2019

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia
na Amazonia

Ano

Organizadores

Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti
Clarice Maia Carvalho
Renato André Zan
Romeu Paulo Martins Silva

)Cricto

ensu

by
™
<
Ao
©0
N
S
=0
H
<
o)
N
(=)
<
Q
2]
—

Editora




Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti
Clarice Maia Carvalho
Renato André Zan

Romeu Paulo Martins Silva

(Organizadores)

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazonia

Rio Branco, Acre

Ciéncia, Inovacédo e Tecnologia na Amazo6nia. Stricto Sensu Editora, 2019.




Stricto Sensu Editora

CNPJ: 32.249.055/001-26

Prefixo Editorial: 80261

Editora Geral: Profa. Msc. Naila Fernanda Sbsczk Pereira Meneguetti
Editor Cientifico: Prof. Dr. Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti
Bibliotecaria: Tabata Nunes Tavares Bonin — CRB 11/935

Revisdo: Os autores

Conselho Editorial

Prof.2 Msc. Ageane Mota da Silva (Instituto Federal de Educagéo Ciéncia e Tecnologia do Acre)
Prof. Dr. Amilton José Freire de Queiroz (Universidade Federal do Acre)

Prof. Dr. Francisco Carlos da Silva (Centro Universitario Sao Lucas)

Prof. Dr. Humberto Hissashi Takeda (Universidade Federal de Ronddnia)

Prof. Msc. Jader de Oliveira (Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho)

Prof. Dr. Leandro José Ramos (Universidade Federal do Acre)

Prof. Dr. Luis Eduardo Maggi (Universidade Federal do Acre)

Prof. Msc. Marco Aurélio de Jesus (Instituto Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia de Rondénia)
Prof.2 Dr.2 Mariluce Paes de Souza (Universidade Federal de Rondénia)

Prof. Dr. Paulo Sérgio Bernarde (Universidade Federal do Acre)

Prof. Dr. Romeu Paulo Martins Silva (Universidade Federal do Acre)

Prof. Dr. Renato Abreu Lima (Universidade Federal do Amazonas)

Prof. Msc. Renato André Zan (Instituto Federal de Educacéao Ciéncia e Tecnologia de Rondo6nia)

Prof. Dr. Rodrigo de Jesus Silva (Universidade Federal Rural da Amazénia)

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




Ficha Catalogréfica

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacdo (CIP)

C569

Ciéncia, inovacgdo e tecnologia na Amazénia / Dionatas Ulises de
Oliveira Meneguetti...[et al.]. — Rio Branco : Stricto Sensu,
2019.

266 p. : il
ISBN: 978-65-80261-03-1
DOI: 10.35170/ss.ed.9786580261031

1. Ciéncia. 2. Inovagao. 3. Tecnologia. |. Titulo. Il. Meneguetti,
Dionatas Ulises de Oliveira. lll. Carvalho, Clarice Maia. IV. Zan,
Renato André. V. Silva, Romeu Paulo Martins.

Bibliotecaria Responsavel: Tabata Nunes Tavares Bonin / CRB 11-935

O conteudo dos capitulos do presente livro, correcbes e confiabilidade sdo de
responsabilidade exclusiva dos autores.

E permitido o download deste livio e o compartilhamento do mesmo, desde que sejam
atribuidos créditos aos autores e a editora, ndo sendo permitido a alteragdo em nenhuma forma

ou utiliza-la para fins comerciais.

sseditora.com.br

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




APRESENTACAO

O livro “Ciéncia, Inovagao e Tecnologia na Amazénia” em seu primeiro volume
apresenta-nos 20 capitulos que abordam revisGes, pesquisas originais e propostas de
pesquisas desenvolvidas na regido Amazonica.

Em seus capitulos, o livro faz referéncias as pesquisas de tematicas como
avaliacdes de floristicas da regido; producéo e qualidade de alimentos e bebidas; estudos
genéticos; atividades microbioldgicas, entre outras.

As tematicas Ciéncia, Inovacao e Tecnologia sdo demonstradas no livro através da
caracterizacdo de metodos e/ou apresentacao de resultados de pesquisas para explicitacao
do contetudo abordado em cada capitulo, tendo como referencial os contetdos de Ciéncias
Exatas (Estatistica, Quimica e Engenharia), Biologicas (Microbiologia, Ecologia, Botanica)
Tecnologia e Biotecnologia. Os resultados apresentados, por vezes, servem de orientacéo
a producédo de novas pesquisas e trabalhos cientificos, perpassando pelas areas citadas
acima e finalizando com conteudo relacionado com os testes utilizados em cada capitulo.

Elaborar uma pesquisa ou trabalho académico é uma maneira de demonstrar o
grau de conhecimento e aproveitamento que se obteve durante a vida académica e, ao
mesmo tempo, ampliar seus conhecimentos através da pesquisa. Para que haja bom
éxito neste processo, deve-se seguir um planejamento, iniciado pela escolha de um tema
para a pesquisa, e, posterior elaboracdo do projeto, seguido do desenvolvimento da
pesquisa.

Por fim, esperamos que este livro agregue conhecimentos e sirva como base

inspiradora de novas pesquisas nas areas de inovacgéao e tecnologia.
Desejo a todos uma 6tima leitura

Renato André Zan
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CAPITULO 1

BIOATIVOS DE PLANTAS NO CONTROLE FITOSSANITARIO NA
AMAZONIA OCIDENTAL

Josimar Batista Ferreiral, Luan de Oliveira Nascimento?, Gleisson de Oliveira
Nascimento?, Diego Pereira de Souza* Antonia Fabiana Barros de Lima?, Sabrina

Silva de Oliveira®, José Francisco de Carvalho Gongcalves*

1. Universidade Federal do Acre (UFAC), Centro de Ciéncias Biologicas e da Natureza, Rio Branco, Acre,
Brasil;

2. Universidade Federal do Acre (UFAC), Programa de Pds-graduacao em Agronomia, Rio Branco, Acre,
Brasil;

3. Universidade Federal do Acre (UFAC), Centro Multidisciplinar (CMULT]I), Cruzeiro do Sul, Acre, Brasil;

4. Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), Laboratério de Fisiologia e Bioquimica Vegetal,
Manaus, Amazonas, Brasil,

5. Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Programa de Pés-graduagcdo em Biodiversidade e Biotecnologia da
Amazénia Legal (BIONORTE), Porto Velho, Rondbnia, Brasil.

RESUMO

Os oOleos vegetais sdo considerados alternativas ao uso de agroquimicos no controle de
doencgas de plantas. Assim, este trabalho foi elaborado com o objetivo de compilar
informacdes sobre pesquisas realizadas com 6leos extraidos de espécies vegetais para o
controle de fitopatdgenos na regido Amazoénica. Dentre a diversidade vegetal amaz6nica,
algumas espécies florestais sdo destaques tanto pela sua distribuicdo na regido, como
também pelos beneficios do éleo extraido. Esses produtos vegetais apresentam vasta
aplicabilidade e suas propriedades quimicas favorecem o controle de diversos patdgenos
gue acometem culturas agricolas. Trabalhos foram realizados para verificar o potencial dos
O0leos de Euterpe oleracea, Carapa guianensis, Mauritia flexuosa, Copaifera sp.,
Astrocaryum sp. e Oenocarpus bataua sobre o crescimento micelial de patégenos que
atacam cultivos de importancia econdémica: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Colletotrichum sp., Colletotrichum gloeosporioides, Mycosphaerella fijiensis e
Fusarium solani. Dentre os 6leos verificados nos trabalhos, os 6leos de andiroba, copaiba e
murumuru apresentaram maior eficiéncia e amplo espectro de acao fungitéxica. Portanto, a
utilizacdo dos 6leos provenientes de espécies vegetais pode ser alternativa no controle in vitro
de fungos fitopatogénicos. Contudo, pesquisas em campo devem ser elaboras para testar e
comprovar sua efetividade in situ, no intuito de ratificar a formulacdo de produtos de base
biolégica para o controle fangico.

Palavras-chave: Amazénia, biodiversidade e 6leo vegetal.
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ABSTRACT

Vegetable oils are considered alternatives to the use of agrochemicals in the control of plant
diseases. Thus, the work was elaborated with the objective of compiling information on
researches with oils extracted from plant species for the control of phytopathogens in the
Amazon region. Among the diversity of Amazonian plants, some forest species stand out
both for their distribution in the region and for the benefits of oil extracted from these species.
These plant products have wide applicability and their chemical properties favor the
antifungal activity to the diverse agricultural pathogens. Studies were carried out to verify
the potential of Euterpe oleracea, Carapa guianensis, Mauritia flexuosa, Copaifera sp.,
Astrocaryum sp. and Oenocarpus bataua on the inhibition of mycelial growth of pathogens
affecting economically important crops: Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Fusarium
oxysporum, Colletotrichum sp., Colletotrichum gloeosporioides, Mycosphaerella fijiensis
and Fusarium solani. Among the oils verified in the works, andiroba, copaiba and murumuru
oils presented higher efficiency and broad spectrum of fungitoxic action. Therefore, the use
of plant species oils is feasible in the in vitro control of phytopathogenic fungi. However, field
research should be designed to test and prove its effectiveness in situ, favoring the
formulation of biologically based products for fungal control.

Keywords: Amazon, biodiversity and vegetable oil.

1. INTRODUCAO

A biodiversidade da floresta Amazbnica, embora ainda ndo completamente
conhecida nas suas diferentes potencialidades, tem sofrido crescente pressédo antropica
devido a alteragéo da paisagem como consequéncia da mudanca do uso da terra. Estas
alteracOes passam pela remocéo da cobertura florestal que, por sua vez, sdo motivadas
por varias acdes legais e outras ilegais. As primeiras pautadas em atividades
desenvolvimentistas sempre com aval dos governos central e local (ex: construcdes de
hidroelétricas, rodovias, financiamento de desflorestamentos para pecuaria, mineracao,
etc) e as atividades ilegais incentivadas pelas invasodes e grilagem de terras, motivando a
gueima e o corte da floresta, o que promove o avanco do desmatamento em larga escala e
formacdo de areas altamente impactadas. A soma de tudo isso, certamente, contribui para
o declinio e a extingdo de espécies da fauna e da flora.

No entanto, diante do vasto acervo natural, formado por uma floresta de
caracteristicas exuberantes e Unica, a identificagcdo de recursos vegetais que possam ser
utilizados sustentavelmente para fins comerciais e biotecnologicos é uma laudavel
justificativa para a conservacdo dos recursos florestais. Seguindo a perspectiva da
sustentabilidade e da biotecnologia, 0 uso de produtos naturais para o controle de alguns

fitopatdégenos, algo muito importante para o desenvolvimento agricola, vem ganhando
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interesse devido ao amplo espectro de agao biolégica dos principios ativos oriundos destes
produtos, além de apresentarem baixo risco ao ambiente e a saude dos animais.

Os 0Oleos e extratos vegetais em substituicdo aos pesticidas apresentam-se como
alternativa promissora no controle de fitopatdgenos, por se tratar de substancias com baixo
poder residual, rapida degradacédo e menor custo, contribuindo para a conservacao do meio
ambiente. Além disso, a grande diversidade de plantas na regido Amazbnica tem
contribuido para a descoberta de numerosas moléculas biologicamente ativas, estimulando
interesse de pesquisas para utilizacdo desses compostos como métodos alternativos para
o controle fitossanitario.

Atualmente, a diversidade de produtos oriundos da floresta tem sido importante para
comunidades locais, pois sédo fontes de renda complementar e também utilizados para o
tratamento de enfermidades. No entanto, € necessario ir além e, estabelecer parcerias entre
comunidades extrativistas, cooperativa e instituicdes de ensino e pesquisas, empresas e
demais grupos interessados para que os 6leos e demais produtos extraidos das plantas
sejam caracterizados e testados quanto a composi¢do fisico-quimica e eventuais
aplicacoes, entre essas a atividade antifingica, e que posteriormente estes 6leos possam
ser recomendados para uso, de maneira segura e eficaz, em condicfes de campo durante
0 manejo de fitomoléstias.

Dessa forma, estudos com Oleos extraidos de espécies vegetais nativas da
Amazobnia para uso na area de fitossanidade sdo importantes, uma vez que contribui para
inovacao cientifica, com total lI6gica de Pesquisa e Desenvolvimento — P&D para inovacao

de produtos e conservacao da biodiversidade na regiéo.

2. REVISAO DE LITERATURA

Com o desenvolvimento da agricultura, os produtos sintéticos estdo sendo
demasiadamente utilizados no controle de fitopatdgenos que podem depreciar quantitativa
e qualitativamente os produtos agricolas primarios. Em contraste a este cenario, torna-se
essencial a utilizacdo de compostos biologicamente ativos advindos de principios
sintetizados pelas plantas. Neste aspecto, a flora da Amaz6nia assume papel relevante, e
isto se deve a diversidade vegetal e sua interacdo com o ambiente que representam
grandes possibilidades das espécies fontes multiplas expressarem rotas metabolicas

(seguindo a interacdo gendtipos versus ambiente, seja no metabolismo primario ou
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secundario) capazes de sintetizarem compostos organicos com indicativos importantes
para vérias aplicacdes industriais, como exemplo substéncias capazes de controlar
fitopatdogenos, o que amplia o espectro de utilizagdo dos recursos naturais, contribuindo

para a conservacédo da biodiversidade.

2.1 PONTENCIALIDADE DA FLORESTA AMAZONICA

O bioma Amazobnia detém uma vasta biodiversidade de animais e plantas, com
estimativa de 50.000 espécies de plantas superiores ja descritas, das quais sao destinadas
para o beneficiamento de madeiras, celulose, fibras, alimentos, extratos e 6leos vegetais
(TER STEEGE et al., 2016). Algumas espécies de arvores amazonicas sdo importantes do
ponto de vista das estratégias de conservacdo, uma vez que sdo consideradas fontes
multiplas de produtos (DEMBELE et al., 2015), podendo inclusive apresentar compostos
que podem ser utilizados para o controle de doencas em plantas (NASCIMENTO et al.,
2019). As espécies com esse potencial de uso, também podem ser encontradas em regifes
ao entorno da Amazbnia Legal, e também em paises vizinhos, incluindo Colémbia,
Venezuela, Equador, Peru e Bolivia (SANTOS; FERREIRA, 2012).

Os Oleos e extratos vegetais apresentam-se como valorosa oportunidade de
exploracdo na Amazobnia devido a grande variabilidade de espécies que ocorrem
associadas ao potencial socioecondmico para comunidade tradicional habitante nesta
regido (NEWTON; WATKINSON; PERES, 2011). Os produtos florestais ndo madeireiros
(PFNM) podem ser extraidos de diversas partes da planta, e sua composi¢cado quimica varia
entre as espécies e compartimentos de um mesmo vegetal (MIRANDA et al., 2016).

Os Oleos vegetais apresentam vasta aplicabilidade, indo desde a industria de
alimentos, energética, cosméticos, industria de farmacos e defensivos agricolas, e a
atividade bioldgica esta associada com suas propriedades quimicas. Devido as inUmeras
possibilidades de uso dos 6leos e extratos vegetais, a demanda por esses produtos nao
madeireiros (PFNM) tem sido crescente nos ultimos anos (FERREIRA et al., 2017).

No cenario da fitopatologia, 0 uso dos compostos vegetais, como alternativa aos
compostos quimicos para o controle de patégenos tem recebido destaque em pesquisas
gue visam o desenvolvimento de métodos sustentaveis de manejo na agricultura. Segundo
Rufino, Aradjo e Nogueira (2018), a diversidade de plantas existentes na Amazonia
favorece o uso de Oleos e extratos vegetais para a producao de fungicidas naturais, pois

cerca de 78% de 209 trabalhos publicados correspondente ao controle de doencas de
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plantas na regido Amazonica brasileira de 2012-2017, foram conduzidos com a utilizacao

de dleos e/ou extratos vegetais para o controle de fitopatégenos.

2.2 BIOATIVOS DE PLANTAS AMAZONICAS

De acordo com Almeida (2016), existem aproximadamente 339 espécies de plantas
produtoras de 6leos na Amazonia, porém, grande parte permanece desconhecida. Dentre
0 acervo vegetal da biodiversidade amazonica, as espécies Astrocaryum ulei, Carapa
guianensis, Copaifera sp., Euterpe oleracea, Mauritia flexuosa e Oenocarpus bataua se
destacam tanto pela sua distribuicdo na regido, como também pelo 6leo extraido que séao
utilizados para diversas finalidades.

O acaizeiro (Euterpe oleracea Mart.) € palmeira nativa da Amazbnia e tem se
destacado na fruticultura regional pelo potencial dos seus produtos, destinados tanto para
a producao de palmito, como de vinho a partir do seu fruto (NASCIMENTO et al., 2008). De
acordo com Batista et al. (2016), a polpa de acai contém alto teor de Oleo vegetal, com
destaque para o &cido oleico (65,81%), acido palmitico (30,91%) e linoleico (15,54%), seus
constituintes majoritarios da porc¢éao lipidica.

A andiroba (Carapa sp.), pertencente a familia botanica Meliaceae, é arvore
amplamente conhecida e utilizada como planta medicinal na regido amazonica. O 6leo de
andiroba é extraido da semente, sendo empregado pelas comunidades tradicionais na
fabricacéo de sabéo e no tratamento de doencas (PIRES; GRISOTTO; GRISOTTO, 2017).
A composicao deste Oleo € caracterizada, principalmente, pela presenca de acilgliceréis
com altos niveis de insaturacdo, e também terpenoides, esterdis e liminoides
(NASCIMENTO et al.,, 2019). Essas substancias tém amplo espectro de aplicacdes
(CABRAL et al., 2013), além do interesse na bioindustria devido as suas propriedades
antifingicas, antibacterianas, antimalaricas e antivirais (FUNASAKI et al., 2016).

A copaiba (Copaifera sp.) € uma espécie que pertence a familia Leguminosae, ocorre
em diversos ambientes, e apresenta ampla distribuicdo na América Latina e Africa
Ocidental. O 6leo de copaiba é extraido do tronco da arvore. E constituido de uma mistura
do 6leo com uma porgéo resinosa ndo volatil sendo quimicamente composto por acidos
diterpénicos e sesquiterpenos. Suas aplicagfes sdo inUmeras e dentre elas destaca-se a
acdo antimicrobiana, devido a presenca de varios constituintes quimicos volateis e
resinosos em sua composicéo (SALGUEIRO; TYIO, 2016).

Mauritia flexuosa L. f., pertencente a familia Arecaceae € uma espécie popularmente

conhecida como “buriti”. Esta espécie € encontrada em toda a América do Sul, onde no
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Brasil, apresenta ampla distribuicdo nos estados do Acre, Amazonas, Bahia, Ceara,
Maranhdo, Para, Piaui e Tocantins (CANUDO et al., 2010). O fruto do buriti apresenta uma
superficie revestida com escamas brilhantes, de polpa amarelada e uma noz dura e
espessa. E possivel extrair aproximadamente 22% de 6leo da polpa do fruto, sendo seus
principais constituintes o acido oleico (76,7%), palmitico (18,7%), estearico (1,5%), linoleico
(1,5%), linolénico (0,7%) e araquidico (0,5%) (LIMA et al., 2017). No geral, esses compostos
apresentam varias agdes bioldgicas, principalmente antimicrobiana (NONATO et al., 2018),
definida pela acéo isolada ou sinergética das moléculas (SILVA et al., 2018).

Astrocaryum sp., pertencente a familia Arecaceae é conhecida popularmente como
murumuru. Apresenta distribuicdo em todos os estados da Amazonia Legal (CRUZ et al.,
2017). Essa espécie recebe destaque por ser amplamente utilizada pelas populacdes
tradicionais devido as propriedades fibrosas de suas folhas, estirpe e seu palmito (PIRES;
GRISOTTO; GRISOTTO, 2017). O odleo extraido da semente € caracterizado
principalmente pela presenca de acidos graxos, destacando-se os acidos laurico (48,6%),
miristico (30,0%), palmitico (6,8%), oleico (6,7%), linoleico (3,0%), esteérico (2,5%), caprico
(1,1%), caprilico (1,0%) (LIMA et al., 2017).

O pataua (Oenocarpus bataua) pertence a familia Arecaceae, apresenta distribuicao
pela Amazonia e norte da Ameérica do Sul. O mesocarpo é comestivel e contém dleo de alta
qualidade (RODRIGUES; DARNET; SILVA, 2010). Os componentes majoritarios do 6leo
de pataua séo os acidos oleico (77,7%) e palmitico (13,2%), com aproximadamente 90%
do conteddo total dos componentes presentes. Outros componentes em quantidades
inferiores sé@o os acidos estearico (3,6%), linoleico (2,7%), palmitoleico (0,6%) e linolénico
(0,6%) (MONTUFAR et al., 2010).

2.3 CARACTERISTICAS DOS OLEOS VEGETAIS E MECANISMOS DE CONTROLE
FITOPATOGENICO

De acordo com Borges et al. (2018), os 6leos vegetais contém uma infinidade de
substancias bioativas, incluindo alcalbides, glicosideos cianogénicos, glicosinolatos,
lipidios, compostos fendlicos, terpenos, poliacetilenos e politienilos, que apresentam
protecdo contra insetos e organismos patogénicos. A atividade bioldgica e antioxidante de
produtos vegetais tem sido atribuida a presenca desses compostos, e sua cComposi¢cao
quimica contribui para o controle de microrganismos, pois formam complexos com
proteinas extracelulares e sollveis, causando ruptura de membranas microbianas e inibicdo
enzimatica (POHL; KOCK, THIBANE, 2011; NONATO et al., 2018; SOUSA et al., 2015).
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O grau de insaturacdo das moléculas presentes nos 6leos também é importante para
a magnitude da atividade fungicida (NASCIMENTO et al., 2019). Em estudo em que
investigou-se a acdo de acidos graxos sobre o crescimento micelial de Alternaria solani,
Colletotrichum lagenarium e Fusarium oxysporum foram observadas diferentes graus de
inibicBes, sugerindo-se maior eficiéncia de acidos graxos saturados quando comparados a
acidos graxos insaturados (LIU et al., 2008). Em geral, a eficiéncia antifungica dos acidos
graxos estd associada ao aumento do comprimento da cadeia de carbono (SADO-
KAMDEM; VANNINI; GUERZONI, 2009), pois os acidos graxos saturados sao mais
estaveis e lineares, com auséncia de dupla ligacédo e, portanto, apresentam peroxidacao
lenta, conservando suas propriedades por mais tempo (LIU et al., 2014).

Outra caracteristica relevante dos 6leos vegetais € que sdo substancias lipofilicas,
pois permite a interacdo entre o 6leo e os lipideos da membrana celular, interferindo na
permeabilidade, e causa alteragdes na estrutura fungica (COSTA et al., 2011). Por serem
lipofilicos, os 6leos vegetais podem penetrar nas membranas até o interior das células,
alterar a permeabilidade celular, causar o extravasamento dos constituintes celulares e a
guebra das bombas de prétons, ocasionando reducéo na producédo de ATP, o que resulta

na morte celular fangica (CALO et al., 2015).

2.4 APLICABILIDADE DE OLEOS VEGETAIS CONTRA FITOPATOGENOS

A utilizacdo de produtos vegetais € considerada uma alternativa promissora para o
controle de doencas causadas por fungos patogénicos. Trabalhos com o6leos vegetais
sugerem o seu amplo espectro no controle de bactérias (SILVA; MARTINS; ALVES, 2014),
virus (DERKSEN et al., 2016) e fungos fitopatogénicos (OLIVEIRA et al., 2018). A inibi¢cdo
do crescimento micelial de fungos pelos 6leos vegetais pode ser tanto por sua acéo direta,
inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto pela inducdo de
resisténcia do hospedeiro (BRUM et al., 2017).

Trabalhos com Oleos e extratos vegetais de plantas indicam o seu potencial no
controle de alguns fitopatégenos por sua acdo fungitoxica direta, inibindo o crescimento
micelial e/ou a germinacéo de esporos (Tabela 1).

De acordo com Abreu et al. (2014), a utilizagdo de Oleos vegetais tem se mostrado
promissora no controle de fitopatégenos. Os autores avaliaram o efeito dos 6leos de murmuru
(Astrocaryum ulei Mart.) e acai (Euterpe oleracea Mart.) nas concentracoes de 1, 5, 10, 15 e
30 pyL.mL?* de meio de cultura, e observaram reducéo no indice de crescimento micelial de

Fusarium solani em funcdo do aumento da dose dos 6leos utilizados.
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Tabela 1. Trabalhos desenvolvidos ha Amazodnia Ocidental com éleos de espécies
vegetais nativas no controle de fitopatégenos

Oleo /
Espécie Vegetal Fitopatégeno Modo de acéo Referéncia
Extrato vegetal
Acai Euterpe oleracea Fusarium solani Crescimento micelial Abreu et al., 2014

Aspergillus flavus

Crescimento micelial

Andiroba Carapa guianensis Aspergillus niger Germinagéo de Nascimento et al., 2019
conidios
Fusarium oxysporum
Colletotrichum sp Crescimento micelial Lima et al., 2019

Colletotrichum
Buriti Mauritia flexuosa Crescimento micelial Ferreira et al., 2012a
gloeosporioides

Copaiba Copaifera sp. Colletotrichum sp. Crescimento micelial Lima et al., 2019
Murumuru Astrocaryum sp. Mycosphaerella fijiensis Crescimento micelial  Nascimento et al., 2014
Pataua Oenocarpus bataua Fusarium solani Crescimento micelial Ferreira et al., 2012b

Nascimento et al. (2019) avaliando a atividade antifingica de andiroba (C. guianensis)
que ocorre na Amazonia, observaram que a concentracdo de 125 uL.mL™? foi eficiente para
inibir o crescimento micelial e a germinacdo de conidios de Aspergillus flavus, A. niger e
Fusarium oxysporum. Ja Lima et al. (2019), avaliando a acdo dos 6leos de andiroba, copaiba
e murumuru sobre o crescimento micelial de Colletotrichum sp., verificaram efeito fungitoxico
na concentracdo de 50 yL.mL, retardando o crescimento micelial do fitopatégeno com a
utilizacdo do 6leo de copaiba em percentuais superiores a 50%.

Quanto a utilizacdo do 6leo de buriti, Ferreira et al. (2012a) observaram efeito
fungitéxico com a concentragdo minima de 15 pyL.mL! sobre o crescimento micelial de
Colletotrichum gloeosporioides. Para o 6leo de murumuru, Nascimento et al. (2014)
verificaram efeito inibidor sobre o crescimento micelial de Mycosphaerella fijiensis em todas
as concentracbes do Oleo, porém o 6leo de Mauritia flexuosa ndo apresentou acdo
fungitdxica contra o fitopatégeno, sugerindo que os 6leos apresentam diferencas em funcéo
do tipo de Gleo, concentracéo utilizada e espécie de fungo em estudo. Ferreira et al. (2012b)

avaliando o efeito dos 0Oleos de buriti, murumuru e patua sobre o crescimento micelial de
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Fusarium solani, ndo constataram efetiva acdo fungitoxica, porém na concentracdo de 50
uL.mL? apenas o 6leo de pataua (Oenocarpus bataua) retardou em 10% o crescimento
micelial do fungo em relacdo a testemunha.

Apo6s Analise dos Componentes Principais (PCA) considerando os 0leos vegetais de
acai, andiroba, buriti, copaiba, murumuru e pataua, o percentual de seus constituintes quimicos
majoritarios encontrados na literatura e respectivos graus de inibi¢cdo fungica para as espécies
descritas na tabela 1, verificou-se a formagdo de grupos com maior atividade antifingica para
0s Oleos de murumuru, andiroba (C. guianensis) e copaiba (Figura 1). O nivel de explicacédo
das coordenadas principais para variacéo do conjunto de dados utilizados foi de 64%. Para
este grupo se destacam o0s constituintes quimicos: acidos estearico, miristico, laurico,
caprico, caprilico, mitico, tetradecanoico, estereato de metila, palmitato de metila e oleato
de metila. Por outro lado, os 6leos vegetais de acai, buriti e pataua apresentaram menor
efeito fungitéxico, com destaque para esses 0leos 0s percentuais de acido linolénico,
araquidico, linoleico e palmitico.

A andlise conjunta dos dados fortalece a hip6tese de que 6leos obtidos de plantas
apresentam efeito fungitdxico, e sua composi¢ao quimica e o percentual dos componentes &
um fator relevante para explicar seus efeitos bioldgicos. Assim, a utilizacdo de produtos
vegetais de espécies que apresentam amplo espectro de utilizacdo como E. oleracea, C.
guianensis, M. flexuosa, Copaifera sp., Astrocaryum sp. e O. bataua, bem como a
caracterizacdo e determinacéo da atividade biolégica das moléculas que compdem o 6leo
poderdo contribuir para maiores esclarecimentos sobre possiveis formas de utilizacdo como

método de controle alternativo de doengas de plantas.
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Figura 1. Analise dos Componentes Principais (PCA) considerando os 0leos de acai,

andiroba, buriti, copaiba e murumuru e seus constituintes quimicos.

A: Acai (Euterpe oleracea); B: Buriti (Mauritia flexuosa); Cg: Andiroba (Carapa guianensis); Cp: Copaiba
(Copaifera sp.); M: Murumuru (Astrocaryum sp.); AA: Acido araquidénico; ACPCO: Acido caprico; ACPL:
Acido caprilico; AE: Acido estearico; AL: Acido laurico; ALCO: Acido linoleico; ALENCO: Acido linolénico; AM:
Acido miristico; AO: Acido oleico; AP: Acido palmitico; APEICO: Acido palmitoleico; Atv: Atividade antifingica;
EM: Estearato de metila; OM: Oleato de metila; PM: Palmitato de metila; TTCO: Acido tetradecanoico.
Poligono verde: oleos das espécies vegetais com maior eficiéncia no controle do crescimento flngico.
Poligono azul: 6leos das espécies vegetais com menor eficiéncia no controle do crescimento fangico.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A diversidade vegetal amazbnica apresenta espécies capazes de sintetizarem
compostos com diversas utilidades para industrias farmacéutica, agricola e de base
biotecnologica. Provavelmente, a sintese natural de substéncias inéditas se deva a interagéo
genotipos versus ambiente, fato que implica estimulos ao metabolismo primario e ou
secundério que resultam na producdo de moléculas com caracteristicas quimicas, fisicas e

biologicas diferenciadas. Considerando esta riqueza em potencial, sugere-se que esses
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recursos genéticos devam ser investigados a luz das modernas plataformas tecnolégicas para
serem aproveitadas em beneficio da sociedade. Pesquisas elaboradas na Amazénia Ocidental
com Oleos de algumas espécies vegetais como E. oleracea, C. guianensis, M. flexuosa,
Copaifera sp., Astrocaryum sp., O. bataua comprovaram a eficiéncia no controle in vitro de
fungos fitopatogénicos de interesse agricola como F. solani, A. flavus, A. niger, F. oxysporum,
Colletotrichum sp., C. gloeosporioides, M. fijiensis e F. solani. Estes resultados demonstram
que os primeiros passos em direcdo a produtos de base natural para o controle fitossanitério
tém sido perseguidos. No entanto, pesquisas em campo devem ser elaboras para testar e
ratificar a efetividade desses 6leos in situ, contribuindo para descoberta de produtos de base

biolégica no controle de fungos fitopatogénicos.
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CAPITULO 2

FATORES PRO-CICATRIZANTES E O USO DE PLANTAS MEDICINAIS
PARA O TRATAMENTO DE FERIDAS: UMA REVISAO
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Prolo Junior* e Dionatas Ulises de Oliveira Meneguettit

1. Programa de Pés-Graduacgdo em Ciéncia, Inovagéo e Tecnologia para a Amazénia, Universidade Federal
do Acre, Rio Branco, Acre, Brasil.

RESUMO

Desde a antiguidade, o homem utiliza plantas e extratos vegetais com o propésito de
estancar hemorragia, proteger contra infec¢ao e para a cicatrizacédo de feridas. Atualmente,
h& o predominio de substancias sintéticas para a cobertura de lesbes, porém, observa-se
interesse crescente por alternativas naturais que alcancem o mesmo propdsito. Assim, o
presente estudo teve como objetivo realizar uma revisao de literatura dos principais fatores
pré-cicatrizantes de feridas tratadas com plantas medicinais. Realizou-se uma revisao de
literatura nas bases Scientific Electronic Library Online (SCIELO), Biblioteca Virtual em
Saude (BVS) e National Institute of Health (PUBMED), utilizando os descritores “Medicinal
plants” AND “Wound healing”. Foram selecionados um total de 39 artigos, os quais foram
organizados em um quadro de resumo descritivo, apresentando informacdes pertinentes
dos trabalhos. Observou-se que o principal fator pré-cicatrizante presente no tratamento
com plantas medicinais € a atividade anti-inflamatéria, a qual esta diretamente relacionada
com acao antibacteriana e antioxidante.

Palavras-chave: Extratos vegetais, cicatrizacdo e anti-inflamatério.

ABSTRACT

Since ancient times man has used plants and vegetal extracts for the purpose of stopping
bleeding, protecting against infection and wound healing. Currently, there is the
predominance of synthetic substances to cover lesions, however, there is increasing interest
in natural alternatives that achieve the same purpose. Thus, the present study aimed to
perform a literature review of the main pro-healing factors of wounds treated with medicinal
plants. A review of the literature was conducted in the Scientific Electronic Library Online
(SCIELO), Virtual Health Library (VHL) and National Institute of Health (PUBMED)
databases, using the descriptors "Medicinal plants” AND "Wound healing”. A total of 39
articles were selected, which were organized in a descriptive summary table, presenting
pertinent information of the works. It was observed that the main pro-healing factor present
in the treatment with medicinal plants is the anti-inflammatory activity, which is directly
related to antibacterial and antioxidant action.

Key words: Plant extracts, healing e anti-inflammatory.
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1. INTRODUCAO

As feridas sdo uma interrupcédo da continuidade dos tecidos da pele e podem ser
causadas por estimulos fisicos, quimicos ou biolégicos que desencadeiam de imediato uma
série de respostas fisiologicas (CAPELLA et al., 2016). O processo de cicatrizacdo de
lesGes cutaneas consiste em uma cascata de eventos celulares e moleculares que
interagem em eventos bioquimicos e fisioldégicos para que ocorra a reparacao tecidual
(VITORINO-FILHO et al.,, 2007). Trata-se de um processo que envolve fases
interdependentes que se sobrepdem de forma continua e temporal, as quais podem ser
definidas como: inflamatéria, proliferativa e de remodelagem (SARMENTO et al., 2014).

As lesbes de pele séo recorrentes causadoras de incapacidade, dor e alteracfes
psicossociais. Logo, refor¢a-se a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas e
coberturas para favorecer e acelerar o processo de cicatrizagdo (LIEDKE; JOHANN;
DANSKI, 2014).

Desde a antiguidade, observa-se grande preocupacdo do homem em manter a sua
integridade fisica, através do tratamento de feridas e utilizacdo de plantas e extratos
vegetais, com o proposito de estancar a hemorragia, proteger contra infeccao e favorecer
0 processo de cicatrizacao (PIRIZ et al., 2015).

O uso popular de plantas medicinais € recorrente no Brasil, sendo aplicado com
diversas finalidades clinicas por se tratarem de elementos naturais, de baixo custo e de facil
acesso a populacdo (CAPELLA et al., 2016). Embora haja o predominio de substancias
sintéticas para o tratamento de feridas, observa-se crescente interesse por alternativas
naturalistas que promovam a cicatriza¢éo das lesdes e incentivo na busca de recursos mais
simples, eficientes, de facil aplicabilidade e oriundos de matérias-primas encontradas em
regides menos desenvolvidas (VITORINO-FILHO et al., 2007; SARMENTO et al., 2014).

Assim, o presente estudo teve como objetivo realizar uma reviséo de literatura dos

principais fatores pro-cicatrizantes de feridas tratadas com plantas medicinais.

2. MATERIAL E METODOS

Este estudo trata-se de uma revisdo da literatura, baseada em Galvao e Pereira

(2014), seguindo os seguintes passos:
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a) Elaboracéo da pergunta de pesquisa: Quais 0s principais fatores pro-cicatrizantes
envolvidos no processo fisiolégico de cicatrizacdo de feridas tratadas com plantas
medicinais?

b) Busca na literatura: Foram pesquisados artigos cientificos nas bases: Scientific
Electronic Library Online (SCIELO), Biblioteca Virtual em Saude (BVS) e National Institute
of Health (PUBMED), utilizando os descritores previamente consultados no DECs
(Descritores em Ciéncias da Saude): “Medicinal plants” AND “Wound healing”. Foram
incluidos no estudo, artigos redigidos nos idiomas inglés, portugués e espanhol e que
atendessem aos seguintes filtros: texto completo disponivel, assunto principal (cicatrizacéo;
extratos vegetais; plantas medicinais) e ano de publicacdo (2010 a junho de 2018). A
guantidade de artigos encontrados na busca nas bases SCIELO, BVS e PUBMED, foram
respectivamente 73, 220 e 147, totalizando, 440 artigos.

c) Selecao dos artigos: Essa selecéo foi realizada por trés pesquisadores, sendo que
0s artigos rejeitados por dois ou trés destes, foram excluidos da revisédo. Os critérios para
exclusao foram artigos duplicados (encontrados em mais de uma base de busca), fora do
objetivo da pesquisa, baixa qualidade metodolégica e quando apresentaram resultados
negativos para potencial cicatrizante.

d) Extracdo dos dados: Apds a avaliacdo dos artigos foram selecionados um total de
39 trabalhos, conforme descrito no quadro 1, os quais foram utilizados nos resultados do
presente estudo. Além dos artigos selecionados, também foram utilizados outros trabalhos

para elaboracéo da introducéo e enriguecimento da discusséo deste artigo.

Quadro 1. Quantidade de artigos selecionados na busca da literatura

Artigos SCIELO BVS PUBMED Total
Total encontrado 73 220 147 440
Selecionados 4 22 13 39

e) Sintese dos dados: Os dados foram organizados em quadros e descritos no texto

de acordo com o seu potencial cicatrizante.
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f) Redacéo e discussédo dos resultados: A descricdo e discussao dos dados, estao

no tépico 3 e 4 do presente trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir, no quadro 2, apresenta-se 0 resumo descritivo dos estudos que atenderam
aos critérios e que foram selecionados pelos pesquisadores. Estes artigos foram
desenvolvidos em varios paises nos ultimos 8 anos e apresentaram como objetivo geral
avaliar a atividade cicatrizante de plantas medicinais, utilizadas popularmente, por meio de
estudos experimentais e clinicos.

Constatou-se que as espécies da familia Asteraceae, com 12 citacbes dentre os
artigos cientificos encontrados, foram nesta pesquisa as plantas medicinais com a maior
quantidade de estudos publicados com potencial terapéutico anti-inflamatério. As espécies
da familia Fabaceae aparece em seguida com 5 diferentes plantas estudadas devido sua
capacidade anti-inflamatéria e antibacteriana. Tal aplicabilidade pode ser explicada pela
presenca de metabdlitos secundarios como os terpenos e flavondides que atuam
reforcando a acgéo cicatrizante de feridas (MAVER et al., 2015).

Analisando os dados encontrados na presente revisdo, percebe-se que a maioria
dos estudos realizados nesta linha de pesquisa sédo de carater experimental, por meio de
animais, geralmente ratos wistar através da inducdo de lesdes cutaneas na regido dorsal,
havendo poucos relatos de ensaios clinicos randomizados. Em relacdo aos fatores proé-
cicatrizantes, nota-se que o mais frequente é a atividade anti-inflamatoria, a qual esta
diretamente relacionada com acdo antibacteriana e antioxidante.

O processo de cicatrizacdo de feridas é composto por trés fases: inflamacéo,
proliferacdo e remodelacdo, as quais irdo proporcionar caracteristicas especificas para as
lesGes. A aplicabilidade de agentes que visam contribuir com o0 processo de reparagao
tecidual necessita ser direcionado especificamente para uma destas fases, favorecendo o

processo fisioldgico desenvolvido pelo organismo (AKKOL et al., 2012).
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Quadro 2. Plantas medicinais utilizadas para a cicatrizacao de feridas.

Familia Espécie Forma Tipo de estudo Possiveis fatores pro- Referéncias
farmacéutica cicatrizantes
Pfaffia glomerata Extrato hidroalcéolico. In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria.
modelo experimental de feridas
Amaranthaceae cutaneas. SILVA et al., 2010

Asphodelaceae

Bulbine frutescens

Gel fresco das folhas
maduras.

In vivo, em porcos domésticos
com feridas de controle
espelhado.

Atividade anti-inflamatéria e
sintese de colageno.

PATHER; VILJOENB;
KRAMER, 2011

Bulbine natalensis

Gel fresco das folhas
maduras.

In vivo, em porcos domésticos
com feridas de controle
espelhado.

Atividade anti-inflamatéria e
sintese de colageno.

PATHER; VILJOENB;
KRAMER, 2011

Pinus caribaea var.
caribaea

Pasta de clorofila-

caroteno.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

N&o elucidado.

DORVIGNY et al., 2011

partes aéreas (folhas
e galhos).

lesBes cirGrgicas na pele de
camundongos.

fibroblastos e 6xido nitrico.

Pinus pinea L. Pomada do dleo In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria.
essencial. modelo experimental de feridas
cutaneas. SUNTAR et al., 2012
Pinaceae Pinus halepensis Pomada do ¢6leo | In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria.
Mill. essencial. modelo experimental de feridas
cutaneas. SUNTAR et al., 2012
Punicaceae Punica granatum Pomada do extrato | In vivo, utilizando ratos para o | N&o elucidado. PIRBALOUTI; AZIZI
etanolico da flor. modelo experimental de
queimaduras cutaneas. KOOHPAYEH, 2012.
Amygdalus Pomada do extrato | In vivo, utilizando ratos para o | Na&o elucidado. PIRBALOUTI; AZIZI
communis etandlico da folha. modelo experimental de
queimaduras cutaneas. KOOHPAYEH, 2012.
Oriente medio
Rubus imperialis Extrato bruto In vivo e in vitro, o efeito | Atividade anti-inflamatéria e
Rosaceae metandlico obtido de cicatrizante foi avaliado em aumento na producdo de

TONIN et al., 2016

Campanulaceae

campanuloides

metandlico da raiz e
erva.

modelo experimental de feridas
cutaneas.

antioxidante.

Ranunculus Extrato  metandlico, In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria.
pedatus aquoso, n-hexanico, modelo experimental de feridas
Ranunculaceae éter diatilico e acetato | cuténeas. AKKOL et al., 2012
de etila.
Ranunculus Extrato  metandlico, | In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria.
constantinapolitanu aquoso, n-hexanico, modelo experimental de feridas
s éter diatilico e acetato cutaneas. AKKOL et al., 2012
Ranunculaceae de etila.
Michauxia Pomada do extrato In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria e

GUVENG et al., 2012

Michauxia laevigata

asia

Pomada do extrato
metandlico da raiz e
erva.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
antioxidante.

GUVENG et al., 2012

Michauxia
tchihatchewii

Pomada do extrato
metandlico da raiz e
erva.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
antioxidante.

GUVENG et al., 2012

Michauxia
thyrsoidea

Pomada do extrato
metandlico da raiz e
erva.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
antioxidante.

GUVENG et al., 2012

Michauxia nuda

Pomada do extrato
metandlico da raiz e
erva.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
antioxidante.

GUVENG et al., 2012

Fabaceae e
Scrophulariaceae

Astragali Radix e
Rehmanniae Radix

Extrato aquoso das
ervas combinadas.

In vivo, utilizando ratos diabéticos
para o modelo experimental de
Glceras cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
proliferacéo de fibroblastos.

LAU et al., 2012

Cenostigma
macrophyllum Tul.

Emulsdo 6leo em

agua.

In vivo, utilizando ratos diabéticos
para o modelo experimental de
feridas cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
aumento na producdo de
fibroblastos e 6xido nitrico.

COELHO et al., 2013
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Familia

Espécie

Forma
farmacéutica

Tipo de estudo

Possiveis fatores pro-
cicatrizantes

Referéncias

Fabaceae

Albizzia lebbeck

Extrato etandlico da
raiz.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade antibacteriana e
antioxidante.

JOSHI et al., 2013

Caesalpinia
mimosoides Lam.

Extrato aquoso e
etandlico do broto e
folhas.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade antibacteriana, anti-
inflamatéria e antioxidante.

BHAT et al., 2016

Stryphnodendronad
stringens

Gel a 1% do extrato
bruto da casca.

In vivo, utilizando ratos diabéticos
para o modelo experimental de
Ulceras cutaneas.

Aumento da produgdo das
fibras de colageno.

PINTO et al., 2015

Parkia biglobosa

Extrato aquoso e
etandlico da casca do
tronco.

In vitro, utilizando ensaios de
cicatrizacéo de feridas.

Atividade  antioxidante e
antibacteriana.

ADETUTU; MORGANA

CORCORANA, 2011

Scrophulariaceae

Scrophularia
deserti

Pomada do extrato
etandlico do caule.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de
queimaduras cutaneas.

N&o elucidado.

PIRBALOUTI; AZIZI

KOOHPAYEH, 2012.

Bacopa monnieri

Extrato metandlico e o
seu constituinte
isolado, Bacoside-A.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
aumento da reticulacdo de
fibras de colageno .

PIRBALOUTI; AZIZI

KOOHPAYEH, 2012.

modelo experimental de feridas
cutaneas.

inflamatéria e antioxidante.

Equisetaceae Equisetum Extrato etandlico e | Invivo, utilizando ratos diabéticos | Atividade anti-inflamatéria.
poma_da das partes | para o modelo experimental de
pyramidale superiores. Ulceras cutaneas. CORREA et al., 2013
Amaranthaceae Pupalia lappacea Extrato metandlico da In vivo, utilizando ratos para o | Atividade antibacteriana.
folha. modelo experimental de feridas
cutaneas contaminadas. UDEGBUNAM et al.,
2014
Mallotus Extrato dos pelos In vivo, utilizando ratos para o | Atividade antioxidante a
philippinensis glandulares do fruto. modelo experimental de feridas | aumento da sintese de
Muell. Arg cutaneas. colageno. GANGWAR et al., 2015
Sebastiania hispida Pomada do extrato In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria,
(Mart.) Pax metandlico das folhas. | modelo experimental de feridas | aumento da sintese de
cutaneas. colageno e angiogénese. RIZZl etal., 2017
Euphorbiaceae Acalypha Extrato aquoso e | In vitro utilizando as nove | Atividade antioxidante e
wilkesiana etanolico das folhas plantas mais comuns, citadas | antibacteriana
pelos curandeiros tradicionais da ADETUTU; MORGANA
regido, que foram identificadas e
testadas em ensaios de CORCORANA, 2011
cicatrizagao de feridas.
Cucurbitaceae Cucurbita pepo L. Oleo da semente. In vivo, utilizando ratos para o | Atividade antibacteriana, anti-

BARDAA et al., 2016

Blechnaceae

Blechnum orientale
Linn.

Hidrogel com base de
tanino.

In vivo, utilizando ratos diabéticos
para 0 modelo experimental de
Ulceras cutaneas.

Atividade antibacteriana e
antioxidante.

LAl et al., 2016

Boraginaceae

Arnebia euchroma

Pomada do extrato de
ervas e raizes.

