo
realizar o levantamento da parasitofauna do trato
intestinal do (Liposarcus pardalis, Castelnau
1855), popularmente denominado acari-bodo,
cascudos ou bodds, comercializados nas feiras
de Manaus. Liposarcus pardalis € um peixe
detritivoro, que se alimenta de matéria organica
particulada e microrganismos associados, como
protozoarios fungos e bactérias, representante
da familia Loricaridae e ordem Siluriformes.
E endémico & bacia Amazénica ocorrendo ao
longo do rio Amazonas. Durante o estudo, um
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total de 20 espécimes de L. pardalis, foram
adquiridos em cinco feiras da cidade de Manaus.
Foram realizadas as medidas biométricas,
descricdo dos principais aspectos anatdomicos
e histolégicos do trato intestinal, por meio de
técnicas de microscopia Otica e em seguida a
necropsia. Os tratos intestinais foram retirados
e armazenados em frascos etiquetados com as
respectivas localidades das coletas. A espécie
de parasita encontrada foi fixada e conservada,
segundo a metodologia e a identificacéo para seu
filo. O resultado identificou uma Unica espécie de
Acanthocephala Gorytocephalus elongorchis,
encontrado parasitando o intestino do peixe
examinado, assim como uma grande quantidade
de algas, pequenos insetos e corpos estranhos.
Andlises quantitativas dos indices parasitologicos
do acari-bod6, mostraram um valor muito baixo,
considerando o numero de peixes analisados e
parasitado. Com a prevaléncia de 40%. Sugerindo
que a estrutura morfologica da espécie, uma vez
que esta apresenta uma armadura externa em
forma de couraca, o protege contra a agdo de
agentes patogénicos do seu habitat.

PALAVRAS - CHAVE: Liposarcus pardalis,
Acanthocephala, parasita, trato intestinal,
Amazoénia.

PARASITOFAUNA OF THE INTESTINAL
TRACT OF ACARI-BODO (LIPOSARCUS
PARDALIS, CASTELNAU 1855)
COMMERCIALIZED AT THE FAIRS OF
MANAUS

ABSTRACT: The researches related to the
studies of parasites of natural fish populations aim
to expand knowledge about the parasite-host-
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environment relationship, as well as the different strategies used by the parasites and their
ecological aspects. Given this fact, the present study aimed to survey the parasitofauna of the
intestinal tract of (Liposarcus pardalis, Castelnau 1855), popularly called acari-bodé, cascudos
or bodos, marketed at the fairs in Manaus. Liposarcus pardalis is a detritivorous fish, which
feeds on particulate organic matter and associated microorganisms, such as protozoa, fungi
and bacteria, representative of the Loricariidae family and order Siluriformes. It is endemic
to the Amazon basin occurring along the Amazon River. During the study, 20 specimens of
L. pardalis were purchased at five fairs in the city of Manaus. Biometric measurements were
performed, description of the main anatomical and histological aspects of the intestinal tract,
using optical microscopy techniques and then necropsy. The intestinal tracts were removed,
and stored in bottles labeled with the respective locations of the collections. The parasite
species found was fixed and conserved, according to the methodology and identification for its
phylum. The result identified a single species of Acanthocephala Gorytocephalus elongorchis,
found parasitizing the intestine of the examined fish, as well as a large amount of algae, small
insects and foreign bodies. Quantitative analyzes of the acari-bod6 parasitological indexes
showed a very low value, considering the number of fish analyzed and parasitized. With a
prevalence of 40%. Suggesting that the morphological structure of the species, once it has an
external armor in the form of armor, protects it against the action of pathogens in its habitat.
KEYWORDS: Liposarcus pardalis, Acanthocephala, parasite, intestinal tract, Amazon.

11 INTRODUGAO

A regido Amazénica possui a maior bacia hidrografica do mundo, sendo esta
formada pelo rio Amazonas e um incontavel niumero de outros rios e pequenos igarapés.
Os rios amazoénicos séo diferentes ndo apenas na morfologia de seus cursos e origens,
mas também nas propriedades fisicas e quimicas de suas aguas (SIOLI, 1967).

Considerando que a bacia amazénica apresenta a mais diversificada ictiofauna
de agua doce do mundo, sendo que as estimativas variam entre 2500 e 5000 espécies
(ROBERTS, 1972; BOHLKE et al.,1978; GERY, 1984; GOULDING, 1989; KULLANDER;
NIJSSEN, 1989; LOWE-McCONNELL, 1999) de um modo geral o ambiente aquatico
amazonico fornece uma ampla variedade de itens alimentares para os peixes, e estes
exploram todas as fontes disponiveis, desde os invertebrados inferiores, peixes de pequeno
porte e frutos.

Os peixes sé@o os vertebrados mais antigos e numerosos, sendo a principal fonte
de proteina na alimentacdo das popula¢gdes amazédnicas. Do ponto de vista econémico
e social, a atividade pesqueira contribui significativamente para a oferta de empregos e
alimentacédo (GOMES, 2019).

Por outro lado, o aumento da populagéo urbana na Amazénia tem ocasionado uma
procura cada vez maior, em fun¢do do preco médio do pescado ser mais baixo que o de
outras fontes de proteina animal, como o gado e o frango (SMITH, 1979; LIMA, 2019).

Perante a importéancia que o peixe representa para a regi@o, a ocorréncia de um alto

indice parasitolégico nessa fonte de proteina podera acarretar, uma queda na demanda da
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pesca (THATCHER et al., 1991, LEMOS, 2020).

Na natureza, os peixes doentes ou debilitados ndo conseguem sobreviverem por
muito tempo porque sao rapidamente eliminados por predadores (peixes, répteis, aves e
mamiferos aquaticos) o que representa um controle efetivo e natural de focos de infec¢ao
(THATCHER et al., 1981).

Por outro lado, o estudo da relacdo parasita-hospedeiro-ambiente, vém sendo
renovado nas uUltimas décadas, devido as implicagbes econdmicas que tém, sobretudo no
caso das pisciculturas intensivas (MORAES, 2019).

Assim a parasitologia em peixes de qualquer regido deve comecar com um
levantamento dos parasitas e outros agentes de doencas e continuar com observagdes
sobre os efeitos que possam ocorrer nas mais variadas espécies (OLIVEIRA et al., 2018).

Por esta razéo, torna-se importante a pesquisa referente aos parasitas presentes
nas espécies, uma vez que sdo poucas as informagbes em torno desta questédo. Este
estudo teve como objetivo realizar o levantamento da parasitofauna do trato intestinal do

acari-bodé (Liposarcus pardalis, Castelnau 1855), comercializados nas feiras de Manaus.

21 ACARI-BODO

Liposarcus pardalis (Castelnau, 1855) € um peixe de agua doce da Ordem Siluriformes
(bagres), familia Loricariidae (BONAPARTE, 1831), que agrupa os acaris e cascudos. Essa
familia representa o clado mais diversos e especializado da superfamilia Loricarioidea ou
subordem Loricarioidei, incluindo mais de 600 espécies agrupadas em 70 géneros e 6
subfamilias (ISBRUCKER, 1980). A monofilia dessa subordem esta bem definida com a
presenca de uma bexiga natatoria encapsulada e odontodes nas nadadeiras, ou dispersos
sobre a superficie corporal (RAPPPY-DANIEL, 1997; RIBEIRO; PAVANELLI, 2001). Apesar
da aparéncia pré-historica desse animal, ele é bastante derivado, comparado aos outros
grupos de teleésteos neotropicais que habitam os corpos de agua doce (SCHAEFER;
MONTOYA-BURGOS et al., 1997, FERREIRA, 2009).

Possui a boca localizada na regido ventral, semelhante a ventosas, rodeada por
labios expandidos, que apresentam um par de barbilhdes rictais nas comissuras. Possuir
dentes filiformes associados com grande variedade de movimentos na mandibula pré-
maxilar, através de novas insercdes musculares e conexdes biomecanicas entre a barra
hiodea e a mandibula, conferiu a boca desse animal capacidade elevada para consumir
detritos, ingerindo o material organico no fundo dos lagos ou na vegetacéo submersa. A
dieta é constituida principalmente de materiais mortos (lignina e celulose) e uma pequena
parte de materiais vivos (algas, bactérias, fungos e micro-invertebrados) (YOSSA; ARAUJO-
LIMA, 1998), sendo esses Ultimos a fonte de energia e proteina para o crescimento da
espécie (ARAUJO-LIMA et al., 1986).

Adicionalmente o acari-bodd possui a conformacgéo corporal hidrodindmica, com
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ventre achatado e o dorso arredondado, que possibilita ficar imovel nas correntezas,
economizando energia na exploragao do fundo dos rios (SOUZA, 2015; PORTO, 2017).

O corpo é revestido de placas dérmicas com dentes tegumentérios (odontodes) e
espinhos desenvolvidos nas nadadeiras peitorais (1 espinho e 6 raios bifurcados), pélvicas
(1 espinho e 5 raios bifurcados), dorsal (1 espinho e 13 raios bifurcados) e na caudal
(bilobada com 2 espinhos e 14 raios bifurcados). Formam uma armadura aspera, adornada
por finas formacdes vermiculares sobre o cranio formando desenhos geométricos radiais.

Sendo um peixe de larga aceitacdo no mercado, o bod6 possui uma grande
importancia econémica, no que se diz respeito as adaptacdes evolutivas dessa espécie
(LOURENCO, 2011; MORAES, 2019).

Por ser encontrado em ambientes tropicais, onde a temperatura € sempre elevada e
a decomposicao da matéria organica nos lagos e rios sao bastante acentuada, provocando
ambientes de baixo teor de 02, desenvolveu-se um sistema respiratorio acessorio, ou seja,
tendo condi¢des de utilizar dois tipos de respiracdo: uma aquética, normal, através das
bréanquias e uma respiragdo aérea, acessoria, através do estdbmago, que se adaptou a
essa fungdo levando a crer que perdeu a fungéo digestiva, permitindo serem geralmente
capturados e trazidos vivos para os mercados e feiras de Manaus (LOWE-McCONNELL,
1999; ZUANON,2002). Figura 1.

Figura 1. A espécie Liposarcus pardalis, chegando a alcancgar cerca de 50 cm de comprimento.
Caracterizado pelo corpo recoberto de placas 6sseas (armaduras) que formam uma couraga
protetora.Fonte: Martins, S.S.0. (2017).

31 MATERIAIS E METODOS

3.1 Area de coleta

Durante quatro meses, um total de 20 peixes da espécie Liposarcus pardalis
(acari-bodd), foram adquiridos nas feiras do Municipio de Manaus, sendo transportados
vivos em sacos de pléasticos para o Laboratério de Zoologia do Centro Universitario Nilton
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Lins. Os locais das coletas foram escolhidos por serem utilizados frequentemente pelos
pescadores da comunidade e pela acessibilidade ao local. Para maiores informacdes das
coletas obteve-se 0os nomes dos locais e datas, e em seguida passada para as fichas de
identificagdo (morfolégica). Feira da Panair (07), Feira do Zumbi (03), Feira da Cachoeirinha
(02), Feira da Manaus-Moderna (01) e Feira da Coroado (07).

3.2 Coleta e fixacao das espécies parasitas

Os peixes foram eviscerados através de uma incisdo longitudinal sobre a linha
mediano-ventral das nadadeiras peitorais até o anus, examinando-se a seguir a cavidade
abdominal. Em seguida foram retirados os tratos intestinais que foram fixados em formol
a 10%.

Os orgéos coletados (trato intestinal) foram examinados para verificagdo dos
parasitas. O intestino de cada peixe foi examinado em uma placa de Petri contendo solugéo
fisiologica e aberto com uma tesoura de ponta fina, sendo este dividido em trés partes
(terco anterior, médio e posterior) e atentando para néo cortar os parasitas presentes na
luz. Teve-se cuidado para nao danificar o escoléx do acari-bodo, pois suas caracteristicas
sdo importantes na identificagcdo. Quanto ao Acanthocephala, tomou-se cuidado ao retira-
lo do hospedeiro, uma vez que sua probdscide poderia ficar presa na mucosa intestinal
dificultando a identificacdo. Para os exemplares dos parasitas supostamente encontrados,
foram feitas ldminas permanentes segundo o método de Thatcher (1991) denominado HYP
(Hundred Year Permanence).

A espécie de parasita encontrada foi fixada e conservada, segundo a metodologia
especifica para o filo, proposta por Amato et al. (1991). Para identificagcdo da espécie foram
utilizados os trabalhos de Kritsky (1995), Travassos (1969), Thatcher (1979, 1993, 2006)
e Thatcher; Varella (1981). Os indices parasitarios de prevaléncia, intensidade média e
abundancia média foram determinados segundo, Bush et al., 1997.

41 RESULTADOS

O comprimento total dos peixes analisados variou de 27,0 a 33,0 cm e 0 peso de
243,4a311,0 g.

ApOs as analises dos tratos intestinais dos acari-bodés, foi encontrado somente um
Unico adulto da espécie Acanthocephala Gorytocephalus elongorchis (THATCHER, 1981),
com comprimento de 14,3 mm; largura 1,0; largura da crista 0,02; comprimento do lemnisco
maior 2,5; lemnisco menor 1,0 de largura; testiculo anterior 1,2 x 0,1 e posterior 1,0 x
0,5 que estava parasitando o trato intestinal, no entanto, ndo estava fixado na parede do
intestino (Tabela 2).
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Numero de Comprimento Peso parasitas e ou
exemplares total (cm)1 (9)2 corpos estranhos3
01 29,0 243,4 algas e folhas
02 30,0 2708 lodo, pedacos de madeira e insetos
03 29.0 247 1 restos de formigas, pedras e algas
04 32,0 270,9 -
05 31.0 2910 lodo, pedacos de madeira e algas
06 30,0 291,0 -
07 31,0 251,2 -
08 30,0 250,0 algas
09 32,0 300,0 Inseto do género Tysonoptera
10 33,0 310,0 gorytocephalus elongorchis e algas
1 29,0 270,0 -
12 27,0 263,0 lodo e algas
13 30,0 290,0 areia e insetos
14 29,0 250,0 -
15 30,0 276,0 folhas e gotas de gorduras
16 31,5 281,0 -
17 31,0 270,0 -
18 29,0 289,0 -
19 33,0 311,0 algas e folhas
20 31,2 290,0 algas gotas de gordura

Tabela 2. Numero de exemplares da espécie (Liposarcus pardalis), com as medidas de
comprimento, peso, parasita e corpos estranhos encontrados no trato intestinal. '"Medidas do
comprimento total da espécie; 2Peso real, utilizado balanga analitica e *Corpos estranhos,
caracteriza a presenca ou auséncia de parasitas e a presenga de outros materiais organicos.

O parasita estava solto no contetdo intestinal do acari-bodé examinados e nao

apresentava lesdo na mucosa, ocasionada pela fixagao deste parasita. Apresentava o corpo

com uma tonalidade esverdeada em fungéo do material orgénico presente no micro habitat

e levemente contraido, medindo 2,0 milimetros de comprimento. Quantos as analises

quantitativas, os indices parasitarios mostraram um valor intermediario, considerando o

numero de peixes analisados e parasitados. Prevaléncia 40%, ou seja, numero de peixes

parasitados por uma determinada espécie de parasita; Intensidade 0-1 com a variagéo

do numero de parasita da espécie peixe examinado na amostra; Intensidade Média 1,0 -

numero total de parasita da espécie pelo numero total de peixes parasitados na amostra;

Consolidagao do Potencial Cientifico e Tecnolégico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 12



Abundancia 0,05 numero total de parasita na amostra, pelo niumero total de peixes.

51 DISCUSSAO

Os parasitas de peixe constituem excelente modelo para estudos sobre ecologia
de comunidades. A facilidade de obter numerosas réplicas e de quantificar a totalidade
dos parasitos que estédo distribuidos em diversos habitats (locais de infeccao) facilitam
a deteccdo de padrbes de dinamica populacional e de relacionamentos interespecificos
(RHODE, 1991).

Portanto, conhecimentos sobre a fauna de parasitas de peixes podem produzir
informacdes a respeito de varios aspectos da biologia do hospedeiro, como o habito
alimentar e movimentos migratérios (MARGOLIS, 1965; CARDOSO, 2016).

A estrutura de comunidades em associagbes hospedeiro-parasita-ambiente é
determinada por uma variedade de fatores tais como idade e estrutura genética da
populacéo de hospedeiros, habitos de alimentacao e habitat utilizado pelo hospedeiro, bem
como por interacoes entre as espécies parasitas (SKORPING, 1981; CIMERMAN, 1999).

Os habitos alimentares dos peixes podem revelar grande potencialidade para que
estes participem como hospedeiros intermediarios ou definitivos em sistemas parasitarios
transmitidos troficamente (TAKEMOTO et al., 1996).

Para se estudar a fauna de parasitas os 6rgédos e tecidos do peixe podem ser vistos
como partes de um ambiente podendo ser colonizados e modificados por varios patdgenos
em consequéncia de complicadas interagdes. Essas interagcbes podem variar em fungédo da
natureza do substrato (ROBERTS, 1978).

Muitos estudos na literatura em parasitologia tém sido realizado utilizando trato
intestinal como sitio de localizacdo em diferentes hospedeiros, em ambientes de agua doce
(THATCHER; BOEGER, 1983; VARELLA, 1992; VARELLA; MALTA, 1995; FRANCO, 2009;
PORTO, 2012 e 2017; VINHOTE-SILVA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2018; SOUZA et al.,
2019; MORAES, 2019). Os estudos relatam registros de espécies dos mais diferentes filos
(Fungi, Protozoa, Platyheminthes (Monogenoidea, Trematoda, Cestoda), Acanthocephala,
Nematoda e Arthropoda (Crustacea).

Malta, (1981) trabalhando com as cinco principais ordens de peixes (Siluriformes,
Cypriniformes, Perciformes, Osteoglossiformes e Clupeiformes) coletados no Lago
Janauacd, destacou que a ordem que apresentou 0s maiores indices parasitoldgicos foi a
dos Siluriformes. No entanto, dos quatro exemplares do Liposarcus pardalis examinados
no estudo, nenhum parasita foi encontrado. Reforgando assim os resultados encontrados
neste estudo, onde o indice parasitoldégico da espécie estudada foi muito baixa, na qual
apenas 01 exemplar num total de 20, apresentou o trato intestinal parasitado.

Segundo Malta, (1992) as espécies de peixes que formam a maior biomassa da
Bacia Amazoénica s&o as detritivoras, mas em seus estudos, este grupo foi o que apresentou
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o0s menores indices de infestagéao.

O fato do acari-bod6 viver em ambiente poluido, com pouca oxigenagdo e possuir
habito detritivoro, alimentando-se de algas, lodo entre outros elementos que estejam
presente no fundo dos rios e lagos (EIRAS, 1994), além de ter apresentado valores
parasitarios muito baixos, levam a crer que apesar do alto nivel de polui¢cdo caracteristico
do seu ambiente, um dos principais fatores que podem estar atuando nos baixos indices
parasitolégicos sejam quanto a estrutura morfolégica da espécie, uma vez que esta
apresenta uma armadura externa em forma de couraga que o protege contra a acdo de
agentes patogénicos.

61 CONCLUSAO

De acordo com os resultados desta pesquisa, podemos concluir que foi encontrado
uma Unica espécie de parasita representante do Filo Acanthocephala, do género
Gorytocephalus, da espécie elongorchis, no trato intestinal do bodé. Confirmando que a
espécie Gorytocephalus elongorchis, hoje € conhecida para o Liposarcus pardalis, e que
as analises quantitativas dos baixos indices parasitoldgicos, indica que a sua estrutura
morfolégica o protege contra a agéo de agentes patogénicos.

No entanto, sdo necessarios mais estudos, para uma melhor compreensao de como
as espécies de parasitas de peixes, da regido Amazonica, podem ser ferramentas para
monitorar os ecossistemas aquaticos amazénicos.
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RESUMO: Este texto tem como finalidade
apresentar o Programa Nacional Escolas
Sustentaveis, por meio de uma de suas acgbes
estruturantes — o PDDE Escolas Sustentaveis — e
retratar o alcance desta acdo nas escolas publicas
de Mato Grosso do Sul. O referido Programa
propde agdes de apoio as escolas e instituicdes
de ensino superior para a implementagéo da
sustentabilidade socioambiental, considerando
que isso ocorra via trés dimensbes, a saber:
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curriculo, gestédo e espaco fisico. Utilizou-se da
metodologia qualitativa, mediante revisdo de
literatura e analise documental. Os resultados
revelaram que em Mato Grosso do Sul foram
contempladas 160 escolas publicas, distribuidas
em 58 municipios, com o PDDE Escolas
Sustentaveis, perfazendo o total bruto de R$
1.808.000,00 para as agbes de Educacdo
Ambiental.

PALAVRAS - CHAVE: Meio Ambiente; Politicas
Publicas; Financiamento

PDDE SUSTAINABLE SCHOOLS AS
A FINANCING INSTRUMENT FOR
ENVIRONMENTAL EDUCATION

ABSTRACT: This text aims to present the
National Sustainable Schools Program, through
one of its structuring actions - the PDDE
Sustainable Schools - and portray the scope of
this action in public schools in Mato Grosso do
Sul. The referred Program proposes actions to
support schools and higher education institutions
for the implementation of socio-environmental
sustainability, considering that this occurs
via three dimensions, namely: curriculum,
management and physical space. Qualitative
methodology was used, through literature review
and document analysis. The results revealed that
160 public schools in Mato Grosso do Sul were
included, distributed in 58 municipalities, with the
PDDE Sustainable Schools, totaling a gross total
of R $ 1,808,000.00 for Environmental Education
actions.
KEYWORDS:
Financing

Environment; Public  policy;
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INTRODUCAO

O presente artigo abordaré as a¢des financiadas pelo Programa Nacional Escolas
Sustentaveis. Por entender que o referido Programa € um instrumento de materializagéo de
uma politica publica em Educacao Ambiental toma-se como objeto de estudo, o Programa
Dinheiro Direto na Escola/PDDE Escolas Sustentaveis, para verificagdo do trabalho
didatico em Mato Grosso do Sul. Deste modo, tem-se como objetivo apresentar o Programa
Nacional Escolas Sustentaveis, especificamente o PDDE Escolas Sustentaveis, bem como
retratar o alcance dessa ac¢ao nas escolas publicas de Mato Grosso do Sul.

Justifica-se a relevancia da tematica ao compreender que as questbes de Meio
Ambiente s&o historicamente marcadas por conflitos ideoldgicos, politicos e econémicos.
Porém, estdo bem marcados nos aparatos legais brasileiros, exemplo disso € o Capitulo VI,
traduzido no artigo 225, da Constituicdo Federal de 1988.

O Programa Nacional Escolas Sustentaveis trouxe discussbes acerca das
terminologias de “escolas sustentaveis” ou “espacos educadores sustentaveis” que se
tornaram evidentes nas redes de ensino publicas a partir da promulgacédo das Diretrizes
Curriculares Nacionais para a Educacao/DCNEA (2012). De acordo com o artigo 21 das
DCNEA:

Os sistemas de ensino devem promover as condigdes para que as instituicdes
educacionais constituam-se em espacos educadores sustentaveis, com
a intencionalidade de educar para a sustentabilidade socioambiental de
suas comunidades, integrando curriculos, gestao e edificagbes em relacao
equilibrada com o meio ambiente, tornando-se referéncia para seu territério
(BRASIL, 2012a, p.07).

E ainda, no artigo 14, observa que as instituicdes de ensino devem ser estimuladas a se
constituirem em “espacgos educadores sustentaveis, integrando proposta curricular, gestéo
democratica, edificagbes, tornando-as referéncias de sustentabilidade socioambiental”
(BRASIL, 2012a, p.05).

Define-se escola sustentavel como o0s “os mdltiplos espagos locais e
institucionalizados, onde os professores e toda a comunidade escolar levem aos alunos
a construcdo de conhecimentos, valores, atitudes e acdes para com o outro e com o
meio” (UNIFESP, 2015, p.21). Enquanto espago educador sustentavel “depende de sua
capacidade de se constituir em um local de educacgao de criancas, jovens e adultos voltado
para a sustentabilidade” (BORGES, 2011, p.12). Esta autora, ainda diferencia a escola do
espaco educador, segundo ela:

[...] o fato de a escola ter sido criada para educar ndo garante que logre
fazé-lo de forma automatica ou inercial, nem que seja o Unico caminho para
tal. Para que se torne um espaco efetivamente educador a escola deve ser
a referéncia viva dos valores e saberes que se propde a trabalhar e, assim,

criar condigbes para que a relagéo ensino-aprendizagem de fato acontega
(BORGES, 2011, p.13-14).
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Ao materializar esta agdo, via Programa Dinheiro Direto na Escola, o Manual
Escolas Sustentaveis que acompanha a Resolugdo CD/FNDE n. 18, de 21 de maio de
2013, modifica o conceito de escola sustentavel apresentado anteriormente neste texto e o
alia ao conceito de espaco educador sustentavel. Leia-se:

Escolas sustentaveis sdo definidas como aquelas que mantém relagéo
equilibrada com o meio ambiente e compensam seus impactos com o
desenvolvimento de tecnologias apropriadas, de modo a garantir qualidade de
vida as presentes e futuras geracoes. Esses espacos tém a intencionalidade
de educar pelo exemplo e irradiar sua influéncia para as comunidades nas
quais se situam (BRASIL, 2013, p.02).

O manual ainda afirma que “a transicdo para a sustentabilidade nas escolas é
promovida a partir de trés dimensdes inter-relacionadas: espaco fisico, gestdo e curriculo”
(BRASIL, 2013, p.02). Estas trés dimensbes trazidas séo justificadas a partir da expressao
de que “educar é cuidado; cuidar é educar” (BRASIL, 2010, p.18). E sdo explicadas no
caderno do processo formativo “Escolas Sustentaveis e COM-VIDA”:

Na escola sustentavel, o espaco fisico cuida e educa, pois incorpora
tecnologias e materiais mais adaptados as caracteristicas ambientais e
sociais de cada regido. [...] Na escola sustentavel, a gestdo cuida e educa,
pois encoraja relagcdes de respeito a diversidade, mais democréticas e
participativas. [...] Na escola sustentavel, o curriculo cuida e educa, pois é
iluminado por um Projeto Politico-Pedagdgico que estimula a visdo complexa
da educacéo integral e sustentavel. (BRASIL, 2010, p.11).

Diante disso, as escolas participantes do PDDE Escolas Sustentaveis planejaram
acoes e recursos para estas trés dimensdes, o que, pressupde transformacéo nas formas
histérias de organizacao do trabalho didatico.

O Programa Nacional Escolas Sustentaveis/PNES, pautado no Inciso 6° do Artigo
2° do Plano Nacional de Educacéao (2011-2020), organiza-se em 4 (quatro) componentes,
a saber: 1) curriculo na escola sustentavel; 2) Gestao democratica para a sustentabilidade;
3) Espaco escolar e sustentabilidade; e 4) Relagdes escola-comunidade.

Apesar de o Programa ter sido composto por 7 (sete) acoes, este texto focara na
acao de numero 5, ou seja, relativa ao financiamento das agdes escolas para cumprimento
do Programa para responder a questao-base: Quanto e onde estdo o recurso financeiro do
PDDE Escolas Sustentaveis no estado de Mato Grosso do Sul?

METODOLOGIA

Para o cumprimento do objetivo e a resolu¢ao da questéo-base faz-se necessaria o
emprego metodologia qualitativa. Para tanto, foi realizada a revisao de literatura a respeito
do Programa Nacional Escolas Sustentaveis e de maneira sincrona, a andlise documental

foi adotada, pois todos os planos de agéo validados pelo Ministério de Educagéo para a
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execucao do PDDE Escolas Sustentaveis (edicdo 2014) e disponiveis no PDDE Interativo
serviram de documento para reconhecimento da distribuicao do recurso financeiro em Mato
Grosso do Sul.

Esclarece-se que o PDDE Interativo € uma ferramenta online de apoio a gestao
em que as Secretarias de Educacéo e as escolas realizacdo adesdo aos programas
educacionais do Governo Federal. Nela, também séo realizados os planos de agéo, ou
seja, as atividades e os itens financiaveis para determinado recurso financeiro.

A analise esta alicercada no método Ciéncia da Histéria apresentado por Marx e
Engels (2007) na obra “A ideologia Alema”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O PDDE Escolas Sustentaveis foi uma acéo, dentre as diversas atividades do
Programa Nacional Escolas Sustentaveis (PNES). Este, de acordo com Bastos (2016)
foi um Programa inspirado em uma proposta inglesa e elaborado coletivamente sob a
coordenacao do Ministério da Educacéao e das Universidades Federais de Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e de Ouro Preto.

O PDDE Escolas Sustentaveis, em 2014, foi regulamento pela Resolugdo/CD/
FNDE/MEC n. 18, de 03 de setembro de 2014, que dispde sobre a destinagéo de recursos
financeiros, nos moldes operacionais e regulamentares do PDDE, para escolas publicas da
educacao basica a fim de favorecer a melhoria da qualidade de ensino e a promog¢éo da
sustentabilidade socioambiental.

O repasse do recurso financeiro, no ano de 2014, foi condicionado a realizagcao da
IV Conferéncia Infantojuvenil pelo Meio Ambiente, cuja tematica foi “Vamos Cuidar do Brasil
com Escolas Sustentaveis”.

O plano de acéo, instrumento de planejamento realizado pela comunidade escolar,
e submetido ao PDDE Interativo para validacdao do Ministério da Educacéo, pode ser
organizado em trés eixos: 1) apoio a criagdo e ao fortalecimento da Comissao de Meio
Ambiente e Qualidade de Vida na Escola (Com-Vida); 2) adequagéo do espaco fisico visando
a destinacéao apropriada de residuos da escola, eficiéncia energética, uso racional da agua,
conforto térmico e acustico, mobilidade sustentavel e estruturagéo de areas verdes; e 3)
promocéo da inclusédo da tematica socioambiental no Projeto Politico-Pedagégico (PPP) da
escola (BRASIL, 2013).

Os eixos do PDDE Escolas Sustentaveis sao articulados as trés dimensdes do
PNES, a saber: a) curriculo: a inclusédo de conhecimentos, saberes e praticas sustentaveis
no PPP, considerando as conexdes entre o contexto local e a sociedade global; b) gestao:
o planejamento compartilhado, com inclusdo da Com-Vida nos processos de criagcdo e
tomada de decises; a inclusédo e/ou ampliacdo das relagdes entre escola, universidade e
comunidade; bem como o respeito aos direitos humanos e a diversidade, incluindo satde
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ambiental, alimentagé@o e consumo sustentavel; e 3) espaco fisico: utilizagdo de materiais e
a producgdo da arquitetura escolar adaptados as condi¢des locais, de modo a favorecerem
conforto térmico e acustico, acessibilidade, eficiéncia de agua e energia e saneamento e
destinacédo de residuos; e a inclusédo de areas verdes e mobilidade sustentavel, respeitando
sempre o patrimonio cultural e os ecossistemas locais (BRASIL, 2012b).

Especificamente, em Mato Grosso do Sul, a pesquisa documental revelou que dos
79 municipios deste estado, 58 foram contemplados com o PDDE Escolas Sustentaveis.

Delimitou-se, na analise dos documentos aquelas escolas consideradas no
PDDE Interativo como “escolas pagas”, ou seja, que receberam o recurso financeiro por
intermédio do Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educacao/FNDE. Esclarece-se que
nesta situagdo, em Mato Grosso do Sul, estdo 160 escolas publicas, sendo 100 da rede
estadual de ensino e 60 das redes municipais de ensino. Em tempo, diz-se que o recorte
temporal da pesquisa compreendeu de 2014-2018, pois neste periodo foram desenvolvidas
as atividades do PDDE Escolas Sustentaveis, a saber: adeséo ao Programa; elaboragéo do
plano de acéo; validacéo do plano de agao; recebimento do recurso financeiro; execugcéo
do recurso financeiro.