Ensaio clinico randomizado com
tratamento de pacientes com
queimadura de segundo grau.

Atividade antibacteriana e anti-
inflamatéria.

NASIRI et al., 2016

ammannioides

etandlico das partes
aéreas fracionado em
n-hexano, clorofémio,
acetato de etilo e n-
butanol.

modelo experimental de feridas
cutaneas.

inflamatéria e antioxidante.

Apiaceae Centella asiatica Spray do extrato de | In vivo, utilizando ratos para o | N&o elucidado.

partes inteiras da modelo experimental de feridas

planta. cutaneas. SAWATDEE et al., 2016
Elatinaceae Bergia Pomadas do extrato In vivo, utilizando ratos para o | Atividade antibacteriana, anti-

EZZAT; CHOUCRY

KANDIL, 2016

Anacardiaceae

Pistacia lentiscus

Oleo do fruto.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de
queimaduras de segundo grau
induzido por laser.

Atividade antibacteriana, anti-
inflamatéria e antioxidante.

KHEDIR et al., 2017

Malvaceae

Malva sylvestris

Pomado do extrato
etandlico da flor.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de
queimaduras cutaneas.

Néo elucidado.

PIRBALOUTI; AZIZI

KOOHPAYEH, 2012.
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inophyllum Linn

Calophyllolide isolado.

modelo experimental de feridas
cirdrgicas.

Familia Espécie Forma Tipo de estudo Possiveis fatores pro- Referéncias
farmacéutica cicatrizantes
Hibiscus Extrato metandlico da | In vivo, utilizando ratos para o | Atividade antibacteriana, anti-
micranthus folha. modelo experimental de feridas | inflamatéria e antioxidante.
cutaneas. BEGASHAW et al., 2017
Malvaceae Sida acuta Extrato aquoso e | In vitro utilizando as nove | Atividade antioxidante e
etandlico das folhas. plantas mais comuns, citadas | antibacteriana.
pelos curandeiros tradicionais da ADETUTU; MORGANA
regido, que foram identificadas e
testadas em ensaios de CORCORANA, 2011
cicatrizagéo de feridas.
Calophyllaceae Calophyllum Aplicacdo tépica de | In vivo, utilizando ratos para o | Atividade anti-inflamatéria.

NGUYEN et al., 2017

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas

Atividade anti-inflamatéria e
aumento na producdo de

Asteraceae

pichinchensis

feridas cutaneas

Loranthaceae Struthanthus Pomada. cutaneas. fibroblastos e 6xido nitrico. GRAMMA et al., 2016
vulgaris
In vitro, plantas popularmente | Atividade anti-inflamatéria,
utilizadas para a cicatrizagdo de | aumento na produgdo de
Meliaceae Cinamomo Extrato aquoso e | feridas no Estado do Rio Grande | fibroblastos e queratinécitos. ALERICO et al., 2015
etandlico. do Sul.
Nyctaginaceae Mirabili s jalapa In vitro, plantas popularmente Atividade anti-inflamatéria,
utilizadas para a cicatrizagao de aumento na producdo de
L. Extrato aquoso e | feridas no Estado do Rio Grande | fibroblastos e queratinécitos. ALERICO et al., 2015
etandlico. do Sul.
In vitro, plantas popularmente Atividade anti-inflamatéria,
utilizadas para a cicatrizagdo de | aumento na producdo de
Macela Extrato aquoso e | feridas no Estado do Rio Grande | fibroblastos e queratinécitos. ALERICO et al., 2015
etandlico. do Sul.
Camomila In vitro, plantas popularmente Atividade anti-inflamatéria,
utilizadas para a cicatrizagdo de | aumento na producdo de
Extrato aquoso e | feridas no Estado do Rio Grande | fibroblastos e queratinécitos. ALERICO et al., 2015
etandlico. do Sul.
Extrato aquoso, fragédo In vitro (efeito na proliferagdo | Atividade anti-inflamatéria e
acetato de etila e | celular) e Invivo, utilizando ratos | proliferativa.
Ageratina frac&o aquosa. para o modelo experimental de CERECERO et al., 2011

Ageratum
conyzoides

Extrato aquoso e
etandlico das folhas.

In vitro. Utilizando as nove
plantas mais comuns, citadas
pelos curandeiros tradicionais da
regido, que foram identificadas e
testadas em ensaios de
cicatrizagao de feridas.

Atividade  antioxidante e
antibacteriana.

ADETUTU; MORGANA

CORCORANA, 2011

Tridax procumbens Extrato aquoso e In vitro utilizando as nove | Atividade antioxidante e
etandlico das folhas. plantas mais comuns, citadas antibacteriana.
pelos curandeiros tradicionais da ADETUTU; MORGANA
regido, que foram identificadas e
tgstat_ias~ em  ensaios de CORCORANA, 2011
cicatrizacéo de feridas.
Vernonia Extrato aquoso e In vitro utilizando as nove | Atividade antioxidante e
amygdalina etandlico das folhas. plantas mais comuns, citadas | antibacteriana.

pelos curandeiros tradicionais da
regido, que foram identificadas e
testadas em ensaios de
cicatrizacéo de feridas.

ADETUTU; MORGANA

CORCORANA, 2011

Achillea kellalensis

Extrato aquoso da flor.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
proliferativa.

PIRBALOUTI;
KOOHPAYEH; KARIMI,
2010.

Centaurea
sadleriana

Extrato  metandlico,
aquoso e n-hexanico.

In vivo, utilizando ratos para o
modelo experimental de feridas
cutaneas.

Atividade anti-inflamatéria e
proliferativa.

CSUPOR et al., 2010

Sonchus oleraceus

Extrato hidroalcéolico.

In vivo, utilizando ratos para o

Atividade antibacteriana, anti-

PRICHOA; ROMAN

L modelo experimental de feridas | inflamatéria e antioxidante.
cutaneas. MANFREDINI, 2011.
Siegesbeckia Extrato metandlico In vitro para avaliagdo do | Ativagdo de fibroblastos, efeito WANG et al., 2011
das partes aéreas. crescimento dos fibroblastos e In | adstringente, antioxidante e
pubescens vivo, utilizando ratos para o | antimicrobiano.

modelo experimental de feridas
cutaneas.
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inclusdo de etanol,
etanol-agua e extrato
agquoso

feridas cutaneas.

fibroblastos e periodo de
epitelizagéo reduzido.

Familia Espécie Forma Tipo de estudo Possiveis fatores pro- Referéncias
farmacéutica cicatrizantes
Convolvulaceae Argyreia speciosa Pomada simples, In vivo, utilizando camundongos | Atividade anti-inflamatéria,
desenvolvida por | para o modelo experimental de | aumento na producdo de

YADAV et al., 2014

Betulaceae

Bétula

Extrato de triterpeno
da casca exterior de
bétula

In vivo,b em modelos de
cicatrizagdo de feridas em
porcos.

Atividade
estimulo da migragdo de
queratindcitos, supostamente

anti-inflamatdria,

EBELING et al., 2014

aumentando a formacdo de
actin filopodia, lamellipodia e
fibras de stress.

Lythraceae Punica Atividade anti-inflamatéria e

proliferativa

Extrato etandlico da In vivo, utilizando ratos para o
flor modelo experimental de feridas
cutaneas.

PIRBALOUTI;
KOOHPAYEH;
Granatum
KARIMI, 2010.

A primeira descricdo do processo cicatricial de forma sequencial e organizada
ocorreu em 1910 pelo bidlogo francés Alexis Carrel que discriminou este fendmeno em
quatro periodos (CARREL, 1910). Posteriormente, Clark com o intuito de oferecer uma
elucidacdo mais didatica deste processo o dividiu em trés fases, que sdo utilizadas
atualmente: fase inflamatéria, fase de proliferacdo ou de granulacdo e fase de maturacao
ou remodelagem (CLARK, 1985).

A fase inflamatoria € a resposta imediata a uma lesdo com periodo de duracéo entre
01 a 04 dias, onde ocorre a liberagdo de substancias vasoconstritoras, ativagao do sistema
de coagulacdo sanguinea formada por colageno, plaquetas e trombina e consequente
resposta inflamatdria que desencadeara a vasodilatacdo e a liberagcdo de mediadores
guimicos. Nesta fase, podera verificar-se a presenca dos sinais cardinais: dor, edema,
rubor, calor e possivel perda de funcdo (LAUREANO; RODRIGUES, 2011).

A fase de proliferacdo tem duracao de 5 a 20 dias e é caracterizada pela formacéo
de novos vasos sanguineos, sintese do colageno pelos fibroblastos e a acdo de citocinas
sintetizadas pelos queratindcitos que atuardo estimulando a cicatrizacédo da leséo (TAZIMA,;
VICENTE; MORIYA, 2008).

A fase de remodelagem é a ultima deste processo e pode durar meses, onde ocorre
uma deposicao organizada de colageno com intuito de melhorar a resisténcia tecidual e o
aspecto cicatricial. Neste periodo verifica-se um equilibrio entre a producéo e a degradacéo
do colageno (CAMPOS; BORGES-BRANCO; GROTH., 2007).

A inflamacdo é essencial para a defesa local e sistémica contra patdgenos e a
reparacao tecidual apos a lesdo. Esta reconstituicdo da pele é determinada inicialmente por

uma resposta inflamatdria através de um intenso infiltrado de neutréfilos polimorfonucleares
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e macrofagos. Essas células sédo estimuladas por prostaglandinas e produzem mediadores
inflamatdrios e prostaglicanos que iréo estimular a remodelacdo da matriz extracelular
(AKKOL et al., 2012). No entanto, exagerado mecanismo inflamatério podem comprometer
0 processo de regeneracao tecidual, especialmente onde ha deiscéncia de tecido mole ou
exposicao a membrana celular (CHAUSHU et al., 2015)

Um processo inflamatorio controlado proporciona uma rapida cicatrizacao de feridas,
através dos eventos de reepitelizacdo, proliferacdo de queratindcitos e fibroblastos,
deposicdo de matriz extracelular e angiogénese (CHAUSHU et al., 2015). Assim, a
atividade anti-inflamatoria € essencial para o favorecimento da reepitelizacdo da lesdo, em
vista que o prolongamento da fase inflamatoria proporciona o retardamento da cura (AKKOL
et al., 2012).

Os extratos metandlicos de Ranunculus Pedatus e Ranunculus constantinapolitanus
apresentaram uma resposta cicatrizante positiva nas feridas de ratos, assim como eficazes
no ensaio de atividade anti-inflamatdéria. Estes fatos podem ser atribuidos aos flavondides
e terpendides presentes nas partes aéreas da planta, fornecendo evidéncia cientifica para
as caracteristicas etnomedicinais turcas das referidas espécie (AKKOL et al., 2012).

Os pacientes com diabetes mellitus (DM) apresentam reducdo na permeabilidade
vascular e fluxo sanguineo, alterando a reparacdo tecidual e formacdo de fibras de
colageno. A aplicacdo topica da emulséo 6leo-em-agua de Cenostigma macrophyllum Tul.
em uma ferida cirdrgica em ratos com DM induzido apresentaram reducédo no nimero de
células inflamatérias e aumento da fibroplasia, demonstrando os efeitos positivos do extrato
na cicatrizacdo de feridas em ratos diabéticos (COELHO et al., 2013).

As feridas infectadas séo caracterizadas pela presenca de agente infeccioso local e
com evidéncias de intensa resposta inflamatdria e destruicdo dos tecidos. O tratamento
destas lesdes possui o objetivo de proporcionar condicbes ideais para que ocorra 0
processo fisioldgico de cicatrizagdo, em vista que a multiplicacéo bacteriana prolonga a fase
inflamatéria e proporciona uma cura tardia da lesdo. Assim, a aplicacdo tépica de
antimicrobianos pode proporcionar uma reepitelizacdo mais rapida e diminuir a resposta
inflamatadria inicial (BHAT et al., 2016).

A aplicacdo topica do extrato de Caesalpinia mimosoides proporcionou uma
completa reepitelizacdo da camada epidérmica em um curto espaco de tempo. Este fato
pode estar associado com a capacidade antioxidante e propriedades antimicrobianas,
reduzindo a fase inflamatoria de cicatrizacdo, através do sequestro de radicais livres. As

espécies reativas de oxigénio produzidas no local da ferida atuam como mecanismo de
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defesa contra patdégenos, entretanto, quando excessiva leva ao estresse oxidativo
causando uma cicatrizacao tardia da leséo (BHAT et al., 2016).

O extrato da folha de Hibiscus micranthus demonstrou atividade antibacteriana
significativa para a maioria dos organismos testados, sendo mais eficiente para
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae. Esta protecdo da ferida contra
patégenos proporciona a formagédo de um leito mais proximo ao estado natural e favorece
a contracdo da ferida e epitelizacdo em ratos através da migracdo de células epiteliais e
acdo dos miofibroblastos, os quais podem ser atribuidos também a propriedades
antioxidantes (BAGASHAW, 2017).

4. CONCLUSAO

Com base no exposto, percebe-se que o0 processo de cicatrizacdo de feridas € um
evento fisioldgico complexo e que necessita de uma intervencao especifica voltada para as
fases de reconstituicdo tecidual. Os estudos a respeito da utilizagdo de plantas medicinais
como cobertura de lesdo relatam que um dos fatores pro-cicatrizantes mais recorrentes €
a atividade anti-inflamatoria, a qual frequentemente estd associada com a atuacao

antimicrobiana e antioxidativa.
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RESUMO

Doencas cardiovasculares estdo entre as mais importantes causas de morte no mundo,
sendo a hipertensao arterial um forte fator de risco para suas ocorréncias. Este trabalho
objetivou investigar o efeito cardiovascular do extrato aquoso de Curcuma longa (EACL)
em ratos normotensos. Investigou-se seus efeitos sobre PA e FC e sobre aorta de ratos
com ou sem endotélio funcional. Os anéis da artéria eram montados num sistema de banho
de orgdos e no platé da contracao induzida pela Fenilefrina, era feita incubacédo de
concentracdes crescentes do EACL antes e apds a incubacao de atropina ou L-name ou
indometacina. Testou-se EACL sobre contracdes por elevacéo de K* extracelular. EACL (1,
5, 10, 20 mg/kg, e.v.), induziu respectivamente, hipotenséo (34 + 3; 55+ 3; 54 £ 2; 68 + 4
%) e bradicardia (72 + 3; 73 £ 4; 91 £ 5; 82 £ 2 %) significativas (p<0,01), bem como
significativo vasorrelaxamento. O efeito vasorrelaxante em anéis com endotélio (CEso =
4,32+0,05 pg/mL) foi significativo (p<0,01). Apdés inibicdo da producédo do ON, a CEso foi
para 126,50+2,35 pg/ml, apds inibicdo da prostaciclinas, para 124,6+0,05 ug/ml e apés o
blogueio muscarinico para 437,10+0,2 pg/mL. A abertura de canais K* (relaxamento de
56,98%) e bloqueio a VOCC’s (relaxamento de 31,56%), foram significativamente
evidentes. A via muscarinica parece ser a principal envolvida nesse efeito, seguida pela via
da producédo de ON e das Prostaciclinas. A abertura de canais de K* pelo EACL parece ter
maior expressao do que seu bloqueio a VOCC'’s.

Palavras-chave: Acafrdo, hipertenséo arterial e plantas medicinais.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases are among the most important causesof death in the world, and
arterial hypertension is a strong riskfactor for its occurrences. This study aimed to investigate
the cardiovascular effect of the aqueous extract of Curcuma longa (AECL) in normotensive
rats. It was investigated its effects on BP and HR and on the aorta of rats with or without
functional endothelium. The artery rings were mounted in an organ bath system and on the
plateau of the contraction induced by phenylephrine, incubation of increasing concentrations
of the AECL was made before and after the incubation of atropine or L-NAME or
indometacina. AECL was tested on contractions by elevating K + extracelular. AECL (1, 5,
10, 20 mg/kg, e.v.), respectively induced, hypotension (34 + 3; 55 + 3; 54 £ 2; 68 £ 4 %) and
bradycardia (72 + 3; 73 £ 4; 91 = 5; 82 + 2 %) significant (P < 0.01), as well significant
vasorelaxation. The vasorrelaxing effect in rings with endothelium (EC50 = 4.32+ 0.05
pg/mL) was significant (p < 0.01). After inhibition of NO production, ECso was for 126.50 +
2.35 mg/ml, after inhibition of prostacyclines, to 124.6 + 0.05 mg/ml and after muscarinic
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blockade to 437.10 + 0.2 mg/ml. The opening of K + channels (relaxation of 56.98%) And
blockade of Vocc's (relaxation of 31.56%) were significantly evident. The muscarinic
pathway appears to be the main involved in this effect, followed by the production of NO and
Prostacyclines. The opening of K + channels by the AECL appears to have greater
expression than its blockage to VOCC's.

Keywords: Saffron, arterial hypertension and medicinal plants.

1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares estdo entre as maiores causas de morte entre as
doengas cronicas nao transmissiveis no mundo. Seu aumento significativo aponta para a
necessidade de intervencdes eficazes e de baixo custo (GUIMARAES et al., 2015; RIQUE,
2002). Segundo a American Heart Association, durante a uUltima década pesquisada, de
2001 a 2011, a taxa de morte por hipertensdo arterial (HA) aumentou 13,2% em mais de
190 paises pesquisados (POWERS et al., 2015). Ja no Brasil, as doencas cardiovasculares
estdo nas estatisticas de saude como a primeira causa de morte h& pelo menos quatro
décadas (SOUZA, 2017).

A HA é observada como importante fator de risco cardiovascular e sua alta
prevaléncia torna fundamental o conhecimento de sua ocorréncia, assim como a correlagéo
com outros possiveis fatores desencadeantes de distirbios cardiovasculares, ja que €
apontada como um problema de saude publica global, causando 9,4 milh6es de mortes a
cada ano em todo o mundo (MOURA, 2015).

A utilizacdo de medicamentos para combate a HA é a principal forma terapéutica
utilizada, mesmo sabendo que um dos maiores problemas no que concerne ao tratamento
da HA s&o os efeitos colaterais que provocam os medicamentos (GUSMAO et al., 2009).
Ha também outros recursos terapéuticos que sao utilizados de forma alternativa, sendo o
uso de plantas medicinais, um dos que se expande em diversas sociedades (BRUM et al.,
2017).

O conhecimento sobre plantas medicinais representa, muitas vezes, o Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002), pois apesar da
grande revolugdo na medicina existem ainda obstaculos na utilizacdo dos recursos mais
elaborados e modernos pelas populacdes carentes, que vao desde 0 acesso aos centros
de atendimento hospitalares a obtengdo de medicamentos (PEREIRA, 2013).

S&o inumeros os exemplos de medicamentos que foram desenvolvidos, direta ou

indiretamente, de fontes naturais, especialmente de plantas, como a morfina (Papaver
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somniferum), a digoxina (Digitalis sp.) (BOLDI, 2004). No Brasil apenas 5% dos
medicamentos sdo de origem vegetal, mesmo com a grande diversidade de plantas
medicinais conhecidas nesse pais (RODRIGUES, 2011). O alho (Allium sativum) possui
efeito vasorrelaxante por liberacdo de oxido nitrico (NO) (ALEXANDRE et al., 2008), a
Laranja (Citrus sp), por bloqueio aos receptores B-adrenérgicos (LONGO et al., 2011),
Chuchu (Sechium edule), tem comprovado efeito anti-hipertensivo (LOMBARDO et al.,
2014).

A espécie Curcuma longa Linnaeus da familia Zingiberaceae, popularmente
conhecida como Gengibre Amarelo ou Acafrdo, € de origem Malaio-Indigena, mas € muito
cultivada nos paises tropicais como planta medicinal ou condimentar (FILHO et al., 2009).
A parte mais utilizada € seu rizoma seco, muito usado na culinaria propiciando aroma e
sabor (GONZALVEZ; VISTEL, 2015).

C. longa apresenta como principal componente os curcumindides (derivados
fendlicos), peptideos solluveis em agua, proteinas e residuos de metionina (FILHO et al.,
2009). Esta planta é largamente utilizada na medicina popular no tratamento de diversas
doencas (FILHO et al., 2009). H& estudos que comprovam suas propriedades
antiparasitaria, antiespasmaodica, antiinflamatéria e também o potencial anticancerigeno da
curcumina, além das atividades como antibacteriana, onde o 6leo da C. longa a inibiu o
crescimento de Staphylococcus aureus e Bacillus typhosus; atividade anti-HIV, em que a
curcumina € um inibidor da proteina integrase na replicacdo do HIV-1 (FILHO, 2009).

Em relacéo ao sistema cardiovascular, C. longa também apresenta efeito hipotensor
e bradicardico significativo, se apresentando como potente vasodilatador nas artérias
mesentéricas dos ratos (ADAMAYORE, 2009). Com base nisso, o objetivo deste trabalho
foi investigar o efeito hipotensor e vasorrelaxante do extrato aquoso de Curcuma longa

(EACL) que ocorre no Acre, em ratos normotensos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL
2.1.1 Drogas e Solucgdes

Para realizacdo dos experimentos foram utilizadas as seguintes drogas: tiopental
sbdico, sal sodico de heparina, fenilefrina (FEN), sulfato de atropina, cloridrato de
acetilcolina (ACh), NG-nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME), Nitroprussiato de sédio (NPS),

indometacina (Indo). As solucdes estoques de indometacina foram dissolvidas juntamente
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com bicarbonato de sodio (NaHCO3) a 5 N em &agua destilada. As demais solucdes
estoques foram dissolvidas em agua destilada. Para os experimentos in vitro o meio de
perfusdo usado foi a solucdo de Krebs Henseleit (KH), contendo em mM: NaCl 118,4; KCI
4,75; KH2PO4 1,18; NaHCO3 25; MgS04 1,18; CaCl2 1.9 e glicose 5. A solucdo nutritiva
teve pH ajustado entre 7,3 e 7,4 através de HCI 1M ou NaOH 1M e quando nas cubas,

contendo as montagens, era aerada com carbogénio, a temperatura de 37°C.

2.1.2 Animais

Foram utilizados ratos Wistar albinos (Rattus novergicus) machos (figura 1),
originarios do biotério do Nucleo de Biologia Experimental (Nubex) da Universidade de
Fortaleza, mantidos no Laboratério de Pesquisa em Fisiofarmacologia/ Bionorte/ UFAC,
produzidos e criados de acordo com as normas e padrdes exigidos para uso de animais em

pesquisa.

Sy e N

£V s

Figura 1. Rato Wistar.
Fonte: LAFFAR

Os experimentos foram realizados conforme o “Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, publicado pelo“US National Institute of Health” (NIH publicagbes 85-
23, revisado em 1996) e analisados e aprovados pela Comissdo de Etica para Uso de
Animais da Universidade Federal do Acre sob nimero 23107.018498/2016-40.

2.1.3 Coleta e Identificacdo Botéanica
As folhas da espécie Curcuma longa Linnaeus foram coletadas de plantas de até
100 cm de altura, no periodo chuvoso em uma propriedade particular (10° 04’ 26, 0078”S e

67° 17’ 07, 1110’"W), no municipio de Placido de Castro, no estado do Acre. A espécie
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possui registro no laboratorio de Botanica da Universidade Federal do Acre, com namero
20002.

2.1.4 Obtencao do extrato

As folhas com aparéncia saudavel foram selecionadas, lavadas com agua corrente
e colocadas em estufa a temperatura de 40 ° C por 48 horas, onde ocorreu a secagem
uniforme. As folhas secas foram trituradas em moinho tipo faca na Unidade de tecnologia
de Alimentos (UTAL) da UFAC. Para a obtencéo do extrato, foram seguidas metodologias
diversas descritas nas seguintes referéncias: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1959;
FOSTER, 1949; DOMINGUES, 1973. Utilizou-se para a extracao 4 litros de agua destilada
e 370 g de folhas secas trituradas colocadas em baldo de fundo redondo com capacidade
de 5 litros, sendo aquecido durante 10 minutos a temperatura de 100 °C, seguido de
filtrac&o. O filtrado foi liofilizado e diluido em solucédo salina para os experimentos in vivo e

em agua para os experimentos in vitro.

2.1.5 Experimentos “in vivo”
2.1.5.1 Preparacao dos animais

Os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal de pentobarbital (50mg/kg,
I.p.) Em seguida, dois cateteres heparinizados (125 Ul/ml em salina isotdnica), foram
implantados na artéria femural (para registro da PA e da FC), e na veia femural (para
administracdo de drogas), como descrito previamente (LAHLOU et al., 1990). Todos os
experimentos de registro cardiovascular foram realizados 48 horas apds o procedimento

cirargico.

2.1.5.2 Sistema de registro

No momento do experimento, foi acoplado o cateter arterial a um transdutor de
pressao fisioldgica, conectado a um poligrafo digital ligado a um amplificador de sinal. A
frequéncia cardiaca (FC) assim como a PAM foram obtidas através do Software Labchart

7.0 (AdInstruments) com o sinal obtido do transdutor (figura 2).
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Figura 2. Esquema representativo do protocolo para aquisicdo de dados e registros
da variacdo da Pressdo Arterial Média (PAM), Pressao Arterial Sistélica (PAS)
Pressao Arterial Diastélica (PAD) e Frequéncia Cardiaca (FC) em funcéo do efeito
de doses crescentes do EACL (5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.) em ratos ndo-anestesiado.

2.1.5.3 Avaliagao das variagdes da PAM e da FC induzidas pela administragédo do EACL
em ratos ndo anestesiados

Foram separados um grupo de 6 animais e realizada avaliacdo das variacfes da PA
e FC induzidas pelo EACL. Para este protocolo foram utilizados os animais cateterizados
do dia anterior sem efeito de anestésico.

Antes da aplicacdo de qualquer droga, os animais foram mantidos em aclimatacéo
durante 30 minutos para minimizacdo do estresse, estabilizacdo dos parametros
cardiovasculares e para refletir maior fidelidade das variacbes dos parametros em teste
frente a administracdo das drogas. Apds esse periodo era injetado 10 g/kg de NPS para
verificacdo do funcionamento dos cateteres e estabilizados durante 15 minutos para inicio
dos experimentos.

Os animais receberam a primeira dose fixa do EACL por via endovenosa. Depois de
cada dose, a seguinte era aplicada somente de 3 a 5 minutos apds retomados 0s niveis
basais de PA e FC. As variagbes na PAM e FC foram registradas, obtendo-se uma curva

dose- resposta (figura 3).
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Figura 3. Esquema representativo do protocolo experimental in vivo da
administracdo endovenosa (e.v) de doses crescentes do EACL em ratos nao-
anestesiados.

2.2 EXPERIMENTOS IN VITRO
2.2.1 Eutanésia

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, caracterizado pelo
rompimento da medula espinhal por pressao aplicada posteriormente a base do cranio,

produzindo imediata perda da consciéncia, perda total da sensibilidade e morte instantanea.

2.2.2 Preparo dos anéis de artéria aorta toracica isolada de ratos

O segmento da artéria aorta era dessecado e isolado através de uma incisao ventral
e abertura da caixa toracica por excisdo do esterno e de parte das costelas para
visualizacdo e retirada dos érgaos intratoracicos para o acesso a aorta toracica que era
imediatamente transferida para uma placa de Petri contendo solu¢do nutritiva KH, para
remocao do tecido adiposo e do tecido conectivo.

Apos a limpeza, os segmentos de aorta eram seccionados em anéis (4 a 5 mm de
comprimento) (n=6), em seguida, presos entre 2 hastes inoxidaveis, sendo uma delas,
através de um fio de algodéo, fixada a extremidade e a haste superior, através de outro
segmento de fio de algodao, fixada a um transdutor de forca isométrica (figura 4) acoplado
na parte superior do sistema de cubas do banho para 6rgaos isolados. As cubas onde 0s
anéis permaneciam submersos continham o meio de perfusdo solugdo KH (pH = 7,4), a 37

°C, aerada continuamente com solucéo carbogénica (95% O2 e 5% CO2).
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Figura 4. Representacdo esquematica da obtencdo de anéis vasculares obtidos a partir do
isolamento do segmento de artéria aorta toracica de rato e da sua montagem nas cubas do
banho de 6rgdos do sistema de aquisicdo de dados.

As preparacdes de aorta eram contraidas com uma tensdo passiva de 1 g registrada
através do transdutor de forca isométrica. Os sinais elétricos captados pelo transdutor foram
decodificados e digitalizados pelos hardwares Pan Lab (Adinstruments). Os registros dos
protocolos de contracdo da musculatura lisa foram obtidos através do software Protowin

organ baths (Adinstruments) para posterior analise.

2.2.3 Avaliagdo da atividade do EACL em anéis de aorta com e sem endotélio
contraidos com Fenilefrina

Imediatamente apds o periodo de estabilizacdo das preparacdes por 1 hora, era feita
a verificacdo da presenca (E*) ou auséncia (E°) de endotélio funcional nos anéis por meio
da adicdo de ACh sobre o platd da fase tbnica sustentada da contracdo induzida por de
FEN ficou estabelecido como E* agueles anéis cujos percentuais de relaxamento induzidos
pela ACh fossem iguais ou superiores a 70 % e E-, os com relaxamento da ACh menores
gue 5%. Os tecidos dos anéis preparados nas cubas eram novamente contraidos com FEN
e, decorridos cinco a sete minutos de sustentacdo da fase tdnica da contragéo,
concentragdes crescentes do EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/ml) eram adicionadas
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nas preparacoes nas cubas contendo anéis E* ou anéis E". A porcentagem de relaxamento
foi determinada através da comparacdo dos valores da contracdo da FEN antes e ap0s
adicdo cumulativa do extrato e também pelos valores calculados das CEso.

2.2.4 Avaliacao do efeito de EACL ap0s inibicdo das enzimas da via da producédo do
oxido nitrico (NO) e da via de producao das Prostaciclinas (PGE2 e PGI2) bem como
do bogueio muscarinico endotelial

Em preparacdes contendo anéis E* era feita a administracdo cumulativa do EACL
sobre o platd da contracdo induzida pela FEN, antes e depois do L-NAME (100 puM)
incubado durante 30 minutos, para avaliagdo do envolvimento do 6xido nitrico (NO) no
efeito do EACL. Para avaliar o envolvimento das prostaciclinas, do mesmo modo, a
indometacina (10 uM), ao invés do L-NAME, era incubada também por 30 minutos. Para
verificar a também possivel participacdo dos receptores muscarinicos, seguindo 0 mesmo
protocolo experimental, era previamente feita a incubagéo de atropina (1 pM) por 15

minutos ao invés dos dois inibidores de enzimas.

2.2.5 Avaliacédo da atividade do EACL em anéis de aorta contraidos com KCL

Para avaliar o envolvimento de canais ibnicos foram realizados experimentos
utilizando-se anéis E". Nessas abordagens, ap0s estabilizacdo das preparacdes e outros
procedimentos preliminares obrigatorios, ao invés da contracdo por FEN, eram produzidas
contracdes induzidas por elevagcédo da concentracdo de K+ no banho — meio extracelular
([K*]e), operagéo realizada com solugdo KCI 20 mM ou KCI 80 mM, em montagens
individuais distintas e, no platé delas feita a administracdo cumulativa de concentracdes

crescentes do EACL.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Para os experimentos in vivo, 0s resultados foram expressos como média + erro
padrdo da média (EPM, n = 6 por grupo). A significancia (P< 0,05) dos resultados foi
determinada pelo uso de testes T de Student (pareado ou ndo pareado). Os dados foram
analisados através do programa GraphPad Prism 6.0. Para os in vitro todos os pontos
plotados nos graficos estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM) de um
n=6 para cada concentragdo de um mesmo grupo da mesma natureza. Os valores de CEso

das curvas concentracdo-resposta individuais foram calculados pelos valores médios para
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cada concentracéao utilizada, dentro de um mesmo tipo de abordagem, a partir de regressao
ndo-linear, e entdo, feitas as comparacoes estatisticas.

As diferencas estatisticas entre as médias dos resultados foram determinadas pelo
teste t de Student pareado e, para comparacdes multiplas usou-se a analise de variancia
(ANOVA). As analises e representacdes foram feitas no programa GraphPad Prism 6.0

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA), sendo significativo quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os valores basais de PAM e FC nos animais controle antes da administracdo do
EACL foram de 106 + 7 mmHg e 425 + 10 bpm, respectivamente. A administragéo de EACL
(5, 10, 20 e 40 mg/Kg, e.v.) induziu uma resposta, dose-dependente, caracterizada
inicialmente por uma hipotenséo (34 + 3; 55 £ 3; 54 + 2; 68 + 4 %, n=6) e bradicardia (72 +
3;73+4;91+5;82+2 %, n=6) (figuras 5 e 6).
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Figura 5. Registro original mostrando o efeito de doses crescentes do EACL (5, 10, 20
e 40 mg/kg, i.v.) sobre a PAM e FC em rato ndo-anestesiado.
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Figura 6. Efeito hipotensor e bradicardico induzido pela administracdo aguda de doses
crescentes de EACL (5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v.) em ratos ndo-anestesiados. Os valores
estdo expressos como média = e.p.m. de 6 experimentos. p<0,0001 vs controle. (A)
percentual de queda de pressao. (B) percentual de queda de batimentos cardiacos.

Em animais ndo-anestesiados, a administracdo aguda de EACL foi caracterizada por
hipotensdo e bradicardia intensa. Uma das hipéteses para explicar este efeito é a
diminuicAo da resisténcia vascular periférica, por ativacdo direta de receptores
muscarinicos do tipo M2, presentes no cora¢gdo, uma vez que esses ativados reduzem a
frequéncia e forca da contracao cardiaca (VENTURA et al., 2010).

A estimulacdo de receptores muscarinicos localizados nas células endoteliais
vasculares, produz hipotensdo como consequéncia de uma intensa vasodilatacao
(BRUNNING et al., 1994) pelo um aumento na [Ca2+ ]i, promovendo a formacéo e liberacéo
de fatores relaxantes derivados do endotélio (FRDE) (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980),
principalmente oxido nitrico (NO) (MONCADA et al., 1991). Varios estudos usando
antagonistas muscarinicos seletivos demonstram que o subtipo de receptor muscarinico

envolvido nestas respostas € o M3 (MICHEL; STEFANICH; WHITING, 1989); CAULFIELD,
1993; SAWAYER et al., 2000).
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Outra hipotese para 0 mecanismo deste efeito seria 0 bloqueio dos receptores
adrenérgicos cardiacos, mais especificamente do tipo 31, que € capaz de causar redugao
da frequéncia cardiaca e da contratilidade, com a consequente redu¢do do débito cardiaco
(BORTOLOTTO, 2010). Para compreender melhor e confirmar a natureza do efeito
hipotensor observado nos experimentos in vivo foi realizado o estudo para investigar
possiveis efeitos relaxantes sobre anéis de artéria aorta toracica isolada de ratos.

Em anéis (E*) EACL aboliu as contra¢des induzidas com FEN. A administracédo de
concentragdes crescentes do EACL induziu significativo (p<0,01) efeito relaxante (CE50 =
4,32+0,05 ug/mL). O vasorrelaxamento ocorreu de modo dependente da concentracdo. A
resposta de EACL foi significativamente (p<0,01) modificada pela remo¢édo do endotélio
vascular (EC50 = 134,20+1,80 ug/mL), indicando que o efeito do EACL é muito dependente

de fatores derivados do endotélio vascular (Figura 7).
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Figura 7. Curva concentracao-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL)
sobre contragdes induzidas por FEN (0,1 uM) em anéis de aorta isolada de ratos na
presenca e na auséncia de endotélio funcional. **(p<0,01) versus E*

Observou-se que o efeito do EACL € significativamente dependente de fatores
derivados do endotélio vascular devido ao seu maior relaxamento em anéis E*. O endotélio
vascular, pela camada de células que o reveste internamente, produz substancias
mediadoras de varias naturezas, que regula o tébnus da musculatura lisa vascular
(CEBALLOS; GUTIERREZ, MEANEY, 2015). H4 um controle natural da liberacio desses
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mediadores, no limite das funcdes fisiologicas a liberacdo dos fatores relaxantes se
antecipa a dos contracturantes (PINTO; AREAS; REYES, 2003), sendo o NO o primeiro a
ser liberado, seguido pelas prostaciclinas e por outros agentes relaxantes derivados do
endotélio (BATLOUNI, 2001).

Apos inibicdo da enzima NO sintase pelo L-NAME, o efeito vasorrelaxante de EACL
em anéis aorticos intactos foi significativamente (p<0,01) inibido, evento comprovado pela
elevacao da CEso antes 4,32+0,05 pg/ml para 126,50+2,35 pg/ml, apés (figura 8), indicando

claro envolvimento da via da producéao do NO no efeito do EACL.
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Figura 8. Curva concentracao-resposta para EACL (1, 3, 10, 30,100, 300 e 1000 pg/mL)
em anéis de aorta toracica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN
(0,1uM), antes (controle E*) e ap6s a inibicdo da NO sintase. **(p<0,01) versus E+.

Mesmo com o envolvimento do NO no efeito de EACL, por tratar-se de um extrato,
portanto um composto de muitas substancias, € possivel sugerir, que outras vias relaxantes
derivadas do endotélio possam também estar envolvidas na atividade vasorrelaxante do
EACL.

A partir do acido araquidénico, que é liberado dos fosfolipidios da membrana das
células endoteliais por fosfolipases ativadas (A2 e C), e através da acao das enzimas ciclo-
oxigenases (COX-1 e COX-2) as prostaglandinas séo sintetizadas (BATLOUNI, 2010). Uma

vez liberadas, principalmente a PGI2 e PGE2, se difundem para as células musculares lisas
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promovendo vasorrelaxamento por meio de receptores IP e EP4, aumento do AMPc e
reduzindo Ca2+ intracelular (ANDRE, 2000).

O bloqueio da sintese das prostaglandinas vasorrelaxantes se da através da
inativacdo das enzimas que degradam o acido araquidénico (COX-1 e COX2) (BATLOUNI,
2010). A indometacina € um inibidor ndo seletivo a producdo dessas prostaglandinas (5-
RODWELL et al., 2015).

Apds o bloqueio da sintese de prostaglandinas através da Indometacina, a resposta
vasorrelaxante induzida por EACL foi significativamente (p<0,01) inibida apds incubacéo da
indometacina, fato revelado na elevacdo da CEso de 4,32+0,05 pg/ml para 124,6+0,05
pug/ml), sugerindo que o efeito de EACL também é relacionado a via da producdo das

prostaciclinas (Figura 9).
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Figura 9. Curva concentracao-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL)
em anéis de aorta torécica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN
(0,1uM), antes (controle E+) e apds a inibicdo da cicloxigenase (COX-1). **(p<0,01).

Diante desses resultados foi possivel sugerir também o envolvimento das
prostaglandinas. Ainda no endotélio vascular estédo presentes 0s receptores muscarinicos
que existem em muitos tipos de células e participam da sinalizag&o celular logo que ativados
pelo ligante acetilcolina (OLIVEIRA, 2017). Para verificacdo do envolvimento da via

muscarinica no efeito relaxante do EACL, foi realizado o antagonismo dos receptores
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muscarinicos por meio da incubacdo de atropina, um antagonista dos receptores
muscarinicos que age por competitividade nesses receptores, impedindo que a ACh se
ligue e exerga sua atividade.

Nessa abordagem, a resposta vasorrelaxante induzida pelo EACL foi a mais
significativamente atenuada, como mostra a proeminente (p<0,01) elevacdo da CE50 de
4,32+0,05 pg/mL para 437,10+0,2 pg/mL (figura 10). Esses dados sugerem que 0S
receptores muscarinicos parecem ser os mais significativamente implicados (p<0,01) no

efeito vasorrelaxante induzido pelo EACL em aorta toracica isolada de ratos.

0 iov:sootsssiaissviminiatasmmozssoiossissorssvintotarassreseintotusersiinioiaisiotatonmiolv esatoo ors T v TaL S Fox
E 254
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Figura 10. Curva concentragao-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL)
em anéis de aorta toracica isolada de rato com endotélio intacto e pré-contraidos com FEN
(0,1uM), antes (controle E*) e apds a incubacéo com atropina (1uM). **(p<0,01) versus E+.

Em anéis desprovidos de endotélio, ainda que com expressdo bem menor, EACL
continuou apresentando atividade vasorrelaxante significativa (p<0,01). A reposta
vasorrelaxante induzida por EACL em anéis de aorta toracica isolada de ratos pré-
contraidos com KCL20 mM foi significativamente (p<0,01) menor que o relaxamento
induzido por EACL sobre a contracdo dada pela FEN em anéis (E-) (figura 5). O percentual
de vasorrelaxamento sobre a contracdo do KCL20 mM foi 56,98% e de 31,56% sobre a
contracdo do KCL80 mM.

Nesse sentido, parece que o efeito de EACL tem maior significancia na abertura de

canais de K+ do que do que no blogueio a canais de calcio operados por voltagem
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(VOCCS'’s) (Figura 11). Foi possivel sugerir que canais ibnicos parecem também envolvidos
na significativa atividade vasorrelaxante do EACL, sendo maior sua expressao na abertura

de canais de K+ do que no bloqueio a VOCC’s.
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Figura 11. Curva concentragao-resposta para EACL (1, 3, 10, 30, 100, 300 e 1000 pg/mL)
em anéis sem endotélio de aorta toracica isolada de rato pré-contraidos com FEN, KCI 20
e 80. **(p<0,01) versus FEN. #(p<0, 01) versus KCI 20.

4. CONCLUSAO

O presente estudo, fazendo uso de abordagens in vivo demonstrou que EACL
diminui significativamente a presséo arterial com concomitante diminuicdo da frequéncia
cardiaca em ratos ndo anestesiados. As constatacdes das abordagens in vitro, revelam que
a queda da presséo arterial foi, provavelmente, por induzir significativo vasorrelaxamento,
mais expressivo na presenca de endotélio funcional. A via muscarinica parece ser a
principal envolvida no efeito vasorrelaxante. A via da producao de NO a das Prostaciclinas
parecem também bastante envolvidos no efeito apresentado pelo EACL. A abertura de
canais de K* pelo EACL parece ter maior expressdo do que seu bloqueio a VOCC’s. Ha
necessidade de estudos mais aprofundados tanto sobre a fitoquimica do EACL, assim como
uma melhor investigagédo farmacoldgica tanto por meio de outras abordagens como do uso

de outros modelos experimentais. O uso de outras ferramentas farmacolégicas para
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elucidacdo dos mecanismos de acdo assumidos pelo EACL também sdo de suma

importancia e de reconhecida relevancia para aprofundamento do presente estudo.
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CAPITULO 4

FABRICACAO E ANALISES FiSICO-QUIMICAS DE CERVEJA A PARTIR
DO CAMU-CAMU (Myrciaria dubia)

Débora Taisa Keller da Silval, Fernanda Rodrigues de Siqueira?, Stephanie Jedoz
Stein!, Dandara da Silva Pereiral, Daniella da Silva Sousa!, José Antonio Avelar

Baptista® Renato André Zan?

1. Instituto Federal de Rond6nia (IFRO), Ji-Parana, Ronddnia, Brasil;
2. Instituto Federal do Mato Grosso do Sul (IFMS), Ponta Pord, Mato Grosso do Sul, Brasil.

RESUMO

A cerveja é considerada uma das bebidas mais apreciadas em todo o mundo. O camu-
camu (Myrciaria dubia) € uma fruta tipica da regido amazbnica do Brasil e vem se
destacando nos ultimos anos pelo seu potencial antioxidante. A cerveja artesanal tem
ganhado espaco no mercado cervejeiro. Baseando nesse crescimento, este trabalho teve
0 objetivo de produzir uma cerveja artesanal utilizando o camu-camu, podendo assim,
através desta proposta valorizar os frutos da regido e até mesmo garantir uma fonte de
renda para os agricultores que comercializam estes frutos. A metodologia utilizada para a
producdo da cerveja com o camu-camu baseou-se em Vieira (2017) e Moura (2012) com
adaptacdes, sendo que este fruto possui propriedades fisico-quimicas muito especificas.
Apos a fabricacéo da cerveja, foram avaliadas algumas caracteristicas como: pH, grau Brix,
densidade, acidez e teor alcodlico. Ao finalizar o processo fermentativo e comparar 0s
resultados obtidos experimentalmente, confirma-se que 0s mesmos estdo proximos ao
padrdo estipulado, sendo possivel aplicar esta metodologia em cervejas artesanais
frutadas.

Palavras-chave: Camu-camu, fisico-quimica, cerveja artesanal.

ABSTRACT

Beer is considered one of the most appreciated drinks in the world. The camu-camu
(Myrciaria dubia) is a typical fruit from the Amazon region of Brazil and has been increasing
its antioxidant potential in recent years. The artisan beer has gained space in the brewing
market, based on this growth, this work had the objective of producing a craft beer using
camu-camu, and thus, through this proposal can value the fruits of the region and even
guarantee a source of income for farmers who market these fruits. The methodology used
for the production of beer with camu-camu was based on VIEIRA (2017) and MOURA (2012)
with adaptations, and this fruit has very specific physicochemical properties. After brewing,
some characteristics such as pH, °Brix degree, density, acidity and alcohol content were
evaluated. At the end of the fermentation process and to compare the results obtained
experimentally, it is confirmed that they are close to the stipulated standard, being possible
to apply this methodology in fruity artisan beers.

Keywords: Camu-camu, physicochemical, craft beer.
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1. INTRODUCAO

Devido as condic¢des climaticas, as regioes Norte e Nordeste do Brasil, apresentam
uma variedade de espécies frutiferas tropicais nativas e exéticas, com boas perspectivas
para utilizacdo agroindustrial que até 0 momento sdo pouco exploradas (SOUZA FILHO et
al., 2002).

Varios estudos foram divulgados sobre a preparacdo e caracterizacdo de
fermentados de frutas, onde podem ser citado o de caja (DIAS, 2003), ata, ciriguela,
mangaba (MUNIZ et al., 2002), caju (TORRES NETO et al., 2006), laranja (CORAZZA et
al., 2001) e jabuticaba (ASQUIERI et al., 2004). Com isso, as industrias de fermentados
tém crescido com utilizacdo de frutas caracteristicas de cada regido do pais.

A cerveja, por exemplo, é a bebida alcoodlica mais consumida no Brasil, segundo o
Sindicato Nacional da Industria de Cerveja, em 2007, o Brasil estava entre os quatro
maiores fabricantes de cerveja do mundo (SINDICERV, 2018). Dessa forma, ha a
necessidade dos cervejeiros buscarem inovacgdes tecnoldgicas para seus processos.

A producdo de cerveja artesanal na escala de microcervejaria ja € bastante
comercializada no estado de Rondbnia, e com a adicdo da polpa de frutos que séo
diariamente consumidos e conhecidos na regido, a tendéncia sera de crescimento no ramo
de producéo e venda de cervejas artesanais frutadas.

Para isso, uma proposta seria a utilizacdo do camu-camu (Myrciaria dubia) para
fabricacéo de cerveja, tendo em vista, que é amplamente distribuido na Bacia Amazénica,
com um grande potencial nutritivo e econémico. Além disso, € uma das plantas mais ricas
em vitamina C e, € uma importante fonte de antioxidante natural.