Esclarecemos que de acordo com o Manual e o Guia de Orientacdes do PDDE
Escolas Sustentaveis a destinacdo do recurso financeiro teve como base o niumero de
estudantes matriculados na educagéo basica e declarados no Censo Escolar do ano de
2013. A partir disso, as escolas foram agrupadas em 4 categorias: 1) até 199 estudantes
— R$ 8.000,00; 2) 200 a 499 estudantes — R$ 10.000,00; 3) 500 a 999 estudantes — R$
12.000,00; e 4) acima de 999 estudantes — R$ 14.000,00.

Baseados nessa informacao, trazemos, a partir da tabela abaixo, a distribuicao

financeira em escolas publicas de Mato Grosso do Sul.

Quantidade de escolas
Recurso financeiro Rede Municipal Egti%ial Total
R$ 8.0000,00 13 06 19
R$ 10.000,00 17 29 46
R$ 12.000,00 19 48 67
R$ 14.000,00 1 17 28
Total 60 100 160

Tabela 1 — Distribuicdo de escolas publicas de Mato Grosso do Sul por Atividade financiada

Fonte: autores.

Pode-se relacionar o alto indice de municipios contemplados ao costumeiro discurso
da necessidade da Educagdo Ambiental no ambito formal devido a crise ecoldgica ou

Consolidag&o do Potencial Cientifico e Tecnologico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 13 m



desastres ambientais globais que estao noticiados nas midias deste século. No entanto,
0 que nao esté claro, para a maioria da populagéo brasileira, € que a manutencéo dos
recursos naturais esta intimamente associada ao desenvolvimento da vida na Terra.

Recorre-se aos escritos de Marx, ainda no século XIX, para exemplificar 0 quao o
desenvolvimento dos seres neste planeta associa-se a conservacao e a preservagéo dos
recursos do ambiente.

Feuerbach nunca fala do mundo dos homens e se refugia na natureza exterior,
na natureza que o homem ainda n&o controlou. Mas cada invenc¢ao nova, cada
progresso da industria faz tombar um pouco esta argumentagcéo e o campo
onde nascem o0s exemplos que permitem verificar as afirmagdes daquele
género, diminui cada vez mais. A «esséncia» do peixe, para retomar um dos
exemplos de Feuerbach,corresponde exatamente ao seu «ser», a agua, € a
«esséncia» do peixe de rio sera a agua desse rio. Mas essa agua deixa de
ser a sua «esséncia» e transforma-se num meio de existéncia que néo lhe
convém, a partir do momento em que passa a ser utilizada pela industria e
fica poluida por corantes e outros desperdicios, a partir do momento em que
0 rio é percorrido por barcos a vapor ou em que 0 Seu curso é desviado para
canais onde é possivel privar o peixe do seu meio de existéncia pelo simples
ato de cortar a agua (MARX e ENGELS, 2007, p.28-29).

O exemplo de Marx, no texto “A Ideologia Alema”, é tao simples e didatico que
nos causa estranheza. Como a educagédo ainda ndo compreendeu a transversalidade da
Educagcédo Ambiental e o potencial transformador de individuos, quando em abordagem

critica. Talvez a resposta esteja nas manobras engendradas pelo capital para a sua
manutenc¢ao, como dito por Mészaros (2011):

O fato de que o capitalismo lida dessa forma — ou seja, a seu modo — cm a
ecologia ndo deveria provocar a minima surpresa: seria quase um milagre
isso ndo ocorrer. No entanto, a manipulacao desta questdo em beneficio do
“moderno Estado industrial” — [...] n&do significa que possamos ignora-la. O
problema é suficientemente concreto, independentemente do uso que dele se
faga nos dias atuais (MESZAROS, 2011, p.988).

E nesse cenario social que os conceitos de “escola sustentavel” e “espacos
educadores sustentaveis” sao inseridos nas escolas publicas brasileiras. Quer dizer, a
partir de documentos indutores de novas praticas ambientais que focam na sustentabilidade
socioambiental. Citam-se alguns destes documentos, tais como: Diretrizes Curriculares
Nacionais para a Educacdo Ambiental; Programa Nacional Escolas Sustentaveis;
Documentos Orientadores para a Conferéncia Infantojuvenil pelo Meio Ambiente;
Documento Orientativo do Programa Mais Educacao; entre outros.

A partir do exposto e da analise dos planos de acao pagos quantificou-se que as
escolas publicas de Mato Grosso do Sul receberam, via PDDE Escolas Sustentaveis, o
montante de R$ 1.808.000,00.
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CONSIDERACOES FINAIS

Nota-se pelo nimero de escolas publicas contempladas em Mato Grosso do Sul
com o PDDE Escolas Sustentaveis e a abrangéncia regional dos municipios que ha uma
preocupacéo para com as agdes de Educacdo Ambiental. Além disso, a possibilidade de
financiamento destas acdes pode ter favorecido a adesdo ao Programa Nacional Escolas
Sustentaveis.

Porém, ressalta-se que agcbes de Educagcdo Ambiental devem ser permanentes,
reflexivas e criticas, o que por consequéncia, incide em uma proposta de educacao
emancipatoria que s6 se consolida por meio de Politicas Publicas permanentes.

Em outras palavras, informa-se que o Programa Nacional Escolas Sustentaveis
deve ser considerado como um Programa de Governo e ndo de Estado, ja que teve suas
acoes foram destituidas ao longo do tempo. Além disso, a analise documental exigiu a
continuidade da pesquisa que acarretard em outros artigos que apresentem contextos e
acoes do Programa nas escolas publicas de Mato Grosso do Sul.
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RESUMO: O vinhoto ou vinhaga é um residuo
agroindustrial de alto valor nutricional, podendo
ser utilizado como meio de cultivo para a
geracao de biomassa microbiana, com diferentes
aplicag¢bes, sendo uma delas o enriquecimento do
valor protéico de racdes animais. O objetivo deste
trabalho foi quantificar a biomassa microbiana
formada, tendo como substrato principal o vinhoto.
Foram previamente selecionados dois isolados
de leveduras (Lodderomyces elongisporus e
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Rhodotorula mucilaginosa), anteriormente
caracterizados como secretores de celulases,
pectinases e amilases extracelulares. O desenho
experimental foi baseado no modelo proposto por
Plackett e Burman. As variaveis testadas foram
concentracdo no meio de extrato de levedura,
glicose, peptona e fosfato de potassio, quantidade
de vinhoto adicionado, pH do meio e temperatura
de incubacdo. A contagem populacional (UFC.
mL-1) nos cultivos foi determinada a cada 24
h pelo método de espalhamento em superficie
em meio YPD, sendo as placas incubadas a
30° C, por 48 h. A biomassa produzida apés
168 h foi mensurada pelo método de secagem
em estufa a 105 °C até peso constante. Para a
levedura R. mucilaginosa a maior quantidade
de biomassa produzida foi para o tratamento 3
(1,002 g.L-1) , neste tratamento foram testadas
as maiores concentrag¢des de extrato de levedura
e peptona, a menor concentra¢gdo de vinhoto
(10 % wv.v-1), pH 5 e temperatura de incubagéo
de 28 °C. A levedura L. elongisporus expressou
resultados estatisticamente significativos, sendo
o tratamento 8 (51,416 g.L-1 de biomassa) o mais
promissor, por apresentar em sua composicao a
maior quantidade de vinhoto (50 % v.v-1) e ndo
ser estatisticamente diferente do tratamento
10 (10 % wv.v-1 de vinhoto), segundo melhor
tratamento, e com rendimento de apenas 22,32
% inferior que o melhor tratamento. As variaveis
vinhoto, glicose e pH apresentaram efeitos
significativos para a produgéo de biomassa com
a levedura L. elongisporus.

PALAVRAS - CHAVE: etanol, biotecnologia,
residuo.

Capitulo 14



http://lattes.cnpq.br/7752004271710878

VINASSE AS A SUBSTRATE FOR MICROBIAL BIOMASS GENERATION

ABSTRACT: The vinasse is an agro-industrial residue of high nutritional value, which can be
used as a culture medium for the generation of microbial biomass, with different applications,
one of which is the enrichment of the protein value of animal feed. The objective of this work
was to quantify the microbial biomass formed, having the vinasse as the main substrate. Two
yeast isolates (Lodderomyces elongisporus and Rhodotorula mucilaginosa) were previously
selected, previously characterized as secretors of cellulases, pectinases and extracellular
amylases. The experimental design was based on the model proposed by Plackett and
Burman. The tested variables were concentration in the medium of yeast extract, glucose,
peptone and potassium phosphate, amount of vinasse added, pH of the medium and incubation
temperature. The population count (UFC.mL-1) in the cultures was determined every 24 h by
the method of surface spreading in YPD medium, with the plates incubated at 30 ° C for 48
h. The biomass produced after 168 h was measured using the drying method in an oven
at 105 ° C until constant weight. For R. mucilaginosa yeast the largest amount of biomass
produced was for treatment 3 (1,002 g.L-1), in this treatment the highest concentrations of
yeast extract and peptone, the lowest concentration of vinasse (10% v.v-1) were tested pH
5 and incubation temperature of 28 ° C. The yeast L. elongisporus expressed statistically
significant results, with treatment 8 (51.416 g.L-1 of biomass) being the most promising, as
it contains the largest amount of vinasse (50% v.v-1) and is not statistically different from the
treatment. 10 (10% vv-1 of vinasse), second best treatment, and yielding only 22.32% lower
than the best treatment. The variables vinasse, glucose and pH showed significant effects for
the production of biomass with the yeast L. elongisporus.

KEYWORDS: ethanol, biotechnology, residue.

INTRODUCAO

Na producédo de etanol, o Brasil € o segundo maior produtor do mundo, sendo
o primeiro na produgé@o de etanol a partir da cana-de-acgucar. A safra de 2019/20 gerou
34 bilhdes de litros de etanol produzidos a partir da cana-de-agucar, sendo 10,12 bilhdes
corresponderam ao etanol anidro e 23,89 bilhdes de litros de etanol hidratado. No Mato
Grosso do Sul, cerca de 88% da producéo de cana-de-agucar de 2019/20 foi direcionada
para a sintese de etanol, produzindo 3,3 bilhdes de litros do biocombustivel. No entanto,
dependendo da metodologia, a cada 1 litro de alcool produzido, na etapa de destilagao sao
gerados aproximadamente 12 litros de residuos conhecido como vinhoto, vinhaga ou restilo
(Conab, 2020).

O vinhoto € o resquicio pastoso e malcheiroso da destilacao fracionada do caldo de
cana fermentado para a obtencéo do etanol, e, por sua abundéncia de matéria orgénica, alta
corrosividade por possuir baixo pH (4,5-4,7) e elevada demanda bioquimica de oxigénio,
torna-se altamente prejudicial tanto a fauna quanto a flora de aguas doces e marinhas
(TASSO et al, 2007).

ApO6s a proibicdo do despejo do vinhoto nos fluxos aquéticos, foi possivel observar

uma grande procura por novas alternativas de como reutilizar esse residuo. Assim,
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a fertirrigagdo ganhou espaco, dado que exigia pouco investimento e possibilitava a
eliminacéo de grandes quantidades do poluente (DE SOUZA; MESQUITA, 2015). Contudo,
foi detectado uma elevacao nos teores de ferro e cobre a 0,20-0,40 m de profundidade
do solo, além de salinizagéo de aquiferos subterraneos ( SILVA; GRIEBELER; BORGES ,
2007).

O vinhoto possui em sua composi¢cao matéria orgénica, que € em sua maioria
composta por citrato, oxalato, acetato, galactose, sacarose, glicose, frutose, acido acético,
acido latico e glicerol, além de nitrogénio (1,2 kg/m?), carbono (21,7 kg/m?), cobre (3,9 mg.L-
"), zinco (3,9 mg.L"), célcio (1,0 kg/m?), magnésio (1,1 kg/m?®) e sulfato (6,4 kg/m3) (VITTI,
2019) que o torna muito nutritivo para o cultivo de microrganismos como leveduras, com um
baixo custo de producéo e grande rendimento (SILVA et al, 2011).

O emprego de bactérias e leveduras para a reutilizagéo desse residuo tem sido eficaz
e, cada vez mais aumenta o interesse do produtor em novos métodos. Os microrganismos
utilizam o vinhoto como substrato para a formagé@o de biomassa protéica e lipidica, que
pode ser usado como suplemento alimentar e enriquecimento de ragdo animal (MARQUES;
ZIN, 2016).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o potencial do vinhoto como substrato
para a produgao de biomassa microbiana. Para isso foram testados diferentes formulacdes
contendo concentragdes de 10 % e 50 % de vinhoto (v/v), acrescidos de outras fontes
de nutrientes, através do delineamento experimental de Plackett-Burman (PLACKETT e
BURMAN, 1946).

MATERIAIS E METODOS
O experimento foi realizado na FCBA/UFGD, Mato Grosso do Sul (MS), Brasil.
Isolados

Foram previamente selecionados dois isolados de leveduras pertencentes a colegao
de culturas iniciadoras do GEFER/FCBA/UFGD. Dentre eles, um isolado de Lodderomyces
elongisporus e um isolado de Rhodotorula mucilaginosa.

Ambas foram isoladas de uma bebida tradicional indigena (chicha) da regido de
Dourados, MS (RESENDE et al, 2018) e foram caracterizadas pelo grupo de pesquisa
como potenciais secretoras de amilases, pectinases e celulases extracelulares.

Vinhoto

O vinhoto utilizado foi gerado no Laborat6rio de Bioquimica da FCBA/UFGD, através
da fermentacéo de caldo de cana-de-agUcar por Saccharomyces cerevisiae LNFCA11® e
destilada em alambique de cobre.
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Inoculacao

O pré-indculo foi obtido a partir da escala padréao de MacFarland 0,5, que corresponde
a aproximadamente 10”7 UFC.mL"", segundo Lelliott e Stead (1987).

O desenho experimental foi baseado no modelo proposto por Plackett e Burman
(PLACKETT e BURMAN, 1946), gerando 12 tratamentos diferentes, no qual a quantidade
de cada variavel avaliada é definida entre o minimo e maximo, como mostrado na tabela 1.
As variaveis testadas foram concentragdo no meio de extrato de levedura, glicose, peptona
e fosfato de potassio, quantidade de vinhoto adicionado, pH do meio e temperatura de
incubacao. A contagem populacional (UFC.mL™") nos cultivos foi determinado a cada 24
h pelo método de espalhamento em superficie em meio YPD (Yeast 1 %, Peptone 2 %,
Dextrose 2 % e agar 2 %), sendo as placas incubadas a 30°C, por 48 h. A biomassa
produzida apds 168 h foi mensurada apés centrifugacédo a 1400 rpm durante 5 minutos e
seco em estufa em estufa a 105 °C até peso constante.

Os dados foram submetidos a analise estatistica de variancia (ANOVA), analise de
regressao e teste Tuckey a 95 % de confianca pelo software Minitab 19 ® .

Sigla Variaveis Nivel minimo (-) Nivel maximo (+)
YS Extrato de levedura (%) 0,5 2,5

GL Glicose (%) 1,0 3

PE Peptona (%) 0,5 2,5

PP Fosfato de potassio (%) 0,02 0,1

VI Vinhoto (v/v) 10 50

pH pH 3 5

TE Temperatura (°C) 28 36

Tabela 1. Niveis minimos e maximos das variaveis testadas para o delineamento experimental
Plackett-Burman.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dois isolados de levedura (L. elongisporus e R. mucilaginosa) foram testados quanto
a producao de biomassa em diferentes formulagées de meio de cultivo, contendo vinhoto
como principal fonte de carbono.