Nesse sentido, avaliando os aspectos da fruta camu-camu, sua importancia
econbmica na regido, além das caracteristicas da cerveja de frutas, este trabalho tem por
objetivo apresentar a possibilidade de ofertar mais um produto oriundo dessa fruta, visto
que trds ao mercado um produto inovador que tende a ganhar espaco pelos apreciadores
de uma bebida encorpada e com um acentuado sabor frutado utilizando como matéria prima

camu-camu.

2. MATERIAIS E METODOS

A producéo e as andlises fisico-quimicas da cerveja a partir do fruto camu-camu
(Myrciaria dubia) foram realizadas no Laboratorio de Quimica Inorganica do Campus Ji-

Parana do Instituto Federal de Rondonia.
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2.1 PROCESSO DE PRODUCAO DA CERVEJA CAMU-CAMU
A metodologia utilizada no processo de producéo foi de acordo com Vieira (2017) e
Moura (2012), com adaptagodes.

2.1.1 Matéria-prima
As matérias-primas utilizadas na producéo da cerveja artesanal foram: agua, malte
de cevada, cereais ndo maltados, levedura, lUpulo e polpa de camu-camu (Myrciaria dubia).

Todas as matérias primas foram adquiridas com recursos da propria pesquisa.

2.1.2 Fabricacao da cerveja

Para o preparo da cerveja artesanal frutada utilizou-se 2 kg de Malte Pilsen Agraéria,
500 gramas de Malte Monique tipo II, 135 gramas de cereal Barley, 20 litros de agua
destilada, 15 gramas de lapulo Columbus e 11 gramas de levedura.

O processo da fabricacgéo iniciou-se na moagem dos maltes, sendo que cada tipo de
malte necessitou de uma regulagem especifica no moinho e apds ser triturado reservou-se
em recipientes.

A préxima etapa consistiu ha mosturacao, na qual adicionou agua destilada em uma
panela e aqueceu-a através de um aquecedor elétrico. Ao atingir 70°C, adicionaram-se
lentamente os maltes e cereais, e, posteriormente, manteve durante uma hora a
temperatura constante em 66°C.

Apos esse procedimento realizou-se o teste do iodo, logo obteve uma recirculacéo
de liquido até que ndo houvesse mais particulas em suspensao. Em seguida, o mesmo foi
filtrado.

O mosto limpido e filtrado foi transferido para uma panela, a qual aqueceu-se durante
50 minutos com a tampa da panela aberta. No processo de aquecimento, adicionou-se
também o ltpulo no mosto.

Com o término do aquecimento, adicionou-se a polpa da fruta ao mosto e submeteu-
o em banho de gelo até atingir a temperatura de 30 C°, adicionando o fermento nesse
momento.

Mais tarde, transferiu-se o mosto para o balde de fermentacédo, no qual permaneceu
fechado durante 2 semanas sob temperatura ambiente (aproximadamente 25°C) na
primeira semana e de 16°C na segunda semana.

Apos esse periodo o balde foi aberto, o liquido filtrado e transferido para uma panela,

onde foi fervido com agucar. Por fim, foi envasado, maturado e armazenado por 30 dias.
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2.1.3 Caracterizacéao fisico-quimica da cerveja
As técnicas de analises fisico-quimicas basearam-se em metodologias descritas
pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

3. RESULTADO E DISCUSSOES

3.1 DADOS ESTATISTICOS DA CERVEJA DURANTE O PROCESSO DE
FERMENTACAO

Durante o processo de fermentacéo da cerveja a partir do fruto camu-camu (Myrciaria
dubia) foram feitas as analises fisico-quimicas periodicamente, registrando assim os dados
obtidos (Tabela 1).

Tabela 01 - Dados fisico-quimicos durante o processo de fermentacao da cerveja.

Densidade pH Acidez Total Grau Brix ~ Temperatura °C
1,0406 4,33 0,1252 9,0 27,35
1,0291 3,98 0,1471 6,0 27,01
1,0167 3,96 0,1550 34 26,08
1,0155 4,06 0,1680 34 25,07
1,0152 4,11 0,1434 3,4 27,08
1,0155 4,14 0,1308 4,0 22,09
1,0148 4,14 0,1512 3,3 23,02
1,0126 4,37 0,1528 34 23,09
1,0158 4,36 0,1539 3,4 22,01
1,0073 4,37 0,1587 3,4 23,03
0,9935 4,38 0,1615 3,4 22,07

Analisando os valores obtidos, constata-se que a levedura consome rapidamente os
substratos, mostrando a redugé&o do grau Brix de 9,0 para 3,4, sendo confirmado o consumo
de acucar e a producgéo de etanol e COa.

Vale ressaltar que o 4cido carbodnico oriundo da fermentacéo do mosto eleva a acidez

da bebida, entretanto existem outros acidos presentes na cerveja que pertencem a
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composicdo do mosto, e suas concentracdes variam em funcdo da matéria-prima e das
condi¢cbes de maltagem (SLEIMAN; VENTURINI FILHO, 2004).
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Figura 01 - Relacéo de pH e Brix.

O grafico apresenta a relacdo do pH com o Brix, desde o momento em que a
graduacdo alcodlica da cerveja com o fruto comecou a ser medida a partir do tempo do
primeiro dia.

Devido a oscilacdo do pH entre 4,33 e 4,38 durante o processo de fermentacao,
verifica-se, portanto que a sacarose inicial da cerveja (Brix) decai constantemente nos 5
primeiros dias até chegar em um ponto equilibrado no final da primeira semana onde a
temperatura ambiente estava em torno de 25°C e permaneceu constante até o inicio da
segunda semana em que a temperatura regulada para 16°C.

Por fim houve uma oscilacdo no Brix, onde ele decai por completo finalizando a
degradacéo da sacarose pelas leveduras, nesse momento o pH aumenta, constatando a
presenca de etanol em funcdo dos microrganismos.

O pH mostra que o ambiente esta em condi¢cdes essenciais de proliferacdo da
levedura em relacdo a temperatura que esteve apropriada para favorecer o
desenvolvimento da levedura.

A determinacdo do pH tem a finalidade de observar diariamente as ag0es
enzimaticas em cada faixa de pH, sendo elas a reducao de pH de 5,7 a 4,0 onde ocorre a
transformacao da maltose em alcool e CO2 (CARVALHO, 2007).
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4. CONCLUSOES

Ao comparar os resultados obtidos, confirma-se que o fruto tem propriedades
quimicas essenciais para uma boa producdo de bebidas alcodlicas, pois os resultados,
como Brix e pH sdo bem préximos e ambos se encontram dentro do padréo estipulado.

Durante a fermentacdo alcodlica, obteve-se boa eficiéncia na transformacédo da
sacarose em etanol. As andlises fisico-quimicas mostraram que 0s valores sdo proximos
aos estabelecidos pela Legislacao Vigente e qualidade comparavel a outros fermentados.

O camu-camu é uma fruta com um grande potencial comercial no Brasil, entretanto
s6 e utilizado artesanalmente para consumo doméstico. A metodologia utilizada é
satisfatoriamente aplicavel na producdo de cervejas artesanais, podendo ser
comercializada por ser uma producdo simples sendo uma pratica viavel originando um
produto final de boa qualidade.

Ao comparar os resultados observou-se que a graduacédo alcodlica final estava de
acordo com as cervejas artesanais produzidas por outros autores que tem um grau alcodlico
um pouco mais alto do que as cervejas industriais.

A otimizacdo do processo de fabricacdo estd sendo desenvolvida para a obtencéo
de um grau alcodlico um pouco maior, a fim de classificar o fermentado como cerveja no

estilo Fruit Beer.
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RESUMO

Este trabalho tem como objetivo avaliar a composicéo de espécies arboreas e a estrutura
da vegetacdo de um trecho de Area de Preservacéo Permanente (APP) do Rio Machado
na cidade de Ji-Parana — RO de forma a subsidiar projetos de recuperacdo de areas
degradadas no Rio Machado, em Ji-Parand. A area apresentou elevada riqueza de
espécies arbdreas e ndo apresenta espécies dominantes, consequentemente, consideravel
diversidade de espécies, o que justifica a conservacdo da area. Considerando a
proximidade com o perimetro urbano, a area apresenta maior pressao nas bordas, contudo,
no interior e proximidade com o leito do rio, esta bem conservada.

Palavras-chave: Fitossociologia, mata ciliar e Amazonia.

ABSTRACT

This work aims to evaluate the composition of tree species and vegetation structure of a
section of the Permanent Preservation Area (APP) of Rio Machado in the city of Ji-Parana
- RO, in order to subsidize projects to recover degraded areas in Rio Machado, in Ji-
Parana. The area presented high tree species richness and does not present dominant
species, consequently, a considerable diversity of species, which justifies the conservation
of the area. Considering the proximity to the urban perimeter, the area presents greater
pressure at the edges, however, in the interior and proximity to the river bed, is well
preserved.

Keywords: Phytosociology, ciliary forest and Amazon.

1. INTRODUCAO

As éareas de preservacdo permanentes (APP) segundo o Cdodigo Florestal (Lei n°
12.651/2012) consistem em localidades protegidas, cobertas ou ndo por vegetacéo nativa,
com o objetivo de preservar e resguardar o ambiente aquatico, a paisagem, a estabilidade
geoldgica, a biodiversidade, além de tornar mais facil o fluxo génico de fauna e flora,

proteger o solo e assegurar o bem-estar da populagdo humana.
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A partir disto, entende-se que a vegetacao natural, sendo arbérea ou ndo que esta
presente ao longo das margens dos rios, lagos, cérregos, represas, ao redor de nascentes,
de reservatérios, entre outros por lei, deve ser preservada (RICARDO, 2008).

Ao longo do processo de desenvolvimento socioecondmico do Brasil a ocupacao de
terras em sua maioria foi planejada sem considerar a importancia de todo o ambiente
terrestre, principalmente das matas ciliares, deixando em segundo plano o conceito de
conservagdo ambiental e os objetivos expressos no codigo florestal.

Neste contexto, acumularam-se impactos ambientais em decorréncia dos eventos
que intensificam as mudancas ambientais em ambito internacional, atividades envolvendo
a pecuaria, agricultura e principalmente o desmatamento descontrolado tornaram os solos
mais susceptiveis a processos erosivos (STIPP; OLIVEIRA, 2004).

Com isso, ao passar dos anos, a preocupacao com a conservacao das matas ciliares
vem se tornando foco de diversos estudos, visando conter a degradacdo ambiental que se
firmou ao longo do processo histérico brasileiro. Varias plantacdes florestais vém sendo
estabelecidas desde o inicio do século XIX com muitas finalidades, incluindo as matas
ciliares (CURY; CARVALHO JUNIOR, 2011). Estas possuem uma caracteristica importante
a ser leveda em consideracdo no planejamento de recuperacdo, sendo a matriz
vegetacional onde a localidade esta inserida para assim trabalhar com a espécies corretas
para se obter um bom resultado que atenda aos objetivos de recuperacdo ambiental.

As matas ciliares, por sua vez, compdem uma formacao florestal comum de areas
restritas ao longo dos corpos d’agua e nascentes em lugares vulneraveis a inundagdes em
periodos de chuva. Com isso, Durigan e Silveira (1999) ressaltam que as florestas ao longo
dos corpos d’agua desempenham fungao protetora sobre os recursos naturais bidticos e
abidticos.

Além disto, a cobertura vegetal auxilia na fertilidade do solo por causa das folhas,
frutos e outros materiais organicos, propiciando beneficios como protecdo do solo contra a
acao da chuva e do vento, diminuindo o feito erosivo destes. As espécies arboreas ainda
amortecem o impacto das gostas da chuva sobre o solo, ajudando na infiltracdo da agua, o
gue diminui o escoamento superficial.

Diante do exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar a composicéo de espécies
arboreas e a estrutura da vegetacdo de um trecho de Area de Preservacdo Permanente
(APP) do Rio Machado na cidade de Ji-Parand — RO de forma a subsidiar projetos de

recuperacédo de areas degradadas no Rio Machado, em Ji-Parana.
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2. MATERIAIS E METODOS

A area de estudo esta localizada na area urbana do municipio de Ji-Parana, as
margens do Rio Machado, entre o anel viario e a RO — 135, que liga a sede do municipio
ao distrito de Nova Londrina.

Para a coleta de dados fitossocioldgicos foi utilizando o método de parcelas multiplas
(Muller-Dombois e Ellenberg, 1974), incluindo todos os individuos arbdreos com diametro
a altura do peito (DAP) = 5cm, medindo o diametro e estimando a altura. Foram amostradas
16 parcelas de 25m?, totalizando um hectare. As parcelas foram distribuidas
aleatoriamente, considerando a tipologia vegetal e a proximidade com as margens do Rio
Machado.

A lista floristica das espécies arbéreas foi elaborada a partir da identificacdo de todos
os individuos amostrados na éarea, dentro do nivel de inclusdo acima mencionado. O
material botanico coletado foi identificado pela equipe do Laboratério de Botanica e
Ecologia (LABEC) do Instituto Federal de Rondénia (IFRO) — Campus Ji-Parand em campo
e com auxilio de literatura especializada.

A validacédo dos nomes das espécies, autores e a exclusdo das sinonimias botanicas
foram definidos em consultas ao Vast (2007). A lista de espécies foi preparada em ordem
alfabética de familias de acordo com Angiosperm Phylogeny Group (APG) atualizado em
APG Il (2003). O material fértil foi coletado de acordo com Fidalgo e Bononi (1984) e
depositado na Colecéo Botanica do LABEC.

Para a estrutura da vegetacdo, as estimativas foram realizadas de acordo com a
proposta por Mueller-Dombois e Ellenberg (1974). Onde foram estimados os valores
absolutos e relativos de densidade, frequiéncia e dominancia. A soma desses parametros
resultou no valor de importancia (VI) das espécies. Todos os calculos das analises
fitossocioldgicas e dos indices de diversidade foram obtidos por meio do software Mata
Nativa (CIENTEC 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. COMPOSICAO FLORISTICA
Foram amostradas 165 espécies distribuidas em 111 géneros, 40 familias botanicas

e duas morfoespécies. Os géneros com maior nimero de espécies foram Inga (10
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espécies), Pouteria (6 ssp.) e Attalea (4 ssp.). O Quadro 1 mostra a lista floristica obtida
com os resultados do trabalho, evidenciando as espécies encontradas e suas respectivas

familias.

Quadro 1. Composicao floristica de espécies arboreas
amostradas nas margens do Rio Machado, municipio de Ji-

Parana, RO.
Familia Nome cientifico
Achariaceae Lindackeria paludosa (Benth.) Gilg

Astronium gracile Engl.

Spondias mombin L.

Anacardiaceae
Spondias sp.

Tapirira obtusa (Benth.) J.D. Mitch.

cf. Guatteria pleiocarpa Diels

Duguetia stelechantha (Diels) R.E. Fr.

Ephedranthus sp.

Annonaceae Guatteria foliosa Benth.

Guatteria olivacea R.E. Fr.

Rollinia sp.
Xylopia sp.
Apocynaceae Aspidosperma parvifolium A. DC.
Apocynaceae Himatanthus sucuuba (Spruce ex Mill. Arg.) Woodson

Astrocaryum aculeatissimum (Schott) Burret

Astrocaryum aculeatum G. Mey.

Astrocaryum jauari Mart.

Attalea maripa (Aubl.) Mart.

Arecaceae Attalea phalerata Mart. ex Spreng.

Attalea sp.

Attalea speciosa Mart. ex Spreng.

Euterpe precatoria Mart.

Syagrus comosa (Mart.) Mart.

Handroanthus roseo-albus (Ridl.) Mattos

Bignoniaceae Jacaranda cuspidifolia Mart.

Jacaranda sp.

Bixaceae Cochlospermum orinocense (Kunth) Steud.

Chorisia sp.

Malvaceae
Chorisia speciosa A. St.-Hil.

Cordia fallax I.M. Johnst.

Boraginaceae Cordia panicularis Rudge

Cordia sellowiana Cham.
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Burseraceae

Protium occultum Daly

Protium sp.

Protium subserratum (Engl.) Engl.

Urticaceae

Cecropia cf. pachystachya Trécul

Cecropia purpurascens C.C. Berg

Cecropia sciadophylla Mart.

Pourouma cecropiifolia Mart.

Pourouma ovata Trécul

Chrysobalanaceae

Hirtella sp.

Licania octandra (Hoffmanns. ex Roem. e Schult.) Kuntze

Licania reticulata Prance

Licania sprucei (Hook. f.) Fritsch

Clusiaceae

Garcinia madruno (Kunth) Hammel

Erythroxylaceae

Erythroxylum mucronatum Benth.

Euphorbiaceae

Alchornea floribunda Mull. Arg.

Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mill. Arg.

Hevea spruceana (Benth.) Mull. Arg.

Pogonophora schomburgkiana Miers ex Benth.

Sapium marmieri Huber

Fabaceae

Abarema piresii Barneby e J.W. Grimes

Acosmium nitens (Vogel) Yakovlev

Andira unifoliolata Ducke

Bauhinia acreana Harms

Cassia fastuosa Willd. ex Vogel

Chamaecrista negrensis (H.S. Irwin) H.S. Irwin e Barneby

Colubrina glandulosa Perkins

Copaifera langsdorffii Desf.

Dialium guianense (Aubl.) Sandwith

Erythrina fusca Lour.

Hymenaea reticulata Ducke

Inga cayennensis Sagot ex Benth.

Inga grandiflora Ducke

Inga huberi Ducke

Inga leiocalycina Benth.

Inga marginata Willd.

Inga melinonis Sagot

Inga obidensis Ducke

Inga rhynchocalyx Sandwith

Inga rubiginosa (Rich.) DC.

Inga sp.

Macrolobium acaciifolium (Benth.) Benth.
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Macrolobium sp.

Parkia igneiflora Ducke

Piptadenia suaveolens Mig.

Platimicium sp.

Poecilanthe effusa (Huber) Ducke

Pterocarpus amazonicus Huber

Pterocarpus santalinoides L'Hér. ex DC.

Pterodon pubescens (Benth.) Benth.

Schizolobium parahyba (Vell.) S.F. Blake

Senegalia polyphylla (DC.) Britton

Senna macranthera (DC. ex Collad.) H.S. Irwin e Barneby

Senna multijuga (Rich.) H.S. Irwin e Barneby

Stryphnodendron pulcherrimum (Willd.) Hochr.

Swartzia corrugata Benth.

Swartzia cuspidata Spruce ex Benth.

Swartzia polyphylla DC.

Tachigali myrmecophila (Ducke) Ducke

Zygia juruana (Harms) L. Rico

Morfoespécie 1

Lauraceae

Licaria guianensis Aubl.

Mezilaurus itauba (Meisn.) Taub. ex Mez

Nectandra cymbarum (Kunth) Nees

Pleurothyrium vasquezii van der Werff

Rhodostemonodaphne grandis (Mez) Rohwer

Lecythidaceae

Eschweilera coriacea (DC.) S.A. Mori

Gustavia longifolia Poepp. ex O. Berg

Lecythis pisonis Cambess.

Malpighiaceae

Pterandra arborea Ducke

Malvaceae

Eriotheca globosa (Aubl.) A. Robyns

Guazuma sp.

Luehea divaricata Mart.

Mollia lepidota Spruce ex Benth.

Pachira faroensis (Ducke) W.S. Alverson

Melastomataceae

Mouriri dimorphandra Morley

Meliaceae

Cedrela fissilis Vell.

Guarea guidonia (L.) Sleumer

Guarea humaitensis T.D. Penn.

Trichilia schomburgkii C. DC.

Moraceae

Brosimum guianense (Aubl.) Huber

Brosimum longifolium Ducke

Ficus capensis Thunb.
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Ficus gomelleira Kunth e C.D. Bouché

Maquira guianensis Aubl.

Naucleopsis ternstroemiiflora (Mildbr.) C.C. Berg

Myristicaceae

Virola calophylla (Spruce) Warb.

Myrtaceae

Eugenia omissa McVaugh

Eugenia patrisii Vahl

Myrcia splendens (Sw.) DC.

Nyctaginaceae

Neea floribunda Poepp. e Endl.

Neea oppositifolia Ruiz e Pav.

Neea ovalifolia Spruce ex J.A. Schmidt

Ochnaceae

Ouratea odora Poepp. ex Engl.

Olacaceae

Dulacia guianensis (Engl.) Kuntze

Heisteria laxiflora Engl.

Phyllanthaceae

Margaritaria sp.

Polygonaceae

Coccoloba sp.

Ruprechtia laxiflora Meisn.

Triplaris americana L.

Triplaris guanaiensis Rusby

Rubiaceae

Amaioua guianensis Aubl.

Chomelia sp.

Genipa americana L.

Genipa spruceana Steyerm.

Rutaceae

Zanthoxylum djalma-batistae (Albug.) P.G. Waterman

Zanthoxylum rhoifolium Lam.

Zanthoxylum riedelianum Engl.

Sabiaceae

Morfoespécie 2

Banara guianensis Aubl.

Homalium guianense (Aubl.) Oken

Sapindaceae

Allophylus latifolius Huber

Matayba guianensis Aubl.

Pseudima sp.

Vouarana guianensis Aubl.

Sapotaceae

Ecclinusa sp.

Pouteria caimito (Ruiz e Pav.) Radlk.

Pouteria eugeniifolia (Pierre) Baehni

Pouteria krukovii (A.C. Sm.) Baehni

Pouteria longifolia (Mart. e Eichler) T.D. Penn.

Pouteria macrophylla (Lam.) Eyma

Pouteria platyphylla (A.C. Sm.) Baehni

Pradosia cochlearia (Lecomte) T.D. Penn.

Sterculiaceae

Sterculia frondosa Rich.
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Sterculia pruriens (Aubl.) K. Schum.
Theobroma cacao L.
Theobroma speciosum Willd. ex Spreng.
Tiliaceae Apeiba tibourbou Aubl.
Verbenaceae Vitex sprucei Brig.
Violaceae Leonia glycycarpa Ruiz e Pav.
Qualea sp.
Vochysiaceae Vochysia guianensis Aubl.
Vochysia sp.
Rubiaceae Faramea sp.
Indeterminada Morfoespécie 3
Indeterminada Morfoespécie 4

A riqueza de espécies foi menor do que a encontrada em outros estudos em
ambientes florestais com proximidade com o leito de rios, no estado de Rondonia, onde
Casulo (2012) cita 476 espécies em 33 hectares e Moser (2013) amostrou 279 em 20
hectares. Contudo, é necessario citar que a amostragem neste estudo foi de apenas uma
hectare.

De acordo com a Figura 1, as familias botanicas com maior riqgueza foram Fabaceae

(41 espécies), seguida por Arecaceae (13 spp.) e Sapotaceae (10 spp.).

Fabaceae
Arecaceae
Sapotaceae
Malvaceae
Annonaceae
Urticaceae
Moraceae
Lauraceae

Euphorbiaceae

0 10 20 30 40 50

Figura 1 — Principais familias botanicas, em riqueza de espécies, amostradas em um
trecho de Floresta Ciliar do Rio Machado, municipio de Ji-Parana, RO.
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A riqueza de espécies e densidade elevada de individuos do género Inga € esperada
para as florestas riparias, de galeria ou ciliar da regido, contudo, a ocorréncia de dez
espécies diferentes € uma caracteristica a ser destacada.

Quanto a floristica, em nivel de familia, os dados corroboram os resultados e
discusséo apresentados pelo Instituto Nacional de Pesquisas Amazonicas - INPA (2005)
apud Salomao e Lisboa (1988) em trés trechos de Floresta de Terra firme amostrados entre
Ariguemes e Ouro Preto do Oeste, Ji-Parana e Alvorada do Oeste, Jaru e Ouro Preto do
Oeste, onde os autores citam as familias Fabaceae e Moraceae como as mais importantes

nas fitofisionomias amostradas.

3.2 FITOSSOCIOLOGIA

No Quadro 2 € apresentada a tabela fitossociolégica, ordenada em valor decrescente
de valor de importancia (VI), onde as cinco espécies no topo da tabela corresponde apenas
a aproximadamente 21%, os dados apontam que ndo ha predominancia, nem tampouco

monodominancia de espécies.

Quadro 2. Parametros fitossociolégicos de um trecho de vegetacao de Floresta ciliar
no Rio Machado, municipio de Ji-Parané, RO.

Nome Cientifico Vi

N AB DR | FR | DoR | (%)
Schizolobium parahyba 25 5,947 508 | 1,72 | 19,68 | 8,83
Attalea speciosa 26 2,751 528 | 3,09 | 9,21 | 5,83
Spondias mondim 16 1,377 3,25 | 2,41 | 456 | 3,41
Apeiba tiborbow 11 0,922 224 | 241 | 3,05 | 2,56
mortos 13 0,691 2,64 | 2,75 | 2,29 | 2,56
Bauhinia acreana 15 0,240 3,05 12,75 | 0,79 | 2,20
Vitex sprucei 11 0,918 224 10,69 | 3,04 | 1,99
Atallea phalerata 6 0,987 1,22 11,37 | 327 | 1,95
Orbynia speciosa 9 0,843 183 | 1,03 | 2,79 | 1,88
Sapium marmieri 11 0,600 224 1137 ] 198 | 1,86
Myrcia splendens 15 0,319 3,05 137 | 106 | 1,83
Astrocaryum aculeatissimum 10 0,253 2,03 | 2,06 | 0,84 | 1,64

Platimicium sp.
Protimum subserratum
Zanthoxylum riedelianum
Colubrina glandulosa
Chorisia spectabilis
Theobroma cacao
Copaiphera langsdorfii
Attalea maripa
Himatanthus sucuuba

0,690 122 | 137 ] 2,28 | 1,63
0,279 163 | 206 | 092 | 154
0,802 0,61 10,69 | 2,65 | 1,32
0,452 142 {103 | 150 | 1,32
0,609 1,22 | 069 | 202 | 131
0,499 1,22 1103 | 165 | 1,30
0,809 041 | 069 | 268 | 1,26
0,549 081069 | 1,82 | 1,11
0,197 163 1,03 | 065 | 1,10
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Licania octandra
Margaritaria sp.
Coclospermum orinocensis
Pourouma cecropifolia
Ecclinusa sp.

Pouteria macrophylla
Hevea spruceana
Hirtella sp.

Macrolobium acaciifolium
Aspidosperma parvifolia
Morfoespécie 2

Inga grandiflora
Lindacheria paludosa
Poecilanthe effusa
Handroanthus roseoalba

0,431 0,81 10,69 | 143 | 0,98
0,104 1,83 | 0,34 | 0,34 | 0,84
0,237 1,02 | 0,69 | 0,78 | 0,83
0,062 122 | 1,03 | 0,20 | 0,82
0,100 1,02 11,03 | 0,33 | 0,79
0,144 0,81 | 103 | 048 | 0,77
0,224 122 {034 | 0,74 | 0,77
0,136 0,81 | 103 | 045 | 0,76
0,299 0,61 1069 | 099 | 0,76
0,204 1,22 10,34 | 0,68 | 0,75
0,160 102 | 0,69 | 0,53 | 0,74
0,162 122 {034 | 054 | 0,70
0,071 0,81 | 1,03 | 0,23 | 0,69
0,049 081103 | 0,16 | 0,67
0,151 0,81 | 0,69 | 0,50 | 0,67

Inga huberi 0,084 0,61 | 103 | 0,28 | 0,64
Pterocarpus amazonicus 0,106 0,81 069 | 0,35 | 0,62
Qualea sp. 0,223 0,41 | 0,69 | 0,74 | 0,61

Mollia lepidota
Chorisia speciosa
Hevea brasiliensis
Pterandra arborea
Piptademia suaveolens
Virola calophyla

Cordia fallax

Pachira globosa
Genipa americana
Erythrina fusca
Vouarana guianensis
Qualea guianensis
Ruprechtia laxiflora
Cordia paniculares
Faramea sp.

Guarea guidonea
Cecropia pachystachya
Handroantus rosealla
Cordia selowiana
Euterpe precatoria
Senegalia polyphylla
Matayba guianensis
Neea oppositifolia
Pseudima folissioides
Tachigali mymercophila
Triplaris americana
Attalea sp.

Pouteria krukovii
Dulacia guianensis
Astrocaryum jauari

0,147 0,61 1069 | 049 | 0,59
0,206 041 | 069 | 0,68 | 0,59
0,201 0,41 10,69 | 0,67 | 0,59
0,111 1,02 | 0,34 | 0,37 | 0,58
0,286 0,41 10,34 | 09 | 0,57
0,078 0,61 10,69 | 0,26 | 0,52
0,060 0,61 | 0,69 | 0,20 | 0,50
0,114 0,41 1069 | 0,38 | 0,49
0,106 041 | 069 ] 0,35 | 0,48
0,102 0,41 1069 | 0,34 | 0,48
0,040 0,61 | 069 0,13 | 0,48
0,246 02 034 ]| 082 | 045
0,122 0,61 10,34 | 0,40 | 0,45
0,074 041 | 069 ]| 0,25 | 0,45
0,058 0,41 069 0,19 | 0,43
0,056 041 | 069 0,18 | 0,43
0,098 0,61 10,34 | 0,33 | 0,43
0,219 0,20 1 0,34 | 0,73 | 0,42
0,049 041 | 069 | 0,16 | 0,42
0,045 0,41 1069 | 0,15 | 0,41
0,039 041 |069] 0,13 | 041
0,074 0,61 10,34 | 0,24 | 0,40
0,029 0,41 | 069 | 0,10 | 0,40
0,027 0,41 | 0,69 | 0,09 | 0,39
0,021 0,41 | 0,69 | 0,07 | 0,39
0,017 0,41 | 0,69 | 0,06 | 0,38
0,115 0,41 10,34 | 0,38 | 0,38
0,053 0,61 | 034 | 0,18 | 0,38
0,108 0,41 10,34 | 0,36 | 0,37
0,167 0,20 | 0,34 | 0,55 | 0,37
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Licania reticulata

Inga obidensis
Cecropia purpurascens
Eugenia patrisii
Hidrocorea inundata
Pachira faroensis
Theobroma speciosa
Pogonophora schomburgkiana
Banara guianensis
Pleurothyrium vasquezii
Brosimum guianensis
Maguira guianensis
Heisteria laxiflora
Senna sp.

Trichilia schomburgkii
Licaria guianenses
Pradosia cocliata
Jacaranda sp.

Neea floribunda
Vochysia sp.

Ficus capensis
Pterodon pubescens
Spondias sprucei
Zanthoxylum djalma-batistae
Pouteria longifolia
Pourouma ovata
Hidrocoria inundata
Astrocaryum vulgare
Swartzia corrugata
Dialium guianensis
Neea ovalifolia
Nectandra cymbarum
Astrocarium aculeatum
Parkia igneiflora
Mouriri dimorphandra
Sterculia frondosa
Xylopia sp.

Inga leiocalycina
Abarema piresii
Duguetia stelechantha
Inga rhynchocalix
Hymenaea reticulata
Rollinia neoinsignes
Genipa spruceana
Lecythis pisonis
Guatteria olivacea
Tapirira retusa
Pouteria caimito

0,100 0,41 10,34 | 0,33 | 0,36
0,039 0,61 034 | 0,13 | 0,36
0,097 041 | 034 | 0,32 | 0,36
0,027 0,61 10,34 | 0,09 | 0,35
0,086 0,41 | 0,34 | 0,29 | 0,35
0,132 0,20 | 0,34 | 0,44 | 0,33
0,128 0,20 1 0,34 | 0,42 | 0,32
0,066 041 | 034 | 0,22 | 0,32
0,126 0,20 1 0,34 | 0,42 | 0,32
0,057 041 {034 | 0,19 | 0,31
0,051 0,41 1034 | 0,17 | 0,31
0,107 0,20 1 0,34 | 0,35 | 0,30
0,042 041 | 034 | 0,14 | 0,30
0,098 0,20 1 0,34 | 0,32 | 0,29
0,030 041 | 034 | 0,10 | 0,28
0,026 0,41 10,34 | 0,09 | 0,28
0,083 0,20 | 0,34 | 0,27 | 0,27
0,076 0,20 | 0,34 | 0,25 | 0,27
0,073 0,20 | 0,34 | 0,24 | 0,26
0,073 0,20 | 0,34 | 0,24 | 0,26
0,069 0,20 | 0,34 | 0,23 | 0,26
0,069 0,20 | 0,34 | 0,23 | 0,26
0,063 0,20 1 0,34 | 0,21 | 0,25
0,062 0,20 | 0,34 | 0,20 | 0,25
0,060 0,20 | 0,34 | 0,20 | 0,25
0,056 0,20 10,34 | 0,19 | 0,24
0,048 0,20 | 0,34 | 0,16 | 0,24
0,046 0,20 | 0,34 | 0,15 | 0,23
0,046 0,20 | 0,34 | 0,15 | 0,23
0,044 0,20 | 0,34 | 0,14 | 0,23
0,044 0,20 1 0,34 | 0,14 | 0,23
0,041 0,20 | 0,34 | 0,14 | 0,23
0,040 0,20 1 0,34 | 0,13 | 0,23
0,037 0,20 | 0,34 | 0,12 | 0,22
0,036 0,20 | 0,34 | 0,12 | 0,22
0,036 0,20 1 0,34 | 0,12 | 0,22
0,036 0,20 | 0,34 | 0,12 | 0,22
0,035 0,20 1 0,34 | 0,11 | 0,22
0,034 0,20 | 0,34 | 0,11 | 0,22
0,032 0,20 | 0,34 | 0,10 | 0,22
0,031 0,20 | 0,34 | 0,10 | 0,22
0,030 0,20 | 0,34 | 0,10 | 0,21
0,029 0,20 | 0,34 | 0,09 | 0,21
0,028 0,20 | 0,34 | 0,09 | 0,21
0,026 0,20 | 0,34 | 0,09 | 0,21
0,026 0,20 | 0,34 | 0,09 | 0,21
0,025 0,20 | 0,34 | 0,08 | 0,21
0,024 0,20 1 0,34 | 0,08 | 0,21
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0,20
0,023 0 0,34 | 0,08 | 0,21

0,023 0,20 | 0,34 | 0,08 | 0,21
0,023 0,20 1 0,34 | 0,08 | 0,21
0,022 0,20 | 0,34 | 0,07 | 0,21
0,022 0,20 1 0,34 | 0,07 | 0,21
0,022 0,20 1 0,34 | 0,07 | 0,21
0,021 0,20 | 0,34 | 0,07 | 0,21
0,021 0,20 1 0,34 | 0,07 | 0,21
0,020 0,20 | 0,34 | 0,07 | 0,20
0,020 0,20 | 0,34 | 0,07 | 0,20
0,020 0,20 | 0,34 | 0,07 | 0,20
0,018 0,20 | 0,34 | 0,06 | 0,20
0,018 0,20 | 0,34 | 0,06 | 0,20
0,018 0,20 | 0,34 | 0,06 | 0,20
0,017 0,20 | 0,34 | 0,06 | 0,20
0,017 0,20 | 0,34 | 0,06 | 0,20
0,016 0,20 | 0,34 | 0,05 | 0,20
0,015 0,20 | 0,34 | 0,05 | 0,20
0,015 0,20 | 0,34 | 0,05 | 0,20
0,015 0,20 | 0,34 | 0,05 | 0,20
0,015 0,20 | 0,34 | 0,05 | 0,20
0,013 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,013 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,013 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,013 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,013 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,013 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,012 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,012 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,012 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,012 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,20
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,011 0,20 | 0,34 | 0,04 | 0,19
0,010 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
0,010 0,20 1 0,34 | 0,03 | 0,19
0,010 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
0,010 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
0,010 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
0,010 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
0,010 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
0,009 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19

Rodosthemonodaphyne grandis
Senna macranthera
Syagrus comosa
Acosmium nitens
Jacaranda cuspidifolia
Stryphnodendron pulcherrimum
Cecropia sciadophyla
Guazuma sp.

Ouratea odora
Macrolobium multipinata
Zygia juruana

Licania sprucei
Piptadenia suaveolens
Cecropia sciadophylla
Eugenia omissa
Pterocarpus santalinoides
Ficus gomeleira
Alchorneopsis floribunda
Alophyllus latifolia
Cedrela fissilis

Pouteria eugenifolia
Chamaecrista negrensis
Erytroxylum mucronatum
Inga melinonis

Inga paraense
Luehopsis divaricata
Swartzia cuspidata
Amaioua guianensis
Eschweilera coriacea
Inga marginata
Zanthoxylum rhoifolium
Andira unifoliata

Bainiea acreana

Leonia glicycarpa
Triplaris guianensis
Coccoloba sp.

Inga cayennensis

Neea ovafolia

Senna multijulga
Astronuim gracile
Ephedrandus sp.

Inga umbratica
Mezilaurus itauba
Protium ocultum
Homalium guianensis
Protium sp.

Coccoloba sp.
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Naocleopsis ternstroemiiflora 1 1 0,009 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Sabiaceae 1 1 0,009 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Swartzia polyphylla 1 1 0,009 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Chomelia sp. 1 1 0,009 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Brosimum longifolium 1 1 0,008 0,20 1 0,34 | 0,03 | 0,19
Morfoespécie 1 1 1 0,008 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Guarea humaitensis 1 1 0,008 0,20 1 0,34 | 0,03 | 0,19
Guatteria foliosa 1 1 0,008 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Morfoespécie 3 1 1 0,008 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Pradosia cochlearia 1 1 0,008 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Inga rubiginosa 1 1 0,008 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Sterculia pruriens 1 1 0,008 0,20 | 0,34 | 0,03 | 0,19
Bocageopsis pleiocarpa 1 1 0 0,20 | 0,34 0 0,18
Morfoespécie 4 1 1 0 0,20 | 0,34 0 0,18
492 17 30,214 | 100 | 100 | 100 c

Os individuos da espécie Schizolobium parahyba que domina a vegetacdo
estudada possui 0 maior numero de individuos, com grande porte, caracteristicas que
justificam a posicdo da espécie no topo da tabela fitossociolégica. Contudo, quanto a
frequéncia, a maior parte dos individuos estavam localizados em areas mais altas, distantes
da margem do Rio Machada e area de alagamento. Também € importante citar que esta
espécie possui como estratégia de reproducéo o elevado nimero de sementes e dispersao
pelo vento.

Quanto a estrutura horizontal da vegetacdo estudada no Rio Machado n&o possui
similaridade com demais areas proximas, de acordo com dados apresentados por INPA
(2005) apud Saloméo e Lisboa (1988), contudo, ndo ha dados na regido sobre areas de
mata ciliar ou de galeria para discussao.

Nos demais estudos na regido, com areas de floresta, nos trechos amostrados
durante o projeto POLONOROESTE, ao longo das rodovias federais, no municipio de Ji-
Parana (SALOMAO:; LISBOA, 1988), os autores encontraram elevada diversidade, riqueza
de espécies, biomassa e volume de madeira. Maciel e Lisboa (1989) amostraram uma area
com alta densidade de Theobroma cacau, baixa densidade de espécies com madeiras de
interesse econdmico, em uma area proxima ao municipio de Presidente Médici para
conservagao. Procurando avaliar o grau de impacto da colonizagédo no Estado, sobre as
florestas nativas, Lisboa (1989) estudou uma floresta secundaria ao longo da Rodovia
Estadual 429, entre os municipios de Presidente Médici e Costa Marques, citando uma

drastica alteracéo na composicao floristica e biomassa, mas ainda um potencial econémico
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para os colonos da regido. Na Reserva Bioldgica do Guaporé, Alves et al. (2014) iniciaram
as amostragens em Floresta Ombréfila Densa de Terra Firme a noroeste da Unidade e
Conservacao, onde encontraram baixa densidade de arvores e menor area basal, tanto no
subbosque, quanto no dossel, quando comparada com outros trechos desta tipologia em
outras regides do estado.

Comparando com os resultados encontrados as margens do Rio Machado, as
fitofisionomias florestais na regido central de Rondbnia apresentam diversas faces, néao
apresentando similaridade quanto as principais espécies citadas por outros autores nos
levantamentos na regido central do estado, mesmo que em fitofisinomia distinta, a
proximidade geogréfica ndo influenciou na composicao de espécies. Desse modo, um maior
namero de levantamentos devem ser realizados buscando identificar os padrées de

floristica, estrutura e caracteristicas abidticas, como inundacéo.

4. CONSIDERACOES FINAIS

A escassez de levantamento floristicos e estruturais em areas de matas ciliares no
estado de Ronddnia dificulta a comparacao de dados, mas também, justifica a continuidade
de estudos no Rio Machado e na bacia hidrografica.

A area apresentou elevada riqueza de espécies arboreas e ndo apresenta espécies
dominantes, consequentemente, consideravel diversidade de espécies, o que justifica a
conservacgao da area.

Apenas um individuo ndo foi identificado, mesmo em nivel de familia e o
acompanhamento para coleta de material botanico devera ser realizado para identificacao
da espécie.

Considerando a proximidade com o perimetro urbano, a area apresenta maior
pressdo nas bordas, contudo, no interior e proximidade com o leito do rio, estd bem

conservada.
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CAPITULO 6

PROJETO ESTRADAS: COLETA, IDENTIFICACAO E COMPOSICAO
FLORISTICA NO ESTADO DE RONDONIA

Gilmar Alves Lima Junior!, Joseane Barbosa Bessa?, Julio Henrique Germano de

Souza?

1. Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Rondonia, Ji-Parana, Rondbnia, Brasil;

2. Centro Universitario Sado Lucas, Ji-Parana, Rondbnia, Brasil;

RESUMO:

Este estudo teve como objetivo registrar a ocorréncia da espécie, nas areas de estudo,
municipios, regides do Estado e consequentemente, os dados podem ser utilizados para
relacionar com a vegetacdo. As espécies que apresentaram maior distribuicdo em dois
Sitios de coleta foram Apuleia leiocarpa, Cecropia distachya, Ceiba pentandra, Chorisia
speciosa, Cochlospermum orinocense, Inga laurina, Inga macrophylla, Macrolobium
acaciifolium, Mollia lepidota, Myrcia splendens, Physocalymma scaberrimum, Spondias
mombin e Sterculia excelsa.

Palavras-chave: Botanica, Composicao floristica e Amazonia.

ABASTRACT:

This study had as objective to record the occurrence of the species, in the study areas,
municipalities, State regions and consequently, the data can be used to relate to the
vegetation. The species that presented the greatest distribution in two collection sites were
Apuleia leiocarpa, Cecropia distachya, Ceiba pentandra, Chorisia speciosa,
Cochlospermum orinocense, Inga laurina, Inga macrophylla, Macrolobium acaciifolium,
Mollia lepidota, Myrcia splendens, Physocalymma scaberrimum, Spondias mombin and
Sterculia excelsa.

Keywords: Botany, Floristic Composition and Amazon.

1. INTRODUCAO

O “Projeto Estradas: Coletas, |dentificacdo e Composi¢cao Floristica no Estado de
Ronddnia” iniciou em 2013, com o objetivo de contribuir com o conhecimento da floristica
de diferentes fitofisionomias no Estado, enriquecendo as cole¢des botanicas e informacdes
sobre a distribuicdo das espécies de plantas, principalmente, arboreas, pelo estado.

Em paralelo a contribuicdo cientifica, o projeto foi desenvolvido no Instituto Federal de
Rondénia, no Campus Ji-Parand, com a coordenacdo de professores e colaboragédo de
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pesquisadores externos, mas principalmente, com participacdo de alunos de iniciacédo
cientifica, matriculados no curso técnico em Florestas. Portanto, teve o objetivo de treinar
técnicos na coleta, manuseio e identificagdo boténica, em campo e no laboratorio.

O Projeto foi dividido em etapas, buscando atingir o maior nimero de pontos de
coletas, buscando parcerias para acesso as areas, considerando a sazonalidade da regiéo,
com periodo de chuvas acentuados, o calendério de atividades dos alunos no Instituto, e o
periodo de fomento dos editais de pesquisas.

A partir da divisdo de coleta e analise de dados, este capitulo apresenta os resultados
da composicdo de espécies em cinco areas de estudo, cada uma localizada em um
municipio distinto. Outras etapas estdo em andamento, que deverdo produzir dados em
diferentes pontos, com o intuito de elaborar um banco de dados mais robusto, contribuindo
para conhecimento das espécies de plantas em Rondonia.

Todas as proposicfes para reunir dados de coletas botanicas no estado sdo bem
aceitas e de valiosa contribuicdo para a formacao de recursos humanos e conhecimento da
biodiversidade da regido, buscando aumentar o volume de depdsitos nas cole¢des do
estado e a identificacdo das plantas nativas.

O conhecimento da flora local deve contribuir para identificacdo e reconhecimento de
plantas nativas com potencial para restauracao florestal, recuperacao de areas degradadas
e subsidiar investimentos em tecnologia no uso da madeira, conservagdo e emprego na
industria local.

O Projeto Estradas, ndo apresenta informacdes sobre a composi¢cédo de espécies por
fitofisionomias, o objetivo € registrar a ocorréncia da espécie, nas areas de estudo,
municipios, regides do Estado e consequentemente, os dados podem ser utilizados para

relacionar com a vegetacao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 AREAS DE ESTUDO

Foram amostradas cinco areas de estudo, denominadas aqui, de Sitios, distribuidas
em municipios em trés diferentes regides do estado de Rondbnia, a saber: Chupinguaia e
Parecis, na divisa com o cone sul do estado; Ji-Parana, Urupa na regiao central e

Seringueiras, na regido préoxima ao Pantanal do Rio Guaporé.
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O clima da regiéao € do tipo equatorial quente e imido, com temperatura média anual
de 25 °C e indice pluviométrico anual variando entre 2.000 e 2.200 mm. O periodo chuvoso,
de novembro a margo, concentra cerca de 70% do total da precipitacdo anual enquanto que
o inverno (junho, julho, agosto) corresponde a estacdo seca (IBDF 1984; CUNHA et al.,
2007).

As &reas de estudos foram caracterizadas, sendo: Sitio 1: localizado no municipio de
Chupinguaia, area de transicdo entre Cerrado e Floresta, nas coordenadas geogréaficas
216925/84673325 (Figura 1).

Figura 1. Interior do transecto amostrado na transigéo entre Cerrado e Floresta, em
Chupinguaia, Rondbnia.

Area com vegetacdo em estado sucessional primario, ndo foram encontrados
troncos queimados, porém ha pressao antropica, pela retirada de madeira e abertura de

areas para producdo agricola e de pastagem para criagcdo de gado. Com a andlise
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identificamos a presenca de trés estratos verticais distintos: arboreo (8-25m), arbustivo (2-
8m) e herbaceo (até 2m) com e estacionalidade semidecidua. Os estratos epifitas e lianas
foram escassos nesse ponto. A densidade da cobertura € média e com abundante presenca
clareiras na area. Apresentou média ocorréncia de solo descoberto, drenagem moderada
e local sem presenca de vegetacao geralmente apresentavam camada de hiumus e madeira
decomposta.

Sitio 2: Caracterizado como mata ciliar do Rio Machado, localizado as margens do
Anel Viario da cidade de Ji-Parana. Area de Preservacio Permanente, ndo foram
encontrados troncos queimados, porém ha pressdo antropica, pois esta localizado no
perimetro urbano da cidade, com ocupacdo para esportes (pescaria, trilhas), retirada
seletiva de madeira para lenha e remédios naturais. Com a analise identificamos a presenca
de trés estratos verticais distintos: arbéreo (10-30m), arbustivo (2-10m) e herbaceo (até 2m)
com e estacionalidade sempre-verde. Os estratos epifitas e lianas foram abundantes nesse
ponto. A densidade da cobertura € média e com abundante presenca clareiras na érea, pela
retirada seletiva de madeiras e quedas de arvores por acao de ventos. Apresentou média
ocorréncia de solo descoberto e drenagem moderada.