Aquantidade de biomassa produzida variou de 0,033 g.L'a 66,213 g.L", dependendo
do isolado, seguindo o delineamento experimental proposto conforme mostra os resultados
da Tabela 2 e da Tabela 3;
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Tratamento

Variaveis

Biomassa (B)
Produtividade (P)

YS GL PE PP VI pH TE

R. mucilaginosa
B(gL"!) P(gh!)

SN = Lk —

8
9
10
11
12

+ + + +

+

+ + +

+

+ o+

+

+ 4+ -+
-+ o+ o+
+ -+ -
+ - - -
+ + + -
I
- + - -
- + + -
- -+ o+
+ 4+ -+
+ - 4+ o+

0,302
0,065
1,002
0,745
0,533
0,054

0,383

0,221
0,332
0,033
0,041
0,058

1,8x10" e
4x10°% ¢
6x10%  a
44x10% b
32x10% ¢
3x10% ¢
23x10% d
1,3x10% f
2x10%  de
2x10% g
2x10% ¢
310 ¢

Tabela 2. Produgéo de biomassa microbiana e produtividade ap6s 168 h de incubacgéo da
levedura R. mucilaginosa em diferentes tratamentos, utilizando o delineamento experimental

YS= Extrato de levedura (%); GL= Glicose (%); PE= Peptona (%); PP= Fosfato de potassio (%);
VI=Vinhoto (v/v) pH= pH; TE= Temperatura (°C); Médias que nao compartilham uma letra sao

Plackett-Burman.

estatisticamente diferentes

Na Tabela 2 foi avaliada a producdo de biomassa microbiana por R. mucilaginosa

nos diferentes tratamentos. A maior quantidade de biomassa produzida e a produtividade

(6x10% g.h") foi para o tratamento 3, neste tratamento foram avaliados as maiores

concentracbes de extrato de levedura e peptona, a menor concentracao de vinhoto (10 %

v/v), pH 5 e temperatura de incubacgédo de 28 °C. Alevedura apresentou melhor desempenho

nos tratamentos com menor temperatura de incubagéo (28 °C) j4 que nos tratamentos

com a maior temperatura de incubacdo (36 °C) foram os que apresentaram resultados

inferiores, sendo o menor deles o tratamento 10, com 0,033 g.L' de biomassa produzida.
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Figura 1. Contagem populacional (UFC.mL") da levedura R. mucilaginosa nos tratamentos com
melhores produtividades ao longo do cultivo.

Para a levedura R. mucilaginosa, de acordo com a Figura 1, as analises de
contagem populacional mostram que o maior numero de crescimento foi obtido apdés 144
h de incubagéo, sendo o tratamento 3 o de maior contagem (1,2x10* UFC.mL""). O baixo
crescimento populacional pode estar relacionado ao fato de que o tempo de duplicacéo
da R. mucilaginosa é maior que o usual para leveduras mesmo em meios favoraveis,
produzindo menor numero de células e consequentemente apresentando uma menor
produtividade de biomassa (DA SILVA et al, 2018).

Biomassa (B)
Produtividade (P)
L. elongisporus

B (gL' P(ghh

Tratamento Variavels

YS GL PE PP VI pH TE

+ + -+ + - 4+ 27,183 0,1618 e
+ - - -+ + 4+ 26,95  0,1604 e
+ - + + - + - 35,07 0,2088 d
+ + -+ - - - 66,213 03941 a
- - -+ + + - 9,163 0,0545 ¢

-+ - - -4+ 34,073 0,2028 d

- - 31,173 0,1856 de

e —EN-R-C RN I N L
!

+ + - + - - 51,416 03061 bc
+ 4+ + -+ + - 15,183 0,0904 f
-+ - - -+ o+ 55,53 0,3305 b
- -+ + + - + 50,033 0,2978 ¢
- + 4+ - 4+ + 50,163 02986 ¢

Tabela 3. Produgéo de biomassa microbiana e produtividade apés 168 h de incubacgdo das
leveduras L. elongisporus em diferentes tratamentos utilizando o delineamento experimental
Plackett-Burman.

YS= Extrato de levedura (%); GL= Glicose (%); PE= Peptona (%); PP= Fosfato de potassio (%);

VI=Vinhoto (v/v) pH= pH; TE= Temperatura (°C); Médias que nao compartilham uma letra sao
estatisticamente diferentes.
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A levedura L. elongisporus obteve resultados superiores com relagdo a R.
mucilaginosa em todos os tratamentos, sendo a produtividade da L. elongisporus 98,5 %

maior que o melhor resultado da R. mucilaginosa.
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Figura 2. Contagem populacional (UFC.mL-1) da levedura L. elongisporus nos tratamentos com
maiores produtividades ao longo do cultivo.

Paraoisolado L. elongisporus, (Tabela 3), amaior quantidade de biomassa microbiana
foi obtida com o tratamento 4, tendo 0,39 g.h" de produtividade, sendo ele estatisticamente
superior aos demais tratamentos. Em seguida, o tratamento 10 apresentou a segunda
maior produtividade (0,33 g.h™"). Contudo, tanto o tratamento 10 quanto o tratamento 4 tém
em sua composi¢do a minima concentracdo de vinhoto (10 % v/v). Quando analisamos o
tratamento 8, que néo se difere estatisticamente do tratamento 10, podemos observar uma
alta produtividade de biomassa (0,306 g.h"') em um meio com a maxima concentragéo de
vinhoto (50 % v/v).

Por essa razéo o tratamento 8 se mostra o0 mais promissor, pois a levedura consegue
crescer e produzir alta quantidade de biomassa no maximo de vinhoto avaliado. Além
disso, demonstrou necessitar da minima concentracao de extrato de levedura, como fonte
de nitrogénio, além de crescer em uma temperatura semelhante a ambiente (28° C) e o
rendimento foi somente 22,32 % inferior ao tratamento 4.

A levedura L. elongisporus se mostrou de facil adaptabilidade, mesmo em meios
menos favoraveis, corroborando com os resultados de Rehman (2008), no qual foi avalidado
a capacidade de crescimento da levedura em aguas contaminadas por metais pesados,
além do seu potencial em reduzir e tolerar ions (Cu? Zn2*, Hg?, Ni?*, Cr¢*, Pb%* e Cd?*).
Tendo um tempo de duplicacdo menor do que da R. mucilaginosa nos tratamentos testados
e consequentemente obtendo resultados superiores.

Em um trabalho semelhante no qual se avaliou a producéo de biomassa microbiana
utilizando o vinhoto como substrato, dois isolados de S. cerevisiae (VR1 e PE2) se
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destacaram como melhores resultados, apresentando produtividade de 0,1 g.L-"h™, nos
tratamentos contendo 50 % v/v de vinhoto em sua formulagdo (SILVA et al, 2011). Em
comparacao com Silva et al (2011), a levedura L. elongisporus expressou resultados mais
promissores com o tratamento 8, ja que ele também possui em sua formulagdo 50 % v/v
de vinhoto e apresentou 0,3061 g.h"' de produtividade. O uso dos isolados de S. cerevisiae
(VR1 e PE2) para tratamento do vinhoto mostraram eficiéncia na redu¢éo de DBO (demanda
bioquimica de oxigénio) em 51,56 %, DQO (demanda quimica de oxigénio) em 29,29 %,
do nitrogénio em 66.70 %, além do nitrogénio amoniacal em 50 % (PIRES, 2016). Isso
demonstra que a levedura L. elongisporus pode também apresentar essa mesma aplicagéo

em estudos futuros.

) EP de
Termo Efeito  Coef Coef Valor-T Valor-P
Constante 5,965 0,224 26,64 0

Extrato ?;U;e"ec’“ra 0531 -0265 0224 -119 0,253
Glicose (%) 1,053 0,526 0,224 235 0,032

Peptona (%) 0,396 0,198 0,224 0,88 0,39
Fosféto (doz )p°tas‘°"° 0221 0111 0224 049 0628
Vinhoto (viv) 1,406 -0,703 0224 -3,14 0,006*
pH 1,074 -0,537 0,224 -24 0,029*

Temperatura 0,686 0,343 0,224 1,53 0,145

Tabela 4. Efeitos dos fatores considerados no delineamento Plackett-Burman na producgdo de
biomassa (g.L-1) pela levedura L. elongisporus.

significativo para p<0,05

Na Tabela 4 sédo apresentados os efeitos das variaveis na produgédo de biomassa.
As variaveis vinhoto, glicose e pH possuem efeitos estatisticamente significativos (p <0,05)
para a produgéo de biomassa. A variavel vinhoto apresenta efeito negativo em relacdo a
producdo de biomassa, sendo que a cada 1 % (v/v) de vinhoto adicionado, a producgéo de
biomassa diminuirad em 1,4 %. O mesmo ocorre com a variavel pH, a cada 1 de pH elevado,
a produgdo de biomassa diminuird em 1,07 %. Ja a variavel glicose apresenta efeito
positivo, toda vez que adicionado 1 % de glicose, a produgdo de biomassa aumentara em
1,05 %. Para a levedura R. mucilaginosa nenhuma variavel apresentou efeito significativo
para a producédo de biomassa.

CONCLUSAO

O planejamento experimental proposto por Plackett e Burman possibilitou a

verificag@o dos efeitos das variaveis concentragdo no meio do extrato de levedura, glicose,
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peptona e fosfato de potassio, quantidade de vinhoto adicionado, pH do meio e temperatura
de incubacéo, e trés se mostraram significativas. As variaveis vinhoto e pH apresentaram
efeitos negativos e a variavel glicose apresentou efeito positivo em relagéo a produgao de
biomassa pela levedura L. elongisporus. Nenhuma das variaveis avaliadas apresentaram
efeitos significativos para a produgédo de biomassa para a levedura R. mucilaginosa.

A levedura L. elongisporus expressou resultados estatisticamente significativos,
sendo o tratamento 8 o mais vantajoso, por apresentar em sua composicdo a maior
quantidade de vinhoto (50 % v/v) e ndo ser estatisticamente diferente do tratamento 10
(10 % v/v de vinhoto), segundo melhor tratamento, e com rendimento de apenas 22,32 %
inferior que o melhor tratamento. O tratamento que apresentou melhor resultado para a
levedura R. mucilaginosa foi o 3, no geral a levedura apresentou dificil adaptagcdo em todos
os tratamentos.

Neste trabalho, a levedura L. elongisporus mostrou boa produtividade de biomassa
em meio contendo vinhoto como principal fonte de carbono. Sua producédo de biomassa foi
consideravel mesmo em alta concentragéo de vinhoto (50 % v/v), temperatura semelhante a
ambiente (28 °C), requerimento de minima concentragdo de nitrogénio e sem necessidade
de agitacdo do meio de cultivo. Isso demonstra a viabilidade de uso desse isolado para
producao de biomassa a partir de vinhoto em maiores escalas.

Para trabalhos futuros, seria interessante avaliar a capacidade de tratamento da L.
elongisporus no vinhoto, e aumentar a escala, para verificar se 0 desempenho da levedura
continua o mesmo.
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RESUMO: As ferramentas de prospeccéao
tém por objetivo identificar oportunidades ou
ameacas futuras, antes de se iniciar um processo
de desenvolvimento tecnoldgico. A Achyrocline
satureioides € considerada uma planta medicinal
e é uma droga vegetal oficial na Farmacopeia
Brasileira. Na medicina popular € utilizada
em infusbes com acdo ansiolitica, digestiva,
carminativa, antiespasmodica, colagogo,
eupéptica e emenagogo. E também utilizado na
fabricacdo de cremes cosméticos por seu alto
teor de flavonoides e antioxidantes. No entanto,
seu principal uso comercial € como aromatizante
na industria de bebidas. Esse trabalho objetivou
realizar um monitoramento tecnoldgico sobre
a utilizacdo da A. satureioides em tecnologias
voltadas para servicos na area da saude
humana. Foram realizadas buscas de patentes
depositadas nas bases EPO, INPIl e LATIPAT,
utilizando como palavras-chave o nome cientifico
da espécie “Achyrocline satureioides” e o nome
popular “macela”. Foi encontrado um total de 22
patentes, o banco de dados que apresentou o
maior numero de patentes foi o LATIPAT. Apds
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utilizacdo dos critérios de incluséo e exclusao
restaram um total de 8 patentes voltadas para
a saude humana. Existem poucas patentes
depositadas envolvendo a A. satureioides em
produtos voltados para saude humana. Devido
a espécie ser frequentemente encontrado na
América do Sul, o Brasil € um dos paises com
grande facilidade de exploragdo do género,
aumentando assim as possibilidades de producgéo
cientifica e gera¢do de novas patentes.
PALAVRAS - CHAVE: macela, fitoterapia, ervas,
tecnologia.

TECHNOLOGICAL PROSPECTION OF
ACHYROCLINE SATUREIOIDES (LAM.)
DC. (MACELA)

ABSTRACT: The prospecting tools aim to
identify future opportunities or threats, before
starting a technological development process.
Achyrocline satureioides is considered a
medicinal plant and is an official vegetable drug
in Brazilian Pharmacopoeia. In folk medicine
it is used in infusions with anxiolytic, digestive,
carminative, antispasmodic, collagogue, eupéptic
and emenagogue actions. It is also used in the
manufacture of cosmetic creams due to its high
content of flavonoids and antioxidants. However,
its main commercial use is as a flavoring in the
beverage industry. This work aimed to carry
out a technological monitoring on the use of A.
satureioides in technologies aimed at services in
the health area. Patent searches were carried out
on the EPO, INPI and LATIPAT databases, using
as keywords the scientific name of the species
“Achyrocline satureioides” and the popular name
“macela”. A total of 22 patents were found, the
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database with the highest number of patents was LATIPAT. After using the inclusion and
exclusion criteria, a total of 8 patents aimed at human health remained. There are few patents
filed involving A. satureioides in products for human health. Because the species is frequently
found in South America, Brazil is one of the countries with great ease of exploitation of the
genus, thus increasing the possibilities for scientific production and the generation of new
patents.

KEYWORDS: macela, herbal medicine, herbs, technology.

11 INTRODUGAO

Estudos prospectivos vém ganhando notoriedade no estimulo a organizagéo de
sistemas de inovacgédo e, se bem administrado, é possivel assegurar o entrelagamento da
ciéncia, com a tecnologia. As ferramentas de prospecc¢ao, entre as quais se destaca a
utilizacédo de informacdes tecnoldgicas contidas em bases de patentes, tém por objetivo
identificar oportunidades ou ameacas futuras, antes de se iniciar um processo de
desenvolvimento tecnologico (PATEL, 2018).

Atualmente as plantas medicinais representam 25% dos farmacos utilizados, o que
se deve a imensa diversidade da flora mundial e a importantes propriedades terapéuticas
ja conhecidas e descritas pela literatura cientifica. Varias sdo as pesquisas realizadas que
contribuem significativamente para o desenvolvimento e uso dessas espécies vegetais,
comprovando efeitos terapéuticos e possibilitando a sua utilizacdo para tratamento de
patologias (KALLUF, 2008).

Achyrocline satureioides (Asteraceae), popularmente conhecida como “macela”, é
uma das 25 Achyrocline spp. descritas em territorio brasileiro. A. satureioides é uma erva
aromética de tamanho médio, comumente encontrado na América tropical e subtropical. No
sul do Brasil, a erva medicinal A. satureioides é tradicionalmente coletada na madrugada da
“sexta-feira santa”. Esse fato curioso se deve a uma crenca popular, onde acredita-se que
os teores de substancias quimicas da A. satureioides atingem niveis mais elevados nesse
periodo. Essa coleta é realizada antes do nascer do sol e as flores naturalmente secas sédo
utilizadas ao longo do ano para tratar diversos disturbios gastrointestinais (GALVAN, 2018;
SALGUEIRO, 2016).

A. satureioides é considerada uma planta medicinal e € uma droga vegetal oficial
na Farmacopeia Brasileira. Na medicina popular é utilizada em infusdes com acao
ansiolitica, digestiva, carminativa, antiespasmddica, colagogo, eupéptica e emenagogo.
Estudos anteriores in vivo e in vitro confirmaram o uso tradicional de A. satureioides como
anti-inflamatorio, hepatoprotetor, antioxidante, imunomodulador, antimicrobiano, antitumoral
e fotoprotetor (GUARINIELLO, 2018; SALGUEIRO, 2016, BRASIL, 2019).

E também utilizada na fabricagdo de cremes cosméticos por seu alto teor de
flavonoides e antioxidantes. Investigacbes sobre a sua composi¢do quimica encontraram

os flavonoides quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina como os principais compostos
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em extratos de inflorescéncias de A. satureioides. No entanto, seu principal uso comercial
€ como aromatizante na industria de bebidas; especialmente, como parte da composi¢éo
de inUmeras bebidas a base de plantas, com ou sem alcool (GUARINIELLO, 2018;
SALGUEIRO, 2016).

Esse trabalho objetivou realizar um monitoramento tecnoldgico sobre a utilizagéo da
A. satureioides em tecnologias voltadas para servigos na area da saude humana.