Sitio 3: Localizado na area de preservacdo permanente de uma propriedade
particular de criacdo de gado, no municipio de Parecis, caracterizado por uma vegetacao
de porte florestal, no limite com a transicao entre Floresta e Cerrado, nas coordenadas
geograficas 069567/8645825 (Figura 2).
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Figura 2. Vista do interior da vegetacao florestal, na transicao entre Cerrado e Floresta,
no municipio de Parecis, Rondonia.
Area com vegetacdo em estado sucessional primario, ndo foram encontrados

troncos queimados, porém ha pressao antrépica, pela retirada seletiva de madeira e
abertura de areas de pastagem para criagdo de gado. Com a analise identificamos a
presenca de trés estratos verticais distintos: arboreo (8-30m), arbustivo (2-8m) e herbaceo
(até 2m) com e estacionalidade semidecidua. Os estratos epifitas e lianas foram escassos
nesse ponto. A densidade da cobertura € média e com abundante presenca clareiras na
area, devido a retirada seletiva de madeira, queda de &rvores por acado dos ventos, e
trechos de solo umido, com alagamentos temporarios dos corregos nas proximidades.
Sitio 4: A vegetacao caracteriza-se como contato entre um Cerradao e pastagem,
em uma regido de Floresta Ombrofila, no municipio de Seringueiras, as margens na estrada

vicinal que recebe o nome de Linha Primavera (Figura 3). Sob as coordenadas geogréficas
0502553/8659142.
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Figura 3. Coleta botanica com uso do podéao, as margens da Linha Primavera, Zona Rural
do municipio de Seringueiras, Rondonia.
Area com vegetacdo em estado sucessional primario, ndo foram encontrados

troncos queimados, porém ha pressao antropica, pela retirada de madeira e abertura de
areas para producdo agricola e de pastagem para criacdo de gado. Com a andlise
identificamos a presenca de trés estratos verticais distintos: arboreo (8-20m), com arvores
emergentes de até 30m; arbustivo (2-8m) e herbaceo (até 2m) com e estacionalidade
decidua. Os estratos epifitas e lianas foram escassos nesse ponto. A densidade da
cobertura é média e com abundante presenca clareiras na area, recorrentes pela retirada
de madeira e queda de arvores de grande porte por acdo dos ventos. Apresentou media
ocorréncia de solo descoberto, drenagem acentuada e solo arenoso. A area é um encrave
de Cerraddo na Floresta Ombrdfila. Nao foram observados outros pontos dessa vegetacdo
ao longo do caminha percorrido naquela regido.

Sitio 5. Localizado no municipio de Urupa, em uma propriedade particular,
demarcada como plantio para restauracao florestal, utilizando espécies nativas das areas
ao redor. Esta area diferencia-se das demais, por ser pelo estado sucessional secundario.
Foi totalmente aberta para o plantio de pastagem, posteriormente, abandonada a criacdo
de gado de corte, iniciou-se o plantio das espécies nativas. A area de aproximadamente
200x200m, foi toda inventariada e, segundo os relatos dos proprietarios o plantio de
espécies nativas possuia 3 anos, e as sementes foram coletadas nas areas ao redor e em
propriedades préximos, catadas do chao. Os individuos lenhosos amostrados, possuiam
entre 3 e 5 metros de altura. A area é totalmente cercada, e deverd ser utilizada em breve

para educacdo ambiental, como um laboratorio para aulas préaticas pelas escolas da regido.

2.2 COLETA DE DADOS

Para amostragem da floristica nos pontos amostrados, foram utilizados dois métodos:

Amostragem pontual (PO — Ponto de Observacéo), de acordo com a metodologia de
AER (Avaliacéo Ecoldgica Rapida) desenvolvida por Sobrevila & Bath (1992), para verificar
tipos vegetacionais, identificar grupos floristicos dominantes, estagios de sucesséo e
estado de conservagao.

Transectos, com o uso de trilhas de identificacdo, ao longo de trilhas 3km em cada
Sitio de amostragem, no interior da vegetacéao, identificando todas os espécimes com porte

arboreo, com didmetro a altura do peito (DAP) = 30 cm, localizados até 2 metros de largura,

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




de cada lado da trilha. Este método foi utilizado nas areas de estudo localizadas em
Chupinguaia (1) , Ji-Parana (Il), Parecis (lll) e Seringueiras (V).

Inventério, com a identificacdo de todos os individuos arbéreos localizados na area
demarcada, método utilizado apenas na area amostrada em Urupa (V).

O esforco amostral foi baseado nas condi¢cdes de campo, considerando periodos de
chuva e seca, acesso as areas e reconhecimento do local, demarcagéo de pontos e coleta
de dados, além da repeticdo das espécies na amostragem.

Os individuos férteis foram coletados, com o uso de tesoura de poda, identificados,
triados e prensados no laboratério com o uso de jornal e prensa de madeira, levados a
estufa a 45°C, por até 3 dias.

A lista floristica das espécies arboreas foi elaborada a partir da identificacdo de todos
os individuos amostrados nas areas de estudo, dentro do nivel de inclusdo acima
mencionado. O material botanico coletado foi identificado pela equipe do Laboratério de
Botanica e Ecologia (LABEC) do Instituto Federal de Rondénia (IFRO) — Campus Ji-Parana
em campo e com auxilio de literatura especializada e profissionais com experiéncia em
identificacdo botanica. O material botanico feértil foi enviado para depdsito no herbario do
CEULJI-ULBRA.

A validacdo dos nomes das espécies, autores e a exclusdo das sinonimias botanicas
foram definidos em consultas ao Vast (2007). A lista de espécies foi preparada em ordem
alfabética de familias de acordo com Angiosperm Phylogeny Group (APG) atualizado em
APG Il (2009).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No total, foram amostradas 154 espécies, distribuidas em 103 géneros e 43 familias
botanicas. No Sitio I, foram amostradas 13 espécies, 10 géneros e 9 familias botanicas,
onde a familia Sapotaceae destacou-se em riqueza, com cinco espécies, sendo quatro do
género Pouteria.

No sitio I, foram amostradas 39 espécies, 36 géneros e 23 familias botanicas. Nesta
area de coleta, destaca-se a riqueza de géneros e familias botanicas, onde apenas trés
géneros apresentaram duas espécies e a familia Fabaceae destacou-se com seis espécies.

No sitio Ill foram amostradas 41 espécies, 38 géneros e 22 familias. O padrao de
elevada riqueza de género se repetiu, sendo apenas trés géneros apresentaram duas

espécies.
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No sitio IV foram amostradas 27 espécies, 26 géneros e 18 familias botanicas. Esta
area, a rigueza de géneros foi ainda mais acentuada, onde apenas Swartzia apresentou
duas espécies.

No sitio V foram amostradas 49 espécies, distribuidas em 41 géneros e 21 familias. A
area apresentou um padrao diferente das demais amostradas, com um maior nimero de
géneros com riqueza de espécies.

A lista de espécies amostradas nas areas de estudo esta descrita no Quadro 1.

Quadro 1 — Composicdo de espécies de trechos de vegetacdo nativas e de
reflorestamento amostrados em cinco municipios do estado de Rondénia.

Sendo: | (Chupinguaia); Il (Ji-Parana); lll (Parecis); IV (Serlnguelras)eV(Urupa)
Familia Nome cientifico ] Il v

Anacardiaceae Spondias mombin L.

Annona sp.

Bocageopsis sp.
Annonaceae

Ephedrantus sp.

Guatteria foliosa Benth.

Aspidosperma araracanga Marc.-Ferr.

Apocynaceae Hymatantus sucuuba (Spruce ex Mill. Arg.)

Woodson

Astrocaryum jauari Mart.

Astrocaryum vulgare Mart.

Attalea maripa (Aubl.) Mart.

Attalea phalerata Mart. ex Spreng.

Arecaceae Attalea sp.

Bactris gasipaes Kunth

Bactris maraja Mart.

Oecnocarpus disticus

Oenocarpus minor Mart.

Handroanthus albus (Cham.) Mattos

Bignoniaceae Handroanthus roseo-albus (Ridl.) Mattos

Handroanthus ochraceus (Cham.) Mattos

Bixaceae Cochlospermum orinocense (Kunth) Steud.

Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken
Boraginaceae

Cordia seleriana Fernald
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Protium aracouchini (Aubl.) Marchand

Protium occultum Daly

Burseraceae
Protium spruceanum (Benth.) Engl.
Protium subserratum (Engl.) Engl.
Caryocaraceae Caryocar villosum (Aubl.) Pers.

Celastraceae

Maytenus ilicifolia Mart. ex Reissek

Salacia multiflora (Lam.) DC.

Tontelea fluminensis (Peyr.) A.C. Sm.

Hirtella gracilipes (Hook. f.) Prance

Licania octandra (Hoffmanns. ex Roem. &
Schult.) Kuntze

Chrysobalanacea | Licania pallida Spruce ex Sagot
© Licania reticulata Prance
Licania sandwithii Prance
Parinari excelsa Sabine
Caraipa sp.
Clusiaceae
Garcinia macrophylla Mart.
Combretaceae Buchenavia grandis Ducke
Crysobalanaceae | Licania sp.
Erythroxylaceae | Erythroxylum mucronatum Benth.

Euphorbiaceae

Alchorneopsis floribunda (Benth.) Mull. Arg.

Hevea brasiliensis (Willd. ex A. Juss.) Mull. Arg.

Hevea spruceana (Benth.) Mull. Arg.

Pera glabrata (Schott) Poepp. ex Baill.

Pera schomburgkiana (Klotzsch) Mull. Arg.

Pera sp.

Sapium glandulatum (Vell.) Pax

Fabaceae

Amburana acreana (Ducke) A.C. Sm.

Apuleia leiocarpa (Vogel) J.F. Macbr.

Caesalpinia brasiliensis L.

Copaifera langsdorffii Desf.

Dipteryx odorata (Aubl.) Forsyth f.

Enterolobium contortisiliguum (Vell.) Morong

Enterolobium maximum Ducke
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Erythrina sp.

Hymenaea courbaril L.

Hymenaea intermedia Ducke

Hymenaea parvifolia Huber

Inga laurina (Sw.) Willd.

Inga macrophylla Humb. & Bonpl. ex Willd.

Inga sp.

Leptolobium nitens Vogel

Macrolobium acaciifolium (Benth.) Benth.

Parkia multijuga Benth.

Platimicium sp.

Pterocarpus amazonicus Huber

Pterodon pubescens (Benth.) Benth.

Stryphnodendron guianense (Aubl.) Benth.

Stryphnodendron pulcherrimum (Willd.) Hochr.

Swartzia grandiflora J.F. Gmel.

Swartzia ingifolia Ducke

Swartzia polyphylla DC.

Swartzia sp.

Tachigali setifera (Ducke) Zarucchi & Herend.

Zygia juruana (Harms) L. Rico

Lauraceae

Licaria guianensis Aubl.

Nectandra sp.

Lecythidaceae

Bertholletia excelsa Bonpl.

Cariniana rubra Gardner ex Miers

Lecythis parviflora Aubl.

Lecythis pisonis Cambess.

Lecythis zabucajo Aubl.

Lythraceae

Physocalymma scaberrimum Pohl

Malpighiaceae

Byrsonima chrysophylla Kunth

Malvaceae

Ceiba pentandra (L.) Gaertn.

Chorisia speciosa A. St.-Hil.

Guazuma sp.
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Guazuma ulmifolia Lam.

Luehea divaricata Mart.

Mollia lepidota Spruce ex Benth.

Pachira sp.

Sterculia excelsa Mart.

Theobroma cacao L.

Theobroma silvestre Spruce ex K. Schum.

Theobroma speciosum Willd. ex Spreng.

Melastomataceae

Mouriri dimorphandra Morley

Mouriri huberi Cogn.

Tococa sp.

Meliaceae

Swietenia macrophylla King

Trichilia micrantha Benth.

Moraceae

Ficus amazonica (Miq.) Mig.

Ficus capensis Thunb.

Ficus gomelleira Kunth & C.D. Bouché

Ficus mathewsii (Mig.) Miq.

Maquira guianensis Aubl.

Pseudolmedia laevis (Ruiz & Pav.) J.F. Macbr.

Myristicaceae

Virola calophylla (Spruce) Warb.

Myrtaceae

Eugenia omissa McVaugh

Myrcia fenestrata DC.

Myrcia splendens (Sw.) DC.

Syzygium cumini (L.) Skeels

Nyctaginaceae

Neea ovalifolia Spruce ex J.A. Schmidt

Ochnaceae

Ouratea odora Poepp. ex Engl.

Olacaceae

Dulacia guianensis (Engl.) Kuntze

Heisteria laxiflora Engl.

Polygalaceae

Moutabea sp.

Moutabea guianensis Aubl.

Polygonaceae

Coccoloba sp.

Triplaris sp.

Putranjivaceae

Drypetes variabilis Uittien
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Calycophyllum spruceanum (Benth.) Hook. f. ex
K. Schum.

Duroia gransabanensis Steyerm.

Rubiaceae
Faramea sp.
Genipa americana L.
morfo-espécie 2
Metrodorea flavida K. Krause
Rutaceae

Zanthoxylum rhoifolium Lam.

Sapindaceae

Matayba arborescens (Aubl.) Radlk.

Matayba guianensis Aubl.

Vouarana guianensis Aubl.

Sapotaceae

Chrysophyllum amazonicum T.D. Penn.

Chrysophyllum pomiferum (Eyma) T.D. Penn.

Ecclinusa sp.

Micropholis sp.

morfo-espécie 1

Pouteria flavilatex T.D. Penn.

Pouteria krukovii (A.C. Sm.) Baehni

Pouteria longifolia (Mart. & Eichler) T.D. Penn.

Pouteria minima T.D. Penn.

Pouteria peruviensis (Aubrév.) Bernardi

Pouteria sp.1

Pouteria sp.2

Pouteria vernicosa T.D. Penn.

Simaroubaceae

Simaba polyphylla (Cavalcante) W.W. Thomas

Solanaceae Solanum crinitum Lam.
Cecropia distachya Huber
Cecropia pachystachya Trécul

Urticaceae
Cecropia sciadophylla Mart.
Coussapoa sp.

Verbenaceae Vitex sp.
Violaceae Rinoreocarpus ulei (Melch.) Ducke

Vochysiaceae

Qualea sp.1

Qualea sp.2
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Quanto aos géneros, 13 apresentaram trés ou mais espécies, onde destaca-se
Attalea, Cecropia, Handroanthus, Hymenaea, Inga, Lecythis, Pera e Theobroma com trés
espécies cada. Ainda, Ficus, Protium e Swartzia com quatro espécies cada e Licania (5
spp) e Pouteria com o maior nimero de espécies, oito. Moser (2013), estudando as florestas
na regido do Rio Madeira, encontrou 278 espécies e cita Sapotaceae como uma das
principais familias, devido a riqueza de espécies do género Pouteria.

Do total de 43 familias, apenas nove apresentaram 5 ou mais espécies, com destaque
para Fabaceae (28), Malvaceae (11), Arecaceae (09). Estas e as demais familias botanicas

com maior riqgueza de espécies estao representadas na Figura 4.
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Figura 4. Familias botanicas com maior rigueza de espécies nas cinco areas amostradas
no estado de Rondonia.

A similaridade floristica entre as areas amostradas foi baixa, do total de 154 espécies,
apenas 14 ocorreram em duas parcelas. No Sitio |, todas as espécies foram exclusivas,
nao sendo amostradas em nenhum dos outros quatro pontos.

As areas com maior similaridade com as demais foram Urupé (10 espécies em comum
com todas as outras areas), seguida por Parecis (7 spp) e Ji-Parana (6 spp). Comparando
apenas duas areas, os Sitios lll e V apresentaram maior similaridade, com seis espécies

em comum.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A localizacéo geografica, sendo a area mais ao sul do estado, pode ter relacdo da
baixa similaridade entre a area | e as demais. O ponto de coleta, embora seja uma
fitofisionomia florestal, esta na area de transicao entre Cerrado e Floresta. Quanto a baixa
riqueza de espécies nessa area, deve-se considerar que, apesar do porte florestal, em
areas de transicdo ou Cerraddo, o numero de individuos com DAP = 30 é muito menor do
que em uma Floresta Ombrdfila, assim, o nivel de inclusao interferiu na rigueza de espécies,
0s resultados assim, caracterizam o dossel emergente da vegetacao local.

O Sitio 1V, localizado em Seringueiras apresentou menor similaridade floristica,
um encrave de cerraddo, no meio de Floresta Ombrdfila e pastagens. Os demais quatro
sitios apresentam proximidade maior com a Floresta Ombrofila, sendo assim, a composi¢éao
de espécies do sitio 4 merece estudos, de conexao floristica, por exemplo.

As espécies que apresentaram maior distribuicdo em dois Sitios de coleta foram
Apuleia leiocarpa, Cecropia distachya, Ceiba pentandra, Chorisia speciosa,
Cochlospermum orinocense, Inga laurina, Inga macrophylla, Macrolobium acaciifolium,
Mollia lepidota, Myrcia splendens, Physocalymma scaberrimum, Spondias mombin e
Sterculia excelsa.

Conforme estudo, as espécies utilizadas na restauracdo florestal no Sitio V
apresentou elevada similaridade com areas nativas no estado. Com o avanco dos estudos,
os dados devem confirmar se as demais espécies utilizadas no plantio pertencem a flora
da regido, ja que a lista floristica apresentada é composta de espécies nativas da flora no
norte do pais.

O sucesso no uso das espécies amostradas deve servir como base para escolha
de plantas para restauracéo de trechos de florestas na regiao central do estado, viabilizando
0 conhecimento das espécies com potenciais de desenvolvimento em areas degradadas e
para restauracao, evitando assim prejuizos financeiros de implantacdo ocasionados pela
mortandade de espécies inadequadas.

O treinamento de profissionais na area de coleta e identificacdo botanica para o
estado de Rondonia é muito importante, ha escassez desse profissional, principalmente
gue tenha experiéncia em trabalhar com as tipologias e com as espécies da regido.

Atualmente, a maioria dos profissionais estdo proximos a aposentadoria.
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CAPITULO 7

COLETA DE DADOS DE VEGETACAO E FLORA — ENFOQUE NA
AMAZONIA SUL-OCIDENTAL, ESTADO DE RONDONIA

Gilmar Alves Lima Junior?

1. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Rondbnia, Ji-Parana, Rondbnia,

Brasil.

RESUMO:

Este capitulo retne informacfes de os estudos cientificos sobre a vegetacdo nativa do
estado, com foco nos levantamentos floristicos e fitossociolégicos. Entende-se que o
conhecimento da vegetacéo e flora pode ser a base para planejamento de uso dos recursos
naturais, bem como preservacédo do patrimonio genético e até para subsidiar a recuperacdo
de areas degradadas e restauracdo de habitats naturais. O elevado nimero de espécies
amostradas nos estudos apresentados, caracteristicos de ambientes de floresta ombrdfila,
confirma que o estado possui areas de elevada riqueza e diversidade, que deve haver maior
investimento no estudo, conhecimento da flora e pesquisas para uso além da conversao
em lavoura e pecuéria.

Palavras-chave: Vegetacao, Flora e Amazonia.

ABSTRACT:

This chapter gathers information from scientific studies on the native vegetation of the
state, focusing on floristic and phytosociological surveys. It is understood that knowledge
of vegetation and flora can be the basis for planning the use of natural resources, as well
as preservation of genetic heritage and even to subsidize the recovery of degraded areas
and restoration of natural habitats. The high number of species sampled in the studies
presented, characteristic of environments of ombrophilous forest, confirms that the state
has areas of high richness and diversity, that there should be greater investment in the
study, knowledge of the flora and research for use besides the conversion in agriculture
and livestock.

KEYWORDS: Vegetation, Flora and Amazon.

1. INTRODUCAO

O réapido crescimento do Estado de Rondbnia, baseado principalmente na producéo
agropecuaria, gera uma demanda por resultados de pesquisas para conhecer e propor
estratégias para preservagao e conservacao da vegetacao nativa, uso e ocupacédo do solo.

Depois de um primeiro ciclo de colonizagéo a partir da década de 1970, o estado pode

ser considerado uma nova fronteira agricola, apés o boom na producéo agricola em Mato
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Grosso, grandes empresas e produtores tem migrado para Rondénia. A cada ano, pode-se
observar a transformacéo de pastagens e de &reas naturais em grandes lavouras na regido
do cone sul, onde destaca-se o municipio de Vilhena, até o Vale do Guaporé, em areas dos
municipios de S&o Miguel do Guapore, Seringueiras e Sao Francisco do Guaporeé.

Esta transformacédo na paisagem € muito rapida e tem grande apelo social, apoiado
na promessa de desenvolvimento econdmico e social. Contudo, procura-se responder a
demanda sobre os estudos ambientais no estado, com foco na vegetacdo e floristica,
principalmente destas areas, localizadas em pontos de interesse para o abertura de novas
frentes para agricultura de grande escala.

Este capitulo reune informacdes de os estudos cientificos sobre a vegetacdo nativa
do estado, com foco nos levantamentos floristicos e fitossociol6gicos. Entende-se que o
conhecimento da vegetacao e flora pode ser a base para planejamento de uso dos recursos
naturais, bem como preservacao do patriménio genético e até para subsidiar a recuperacao

de areas degradadas e restauracdo de habitats naturais.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um levantamento dos trabalhos cientificos publicados em periddicos,
dissertacdes e teses com o tema relacionado com levantamento floristico e fitossociolégicos
no estado de Rondénia. Nao foi utilizado um periodo especifico, buscou-se 0 maximo de
informacdes nas plataformas digitais, bibliotecas fisicas de instituices publicas e privadas
nos municipios de Porto Velho e Ji-Parana, e digitais, plataformas de compartilhamento de
publicacdes sobre o tema, buscando esgotar os dados disponiveis na literatura.

Os dados foram compilados em planilhas do Excel, com critérios/caracteristicas
escolhidas pelos autores, como importantes para comparacdo entre os trabalhos,
identificando diferentes na metodologia adotada por cada autor, que possa interferir na
interpretacdo dos dados.

Quanto a metodologia utilizada pelos autores, determinou-se que o local (municipio)
de coleta, nivel de inclusdo e tamanho da area amostrada (sendo parcela ou ponto
quadrante) seriam as principais informacdes. Quanto aos resultados, a riqueza de espécies,

indice de Diversidade de Shannon-Weaver (H’), as principais familias, priorizando a riqueza

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




de espécies por familia deveriam ser destacadas. Por fim, optou-se por repetir a

denominagéo da fitofisionomia adotada por cada autor.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

E apresentada a compilacdo dos estudos cientificos sobre a vegetacéo e flora do
estado de Rondbnia de 15 levantamentos realizados, com coleta de 28 areas de
amostragem, em nove fitofisionomias diferentes, de acordo com a classificacdo de cada
autor, que variam desde areas campestres até florestais (Quadro 1).

O levantamento apresentado compreende estudos realizados em 31 anos, no periodo
de 1986 a 2017, com a citacao das principais familias quanto a riqueza de espécies, com
excecao das areas estudadas por Absy et al. (1986), Salomao e Lisboa (1988), Maciel e
Lisboa (1989) que citam as principais familias quando ao valor de importancia da estrutura
da vegetacédo e Casulo (2012), que destaca as familias botanicas quanto a abundancia na
area de estudo.

Apenas quatro estudos ou nove areas amostradas ndo apresentaram o indice de
Diversidade de Shannon-Weaver (H’), contudo, € possivel avaliar e comparar os resultados
entre as demais areas, principalmente para fitofisionomia Floresta Ombrofila de Terra
Firme.

Exceto o trabalho de Miranda (2000), que utilizou pontos quadrantes como
metodologia de amostragem da vegetacao, todos os demais utilizaram parcelas, contudo,
dentro da escolha por parcelas, houve grande variacdo quanto ao tamanho das parcelas,
nao discutida neste capitulo, pois ndo se priorizo a metodologia e os dados foram

apresentados pelos autores dentro dos parametros fitossocioldgicos usuais.
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Quadro 1. Informacgdes dos levantamentos floristicos e fitossociologicos realizados no
estado de Rondénia, no periodo entre 1986 e 2017.

Area Nivel de Riqueza
Referéncia Ano Local . ~ de H' Principais familias | Vegetacao
amostrada inclusao g
espécies
Leguminosae,
. . Moraceae, Floresta
Absy, M.L.; 1986/1 Machadinho DAP = Sapotaceae, Ombrdfila
Prance, G.T.; do Oeste e 6 hectares 278 .
987 10cm Lecythidaceae, de Terra
Barbosa, E.M. Jaru )
Burseraceae e Firme
Arecaceae
Moraceae,Legumin
Ji-Paranéa osae, Sapotaceae Floresta
X . - = > 1 ] o
S_alomao, RP. 1988 Presidente 1 hectare DAP 2 171 4,44 Burseraceae, Ph.MaI
Lisboa, P.L.B. P 10cm Tropical de
Médici Arecaceae e .
Terra Firme
Annonaceae
. . Floresta
. Presidente Sterculiaceae :
. S ,
MaC|eI, UN.; 1989 Médici-Costa 1 hectare DAP 2 90 4,26 Meliaceae, P".Mal
Lisboa, P.L.B. 10cm Tropical de
Marques Moraceae .
Terra Firme
Foresta
50 pontos 7 3.88 Ombrofila
quadrantes de Terra
Firme
Foresta
50 pontos 7 3,03 Ombrdfila
quadrantes de Terra
Firme
Foresta
50 pontos 72 3,88 Ombrdfila
quadrantes de Terra
Firme
50 pontos 56 3,61 Mata ciliar
quadrantes
i >
Miranda, I. 2000 PE';T::;"" — Cl'gsn;
pontos 55 3,44 Mata ciliar
quadrantes
50 pontos 58 3,47 Mata ciliar
quadrantes
50 pontos 53 3,46 Mata ciliar
quadrantes
50 pontos 67 3,69 Mata ciliar
quadrantes
50 pontos 30 2.87 Mata
quadrantes alagada
50 pontos 23 251 Mata
quadrantes alagada
Vieira, A.H.; Caealpinaceae,
Martins, E.P.; . Fabaceae Floresta
) ; S )
Silveira, A.L.P.; 2002 Mac'hadlnho 5 hectares DAP 2 70 3,2 Lecythidaceae, Ombréfila
. d'Oeste 10cm
Pequeno, P.L.L.; Moraceae e Densa
Locatelli, M. Annonaceae
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Vochysiaceae,
1 hectare 60 Fa_tbap eae, cerradao
Malpighiaceae e
Rubiaceae
Myrtaceae,
1 hectare 26 Melastomataceae e | campo sujo
Sapotaceae
Xllran'ga' Iésé; - 2006 vilh CAS 2
meida, S.S.; ilhena 10cm Ochnaceae,
Dantas, P.J. Clusiaceae, cerrado
1 hectare 39 Myrtaceae, sensu
Vochysiaceae, stricto
Melastomataceae
Ochnaceae,
Vochysiaceae, cerrado
1 hectare 45 Melastomataceae, sensu
Myrtaceae e stricto
Sapotaceae
Fabaceae, FIoreist_a
PAP = Arecaceae Ombrafila
Reis, N.F.C. 2007 Porto Velho 0,5 hectares - 173 3,95 ' Aberta de
10cm Moraceae,
Terras
Lauraceae .
Baixas
Fabaceae,
Moraceae Floresta
S , e
Santos, N.B. 2007 Porto Velho 0,5 hectares PAP 2 243 4,6 Lauraceae, Ombréfila
10cm Densa
Annonaceae e .
. Aluvial
Meliaceae
Silva, A.P.F.F; DAP > Cale:zall)lggzz::ae, Floresta
Bentes-Gama, 2008 Porto Velho 3,5 - 69 3,41 ) ' Ombrofila
15cm Lecythidaceae,
M.M. Aberta
Moraceae
e
M.M.; Leal, G.S; ’ Floresta
Barros, J.O.; 99 Fabaceae, Ombrofila
R 2009 Porto Velho 9 hectares DAP = 15 . 3,63 Moraceae,
Lopes, R.H.; espécies de Terra
. Annonaceae, .
Lopez, G.F.Z.; Firme
Silveira. J.C Arecaceae e
e Lecythidaceae.
Fabaceae,
S .
Casula, K.R. 2012 | Porto Velho 33,25 DAP 2 476 Euphorbiaceae, | Floresta de
hectares 5cm Moraceae, varzea
Sapotaceae
Fabaceae,
Floresta
1cm < Sapotaceae, Ombréfila
1 hectare DAP = 630 Crhysobalanaceae,
: de Terra
10cm Rubiaceae, )
Firme
Moraceae
Moser, P. 2013 Porto Velho
Fabaceae,
Floresta
10cm < Moraceae, Ombréfila
10 hectares DAP 2 499 Sapotaceae,
de Terra
30cm Chrysobalanaceae, .
Firme
Annonaceae
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Fabaceae,
Moraceae Floresta
> ! Ofi
20 hectares DAP = 279 Sapotaceae, Ombroiila
30cm de Terra
Chrysobalanaceae .
. Firme
e Lecythidaceae
Fabaceae,
Sapotaceae Floresta
S ) e
Azevedo, G.B. 2014 Ji-Parana 1,5 hectares DAP 2 298 Moraceae, Ombrofila
10cm com
Annonaceae, .
palmeiras
Malvaceae
Andrade, R.T.G.; Fabaceae,
Pansini, S.; Arecaceae, Floresta
Sampaio, A.F; DAP 2= Moraceae, Ombrdfila
Ribeiro, M.S.: 2017 Porto Velho 30 hectares 10cm 196 3,81 Rubiaceae, de Terra
Cabral, G.S;; Melastomataceae e Firme
Manzato, A.G. Urticaceae

Observa-se uma grande lacuna na publicacao de dados nos anos 90, com um namero
de estudos relacionados a grandes programas institucionais, como o Plano Agropecuario e
Florestal de Rondénia (PLANAFLORO), aprovado em 1992 e o POLONOROESTE, que
suscitou de alguma forma estudos ambientais, no planejamento de ocupacdo e
infraestrutura da regido. Depois de uma década dos primeiros estudos publicados por
pesquisadores, principalmente vinculados a Instituicdes em Manaus, apds 0s primeiros
anos da implantacdo da Universidade Federal no estado, estabelecimento de profissionais,
que iniciou-se a coleta de dados e publicacdo, principalmente a partir dos anos 2000.

Ha uma escassez de dados em parcelas permanentes de estudos floristicos e
ecolégicos, apenas o trabalho de Andrade et al. (2017) vinculado ao Programa de
Biodiversidade com a metodologia RAPELD, apresenta essa caracteristica. A maioria dos
levantamentos sédo avaliacdes rapidas, e que na maioria das vezes, tem a identificacédo
botanica confirmada com material vegetativo e em campo, baixo nimero de coletas de
material reprodutivo e depositado nas colecfes. Salvo em alguns casos de espécies
amplamente reconhecidas, essa metodologia pode comprometer resultados ou nao ser tao
eficaz quanto estudos de longa duracéao.

O uso de parcelas permanentes, em areas de conservacdo, como Unidades de
Conservacao, mas também em areas de preservacdo permanentes de propriedades rurais
e até mesmo areas de restauracao florestal, com diferentes estagios sucessionais pode ser
priorizado, buscando responder perguntas como apresentadas Moura et al. (2017), em uma

discusséo ecoldgica interessante sobre o planejamento do uso e ocupacao do estado.
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Os dados levantados revelam uma concentragéo de estudos na regiao de Porto Velho,
indicada por alguns fatores, como os levantamentos e trabalhos de estudantes de pos-
graduacdo nas areas de construcdo das usinas hidroelétricas Santo Antbnio e Jirau
(CASUAL, 2012; MOSER, 2013), pela presenca do maior campus da Universidade Federal
de Rondbnia, com o programa de pés-graduacdo na area ambiental, pela grande extensao
territorial e ainda, pela cobertura por grandes areas de florestas bem conservadas.

Contudo, as demais areas do estado estdo “descobertas” de levantamentos floristicos
e fitossociologicos, principalmente quanto a demais tipologias florestais e campestres, nas
areas de encrave de cerrado e transicao.

Espera-se que parte desta lacuna seja preenchida com os resultados do Inventério
Florestal Nacional, etapa Ronddnia, que tem realizado levantamentos de fatores abidticos
e da vegetacéo e flora do estado desde 2014.

N&o citados no Quadro 1, por ndo serem levantamentos floristicos e fitossocioldgicos,
mas importantes para o tema sao os estudos de Perigolo (2014), que descreveu cinco
fitofisionomias de floresta ombroéfila, uma floresta estacional e quatro fitofisionomias de
campinarana, desde florestais a campestres, na regido XX, descrevendo as principais
espécies que caracterizam as tipologias e que pode ser base para estudos da estrutura nos
locais. Carleial e Bigio (2014) deram uma contribuicdo importante com o checklist das
plantas coletas durante o estudo do PLANAFLORO. Sao espécimes depositados no maior
herbério do estado e informagbes que compiladas ajudam na discussao quanto a ocorréncia
de espécies no estado, principalmente porque sdo coletas realizadas antes da grande

ocupacao do estado.

4. CONSIDERACOES FINAIS

N&o ha uma padronizacdo na metodologia utilizada na coleta de dados, em que pese,
um numero pequeno de estudos, ndo é possivel formar um banco de dados sobre a
composicao de espécies, em diferentes niveis de inclusdo, para tipologias vegetacionais
especificas no estado de Rondonia.

O elevado numero de espécies amostradas nos estudos apresentados, caracteristicos

de ambientes de floresta ombrdfila, confirma que o estado possui areas de elevada riqgueza
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e diversidade, que deve haver maior investimento no estudo, conhecimento da flora e
pesquisas para uso além da conversao em lavoura e pecuaria.

Recomenda-se 0 uso de parcelas permanentes, com estudos de longa duragéo, em
areas de conservacdo, como Unidades de Conservacdo, mas também em areas de
preservacao permanentes de propriedades rurais e até mesmo areas de restauracao
florestal, com diferentes estagios sucessionais.

Os resultados do Inventario Florestal Nacional — Ronddnia, devem contribuir de forma
significativa com o conhecimento da flora do estado, principalmente quanto a ocorréncia e
distribuicdo de espécies ja conhecidas e ocorréncia de novas espécies para o estado, pois
apresenta uma grande area de extensdo, abrangendo todo o estado e diversas tipologias
de vegetacéo.

Em um estado com colonizac&o recente, baixo numero de cursos de pds-graduacao,
que possuem relacdo direta com a fixacdo de profissionais qualificados, captacdo de
recursos financeiros para pesquisa e publicagdo cientifica qualificada, ha ainda uma grande
demanda a ser suprimida quanto ao conhecimento cientifico da vegetagéo e da flora do
estado.

Os o6rgaos dos Governos Estadual e Federal, que possuem como funcao fomentar e
executar politicas publicas quanto a pesquisa, inovacédo e desenvolvimento, ou quanto a
conservagao e preservacao dos recursos naturais devem renovar 0 COmpromisso junto a
comunidade académica para novos estudos na area, principalmente no interior do estado.

Este primeiro levantamento sobre os trabalhos desenvolvidos na area deve ser
intensificado, como forma de consulta e guia para reunir instituicdes e pesquisadores com

0 objetivo comum de conhecer a flora do estado, para conservar.
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CAPITULO 8

TECNOLOGIAS EM GENETICA MOLECULAR PARA INTENSIFICACAO
DO USO DE AMENDOIM FORRAGEIRO EM PASTAGENS NA AMAZONIA

Jonatas Chagas de Oliveira! e Tatiana de Campos?'?
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2. Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Programa de Pé6s-Graduacdo em Ciéncia,

Inovacéo e Tecnologia para a Amazdnia (PPG CITA), Rio Branco, Acre, Brasil.

RESUMO

O setor agropecuario brasileiro tem apresentado crescente participacdo na economia,
especialmente no mercado exportador mundial, onde a pecuaria de corte tem destaque. O
desafio é continuar a aumentar a producéo e, simultaneamente, reduzir o desmatamento.
Investimentos em tecnologia buscam tornar a pecuaria mais sustentavel, como o uso de
gramineas consorciadas com leguminosas forrageiras. O amendoim forrageiro (Arachis
pintoi) destaca-se dentre as leguminosas forrageiras por seu alto teor de proteina, boa
cobertura do solo e compatibilidade com gramineas, além da fixacdo biologica de
nitrogénio. O programa de melhoramento do amendoim forrageiro tem como objetivo
desenvolver novas cultivares adaptadas aos diversos climas do territério brasileiro. Os
marcadores moleculares s&do ferramentas importantes nesse processo, fornecendo
informacdes sobre a divergéncia genética em banco de germoplasma, taxa de reproducéo
cruzada, e também no processo de certificacdo de hibridacéo.

Palavras-Chave: Arachis pintoi, marcadores moleculares, diversidade genética.

ABSTRACT

The Brazilian agricultural sector has shown an increasing participation in the economy,
especially in the world export market, where the beef cattle industry is highlighted. The
challenge is to continue to increase production while reducing deforestation. Investments in
technology seek to make livestock more sustainable, such as the use of grasses consorted
with forage legumes. Forage peanuts (Arachis pintoi) stands out among forage legumes due
to their high protein content, good soil cover and compatibility with grasses, as well as
biological nitrogen fixation. The forage peanut breeding program aims to develop new
cultivars adapted to the different climates of the Brazilian territory. Molecular markers are
important tools in this process, providing information on genetic divergence in germplasm
bank, cross-breeding rate, and also in the hybridization certification process.

Keywords: Arachis pintoi, molecular markers, genetic diversity.
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1. INTRODUCAO

A agropecuaria brasileira tem conquistado cada vez mais o mercado internacional.
Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carne (ABIEC), o
agronegocio contribuiu com 22% do produto interno bruto (PIB) brasileiro, o que
correspondeu a R$ 1,42 trilhdes em 2017. Considerando somente o PIB do agronegécio, a
pecuaria contribuiu com 31%, o equivalente a R$ 430 bilhdes.

O rebanho brasileiro tem crescido significativamente ao longo dos anos. Em 1974,
o efetivo do rebanho era de 92,49 milhdes de cabecas. Ja em 2017, o efetivo foi de 221,81
milhdes (IBGE, 2018), o que representou um crescimento de 132,34%.

A ocupacao territorial da Amazénia legal influenciou diretamente no crescimento do
rebanho na regido. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (2018),
0 rebanho bovino na Amazonia legal em 1974 era de 8,58 milhées de cabecas e teve um
aumento de 896,37%, passando para 85,50 milhdes em 2017. Assim, a pecudria € uma das
atividades primarias mais importantes para a regido. Considerando os municipios da
Amazoénia legal, 54,48% possuem uma pecuaria bovina com baixo nivel tecnoldgico e
apenas 9,34% com nivel tecnoldgico mais avancado (SANTOS et al., 2017). Isso significa
que o sistema predominante ainda € o extensivo.

Nos ultimos anos, a pressdo pela reducdo do desmatamento tem crescido
especialmente no mercado internacional onde os consumidores estdo cada vez mais em
busca do “boi verde” ou “boi de capim”. O desafio da pecuaria brasileira € encontrar
alternativas que permitam atender as demandas do mercado interno e externo, evitando a
expansado do desmatamento através do aumento de produtividade (DIAS-FILHO, 2011;
GARCIA et al., 2017; ZU ERMGASSEN et al., 2018).

O uso de pastagens consorciadas de gramineas com leguminosas forrageiras
apresenta vantagens, pois além de realizar a fixacdo biolégica de nitrogénio também sao
uma fonte importante de proteina aos animais (LIMA et al., 2003), contribuindo na melhoria
da fertilidade do solo e na produtividade animal.

Dentre as leguminosas forrageiras, o amendoim forrageiro tem-se destacado por
possuir elevados teores de proteina bruta (entre 13 a 22%) e alta compatibilidade com
gramineas vigorosas sob pastejo intensivo, aumentando a produtividade em relacdo as
pastagens exclusivas de gramineas (LASCANO, 1994; LIMA et al., 2003). No Estado do

Acre, 0 amendoim forrageiro apresentou um impacto positivo de aproximadamente R$ 104
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milhdes ao ano em pastagens consorciadas (EMBRAPA, 2018). Entretanto, apesar disso
ainda existem poucas cultivares disponiveis aos produtores. Por esse motivo, o programa
de melhoramento de amendoim forrageiro tem o objetivo de desenvolver novas cultivares

adaptadas as diversas condi¢Ges edafoclimaticas do territorio brasileiro.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 USO DE AMENDOIM FORRAGEIRO EM PASTAGENS CONSORCIADAS NA
AMAZONIA

Dentre as alternativas para uma pecuaria sustentavel, a intensificacdo do sistema
produtivo na agropecuaria tem-se destacado. A intensificacdo parte do principio que uma
maior quantidade de animais pode ser criada em uma mesma area (SWAIN et al., 2018), o
gue permite o aumento da produtividade sem a necessidade da expansao das pastagens
através da derrubada de novas areas. Entretanto, para que isso seja possivel é necessario
o investimento em tecnologias que irdo permitir o0 aumento da produtividade, tais como:
ambiente de producédo altamente controlado, uso de alimentacdo comercial com otimizacao
nutricional e aplicacdo de técnicas avancadas de melhoramento animal, o que produzira
animais maiores e que estardo prontos para o abate mais rapido do que no sistema
extensivo tradicional (SWAIN et al., 2018).

Algumas medidas para a implementacao da intensificacdo da producédo pecuaria
na Amazobnia tém sido avaliadas, dentre elas destacam-se os sistemas de pastejo
rotacional, os sistemas silvipastoris com pastejo rotacional e o uso de pastagens
consorciadas com leguminosas forrageiras.

O uso de pastagens consorciadas de gramineas com leguminosas forrageiras €
apontado como uma das possibilidades até para os pequenos produtores na regido
Amazonica. Essa préatica permite a fixacao bioldégica do nitrogénio ao solo, evitando a
degradacédo das pastagens e melhorando a qualidade produtiva do solo, além de agregar
maior valor nutricional ao pasto (SA; BAYMA; CARNEIRO JUNIOR, 2008).

A implementagdo desse sistema no Estado do Acre ocorreu em 1976, pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa). A pueraria (Pueraria
phaseoloides) foi a primeira leguminosa a ser adotada (VALENTIM; ANDRADE, 2005). A
produtividade a partir desse consoércio foi de 4,9 a 12,5@/ha/ano. No entanto, houve baixa

compatibilidade com o capim Estrela Africano sob pastejo intensivo.

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




Diante desse problema, a Embrapa divulgou o uso do amendoim forrageiro (Arachis
pintoi Krapov. & W.C. Greg.), através da cultivar Belomonte (Figura 1). O efeito da
introducdo de amendoim forrageiro em pastos de braquiaria (Brachiaria humidicola cv.
Comum) representaram um aumento de 42% na produtividade sobre o ganho de peso de
novilhos Nelore (URBANSKI, 2016). A média de ganho de peso diario foi de
0,263kg/animal/dia na pastagem consorciada, enquanto que na pastagem exclusiva de
graminea foi de 0,186kg/animal/dia. Tais ganhos representaram a reducdo no tempo de

abate de 37 para 29 meses.

Jonatas Chagas de Oliveira

Figura 1. Acessos do Banco Ativo de Germoplasma localizado na Embrapa Acre.

O ganho em animais castrados também foi expressivo. Animais castrados do pasto
consorciado apresentaram produtividade 37% superior aos castrados do pasto puro
(MACHADO, 2017). E ainda, os animais nao castrados do pasto consorciado apresentaram
desempenho 46,8% superior aos castrados de pasto puro.

Em outro estudo realizado por Maia (2018), os animais Nelore do pasto consorciado
apresentaram acréscimo de 29,25% no ganho de peso total em relacdo aos de pasto puro.
Animais cruzados com Aberdeen Angus tiveram ganho de peso total 65,46% maior do que
0s animais cruzados de pasto puro.

Esses ensaios demonstram a significativa rentabilidade do uso do amendoim
forrageiro em pastagens consorciadas no processo de engorda do rebanho.
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Na pecuaria de leite os resultados também foram positivos. Lascano (1994) relatou
um aumento de 17% a 20% na producédo de leite. Em consércio do amendoim forrageiro
com capim Estrela foram observados aumentos de 1,4 kg de leite/vaca (GONZALES et al.,
1996). Em uma pequena propriedade familiar no Estado do Acre, o amendoim forrageiro foi
utilizado como banco de proteina e resultou no aumento na producao de leite de 3,6 para
5,2 L/vaca/dia (VALENTIM; CARNEIRO; SALES, 2001).

Ainda existem apenas seis cultivares catalogadas no Registro Nacional de
Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2019). Dentre
essas cultivares, Amarillo e Belomonte sdo as mais utilizadas no mercado.

A cultivar Amarillo foi a primeira a ser langada. Foi obtida a partir do primeiro acesso
de A. pintoi coletado em 1954, por Geraldo Pinto no vale do rio Jequitinhonha, o qual chegou
até o Centro Internacional de Agricultura Tropical — CIAT, onde recebeu a identificacao
CIAT 17434. Foi levada a Austrélia, onde foi lancada com o nome de Amarillo. Esse
gendtipo foi liberado comercialmente na Coldémbia em 1992 (Mani Forrajero Perene), no
México e Honduras em 1993 (Pico Bonito), na Costa Rica em 1994 (Mani Mejorador), e no
Brasil em 1995 (Matsuda Genética 100 ou MG-100), onde recebeu o BRA 013251 (VALLS,
1992; BARCELLOS et al., 2000).

A cultivar Belomonte foi langada no Brasil em 1999, tendo sua propagacao por
estoldes, uma vez que possui baixa producdo de sementes (PEREIRA; RESENDE;
SANTANA, 1999; PAGANELLA; VALLS, 2002).

A cultivar BRS Mandobi foi obtida por meio de sele¢cdo massal, através de uma rede
de avaliagdo de acessos instalada em 1999 (ASSIS; VALENTIM, 2009). Foi registrada em
2008 no Registro Nacional de Cultivares, e foi protegida segundo as normas do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento em 2011. E uma cultivar bem adaptada a regido
tropical e equatorial, com boa produtividade de biomassa, bom estabelecimento, boa
tolerancia a solos bem drenados ou com baixa permeabilidade (ASSIS, 2011). A principal
caracteristica dessa cultivar € a elevada producdo de sementes, aproximadamente 3
t/ha/ano de sementes puras, ap0s 18 a 21 meses de plantio. Tal caracteristica a coloca
como uma alternativa para a reducao de custo do plantio do amendoim forrageiro pelos
produtores (ASSIS; VALENTIM; ANDRADE, 2013).

Com a evolugdo das técnicas da genética molecular, o conhecimento sobre a
espécie tem sido ampliado. Por esse motivo, os programas de melhoramento tém investido

cada vez mais na genética molecular como um suporte.
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2.2 ESTUDOS GENETICOS COM AMENDOIM FORRAGEIRO
2.2.1 Marcadores moleculares

O uso de marcadores moleculares em estudos com plantas tem sido cada vez
maior, especialmente, por permitir a identificacao precisa de diferencas (polimorfismo) entre
genadtipos. Os marcadores moleculares baseados no DNA permitem que o polimorfismo
seja visualizado sem a interferéncia do ambiente, o que n&o ocorre com marcadores
morfolégicos (RAMALHO et al., 2012).