21 METODOLOGIA

Foi realizada uma busca de patentes depositadas nas bases de dados do Escritério
Europeu de Patentes, EPO (ESPACENET); Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INP1) (Brasil) e LATIPAT (América Latina e Espanha), utilizando como palavras-chave o
nome cientifico da espécie “Achyrocline satureioides” e o nome popular “macela”, incluindo
neste estudo as patentes que mencionassem essas palavras-chave no titulo e/ou resumo,
considerando todos os pedidos de patente depositados.

Na base de dados INPI, as patentes foram pesquisadas utilizando-se as palavras-
chave contidas no titulo e no resumo, bem como no LATIPAT e EPO. As pesquisas foram
realizadas durante o més de setembro de 2020. Posteriormente, foram definidos os critérios
de excluséo: patentes duplicadas/cruzadas nas bases de dados; titulos e trabalhos néo
voltados para a saude humana e como critérios de inclusao, patentes explorando a espécie
A. satureioides e sua utilizagdo no setor da saude. Os resultados das andlises de patentes
estdo representados em tabelas e gréaficos, levando-se em consideragdo o numero de
patentes e sua classificagdo de acordo com o Cédigo Internacional de Patentes (CIP).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na busca de patentes, foi encontrado um total de 22 patentes (tabela 1), sendo
11 com o nome cientifico da planta “Achyrocline satureioides” e 13 com o nome popular
“macela”, nos campos de titulo e/ou resumo (gréafico 1). Esses dados demonstram que o

nome popular & mais utilizado que o nome cientifico da planta.

PALAVRAS-CHAVE EPO LATIPAT INPI
Achyrocline satureioides 3 6 4
Macela 3 6 6

Tabela 1: Relagcdo das patentes encontradas de acordo com as palavras-chave em cada base
de dados.

Fonte: Pesquisa bibliografica (2020).
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H Achyrocline satureioides

m Macela

Grafico 1: Total de patentes depositadas nos bancos de dados de patentes com o nome
cientifico ou com o nome popular presentes no titulo e/ou resumo.

Fonte: Pesquisa bibliogréafica (2020).

O banco de dados que apresentou o maior numero de patentes foi o LATIPAT, onde
apresentou 6 patentes utilizando a palavra-chave “Achyrocline satureioides” e 6 patentes
utilizando a palavra-chave “macela”. A base de dados latino americana teve o maior numero
de patentes seguida da base de dados nacional INPI, onde foi encontrado um total de 10
patentes, destacando que a planta também é de grande interesse na regiao da America do
Sul. Na base de dados EPO foram encontradas 6 patentes.

ApOs utilizagdo dos critérios de incluséo e exclusao restaram um total de 8 patentes
voltadas para a saude humana, que estao listadas na tabela 2 de acordo com o CIP, titulo
da patente, nUmero do pedido, base de dados e ano de pedido de patente.
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cir TITULO DA PATENTE NUMERO DO PEDIDO BASE DE ANO
DADOS

ABTK 36/28, FILME CICATRIZANTE, ANESTESICO  BR 10 2016 020041 5 A2 INPI 2016
AGIL 15/40, E ANTI-INFLAMATORIO;
ABIP 17/02, [:'(’]Ml‘l’)ﬁl[;'ﬁﬂ E SEUS USOS
A61P 23/02

PREPARACAO LIPOSSOMICA UY20010026816 LATIPAT 2014
AO6IK31/353 DE ACHYROCLINE SATUREIOIDES (" 20010704

MARCELA"), FLAVONOIDES E

DERIVADOS SEMISINTETICOS, PARA

A PROTECAO DO TECIDO CEREBRAL

CONTRA DANOS I.‘-i{)ll[;i\ﬁl(_'ﬂ-

VASCULARES E

NEURODEGENERATIVOS

AGENTE ATIVO DE ILUMINACAO WO2015176147A1 EPO 2014
AGTKEAQT CONTENDO EXTRATOS DE PLANTA,

SEUS  USOS E  COMPOSICOES

CONTENDO OS MESMOS
AGIK 3628, PROCESSO  PARA  OBTER UM BR 112012014566 5 A2 INPI 2012
AGTP 17/10, EXTRATO PADRONIZADO DE
ABTP 29/00 QUERCETINA UM 3-0-

METILOUERCETINA DE FLORES E

MACELA (ACHYROCLINE

SATUREIOIDES). E COMPOSICOES

COSMETICAS FE FARMACEUTICAS

COMPREENDENDO O REFERIDO

EXTRATO
A61K36/28,  COMPOSICAO FARMACEUTICA PL1001528-0 A2 INPI 2010
AGTK 9/22 ANTIVIRAI PARA LIBERACAO

CONTROLADA E SEU PROCESSO DE

PREPARACAQ
A6IPLI7/14 EXTRATO ALCOOLICO DE UY20030027818 LATIPAT 2010

TROPAEOLUM MAJUS L 20030521

E ACHYROCLINE SATUREIOIDES PA

RA O TRATAMENTO DA ALOPECIA

ANDROGENETICA
AGTK 36/28, COMPLEMENTO ALIMENTAR PARA PI0O602738-5 A2 INPI 2006
ABLP 1100 AUXILIAR - NO  TRATAMENTO |

CONTROLE DE PROBLEMAS NO

SISTEMA RESPIRATORIO

PREPARACAO DE PELE PARA USO IPHI0226619A EPO 1997
ABTKROD EXTERNO

Tabela 2: Classificagdo de patentes relacionadas quanto ao CIP, titulo, nUmero do pedido, base

de dados e ano.

Fonte: Pesquisa bibliografica (2020).

Das patentes encontradas no INPI observamos tecnologias voltadas para a area

da saude humana que descrevem o uso da planta em um novo processo de extragéo para

obter um extrato padronizado de quercetina e 3-o-metilquecetina de inflorescéncias de

macela para uso cosmético, uma composicao farmacéutica antiviral onde ocorre a liberagdo

controlada do farmaco através de um muco-adesivo bucal para liberagéo controlada, um

filme cicatrizante, anestésico e anti-inflamatério e na forma de um complemento alimentar

para auxiliar no tratamento e controle de problemas no sistema respiratorio. Nas patentes

encontradas na base de dados LATIPAT encontramos tecnologias voltadas para o

tratamento de alopecia e para protecéo do tecido cerebral. E na base de dados do EPO

foram encontradas tecnologias voltadas para o desenvolvimento de um produto clareador

para a pele e de uma preparacao cutanea de uso externo com acao antioxidante.
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Foi observado que existe uma variedade de utilizagéo da A. satureioides em patentes
voltadas para servicos em saude humana, porém nem todos os usos descritos pela
medicina popular, através de estudos etnofarmacologicos, sdo abrangidos. Evidenciando
que ainda existem muitas possibilidades de inovacao e desenvolvimento voltados para esta
planta medicinal.

Na evolugdo temporal foram utilizadas somente as patentes que entraram nos
critérios de inclusdo e exclusdo. Observamos que os anos de 2010 e 2014 foram os anos
com maior numero de pedidos de patentes ocorrendo declinio de pedidos de patentes
nos anos seguintes. Esses achados demonstram pouco investimento em pesquisa e

desenvolvimento voltados para a A. satureioides na area da saude humana.

2.5 4

1.5

0.5

1997 2006 2010 2012 2014 2016

Grafico 2: Evolugao temporal de pedidos de patentes.

Fonte: Pesquisa bibliografica (2020).

41 CONCLUSOES

Existem poucas patentes depositadas envolvendo a A. satureioides em produtos
voltados para salde humana. Devido a espécie ser frequentemente encontrado na
Ameérica do Sul, o Brasil € um dos paises com grande facilidade de exploragéo do género,
aumentando assim as possibilidades de producao cientifica e geragéo de novas patentes.

As patentes analisadas deixam claro que a espécie apresenta grande potencial para
o desenvolvimento de produtos que visem o tratamento de diversas patologias encontradas
nos seres humanos, vindo a servir tanto como fitoterapicos e/ou complementos alimentares,
como também, em cremes de uso tépico e outros produtos em satde. Porém, necessita de
mais investimentos voltados para o setor de pesquisa, desenvolvimento e inovagéo.
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RESUMO: Estudos mundiais sobre a eficacia
e o valor das plantas medicinais estdo se
acelerando, especialmente em paises contendo
uma biodiversidade expansiva com longa histoéria
na medicina tradicional. No Brasil, a espécie
Echinodorus grandiflorus, comumente conhecida
como  “chapéu-de-couro”,  possui  varias
indicacbes etnobotanicas com as propriedades
mais frequentemente atribuidas sendo anti-
hipertensivo,  anti-inflamatério, diurético e
antioxidante. O objetivo do estudo foi realizar um
breve resumo sobre o uso tradicional e cientifico
da E. grandiflorus e realizar um levantamento
tecnologico a fim de identificar possiveis
patentes relacionadas ao uso da E. grandiflorus
em produtos voltados para a saude humana. Foi
realizado busca de patentes depositadas nas
bases de dados EPO, INPI e LATIPAT, utilizando
como palavras-chave o nome cientifico da espécie
“Echinodorus grandiflorus” e o nome popular
“chapéu-de-couro”, incluindo neste estudo as
patentes que mencionassem essas palavras-
chave no titulo e/ou resumo, considerando todos
os pedidos de patente depositados. Na busca de
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patentes nos trés bancos de dados foi encontrado
um total de 22 patentes. Apds a analise dos
critérios de excluséao foram selecionados 8
patentes que atendiam ao objetivo deste estudo.
Observa-se que existe um espagamento temporal
nos depositos de patentes além do numero
reduzido nos pedidos de patentes. Apesar de
todas as indicacdes tradicionais, a literatura
de pesquisa cientifica apoia principalmente
duas indicagdes etnoboténicas para seu uso:
como um anti-inflamatério natural e uma planta
medicinal diurética / anti-hipertensiva. As
evidéncias cientificas para essas indicacbes
vém de experimentos realizados com modelos
de cultura de células in vitro e in vivo usando
ratos saudaveis e hipertensos O extrato bruto
e as fragcdes enriquecidas desta espécie tém
potencial para gerar inovagdo na preparacao
de formulagdes topicas ou orais para uso de
alternativa complementar em diversas doencas
cronicas.

PALAVRAS - CHAVE: biodiversidade, inovagao,
fitoterapicos, produtos naturais.

TECHNOLOGICAL PROSPECTION
OF ECHINODORUS GRANDIFLORUS
(LEATHER HAT)

ABSTRACT: Worldwide studies on the
effectiveness and value of medicinal plants are
accelerating, especially in countries containing
an expansive biodiversity with a long history
in traditional medicine. In Brazil, the species
Echinodorus grandiflorus, commonly known
as “leather hat”, has several ethnobotanical
indications with the properties most often attributed
to being antihypertensive, anti-inflammatory,
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diuretic and antioxidant. The objective of the study was to carry out a brief summary on the
traditional and scientific use of E. grandiflorus and to carry out a technological survey in order
to identify possible patents related to the use of E. grandiflorus in products aimed at human
health. A search for patents filed in the EPO, INPI and LATIPAT databases was carried out,
using as keywords the scientific name of the species “Echinodorus grandiflorus” and the
popular name “leather hat”, including in this study the patents that mentioned these keywords
in the title and / or summary, considering all patent applications filed. In the search for patents
in the three databases, a total of 22 patents were found. After analyzing the exclusion criteria,
8 patents were selected that met the objective of this study. It is observed that there is a time
spacing in patent filings in addition to the reduced number in patent applications. Despite all
the traditional indications, the scientific research literature mainly supports two ethnobotanical
indications for its use: as a natural anti-inflammatory and a diuretic / antihypertensive
medicinal plant. The scientific evidence for these indications comes from experiments carried
out with cell culture models in vitro and in vivo using healthy and hypertensive rats. The crude
extract and enriched fractions of this species have the potential to generate innovation in the
preparation of topical formulations or to use a complementary alternative in several chronic
diseases.

KEYWORDS: biodiversity, innovation, herbal medicines, natural products.

11 INTRODUGAO

Medicamentos valiosos e de base natural estdo atualmente disponiveis a partir de
relatos sobre seu uso anterior como medicamentos tradicionais. Quase 25% de todos os
medicamentos usados nos paises desenvolvidos sao produzidos direta ou indiretamente
a partir de produtos naturais. Para medicamentos antitumorais e antimicrobianos, quase
70% tém origem em fontes naturais, incluindo a semissintese de precursores naturais.
Estudos mundiais sobre a eficacia e o valor das plantas medicinais estdo aumentando,
especialmente em paises contendo uma biodiversidade expansiva com longa histéria
na medicina tradicional. No entanto, a pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos
medicinais de fontes naturais € um desafio nos paises em desenvolvimento, onde um
namero limitado de plantas foi avaliado farmacologicamente (MARQUES, 2017).

No Brasil, a espécie Echinodorus grandiflorus, comumente conhecida como
“chapéu-de-couro”, possui varias indicagcdes etnobotanicas, como a acéo anti-hipertensiva,
anti-inflamatéria, diurética e antioxidante. A planta faz parte da Farmacopeia Brasileira,
porém nao esta presente na lista RENISUS — Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS.

Na literatura, relatos mostraram que o extrato bruto etandlico das folhas da E.
grandiflorus apresentou atividade anti-hipertensiva significativa em ratos (TIBIRICA, 2007).
Outras investigacdes farmacolégicas sugeriram que um efeito anti-hipertensivo pode ser
observado a partir da administracé@o oral de um extrato hidroalco6lico sem causar toxicidade
aparente em ratos (CONCEICAO, 2011). Estudos etnofarmacolégicos de espécies com
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propriedades cardiovasculares podem levar a descoberta de novos potenciais farmacos,
bem como, para comprovar, o uso adequado de plantas tradicionais como adjuvantes em
terapias convencionais (MARQUES, 2017).

O objetivo do estudo foi realizar um breve resumo sobre o uso tradicional e cientifico
da E. grandiflorus e realizar um levantamento tecnoldgico a fim de identificar possiveis
patentes relacionadas ao uso da E. grandiflorus em produtos voltados para a saude humana.

21 METODOLOGIA

Foi realizada uma busca de patentes depositadas nas bases de dados: Escritério
Europeu de Patentes, EPO (Espacenet); Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INP1)
(Brasil) e LATIPAT (América Latina e Espanha), utilizando como palavras-chave o nome
cientifico da espécie “Echinodorus grandiflorus” e o nome popular “chapéu-de-couro”,
incluindo neste estudo as patentes que mencionassem essas palavras-chave no titulo e/ou
resumo, considerando todos os pedidos de patentes depositados.

Na base de dados do INPI, as patentes foram pesquisadas utilizando-se as palavras-
chave contidas no titulo e no resumo, bem como no LATIPAT e EPO. As pesquisas foram
realizadas durante o més de setembro de 2020. Posteriormente, foram definidos os critérios
de exclusao: patentes duplicadas/cruzadas nas bases de dados, titulos e trabalhos néao
voltados para a satde humana e como critérios de incluséo patentes explorando a espécie
E. grandiflorus e sua utilizagcdo no setor da saude. Os resultados das analises patentarias
estdo representados em tabelas e figuras, levando-se em consideracdo o numero de

patentes e a classificagcdo de acordo com o Codigo Internacional de Patentes (CIP).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na busca de patentes nos trés bancos de dados foi encontrado um total de 22
patentes a partir da pesquisa com as palavras-chave, sendo 11 (50%) com o nome cientifico
da planta E. grandiflorus e 11 (50%) com o nome popular “chapéu-de-couro” nos campos
de titulo e/ou resumo. As patentes foram classificadas quanto a palavra-chave e a base
de dados pesquisada. Os resultados estao expostos na Tabela 1. A partir dos resultados

encontrados, verifica-se que o nUmero de patentes nacionais e internacionais € baixo.
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PALAVRAS-CHAVE EPO LATIPAT INPI

Echinodorus 1 5 5
grandiflorus
chapéu-de-couro 1 5 5

Tabela 1 — Relagao das patentes encontradas de acordo com as palavras-chave em cada base
de dados.

Fonte: Elaborado pelo autor do artigo.

Apds a analise dos critérios de exclusdo foram selecionados 8 patentes que
atendiam ao objetivo deste estudo. A analise temporal esta descrita no Grafico 1 e todas as
patentes selecionadas foram classificadas de acordo com o CIP e os dados estdo expostos
na Tabela 2.