Dentre os marcadores moleculares, os microssatélites, também conhecidos como
SSRs (Simple Sequence Repeats), sao sequéncias curtas de DNA repetitivo compostas de
um a seis nucleotideos que ocorrem em todos os organismos (KALIA et al., 2011;
RAMALHO et al., 2012). Sua amplificacéo € realizada in vitro por meio de PCR (Polimerase
Chain Reaction), o que permite que pequenas quantidades de DNA possam ser analisadas
(KALIA et al., 2011).

As principais vantagens desses marcadores sao: natureza codominante, que
possibilita a identificacdo de individuos heterozigotos; seu alto grau de polimorfismo,
permite detectar um grande numero de alelos por loco; regides flanqueadoras aos
microssatélites, em geral, sdo altamente conservadas dentro de cada género, o que permite
a transferéncia entre espécies (KALIA et al., 2011). A principal desvantagem € o custo
envolvido em seu desenvolvimento.

No género Arachis existem, aproximadamente, 4,5 mil marcadores microssatélites
(HE et al., 2003; FERGUSON et al., 2004; MORETZSOHN et al., 2005; MARTINS et al.,
2006; GIMENES et al., 2007; PROITE et al., 2007; CUC et al., 2008; GUO et al., 2008;
NAITO et al., 2008; LIANG et al., 2009; QIN et al., 2012; SHIRASAWA et al., 2012, 2013;
TANG et al., 2012; WANG et al., 2012; ZHANG et al., 2012; HUANG et al., 2016; ZHOU et
al., 2016). A maioria foi desenvolvida para o amendoim comum (A. hypogaea), em virtude
de sua importancia econémica.

Para o amendoim forrageiro (A. pintoi), existem atualmente 25 locos (PALMIERI et
al., 2002; PALMIERI et al., 2005; PALMIERI et al., 2010). Estes locos apresentaram
elevados indices de polimorfismo e transferibilidade dentro do género Arachis (BRAVO et
al., 2006; GIMENES et al., 2007; ANGELICI et al., 2008; PALMIERI et al., 2010; AZEVEDO
et al., 2016). Um protocolo foi desenvolvido para identificar hibridos em cruzamentos
controlados de amendoim forrageiro, indicando os melhores locos (CAMPOS et al., 2016).

Essa é uma etapa essencial para o desenvolvimento de novas cultivares, pois permite a
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identificacdo entre gendtipos que, na maior parte dos casos, nao podem ser identificados
atraves de descritores morfolégicos.

Quando se considera caracteristicas ideais para genotipagem, como auséncia de
bandas inespecificas e elevado polimorfismo, esse nimero se restringe a 10 locos com
adequado padrdo (AZEVEDO et al., 2016). Dessa forma, como h& a necessidade de
ampliar a quantidade de marcadores moleculares, novas metodologias tém sido utilizadas.
Dentre essas, 0 RNA-Seq (RNA sequencing) € uma técnica robusta e tem permitido o
estudo do genoma funcional de espécies que ainda ndo possuem sequéncias gendémicas
disponiveis (WIT et al.,, 2012). O RNA-Seq acessa diretamente regides codificantes do
genoma, além de possuir resolu¢cdo de uma base, 0 que a torna util para estudos de
organismos com genomas funcionais (transcriptomas) complexos (WANG; GERSTEIN;
SNYDER, 2009).

Com o uso do RNA-Seq é possivel desenvolver milhares de SSRs com menor custo
e esforco do que as técnicas tradicionais (TAHERI et al., 2018). No género Arachis essa
técnica tem sido empregada, principalmente, no amendoim comum e nas espécies
silvestres mais proximas filogeneticamente (A. hypogaea, A. ipaensis e A. duranensis)
(CHOPRA et al., 2014), permitindo a identificacdo de, aproximadamente, 250 mil SSRs
através das sequéncias depositadas em bancos de dados publicos e novos dados de
transcriptomas (ZHANG et al., 2012; PENG et al., 2016; LOU et al., 2017; WANG et al.,
2018). Atualmente, Oliveira JC executa um projeto de doutorado com essa técnica para o

desenvolvimento de microssatélites funcionais para A. pintoi (comunicacao pessoal).

2.2.2 Estudos moleculares associados ao programa de melhoramento
2.2.2.1 Caracterizacdo da diversidade genética molecular de amendoim forrageiro

Uma das formas de conservacao de espécies € ex situ, na qual as espécies sao
conservadas fora do seu ambiente natural. A conservagédo de uma espécie em banco ativo
de germoplasma (BAG) tem por objetivo preservar a variabilidade genética, evitando a
perda de alelos. Para este fim, sdo coletadas amostras (acessos) silvestres e
domesticados, visando obter a representatividade da maxima variabilidade genética
possivel da espécie conservada (BOREM; MIRANDA, 2009). No entanto, os bancos de
germoplasma podem ter uma grande quantidade de acessos e, em muitos casos, pode
haver duplicatas, o que aumenta o custo e trabalho na manutencdo (MOURA et al., 2013).

Por esse motivo, estudos de caracterizagdo molecular dos BAGs sao importantes, pois
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permitem a identificacdo de acessos redundantes, além de fornecer maiores informacdes
sobre a divergéncia genética que podem auxiliar no trabalho dos pesquisadores.

Azévedo (2014) avaliou a diversidade genética de todos os 145 acessos do BAG
de amendoim forrageiro das espécies A. pintoi, A. repens, A. glabrata, A. helodes e hibridos
intra e interespecificos localizados na Embrapa Acre, com marcadores microssatélites.
Foram encontrados valores elevados de diversidade genética e auséncia de duplicatas,
indicando que os acessos possuem uma boa representatividade da base genética dos
centros de origem. Nao houve a deteccdo de grupos definidos com base nas espécies A.
pintoi e A. repens, confirmando a similaridade filogenética compartiihada entre essas
espécies (AZEVEDO et al., 2016).

Os dados de genotipagem também forneceram informacgdes para a estimativa de
uma colecdo nuclear com base molecular. Foram identificados 15 acessos representativos
da diversidade do BAG existente para A. pintoi e A. repens (AZEVEDO et al., 2015). Dentre
0s acessos da colecdo nuclear, houve também a representacdo de caracteristicas
morfologicas Unicas no germoplasma: a maior média para o comprimento do foliolo basal,
anico acesso com flor branca, presenca de florescimento precoce. Assim, a analise
molecular conseguiu discriminar efetivamente gendtipos divergentes. Conclui-se que houve
a deteccdo de um numero minimo de acessos para ser usado como colecédo de trabalho e
referéncia da diversidade da espécie.

Os resultados da diversidade molecular de amendoim forrageiro forneceram
informacdes inéditas e valiosas para o conhecimento e o avanco do melhoramento na
espécie. A divergéncia molecular também podera ser usada juntamente a caracterizacao

morfolégica para escolha de genitores do programa de melhoramento.

2.2.2.2 Estimativa da reproducao cruzada em amendoim forrageiro

O sistema reprodutivo define como os genes sdo transmitidos para a proxima
geracado. Por isso, seu conhecimento é fundamental para estudos de conservacao ex situ
e melhoramento de plantas, pois permite delinear estratégias que aperfeicoem a
amostragem da variabilidade genética, além de nortear as melhores formas de
multiplicacéo de sementes e os modelos mais adequados de melhoramento. Apesar disso,
informacdes sobre a taxa de cruzamento no género Arachis, sdo limitadas a espécie
Arachis hypogaea, o amendoim comum (COFFELT, 1989; KNAUFT; CHIYEMBEKEZA;

CORBET, 1992) e sao baseadas em marcadores morfolégicos.
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Em relacdo ao sistema reprodutivo, as plantas podem ser classificadas em
autdbgamas, aldgamas e mistas. Os métodos tradicionais de determinacdo do sistema de
reproducao consistem na observacéo dos cruzamentos, comportamento dos polinizadores,
exame da morfologia floral e resultados de experimentos controlados de polinizagcéao
(MORAES; MONTEIRO, 2002).

A determinacéo do sistema reprodutivo pode ser feita por meio de marcadores
moleculares, que possuem muitos locos com alelos codominantes e segregantes, e sé&o
encontrados frequentemente nas populacdes, possibilitando a obtencdo de estimativas
mais acuradas da taxa de cruzamento (RITLAND; JAIN, 1981).

Para avaliar a reproducao cruzada em A. pintoi, Oliveira (2015) analisou 14 acessos
do BAG localizado na Embrapa Acre. A taxa de cruzamento variou entre 0S acessos

analisados (2% a 91%), com valor médio de 36% para a espécie (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativas da taxa de cruzamento para 0s acessos de A. pintoi. ty:
taxa de cruzamento multilocos;

Acesso tm
V 6727 0,704 +0,071
V 6784 0,625 +0,154
W 34 0,173 +0,074
W 647 0,564 +0,062
V 5895 0,168 +0,065
V 6740 0,792 +0,096
V 13196 0,118 +0,040
V 13198 0,425 +0,074
V 6791wf 0,309 +0,064
Belomonte 0,916 +0,001
W 1000 0,265 +0,094
BRS Mandobi 0,864 +0,193
Amarillo MG-100 0,019 +0,000
V 13888 0,266 +0,062
A. pintoi 0,367 +0,076

Esses valores indicaram que a espécie possui um sistema de cruzamento misto
com predominancia de autogamia, e que o0s polinizadores podem influenciar
significativamente a taxa de cruzamento. Até a realizacdo desse estudo, acreditava-se que
as espécies do género Arachis eram autdgamas restritas devido aos estudos com

marcadores morfolégicos em amendoim comum que detectaram valores de fecundacéao
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cruzada entre 1,5 e 8% (COFFELT, 1989; KNAUFT; CHIYEMBEKEZA; CORBET, 1992) e
devido a anatomia do sistema floral (COSTA, 2012). O resultado da estimativa molecular
conseguiu detectar com maior acurécia o fluxo génico entre 0s acessos e comprovou uma
mudanca conceitual na perspectiva da biologia reprodutiva da espécie.

A partir dessas informacdes, novas estratégias de conservacédo do BAG devem ser
adotadas para evitar a atuagdo dos polinizadores, o que pode resultar no efetivo
cruzamento entre acessos da colecdo. Além disso, as estratégias para melhoramento de
A. pintoi também devem ser alteradas, o que interfere na forma como séo realizados os

cruzamentos, o avanco de geracdes e producdo de sementes, por exemplo.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A producéo da pecuéria brasileira precisa acompanhar a demanda crescente do
mercado nacional e internacional. No entanto, para que ocorram mudancas reais na
pecuaria, especialmente na Amazodnia, sdo necessarias medidas que facilitem o acesso
dos produtores ao sistema produtivo com nivel tecnolégico elevado, o que ira resultar em
reducdo do desmatamento e no aumento da renda dos produtores. Estratégias e
tecnologias estdo sendo desenvolvidas para alcancar esse objetivo. O uso do amendoim
forrageiro em pastagens consorciadas € uma alternativa que tem resultados positivos nao
somente no ganho de peso e producéo de leite, mas também na recuperacéo da fertilidade
do solo e qualidade das pastagens. Com o objetivo de tornar o uso do amendoim forrageiro
mais atrativo aos produtores, pesquisadores tém buscado desenvolver novas cultivares.
Estudos moleculares tém fornecido informacdes importantes sobre a biologia do amendoim
forrageiro, o que tem contribuido no avanco do conhecimento da espécie para uso no
melhoramento.

A perspectiva € que nos prOxXimos anos seja possivel empregar técnicas ainda mais
avancadas que fornecerdo respostas em relacdo a expressdo génica, transcriptoma,

desenvolvimento de mapas de ligacdo e mapeamento de QTLS, selecdo gendmica ampla.
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RESUMO

Populacdes de acaizeiros na Amazonia sao abundantes, possuem importancia econémica
e tém sido foco de diferentes estudos. Os acaizeiros destacam-se por produzir um
importante alimento: a “polpa de acai” extraida dos frutos. Nos ultimos anos, a demanda
pela polpa aumentou de forma expressiva por possuir caracteristicas energéticas, nutritivas
e altos teores de fibras e antioxidantes. A extracao dos frutos é baseada no extrativismo e
por isso, praticas de manejo tém sido recomendadas para uma coleta sustentavel. Para se
recomendar taxas sustentaveis de coleta dos frutos, € fundamental o levantamento de
informacBes sobre a variabilidade genética das populacdes naturais, além do
monitoramento sobre o recrutamento e a dindmica populacional. A transferibilidade dos
microssatélites tem trazido bons resultados entre locos desenvolvidos para Euterpe edulis
e aplicados para estudos em Euterpe oleracea e Euterpe precatoria. Foi caracterizada
ampla diversidade genética entre os acessos do banco ativo de germoplasma de E.
oleracea situado na Embrapa Amazénia Oriental. Ja nos Estados do Amazonas e do Acre,
os valores encontrados foram de diversidade genética intermediarios a baixos em
populacdes de E. precatoria, com significativa estrutura genética espacial. Dados
moleculares foram usados para identificacdo de uma colecdo nuclear e para direcionar
estratégias de conservacdo e coleta de sementes para conservagcao in e ex situ em E.
precatoria. A genética molecular € uma ferramenta valiosa e esta disponivel para diversas
aplicacbes em agaizeiro. A estimativa de parametros genéticos tem contribuido a cada dia
para o conhecimento da genética da cultura.

Palavras-chave: acai, diversidade molecular, Euterpe

ABSTRACT

Populations of acai palm in the Amazon are abundant, have economic importance and have
been the focus of different studies. The agai palm stands out for producing an important
food: the "acai pulp" extracted from the fruits. In recent years, demand for pulp has increased
significantly because it has energy, nutritional characteristics and high levels of fiber and
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antioxidants. The extraction of the fruits is based on the extractivism and therefore,
management practices have been recommended for a sustainable collect. In order to
recommend sustainable rates of fruit collect, it is essential to collect information on the
genetic variability of natural populations, as well as monitoring on recruitment and population
dynamics. The transferability of the microsatellites has brought good results among loci
developed for Euterpe edulis and applied for studies in Euterpe oleracea and Euterpe
precatoria. It was characterized a wide genetic diversity between the accesses of the active
germplasm bank of E. oleracea located in Embrapa. In the states of Amazonas and Acre,
the values found were of intermediate to low genetic diversity in populations of E. precatoria,
with a significant spatial genetic structure. Molecular data were used to identify a core
collection and to direct conservation and seed collect strategies for in situ and ex situ
conservation in E. precatoria. Molecular genetics is a valuable tool and is available for
several applications in acai palm. The estimation of genetic parameters has contributed
every day to the knowledge of the genetics of the culture.

Keywords: acai, molecular diversity, Euterpe

1. INTRODUCAO

As palmeiras estdo entre as plantas de maior distribuicdo, dominancia e valor
econdbmico na floresta amazodnica, e constituem uma das principais fontes de produtos
florestais ndo madeireiros (PFNM’s) (STEEGE et al., 2013; MARTINOT; PEREIRA; SILVA,
2017). Entre as diversas palmeiras, 0s acaizeiros Euterpe oleracea Mart. e E. precatoria
var. precatoria Mart. destacam-se devido ao valor agronémico, econdmico, nutricional,
social e cultural por produzir um importante alimento: a “polpa de acai” extraida dos frutos
(ARANGUREN; GALEANO; BERNAL, 2014; YUYAMA et al., 2011; YAMAGUCHI et al.,
2015; CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018). Embora E. edulis também produza frutos
de acai, o seu principal produto comercial é o palmito (LORENZI, 2010; MONTEIRO, 2017).
Devido a isso, a espécie E. edulis ndo sera foco nas discussfes deste capitulo.

Ha muito tempo, indigenas, seringueiros, extrativistas e ribeirinhos realizam a colheita
dos frutos de acaizeiros. Atualmente, essa atividade é responsavel pela sobrevivéncia de
muitas familias no estuario amazoénico. Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE), a producdo de frutos de acaizeiro, em 2017 foi de 219.885 mil
toneladas, e a maior parte desta produ¢éo concentrou-se nos estados do Para, Amazonas,
Maranh&o e Acre.

Nos ultimos anos, a demanda pela polpa extraida dos frutos de acaizeiro aumentou
de forma expressiva nos mercados nacional e internacional, principalmente, por possuir
caracteristicas energéticas, nutritivas e alto teores de fibras e antioxidantes (YAMAGUCHI
et al.,, 2015; CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018), o que tem contribuido para o

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




aumento da exploracdo intensiva dos frutos, acelerando o processo extrativo em seus
ambientes naturais.

Apesar da grande importancia econémica do acaizeiro E. precatoria e E. oleracea para
o Brasil e dos niveis elevados de exploracdo, o conhecimento sobre a diversidade e
estrutura genética em populagdes naturais ainda é restrito em varias areas (KAGEYAMA et
al., 2004; LIMA, 2014; AZEVEDO et al., 2017), o que favorece a eroséo genética face a
exploracdo desse recurso sem um adequado plano de manejo (LIMA, 2014).

Estudos sobre a diversidade genética de E. oleracea e E. precatoria resultaram na
caracterizacao da variabilidade existente nas populacdes nativas, e podem ser usados para
a selecdo de matrizes de acaizeiro com caracteres agrondmicos desejaveis em programas
de melhoramento genético (OLIVEIRA et al., 2010; LIMA, 2014). Com as técnicas da
biologia molecular, a caracterizacdo pode ser feita com base em regides do DNA
polimorficas (VIEIRA et al., 2016).

Dentro de uma populagéao natural, palmeiras geneticamente divergentes podem ser
selecionadas com base no seu gendtipo molecular, e podem ser preservadas em colecdes
de germoplasma, que, por sua vez, sao utilizadas como referéncia para coleta de sementes
e em estudos associados a programas de melhoramento genético (DIEZ et al., 2012;
AZEVEDO, 2019).

Informacdes sobre a divergéncia genética entre palmeiras podem ser obtidas com o
uso de marcadores moleculares. Os microssatélites sdo marcadores muito utilizados, pois
sdo multialélicos, codominantes, apresentam elevado contelddo informativo e alta
probabilidade de amplificacdo heteréloga entre espécies proximas (KALIA et al., 2011;
VIEIRA et al., 2016). Os microssatélites tém sido utilizados com sucesso na caracterizagao
da diversidade de diversas espécies de palmeiras, entre elas o palmiteiro jucara (E. edulis)
(Gaiotto; Grattapaglia; Vencovsky, 2003; Conte et al.,, 2008; Carvalho et al., 2015), o
dendezeiro (Elaeis guineensis) (Hayati et al., 2004) e o tucumanzeiro (Astrocaryum
aculeatum) (RAMOS et al., 2016).

Dentro do género Euterpe, estudos com microssatélites tém obtido éxito na
amplificacédo heterdloga, o que amplia a sua utilizacdo para estudos genéticos em espécies
gque ndo apresentam marcadores especificos desenvolvidos. Atualmente, existem
disponiveis 18 locos microssatélites desenvolvidos para a espécie E. edulis (GAIOTTO;
BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001). Estes locos apresentaram polimorfismo e
transferibilidade para E. oleracea (OLIVEIRA et al., 2010) e E. precatoria (KAGEYAMA et
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al., 2004; LIMA, 2014; AZEVEDO et al., 2017) o que permite sua utilizacdo em estudos
genéticos inter e intraespecificos.

Para a espécie E. precatoria 0s microssatélites foram usados para avaliar a
diversidade e estrutura genética espacial e o sistema reprodutivo em populacdes naturais
(KAGEYAMA et al., 2004; LIMA, 2014; AZEVEDO et al., 2017). Porém estes estudos foram
realizados em poucas populagdes e somente em dois estados da regido norte (Amazonas
e Acre). J& para a espécie E. oleracea foram realizados estudos maiores, com
germoplasma do Para, Maranhdo e Amapa, e observaram ampla diversidade (OLIVEIRA
et al., 2010).

O acaizeiro gera um PFNM'’s de grande valor econémico para a regidao amazonica. A
manutencao de suas populacdes dependera de estratégias de manejo adequadas para a
sua conservacdo. A intensa extracdo podera resultar no estreitamento da variabilidade
genética, devido as restricbes na disseminacdo de sementes e, consequentemente, com
reflexos no sucesso reprodutivo e na regeneracéo natural do agaizeiro.

Para a elaboracdo de estratégias de manejo eficazes é essencial também que
parametros genéticos sejam considerados. Assim, a quantificacdo da diversidade, estrutura
genética espacial e da endogamia nas populacdes, poderdo ajudar a determinar as
medidas necessarias para a conservacao genética in situ e ex situ, direcionando estratégias
de coleta de frutos e sementes visando maximizar a diversidade genética para conservacao

e melhoramento do acaizeiro na Amazénia.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO BOTANICA E AREA DE OCORRENCIA

O género Euterpe pertence a ordem Arecales, familia Arecaceae (Palmae) e a
subfamilia Arecoidae (HENDERSON; GALEANO, 1996). O género possui 27 espécies,
dentre elas estdo as espécies E. edulis, E. precatoria e E. oleracea (HENDERSON;
GALEANO 1996; HENDERSON, 2000). De acordo com estudos taxonémicos a espécie E.
precatoria esta dividida em duas variedades sendo E. precatoria var. longevaginata e E.
precatoria var. precatoria (HENDERSON, 1995; LORENZI, 2010).

Euterpe precatoria apresenta monocaule ereto atingindo de 3 a 23 m de altura e 4 a
23 cm de diametro do estipe, sustentando um capitel de 5 a 10 folhas (HENDERSON, 1995;
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YAMAGUCHI et al., 2015). Possui raizes adventicias continuamente na base do estipe, nas
quais formam um anel espesso, de raizes aéreas (1,5 cm) de cor purplureas que podem
alcancar 80 cm do nivel do solo. Produz de 3 a 4 cachos por ano, com uma variagéo de
peso de 3 a 7 kg (ROCHA; VIANA, 2004; FERREIRA; SILVA; SOUZA, 2009). Os frutos
sao globosos, medindo 1,0-1,3 cm de diametro com apenas uma semente por fruto, com
endosperma soélido e homogéneo (HENDERSON, 1995; LORENZI, 2010).

A espécie E. precatoria € amplamente distribuida pela América Central (Belize,
Guatemala, Honduras, Nicaragua, Costa Rica e Panama) e norte da América do Sul
(Colémbia, Venezuela, Trinidad, Guianas, Equador, Peru, Brasil e Bolivia) (HENDERSON,
1995). No Brasil, ocorre nos estados do Acre, Ronddnia, Amazonas e Para (HENDERSON,
1995; LORENZI, 2010).

De acordo com o ambiente onde cresce, a palmeira pode apresentar variacdes
significativas em alguns de seus caracteres, especialmente o porte e o habito. A var.
longevaginata pode ser encontrada na Ameérica Central e Andes, e a var. precatoria € mais
restrita & bacia Amazénica (HENDERSON, 1995; LORENZI, 2010).

A espécie E. oleracea é uma palmeira cespitosa, multicaule com até 25 perfilhos por
touceira (NASCIMENTO, 2008). As plantas adultas tém estipes de 3 a 20 m de alturae 7 a
18 cm de diametro. As folhas sédo compostas, pinadas com arranjo espiralado de 40 a 80
pares de foliolos. A inflorescéncia do tipo cacho possui flores estaminadas e pistiladas. A
disposicédo das flores € ordenada em triades, de tal forma que cada flor feminina fica
ladeada por duas flores masculinas. O fruto € uma drupa globosa, de 1 a 2 cm de diametro.
O sistema radicular é do tipo fasciculado, com raizes emergindo do estipe da planta adulta
até 40 cm acima da superficie do solo (HENDERSON, 1995; HENDERSON; GALEANO
1996; NASCIMENTO, 2008).

A espécie E. oleracea ocorre no norte da América do Sul (Panama, Equador, Trinidad,
Guiana Francesa, Suriname, Venezuela e Coldmbia (HENDERSON; GALEANO, 1996) e
no Brasil ocorre nos estados do Para, Amazonas, Maranhdo e no Amapa.

As espécies E. oleracea e E. precatoria sdo perenes, mondicas, apresentando
dicogamia, do tipo protandria, possuindo na inflorescéncia flores unissexuais sésseis. A
polinizacdo é entomofila, com participacdo do vento e da gravidade na fecundacdo das
flores (OLIVEIRA; MOCHIUTTI; FARIAS NETO, 2009).
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2.2 USO E APLICACOES

Os acaizeiros E. precatoria e E. oleracea, conhecidos popularmente como acai-
solteiro e acai-de-touceira, respectivamente, podem ser aproveitados de forma integral.

A palmeira apresenta potencial de uso em paisagismo e em técnicas de recuperagao
de areas degradadas (TEIXEIRA; SILVA, 2010; WADT et al., 2004). A gema apical € usada
como palmito para alimentagdo humana, e pode ser consumida fresca, em saladas e em
ragdo animal (WADT et al., 2004). As folhas sao utilizadas em coberturas de casas e as
fibras das folhas séo utilizadas no artesanato na confeccéo de cestos, tapetes e chapéus
(GALOTTA; BOAVENTURA; LIMA, 2008). O caule € empregado em construcao civil rurais,
cercas e lenha (TEIXEIRA; SILVA, 2010). As sementes séo utilizadas como adubo organico
e confeccdo de biojoias (brincos, pulseiras, colares, cortinas) e os cachos sao utilizados na
confeccdo de vassouras (WADT et al., 2004).

No entanto, as palmeiras E. precatoria e E. oleracea destacam-se pela extracao da
polpa dos frutos, produto alimentar economicamente rentavel (YAMAGUCHI et al., 2015).
As partes mais utilizadas dos frutos sdo o epicarpo e mesocarpo, de onde é produzido a
polpa do agai, que pode ser comercializado in natura para a fabricagédo de sorvete, geleia,
cremes, iogurtes, molhos e licores (TEIXEIRA; SILVA, 2010).

A polpa de agai recebeu muita atengdo nos ultimos anos como uma das novas
"superfrutas" (YAMAGUCHI et al., 2015). O consumo desse produto vem aumentando,
principalmente devido ao valor nutricional (CEDRIM; BARROS; NASCIMENTO, 2018).

Estudos verificaram que a polpa relne caracteristicas essenciais a nutricdo humana
como fonte de energia, fibra alimentar, minerais (calcio, potassio, zinco, magnésio), acidos
graxos oleicos e linoleicos e antocianinas (YUYAMA et al., 2011; CEDRIM; BARROS;
NASCIMENTO, 2018). Foram identificados também bioatividades anti-inflamatérias e
propriedades antioxidantes com diferentes niveis de ac¢des entre as duas espécies (KANG
et al., 2012). Kang et al. (2012) constaram que na polpa de E. precatoria existem atividades
antioxidantes superiores a polpa da espécie E. oleracea.

A suplementacéo de polpa de acai, E. oleracea e E. precatoria liofilizada na dieta de
ratos ocasionou aumento da memoaria de trabalho dos animais e reduziu o fator de necrose
tumoral (CAREY et al., 2017). Segundo os pesquisadores estes resultados podem estar
relacionados com as propriedades antioxidante e anti-inflamatéria da polpa.

Pesquisas com a raiz da espécie E. precatoria identificaram atividade citotoxica,
antioxidante e antiofidica (GALOTTA; BOAVENTURA; LIMA, 2008). Conforme relatado

pelos pesquisadores, foi justificado o uso da planta na medicina tradicional por brasileiros
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e peruanos como anti-inflamatoria, para curar doencas renais e hepaticas e contra picadas

de cobras.

2.3 ESTUDOS EM POPULACOES DE ACAIZEIROS

A crescente procura pelos frutos de acaizeiros torna a exploragao extrativista inviavel
para suprir a demanda, sendo necessario desenvolver estudos visando & domesticagéo, ao
melhoramento genético e a producdo comercial. Gragas ao interesse na polpa nos
mercados nacional e internacional, alguns estudos tém sido realizados visando a producéo
comercial de pomares de acaizeiro (MARTINOT; PEREIRA; SILVA, 2017; VIEIRA et al.,
2018).

No estado do Para a espécie E. oleracea tem sido manejada em areas de baixio, e 0
plantio estd expandindo-se em éareas de terra firme. Areas de terra firme de cultivos
agricolas abandonados ou éareas degradadas estdo sendo convertidas em areas de
acaizeiro cultivado (FARIAS NETO; RESENDE; OLIVEIRA, 2011). Nas areas inundaveis
esta ocorrendo o processo de transformacao da floresta em quase monocultivo da espécie
(HOMMA, 1993). Nestas areas, 0s extratores mantém elevada densidade de individuos de
acai (200 estipes.ha!) (FREITAS et al., 2015).

A expansao de areas plantadas de terra firme de acaizeiro (E. oleracea) em algumas
regides do pais deve-se ao langamento da cultivar BRS-Para. Esta cultivar foi selecionada
no programa de melhoramento genético da Embrapa Amazonia Oriental. A cv. BRS-Para
apresentou produtividade de frutos de 10 t/ha/ano e rendimento de polpa de 15% a 25%
(OLIVEIRA; FARIA NETO, 2004). O peso médio de 100 frutos foi de 158 g e a produgao
média por planta foi de 3 kg e 1.952 frutos (COSTA et al., 2014). O retorno econdmico
gerado desde a adoc¢éo da tecnologia foi estimado em R$ 36 milhdes a cadeia produtiva
(EMBRAPA, 2015). Ja existem areas plantadas com esta cultivar nos estados de Rondonia,
Acre, Séo Paulo e Maranhéo.

Para a espécie E. precatoria a colheita dos frutos é baseada ainda no extrativismo nas
florestas nativas do Acre, Amazonas e Rondonia (MARTINOT; PEREIRA; SILVA, 2017,
VIEIRA et al., 2018). Segundo Martinot, Pereira e Silva (2017) para esta espécie ja esta
ocorrendo mudancga da dominancia do extrativismo para a combinac&o do extrativismo com
o plantio.

Segundo o IBGE (2017), as palmeiras E. oleracea e E. precatoria produziram 219.885
mil toneladas de frutos, considerando ambos os cultivos plantados e extrativista. O Para é

o principal estado produtor, seguido pelo Amazonas, Maranhdo, Acre e Rondénia. O
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acaizeiro apresentou o maior valor entre os PFNM’s, participando com 69,4% do valor total
obtido, o fruto de agaizeiro destacou-se também com relagdo ao valor da producgéo, sendo
gerado um valor de R$ 480,6 milhdes (IBGE, 2016).

Na floresta nativa, o acaizeiro produz fruto o ano todo (JARDIM; KAGEYAMA, 1994).
Na Ilha do Combu no Para o pico de floracdo do acaizeiro E. oleracea ocorre nos meses de
fevereiro a maio correspondendo ao periodo da estacdo mais chuvosa. Ja a frutificacdo
apresenta o pico de produgdo de junho a outubro e de fevereiro a abril (JARDIM;
KAGEYAMA, 1994).

Para a espécie E. precatoria é possivel observar variacdo no periodo de frutificacdo
dependendo do local de ocorréncia da palmeira (terra firme ou baixio). No municipio de
Xapuri, o periodo de frutificacdo ocorre de abril a setembro e em junho a frutificacdo esta
no final na area de baixio e iniciando-se na terra firme (ROCHA, 2002). No municipio de
Feijo, o periodo de frutificacdo em areas de baixio ocorre nos meses de janeiro a maio, e
em terra firme o pico de producéo ocorre mais tarde, de maio até agosto (SILVA, 2011).

Embora tenha ocorrido a expansédo comercial dos frutos de acaizeiro E. oleracea e E.
precatoria nas ultimas décadas, estudos moleculares com populacdes naturais e bancos
de germoplasma ainda sdo raros (SOUZA, 2002; KAGEYAMA et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2010; LIMA, 2014; AZEVEDO et al., 2017; AZEVEDO, 2019), quando comparados com
os estudos moleculares ja realizados com a espécie E. edulis (GAIOTTO; BRONDANI;
GRATTAPAGLIA, 2001; GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003; CONTE; REIS;
VENCOVSKY, 2006; CONTE et al., 2008; MARTINS-CORDER et al., 2009; VIEIRA et al.,
2010; CARVALHO et al., 2015).

Pesquisadores interessados na conservacao da espécie E. edulis desenvolveram 18
marcadores microssatélites (GAIOTTO; BRONDANI; GRATTAPAGLIA, 2001). Com estes
marcadores foi possivel observar em duas populacdes de E. edulis no Parque Nacional de
Brasilia, uma alta probabilidade de parentesco dentro de familias de polinizacdo aberta,
variagdo genética interpopulacional e a ocorréncia de fluxo génico a longas distancias
(GAIOTTO; GRATTAPAGLIA; VENCOVSKY, 2003). Conte, Reis e Vencovsky (2006)
comparando duas populagdes nao perturbadas com duas populacdes exploradas de E.
edulis no sul do Brasil utilizando 10 microssatélites, observaram altos valores de
diversidade genética e similares entre as diferentes populacdes, no entanto, valores mais
expressivos de endogamia foram observados nas duas populagcdes exploradas.

A conservacao de sitios de microssatélites entre espécies relacionadas torna possivel

a transferéncia destes para outras espécies. Oliveira et al. (2010) transferiu sete dos
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microssatélites desenvolvidos por Gaiotto, Brondani e Grattapaglia (2001) em 116 acessos
de acaizeiro (E. oleracea) conservados in vivo no banco de germoplasma da Embrapa
Amazobnia Oriental no Pard, e confirmaram a transferibilidade e diversidade genética. Os
autores acreditam que a ampla diversidade genética observada pode estar relacionada aos
ambientes de coleta que estavam localizados no centro de diversidade da espécie
(OLIVEIRA et al.,, 2010). Eles observaram a formagao de seis grupos geneticamente
distintos dentro do banco de germoplasma e puderam indicar acessos para compor
programas de melhoramento, com caracteristicas desejaveis para frutos.

O sucesso da transferibilidade dos microssatélites de E. edulis também foi observado
para E. precatoria. Os trabalhos realizados por Kageyama et al. (2004), Lima (2014) e
Azévedo et al. (2017) verificaram diversidade nas populacdes estudadas. Porém estes
estudos foram realizados em poucas populacdes da regido norte.

Recentemente, Azévedo (2019) realizou estudo com 96 individuos, provenientes de
floresta ombréfila aberta de baixio (8° 20’ 317 S, 45° 37’ 41” W, altitude média de 231 m),
localizada na Terra Indigena Kaxinawa de Nova Olinda, no municipio de Feijo, Acre
(FIGURA 1). A densidade populacional era de 42 palmeiras/hectare. As coletas tiveram
autorizacdo da FUNAI 451/2014, SISBIO 50570/2015 e SISGEN A6A46CC.

Figura 1. Localizacdo geografica da populacdo de Euterpe precatoria, na Terra Indigena
Kaxinawa de Nova Olinda, municipio Feijo, Estado do Acre.
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O uso de microssatélites heterdlogos revelou baixo valor de diversidade genética na
populacdo estudada, com média de 4,3 alelos por loco (AZEVEDO, 2019). Resultado similar
(4,75 alelos/loco) foi observado por Kageyama et al. (2004) ao testar quatro locos
desenvolvidos para E. edulis em 170 individuos de duas populagdes nativas de E.
precatoria. Lima (2014) observou valor médio de 6,4 alelos/loco avaliando 63 palmeiras de
trés populacdes de E. precatoria.

Foram observados também baixos valores médios de heterozigosidade esperada
(0,292) e observada (0,291). Observa-se que diferentes espécies de palmeiras avaliadas
com locos especificos apresentaram estimativas de heterozigosidades em torno de 0,5
(CONTE et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2014; RAMOS et al., 2016). Quando foram utilizados
locos transferidos de outras espécies, apresentaram valores inferiores a 0,3 (OLIVEIRA et
al., 2017). Portanto, é possivel sugerir que o baixo polimorfismo observado por Azévedo
(2019) esteja associado ao uso de locos heterdlogos.

Ao analisar a estrutura genética espacial, Azévedo (2019) verificou que foi significativa
até a distdncia aproximada de 50 metros, o que significa que individuos que ocorrem
préximos entre si até esta distancia sdo mais relacionados geneticamente (FIGURA 2A). O
baixo valor de estruturacao encontrado (coancestria = 0,0118) parece ser caracteristico da
espécie E. precatoria, provavelmente devido a alta densidade de individuos adultos
(ROCHA; VIANA, 2004; STEEGE et al., 2013; LIMA, 2014) e a eficiéncia de disperséao do
polen e da semente por longa e curta distancia (LIMA, 2014; CARVALHO et al., 2015).
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Figura 2. Distribuicdo espacial 96 individuos de Euterpe precatoria genotipados.
A) Identificacéo dos individuos que comp8&em a cole¢do nuclear e o raio representativo da anélise
de coancestria. B) Localizacao espacial 96 individuos de Euterpe precatoria na floresta de baixio
e individuos (cor rosa) que comp&em a cole¢do nuclear.
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Lima (2014) no estudo com populagfes naturais de E. precatoria nos municipios de
Codajas, Manacapuru e Manaquiri, no baixo rio Solimdes no estado do Amazonas verificou
que a andlise de estrutura espacial com o coeficiente de coancestria por classes de
distancia identificou maior grau de parentesco até 53 km.

Com o objetivo de identificar os individuos que representassem toda a diversidade da
populacéo total estudada, Azévedo (2019) realizou a analise de cole¢do nuclear. A colecao
nuclear identificada foi composta por nove palmeiras, dentre as 96 analisadas e dispersas
numa area de 4,5 ha, com a conservacdo de 100% dos alelos da populacédo (FIGURA 2B).
As colecdes nucleares sao ferramentas valiosas para conservar e avaliar 0s recursos
genéticos de forma mais eficaz (DIEZ et al., 2012). Sendo assim, as nove palmeiras
identificadas podem ser referéncias de manutencéo da variabilidade da populagéo. Dentro
de um programa de conservacdo, como forma de prevencdo de erosao genética, seus
frutos ndo devem ser coletados para consumo, mas podem ser usados para a conservacao
ex situ.

A conservacao in situ dos individuos da colecdo nuclear de E. precatoria € uma
estratégia relevante que objetiva conservar a diversidade genética de toda a populacéo, e
também preserva o0s habitats onde a espécie ocorre, visando a manutencao das interacdes
entre 0s organismos e 0s processos evolutivos associados (SIMON, 2010).

A exploracao intensiva de E. edulis sem plano de manejo adequado desde a década
de 40, resultou na eliminacdo de varias populacdes e em grave alteracdo de populacdes
remanescentes (REIS et al., 2000). Por esses motivos, a espécie encontra-se na Lista
Brasileira das Espécies Ameacadas de Extincdo (BRASIL, 2008).

Assim, as populagdes sob intenso processo extrativista precisam de monitoramento e
estratégias de uso consciente do recurso genético. Outro parametro genético que pode
contribuir para o plano de conservacdo € a incorporacdo da analise de coancestria.
Azévedo (2019) aponta que a coletas de sementes para conservacdo da espécie E.
precatoria ndo deve ocorrer entre palmeiras distantes a menos de 50 metros entre elas, a
fim de evitar a coleta de sementes entre individuos aparentados. Portanto, verifica-se que
a definicdo da colecdo nuclear, juntamente com a coancestria sdo analises robustas e que
podem ser utilizadas em conjunto para a elaboracao de estratégias de conservacgao in e ex
situ de E. precatoria.

Conhecer geneticamente populacdes de acaizeiros pode contribuir para 0 aumento
da produtividade e para a conservacgao efetiva, sem comprometer o uso do recurso. A partir

de dados moleculares, os parametros genéticos podem servir como ferramentas praticas
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de identificacdo de matrizes em uma populacéo natural e para identificar a distancia minima
entre elas recomendada para coleta. Assim € possivel selecionar individuos com

variabilidade genética minimizando a endogamia e evitando a eroséo genética.

3. CONSIDERACOES FINAIS

O acaizeiro contribui diretamente com a seguranca alimentar dos povos da floresta,
devido ao seu valor econbmico, além de contribuir com a geracdo de renda e,
consequentemente com a melhoria da vida dos extrativistas. Neste sentido é essencial
avancar em estudos que possam ser aplicados para a manutengao da producéo extrativista
e a conservacao genética dos acaizeiros. Estudos ja identificaram como uma populagéo
natural pode ser conservada, sem comprometer o extrativismo. Hoje, 0 uso consciente dos
recursos genéticos pode ser feito gracas aos avangos a nivel molecular associados a

parametros estatisticos.
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CAPITULO 10

ANALISE CITOTOXICA E MUTAGENICA DE FRACOES DE Maytenus guianensis
KLOTZSCH EX REISSEK (CELASTRACEAE) CHICHUA (XIXUA) AMAZONICO

Tamires Mota da Silval; Valdir Alves Facundo?, Renato Abreu Lima3, Dionatas Ulises

de Oliveira Meneguetti!, Renildo Moura da Cunhat

1. Universidade Federal do Acre, Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia, Inovagéo e Tecnologia para
Amazbnia, Rio Branco, Acre, Brasil;

2. Universidade Federal de Rondbnia, Porto Velho, Rondbnia, Brasil;
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RESUMO

Maytenus guianensis € uma espécie vegetal representante da familia Celastraceae,
endémica da Amazonia brasileira, onde é conhecida por chichua. Suas folhas séo utilizadas
na medicina popular para o tratamento de doencas do trato gastrointestinal, antiparasitaria
e anticancerigeno. Acredita-se que essa acao farmacologica pode estar relacionada a
presenca de terpendides ocorrentes nesse género, o que justifica a realizacdo do presente
estudo que objetivou realizar uma analise citotoxica e mutagénica de fracbes dos extratos
de Maytenus guianensis. As analises genotdxica e mutagénica da fracdo hexanica foram
realizadas pelos métodos de germinacdo dos meristemas, indice mitotico e microndcleo em
Allium cepa. Considerando os resultados dos testes, as fracdes FH e FC de M. guianensis
nao apresentaram efeitos toxicos, citotdxicos e mutagénicos e a FH ainda apresentou efeito
antitoxico, anticitotoxico e antimutagénico. Estes resultados mostraram que a entrecasca
M. guianensis ndo possuem efeito tdxico, citotoxico e mutagénico e ainda apresentaram
efeitos antitoxicos, anticitotoxicos e antimutagénico. Sendo indicados estudos futuros para
investigar o mecanismo de a¢éo para cada atividade avaliada, visando a obtencdo de um
novo prototipo de farmaco ou fitoterapico com potencial antitumoral que possam servir de
subsidio, para novas alternativas terapéuticas.

Palavras-Chave: Maytenus guianensis, Genotoxicidade e Amazonia.

ABASTRACT

Maytenus guianensis is a plant species representative of the Celastraceae family, endemic
to the Brazilian Amazon, where it is known as chichua. Its leaves are used in folk medicine
for the treatment of diseases of the gastrointestinal tract, antiparasitic and anticancer. It is
believed that this pharmacological action may be related to the presence of terpenoids
occurring in this genus, which justifies the accomplishment of the present study that aimed
to perform a cytotoxic and mutagenic analysis of fractions of the extracts of Maytenus
guianensis. The genotoxic and mutagenic analyzes of the hexane fraction were performed
by the methods of meristem germination, mitotic index and micronucleus in Allium cepa.
Considering the results of the tests, the FH and FC fractions of M. guianensis did not present
toxic, cytotoxic and mutagenic effects and the FH still showed antitoxic, anticitotoxic and
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antimutagenic effect. These results showed that M. guianensis has no toxic, cytotoxic and
mutagenic effects and also showed antitoxic, anticitotoxic and antimutagenic effects. Future
studies are indicated to investigate the mechanism of action for each evaluated activity,
aiming at obtaining a new prototype of drug or phytotherapic with antitumor potential that
may serve as a subsidy for new therapeutic alternatives.

Keywords: Maytenus guianensis, Genotoxicity and Amazon

1. INTRODUCAO

Os tumores podem ser desencadeados devidos causas internas ou externas, sendo
que ambas estéo inter-relacionadas, dentre as causas internas estdo hereditariedade e
envelhecimento, os fatores ambientais sédo responsaveis de 80 a 90% dos casos de cancer,
sendo que os mais frequentes estdo relacionados ao tabagismo, alcoolismo, habitos
alimentares, habitos sexuais, infeccdo viral, medicamentos, radiacdo solar e fatores
ocupacionais, dessa forma, o surgimento de cancer irdo depender da intensidade e duracao
da exposicdo das células a esses fatores de riscos (INCA, 2012; SOUZA, 2013).

Muitos agentes mutagénicos atuam sobre as células, por meio de metabdlitos ativos
ou através de geracdo de radicais livres, que consequentemente, é sugerido que a sua
suplementacdo poderia melhorar os efeitos prejudiciais de processos oxidativos no
organismo vivo, ambos os dados clinicos e experimentais foram fornecidos para provar
esse processo (FERGUNSON et al., 2005; BRUNI et al., 2006).

As implicacfes dos efeitos genotoxicos de complexas misturas e produtos quimicos
incluem a iniciacdo de carcinogenicidade, a geracao de distor¢cdes hereditarias através de
mutacBes em células germinativas, e teratogenicidade (MITCHELMORE; CHIPMAN, 1998;
RAYMUNDO et al., 2012). Um aumento na genotoxicidade é acompanhado a um aumento
do risco de cancer (HAGMAR et al., 1998; RAYMUNDO et al., 2012).

Para realizacao do tratamento de alguns tipos de cancer, tem-se empregado o uso de
compostos de origem vegetal, entre estes estdo os alcaloides vimblastina e a vincristina,
extraidas da espécie Catharanthus roseus (L.) G. Don, cuja utilizacéo clinica se aplica no
tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e testiculos
(SOUZA, 2012).

Na busca de novos farmacos anticancerigenos de origem vegetal, € comum associar

técnicas fitoquimicas de isolamento a screenigs biol6gicos automatizados e uma das

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




primeiras etapas para esse tipo de investigacdo é a avaliacao in vitro da atividade citotoxica
dos extratos de vegetais (SOUZA, 2012).

A citotoxicidade de espécies da familia Celastraceae ja foi relatada por alguns estudos,
entre os géneros, o que se destaca frente essas atividades é o género Maytenus sp., sendo
que algumas espécies apresentaram atividade citotoOxica em ensaios com linhagens
celulares de adenocarcinoma de c6lon humano (HT29) e carcinoma de células pulmonares
humanas (NCIH460) (MONKS et al., 2002; SOUZA, 2012). A espécie Maytenus ovatus,
forneceu, através de estudo fitoquimico, a substancia maitansina, com elevado potencial
citotoxico, todavia sem valor clinico devido a sua capacidade in vivo de agredir células
normais, além das cancerigenas (CASSADY et al., 2004; SOUZA, 2012).

Em investigagbes com novas substancias com potencial anticancerigeno, foram
realizados testes de citotoxicidade in vitro frente as linhagens MDA-MB-435 MDA-MB-435
(melanoma), HCT-8 (c6lon-humano) e SF-295 (sistema nervoso central) com as fracdes
hexanica e acetato de etila da casca da espécie Salacia crassifolia (Celastraceae), e foi
possivel observar citotoxicidade significativa (DE OLIVEIRA et al., 2012; SOUZA, 2012).