O numero de patentes depositadas de acordo com o ano de deposito esta
esquematizado no Grafico 1. Observa-se que existe um espacamento temporal além do
namero reduzido nos pedidos de patentes. Vale ressaltar que esses pedidos referem-se
somente a tecnologias voltadas para a saide humana.

1.2

Numero de pedidos de patentes

1998 2001 2005 2008 2012 2014 2018 2019

Grafico 1: Nimero de patentes depositadas por ano.

Fonte: Elaborado pelo autor do artigo.
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ANO

CIP PATENTE DESCRICAO
Preparo para uso externo para
~ a pele, eficaz na prevencéao
PREPARACAO PARA e reducéo da caspa e queda
AB61K8/00, USO EXTERNO PARA de cabelos, além de promover 1998
A61Q1/00 PELE a producao de cabelos e ter
excelentes agdes inibidoras das
atividades da tirosinase.
A presente invencao, refere-
se a composicao cosmética
COMPOSICAO natural para fabricacéo de
COSMETICA NATURAL creme, shampoo anti-queda,
PARA CREME, shampoo para matar piolhos e
A61P 17/14 SHAMPOO ANTI- condicionador, as composicoes 2001
QUEDA, SHAMPOO contém elementos especiais
PARA MATAR PIOLHOS | que usados conforme indicagao,
E CONDICIONADOR produzem resultados positivos
para os cabelos com maior
rapidez e economia.
COMPLEMENTO
ALIMENTAR PARA A presente formula vem para
AUXILIAR NO exercer a fungé@o de coadjuvante
A61K 31/00 TRATAMENTO E no tratamento e controle de 2005
CONTROLE DE Vitiligo.
VITILIGO
Ainvengao trata de um extrato
hidroalcéolico 75% (EIIEm)
HIDR%X:LF(‘JggLICO obtido a partir das folhas de
Echinodorus macrophyllus
75% DAS FOLHAS =en ! phy
A61K 36/884, DE Echinodorus Micheil (chapéu-de-couro), com
A61K 36/00 | macrophylius MICHELL, | 2@ antiinflamatéria aguda 2008
Igésica
COM ATIVIDADE sistemica e topica, analg
ANTIINFLAMATORIAE | Periférica e central e aparente
ANALGESICA auséncia de toxicidade aguda e
sub-cronica orais, em modelos
experimentais animais.
O presente invento consiste
na inibigdo enzimatica da
lipase pancreatica por extratos
~ i metanolicos de quatro plantas
AB61K 36/18, ACAO INIBITORIA naturais do Brasil, sendo
A61K 36/28, DE EXTRATOS DE chapéu de couro (Echinodorus 2012
AB61K 36/899, PLANTAS SOBRE grandiflorus (Cham. & Schitdl.)
A61P 1/18 LIPASE PANCREATICA Micheli.), cana do brejo
(Costus spicatus (Jacg.) S.W.),
capim lim&o (Cymbopogon
citratus (DC) Stapf) e carqueja
(Baccharis trimera (Less.) DC).
COMPO§IQAO A presente invencao descreve
FARMACEUTICA uma composigcao farmacéutica
A61K 31/194 CONTENDO ACIDOS contendo 0s écid,os_ cis e/ou
AG1K 36/884' ACONITICOS trans-aconltlco.(amdo prop-
AG1P 19/02 ’ DE FOLHAS DE 1 -ene-1 ,2,3-?r|carboxn|co), 2014
AG1P 29/00’ ECHINODORUS obtidos a partir de folhas de
GRANDIFLORUS E USO | Echinodorus grandiflorus, para o
NO TRATAMENTO DE | tratamento de artritereumatoide
ARTRITE e osteoartrite.
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COMPOSIGAO
FARMACEUTICA
CONTENDO UMA
FRAGAO RICA EM

A presente invencao
descreve uma composicao
farmacéutica contendo uma
fragdo pradronizada rica em
flavonoides, a qual € composta
por 5,5 a 16,5% massa/massa
(m/m) de isoorientina, 1,5 a

A61K 36/884, ' 4,5% m/m de isovitexina, 3,5 a
A61K 127/000, FLAVONOIDES 10,5% m/m de swertijaponina 2018
DE FOLHAS DE ) A
A61P 19/02 ECHINODORUS (expresso em isoorientina) e 1 a
3% m/m de swertisina (expresso
GRANDIFLORUS E USO N :
NO TRATAMENTO DE em isovitexina), optlda a
ARTRITE partir de folhas Echinodorus
grandiflorus, e excipientes
farmaceuticamente aceitaveis
para o tratamento de artrite
reumatoide e osteoartrite.
FORMULAQAO A presente invencao descreve
AB1K 36/884, FARMACEUTICA ORAL | uma composigéo farmacéutica
A61K 127/00, OBTIDA ATRAVES oral compreendendo Extrato
AB61K 135/00, DA TECNICA DE de Echinodorus grandiflorus 2019

A61P 3/06M
AB61P 9/10

INFUSAO DO EXTRATO
DE ECHINODORUS
GRANDIFLORUS

(chapéu de couro), em um
veiculo liquido, bem como a um
processo para seu preparo.
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Tabela 2: Classificagao das patentes selecionadas de acordo com o CIP.

Fonte: Elaborado pelo autor do artigo.

A espécie E. grandiflorus, popularmente conhecida como “chapéu-de-couro”, &
utilizada como planta medicinal no tratamento de diversas enfermidades no Brasil. Apesar
de todas as indicagOes tradicionais, a literatura de pesquisa cientifica apoia principalmente
duas indicagdes para seu uso: como um anti-inflamatério natural e uma planta medicinal
diurética / anti-hipertensiva. As evidéncias cientificas para essas indicacbes vém de
experimentos realizados com modelos de cultura de células in vitro e in vivo usando ratos
saudaveis e hipertensos (MARQUES, 2017).

As plantas do género Echinodorus pertencente a familia Alismataceae que ocorrem,
predominantemente, em terrenos brejosos e acidos de todo o continente Americano. Em
meio a quase 27 espécies de Echinodorus, as mais amplamente estudadas do ponto de
vista quimico e biologico sédo Echinodorus grandiflorus e Echinodorus macrophyllus, ambas
conhecidas popularmente no Brasil como chapéu-de-couro, possuem caracteristicas
botanicas e propriedades medicinais semelhantes (LOPES, 2012; ALVES, 2011). O género
€ composto por espécies aquaticas que crescem comumente submersas na agua e
apresentam grandes folhas coriaceas, que déo origem ao seu nome, “chapéu-de-couro”.
Muitas das espécies possuem inflorescéncias caracterizadas por delicadas flores brancas
que sao amplamente utilizadas na ornamentacdo (HAYNES E HOLM-NIELSEN, 1995).

O material vegetal mais comumente utilizado é composto pelas partes aéreas,
normalmente utilizadas em preparacdes medicinais. No entanto, alguns estudos também

Capitulo 16



citam o uso de rizomas na medicina tradicional. Dados da literatura mostram que seus
rizomas sdo utilizados como cataplasma para hérnias, enquanto as partes aéreas, ou
apenas as folhas, séo utilizadas principalmente como diurético e tdnico, que é indicado para
fins depurativos e utilizado para inUmeras condicées como doencas hepaticas, problemas
renais (incluindo calculos renais) e inflamacao da bexiga. De acordo com esses usos, um
extrato de metanol feito dos rizomas foi considerado por seu uso potencial em terapias
para o controle da dor e inflamacdo. Os resultados sugeriram que o extrato metandlico
dos rizomas do “chapéu-de-couro” possuia propriedades analgésicas que agiam sobre o
sistema nervoso central e periférico, com componentes ativos apresentando propriedades
antinociceptivas e anti-inflamatorias, que poderiam ser de alto valor como uma terapia
alternativa para dor e inflamag¢ao (MARQUES, 2017).

A infusdo de folhas de “chapéu-de-couro” em um cha também é usada para tratar
desconfortos relacionados a reumatismo e artrite. Como gargarejo ou enxaguatoério bucal,
infusdes aquosas tém sido indicadas para problemas de inflamacdo da garganta, como
amigdalite e faringite, estomatite e gengivite, os chas podem combater a inflamacgéo da
garganta e promover a cicatrizagdo de feridas (MARQUES, 2017).

Em relacdo as caracteristicas fitoquimicas a E. grandiflorus apresenta em suas
folhas diterpenos (do tipo clerodano e cembrano), flavonoides (C-heterosideos de flavonas
como a isoorientina e a swertiajaponina), derivados do acido o-hidroxicinamico (acidos
chicorico e caftarico), esterbides, acidos graxos, arilpropanoides simples (4cido cafeico,
ferulico e isoferulico) e acido trans-aconitico (DIAS, 2013).

Curiosamente, extratos da espécie, que se correlacionam com suas propriedades
diuréticas, tém sido usados na fabricagdo de dois refrigerantes no Brasil. Desde 1947 o
refrigerante “Mate Couro®” é fabricado com a E. grandiflorus e o refrigerante “Mineirinho®”
desde 1974. Essas bebidas s&o produzidas e consumidas popularmente principalmente
nos estados do Rio de Janeiro e Minas Gerais no Brasil (LIMA, 2006; BRUGIOLO, 2010).
No entanto, apesar deste longo uso comercial de extratos de “chapéu-de-couro”, o uso de
matérias-primas na forma de chés caseiros como preparagdes fitoterapicas ainda estdo em
estagios preliminares de estudo sobre os efeitos de seu uso e efeitos toxicoldgicos de longo
prazo (LORENZI & MATOS, 2002).

41 CONCLUSAO

A espécie possui grande potencial para gerar inovagdo em preparagbes de
formulagGes topicas ou orais e ser usada como uma alternativa complementar em diversas
doencas crbnicas. Esse fato € animador, visto que essa espécie de planta ja é popularmente
utilizada. Existe uma necessidade urgente de estudar e registrar o conhecimento valioso
dos medicamentos tradicionais, bem como da pesquisa em medicina de fontes naturais.

Apesar do enorme potencial biolégico do Brasil, o investimento na pesquisa, inovacao e
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producao de novos medicamentos a partir de espécies nativas sdo escassos.

REFERENCIAS

MARQUES, A.M.; PROVANCE, D.W.; KAPLAN, M.A.C.; FIGUEIREDO, M.R. Echinodorus
grandiflorus: Ethnobotanical, phytochemical and pharmacological overview of a medicinal plant
used in Brazil. Food Chem Toxicol. v. 109(Pt 2), p. 1032-1047, 2017.

BRASIL. Farmacopeia Brasileira. 6. ed. — ANVISA, 2019.

BRASIL. Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS). Ministério da
Saude, 2020.

TIBIRIGA, E., et al. Pharmacological mechanisms involved in the vasodilator effects of extracts
from Echinodorus grandiflorus. J. Ethnopharmacol. v. 111, n. 1, p. 50-55, 2007.

CONCEIGAO, F.G. Efeitos anti-hipertensivos e microcirculatérios do extrato hidroalcéolico
de Echinodorus grandiflorus (chapéu de couro) em ratos espontaneamente hipertensos.
Dissertacéo, 59p. Msc. in Sciences. Instituto Oswaldo Cruz. Pés-graduac@o em Biologia Celular e
Molecular. Rio de Janeiro - RJ, Brasil, 2011.

ALVES, J.A.A. Echinodorus grandiflorus Chapéu-de-couro. Espécies Nativas da Flora Brasileira
de Valor Econdmico Atual ou Potencial. Plantas para o Futuro - Regido Sul. p. 608- 614. Brasilia —
DF, 2011.

HAYNES, R.R., HOLM-NIELSEN, L.B. Flora of the Venezuelan Guayana. vol. 2. St. Louis: Missouri
Botanical Garden Press, 1995.

BRUGIOLO, S.S.S. Avaliacao da toxicidade do extrato aquoso liofilizado de chapéu-decouro
(Echinodorus grandiflorus) em ratas prenhes. 86p. PhD Thesis - Universidade Federal de Juiz de
Fora, Juiz de Fora - MG, Brasil, 2010.

LIMA, E.C. Analise quimica e genotoxica de Echinodorus grandiflorus: suporte biotecnolégico
na preparacao farmacéutica de extratos vegetais seguros para uso medicinal. 124f. MSc
Dissertation. (Mestrado em Biotecnologia Vegetal) — UFRJ, Rio de Janeiro — RJ, Brasil, 2006.

LORENZI, H.; MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exéticas cultivadas. 2 ed.
Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2002.

LOPES, G.C.; SANTOS, P.V.P; DICIAULA, M.C.; BLAINSKI, A.; GUTIERRE, M.A.M.; MELLO,
J.C.P. Validacao de metodologia analitica para a determinacao de derivados do acido
o-hidroxicinamico de Echinodorus grandiflorus. Rev. bras. plantas med. v. 14, n. 3, p. 500-505,
2012.

DIAS, E.G.E.; VALENZUELA, V.C.T.; ALVES, M.R.; DUARTE, M.G.R.; GARCIA, E.F. Qualidade
e autenticidade de folhas de chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus) oriundas de
fornecedores de Sao Paulo. Rev. bras. plantas med. v. 15, n. 2, p. 250-256, 2013.

Consolidagao do Potencial Cientifico e Tecnolégico das Ciéncias Biologicas 2 Capitulo 16




CAPITULO 17

PROSPECCAO TECNOLOGICA DA SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS RADDI (ANACARDIACEAE) —

Data de aceite: 01/12/2020

Ana Graziela Soares Régo Lobao

UniFacid Wyden - Programa de Pés-Graduacao
em Biotecnologia e Atencao Béasica em Saude
Teresina-PlI
http://lattes.cnpq.br/3951581360468335

RESUMO: As ervas e especiarias sdo de grande
importancia comercial, em particular, Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae).
Essa planta fornece um fruto, utilizado como
condimento refinado na culinaria mundial, devido
ao seu sabor macio, levemente apimentado e de
boa aparéncia. E tradicionalmente empregada na
medicina popular para o tratamento de infeccoes
urinarias, infecgcdes respiratérias, feridas e
reumatismo. O extrato da casca do caule é
amplamente utilizado como anti-inflamatoério,
para cicatrizar feridas, enquanto as frutas sdo
utilizadas para resfriados, infec¢bes fungicas
e bacterianas. A S. fterebinthifolius possui
importancia comercial por se tratar de uma planta
com propriedades medicinais, fitoquimicas e
alimenticias, pelo uso de seus frutos na cozinha
nacional e internacional. O trabalho objetivou
realizar um levantamento tecnologico a fim de
identificar sobre as possiveis formas de utilizagao
da S. fterebinthifolius em produtos voltadas
para servicos na area da saude humana. Foi
realizada uma busca de patentes depositadas
nas bases de dados, EPO, INPI e LATIPAT,
utilizando como palavras-chave o nome cientifico
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da espécie “Schinus terebinthifolius Raddi” e os
nomes populares “aroeira vermelha” e “pimenta
rosa”, incluindo patentes que mencionassem
essas palavras-chave no titulo e/ou resumo,
considerando todos os pedidos de patente
depositados. Apds a busca foi encontrado um
total de 38 patentes. Os bancos de dados com
maior numero de patentes foram LATIPAT e INPI,
porém, todas as patentes nos respectivos bancos
de dados, estavam duplicados/cruzados. Apos a
utilizagcéo dos critérios de inclusdo e exclusao
restaram um total de 8 patentes voltadas para o
setor de saude humana Observa-se que apesar
do interesse cientifico na espécie, poucos
depodsitos de patentes foram encontrados no
direcionamento do setor de saude humana.
Existe uma necessidade de estudos que apontem
ao desenvolvimento de inovagao tecnolégica. Os
achados demonstram que, em detrimento da
vasta aplicabilidade, ainda ha grande caréncia
nos pedidos de depositos de patentes nacionais.
PALAVRAS-CHAVE: inovacao, fitoterapicos,
produtos naturais.