Em uma pesquisa realizada com M. ilicifolia e seus efeitos sobre sementes de alface
e meristemas de cebola foram observado que o extrato teve efeitos alelopatico sobre
sementes de alface e efeitos citotoxicos sobre sementes de alface e cebola (SOUZA, 2006).

Em outro estudo realizado com a espécie Maytenus krukovii, foi possivel observar que
0 extrato da casca é capaz de induzir uma diminuicéo evidente na mutagenicidade (BRUNI
et al., 2006). Outro estudo realizado com a espécie Maytenus senegalensis, o0s isolados
foram testados contra células de linfoma do rato L 5178Y e mostrou citotoxicidade e inibiu
completamente o crescimento celular (OKAYE et al., 2014).

Essas atividades antitumoral do género Maytenus sp. foi relacionado devido a
presenca de taninos e derivados da catequina (PEREIRA et al., 1999; SOUZA, 2012),
encontraram-se, também, outros metabdlitos como fenilalquilaminas e flavonéides (SPIVEY
et al., 2002; SOUZA, 2012) e alguns compostos triterpenicos comumente isolados desse
género, ursolico e 4cido oleandlico, que ja foi comprovado que inibem a iniciacdo do tumor
(LIU, 1995).

Essas investigacoes fitoquimicas de espécies representantes da familia Celastraceae
muito contribuem para o isolamento de substancias com potencial terapéutico no
tratamento do cancer. (SOUZA, 2013). Dessa forma, esse trabalho objetivou realizar uma

analise citotoxica e mutagénica de fragbes dos extratos de Maytenus guianensis.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. COLETA DO MATERIAL BOTANICO E PREPARO DAS FRACOES

As amostras de M. guianensis foram coletadas em fevereiro de 2008 na Reserva
Florestal Adolpho Ducke, localizada no Km 26 da Estrada Manaus-Itacoatiara (AM-010)
(Latitude 02°53’S, Longitude 59°58"W). Sendo encaminhada para o laboratdrio de Quimica
de Produtos Naturais da Universidade Federal de Rondénia (UNIR).

A identificacdo da espécie foi realizada no Herbério do Instituto Nacional de Pesquisa
da Amazodnia (INPA), exsicata n°® 188.485.

As entrecascas do caule foram secas em estufa (TE-394/2, Tecnal) com ventilacao
forcada a 50 °C por 48 h, sendo em seguida realizada raspagem para retirada da entrecasca
visando aumentar a superficie de contato, obtendo-se 1,9 kg, estas que foram extraidas
trés vezes com acetona (3L x 3) em temperatura ambiente, durante 72 h, em cada ciclo. Os
extratos foram filtrados em papel filtro e o solvente rotaevaporado (rotaevaporador TE-211,
Tecnal) a 80 °C onde se obteve o Extrato Acetdnico Bruto da Entrecasca (EBC) em
quantidade de 200 g.

As fragOes foram preparados a partir de 50 g do EBC, sendo fracionado em
cromatografia de coluna com silica gel, por meio de eluicdo com hexano, acetato de etila,
etanol e cloroférmio até a exaustdo, dando origem a Fracdo Hexanica da Entrecasca (FH),
Fracdo Acetato de Etila da Entrecasca (FAC), Fracdo Etandlica da Entrecasca (FE) e

Fracdo Cloroférmica da Entrecasca (FC).

2.2 ANALISE GENOTOXICA EM Allium Cepa

Para a realizacdo do experimento utilizou a espécie A. cepa (conhecida popularmente
como cebola de cabeca), devido estudos enfatizarem a importancia e a utilizacéo de testes
com vegetais na avaliagdo de risco de genotoxicidade, apesar das diferencas entre os
metabodlitos de plantas e animais ha também similaridades, e que ativacdo de pro—
mutagenos possui alta relevancia (BAY - HURTADO, 2015). As cebolas foram
selecionadas de tamanho uniforme, de mesma origem, ndo germinadas e saudaveis.

Em cada concentracdo e controles foram utilizados 10 bulbos de A. cepa, sendo estes
submersos para germinagdo em 50 mL dos extratos em estudo a 24 °C, durante 72 horas.

Para os testes foram utilizados todas as fragbes na Concentracdo de 100 pg/mL =5

mg da Droga dissolvido em 500 pL do solvente etanol e os seguintes controles: Controle
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negativo (CN): contendo apenas H20 mineral, Controle negativo do Solvente (CNS):
contendo H20 mineral adicionado de 1% 500 pL de Etanol e Controle positivo (CP):
contendo 800 mg/L de paracetamol comercial + 500 pL de Etanol, descrita como citotoxica
e mutagénica (BESSEMS et al., 1995; STURBELLE et al., 2008; DUSMAN et al., 2012).

Ja para os testes anticitotoxicos e antimutagénicos foram utilizadas as mesmas
concentragdes das fragdes descritas acima, adicionado do CP.

A andlise citotdéxica em A. cepa foi realizada com base na germinagcédo dos meristemas
(FISKESJO, 1986). As raizes foram medidas com 72 horas, ap0s o inicio da germinacéo.
De cada bulbo de A. cepa foram medidas as trés maiores raizes, totalizando 30 raizes por
tratamento. A medicéo foi realizada com régua escolar simples graduada em cm.

As analises mutagénicas e de indice mitdtico ocorreram em torno de 72 horas apds o
inicio do teste, os meristemas foram coletados com 0,1 a 2,5 cm de comprimento, lavados
em agua destilada, seguida de hidrélise com HCL 1N por 10 minutos em banho-maria a 60
°C, sendo os tubos resfriados em agua corrente. Apés nova lavagem dos meristemas
hidrolisados em agua destilada foram realizados esfregacos em duas laminas por bulbo
(totalizando 20 laminas por tratamento), postas em seguida sob gelo seco por um minuto
para retirada da laminula e aguardado por 30 minutos em temperatura ambiente para
secagem. Em seguida, as mesmas foram coradas conforme Meneguetti et al. (2012),
utilizando o kit Panético Rapido composto de trés recipientes: primeiro triariimetano a 0,1%,
segundo xantenos a 0,1% e terceiro 51 iazinhas a 0,1%, sendo as laminas submersas 10
vezes em cada recipiente com submersdes de 1 segundo de duracdo na sequéncia descrita
acima (POLETTO et al.,, 2011; FAO et al., 2012; SILVA et al., 2012; OLIVEIRA;
YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013).

Posteriormente as laminas foram lavadas em agua deionizada com o pH 7,0 e secas
em temperatura ambiente. Em cada lamina foram contadas mil células e quantificado a

quantidade de micronucleos e o percentual de células em interfase e mitose.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

Utilizou-se o software Graphad Prism 5.0 sendo aplicada a Analise de Variancia
(ANOVA) e o teste Tukey, para os testes de toxidade e mutagenicidade sendo considerado
significante a partir de P<0,05.

Para o calculo de indice Mitdtico aplicou-se a seguinte equacéo: (Nimero Total de
Células em Mitose + Numero Total de Células x 100), sendo em seguida aplicado o teste

guiquadrado, sendo considerado significante a partir de P<0,05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados obtidos por meio das analises toxicoldgicas, antitoxicologicas,

mutagénicas e antimutagénicas das fracdes de M. guianensis sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Tabulacédo dos dados dos testes de toxicidade, antitoxicidade,

mutagenicidade e antimutagenicidade. (Concentracdes em mg/mL)

Tabela 1. Andlise de toxicidade, antitoxicidade, mutagenicidade e
antimutagenicidade. (Concentracdes em 100 pug/mL)

Toxicidade Antitoxicidade
(A. cepa) CN CNS FH FE FAC FC CN CNS CP FH FE FAC FC
1 1,8 1,1 0,5 0,4 0,2 0,9 1,8 11 0,2 0,6 0,2 0,1 0,4
1,6 1,1 0,5 0,5 0,2 0,6 1,6 1,1 0,2 0,5 0,2 0 04
1,5 1 0,4 0,5 0,2 0,5 1,5 1 0,1 0,5 0 0 0,1
2 14 14 0,9 0,6 0,4 0,8 14 14 0,3 0,8 0,1 0,2 0,6
15 11 0,8 0,2 0,3 0,5 15 11 0,1 0,5 0,1 0,2 0,5
1,2 0,9 0,5 0,2 0,3 0,5 1,2 0,9 0,1 0,5 0,1 0 0,4
3 15 0,8 1,2 0,3 0,6 0,9 15 0,8 04 1 0,3 0,3 0,5
1,5 0,9 0,9 0,3 0,6 0,8 15 0,9 0,1 1 0,1 0,1 0,3
1,2 1,1 0,5 0,3 0,3 0,8 1,2 1,1 0 0,9 0,1 0,1 0,3
4 14 0,8 14 0,3 0,5 0,5 14 0,8 0,1 0,6 0,2 0,1 0,5
1,8 0,7 1,1 0,2 0,2 0,4 1,8 0,7 0,1 0,5 0,1 0,1 0,2
2 0,7 1 0,2 0,1 0,4 2 0,7 0 0,3 0,1 0 0,2
5 1,8 0,5 1 0,5 0,4 11 1,8 0,5 0,1 0,9 0,3 04 0,3
2,2 0,6 1 0,4 0,1 0,8 2,2 0,6 0 0,4 0,2 0,2 0,1
1,4 0,8 0,9 0,4 0,1 0,7 14 0,8 0 0,4 0,2 0,2 0,1
6 1,2 0,5 14 0,8 0,6 0,8 1,2 0,5 0,3 0,6 0,3 0,1 0,4
14 0,6 0,8 0,5 0,3 0,8 14 0,6 0,3 0,6 0,2 0,1 0,4
15 0,6 0,8 0,4 0,2 0,7 15 0,6 0,1 0,5 0,2 0 0,3
7 1 0,6 1,2 0,9 0,4 0,5 1 0,6 0,1 0,9 0,2 0,1 0,7
0,9 0,8 0,9 0,8 0,1 0,5 0,9 0,8 0,1 0,9 0,2 0 0,5
0,8 0,9 0,6 0,5 0,1 0,4 0,8 0,9 0 0,7 0,1 0 0,4
8 0,9 0,8 1,1 0,6 0,4 1 0,9 0,8 0,2 1,1 0,1 0,2 0,6
1,1 1,1 1 0,5 0,2 0,8 11 11 0,1 1 0 0,1 0,5
0,9 1 1 0,5 0,1 0,5 0,9 1 0,1 1 0 0,1 0,5
9 0,9 0,5 0,9 0,6 0,3 11 0,9 0,5 0,1 1,2 0,1 0,1 0,3
0,8 0,4 0,9 0,6 0,3 0,5 0,8 0,4 0,1 1 0,1 0,1 0,2
0,5 0,4 0,7 0,5 0,2 0,4 0,5 0,4 0 0,6 0,1 0,1 0,2
10 1 0,6 1,4 0,7 0,3 1,3 1 0,6 0,2 1,1 0,2 0,2 0,5
1,2 0,8 1,2 0,4 0,1 1,3 1,2 0,8 0 0,8 0,2 0 04
1 0,8 1,1 0,3 0,1 1 1 0,8 0 0,8 0,1 0 0,2
Média 1,3 0,8 0,92 0,46 0,27 0,73 1,3 0,8 0,12 0,74 0,15 0,11 0,37
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Mutagenicidade Antimutagenicidade

CN CNS FH FE FAC FC CN CNS CP FH FE FAC FC
1 3 4 6 11 7 1 3 8 8 9 13 14
! 2 2 5 5 5 2 2 12 7 11 15 11
1 2 2 5 3 1 2 5 4 13 11 10
2 1 5 2 3 11 4 1 5 6 13 10 12
0 4 5 8 10 3 0 4 14 2 13 16 13
3 2 3 3 8 7 3 2 3 10 3 14 18 16
1 2 4 5 13 5 1 2 16 6 10 15 8
N 2 4 6 6 6 8 2 4 12 6 16 14 10
1 3 5 3 6 4 1 3 9 5 9 15
> 0 3 4 7 8 4 0 3 9 6 8 11 9
0 3 4 9 7 5 0 3 9 8 8 9
° 0 4 2 10 7 6 0 4 14 4 9 10 7
0 6 2 11 7 4 0 6 13 7 7 14 13
! 1 2 5 11 5 3 1 2 14 3 11 19 14
2 3 8 8 6 2 2 3 9 4 14 12 15
8 2 4 1 5 8 3 2 4 7 4 14 13 15
1 4 6 4 6 5 1 4 16 6 15 11 16
° 1 5 7 4 9 8 1 5 14 3 11 15 10
10 2 6 3 5 11 3 2 6 13 5 9 14 10
0 3 1 3 10 4 0 3 15 5 10 17 9
Média 1 3,5 3,9 6,3 8,3 4,4 1 3,5 11,4 51 11,2 13,6 11,3

CN: Controle negativo; CNS: Controle negativo do solvente; FH: Fracdo hexanica; FE: Fragdo
etandlica; FAC: Fracao acetato de etila da entrecasca; FC: Fracéo cloroférmica

Os dados mostram que as fragbes FE e FAC de M. guianensis apresentaram
toxicidade quando comparado ao CNS.

As fracOes FH e FC ndo apresentaram efeitos téxicos (Figura 1) e ainda apresentaram
agao antitoxicidade (p<0,001), contra os efeitos ocasionado pelo paracetamol na
concentracdo de 800 mg/L conforme o observado no CP (Figura 2).

Resultados semelhantes foram encontrados por Meneguetti et al. (2014b), onde nas
concentracbes de 3,85 mg/mL e 38,5 mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis,
apresentaram acao antitoxicologica, contra os efeitos ocasionados pelo paracetamol na
concentracdo de 800 mg/L mesma concentracado utilizada no CP do presente estudo.

Os efeitos ndo téxicos de espécies do género Maytenus, também foi observado em
outro estudo realizado com M. peduncularis, M. procumbens, M. senegalensis e M. undata,
contra linhagens de células Vero (AHMED et al., 2013).
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Figura 1. Toxicidade das fra¢cdes de M. guianensis. Significativo em relagio ao CN
*** (P<0,001). Teste Anova e Tukey. Significativo em relagdo ao CNS ## (P<0,001). Teste
Anova e Tukey.
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Figura 2. Antitoxicidade das fragcdes de M. guianensis. Significativo em relagdo ao CP
*** (P<0,001). Teste Anova e Tukey
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Na analise de mutagenicidade as fracfes FE e FAC apresentaram efeitos mutagénicos

(p<0,001) (Figura 3), enquanto a FH apresentou efeito antimutagenicidade (P<0,001)

(Figura 4).
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Figura 3. Efeitos mutagénicos das fracdes de M. guianensis. Significativo em relagéo
ao CN *** (P<0,001). Teste Anova e Tukey Significativo em relacdo ao CNS ## (P<0,001). Teste
Anova e Tukey
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Figura 4. Efeitos antimutagénicos das fracdes de M. guianensis. Significativo em relagdo ao CP
*** (P<0,001). Teste Anova e Tukey
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Efeitos antimutagénicos ja foram observados em extratos aquosos dessa espécie, nas
concentracoes de 3,85 mg/mL e 38,5 mg/mL (MENEGUETTI et al., 2014b), esses mesmos
extrato, nessas mesmas concentracdes ndo apresentou efeitos genotdxicos e ainda possui
acao antigenotoxica em camundongos tratados de forma aguda (MENEGUETTI et al.,
2015a).

Outro estudo realizado com extrato etandlico bruto de M. rigida in vivo, por meio do
teste de micronucleos, ndo foi observado mutagenicidade (TAVARES, 2013), efeito
semelhante, também foram observados com extratos hidroalcodlicos de M. robusta que ndo
apresentou nenhum efeito clastogénico nas células da medula Ossea de ratos
(RAYMUNDO et al.,, 2012) e em M. ilicifolia, onde foi evidenciada uma reducdo da
mutagénese induzida pela epigalocatequina-3-galato no teste de AMES (KRUL et al., 2001;
OLIVEIRA et al., 2009).

Acredita-se que os efeitos antimutagenicos e antigenotdxicos, ocorrentes no género
Maytenus, estdo relacionados diretamente com a ocorréncia de triterpenos, visto que
grupos isolados de triterpenos que foram testados in vitro, apresentou uma atividade
citotoxica significativa contra células 4T1 (SOUSA et al., 2014), esse mesmo grupo exibem
citotoxicidade frente algumas linhagens celulares de varios tipos de cancer (CHATURVEDI
et al., 2008; SIDDIQUE; SALEEM, 2011; TAVARES, 2013), vindo de encontro com o
presente estudo, visto que diversos triterpenos ja foram isolados de FH de M. guianensis
(FACUNDO et al., 2015).

Os resultados de citotoxicidade e anticitotoxicidade dos diferentes tratamentos sobre
o ciclo de A. cepa podem ser observados na Tabela 2.

A fracdo FH nao apresentou atividade citotéxica, quando comparado ao CNS, e ainda
teve uma acao anticitotoxica quando comparado com o CP (P<0,001). J4 a FC apresentou
acado citotéxica e anticitotoxica, semelhante aos dados encontrados por Meneguetti
(2014b), onde na concentracdo de 77 mg/mL demonstrou ter acao citotdxica e anticitotoxica
na presenca do parecetamol.

Os efeitos anticitotéxicos podem estar relacionado a presenca de triterpenos como
friedelina e o friedelol que apresentam atividade citotdéxica sobre células de linhagens
tumorais in vitro (OKABE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009), esses grupos também ja
foram encontrados em FC de M. guianensis (FACUNDO et al., 2015). Em outros estudos ja
foi comprovado que as principais atividades biolégicas atribuidas aos derivados desses
sesquiterpenos estao: atividade antitumoral e inseticida (TAKAISHI et al.,1993; SOUZA,
2013)
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Tabela 2. Tratamento e numero total de células de A. cepa analisadas no ciclo

celular em interfase e mitose

Tratamento Nmero de Ceélulas Indice Mitético (%)
Total Interfase Mitose
CN 20.000 15.982 4.018 20,09
CNS 20.000 17.142 2.858 14,29%+*
FH 20.000 16.805 3.195 15,97+
FE 20.000 17.614 2.386 11,93%*x #
FAC 20.000 18.453 1.547 7,7 3%x i
FC 20.000 17.610 2.390 11,95%* ##
CP 20.000 19.008 992 4,96
CP+ FH 20.000 17.213 2.787 13,93 ***
CP+ FE 20.000 18.908 1.092 5,46
CP+ FAC 20.000 19.076 924 4,62
CP+ FC 20.000 17.643 2.357 11,78 ***

Significativo em relagdo ao CN *(P<0,05), ** (P<0,01) e *** (P<0,001). Teste Teste Qui-Quadrado
Significativo em relagdo ao CNS #(P<0,05), # (P<0,01) e #*# (P<0,001). Teste Teste Qui-Quadrado
CN: Controle negativo; CNS: Controle negativo do solvente; FH: Fragdo hexanica; FE: Fracdo
etandlica; FAC: Fracao acetato de etila da entrecasca; FC: Fracéo cloroférmica; CP: Controle

positivo;

As fracdes FE, FAC apresentaram acédo citotoxica e ndo tiveram efeito anticitotoxico,
guando comparado aos CNS e CP respectivamente. Esses efeitos foram observados em
outro estudo com meristemas de A. cepa, onde utilizou fracbes de M. guianensis, sendo
possivel observar que a exposi¢cao por 48 horas, nas concentracdes de 50 mg/mL; 100
mg/mL; 200 mg/mL das fragdes de M. guianensis foi evidenciada a capacidade
antiproliferativa da célula, porém nesse estudo nao foi observado acdes clastogénica e
aneugénica (BAY - HURTADO, 2015), diferentemente de outro estudo onde na
concentracdo de 192 mg/mL do extrato aquoso da mesma espécie, demonstrou 0 aumento
significativo de micronucleos e algumas pontes anafasicas (MENEGUETI et al., 2014b), os
mesmos que também foram observados na FE e FAC, porém ndo foi quantificado a
quantidade de pontes anafasicas.

Em estudos realizados por Meneguetti (2015a), com extrato aquosa de M. guianensis
em um ensaio cometa com camundongos foi possivel observar que as concentracdes de
77 mg/mL e 192 mg/mL apresentaram acdo mutagénica em relagéo ao CN. Esse fato pode
ser explicado devido muitos compostos naturais encontrados em varias plantas consumidas
pelas populagbes tradicionais sdo potenciais agentes cancerigenos ou promotores de
tumores e devem ser evitado seu uso por longos periodos e em concentragdes elevadas
(BODE; DONG, 2014; MENEGUETTI et al.,, 2015a), visto que as concentragbes de
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77mg/mL e 192mg/mL do extrato aquoso de M. guianensis sdo 20 e 50 vezes mais
concentradas que o uso popular da mesma (CAMPAROTO et al., 2002; MENEGUETTI et
al., 2014b; MENEGUETTI et al., 2015a)

4. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as fracbes FH e FC de M. guianensis nao
apresentaram efeitos toxicos, citotdéxicos e mutagénicos e a FH apresenta ainda efeitos
antitoxicos, anticitotoxicos e antimutagénico. Porém ainda séo indicados estudos futuros in
vitro e in vivo, a fim de melhorar a compreensédo dos efeitos fisiologicos das fracdes e de
seus isolados, sendo averiguados os possiveis efeitos sinérgicos, ou até potencializacao
dos resultados com os isolados.
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RESUMO

Genotoxicidade é a capacidade de um agente causar danos ao material genético das
células. Substancias quimicas e agentes fisicos derivados de poluicdo ambiental, drogas e
afins podem ser dificeis de serem detectados por testes fisico-quimicos, entdo modelos
bioldgicos sdo adequados uma melhor compreensao dos potenciais danos que oferecem
aos seres vivos. O presente estudo teve como objetivo realizar uma revisdo de literatura
demostrando as principais técnicas aplicadas para realizacdo de testes de avaliacdo de
genotoxicidade. Dentre as principais técnicas aplicadas para ensaios genotoxicos
destacam-se o teste de Allium cepa, Ensaio Cometa e SOS Chromotest, sendo estas as
mais frequentes utilizadas em experimentos. Estas técnicas apresentam boa correlacao
guando comparadas a outros testes, permitindo que o pesquisador adote o melhor método
para a realizacdo de seu experimento de acordo com sua realidade.

Palavras-chave: Genotoxicidade, Toxicologia e Métodos de analise.

ABSTRACT

Genotoxicity is the ability of an agent to cause damage to the genetic material of cells.
Chemicals and physical agents derived from environmental pollution, drugs and others, may
be difficult to detect by physical-chemical tests, so biological models are adequate for a
better understanding of the potential damage they offer to living beings. The objective of the
present study was to perform a literature review demonstrating the main techniques used to
execute genotoxicity evaluation tests. Among the main techniques applied for genotoxic
assays, Allium cepa, Comet Assay and SOS Chromotest tests are the most frequent tests
used in experiments. These techniques present a good correlation when compared to other
tests, allowing the researcher to adopt the best method to carry out their experiment
according to their reality.

Keywords: Genotoxicity, Toxicology and Analysis methods.

1. INTRODUCAO

O &cido desoxirribonucleico (DNA) é a molécula que armazena as informacdes
genéticas nas células, sendo que sua integridade e estabilidade é fundamental para a
sobrevivéncia dos seres vivos (GAJSKI, 2019). Esta molécula esta localizada em
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compartimentos celulares, sendo armazenada no citoplasma de procariotos e nucleo em
eucariotos, mesmo assim ela pode sofrer alteracbes mediadas por agentes fisicos ou
quimicos do ambiente, podendo gerar danos que eventualmente levam a mutacgdes,
desencadeando patologias, incluindo céancer (LEME; MORALES, 2009; HELLEDAY;
ESHTAD; NIK-ZAINAL, 2014; ZHANG et al., 2018; FATEH et al., 2019; GERIC et al., 2019).

Substancias quimicas provenientes da poluicdo ambiental, tais como compostos
organicos e metais pesados, podem alterar a atividade celular, inibindo atividades
enzimaticas e alterando seu material genético (MACEDA et al., 2015; KASPER et al., 2018).

A genotoxicidade € um termo geral que refere-se a capacidade de um agente
provocar alteragbes genéticas, sejam de ordem estrutural, informacional ou de segregacao
do DNA, que podem levar a danos no material genético, provocando aberracdes
cromossoOmicas, tais como C-Metafases, metafase com aderéncia, metafase com perdas
cromossOmicas, pontes anafasicas, anafases e tel6fases com atrasos, perdas
cromossOmicas e anormalidades nucleares, sado algumas evidéncias de alteracdes
desencadeadas por agentes genotéxicos (PALSIKOWSKI et al., 2017; DUSINSKA et al.,
2019).

O termo mutagenicidade estd associado a genotoxicidade, uma vez que se
caracteriza pela inducdo de muta¢c6es no material genético de forma permanente, ou seja,
um agente genotdxico leva a mutagenidade (ARAUJO, 2013; HARA; MARIN-MORALES,
2017).

Ensaios que envolvem analises genotdxicas possibilitam a visualizacdo destes
efeitos macro e microscopicamente, sendo possivel observar, a acdo direta no
desenvolvimento celular e tecidual (CHANDRA et al., 2005). Essas alteracdes causadas
por agentes genotéxicos podem formar fragmentos cromossémicos que ndo Ssao
incorporados ao nucleo apés a mitose, resultando em corpusculos denominados
micronudcleos (OLIVEIRA; YAMASHITA; MENEGUETTI, 2013), que medem cerca de 1/3 a
1/5 do tamanho do nicleo principal (PEREIRA JUNIOR, 2015). Os micronucleos sdo
componentes citoplasmaticos de material genético nuclear incorporados durante a divisdo
celular, demonstrando assim que houve erro durante a replicacdo do DNA cromossémico
e ou da diviséo celular (FLORES-BRACHO et al., 2019).

As analises genotoxicas sdo realizadas afim de detectar se agentes quimicos, fisicos
e biolégicos, sdo capazes de alterar o material genético das células, e consequente,

produzir mutagdes que podem comprometer a viabilidade celular (ROBERTO et al., 2016).
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A aplicabilidade de testes genotoxicos é bastante ampla, destacam-se testes
investigativos para andlise de ecossistemas aquaticos (MAZZEO; MARIN-MORALES,
2015; HARA; MARIN-MORALES, 2017; COSTA; MONTEIRO; BATISTA, 2018;
GUERREIRA, 2019), analise de componentes fitoquimicos (MENEGUETTI et al., 2015;
ROBERTO et al., 2016; LIMAN; CIGERCI GOKCE, 2018; WOLFF et al., 2018; MEDEIROS
et al., 2019; FATEH et al., 2019), residuos laboratoriais e industriais (MAZZEO et al., 2015;
ANACLETO; ROBERTO; MARIN-MORALES, 2017; ITOH; HATTORI, 2019; KHAN; ANAS,;
MALIK, 2019; LIMAN; ACIKBAS; CIGERCI, 2019), nanoparticulas (BHAGAT; S; SHYAMA,
2019; DELMOND etal., 2019; DU et al., 2019; DUSINSKA et al., 2019; GHOSH et al., 2019),
metais pesados (DELMOND et al., 2019) e metabdlitos microbioldgicos (GERIC et al., 2019;
LACERDA et al., 2019).

Muitas analises fisico-quimicas por vezes podem apresentar certa dificuldade em
elucidar se determinado efluente, droga, moléculas, metabdlitos e afins, apresentam
toxicidade para 0s seres Vivos, pois podem se apresentar em pequenas concentragoes,
portanto testes genotoxicos vem a complementar tais analises, uma vez que organismos
bioldgicos sdo susceptiveis a certos agentes, mesmo em baixas concentracdes (KHAN;
ANAS; MALIK, 2019).

Existe uma ampla gama de ensaios genotoxicos, cada qual com um organismo
bioldgico adequado, dentre os testes, destacam-se o teste de Allium cepa (plantas), Ensaio
Cometa (animais) e SOS Chromotest (bactérias). Dessa forma, este trabalho teve como
objetivo realizar uma revisdo de literatura sobre as principais técnicas de analise

genotoéxica.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 TESTE DE Allium cepa

A espécie A. cepa foi inicialmente utilizada como organismo biolégico a partir do ano
1920, e desde entéo, diversos estudos relacionados a toxicidade e genotoxicidade utilizam
essa espécie em experimentos, pois trata-se de um teste de baixo custo e alta eficiéncia
(FISKESJO, 1985; PERON; CANESIN; CARDOSO, 2009; MALINI et al., 2010; LESSA;
CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018). A utilizacdo de plantas para ensaios de
genotoxicidade é de grande importancia, pois dispensa a preparacado de meios de cultura
elaborados, estabelecimento de ambientes extremamente controlados, autorizagdo de

Comités de Etica em Pesquisa, além de apresentarem uma boa correlagdo quando a outras
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metodologias que utilizam animais ou microrganismos para 0 mesmo tipo analise
(FISKESJO, 1988; CARITA; MARIN-MORALES, 2008; MENEGUETTI et al., 2011;
MENEGUETTI et al., 2012; HARA; MARIN-MORALES, 2017; IQBAL et al., 2019; QUADRA
et al., 2019).

O teste de A. cepa possui diversas adaptacdes, sendo que sera apresentado dois

protocolos de execugao, um utilizando sementes e outro bulbos.

2.1.1 Sementes de Allium cepa
O protocolo apresentado segue a metodologia e adaptacdes propostas por
Palsikowski et al. (2017):

a) Colocar sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme em uma placa de
Petri revestida com papel filtro (100 sementes por placa, duas placas para cada
tratamento);

b) Submeter as sementes a germinacdo, sob temperatura de 22+2°C, utilizando
como meio as amostras a serem analisadas (extratos, efluentes, etc).

c) Utilizar como Controle Negativo, agua ultrapura e Controle Positivo,
Metanossulfonato de metila em concentracdo de 4x10“M e Trifluralina em 0,84 ppm
(Dois controles positivos, cada qual consiste em um tratamento independente);

d) Apds os meristemas crescerem cerca de 1,5 cm em comprimento, devem ser
coletados e fixados em solucdo Carnoy (3:1 Alcool-Acido Acético) durante 6h a
temperatura ambiente;

e) Substituir a solucdo de Carnoy e depois armazenar a 4°C até a preparacao;

f)  Submeter os meristemas fixados a Reacéo de Feulgen (MELO; VIDAL, 1978);
g) Colocar os meristemas em laminas, pingar uma gota de solucdo de Carmim
aceético 2%.

h) Cobrir a lamina com laminula e pressionar suavemente para realizar o
esmagamento do meristema;

i) Remover a laminula, colocando e retirando a lamina rapidamente sobre
nitrogénio liquido;

) Realizar a preparacdo permanente da lamina utilizando resina sintética;

k)  Analisar a lamina em microscopio de luz, utilizando a objetiva de 100x;

)] Contar 5000 células por tratamento, sendo 500 células por lamina e 5 laminas

por cada placa de Petri.
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Seguindo o protocolo acima descrito, € possivel avaliar os seguintes indices

propostos por Palsikowski et al. (2017):

Fitotoxicidade por meio do indice de Germinacéo (GI):

Gl= Numero total de sementes germinadas x 100
Numero total de sementes expostas

Citotoxicidade, avaliando o indice Mitético (MI):

MI= NUmero total de células em divisdo (Mitose) x 100
NuUmero total de células observadas

Genotoxicidade, avaliada por meio do Indice de Alteragdes Cromossomicas.
Consideram-se as células que contém aberracdes cromossdmicas (aderéncia, poliploidia,
perda, C-metafase, multipolaridade e pontes) e anormalidades nucleares (células

binucleadas, trinucleadas e nucleos lobulados):

CAl= Numero total de células alteradas x 100
NUmero total de células observadas

Mutagenicidade, avaliando o indice de Mutagenicidade (Mutl) por meio da presenca

de micronucleos:

Mutl= Numero total de células alteradas x 100
NUmero total de células observadas

2.1.2 Bulbos de Allium cepa
O protocolo apresentado segue a metodologia e adaptacdes propostas por
Meneguetti et al. (2012):

a) Adquirir 10 bulbos de A. cepa (pequenas, uniformes, da mesma origem, néo
germinadas e sadias) para cada amostra e controle;
b) Colocar cada bulbo para germinar em frascos de 50 ml, com o fundo imerso na

amostra e no controle (dgua mineral);
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c) Coletar os meristemas ap0ds cerca de 72 horas com aproximadamente 0,5 a 3,0
cm de comprimento;

d) Lavar os meristemas em agua destilada;

e) Hidrolisar com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 °C, resfriar os tubos
em agua corrente;

f) Lavar os meristemas com agua destilada;

g) Realizar a preparar em duas laminas por bulbo, utilizando a técnica de
esmagamento;

h) Corar com o kit Panotico rapido LB mergulhando as laminas 10 vezes em cada
recipiente com a duracdo da imersdao de 1 segundo na seguinte ordem:
triariimetano a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

i) Lavar as laminas com agua deionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

j) Visualizar ao microscopio de Luz na objetiva de 40x;

k) Contar 1.000 células por lamina;

Para uma melhor conservacao da lamina, Lopes (2016) sugere a colocacao de uma
gota verniz vitral incolor Acrilex® (PAIVA et al., 2006), posteriormente a colocacdo de uma
laminula e secagem overnight, desta forma a lamina se torna permanente, facilitando sua
visualiza¢do por um longo periodo de tempo.

O teste de A. cepa modificado de Meneguetti et al. (2012), permite a realizacéo desta
metodologia de uma forma rapida, mais econémica e ja foi comprovada sua eficiéncia por
meio dos trabalhos realizados por Ancia e Romao (2016), Meneguetti et al. (2014) Vanuchi
et al. (2015) Lopes (2016).

Para ambos os protocolos descritos podem ser utilizados os indices de Palsikowski

et al. (2017) previamente apresentados, com excecdo do indice de Germinacao.

2.2 ENSAIO COMETA

Esta metodologia foi introduzida pelos cientistas suecos Ostling and Johanson em
1984, ela consiste na analise do dano causado por um agente a molécula de DNA, que foi
nomeada a partir da semelhanca da imagem que o DNA analisado deixa ap0s uma
eletroforese (RAJAPAKSHA; WIJAYARATHNA, 2017).

Esta técnica é relativamente simples, sensivel, confiavel e de baixo custo, sendo que

diferentes organismos biologicos podem ser utilizados para sua realizacdo, tais como

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




células humanas e de outros animais, leveduras, plantas e protozoarios (GAJSKI, 2019;
LIMAN; ACIKBAS; CIGERCI, 2019).

2.2.1 Ensaio Cometa com sangue periférico de peixes
O protocolo apresentado a seguir € descrito por Carita (2010), baseado na
metodologia de Singh et al. (1988):

a) Submergir as laminas em agarose normal 1,5% a 60°C, secar e armazenar em
geladeira,

b) Coletar amostras de 3uL de sangue de peixes e diluir em 1000uL de solugao
fisiolégica de vertebrados;

c) Colocar 10uL da suspenséo celular nas laminas e adicionar 120uL de agarose de
baixo ponto de fuséo (0,5%) a 37°C;

d) Incubar em uma solucédo de lise (ImL triton X-100, 10mL de DMSO e 89mL de
solucéo de lise estoque, pH 10,0 — solucdo de estoque: NaCl 2,5M, EDTA 100mM,
Tris 10mM, ~8,0g de NaOH sdlido, 10g de Lauryl sarcosinato sédico para 1L), em
geladeira por, no minimo, uma hora.

e) Apés a lise, transferir as laminas para cuba de eletroforese, contendo solucdo
tampédo (NaOH 300mM + EDTA 1mM, pH 12,1) a 4°C, em corrente 49V e 300mA,
por 20 minutos;

f) Neutralizar as laminas em solucao tampao (Tris 0,4M-HCI, pH 7,5) por 15 minutos,
secar a temperatura ambiente e fixar com etanol 100% durante dez minutos.

g) Realizar a coloracao foi com Brometo de Etidio (0,02 mg/mL);

h) Visualizar em microscopio de fluorescéncia, aleatoriamente, 100 nucleoides de
cada peixe;

i) Os nucleoides sao classificados visualmente, segundo a classificacdo de
Kobayashi et al. (1995) e de acordo com a migracao dos fragmentos, em: classe
0 (auséncia de dano visivel); classe 1 (pequeno dano - cauda menor que uma vez
o tamanho do nucleoide); classe 2 (médio dano — cauda com tamanho de uma a
duas vezes o tamanho do nucleoide); e classe 3 (grande dano - cauda com

tamanho maior que duas vezes o tamanho do nucleoide).
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2.2.2 Ensaio Cometa com A. cepa

O protocolo apresentado a seguir € descrito por Liman, Acikbas e Cigerci, (2019),
baseado no protocolo de Tice et al. (2000):

a) Submeter a germinagdo bulbos de A. cepa contendo as amostras a serem
analisadas (seguir as orientagcdes do experimento com A. cepa do referido
trabalho);

b) Selecionar 10 meristemas de cada tratamento;

c) Realizar a extracdo nuclear, colocando 500 pL por meio de solucdo gelada de
tampéao Tris-MgCl2 (4 mM MgCl>—6H20; 0,2 M Tris, 0,5% v/v Triton X-100, pH 7,5);

d) Suspender 50 pL da solug&o e misturar com 50 pL de agarose de baixo ponto de
fuséo (1,5%) a 37°C;

e) Colocar a suspensao sobre laminas previamente cobertas por agarose normal
(1%), sendo 3 laminas para cada tratamento;

f) Submergir as laminas em tampé&o alcalino (1 mM EDTA e 300 mM NaOH, pH >
13) a 4 °C por 20 minutos;

g) Realizar a eletroforese a 25 V e 300 mA at 4 °C por 20 minutos;

h) Neutralizar as laminas com solucéo Tris (0,4 M pH 7,5) trés vezes e realizar a
coloracdo com 70 pL de Brometo de Etidio (20 pg/mL) por 5 min;

i) Visualizar o material com microscopio de fluorescéncia com objetiva de 40x.

j) Contar aleatoriamente 50 cometas por lamina e classificar em cinco classe, 0-sem

danos até 4-dano completo.

2.2.3 Ensaio Cometa sangue periférico humano

O protocolo apresentado a seguir foi baseado na metodologia utilizada por Geri¢ et
al. (2019):

a) Coletar sangue periférico e submeter as diferentes amostras (para orientacdes
sobre a coleta e condi¢cdes de incubacéo vide o referido trabalho);

b) Utilizar como controle positivo Peréxido de Hidrogénio (1mM durante 10 minutos);

c) ApOs a exposicao (4 a 24h), deixar as amostras overnight em tampao de lise (2,5
M NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris, 1% sarcosinato de sodio, 1% Triton X-
100, 10% DMSO, pH 10);

d) Realizar a desnaturacéo por meio de solucéo desnaturante (300 mM NaOH, 1 mM
Na2EDTA, pH 13) durante 20 minutos;

e) Realizar a eletroforese (1v/cm) durante 20 minutos;
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f) Neutralizar em solucdo tampéo (0,4 M Tris; pH 7,5) por 15 minutos a 4°C;

g) Efetuar a coloracdo com Brometo de Etidio (10 pg/mL);

h) Visualizar o material com microscoépio de fluorescéncia, com aumento de 250x;

i) Contar aleatoriamente 100 cometas por lamina, sendo duas laminas para cada
tratamento;

J) Sugere-se repetir o experimento duas vezes.

2.3 SOS CHROMOTEST
O método SOS Chromotest foi desenvolvido e validado por Quillardet e Hofnung em
1985 e baseia-se nas respostas metabodlicas de Escherichia coli frente a agentes
genotdxicos (OTHMEN et al., 2019)
Trata-se de um ensaio quantitativo, colorimétrico, de dose-resposta que verifica se
uma determinada substancia causa dano ao genoma bacteriano, influenciando assim a
producdo da enzima [-galactosidase, utilizando como parametro de comparagédo, a
producao natural de alcalino fosfatase (QUILLARDET; HOFNUNG, 1985).
O protocolo apresentado a seguir foi baseado na metodologia utilizada por Othmen
et al. (2019):
a) Cultivar overnight cultura de E. coli de linhagem PQ37 em caldo Luria com
ampicilina (30 ug/mL) a 37°C sob agitagao de 250 rpm;
b) Diluir a cultura até uma densidade 6ptica de 0,6;
c) Colocar 190 ul da cultura e 10 yl da amostra a ser testada em placa de 96
MIiCropogos;
d) Incubar sob agitacéo de 1200g a 37°C durante 3 horas;
e) Descartar o sobrenadante e suspender o pellet 200 yl em tampao (Tris
(hidroximetil) Aminometano 2,43%);
f) Transferir 100 pl para a placa e adicionar 100 pl de tampdo SOS Chromogénico
(QUILLARDET; HOFNUNG, 1985);
g) Incubar durante 2 horas a 37°C sob agitacdo de 100g;
h) Realizar o ensaio de atividade de [-galactosidase e de alcalino fosfatase,
seguindo o protocolo de Quillardet e Hofnung (1985);
i) Calcular a razéo entre a atividade de B-galactosidase/alcalino fosfatase, sendo

maior que 1,5, considera-se atividade genotoxica.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Existem diversas técnicas para a avaliacdo da atividade genotoxica de um agente,
sendo que uma mesma técnica pode ser aplicada com a mesma finalidade, seja avaliando
uma um principio ativo, efluente, metal pesado, nanoparticulas, etc.

Dentre os métodos para avaliacdo genotoxica, destaca-se o teste de A. cepa, pois
sua aplicabilidade é ampla na investigacdo de inuUmeros agentes, baixo custo, facil
execucado, dispensa autorizacdo em Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e
apresenta boa correlacdo quando comparado a testes realizados com animais.

A utilizacdo de modelos biol6gicos para avaliagdo genotOxica apresenta-se
complementar as avaliacdes quimicas e fisicas, uma vez que muitas substancias podem
estar presentes em baixas concentracdes, dificultando a identificacdo de sua presenca,

todavia pode ser notada pelas células.
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CAPITULO 12

A UTILIZACAO DO SISTEMA TESTE DE Allium cepa PARA ANALISE
MUTAGENICA DE RIOS DA AMAZONIA
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2. Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia de Rond6nia, Ji-parana, Ronddnia, Brasil.

RESUMO

O sistema teste de micronucleo em raizes da espécie Allium cepa (cebola), é definido como
sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e mutagénicidade de
agua, por sua sensibilidade e exatidao. O presente estudo teve como objetivo realizar uma
revisdo de literatura demostrando os principais procedimentos para a analise mutagénica
de &guas superficiais de rios amazénicos através do sistema teste Allium cepa. A andlise
mutagénica de aguas superficiais empregando A. cepa nao necessita de equipamentos
elaborados, reagente com elevado valor, a matéria prima é encontrada facilmente e durante
todo o ano, e ndo exige aprovacédo em Comités de Etica e Pesquisa em Seres Humanos ou
em Animais.

Palavras-chave: Genotoxicidade, Toxicologia e Métodos de andlise.

ABSTRACT

The micronucleus test system in roots of the Allium cepa (onion) species is defined as being
one of the best for environmental monitoring and water mutagenesis studies because of its
sensitivity and accuracy. The present study aimed to perform a literature review
demonstrating the main procedures for the mutagenic analysis of surface waters of
Amazonian rivers through the Allium cepa test system. The mutagenic analysis of surface
water using A. cepa does not require elaborate equipment, reagent with high value, the raw
material is easily found and throughout the year, and does not require approval in Ethics
and Research Committees in Humans or Animals.

Key words: Genotoxicity, Toxicology and Analysis methods.

1. INTRODUCAO

A hidrografia da regido amaz6nica é a maior, e uma das mais importantes do mundo,
concentrando cerca de 15% das aguas doces superficiais ndo congeladas do planeta
(SNIF, 2014; NETO; FURTADO, 2015). Formada por grandes rios e pequenos igarapés
gue correspondem a 81% das aguas superficiais do territério nacional, a rede hidrogréfica
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da Amazobnia é responsavel pelo abastecimento de centenas de cidades e milhares de
pessoas (SNIF, 2014; SILVA; NODA, 2016).

O crescimento da urbanizacédo e das fronteiras agricolas, que tém ocorrido ao longo
dos anos, causam prejuizos a rios e igarapés devido exposicdo a dejetos humanos,
agrotoxicos, excretas de laticinios, frigorificos e, varias outras empresas, que despejam
efluentes nestes mananciais, muitas vezes, sem um tratamento prévio (SINGH et al., 2014).
Consequentemente, 0 consumo e a utilizagdo dessas dguas contaminadas, podem levar a
intoxicacoes e até mesmo mutacdes, apresentando o potencial de desencadear a curto e
longo prazo sérios problemas de saude (MAZZEO; MARIN-MORALES, 2015).

As substancias mutagénicas podem causar danos celulares aos organismos vivos
que estdo frequentemente expostos a estas, danos que geralmente sao induzidos por
agentes fisicos, quimicos ou bioldgicos que acabam afetando processos como a transcricao
e duplicacédo génica e alteracdes cromossdmicas, 0 que leva a processos cancerosos e
morte celular (MENEGUETTI et al., 2012; HARA; MARIN-MORALES, 2017; QUADRA et
al., 2018). Compostos que causam lesdes nos materiais genéticos sdo conhecidos como
genotoxicos (IQBAL et al., 2019)

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formacdo de
microndcleos, que sdo pequenos corpos contendo &cidos desoxirribonucleicos (DNA),
localizados no citoplasma (SILVA ET AL., 2011; FATEH et al., 2019). Micronucleos podem
ser resultantes de quebras cromossdmicas, formando fragmentos acéntricos, ou com
sequéncias de cromossomos inteiros que ndo se prendem ao fuso mitético e, dessa forma,
ndo chegam aos polos das células durante a mitose ou a meiose (Figura 1) (POLLETO et
al., 2011; MENEGUETTI et al., 2012; ZHANG et al., 2018).

O teste de micronucleos detecta mutagénese em organismos eucariotos do tipo
clastogénese, aneugénese e danos no fuso mitético (MILLER, 1973; HARA; MARIN-
MORALES, 2017). Os micronucleos séo identificados em qualquer tipo de célula, sendo
possivel aplicar seu uso em analises para diagndstico de doencas hematoldgicas, em
células epiteliais da boca, do trato urinario e também monitorar ambientes através de testes
com roedores e plantas (FENECH, 1993; FAO et al., 2012; DUSINSKA et al., 2019). Para
gue o micronucleo seja visualizado é necesséario uma divisdo celular apés a ocorréncia
mutagénica, a realizacdo do cultivo celular, ou uso de células que estdo se multiplicando
constantemente, como a medula 0ssea e as raizes vegetais (meristemas) (SILVA et al.,
2012; PALSIKOWSKI et al., 2017).
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Figura 1. Célula em divisdo mitética e formacdo de micronucleos.
Fonte: Elaborado pelos autores

O sistema de teste de microndcleo em raizes da espécie Allium cepa (cebola), €
definido como sendo um dos melhores para estudos de monitoramento ambiental e
mutagénicidade de agua, por sua sensibilidade e exatiddo (SILVA et al., 2003; COSTA,
MONTEIRO; BATISTA, 2018). As raizes da A. cepa possuem processo de divisao celular
similar aos do homem, e devido a universalidade do cAdigo genético, se um agente pode
causar danos ao DNA, apresenta potencial genotdxico em qualquer tipo de célula animal,
vegetal ou microrganismos (COSTA; MENK, 2000; GAVRONSKI, 2008; ROBERTO et al.,
2016).

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo realizar uma revisao de literatura,
demostrando os principais procedimentos para a analise mutagénica de aguas superficiais

de rios amazonicos através do sistema teste Allium cepa.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 COLETAS DAS AMOSTRAS
As coletas devem ser realizadas em pontos estratégicos, antes e apos algumas

possiveis causas de interferéncia na qualidade dos rios, podem ser locais de despejo de
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dejetos humanos ou animais, frigorificos, laticinios, cidades, conjuntos habitacionais dentre

outros. Um exemplo de pontos de coletas pode ser observado na (Figura 2).

1 ol
LU 'li @

@

Figura 2. Mapa demonstrando os pontos 1, 2, 3, 4 e 5 indicados para a coleta, em um
determinado rio.
Fonte: Elaborado pelos autores

O ponto 1, da figura acima, ou a nascente do rio podem ser utilizados como controle
negativo, porém € importante utilizar um segundo controle negativo contendo agua mineral,
para utilizar como parametro de comparagédo com o controle do ponto 1.

Em alguns casos, é indicada também a utilizacdo de um controle positivo, contendo
agentes mutagénicos, esse controle € importante para demonstrar a gravidade da poluicao
em casos de resultados com significancia estatistica alta.

As amostras poderédo ser coletadas em dois periodos do ano, no de estiagem e de
chuva, para observar se ha variacdo nos resultados ao comparar o periodo da cheia com o
periodo da seca em rios ou igarapés.

As coletas de agua sao, geralmente, feitas na calha central do rio na profundidade
de 15 a 30 cm (CETESB, 1988). O balde normalmente utilizado para amostragem na
superficie de corpos d’agua (Figura 3), em geral, deve estar acoplado a uma corda e ser
confeccionado em aco inox AISI 316L polido, para evitar incrustacdes nas costuras de
solda, e apresentar volume adequado para a finalidade da amostragem (CETESB; ANA,
2011).
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Figura 3. Coleta de aguas superficiais com auxilio de balde inox acoplado a corda.
Fonte: Arquivo pessoal

Os recipientes mais utilizados para coleta e preservacdo de amostras sao os de
plastico autoclavavel de alta densidade (polietileno, polipropileno, policarbonato ou outro
polimero inerte) e os de vidro, com boca larga (mais ou menos 4 cm de diametro) para
facilitar a coleta da amostra e a limpeza. As amostras deverédo ser transportadas e mantidas
sob refrigeragéo em torno de 4°C + 2°C (CETESB; ANA, 2011).

2.2 GERMINAQAO DOS MERISTEMAS UTILIZANDO BULBOS DE Allium cepa

O experimento utiliza a espécie Allium cepa, (conhecida popularmente como cebola
de cabeca) de tamanho pequeno, uniforme, de mesma origem (de preferéncia organica),
ndo germinadas e saudaveis, sendo realizadas repeticdes de 10 espécimes por ponto de
coleta (Figura 4a), postos a germinar em frascos transparentes de 50 ml (copos
descartaveis ou coletores de fezes) com a parte inferior mergulhada nas aguas coletadas
(Figura 4b).
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Figura 4. Germinacédo de A. cepa.
Fonte: Meneguetti et al. (2012)

2.2.1 Preparo das laminas

As seguintes etapas sdo adaptacdes propostas por Meneguetti et al. (2012):

Em torno de 72h ap6s o inicio do teste, os meristemas sdo coletados com
aproximadamente 0,5 a 3,0 cm de comprimento (Figura 5), sendo lavados em agua

destilada.

Figura 5. Meristemas germinados
Fonte: Meneguetti et al. (2012)
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a) Para o preparo de 1 litro de solucdo 0,1 N de HCI, deve-se transferir 8,36 mL de
HCI concentrado e diluir a 1000 mL;
Formula para preparo de solucdo HCL 1 N - Adicionar 3,65g de HCl em um litro
de solucéo, 0,1 N = 0,1 Normal = 0,1 equivalente-grama/L = 0,1 eqg-g/L , equivale
a 3,65g de HCl em 1 L de solucéo.
A questdo é como realizar este procedimento quando ndo é possivel pesar o
HCI?

Para isso, sdo necessarias algumas informacdes, pois normalmente essa
substancia é feita a partir de uma solucdo concentrada de HCI.

Informacdes:

e HCI Fumegante.

e Concentracdo de HCI = 37%
e Densidade = 1,18 g/mL

e Mol do HCI = 36,5.

Se a densidade € 1,18 g/mL, é possivel concluir que 1000 mL = 1180 g. Como a
concentracdo € 37%, deve-se calcular a massa de HCI na solucao utilizando

uma regra de trés:

e (%)= (mHCL x 100) / m sol

e (%) = concentragéo porcentual = 37%

¢ m HCIl = massa de HCI = valor procurado

e m sol = massa total da solucdo = 1,18

e kg mHCI =c(%) x m sol / 100 = 37 x 1,18 / 100 = 0,4366 kg ou 436,6 g de HCI
por litro de solugéo.

e n equivalentes = 436,6 / 36,5 = 11,36 equivalentes gramas de HCI

e Entdo a solucdo é 11,96 N

e MiVi=M2V2

e Vi=M2V2/M1=0,1x1000/11,96 =8,36 mL ;

b) Inserir os meristemas coletados em tubos de ensaio e adicionar 1N HCL até uma

guantidade em que os meristemas estejam cobertos;
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c) Hidrolisar os meristemas com 1N HCL por 10 minutos em banho-maria a 60 °C
e posteriormente resfriar os tubos em agua corrente;

d) Lavar os meristemas com 4gua destilada;

e) Realizar esfregacos em duas laminas por bulbo, sendo postas em seguida em
gelo seco por 1 minuto para retirada da laminula e deixado por 30 minutos em
temperatura ambiente para secagem;

f) Corar com o kit Pandético rapido LB mergulhando as laminas 10 vezes em cada
recipiente com a duracdo da imersdao de 1 segundo na seguinte ordem:
triarilmetano a 0,1%, xantenos a 0,1% e tiazina a 0,1%;

g) Lavar as laminas com agua deionizada pH 7,0. Secar em temperatura ambiente;

h) Visualizar ao microscopio de Luz na objetiva de 40x;

i) Em cada lamina serdo contadas mil células em interfase e a quantidade de

micronucleos por mil células (Figura 6).

Figura 6. A — Células de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 10x), B — Micronucleo em célula de
A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40x).
Fonte: Meneguetti et al. (2012)

2.3 GERMINACAO DOS MERISTEMAS UTILIZANDO SEMENTES DE Allium cepa

O uso das sementes de A. cepa fornece maior praticidade na realizacdo de
experimentos devido ocuparem menor espago, ndo desprender odor intenso no local em
gque estao inseridas, de simples manuseio e facilidade de obtencdo com boa qualidade e
livre de agroquimicos (LESSA; CARIELLO, 2017; FERNANDES et al., 2018).
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2.3.1 Preparo das laminas
Sera descrito, a seguir, uma adaptacao desta técnica utilizando as sementes de A.
cepa:
a) Colocar sementes de A. cepa da variedade Baia Periforme em uma placa de
Petri revestida com papel filtro (Figura 7). Cerca de 50 sementes por placa e

duas placas para cada tratamento;

Figura 7. Sementes de A. cepa
Fonte: Arquivo pessoal

b) Submeter as sementes a germinacao, sob temperatura de 22+2°C, utilizando
como meio as amostras (agua coletada e controle);

c) Utilizar como Controle Negativo, gua mineral e/ou a nascente do rio/igarapé;

d) Aplicar 3 ml das amostras e controle correspondentes, diariamente, utilizando
pipeta Pasteur e manter a placa Petri fechada;

e) Preparo da orceina acética a 2% (100 ml) para fixar e corar os meristemas -
usar um béquer de 250 ml e colocar 100 ml de acido acético 45%. Colocar o
béquer no agitador magnético e adicionar 2,0 g de orceina. Deixar agitando por
10 minutos, filtrar a soluc&o utilizando papel filtro e guardar em frasco fechado
em temperatura ambiente;
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f) Coletar os meristemas com 1 a 2 cm de comprimento e colocar em tubos de
ensaio ou Eppendorf previamente identificados com a amostra correspondente;

g) Com auxilio de uma pipeta Pasteur, inserir no tubo/Eppendorf a orceina acética
até uma quantidade em que os meristemas estejam cobertos, armazenar na
geladeira (2 a 8 ° C) no periodo de 12 a 24 horas para fixacao;

h) Colocar os meristemas em laminas, seccionar a por¢ao apical (mais escura) e
eliminar o restante do material,

i) Posicionar uma lamina limpa sobre a bancada e pingar, sobre ela, 3 gotas de
orceina acética a 2%;

j) Cobrir com uma laminula e segurar a lamina sobre a chama (bico de
Bunsen/vela), a cerca de 5 cm de distancia, por cerca de 3 segundos. Repetir
esse procedimento por 3 vezes com intervalos de 3 segundos. Se houver
necessidade acrescentar mais uma gota de orceina na borda da laminula.

k) Esmagar a ponta do meristema pressionando levemente a laminula com a
ponta da pinca. Atencdo: cuidado para nao deslocar a laminula do lugar. A
pressao dever ser suficiente para esmagar as raizes sem quebrar a laminula.

[) Retirar o excesso de orceina latico/acética colocando a lamina entre um pedaco
de papel filtro dobrado e passando o dedo sobre ele;

m) Analisar a lamina em microscopio de luz, utilizando a objetiva de 100x;

n) Tirar fotos das laminas em objetivas de 20x ou 40x (Figura 8) utilizando software
de processamento e analise de imagens digitais;

o) Utilizar contador de células para quantificar 5000 células por tratamento, sendo

500 células por lamina e 5 laminas por cada placa de Petri.

Figura 8. A — Células de A. cepa coradas com orceina acética 2% (ocular: 10x, objetiva
20x), B — Micronucleo em célula de A. cepa (ocular: 10x, objetiva 40x).
Fonte: Arquivo pessoal
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2.4 ANALISE ESTATISTICA
Neste caso € utilizado o teste de Andlise de Variancia (ANOVA), que é um
procedimento paramétrico para analisar trés ou mais tratamentos. Esse teste especifica se
ocorreu diferenca estatistica significante entre os postos, porém ele ndo especifica entre
quais pontos ocorreu essa diferenca, por esse motivo utiliza-se também o teste Tukey, que
pode ser considerado como uma extensao do ANOVA.
Para essa analise sdo utilizados varios softwares, sendo indicado o Graphad Prism
5.0 para as pessoas que utilizam Windows XP, e a versédo 6.0 para Windows 7, e outros

sistemas operacionais.

3. CONSIDERACOES FINAIS

A andlise mutagénica de aguas superficiais empregando A. cepa nao necessita de
equipamentos elaborados, reagente com elevado valor, a matéria prima € encontrada
facilmente e durante todo o ano, e ndo exige aprovacdo em Comités de Etica e Pesquisa
em Seres Humanos ou em Animais.

O sistema teste de A. cepa dispde de aplicacdes e adaptacdes diversificadas que
contribuem positivamente na elaboracdo de experimentos. As técnicas que fazem uso
desse sistema sdo regularmente aprimoradas garantindo satisfatéria reprodutibilidade e

contribuicéo cientifica.
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CAPITULO 13

ANALISES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS DE RIOS, POCOS E
AGUAS EM GERAL

Stephanie Jedoz Stein?, Andromeda Serpa Hermano de Souza Zan! e Renato André
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1. Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Ronddnia, Ji-Parana, Ronddnia, Brasil.

RESUMO

Este capitulo prop8e algumas alternativas do uso da agua como tema central de pesquisa,
apresentando algumas alternativas de estudo que podem ser executadas tanto para
pesquisas mais curtas ou que demandem um tempo maior de investigacao.
Palavras-chave: Anadlise, qualidade da 4gua e potalidade.

ABSTRACT

This chapter proposes some alternatives to water use as a central research topic, presenting
some study alternatives that can be performed for shorter or longer research.

Key words: Analysis, water quality and potency

1. INTRODUCAO

A terra possui aproximadamente 1,4 milhdes de quildmetros cubicos de 4gua, mas
apenas 2,5% desse total, sdo de natureza doce, sendo que 0s rios, lagos e reservatorios
de onde a humanidade retira 0 que consome so6 correspondem a 0,26% desse percentual,
surgindo entdo, a necessidade de preservacdo dos recursos hidricos. Em todo mundo,
cerca de 10% da agua disponibilizada para consumo sédo destinados ao abastecimento
publico, 23% para a indUstria e 67% para a agricultura. O Brasil € um pais privilegiado no
que diz respeito a quantidade de agua. Tem a maior reserva de agua doce do planeta, com
mais ou menos 12% do total mundial (ZAN et al., 2013).

A bacia amazonica representa a maior extensédo de florestas tropicais da Terra,
exercendo significativa influéncia no clima local e global, devido aos fluxos de energia e
agua na atmosfera. Presume-se que alteracdo dos ciclos da 4gua, energia solar, carbono
e nutrientes, resultantes da mudanca no uso da terra na Amazbnia possam provocar,
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consequéncias climaticas e ambientais em escalas local, regional e global (ZAN et al.,
2012).

Entre as diferentes maneiras de se adquirir agua para consumo, podemos destacar
as aguas subterraneas provenientes de pocos rasos (1 a 20 metros de profundidade)
artesianos (acima de 20 metros de profundidade) e as aguas superficiais oriundas de rios,
lagos e lagoas. Todos esses tipos de abastecimento geram preocupacgao, principalmente
por alguns ficarem muito proximo de locais onde s&o descartados dejetos humanos, sendo
a coleta de amostras de agua em campo importante para a realizacdo de programa de
monitoramento de qualidade de agua (CETESB,1987).

Existem vérias doencas que podem ser propagadas pela agua como, por exemplo,
hepatite A e Poliomielite, doencas diarréicas como verminoses, amebiase, giardiase,
cOlera, febre tiféide, salmonelose. A poluicdo dos corpos hidricos indica que as aguas nao
estdo sendo utilizadas corretamente, e que uma das fontes de contaminacdo que altera a
qualidade da Agua séo os esgotos domésticos, iSso € preocupante, pois o consumo de agua
contaminada por microrganismos tem sido associado a varios problemas de saude,
principalmente em pessoas que tem baixa resisténcia como idosos e criancas menores de
cinco anos (ZAN et al., 2012).

Com base de todos esses dados, este capitulo propde algumas alternativas do uso
da 4gua como tema central de pesquisa, apresentando algumas alternativas de estudo que
podem ser executadas tanto para pesquisas mais curtas ou que demandem um tempo

maior de investigacao.

2. REVISAO DE LITERATURA

Vérios projetos de pesquisas podem ser trabalhados com o enfoque em agua,
dentre elas vamos abordar algumas propostas, onde sabemos que ndo sdo as unicas e
muitas outras ideias podem ser levantadas levando-se em conta esse tema.

O capitulo tratara das seguintes sugestfes metodoldgicas de pesquisa em agua:

e Avaliacdo da qualidade de aguas de pogos rasos, comuns e artesianos em

cidades, bairros, vilas ou localidades em geral.
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e Avaliagdo da qualidade de aguas minerais comercializadas nas cidades,
localidades em geral ou utilizadas em escolas, hospitais ou reparticbes em
geral.

e Avaliacdo da qualidade das aguas superficiais de rios, lagos, cérregos em geral

ou de abastecimento de cidades e localidades.

Em todas as propostas sugeridas deve-se ressaltar que boa parte das andlises de
agua, tanto fisico-quimicas quanto microbiolégicas serdo semelhantes para todas, o que
diferencia é o enfoque (resultados e discussfes) que sera dado ao tema, por se tratarem
de pesquisas e publicos diferentes.

Quando se escolhe como tema de pesquisa avaliar a qualidade da agua de pocos
tanto rasos, comuns ou artesianos, ou mesmo a agua fornecida pelas empresas de

saneamento deve-se deter em alguns pontos para se iniciar a mesma, como:

a) Avaliar a area, localidade ou cidade que vou pesquisar? Como dividi-la? Em
bairros ou setores?

b) Quais os tipos de analises fisico-quimicas e microbiologicas fazer?

c) Quantas analises fazer de cada poco, rio ou cidade para obter um bom
parametro de estudo, chegar a boas discussGes e valores para andlises
estatisticas fidedignas e dados amostrais?

Tendo em mente esses questionamentos tem-se que achar a melhor alternativa de

determinar solugdes que serdo chaves para 0 éxito no estudo.

2.1 COMO AVALIAR A AREA, LOCALIDADE OU CIDADE QUE VOU PESQUISAR? COMO
DIVIDI-LA? EM BAIRROS OU SETORES?

Dentro dos conceitos estatisticos, varias sdo as maneiras de se avaliar e coletas
amostras, mas quando se trata avaliar amostras e areas, localidades ou mesmo cidades,
acredita-se que os melhores métodos de amostragem sejam:

Amostragem em camadas: Neste tipo de amostragem procede-se da seguinte
maneira: Primeiro, divide-se a area em unidades de reagrupamento. Por exemplo, pode-se
dividir uma cidade em bairros. Em seguida, dividem-se subunidades que neste caso serao
as ruas de cada bairro. Para compor a amostra em camadas, primeiro, seleciona-se ao

acaso sO algumas unidades de reagrupamento, ou seja, alguns bairros. Somente estes
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bairros selecionados fardo parte de nossa amostra. Em seguida, procede-se a selecéo de
algumas ruas ou subunidades de bairros selecionados. Este tipo de amostragem é menos
representativo, pois somente algumas unidades de reagrupamento sao usadas.
Amostragem estratificada: Este tipo de amostragem € mais representativa e
apresenta menos erro, porgue seleciona-se ao acaso alguns elementos de cada um dos
estratos do todo e nédo apenas de alguns estratos, como foi 0 caso da amostragem em
camadas. Utilizando o exemplo acima, dividir-se-ia uma cidade em bairros e se retiraria ao
acaso alguns elementos de cada bairro como visto na Figura 1. Assim, todos os bairros
estariam representados na amostra. Neste tipo de amostra, tem-se uma maior

probabilidade de obter uma média da amostra que seja igual & média do todo.
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Figura 1. Exemplo e divisdo em uma amostragem estratificada
Fonte: (ZAN et al., 2013)

Quando se tratar de analise de rio, a melhor maneira seja descobrir toda a extensdo
do rio que sera analisado e determinar o maximo de pontos em toda a extensao do mesmo,

conforme demostrado no exemplo da Figura 2.
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Figura 2. Exemplo de pontos de coletas de amostras no curso do rio
Fonte: (RICHTER et al, 2007) adaptado pelos autores

2.2 QUAIS OS TIPOS DE ANALISES FiSICO-QUIMICAS E MICROBIOLOGICAS FAZER?

Quando se pensa que tipos de analises devem-se fazer para aguas de consumo
humano, sugere-se buscar alguns trabalhos que prop&e algumas analises em comum bem
como que se baseiem em metodologias oficiais. Baseando-se nesse principio e apos
avaliacdo de alguns artigos e literaturas que tratam do tema proposto neste capitulo, &
proposto algumas analises comuns em todos os trabalhos e que também sdo executadas

na maioria das empresas de saneamento basico a nivel de Brasil.

2.3 ANALISES FiSICO-QUIMICAS:

Em rios: Temperatura do ar e da agua, alcalinidade, nitrogénio total, fosforo total,
residuos totais, cor, dureza, ferro, turbidez, oxigénio dissolvido, pH, demanda quimica de
oxigénio - D.Q.0O, demanda bioquimica de oxigénio — DBO, Condutividade elétrica, Solidos
dissolvidos, 6leos e graxas e clorofila. Se dentro da possibilidade da Instituicdo de pesquisa
for possivel fazer a andlise de alguns metais pesados e pesticidas também se sugere as
mesmas.

Em pocgos: Temperatura da agua, alcalinidade, nitrogénio total, fosforo total,
residuos totais, cor, dureza, ferro, turbidez, pH, Condutividade elétrica, Solidos dissolvidos,
Oleos e graxas. Se dentro da possibilidade da Instituicdo da pesquisa for possivel fazer a

analise de alguns metais pesados e pesticidas também se sugere as mesmas.
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Em agua de abastecimento publico: alcalinidade, cor, dureza, turbidez, pH,
condutividade elétrica, solidos dissolvidos, cloro livre, cloro total e fldor. Se dentro da
possibilidade da Instituicdo da pesquisa for possivel fazer a analise de alguns metais
pesados e pesticidas também se sugere as mesmas.

Em agua mineral: alcalinidade, cor, dureza, turbidez, pH, condutividade elétrica,

sélidos dissolvidos.

2.4 ANALISES MICROBIOLOGICAS:
Em todos os casos propostos, em rios, poc¢os, de abastecimento publico e agua

mineral, sugere-se as analises microbioldgicas de coliformes totais e fecais.

2.5 ANALISES DE FITOPLANCTON E ZOOPLANCTON

Para andlises de rios também sugere-se, muitas vezes, andlises de fictoplancton e
zooplancton, tanto qualitativamente quanto quantitativamente. Estas andlises tem por
finalidade um monitoramento biol6gico baseado na andlise da comunidade plancténica que
tem importante participacéo na avaliacdo das mudancas no ambiente. Estudos demonstram
importancia das avaliacfes taxondmicas dos grupos de fito e zooplancton como indicadores
da qualidade das aguas (ZAN, 2012).

2.6 QUANTAS ANALISES FAZER DE CADA POCO, RIO OU CIDADE PARA OBTER-SE
UM BOM PARAMETRO DE ESTUDO, CHEGAR A BOAS DISCUSSOES E VALORES
PARA ANALISES ESTATISTICAS FIDEDIGNAS E DADOS AMOSTRAIS?

Quando for se analisar 4guas superficiais de rios e agua de poc¢os tem que se ter
em mente noc¢des sobre lencol freatico, se 0 mesmo tem contato com rios, também nocdes
sobre tempo das chuvas, como na Regido Amazénica que existe o periodo de seca e 0
periodo das cheias, bem definidos, nestes locais sugere-se levar em conta 0s mesmos,
pois irdo afetar na diluicdo das aguas ou também na concentracéo de poluentes. Levando—
se em contas fatores como os citados deve-se fazer um numero maior de coletas, tentando
cobrir esses aspectos, pois 0s mesmos podem interferir ou ate mesmo mascarar valores
reais, como fazer analise em periodos muito secos onde sera provavel que as amostras
estejam mais concentradas dando valores mais elevados.

Quando se trata de andlise de agua fornecida pelas empresas de saneamento
urbano, deve-se fazer um numero minimo de coletas, que abranjam um espacamento de

tempo entre as analises e mostre variaveis confiaveis nas analises.
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Quando se trata de agua mineral vendida no comércio local deve-se procurar 0 maior
numero de marcas e destas um minimo de 3 a 5 lotes diferentes de cada marca, para estar

fazendo a pesquisa.

2.7 COMO COLETAR E CUIDADOS COM AS AMOSTRAS

A metodologia de coleta e cuidados com as amostras de agua esta descrita no
Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (2005), publicado pela
American Public Health Association, sendo estas metodologias as mesmas que todas as
empresas de saneamentos e laboratorios de andlise se baseiam no Brasil. Existem varios
manuais e livros que também se baseiam nos métodos da Standard Methods, como a
Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo - CETESB que tem Vvarios manuais
disponiveis para consulta e para serem seguidos na execucao de analises e projetos de
pesquisa em agua. Nao nos deteremos aqui em descrever estas técnicas por estarem a

disposicao facilmente de todos pelo intermédio da internet.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Apos o planejamento das andlises iniciais sobre a qualidade dos dados que serédo
levantados, sejam descritivos e / ou modeladores, 0s mesmos gerardo amostras com
resultados qualitativos ou quantitativos, ndo se deve esquecer descricdo detalhada da
populacdo amostrada e definicdo dos modelos de andlise que responderam aos objetivos
iniciais da pesquisa.

Para efetuarem-se analises exploratorias dos dados obtidos devem-se apresentar
os modelos de analises e conclusdes complementares obtidas, iniciar o processamento dos
dados através da identificacdo de algum programa estatistico que trate seus dados e que
crie planos de consisténcia e qualidade das informagdes obtidas na pesquisa e a partir
disso descrever e discutir seus resultados.

A utilidade dos dados e resultados obtidos em uma pesquisa depende, muitas vezes,
da forma como sdo organizados e apresentados. A apresentacdo dos resultados é feita,
muitas vezes, atraves de quadros, graficos e de distribuicdes de frequéncia. Para muitos,
os quadros e os graficos devem apresentar sempre trés partes: o cabecalho, o corpo e 0

rodapé.
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No cabecalho deve ser dada informacao sobre os dados, no corpo representam-se
os dados e no rodapé deve ser indicada a fonte dos dados e observacdes pertinentes. Dos
varios tipos de graficos destacamos: grafico de linhas, grafico de barras, gréafico de setores
e pictogramas, os quais podem ser facilmente construidos a partir de diversos programas

de informatica ou estatisticos.
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CAPITULO 14

ENSAIO DE MICRONUCLEO EM CULTURA CELULAR HEPATICA COMO
FERRAMENTA DE AVALIACAO GENOTOXICA

Alecsandra Oliveira de Souza?
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RESUMO

O presente estudo tem por objetivo descrever a técnica de ensaio de micronicleo em
cultura celular hepatica como ferramenta de avaliacdo genotodxica. foi possivel constatar
gque ensaio de microndcleo em células HepG2 pode ser utilizado para investigacéo
genotoxica visando a investigacdo precoce de potencial carcinogénico ao figado e,
indiretamente, a satde humana.

Palavras-chave: Genotoxicidade, micronucleo e HepG2.

ABSTRACT

The objective of the present study was to describe the micronucleus assay technique in
hepatic cell culture as a genotoxic evaluation tool. it was possible to verify that micronucleus
assay in HepG2 cells can be used for genotoxic investigation aiming the early investigation
of carcinogenic potential to the liver and, indirectly, to human health..

Keywords: Genotoxicity, micronucleus and HepG2

1. INTRODUCAO

O ensaio de micronucleos permite avaliar alteracdes cromossémicas somaticas e
germinativas, sendo as germinativas passivas de transmisséo para parte ou toda a prole
(GRIFFITHS et al. 1998). Portanto esse ensaio é considerado vantajoso na investigagédo da
genotoxidade de ambientes suspeitos de contaminac¢do, bem como na triagem precoce de
carcinégenos (BONASSI et al., 2007; CEPPI et al., 2010; EL-ZEIN; VRAL; ETZEL, 2011).

Além disso, o0 ensaio pode ser realizado empregando em uma grande variedade de
modelos experimentais baseando-se nos objetivos de cada investigacao tal como no teste
de micronicleo com citocalasina (MNCTB) que € comumente usado para
biomonitoramento genotéxico de populacbes e avaliacdo do potencial mutagénico de
agentes quimicos e fisicos = (GONZALEZ; SANDERSON; KIRSCH-VOLDERS, 2011;
GONZALEZ; LOPEZ-ROLDAN; CORTINA, 2012; SHIBAMOTO et al., 1994; ZELAZNA;
RUDNICKA; TEJS, 2011).
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Dentre os modelos experimentais utilizados na metodologia de micronucleo, o
emprego de cultura de linhagens celulares derivadas de um organismo especifico é
amplamente difundido, pois permite a avaliag&do indireta do potencial mutagénico em um
determinado 6rgéo alvo ou organismo especifico.

Dentre as linhagens utilizadas na avaliacdo possiveis danos mutagénicos a saude
humana destacam se as células derivadas de um hepatoblastoma humano (HepG2) visto
que o figado é o principal érgao utilizado no metabolismo de xenobioticos. Esta linhagem é
uma importante sugestdo de modelo experimental para investigacdo dos efeitos de
contaminantes sobre a saude humana, pois as mesmas apresentam caracteristicas
semelhantes as células de um figado normal, tal como: morfologia do parénquima hepético,
sintese e excrecdo de diversas proteinas plasmaticas além da conservacao de enzimas
ativas das fases | e Il do metabolismo, responsaveis pela desintoxicacdo de carcind6genos
reativos de DNA (HELMA; UHL, 2000; KNASMULLER et al., 1998; VALENTIN-SEVERIN et
al., 2003).

Desta forma, o ensaio de micronucleo em células HepG2 pode ser utilizado para
investigacdo genotodxica visando a investigacdo precoce de potencial carcinogénico ao
figado e, indiretamente, a satde humana (BOLOGNESI et al., 2004; CHEQUER et al., 2009;
LEME; MARIN-MORALES, 2008; MATSUMOTO, 2006; TSUBOQY et al., 2007).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CULTIVO CELULAR

Em geral, as células HepG2 podem ser adquiridas em bancos de cultivo celular tais
como o Banco de células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (BC/UFRJ), o qual
contém uma grande variedade de células de origem humana ou animal, doacdes entre
laboratorios de andlise celular e Bancos de células no exterior.

A metodologia de cultivo celular € descrita na figura 1. Apds aquisicdo celular, é
aconselhavel iniciar o cultivo das culturas visando adquirir quantidade adequada de células
para cada ensaio. Esse procedimento deve ser iniciado com antecedéncia de no minimo
15 dias.
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Figural. Metodologia para inicio de cultivo de cultura celular.
Fonte: A prépria autora

As culturas devem ser realizadas em frascos de cultivo celular (Figura 2) contendo
meio de cultura “Minimim Essential Medium”. O meio de cultivo adequado para o
crescimento celular deve ser suplementado com I-glutamina, bicarbonato de sédio, piruvato
de sddio e soro bovino fetal 10% (ERRATICO; MOFFATT; BANDIERA, 2011; HU; HU; XU,
2009; HU et al., 2007; LEE et al., 2005; SOUZA et al., 2013).

MEM/SBF
10%

Tripsina/EDTA — 1;. —

Frascos de Cultive
* Vista Lateral”

Suspensao Celular

Estufa Climatizada
5% de CO,. 95% de O, e 37°C.

Figura 2. Metodologia para repique em cultura celular
Fonte: A prépria autora
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Os frascos de cultivo celular, contendo o meio e as células HepG2 devem ser
acondicionados em estufa climatizada com atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% Oz e
temperatura de 37° C. Durante o periodo de crescimento celular, o meio de cultivo deve ser
substituido visando garantir 0s nutrientes necessarios para o crescimento das novas células

até a monocamada de células atingir densidade com confluéncia de até 90 % do frasco.

2.2 FRACIONAMENTO CELULAR

Os frascos de cultivo com 90% de preenchimento devem ser submetidos a
metodologia de fracionamento (repique). O repique é a técnica basica para manutencéo de
cultivo celular e visa transferir frac6es de células para outros frascos de modo a garantir
que o crescimento celular ocorra continuamente promovendo assim, a quantidade de
material adequado para o inicio dos ensaios.

Durante o repique, as células devem ser extraidas da parede dos fracos de cultura
utilizando sistemas de raspagem celular ou através de solugdes (e.g TRIPSINA/EDTA) que
visem a quebra das interacdes entre as proteinas da membrana celular e as paredes do
recipiente de cultivo promovendo assim, o deslocamento das células aderidas na parece
do frasco para o meio de cultivo, sendo posteriormente transferidas para novos frascos de

cultivo.

2.3 PREPARO DE AMOSTRAS

O preparo de amostras para 0 ensaio de micronucleo pode ser realizado tanto em
casos de contaminacdo ambiental quanto em compostos quimicos isolados, no entanto, as
amostras devem ser diluidas em solvente adequado respeitando os limites de toxicidade
do solvente para a linhagem analisada. Nesses ensaios sao preparadas solu¢cdes estoques
dos compostos, as quais posteriormente serdo diluidas nos frascos de cultura perfazendo
as concentracdes finais de anélise.

Para a metodologia de micronucleo em linhagem celular devem ser cultivadas fracdes
de suspensdo celular com as amostras de interesse utilizando o intervalo de dosagem
contendo 5 (cinco) concentragBes da substancia teste, 1 (um) controle positivo e 1 (um)
controle negativo. Os ensaios mutagénicos/genotoxico utilizando linhagens celulares
devem ser realizados, somente em culturas com viabilidade superior a 80%. Portanto uma
aliquota de suspensao celular deve ser recolhida e submetida ao ensaio de viabilidade tal

como no teste excluséo por tripan blue.
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Este ensaio € baseado na premissa de que células viaveis possuem membrana celular
intacta enquanto que células com a viabilidade afetada apresentam danos na membrana
que as torna permeavel ao corante azul de tripan blue. A metodologia do ensaio consiste
em incubar as células com solucdo 4% tripan blue seguindo a proporcédo de 1.1 com
posterior analise em microscopio Optico da porcentagem de células coradas com a
membrana azul (ndo viaveis).

Em relacdo ao ensaio de micronucleo, apés o periodo de cultivo de 20 horas com as
amostras testes, a citocinese celular (clivagem celular em duas células filhas) deve ser
bloqueada pela adicdo de citocalasina B ao cultivo celular. Uma alternativo de bloqueio é
seguindo os protocolos de Fenech e Morley (1986). Esse procedimento € ilustrado na

Figura 3.

C_ Tripsina/EDTA >—> —>

Frascosde Cultivo
“ Vista Lateral”

\L Incubar em Estufa por 20 horas
Descartar o meio e incubar com citocalasina
\L Incubar em Estufa por 28 horas

Inchamento celular com solugdo salina

Figura 3. Metodologia de cultivo e tratamento de concentracdes teste.
Fonte: A prépria autora

Esse procedimento permitird o acimulo de células binucleadas a partir de células que
passaram por apenas um ciclo de divisdo, independentemente do grau de sincronia e de

proporcao de células em divisdo (FENECH, 2007).
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A anélise de micronucleo em células binucleadas permite tanto a comparacédo da
frequéncia de danos cromossdmicos em populagdes celulares quanto uma frequéncia de
células micronucleadas (FENECH; MORLEY, 1986; FENECH, 2000, 2007). Em geral, as
células devem ser incubadas com citocalasina por um periodo de 28 horas e ap0s esse
periodo é realizado o procedimento de inchamento celular visando facilitar a visualizagéao

dos micronucleos.

2.4 CONFECCAO DE LAMINAS

Para confeccdo das laminas, as células devem ser homogeneizadas com solucéo
fixadora contendo Metanol/Acido Acético 3:1 e transferidas para laminas pré-lavadas,
anteriormente, com Extran e 4gua destilada até a formacéao de filme de 4gua sob a mesma.
Para cada ensaio, é indicado a confeccdo das laminas em triplicata de concentracdo na
qual é adicionado 50 pL (2 gotas) da suspensdo de células com auxilio de uma pipeta
Pasteur. As duas gotas devem ser pingadas nas laminas em locais distintos (por exemplo:
na parte superior e na parte inferior da lamina) e aguardar total secagem para iniciar o

processo de analise.

2.4.1 Andlise das Laminas

Para contagem dos micronucleos é indicando o uso de corantes nucleares que
auxiliam na visualizacdo dos micronucleos. Nos ensaios utilizando linhagem HepG2 é
indicado o uso de solucdo Giemsa 5% e visualizacdo em microscépio Optico.

No procedimento padrdo para quantificacdo de micronucleos, as laminas coradas
devem se analisadas em microscopio 6tico com aumento de 400 ou 1000. Um total de
micronucleo presente em 1000 células viaveis binucleadas (BN).

Para calculo do indice de divisdo nuclear (IDN) é indicado a contagem de um total de
500 células destacando as quantidade mononucleadas, binucleadas, trinucleadas e
tetranucleadas (FENECH, 2007) e para calculo de porcentagem de células binucleadas
(superior a 35%) (FENECH, 2000). Esse procedimento deve ser realizado com a contagem

de 250 células em cada lamina.

2.5 ANALISE ESTATISTICA
A média de triplicatas independentes relacionadas com a quantidade de micronucleo
em células binucleadas deve ser apresentada utilizando-se gréaficos escolhidos ao critério

do analista. No entanto, os modelos de barras permitem maior comparagao com o controle
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negativo do ensaio. Para validacdo do ensaio, os ensaios de IDN e viabilidade celular de
cada concentracdo também devem ser apresentados em média de triplicata de ensaios
independentes. Os testes estatisticos indicados consistem na analise de variancia

associada a comparacao com o grupo controle.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Contatou-se que o ensaio de micronucleo em células HepG2 pode ser utilizado para
investigacdo genotdxica visando a profilaxia efeitos carcinogénicos ao figado e,

indiretamente, a saude humana.
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RESUMO

Os achocolatados sao alimentos consumidos por pessoas de todas as idades, podendo ser
encontrados em todo o mundo. Métodos envolvidos na producdo e estocagem podem
favorecer a presenca de matérias estranhas. Dada a grande procura, muitas indUstrias tém
produzido diferentes tipos de achocolatados. A presente pesquisa teve como objetivo
avaliar a qualidade fisico-quimica das principais marcas de achocolatados em po
comercializados em Rio Branco, Acre, verificando se a informacé&o nutricional do produto
esta de acordo com a declarada na embalagem. Cinco marcas de achocolatado em p6 de
trés lotes diferentes foram analisadas quanto ao teor de proteina, lipideos e umidade e
sujidades. Todas as amostras apresentaram teor adequado de umidade e nao
apresentaram presenca de sujidade. Algumas marcas de achocolatado apresentaram
divergéncia quanto as informacgdes nutricionais obtidas a partir de analises laboratoriais,
nado estdo de acordo com o rotulo, o que enfatiza a necessitando de maior fiscalizacéo.
Palavras chave: Rotulagem, seguranca alimentar e fisico-quimica.

ABSTRACT

Chocolates are foods eaten by people of all ages and can be found all over the world.
Methods involved in production and storage may favor the presence of foreign matter. Due
to the great demand, many industries have produced different types of chocolates. The
present research had the objective of evaluating the physico-chemical quality of the main
brands of powdered chocolate commercialized in Rio Branco, Acre, verifying if the nutritional
information of the product is in agreement with the declared in the packaging. Soil, protein
determination, lipid and moisture analyzes were performed. Five brands of powdered
chocolate from three different batches were analyzed. All samples analyzed had adequate
moisture content. No presence of dirt was detected and there are brands of chocolate, which
nutritional information obtained from laboratory analyzes are not in accordance with the
label, requiring greater supervision.

Keywords: Labeling, food safety and physico-chemical.
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1. INTRODUCAO

A importancia dos alimentos em pé deve-se a sua versatilidade no manuseio,
armazenamento, processo de fabricacdo, estabilidade quimica e microbiologica, entre
outras (VISSOTO, 2006). Os achocolatados sdo alimentos consumidos por pessoas de
todas as idades e podem ser encontrados em todo o mundo. As suas caracteristicas
sensoriais e nutricionais, assim como sua conveniéncia e praticidade, fazem com que o
produto seja bem aceito pelo consumidor (EDUARDO, 2004).

Como esses produtos vém sendo amplamente consumidos, muitas industrias tém
produzido achocolatados, fazendo com que haja grande variedade e precos competitivos
ao consumidor. Porém, no processamento, os ingredientes e as concentragfes utilizadas
ndo sdo os mesmos, fazendo com que haja grande variacdo nas suas propriedades
nutricionais, tais como teor de lipidios, proteinas, carboidratos, teobromina e outros
alcaloides (EDUARDO, 2004).

A Resolucdo - CNNPA n° 12, de 1978 diz que o chocolate em p6 é o produto obtido
pela mistura de cacau em p6 com acucar. O acucar empregado no seu preparo deve ser
normalmente sacarose, podendo ser substituido parcialmente por glicose pura ou lactose.
Determina também umidade méaxima de 3,0% e deve apresentar auséncia de sujidades,
parasitos e larvas.

Os métodos de processamento e a secagem natural envolvida no beneficiamento do
cacau, podem favorecer a presenca matéria estranha, contaminacéo esta que pode ocorrer
também na estocagem, transporte e manipulacao (TOMAZINI, 2017). A atual legislacao, no
Brasil, para o cumprimento dos parametros microscépicos, Resolucdo n° 175 de 8 julho de
2003, estabelece disposicfes gerais para a avaliacdo de matérias estranhas microscopicas
de macroscopicas prejudiciais a saude humana em alimentos embalados, bebidas e aguas
envasadas.

No Brasil, os achocolatados em p6 presentes no mercado possuem baixo valor
nutricional, o que é algo preocupante, pois esse produto € destinado principalmente para
criancas, fase em que ocorre o desenvolvimento (KUMAZAWA, 2013). Altamente
energetico, em 25 g de achocolatado, sédo encontrados em média 100 kcal, sendo seus
principais consumidores as criancas de 4 a 10 anos, adolescentes e adultos até 25 anos,
gue o consomem preferencialmente no café da manha (TOMAZINI, 2017).

Estudos revelam que o caréater epidémico e a prevaléncia crescente da obesidade

infantil sdo influenciados por habitos alimentares e modificagdes no estilo de vida,
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determinadas por fatores culturais, sociais e econémicos. Essas mudancas envolvem
hébitos nutricionais inadequados, caracterizados pelo aumento exagerado do consumo de
alimentos ricos em gordura e com alto valor energético, associado ao sedentarismo
condicionado pela reducao da prética de atividade fisica e incremento de habitos que néao
geram gasto caldrico, como assistir a televisdo, usar videogames e computadores;
alteracbes ocupacionais e de locomocdo; e mudancas no tipo de atividades de lazer
(RAMOS, 2013).

O habito de ler as informacdes nutricionais nos rotulos dos produtos industrializados
vem sendo cada vez mais frequente, justificando a necessidade de que estas informacdes
sejam corretas e completas, assim como a verificacdo de sua qualidade (EDUARDO, 2004).

O objetivo foi avaliar a qualidade fisico-quimica das principais marcas de
achocolatados em po6 comercializados em Rio Branco, Acre, visando verificar se a

informacé&o nutricional do produto esta de acordo com as contidas em sua embalagem.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas trés amostras de lotes diferentes de cinco marcas de achocolatado
em po, totalizando quinze amostras, comercializadas na cidade de Rio Branco, AC. As
analises fisico-quimicas foram realizadas, no laboratorio de fisico-quimica de alimentos da
Unidade de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Acre, conforme a

descricdo metodoldgica do Instituto Adolfo Lutz, (ano).

2.1 DETERMINACAO DE PROTEINA

Utilizou-se 1 g da amostra em papel de seda e transferido para baldo de Kjeldahl e
adicionado 25 mL de acido sulftrico e 6 g da mistura catalitica. Levado ao aguecimento em
chapa elétrica, na capela de exaustdo de gases até a solucéo se tornar azul-esverdeada e
livre de material ndo digerido. Foi aquecido por mais 1h e esfriado. Adicionado 10 gotas do
indicador fenolftaleina e 1 g de zinco em po6. A extremidade afilada do refrigerante foi
mergulhada em 25 mL de acido sulfurico 0,05 M, contido no frasco Erlenmeyer de 500 mL
com 3 gotas do indicador metila. Foi adicionado ao frasco que contém a amostra digerida,
solucdo de hidréxido de sédio a 30% até garantir um ligeiro excesso de base. O calculo

utilizado foi: Vx0,14xf/ P = protideos por cento m/m, onde: V = diferenca entre o n° de mL
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de acido sulfarico 0,05 M e o n° de mL de hidréxido de sodio 0,1 M gastos na titulacéo. P =

n° de g da amostra. f = fator de conversao.

2.2 DETERMINACAO DE LIPIDIOS

Foram pesados 5 g da amostra em cartucho de Soxhlet. O cartucho foi transferido
para o aparelho extrator tipo Soxhlet. O extrator € acoplado ao baldo de fundo chato
previamente tratado a 105°C. Foi adicionado éter na quantidade de um Soxhlet e meio.
Célculo utilizado: 100xN/P = lipideos ou extrato etéreo por cento m/m. Onde: N = n° de

gramas de lipideos e P = n° de gramas da amostra.

2.3 DETERMINAC}AO DE UMIDADE

Foi feita por secagem direta em estufa a 105°C. Foram pesadas 5 g de amostra em
becker, previamente tarado. Aqueceu-se durante 24h na estufa, resfriado em dessecador
por 1 hora e pesado. Calculo utilizado:

100xN/P= umidade ou substancias volateis a 105 °C por cento m/m. Onde: N = n°

de gramas de umidade (perda de massa em Q) e P = n° de gramas da amostra.

2.4 DETERMINAC}AO DE SUJIDADES

Foi utilizado o método de flutuacdo n° 965.38 descrito pela Association of Official
Analytical Chemists (AOAC International), onde diluiu-se 50 g de amostra em 1 L de agua,
para melhor solubilidade, a solucao foi filtrada a vacuo em funil de buchn e analisada com

auxilio de lupa.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A andlise de lipidios € de grande relevancia por representar ndo somente o teor de
lipidios, mas também o teor de véarios compostos como carotendides, vitaminas
lipossoluveis (A, D, E e K), esterdis, 0leos essenciais e outros, 0s quais sao geralmente
extraidos pelo solvente, nas condi¢cdes do meétodo (Carvalho et al., 1990; Eduardo, Bavultti,
2002).

O teor de lipidios variou entre as diferentes marcas de achocolatados (Tabela 1).
Alguns fabricantes declaram no rétulo do produto teor de lipidios zero (ll, IV e V), 0 que néo
condiz com a realidade observada nos resultados das analises. As demais marcas (I e 1ll)

apresentaram valor bem proximo ao exposto no rétulo.
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TABELA 1. Teor de lipidios dos achocolatados nas amostras e o declarado nos rotulos.

Teor de Lipidio em 20 g na anélise Teor de Lipidioem 20 g
Achocolatado
(média + desvio -padréo) declarado nos rétulos
MARCA | 0,43+0,24 0,50
MARCA Il 0,26 + 0,18 0,00
MARCA Il 0,40 £ 0,26 0,50
MARCA IV 0,31+0,17 0,00
MARCA V 0,84 + 1,00 0,00

* Foram analisadas 3 amostras de lotes diferentes em cada marca.

Estudos revelam que o carater epidémico e a prevaléncia crescente da obesidade
infantil sdo influenciados por modificacbes no estilo de vida, determinadas por fatores
culturais, sociais e econbmicos. Essas mudancas envolvem habitos nutricionais
inadequados, caracterizados pelo aumento exagerado do consumo de alimentos ricos em
gordura e com alto valor energético (RAMOS, 2013).

A ingestéo de lipidios geralmente ndo deve exceder 30% da energia em individuos
diabéticos. Mais importante, as gorduras saturadas, devido ao seu potencial aterogénico,
devem ser restringidas ao maximo de 10% das necessidades energéticas. As
poliinsaturadas também devem ser restringidas abaixo de 10% e a ingestao de colesterol
deve ser mantida abaixo de 200 mg/dia (MAHAN; ARLIN, 1995; SHILS, 2003).

Em geral, produtos ultraprocessados apresentam alta densidade energética,
excesso de gorduras totais e saturadas, maiores concentracdes de aclUcar e/ou sédio e
baixo teor de fibras (Monteiro, 2010; Moubarac, 2013). O achocolatado por si s6 ndo fornece
grandes quantidades de lipidios a dieta, mas dependendo da quantidade ingerida, ele pode
ajudar a aumentar a ingestéo lipidica e caldrica diaria, somando-se a outras fontes de
lipidios.