ABSTRACT: Herbs and spices are of great
commercial importance, in particular Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae). This plant
provides a fruit, used as a refined condiment
in world cuisine, due to its soft, slightly spicy
flavor and good appearance. It is traditionally
used in folk medicine to treat urinary infections,
respiratory infections, wounds and rheumatism.
The stem bark extract is widely used as an anti-
inflammatory, to heal wounds, while fruits are
used for colds, fungal and bacterial infections.
S. terebinthifolius has commercial importance
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because it is a plant with medicinal, phytochemical and nutritional properties, due to the use
of its fruits in national and international cuisine. The work aimed to carry out a technological
survey to identify the possible ways of using S. terebinthifolius in products aimed at services
in the area of human health. A search for patents deposited in the databases, EPO, INPI
and LATIPAT was carried out, using as keywords the scientific name of the species “Schinus
terebinthifolius Raddi” and the popular names “aroeira red” and “pink pepper”, including
patents that mention these keywords in the title and / or summary, considering all patent
applications filed. A total of 38 patents were found after the search. The databases with the
highest number of patents were LATIPAT and INPI, however, all patents in the respective
databases were duplicated / crossed. After using the inclusion and exclusion criteria, a total
of 8 patents remained for the human health sector. It is observed that despite the scientific
interest in the species, few patent applications were found in the direction of the human
health sector. There is a need for studies that point to the development of innovation. The
findings demonstrate that, to the detriment of the wide applicability, there is still a great lack of
applications for filings of national patents.

KEYWORDS: innovation, herbal medicines, natural products.

INTRODUCAO

As ervas e especiarias sdo de grande importancia comercial. Em particular, Schinus
terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), planta nativa da América do Sul, amplamente
encontrada na costa brasileira em especial na vegetagcédo litordnea do nordeste e
popularmente conhecida como “pimenta rosa” ou “aroeira vermelha”. Essa planta fornece
um fruto, utilizado como condimento refinado na culinaria mundial, devido ao seu sabor
macio, levemente apimentado e de boa aparéncia (OLIVEIRA?, 2020).

E tradicionalmente empregada na medicina popular para o tratamento de
infecgbes urinarias, infeccdes respiratorias, feridas e reumatismo (OLIVEIRAP, 2020). O
extrato da casca do caule é amplamente utilizado como anti-inflamatério, para cicatrizar
feridas, enquanto as frutas séo utilizadas para resfriados, infecgdes fungicas e bacterianas
(AFFONSO, 2012).

S. terebinthifolius Raddi esta inserida na Relacdo Brasileira de Medicamentos
Essenciais - RENISUS (BRASIL, 2020), no qual existem 71 plantas medicinais que
apresentam potencial de geracédo de produtos de interesse do Sistema Unico de Salde
(SUS). Esta espécie também esta presente na Forma Fitoterapica da Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2019). Apresenta importantes atividades biol6gicas, como acédo anti-
hipertensiva, vasodilatadora, antimicrobiana, antialérgica, antioxidante, anti-inflamatéria e
mais recentemente, contra cepas multirresistentes de origem hospitalar (OLIVEIRA?, 2020).

Um numero crescente de estudos indicou uma variedade de metabdlitos
secundarios da familia Anacardiaceae. Embora a composicao quimica das plantas dependa
da origem, maturidade, genétipo, clima, condicdes de processamento e outros aspectos,

compostos como taninos, alcaloides, flavonoides, antocianinas, terpenos e acidos fendlicos
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foram previamente determinados nos frutos da S. terebinthifolius (OLIVEIRA®, 2020). Os
compostos fendlicos sdo os principais constituintes e exercem importantes atividades
biolégicas como a agéo antioxidante e fotoprotetora, devido a sua capacidade de lutar
contra as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e por absorver a radia¢ado ultravioleta
(UV) (OLIVEIRA?, 2020).

O Brasil € um dos paises com a maior biodiversidade do planeta com uma
variedade de animais e plantas com grande potencial para o desenvolvimento e exploracéo
biotecnoldgica. A S. terebinthifolius possui importancia comercial por se tratar de uma
planta com propriedades medicinais, fitoquimicas e alimenticias, pelo uso de seus frutos
na cozinha nacional e internacional (MENDONGCA, 2014). O desenvolvimento tecnolégico
tem por finalidade contribuir para a sociedade como um todo, tanto na industria como no
comércio, e quando se fala em prospecg¢éo tecnoldgica seria o método de documentar este
processo. Estudar prospeccéo € de fundamental importancia para conduzir as tendéncias
biotecnologicas atuais e suas perspectivas futuras (SOUZA, 2020). Nesse contexto
o trabalho objetivou realizar um levantamento tecnologico a fim de identificar sobre as
possiveis formas de utilizagdo da S. terebinthifolius em produtos voltadas para servigos na
area da saude humana.

METODOLOGIA

Foi realizada uma busca de patentes depositadas nas bases de dados: Escritério
Europeu de Patentes, EPO (Espacenet); Instituto Nacional da Propriedade Industrial
(INP1) (Brasil) e LATIPAT (América Latina e Espanha), utilizando como palavras-chave o
nome cientifico da espécie “Schinus terebinthifolius Raddi” e os nomes populares “aroeira
vermelha” e “pimenta rosa”, incluindo neste estudo as patentes que mencionassem
essas palavras-chave no titulo e/ou resumo, considerando todos os pedidos de patente
depositados.

As pesquisas foram realizadas durante o més de outubro de 2020. Posteriormente,
foram definidos os critérios de exclusdo: patentes duplicadas/cruzadas nas bases de
dados; titulos e trabalhos ndo voltados para a saude humana, e os critérios de incluséo,
como patentes explorando a espécie Schinus terebinthifolius Raddi e sua utilizagdo no
setor da saude. Os resultados das analises patentarias estéo representados em tabelas
e figuras, levando-se em consideracao o numero de patentes e a classificagdo de acordo
com o Codigo Internacional de Patentes (CIP).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a busca foi encontrado um total de 38 patentes. Os bancos de dados com
maior numero de patentes foram LATIPAT e INPI, porém, todas as patentes nos respectivos
bancos de dados, estavam duplicados/cruzados, referindo-se ao mesmo produto, porém
registradas em mais de uma base de dados (tabela 1). Observou-se que o nome cientifico
da planta (52%) € mais utilizado do que os nomes populares, sendo 0 nome popular
“pimenta rosa” (48%) mais utilizado do que o nome popular “aroeira vermelha” (grafico 1).

Na base de dados EPO, das 4 patentes encontradas utilizando o nome cientifico da
planta, 3 faziam referéncia a mesma patente. Nas bases de dados LATIPAT e INPI usando
a palavra chave “pimenta rosa” foram encontradas respectivamente 10 patentes, porém,
nenhuma fazia referéncia a produtos e/ou servigos voltados ao setor de satde humana.

EPO LATIPAT INPI
Schinus 4 7 7
terebinthifolius Raddi
Aroeira Vermelha 0 0 0
Pimenta Rosa 0 10 10

Tabela 1: Relagéo das patentes encontradas de acordo com as palavras-chave em cada base
de dados.

Fonte: Pesquisa bibliogréafica (2020).

Aroeira
Vermelha
0%

Gréfico 1: Total de patentes depositadas nos bancos de dados com o nome cientifico ou com o
nome popular presentes no titulo e/ou resumo.

Fonte: Pesquisa bibliografica (2020).
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Apos a utilizagdo dos critérios de incluséo e exclusao restaram um total de 8 patentes

voltadas para o setor de salde humana, que estdo listadas na tabela 2. Observa-se que

apesar do interesse cientifico na espécie, poucos depoésitos de patentes foram encontrados

no direcionamento do setor de saide humana.

CIP PATENTE DESCRICAO ANO
Preparo de formulagbes farmacéuticas
adequadas para uso medicamentoso,

= em particular para uso genital nas
F(A;(IQMK(C)S:%?CE ASS . apresentag6e~s em forma de sabdes,
PARA O TRATAMENTO tinturas, emulsp_es AlO e O/A (pomadas,
AB1P 31/20 DE INFECCOES __cremes & géis), aerassdis, pastas, 2002
HPV UTILIZANDO ovulos, SupOS.ItOItIO e similares, utilizadas
EXTRATOS DE SCHINUS para a prof|Iz?1X|a e tratamento (como.
TEREBINTHIFOLIUS RADDI adjuvante) das infeccdes e cancer cervical
relacionados ao papilomavirus humano
(HPV - human papillomavirus) e as suas
manifestagoes.
O cicatrizante biofarmaco se aplica a area
da industria farmacéutica de fitoterapicos
para ser utilizado como “medicamento
fitoterapico” com agéo cicatrizante e
AB61K 36/81, A61K antibacteriano em feridas de pacientes
36/22, A61K 36/33, ’ diabéticos ou ndo, em micoses, unheiros,
A61K 36/48, A61P | CICATRIZANTE BIOFARMACO assaduras, queimaduras, etc. E um 2006
29/00, A61P 31/04, produto a base de plantas brasileiras
A61P 31/10, contendo extrato de quatro plantas
(Schinus terebinthifolius Raddi, Physalis
angulata Linné, Cereus hildemanianus
Shucus, e Anadenanthera colubrina
Benth).
Ainvencao se refere ainda ao uso
A61K 36/22. AG1P FITOMEDICAMENTO OBTIDO de gu_bsténcias igoladas de extratos
2900’ A PARTIR DE SCHINUS alcodlicos da Schinus terebenthifolius 2007
TEREBINTHIFOLIUS RADDI Raddi como medicamento fitoterapico
com atividades terapéuticas.
FORMULACAO DE
UMA COMPOSICAO
FARMACEUTICA A BASE
DO EXTRATO BRUTO E . =
~ A presente invencao refere-se ao
FRAGAO DO SCHINUS processo de obtencéo de formulagéo de 2011

A61K 36/22, A61P
1/00

TEREBINTHIFOLIUS
RADDI (AROEIRA) COM

NA INFLAMAGAO E
CICATRIZAGAO DE

FINALIDADE TERAPEUTICA

composicéo farmacéutica e seu uso na
inflamacéo e cicatrizacdo do estdbmago.

AFECCOES DO ESTOMAGO
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AB61K 36/48, A61K
36/22, A61K 47/02,
AB61K 9/14, A61P
17/02, A61P 17/16,
A61P 31/00

COMPOSIGAO A BASE
DE EXTRATOS VEGETAIS
E NANOPARTICULAS DE
SILICAS DE ALTA ABSORGAO

O presente invento descreve uma
composigéo e sua formulacdo hidradante
contendo nanoparticulas mesoporosas de
silica como facilitadoras e carreadoras de
substancias ativas dos extratos vegetais

oleosos e aquosos de Skyphnodendron
barbatiman e Schinus terebinthifolius
Raddi, empregada principalmente no
tratamento de infec¢cdes cutaneas
oportunistas.

2012

A61K 36/22, A61P
25/00, A61P 25/16

COMPOSICAO
NEUROPROTETORA
COMPREENDENDO EXTRATO
OU FRAGCOES DE SCHINUS
TEREBINTHIFOLIUS RADDI
COMO INGREDIENTE ATIVO

A presente invencgdo tem efeitos de
protecédo das células nervosas cranianas
e uma baixa citotoxicidade de acordo
com a atividade inibitéria contra a
toxicidade do glutamato em uma linha
celular N18-RE-105 com as propriedades
das células cerebrais, de modo que o
Schinus terebinthifolius Raddi extrato
ou uma fragdo do mesmo pode ser
usado na pratica para uma composicao
farmacéutica para protecao de nervos,
uma composicéo farmacéutica para
prevencao e tratamento de doencas
cerebrais ou alimento saudavel para a
referida finalidade.

2012

A61Q 19/08, A61K
8/97

COMPOSICAO
COMPREENDENDO
EXTRATO DE GUACATONGA
E EXTRATO DE AROEIRA E
USO DOS MESMOS

A presente invencao refere-se a uma
composig¢éo cosmética compreendendo
extrato de Guagatonga (Casearia
silvestres), extrato de Aroeira (Schinus
terebinthifolius raddi) e adjuvantes
cosmeticamente aceitaveis direcionada
a prevencao e/ou tratamento de sinais
ocasionados pelo envelhecimento da
pele.

2014

A61K 36/22, A61K
4736, A61P 17/02,
A61P 29/00

DESENVOLVIMENTO DE UM
FITOTERAPICO COM AGAO
CICATRIZANTE PREPARADO
A PARTIR DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE
SCHINUS TEREBINTHIFOLIUS
RADDI, BIOVEICULADO COM
QUITOSANA

A presente invencao refere-se ao
processo de producéo de uma formulagao
farmacéutica em gel, denominada
FExStrQ, contendo extrato hidroalcodlico
de Schinus terebinthifolius Raddi e
utilizando como meio dispersante o
polimero de quitosana.

2017

Tabela 2: Classificagéo das patentes selecionadas de acordo com o CIP.

Fonte: Elaborado pelo autor do artigo.

O numero de patentes depositadas de acordo com o ano de depoésito esta

esquematizado no grafico 2, com o ano de 2012 apresentando o0 maior nimero de depositos

de patentes. Vale ressaltar que somente as patentes que passaram pelos critérios de

inclusdo e exclusao da pesquisa, estao presentes neste grafico.
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Grafico 2: Nimero de patentes depositadas por ano.

Fonte: Elaborado pelo autor do artigo.

No estudo realizado por MENDONGCA (2014) que teve como objetivo realizar uma
prospeccgdo tecnologica de 6leo essencial da S. terebinthifolius, teve como resultados
também um ndmero muito reduzido de patentes. Em outro estudo prospectivo de
NASCIMENTO (2017) que teve como objetivo verificar a atividade antifungica da S.
terebinthifolius apresentou como resultados um baixo nimero de patentes e por fim
conclui que apesar de haver o interesse cientifico sobre a espécie com muitas publicacbes
sobre o0 tema, ainda existe uma caréncia nos avangos e investimentos tecnologico da S.
terebinthifolius.

CONCLUSOES

Ainda € reduzido o numero de depésitos de patentes envolvendo a espécie
S. terebinthifolius Raddi direcionadas ao setor de salde humana. A espécie apresenta
grande potencial para o desenvolvimento de produtos que visem o tratamento de diversas
patologias encontradas nos seres humanos, vindo a servir tanto como fitoterapicos e/
ou complementos alimentares. Existe uma necessidade de estudos que apontem ao
desenvolvimento de inovagéo tecnologica. Os achados demonstram que, em detrimento
da vasta aplicabilidade, ainda h& grande caréncia nos pedidos de depésitos de patentes

nacionais.
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RESUMO: Syzygium cumini L. Skeels é uma
planta medicinal extensamente empregada para
o tratamento de desordens cardiovasculares.
Realizamos a prospecgéo farmacolégica para
a validagao cientifica do uso medicinal. Nesse
contexto, este estudo avaliou a capacidade do
extrato hidroalcoolico das folhas (EHSC), fragéo
cloroférmica (FC) e acetato de etila (FAE) em
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promover relaxamento vascular em artérias de resisténcia de ratos. Para tanto, os anéis
de artéria mesentérica superior sem endotélio foram colocados em fio de aco inoxidavel
e posteriormente inseridos em banhos de 6rgdos contendo solugdo fisiologica aquecida
continuamente mantida com carbogénio. Apds estabilizacdo da preparagéo, a capacidade
vasodilatadora do extrato e fragdo foram avaliadas. As adi¢cbes cumulativas de EHSC (0,1 a
10 mg/mL) causaram uma resposta relaxante dependente da concentragéo, em preparagdes
contraidas por noradrenalina (NE) ou cloreto de potassio. Em continuidade, a FC (0,1 a
1,0 mg/mL) exibiu notavel atividade relaxante em preparacbes pré-contraidas com NE, de
forma dependente da concentracéo, melhor que a resposta relaxante obtida para a FAE nas
mesmas concentragdes, sendo esta proporcional a do EHSC. Ainda, incubagéo de FC (0,25
e 0,5 mg/ml) reduziu de maneira dependente de concentra¢do a contragdo maxima induzida
pelo calcio na artéria mesentérica, com significante desvio para a direita. Os resultados
indicam que S. cumini atua como um agente relaxante vascular e interfere na capacidade de
resposta contratil da célula do musculo liso vascular, provavelmente atuando na regulagao
dos niveis intracelulares de calcio.

PALAVRAS - CHAVE: Syzygium cumini, Plantas Medicinais, Anti-hipertensivo, Canais de
célcio.

SYZYGIUM CUMINI: AMEDICINAL PLANT WITH VASORELAXANT PROPERTY

ABSTRACT: Syzygium cumini L. Skeels is a medicinal plant widely used for the treatment of
cardiovascular disorders. We carry out pharmacological prospecting for scientific validation
of medicinal use. In this context, this study evaluated the ability of hydroalcoholic leaf extract
(HESC), chloroformic fraction (CF) and ethyl acetate (AEF) to promote vascular relaxation in
rat resistance arteries. For this purpose, the upper mesenteric artery rings without endothelium
were placed in stainless steel wire and subsequently inserted in organ baths containing
saline solution continuously maintained with carbogen. After preparation stabilization, the
vasodilator capacity of the extract and fraction were evaluated. Cumulative additions of HESC
(0.1 to 10 mg / mL) caused a concentration-dependent relaxing response in preparations
contracted by noradrenaline (NE) or potassium chloride. In continuity, the CF (0.1 to 1.0 mg /
mL) exhibited remarkable relaxing activity in pre-contracted preparations with NE, depending
on the concentration, better than the relaxing response obtained for the AEF in the same
concentrations, being this proportional to that of the HESC. In addition, FC incubation (0.25
and 0.5 mg / ml) reduced the maximum contraction induced by calcium in the mesenteric
artery in a concentration-dependent manner, with a significant shift to the right. The results
indicate that S. cumini acts as a vascular relaxing agent and interferes with the contractile
response capacity of the vascular smooth muscle cell, probably acting in the regulation of
intracellular calcium levels.

KEYWORDS: Syzygium cumini, Medicinal plant, Antihypertensive, calcium channels.

11 INTRODUGAO

Globalmente, as doencas cardiovasculares sao responsaveis por aproximadamente

17 milhdes de mortes por ano. Destes, complicacoes da hipertensdo sdo responsaveis
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por 9,4 milhGes mortes em todo o mundo todos os anos. A hipertenséo € responsavel por
pelo menos 45% das mortes devido a doencga isquémica do coracao e 51% das mortes por
acidente vascular cerebral (OMS, 2013).

O objetivo do tratamento anti-hipertensivo é atingir niveis ideais de pressédo arterial
durante a terapia para reduzir complicagbes relacionadas a hipertensdo. A pesquisa
literatura indica que metabdlitos secundarios de ervas e especiarias exibem efeitos anti-
hipertensivos, contribuindo para reduzindo os niveis de presséo arterial € minimizando
suas complicagdes (AL DISI et al., 2016).

A espécie Syzygium cumini L. Skeels (Figura 1) é nativa dos tropicos e pertencente
a familia Myrtaceae, ocorrendo predominantemente na Asia, e é uma das espécies
mais conhecidas e mais frequentemente cultivadas (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012;
MAZZANTI et. al, 2003).

E bastante difundida nos estados do Norte, Nordeste e Sudeste do Brasil, e bastante
utilizada como forma alternativa de tratamento para diversas doencas pela populacéo,
que ja conhece alguns efeitos benéficos que a planta apresenta, onde séo utilizadas na
preparacdo as cascas, folhas, frutos e sementes. Utiliza-se também varias preparacdes
farmacéuticas desta planta como, por exemplo, extrato aquoso ou alcodlico, decocgéo ou
sumo bruto (MIGLIATO et. al, 2009).

Estudos quimicos mostram que as folhas séo ricas em acido galico, metilgalato,
canferol, miricetina, acido clorogénico, quercetina e nilocitina (AYYANAR E SUBASH-BABU,
2012; MIGLIATO et. al, 2011). A literatura reporta que plantas medicinais ricas nesses
compostos exercem efeitos anti-hipertensivos, através da combinacgéo dos vasodilatadores
e antioxidantes destas classes de compostos (MOHAMED, 2013; BONA, 2011, RIBEIRO
et al.,, 2014).

O presente estudo propés avaliar o extrato hidroalcéolico obtido das folhas secas e
sua fragcéo cloroférmica no leito vascular, mais especificamente analisando a capacidade
vasorelaxante de S. cumini em preparacdes de artérias de resisténcia isoladas de ratos,
a fim de validar essa planta medicinal como promissora no tratamento alternativo da

hipertenséo.

21 METODOLOGIA

2.1 Drogas utilizadas

Cloridrato de norepinefrina, acetilcolina e Cloreto de tetraetilaménio foram adquiridos
da Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA). Todos os outros produtos quimicos eram de
alta pureza de grau analitico, sendo da Merck Darmstadt.
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2.2 Preparacao do material vegetal, obtencao do extrato e fracéo

As folhas de S. cumini foram coletadas no campus da Federal Universidade do
Maranhao (2 ° 33'11,7 “S 44 ° 18'22,7" W), Séo Luis, Brasil, em outubro de 2013. Um
exemplar de voucher foi identificado e depositado no herbario do “Prof. Dra. Berta Lange
de Morretes” Jardim de plantas medicinais, UFMA (n° 1069).

As folhas foram secas a temperatura ambiente e pulverizadas. O extrato foi preparado
por maceracgao do p6 da folha (300 g) em 70% de etanol (1: 3 w / v) e concentragdo em um
evaporador rotativo sob pressao reduzida a uma temperatura abaixo de 60 ° C e liofilizado.
O extrato assim obtido foi chamado de hidroalcoolico extrato de folhas de S. cumini (EHSC)
com peso seco de 49,8 ge rendimento de 16,6% (RIBEIRO et al., 2014). Aliquotas de EHSC
foram mantidas a 4°C, protegidas da luz, até mais uso experimental, quando EHSC em
p6 foi ressuspenso em agua nas concentracdes desejadas. O EHSC foi particionado por
sequencial extracdo usando hexano, cloroformio (FC) e acetato de etila (FAE). Avaliamos
os efeitos do EHSC, FC e FAE. A FC e FA foram evaporados, com um rendimento de 5,2%
e 34,6%, respectivamente, testadas para avaliar o efeito vasorrelaxante. Neste estudo, a
triagem fitoquimica para de menor polaridade revelou a presenca de fendis.

2.3 Animais

Ratos machos espontaneamente hipertensos com 12 semanas de idade (SHR) ou
normotenso (Wistar), Rattus norvegicus, pesando 250 a 300 g, obtidos no biotério da UFMA.
Os animais foram alojados sob condi¢des controladas de temperatura (21 +£2 ° C) sob um
ciclo claro-escuro de 12 h, com ragé@o e agua disponivel ad libitum. Todos os protocolos
experimentais foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
UEMA, Brasil (NUmero 17/2012) e todos os métodos neste estudo foram realizados de
acordo com as diretrizes aprovadas.

2.4 Testes farmacolégicos

2.4.1 Preparagéo de tecido

As preparagdes da artéria mesentérica foram obtidas conforme descrito por Borges
et al. (1999), onde segmentos de anel (3 a 5 mm) do superior artéria mesentérica foram
colocados entre fios de ago inoxidavel (50 um de didmetro) e imerso em uma camara de
banho de 6rgéos (5 mL) contendo solugéo nutritiva de Krebs (118 mM NaCl, 5 mM KClI,
1,2 MgCI2 mM, NaH2PO4 1,2 mM, NaHCO3 15,5 mM, CaCl2 2 mM, e Glicose 11 mM, pH
7,4) a 37 ° C, equilibrada com 5% de CO2 / 95% de O2. As preparagdes foram primeiro
equilibradas sob uma tensédo de 1,0 g e lavados em intervalos de 10 min, por 60 min.
Mudangas na tensado isométrica das preparagdes foram medidas com um transdutor de

forga isométrica (PowerLab, ADInstruments Pty. Ltd., Sydney, Australia). Devido a disfungao
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endotelial e a produgéo ineficiente de vasodilatadores pelas células epiteliais presentes em
sindrome hipertensiva, optamos por realizar todos 0s experimentos em preparacdes de
artéria mesentérica sem endotélio. A remocéo do endotélio vascular foi confirmada pela
auséncia de uma resposta de relaxamento pela acetilcolina (10 uM) para induzir mais de
70% de inibicdo dos vasos pré-contratados com norepinefrina (NE 10 uM).

2.4.2 Efeito de EHSC na contragdo induzida por NE ou KCI

Apo6s o periodo de estabilizacao, anéis de artéria sem endotélio, obtidos de SHRs,
foram pré-contraidos com NE (10 uM) ou KCI (80 mM) e, na fase tbnica, diferentes
concentracbes de EHSC (0,1, 0,25, 0,5, 5 e 10 mg / ml) foram adicionadas cumulativamente
ao banho de 6rgaos. O efeito relaxante foi expresso como a porcentagem de contragao
induzida por NE ou KCI.

2.4.3 FC e FAE na contragdo induzida por NE

Ap6s o periodo de estabilizacdo, duas contragbes sucessivas de magnitude
foram induzidas com NE (10 uM). Durante a fase ténica do terceiro contrato, diferentes
concentragbes de FC e/ou FAE (0,01, 0,05, 0,10, 0,50 e 1,0 mg/mL) foram adicionados
cumulativamente ao banho de érgéos. Os resultados foram expressos como porcentagem

de contracéo induzida por NE.

2.4.4 Efeito da FC na contracdo do musculo liso arterial induzida por
Ca2+

As preparacdes foram primeiro equilibradas sob uma tenséo de 1,0 g e lavados
em intervalos de 10 min. Para avaliar a agdo antagdnica do FC no influxo de Ca*, o
tecido vascular foi estabilizado com solugdo de Krebs normal. Depois de 30 min, o
fluido da preparacéo foi substituido por uma solugéo de Krebs livre de Ca?* (KCl 60 mM,
nominalmente livre de Ca2*). Além disso, ap6s 30 minutos de lavagens sucessivas, o tonus
basal era recuperado, permitindo obter resposta de concentracdo cumulativa curvas para
CaCl, (10 a 10® M) na auséncia ou presenga de FC (0,25 e 0,5 mg / ml). A concentracio
necessaria para produzir 50% de resposta maxima (EC,) foi determinada usando analise
estatistica de regresséo néo linear. Os logaritmos negativos dos valores EC_, (pD2) foram
usados para analise estatistica. Nos experimentos envolvendo K+ extracelular elevado,
a solucéo de Krebs contendo KCI 60 mM era preparada substituindo uma concentragédo
equimolar de NaCl com KCI.

2.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (SEM). Analise
de variancia unilateral (ANOVA) seguida do poés-teste de Newman-Keuls e teste t de
Student foram usados para comparagdes. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo
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e a analise foi realizada com o programa GraphPad Prism® 5.0.

31 RESULTADOS

Este trabalho demonstrou o vasorrelaxante das folhas de S. cumini e que pode
possivelmente agir por mecanismos envolvendo os estoques intracelulares de calcio.

Em anéis de artéria mesentérica desprovidos de endotélio, o EHSC (0,1 a 10 mg/ml)
inibiu a contragéo tonica sustentada induzida por NE 10 pM de uma maneira dependente
da concentragdo com relaxamento maximo de 97,20 + 2,90% (valores EC50 = 2,82 mg /
ml). Além disso, o EHSC também promoveu um importante efeito vasorrelaxante em anéis
de artérias contraidos com KCI (Figura 1), com relaxamento maximo de 100,0 + 0,0% (EC,
1,11 mg / ml). O efeito relaxante do EHSC foi reversivel uma vez que o tecido recuperou
sua atividade espontanea pelo menos dentro de uma hora apds lavagens repetidas.
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Figura 1: Curvas concentracao-resposta para HESc (0,1 - 10 mg / ml) em artéria mesentérica
desprovida de endotélio e contraida por NE (@) ou KCI (O). Os valores sdo expressos como
média + SEM (n = 5).

Uma caracteristica particular dos fitomedicamentos é seu complexo composicéo, ou
seja, o “fitocomplexo”, com diferentes efeitos especificos, no entanto, uma gama mais ampla
de efeitos e propriedades curativas sao garantidas apenas pelo fitocomplexo (MVEDEIROS
et al., 2008). A fim de caracterizar este efeito, o EHSC foi submetido a uma parti¢éo liquido-
liquido, conforme descrito em Metodologia.

Na Figura 2 foi observado que a FAE e FC (0,1 a 1 mg /ml) também exibiram
atividade vasorrelaxante em preparacoes desprovidas de endotélio pré-contraidas com NE
(10 pM), em uma maneira dependente da concentracdo, onde a FC a 1,0 mg/mL exibiu

relaxamento maximo de %, em comparag¢do a FAE cujo relaxamento maximo alcangado
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foi %. Em continuidade, a resposta vascular da FC e FAE também foram reversiveis apés

repetidas lavagens.
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Figura 2: Curvas concentragao-resposta em artéria mesentérica desprovida de endotélio e
contraida por NE para FC () e FAE (A) 40,1 - 10 mg/ml . Os valores sdo expressos como
média + SEM (n = 5).

Também foi observado que em uma concentracdo mais baixa a FC demonstrou um

potencial vasorrelaxante maior que o EHSC e FAE (Figura 3).
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Figure 3: Emax comparativo (percentual dos valores em termos de efeitos vasorrelaxantes)
do EHSC, FC e FAE a 1 mg/ml. Os valores s&@o expressos como média + SEM (n=5) . *** p
<0,00001 em comparagdo com EHSC como referéncia.
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Além disso, contragbes induzidas por CaCl, em anéis de artéria mesentérica
privada de endotélio foram reduzidos em uma maneira dependente de concentracéo apds
a incubagéo com 0,25 e 0,5 mg / ml de FC (Figura 4). Houve um deslocamento da curva
concentragéo- resposta para o CaCl, para a direita, com significante alteragdo do pD2
(Tabela 1). Esses efeitos foram revertidos ap6s a lavagem com solugdo de Krebs.

100+

+,d
80+

60+

Emax (%)

40-

20+

Controle-Ca FC 0,25 mgiml FC 0,5 mgimL

Figura 4: Emax comparativo para FC 0,25 mg/ml e FC 0,5 mg/ml em artérias mesentéricas
despolarizadas e privadas de endotélio. Os valores sdo expressos como média + SEM (n = 5).
*** p <0,0001; 'p <0,05; 2p<0,05.

Curva concentragao-resposta Emax (%) pD2(M)
Curva controle 100 -3,40+ 0,13
Ca®** + FC 0,25 mg/mL 79,.30 + 3,43** -3,25 £ 0,05*
Ca? +FC 0,5 mg/mL 56,02 + 8,7** 2 -2,40 + 0,90**.3

Tabela 2: Parametros das curvas concentracéo-resposta para os efeitos da fragcdo cloroférmica
(FC) das folhas de Syzygium cumini na contragéo induzida por Ca2* em artérias mesentéricas.

Os valores indicam a média + SEM do pD2 e o Emax obtido a partir de 5 experiéncias. *Significante vs
Controle; #Significante vs FC 0,25 mg/ml.

Estudos tém mostrado que uma série de produtos vegetais incluindo polifendis,
flavondides e varias plantas extrato exerce efeitos anti-hipertensivos que podem ser
decorrentes a acdo vasorrelaxante (CURIN; ANDRIANTSITOHAINA, 2005; WANG et
al., 2014; VAN RYMENANT et al., 2017). Estudos quimicos de folhas de S. cumini foram
realizados por Ruan et al. (2008) e mostrou que FC contém fendlicos acidos, os outros
compostos fenoélicos complexos. Os resultados da triagem fitoquimica mostraram que a FC
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€ rica nestes compostos, que podem ser responsaveis pela propriedade vasorelaxante da
planta.

41 CONCLUSAO

Os resultados demonstram que S. cumini L. (Skeels) possui potencial vasorelaxante,
provavelmente como resultado de blogueio dos canais de Ca2+, como demonstrado neste
estudo. Esses efeitos podem ser atribuidos a presenca de compostos fendlicos detectado
por triagem fitoquimica.

Dessa forma, este estudo contribui para atribuir as folhas de S. cumini potencial
vasodilatador para o tratamento da hipertensdo. Esses achados podem fornecer dados
cientificos para o desenvolvimento de uma possivel droga candidata para uso clinico
médico para tratar doencgas cardiovasculares em o futuro. No entanto, mais experimentos
S80 necessarios para elucidar claramente esta suposicao.
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