O teor de proteina apresentado na tabela 2 mostra, mostram que duas marcas
declararam auséncia de proteinas nos rotulos (Il e V), o que também néo condiz com o0s
resultados expostos pelas andlises. As demais marcas (I, Il e IV) apresentaram resultados

semelhantes aos declarados pelos consecutivos fabricantes.
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TABELA 2. Teor de proteina dos achocolatados nas amostras e o declarado nos rétulos.

Achocolatado Teor de Proteina em 20 g na Teor de Proteina em 20g
analise declarado nos rétulos

MARCA | 0,86 0,70

MARCA Il 0,95 0,00

MARCA 1l 0,59 0,50

MARCA IV 1,11 1,40

MARCA V 0,55 0,00

* Foi analisado apenas 1 amostra para cada marca.

Os dados da POF indicaram que a alimentacao das criancgas brasileiras é deficiente
em frutas, legumes e verduras. Ainda, apresenta excesso de consumo de biscoitos,
embutidos, bebidas com adicdo de acucar, sanduiches e salgados (BRASIL, 2010).

As evidéncias cientificas apontam que o aumento nas taxas de excesso de peso e
DCNT é decorrente, entre outros fatores, da inversdo dos padrdes alimentares (ENES,
2010).4 Essa inverséo caracteriza- se pela substituicdo cada vez maior da alimentagao
tradicional por alimentos e bebidas altamente processados e prontos para consumo
(MONTEIRO, 2010).

Nas amostras analisadas, a umidade variou de 0,49% a 1,12%, como mostra a
Tabela 3. Como ndo ha informacg8es contidas no rétulo sobre a umidade do produto, a
comparacao ficou para com a Resolucédo - CNNPA n° 12, de 1978, que diz que a umidade
maxima deve ser de 3%. Sendo assim, todas as amostras se apresentaram dentro do
parametro.

Um teor maior ou menor de umidade dos achocolatados depende diretamente da
umidade dos ingredientes e/ou do processamento e armazenagem do achocolatado
(EDUARDO, 2004).

Quanto as sujidades, as amostras analisadas nao apresentaram fragmentos de
insetos ou outros contaminantes fisicos (Tabela 4). Com isso, todas as amostras estdo de

acordo a resolugao da Anvisa.
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TABELA 3. Teor de umidade dos achocolatados nas amostras e o esperado.

Achocolatado Teor de Umidade (%) Teor de Umidade (%)
(média + desvio -padrao) Esperado

MARCA | 0,64 £0,31 3

MARCA I 0,50 £ 0,03 3

MARCA Il 0,75+ 0,30 3

MARCA IV 1,17 £ 0,28 3

MARCA V 0,88 £ 0,06 3

* Foram analisadas 6 amostras de 3 lotes diferentes em cada marca.

TABELA 4. Presenca de sujidades nas amostras e o0 maximo permitido.

Achocolatado Presenca de Sujidades em 50 g de Presen(;.a. de Sujidades
amostra permitidaem 50 g
MARCA | Ausente nenhum
MARCA I Ausente Nenhum
MARCA IlI Ausente Nenhum
MARCA IV Ausente Nenhum
MARCA V Ausente Nenhum

* Foram analisadas 3 amostras de lotes diferentes em cada marca.

Segundo a Resolucdo n® 175 de 8 julho de 2003, a matéria prejudicial a saude
humana: é aquela matéria detectada macroscopicamente e ou microscopicamente,
relacionada ao risco a saude humana e abrange: insetos, em qualquer fase de
desenvolvimento, vivos ou mortos, inteiros ou em partes, reconhecidos como vetores
mecanicos; outros animais vivos ou mortos, inteiros ou em partes, reconhecidos como
vetores mecanicos; parasitos; excrementos de insetos e ou de outros animais; objetos
rigidos, pontiagudos e ou cortantes, que podem causar lesées no consumidor (BRASIL,
2003). De acordo com a Resolucdo - CNNPA n° 12, de 24 de julho de 1978, deve apresentar

auséncia de sujidades, parasitos e larvas.
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4. CONCLUSOES

Todas as amostras analisadas apresentaram teor de umidade dentro do
estabelecido.

Todas as marcas analisadas estao isentas de sujidades, logo estdo de acordo com
a legislacéo vigente.

Algumas marcas de achocolatado mostraram divergéncia nas informagdes
nutricionais constante nos rotulos quando comparadas nas obtidas a partir de analises
laboratoriais, necessitando de maior fiscalizacdo na area de rotulagem.

Maiores informacdes sobre a importancia de leitura dos rotulos dos alimentos devem
ser divulgadas, para que a populacédo possa escolher o que consumir de acordo com a

qualidade do produto.
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RESUMO

O hamburguer € um produto carneo industrializado, obtido da carne moida de animais de
acougue, com adicdo ou ndo de outros ingredientes. Sendo um produto submetido a
processo de manipulacdo excessiva com problematico sistema de conservacdo, que
favorece a contaminacao por patdgenos. Considerando o grande consumo de hamburguer
na cidade de Rio Branco-Acre, se justifica avaliar a qualidade microbioldgica de
hamburgueres comercializados nesse municipio. Foram analisadas duas amostras de
hamburgueres de quatro estabelecimentos distintos. As andlises de coliformes
termotolerantes, contagem de bactérias aerObias mesofilas e bolores e leveduras, foram
realizadas no laboratorio de microbiologia da UTAL/UFAC, seguindo os métodos de analise
do Compendium of methods for the microbiological examination of foods. Todas as
amostras analisadas apresentaram contagem elevadas de bactérias mesofilas e seis
amostras indicaram a presenca de coliformes termotolerantes. Sugere-se acdes de controle
sanitario na area de alimentos, proporcionando ao consumidor de hamburguer a oferta de
um produto de qualidade e garantindo assim a seguranca alimentar do consumidor.
Palavras-chave: Seguranca alimentar, microbiologia e hamburguer.

ABSTRACT

The hamburger is an industrialized meat product obtained from ground meat of butchers,
with or without other ingredients. Being a product subjected to excessive manipulation
process with problematic system of conservation, that favors the contamination by
pathogens. Considering the great hamburger consumption in the city of Rio Branco-Acre, it
is justified to evaluate the microbiological quality of hamburgers commercialized in this city.
Two samples of hamburgers from four different establishments were analyzed. The
analyzes of thermotolerant coliforms, counts of mesophilic aerobic bacteria and molds and
yeasts were carried out in the microbiology laboratory of UTAL / UFAC, following the
methods of analysis of the Compendium of methods for the microbiological examination of
foods. All the samples analyzed showed high counts of mesophilic bacteria and six samples
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indicated the presence of thermotolerant coliforms. Health control actions in the food area
are suggested, providing the hamburger consumer with the offer of a quality product and
thus guaranteeing the consumer's food safety.

Keywords: Food safety, microbiology and hamburgers.

1. INTRODUCAO

Dentre todos os produtos de origem animal, a carne é utilizada pelo homem como
uma das mais importantes fontes de alimentacéo, ja que é rica em proteinas de alto valor
biolégico pelos aminoacidos essenciais que a compdem, decorrendo dai a importancia do
seu consumo (MARCHI, 2006). Por outro lado, esses produtos quando manipulados e
consumidos de forma inadequada podem ser fonte de contaminacdo alimentar por
patdgenos causando sérios danos a saude do consumidor.

De acordo com o perfil epidemiolégico no Brasil, de 2006 a 2016, determinado pelo
Ministério da Saude, carnes bovinas in natura, processados e mildos sao responsaveis por
2,1% casos de doencas transmitidas por alimentos - DTA no Brasil. O Norte € a regido com
segunda menor porcentagem de DTA no Brasil (7,1%), atras do Sudeste (43,6%), Sul
(24,6%), Nordeste (19,8%) e a frente do Centro-oeste (6,2%) (BRASIL, 2016). Destacando
a Salmonella, Staphylococcus aureus e a Escherichia coli como os principais responsaveis
pelos problemas de saude publica derivados de contaminacdo alimentar e motivo de
constante de preocupacédo para 0s 0rgaos sanitarios (OMS, 2018).

Recentemente, no processo de producdo alimenticia, observa-se crescente
preocupacao com a Seguranca Alimentar. Este conceito se refere ao acesso aos alimentos
com qualidade e quantidade suficientes, com promoc¢éo da saude sanitaria e nutricional,
respeito da diversidade cultural e sustentabilidade, jA o termo alimento seguro refere-se a
prevencao de riscos fisicos, biolégicos e quimicos (BERTI; SANTOS, 2016), onde o perigo
biolégico abrange microrganismos, tais como bactérias, fungos, virus e parasitas (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2019).

A seguranca dos produtos derivados da carne e os desafios no controle dos
processos geram a necessidade da criacdo de mecanismos que reduzam o risco potencial
de doencas transmitidas por alimentos (LOPES et al., 2017), garantido a soberania
alimentar da populacéo.

A Anvisa por meio da resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, define como

parametro microbiolégica da carne in natura, na qual enquadra-se a carne moida, onde
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estdo inseridos o hamburguer, por exemplo, a auséncia de Salmonella sp. em 25 gramas
de amostra e presenca de coliformes a 45°C/g de 5x102, além dos indicadores de qualidade,
que também podem ser pesquisados, como é o caso de coliformes totais e termotolerantes
(BRASIL, 2001).

Apesar de ser um alimento nobre do ponto de vista nutricional e econdmico, a carne
€ um produto altamente perecivel, pela sua composi¢ao quimica, pelo elevado teor de 4gua
e o pH préximo a neutralidade, que favorecem o desenvolvimento de microrganismos
deteriorantes e patogénicos (SOUSA, et al., 2012) como a Salmonella, Staphylococcus
aureus e a Escherichia coli (SILVA et al., 2016; CHIEN et al., 2016). A contaminagéo pode
ocorrer em toda a cadeia alimentar, desde a producdo primaria até o consumo (abate,
manuseio, transporte, cozimento, acondicionamento, entre outros).

A industrializacédo de carnes consiste na sua transformacao das carnes em produtos
carneos, atualmente, o hamburguer obtido da carne moida é uma alternativa para o
aproveitamento das carnes menos nobres, o que vem aumentar o lucro dos abatedouros.
Por outro lado, os produtos obtidos da carne moida, em particular, apresentam maiores
problemas microbiolégicos que os outros cortes, devido ao processo de fragmentacdo. Ao
moer a carne pode ocorrer maior contato com outros microrganismos que nao fazem parte
da microbiota natural do alimento, pelo aumento da relagdo area/volume (MANTILLA,
2006).

Segundo Germano e Germano (2015), a carne bovina moida € a maior responsavel
por veicular a bactéria E. coli e causar enfermidades de origem alimentar no Brasil,
principalmente quando consumida crua ou insuficientemente cozida. Assim, para
profissionais da area de alimentos, a qualidade microbiolégica de carne € um assunto de
grande relevancia, pois fornecera subsidios para o desenvolvimento de novos produtos,
conhecimento de inovacdes tecnoldgicas e caracterizacdo de uma linha processadora de
hamburgueres.

O hambdrguer ja faz parte da rotina alimentar dos brasileiros em virtude de suas
caracteristicas sensoriais, facilidade de preparo e elevado teor de lipidios, proteinas,
vitaminas e minerais (QUEIROZ et al., 2005). Por muito tempo foi enquadrado a categoria
de comida sem qualidade. Atualmente essa visdo vem mudando com a grande introducao
no mercado de hamburguerias gourmet.

Com matéria prima de qualidade e ingredientes refinados, o hamburguer quando
processado de maneira correta e com bons acompanhamentos, torna um bom prato, capaz

de agradar pessoas de habitos alimentares mais refinados. Um dos ultimos “Codex”, férum
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americano de estudos da alimentacéo, previu que o hamburguer sera o prato mais difundido
no mundo até 2020, superando a fama da pizza. Talvez por isso, diversas nacionalidades
insistem em ostentar para si a autoria desse best-seller culinério.

O hamburguer por ser um produto carneo industrializado, com adicdo ou nao de
tecido adiposo e outros ingredientes, € um produto submetido a um processo de
manipulacdo excessiva com problematico sistema de conservacdo, favorecendo sua
contaminacao por patdogenos (FORTUNA; NASCIMENTO; FRANCO, 2013).

A pesquisa de alguns microrganismos indicadores é utilizada para avaliar a
qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos e apontar contaminacdes de origem fecal, com
a provavel presenca de patdgenos ou identificar a deterioragido do alimento (SIMOES,
2011). Assim, para um melhor controle de qualidade de carnes e hamburgueres, sdo
utilizadas pesquisas de determinacfes microbiolégicas e comparacdo com parametros
fisico-quimicos.

Desta forma, verifica-se se as amostras estdao em conformidade com a RDC n°12, de
2 de janeiro de 2001 da ANVISA, por meio de andlises que confirmem a presenca de
coliformes termotolerantes, de microrganismos aerébios mesofilos e de bolores e
leveduras. Essas analises sdo de grande relevancia afim de se comparar a qualidade
microbiolégica dos hamburgueres servidos em trailers e hamburguerias.

Considerando o grande consumo de hamburguer no municipio de Rio Branco- Acre,
se justifica aperfeicoar constantemente as acfes de controle sanitario na area de alimentos,
proporcionando ao consumidor a oferta de um produto de qualidade livre de contaminantes,
visando a seguranca alimentar e melhoria da qualidade de vida da populacdo que o
consome. Para isto, faz se necesséaria a realizacdo de pesquisa microbiologica de

hamburgueres comercializados nessa Capital.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram analisadas 2 amostras de lotes diferentes de hamburguer bovino artesanal
em quatro hamburguerias na cidade de Rio Branco, AC. As analises microbiolégicas foram
realizadas, no laboratorio de microbiologia da Unidade de Tecnologia de Alimentos (UTAL)
da Universidade Federal do Acre (UFAC). Nessa pesquisa, foram realizados os testes
confirmativos para coliformes termotolerantes, bactérias aerdbias mesdfilas e bolores e

leveduras. Os métodos de analises microbioldgicas seguiram metodologia proposta pelo
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Compendium of methods for the microbiological examination of foods, da American Public
Health Association (APHA, 2001).

2.1 PREPARO DAS AMOSTRAS E ANALISES

Foram feitas as identificagcbes com os codigos dos estabelecimentos comerciais (A,
B, C, D) em cada tubo utilizado para as inoculacdes, com diluicées de 101, 102 e 102,0,1,
0,01, 0,001 g de amostra, respectivamente. Foram pesadas 25 g de cada amostra e diluida

em 225 mL de agua peptonada (10%).

2.1.1 Coliformes termotolerantes

ApOs a preparagdo das amostras, foram transferidas aliquotas de 1 mL em cada tubo
das diluicGes seriadas contendo 9 mL de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com tubos de
Durhan invertidos, para verificar a producdo de gas, e incubados em estufa 36°C com
termbmetro calibrado por 48 horas, as amostras com resultado positivo, com produc¢ao de
gas no tubo de Durhan (teste presuntivo), foram repicadas com aliquotas de 0,1 mL, para
tubos de ensaio com meio de cultura EC, incubados em banho-maria a 45°C, teste

confirmativo para coliformes termotolerantes.

2.1.2 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

Apoés a preparacdo das amostras, foram transferidas aliquotas de 0,1 mL de cada
tubo das diluicbes seriadas (10! ,102 e 103) para meio de cultura seletivo para
Staphylococcus coagulase positiva agar Baird Parker (BP) plaqueando as amostras em
superficie, incubou por 48h a temperatura de 36°C, apds esse periodo realizou-se a
contagem total de colbnias tipicas de Sthaphylococos coagulase positiva por unidade

formadora de colbénias UFC/g.

2.1.3 Contagem de bactérias heterotréficas aer6bias mesaofilas

Apoés a preparacdo das amostras, foram transferidas aliquotas de 0,1 mL de cada
tubo das diluicGes seriadas (101,102 e 10%) para meio de cultura seletivo para Contagem
de Bactérias Heterotréficas Aerdbias Mesdfilas - CBHAM, agar Padrdo para Contagem
(PCA) plaqueando as amostras em superficie, incubou por 48h a temperatura 36°C, apoés
esse periodo realizou-se a contagem total de microrganismos aerébios mesofilos por

unidade formadora de colénias/UFC/g.
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2.1.4 Medidas de pH

Teve como objetivo determinar as condi¢des acidas ou basicas do meio através da
concentracdo efetiva dos ions hidrogénio. Para a andlise, pesou-se 50 g da amostra de
hamburguer e adicionou agua destilada a 25°C. Agitou-se o conteudo e deixou repousar
durante 10 minutos. O liquido sobrenadante foi colocado em um béquer e, fez-se as leituras

das amostras em pHmetro da marca Tecnal modelo TEC-3MP, devidamente calibrado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem padrdo em placas de Bactérias Heterotréficas Aerdbias Mesdfilas
(CBHAM), nédo diferencia os tipos de bactérias, esta analise indica a qualidade higiénico-
sanitaria do alimento. Nao ha legislacdo em relacéo ao padrdo microbiolégico para CBHAM
em hamburgueres. Porém, Silva et al. (2007) e Morton (2001) descreveram que 0 numero
maximo dessa microbiota, em carne moida crua, ndo deve ultrapassar 1,0x10° UFC/g.

Como podemos verificar na tabela 1, todas as amostras apresentaram altos valores
para CBHAM, mostrando deficiéncias e/ou falha na sanitizacdo, no controle do processo ou
na qualidade dos ingredientes (SILVA et al., 2007).

Fortuna et al. (2014), realizaram pesquisa em hamburgueres crus e verificaram que
em 53,75% de suas amostras apresentaram resultados acima de >1,0x10°. Tavares e
Serafini (2006) avaliaram a quantidade de CBHAM em hamburgueres de carne bovina,
pronta para o consumo, na cidade de Goiania, encontrando baixos valores, que variaram
de 10! e 10* UFC/g. Provavelmente essas baixas contagens se deu a cocgao do produto.

Houve crescimento presuntivo de bactérias para o teste de Staphylococcus coagulase
positiva, mas as coldnias ndo foram confirmadas com o teste de coagulase em plasma de
coelho (Tabela 1).

O padrao microbiolégico, RDC n° 12 de janeiro 2001, do Ministério da Saude/MS
recomenda o valor maximo de 5 x 10 3 NMP/g de coliformes termotolerantes (fecais) para
hamburguer cru. Os resultados obtidos para essa variavel ndo excederam o valor maximo
permitido pela legislagéo (Tabela 1), embora seis amostras apresentaram coliformes fecais,
provavelmente esses baixos valores foi devido ao acréscimo de condimentos. Estando

proprios para o consumo humano, ap0s cocc¢ao.
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Tabela 1. Resultados das analises microbiolégicas em quatro estabelecimentos

comerciais com duas amostragens.

Hamburguerias Coliformes CBHAM Staphylococcus
termotolerantes (UFCl/g) coagulase positiva
(NMP/g) (UFCl/g)
A - 1° coleta <3 >1,0x10° auséncia
A - 2°coleta <3 >1,0x10° auséncia
B - 1° coleta 23 >1,0x10° auséncia
B - 2° coleta 3,6 >1,0x105 auséncia
C - 1° coleta 9,2 >1,0x10° auséncia
C - 2° coleta 160 >1,0x10° auséncia
D - 1° coleta 3,6 >1,0x10° auséncia
5 ..
D - 20 coleta 35 >1,0x10 ausencia

Nenhuma das amostras analisadas apresentaram resultado positivo para
Staphylococcus coagulase positiva, demostrando que, mesmo o hamburguer tendo
manipulacdo excessiva esse resultado mostrou que houve boas praticas de fabricacao.

O pH encontrado para toda as amostras analisadas, garante que a carne esta boa para

0 consumo humano (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados das analises de pH em quatro

estabelecimentos comerciais com duas amostragens.

Hamburguerias pH
A - 1° coleta 5,48
A - 2° coleta 5,50
B - 1° coleta 5,40
B - 2° coleta 5,43
C - 1° coleta 5,60
C - 2°coleta 5,57
D - 1° coleta 5,55
D - 2° coleta

5,50
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De acordo com Lawrie (2005), a faixa de pH 6timo para carnes frescas € de 5,40
até 6,40, sendo:

pH de 5,4 a 6,2 - carne boa para consumo.

pH 6,4 - apenas para consumo imediato (limite critico para consumo).

pH acima de 6,4 - inicio de decomposicao.

4. CONCLUSAO

Os hamburgueres produzidos em quatro estabelecimento na cidade de Rio Branco,
estdo em conformidade com o padrdo de identidade e qualidade fixados pela legislacao
para este produto.

Mesmo apresentando coliformes termotolerantes, essa variavel ndo ultrapassou os
limites estabelecidos na RDC 12/01/2001 do MS.

Todas as amostras apresentaram faixa de pH de carne boa para o consumo humano.

Nenhuma amostra apresentou Staphylococcus coagulase positiva, provavelmente
essa baixa contaminacgao microbiologica podera ser atribuida ao acréscimo de condimentos
aos hamburgueres.

O parametro de contagem de bactérias heterotroficas aerébias mesdfilas,
apresentaram contagem elevadas em todas as amostras analisadas, esse parametro nao
consta no padrao microbioldgico.

Mesmo com os bons resultados apresentados por esse estudo, recomenda-se a
implantacdo de programas de boas praticas que fiscalizem todas as etapas de
processamento, manipulacdo e conservacdo do hamburguer comercializado em Rio

Branco, inclusive melhorando a qualificacdo dos manipuladores.
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RESUMO

O sal é fundamental para ressaltar e aumentar o sabor dos alimentos. O produto deve
apresentar-se sob a forma de cristais brancos, com granulacdo uniforme, ser inodoro e ter
sabor salino/salgado proprio e adicdo de iodo. Considerando o grande consumo de sal e 0
impacto sobre a salde publica faz-se necessario verificar a qualidade do sal de cozinha.
Para isso, foram avaliados os parametros fisico-quimicos dos principais tipos de sal de
cozinha comercializados em Rio Branco, Acre. Foram coletadas 3 amostras de lotes
diferentes de 5 tipos de sais. As analises fisico-quimicas para determinacédo de umidade,
cloretos em cloreto de sodio e iodo foram realizadas conforme as normas técnicas do
Instituto Adolfo Lutz. Os sais: grosso, rosa e negro do Himalaya, apresentaram valores de
iodo fora dos padrbes estabelecidos pela RDC N°23/2013, portanto, improprios para o
consumo humanao.

Palavras-chave: Segurancga alimentar, controle de qualidade e analises fisico-quimicas.

ABSTRACT

Salt is essential to enhance and enhance the taste of food. The product should be in the
form of white crystals, uniformly granulated, odorless and have its own salty / salty taste and
added iodine. Considering the high salt consumption and the impact on public health, it is
necessary to verify the quality of the cooking salt. For this reason, the physical and chemical
parameters of the main types of cooking salt marketed in Rio Branco - Acre were evaluated.
Where 3 samples of different lots of 5 types of salts were collected. The physico-chemical
variables of determination of humidity, chlorides in sodium chloride and iodine were
performed according to the technical norms of the Adolfo Lutz Institute. It was verified that
the salts: thick, pink and black of Himalaya, presented values of iodine outside the standards
established by RDC N ° 23/2013, therefore, unfit for human consumption.

Keywords: Food safety, quality control and physicochemical analysis.
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1. INTRODUCAO

O sal é fundamental para ressaltar e aumentar o sabor dos alimentos. Entretanto, o
consumo excessivo de sodio é um dos principais fatores de risco para a hipertensao arterial
(ZHAO, 2011 apud SARNO, 2013). A ingestao elevada de sodio também esta associada
com acidente vascular cerebral, hipertrofia ventricular esquerda e doengas renais
(KARPPANEN, 2005 apud SARNO, 2013).

Segundo a ANVISA, a definicdo de sal para consumo humano refere-se ao “cloreto
de sdédio cristalizado extraido de fontes naturais, adicionado obrigatoriamente de iodo”. O
produto deve apresentar-se sob a forma de cristais brancos, com granulag&o uniforme, ser
inodoro e ter sabor salino/salgado proprio (Decreto n° 75697). Além disso, ndo pode
apresentar sujidades, microrganismos, patogénicos ou outras impurezas. Podem ser
adicionados ao sal aditivos, como 0s minerais (antiumectantes), desde que esteja dentro
dos limites estabelecidos pela legislacédo. O sal pode ser classificado de acordo com a sua
composicdo e processamento (comum, refinado e marinho) e caracteristicas dos graos
(grosso, peneirado, triturado ou moido) (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2013).

Os sais refinados, apés a extracdo, passam por uma lavagem, sdo moidos,
centrifugados e secos em altas temperaturas. Em seguida, as impurezas sao extraidas por
peneiracdo e sdo adicionados compostos antiumectantes e iodato de potassio, exigidos
pela legislacdo brasileira. O sal grosso sofre um processo de recristalizacdo mais lento, o
qgue explica a formacéao de cristais maiores (MEDEIROS, 2004 apud PEREIRA, 2008).

O sal de cozinha é uma mistura de alguns sais: NaCl (cloreto de sédio - o constituinte
principal, acima de 99%), KIO3 (iodato de potassio - responsavel pela presenca de iodo no
sal), ferrocianeto de sddio e aluminio silicato de sddio (antiumectantes - responsaveis pela
diminuicdo da umidade do produto) (PEREIRA, 2008).

O sal é composto de 40% de sédio e 60% de cloreto. As necessidades nutricionais
de sbdio para seres humanos é de, aproximadamente, 500 mg por dia, cerca de 1,2 g de
cloreto de sodio (PARANA, 2019). Quantidade facilmente obtida com uma alimentac&o
saudavel, sem que haja necessidade de adicdo de sal no preparo de alimentos, mas o
consumo meédio do brasileiro é de 12,3 g por dia (NAKASATO, 2004). De acordo com o
Guia Alimentar para a Populacao Brasileira, a recomendacao de sal ndo deve ultrapassar
5 g de sal por dia, o que equivale 1,7 g de sddio por dia. No Brasil, a partir de dados
coletados pela Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) de 2002-2003, estimou-se em

4,7 g/pessoa/dia a quantidade diaria de sodio disponivel para consumo nos domicilios,
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excedendo assim em mais de duas vezes o limite maximo recomendado de ingestao desse
nutriente (SARNO, 2013).

No Brasil, em 74,4% da disponibilidade domiciliar de sédio estdo presentes em sal e
condimentos a base de sal. Na Regido Norte a média da populacdo no consumo de sodio
na zona urbana é de 4,9 g/p/dia, com um erro padréao de 0,4 e na Zona rural o valor passa
para 10,5 g/p/dia, com um erro-padréo de 2,1 (IBGE, 2009).

O sal rosa do Himalaia faz parte do conjunto de sais de rocha que sdo extraidos em
minas e nao do mar e por isso possuem uma mistura de cloreto de sédio e outros minerais
presentes nas rochas. Os minerais presentes no sal rosa do Himalaia s&o aluminio, calcio,
cobre, ferro, potassio, magnésio, sddio e fosforo (YALCIN, 2012).

O iodo foi adicionado ao sal pela primeira vez em meados de 1920, mas apenas no
ano de 1974 com a Lei 6150 obrigava o fabricante de sal a adicionar no minimo 10 mg de
iodo metaldide por quilo de sal, foi quando a iodacdo passou a existir no Brasil. De acordo
com a Anvisa, o processo de iodacéo do sal € uma medida adotada em todo o mundo com
0 objetivo de prevenir disturbios por deficiéncia de iodo (DDI), que incluem retardo mental
grave e irreversivel e surdo-mudez em criancas, anomalias congénitas e bocio.

Os dados do monitoramento do teor de iodo no sal realizado pelo Sistema Nacional
de Vigilancia Sanitaria revelam que o teor médio de iodo é de 35 mg/kg (ANVISA, 2013). A
resolucdo RDC 23/2013, ja em vigor no Brasil desde 2013, altera a faixa de iodacéo do sal
de 20 a 60 mg/kg para 15mg/kg a 45 mg/kg.

Considerando o grande consumo de sal e o impacto sobre a salde publica, se
justifica o controle de qualidade do sal de cozinha, proporcionando ao consumidor a oferta
de um produto de qualidade com seguranca alimentar e, consequentemente a melhoria da

qualidade de vida da populacéo.

2. MATERIAIS E METODOS

Dos 4 tipos de sais analisados, o sal grosso, sal marinho moido, sal refinado extrafino
e o0 sal rosa do Himalaya moido foram obtidos em uma rede de supermercado no municipio
de Rio Branco, Acre e o sal negro do Himalaya extrafino em um estabelecimento de
produtos naturais em razao dele n&o ser comercializado na rede de supermercado.

Foram analisados 3 lotes diferentes com excec¢édo do sal negro do Himalaya por

disponibilizar apenas 2 lotes diferentes no periodo de realizacdo da pesquisa, totalizando
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15 amostras. Cada lote de sal foi analisado em triplicata para as analises de umidade,
cloretos de sddio e iodo e depois foram obtidas as médias.

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no laboratorio de fisico-quimica da
Unidade de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Acre, conforme a

descricdo metodoldgica do Instituto Adolfo Lutz (1985).

2.1 DETERMINAC}AO DA UMIDADE:

O teor de umidade foi determinado por secagem direta em estufa a 105°C, onde
pesou-se 5 g da amostra em capsula de porcelana, previamente tarada. Aquece-se durante
3h. Resfria-se em dessecador com silica gel e pesa.

Calculo:

100 x N/P= umidade ou substancias volateis a 105 °C por cento m/m.

Onde: N = n° de gramas de umidade (perda de massa em gQ);

P = n° de gramas da amostra.

2.2 DETERMINAGCAO DE CLORETOS EM CLORETO DE SODIO

Este parametro é muito importante em uma analise de sal, pois o teor encontrado é
classificatorio para produto. Na obtencéo, pesa-se 5 g da amostra, transfere para um baldo
volumétrico de 500 mL, com auxilio de 200 mL de agua, deixe em repouso por 2h. Complete
o volume e agite. Transfira com auxilio de uma pipeta volumétrica, 10 mL dessa solucao
para um Erlenmeyer de 250 mL. Adicione 50 mL de 4gua e 20 gotas de solucao de cromato
de potassio a 10%. Titule com solucéo de nitrato de “rata0,10M.

Célculo:

V x f x 0,585/p = cloretos, por cento m/m

Onde: V=n° de mL de solugéo de nitrato de prata para 0,1 M gasto na titulacéo
F=fator da solucdo de nitrato de prata

P=n° de g da amostra usado na titulacao
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2.3 DETERMINACAO DE 10DO

O método para dosagem de iodo no sal fundamenta-se na titulagdo volumétrica do
iodo liberado, apods a acidificacdo da amostra adicionada de iodeto de potassio, com
solucéo de tiossulfato de sédio 0,005 M e usando solucdo de amido como indicador. Pesar
10 g de amostra, transferir para um frasco de iodo de 250 mL com auxilio de 205 mL de
agua destilada. Agitar até completa dissolucéo dos cristais. Adicionar 5 mL de solugéo de
acido sulfarico 1IN e 1 mL de solucdo de iodeto de potassio a 10%. Iniciar a titulacdo do
iodo liberado, utilizando a solucéo de tiossulfato de sddio 0,005 N. Usar a solucédo de amido

a 10% como indicador.

Calculo:
V x f x 105,8/P= mg de iodo/kg sal

Onde: V=volume em mL de NaS203 gasto na titulacéo
f=fator da solucao

p= peso de grama da amostra

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os sais analisados estdo de acordo com o Decreto N° 75.697, de 6 de maio
de 1975, no qual o sal grosso apresentou menor umidade, assim como menor teor de
cloretos de sodio (Tabelal). Entretanto seu nivel de iodo esta acima do limite permitido de
acordo com a RDC N° 23, de 24 de abril de 2013, no qual estabelece um limite de 15 a 45

mg/Kg de iodo por quilograma de sal.

Tabela 1. Médias dos teores de Umidade, Cloreto de sddio e iodo obtidos do
primeiro lote de sais obtidos no comercio de Rio Branco, AC.

Tipos de sal: Umidade (%) Cloretos de lodo (mg/KQ)
sédio (%)

Sal Grosso 0,4125 19,2926 124,9811
Sal Marinho moido 0,7009 100,6604 34,6763
Sal refinado extrafino 0,6715 105,1584 12,8508
Sal do Himalaya moido 1,0232 65,9355 Ausente
Sal Negro do Himalaya 0,8043 101,1370 Ausente
extrafino
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O sal do Himalaya moido e o negro do Himalaya extrafino tem a maior porcentagem
de umidade e ndo apresentaram concentracdo de iodo, 0 que ndo esta de acordo com a
RDC citada a cima e em relacdo ao rétulo do produto.

O sal refinado extrafino foi o sal que apresentou maior nivel de cloretos de sédio no
primeiro lote analisado.

Como pode ser visualizado na tabela 2, no segundo lote analisado, o sal grosso
apresentou menor teor de umidade, como no primeiro lote, e o maior foi o sal refinado

extrafino, diferindo do primeiro lote.

Tabela 2. Médias dos teores de Umidade, Cloreto de sodio e iodo do segundo
lote de sais obtidos no comercio de Rio Branco, AC.

Tipos de sal Umidade (%)  Cloretos de lodo (mg/KQ)
sédio (%)

Sal Grosso 0,3038 107,0088 14,8063
Sal Marinho moido 0,6302 96,8522 31,7011
Sal refinado extrafino 0,6780 121,7269 25,6320
Sal do Himalaya moido 0,4678 104,8496 104,5644
Sal Negro do Himalaya 0,6487 98,2060 Ausente
extrafino

A porcentagem referente aos cloretos de sédio o sal grosso apresentou uma
diferenca discrepante do valor coletado na analise passada. Entretanto mantem-se o maior
teor de cloretos de sddio ao sal refinado extrafino. As concentracdes de iodo apresentam-
se inadequadas no sal grosso, como no primeiro lote, o sal do Himalaya moido, que esta
acima do recomendado pelo Ministério da saude de 15 a 45 mg/kg e o sal negro do
Himalaya que em contradicdo com seu rétulo ndo apresentou iodo.

No terceiro lote analisado (Tabela 3), o sal grosso continua apresentando menor teor
de umidade, assim como os dois lotes antecedentes. Sua concentracdo de cloretos de
sédio foi 0 menor dos sais analisados, seguido pelo sal do Himalaya moido, e o maior foi o
sal refinado extrafino.

Diferente dos dois primeiros lotes analisados o sal grosso, sal marinho moido e o sal
refinado extrafino estdo de acordo com a RDC N°23 de abril de 2013. O sal do Himalaya

moido ndo apresentou iodo assim como no primeiro lote analisado. Essa diferenca pode
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ser em razéo do sal adquirido para a pesquisa ser ofertado em fracdo e embalado pela rede

de supermercado, ndo podendo afirmar se os sais comercializados sao de lotes diferentes.

Tabela 3. Médias dos teores de Umidade, Cloreto de sédio e iodo do terceiro
lote de sais obtidos no comercio de Rio Branco, AC.

Tipos de sal Umidade (%) Cloretos de lodo (mg/Kg)
sédio (%)

Sal Grosso 0,0019 100,2810 26,3786
Sal Marinho moido 0,0052 104,6791 16,5379
Sal refinado extrafino 0,0039 107,1527 31,9394
Sal do Himalaya moido 0,0022 102,7988 Ausente
Sal Negro do Himalaya N&o analisado N&o analisado N&o analisado
extrafino

Nas andlises de cloretos, vale ressaltar, que os valores atribuidos ndo foram
retirados solidos totais insolUveis, por essa razdo alguns valores de cloretos excederam
100%. N&o sendo possivel a verificacdo conclusiva da quantidade de cloretos de sodio nos
sais analisados.

Na média, o sal grosso apresenta o menor teor de umidade e o sal negro e do
Himalaya moido apresenta o maior teor (Tabela 4).

Tabela 4. Médias geral dos teores de Umidade, Cloreto de sddio e iodo de sais
obtidos no comercio de Rio Branco, AC.

Tipos de sal Umidade (%) Cloretos de lodo (mg/kg)
sédio (%)

Sal Grosso 0,2394 75,5274 55,3986
Sal Marinho moido 0,4456 100,7305 27,6384
Sal refinado extrafino 0,4511 111,3460 23,4740
Sal do Himalaya moido 0,4977 91,1946 34,8548
Sal Negro do Himalaya 0,7265% 99,6715% Ausente
extrafino
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Em relacéo aos cloretos de sodio 0 sal grosso € o que possui menor porcentagem e
0 maior € o sal refinado extrafino. Pelo ministério da saldde os Unicos sais inadequados sao

0 grosso por exceder a concentracdo maxima e o sal negro por ndo apresentar iodo.

4. CONCLUSOES

No presente estudo constatou-se que todos os sais analisados estdo em
conformidade com o DECRETO N° 7.697, de 6 de maio de 1975 em relacéo a variavel
umidade.

O sal refinado extrafino e do Himalaya apresentaram valores de cloretos de sédio
que ultrapassaram o valor maximo estipulado pela legislacao de 99,99%.

O iodo presente nas amostras de sal grosso e sal negro do Himalaya estao
inadequados aos valores estabelecidos pela RDC N°23 de 2015 da Anvisa. Os demais sais
encontraram-se dentro dos padrdes preconizados. Entretanto vale ressaltar a diferenca de
umidade, cloretos de sddio e iodo nos sais de mesma marca, o que leva a considerar que

ndo ha um controle de qualidade no padrédo de qualidade dos sais comercializados.
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CAPITULO 18

ESTATISTICA DESCRITIVA E SUAS APLICACOES

Gleison Guardia, Leonardo Mota de Andrade

1. Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Ronddnia, Ji-Parana, Ronddnia, Brasil.

RESUMO

O objetivo do presente capitulo € esclarecer alguns conceitos e utilizar a ferramenta Excel
para determina-los, por isso, no passo a passo que nos propomos a fazer, acreditamos ter
orientado o leitor no uso desta ferramenta e na construgdo do conceito estatistico. Sendo
assim, consideramos que nossa proposta tenha atingido seu objetivo, permitindo ao
iniciante no estudo cientifico e laboratorial, construir um Banco de Dados, manipula-lo
gerando seus relatérios tabelas, graficos e medidas de analises mais aprofundadas.
Palavras-chave: Estatistica, banco de dados e excel.

ABSTRACT

The purpose of this chapter is to clarify some concepts and use the Excel tool to determine
them, so in the step by step we propose to do, we believe we have guided the reader in the
use of this tool and the construction of the statistical concept. Therefore, we consider that
our proposal has reached its goal, allowing the beginner in the scientific and laboratory
study, to build a Database, to manipulate it generating its reports tables, graphs and more
detailed analysis measures.

Keywords: Statistics, database and excel.

1. INTRODUCAO

Em todos os momentos de nossa vida estamos tomando decisées que nos orientam
no que fazer e em que caminhos seguir, em alguns momentos acertamos, em outros
erramos, porém, todo o nosso direcionamento depende da escolha que fazemos e ninguém
pode ver além delas. Esta pratica corriqueira e usual nos define, Em alguns momentos nos
aproximando, e em outros momentos, também nos distanciando, tornando o mundo mais
diverso, atraente e interessante de se viver.

No meio académico, nas pesquisas cientificas ou sociais, devemos minimizar ao
maximo os erros, exigindo assim uma tomada de decisao ou escolha mais acertada, para
possibilitar avancos e reproducdes confiaveis de conceitos revelados. Nestas condi¢es as

tomadas de decisbes ndo podem ser baseadas em vontades ou intuicbes, devemos

Ciéncia, Inovacédo e Tecnologia na Amazo6nia. Stricto Sensu Editora, 2019.




proceder embasado em informacdes que nos justifiquem naquele momento, tornando
comum 0 CONsSenso Mesmo entre pessoas de pensamentos divergentes.

A Estatistica é uma ciéncia que permitird a tomada de decisfes e posicionamentos
frente a um fendmeno ou escolha, baseando-se em informacdes e analises de célculos
matematicos, nutridos e regidos por raciocinios l6gicos e conceitos fundamentalizados. Sua
aplicabilidade serve de base irrefutdvel (quando feita corretamente) para as afirmacgdes
dentro do meio académico/cientifico. Isto fundamentaliza-se com rigorosos e detalhados
processos que devem seguir um ritual descritivo, garantindo a imparcialidade, honestidade
e veracidade das conclusdes tomadas, referenciadas em suas analises (PINTO, 2013).

Baseando-se em dados coletados para uma analise, a Estatistica Descritiva tomara
para si a missao de subsidiar a analise e conclusdo sobre os dados que se dispbem. A
Inferéncia Estatistica, permitira concluirmos e nos posicionarmos em previsfes para
analises ou fendbmenos futuros de eventos estudados. A Estatistica Probabilistica nos
permitird um estudo das condicdes favoraveis a reproducdo de um evento dentro de um
espaco amostral definido BUSSAB (2006). Assim sendo, em suas divisbes elas se
completam, ndo impedindo porém, o seu estudo em separado. Neste capitulo

restringiremos ao estudo da Estatistica Descritiva e suas ferramentas de anélise.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 POPULACAO

Definir a populagdo em Estatistica é obrigatoriedade que se tem em dizer com que
tipo de sujeitos se deseja trabalhar. Numa pesquisa, podemos envolver em objetos de
estudos, uma variedade distinta e enorme de elementos, das quais podemos citar: -
pessoas, objetos, fenbmenos, elementos naturais, reacfes etc. Quando delimitamos a
populacdo, orientamos nossos leitores sobre os procedimentos especificos que este tipo
de sujeitos, nos levara a adotar durante a abordagem e coleta de dados necessarios aos
objetivos (TRIOLA, 2005).

2.2 AMOSTRA

Torna-se evidente e consensual que o trabalho com analises estatisticas de uma
populacdo nem sempre é possivel. Como exemplo podemos citar que numa analise
bacteriol6gica de um lago, ser inviavel a analise de todas as moléculas de agua que o

compdem, consentimos que algumas quantidades retiradas do todo, (lago) podera
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representa-lo. Isso caracteriza a amostra dentro do espac¢o maior chamado de populacgéo,
TRIOLA (2005). Assim sendo, entende-se por amostra a parte possivel de andlise de uma
populacao previamente escolhida.

Vamos aqui considerar duas situacdes basicas para a construcdo da amostragem
numa pesquisa cientifica: 1° Se faz a coleta da amostra, ja definida nos capitulos anteriores,
coletando-se apenas 0 necessario para a analise, procedendo com 0 uso e interpretacao
de todas as amostras disponiveis, que disporemos a seguir no uso das medidas estatisticas
para a tomada de deciséo; 2° Nos dispomos em analisar uma informacao retirada de um
Banco de Dados, contendo inUmeras amostras armazenadas ao longo do tempo, ou como
resultados de vérias pesquisas anteriormente analisadas. O primeiro caso € simples e deve-
se proceder direto com as analises, ja no segundo, necessita-se de uma nova amostragem
dentro deste Banco de Dados, neste sentido propomos dois casos, Amostragem Periddica
e Amostragem Aleatoria.

Amostragem Periddica consiste em listar o banco de dados em intervalos pré-
determinados, coletando a informacg&o correspondente do nimero presente na sequencia
estabelecida. Podemos citar como exemplo, uma amostragem feita com alunos
regularmente matriculados em uma Instituicdo, onde listamos seus numeros de Matriculas,
decidindo como exemplo, usar as informacdes dos sujeitos retirados periodicamente, para
que essa informacdo seja precisa, primeiramente definimos o tamanho da amostra que
gueremos dentro do universo do Banco de Dados. Digamos que neste caso temos 1500
alunos e queremos 100 amostras para analise. Devemos primeiramente estabelecer qual
sera o intervalo de amostragem que teremos, para tanto dividiremos o total de alunos pelo

total de amostras desejadas:

Bd Ap = Amostra Perioddica
Ap = — onde {Bd = N? de Amostras do Banco de dados
n _ o .
n = N? de amostras desejadas

Logo teremos:

1500

Ap =

Assim, o periodo de extracdo de amostra sera num intervalo de 15 pontos na

sequéncia, sendo as amostras na ordem: {15°, 30°, 45°, 60° ....1500°} a grande vantagem
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deste tipo de selecdo de amostra, é a representatividade mais precisa que conseguimos da
dimensé&o do Banco de Dados, devido sua caracteristica, a selecéo retira valores de toda a
sua extensao, garantindo alunos de todos os periodos.

Amostragem Aleatoéria caracteriza-se por ser uma amostragem onde a escolha nao
segue um padréao, ela acontece ocasionalmente dentro do Banco de Dados, apenas
definimos quantas amostras queremos, e sujeitos séo retirados ao acaso, até que se atinja
a quantidade desejada. Neste tipo de amostragem podemos ter nUmeros préximos, e nao
teremos garantias de que todas as classes serao representadas, ainda devemos considerar
gue, como o sorteio é ao acaso, praticamente € impossivel repetir a selecdo da amostra e

obtermos 0s mesmos valores.

2.3 SELECIONANDO AMOSTRAS NO EXCEL

Dispomos de varios softwares que permitem o tratamento dos dados estatisticos de
uma pesquisa, para tantos, se faz necessario o download, licen¢a ou instalacdo de algum
destes dispositivos, além do conhecimento do uso da ferramenta adotada. Pensando
nestes principios, passamos a considerar o Excel como ferramenta para esses calculos,
pelo principio basico de que em sua grande maioria, os computadores utilizam-se de
softwares da Microsoft, e o Excel como um office desta empresa, ja esta instalado nas
maquinas, nao necessitando assim da sua aquisi¢cao, o que nos remete apenas a segunda
parte, referente aos conhecimentos do uso desta ferramenta. Propomos assim, fazer o
tratamento d os dados com este programa, limitando-nos a demostrar de maneira simples,
como utiliza-lo para esta finalidade.

Primeiramente devemos instalar o aplicativo do Excel que fard estas tarefas. Na
figura 1 deste capitulo, apresentamos o local onde se encontra esta ferramenta no Excel
2010, em outras versdes difere-se apenas desta op¢ao estar no préprio icone do programa.

Seguindo estes 6 passos que descrevemos na Figura 01, o pacote de Estatistica
estara habilitado no programa, e disponivel no canto superior direito da ferramenta Dados,

conforme figura 2.
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Partimos do principio que um banco de dados foi montado utilizando as linhas e
colunas do Excel, e que se deseja selecionar amostras dentro deste banco de dados.
Geralmente utilizam-se as colunas para os tipos de variaveis e as linhas para as
amostragens coletadas. A figura 3 apresenta uma simulacdo de banco de dados para

exemplificacdo no nosso artigo.

A =
m Pagina Inicial Inserir Layout da Pagin
M17 - £
A B C

1 Dados dos alunos de uma sala de aula
2 Idade Altura Peso
3 12 1.45 57
4 12 1,35 ite]
5 13 142 75
] 17 1.87 78
7 16 1,84 as
8 14 1.45 67
9 13 1,65 48
10 12 1.55 58
11 15 1.56 65
12 16 1,73 i)
13 13 1.56 58
14 17 1.63 a9
15 14 1.57 7B
16 12 1.58 45

17| 17 1,75 47
18 13 1.67 45
19 14 1.42 a7
20 16 1,24 48
21 15 1,75 56

22

Figura 3. Exemplo de Banco de Dados

Fonte: Préprio Autor

Na figura 4, teremos uma sequéncia de imagens para exemplificar a selecdo de uma
Amostra Periddica. Nela descreveremos todos os atalhos que devem ser utilizados para

este fim.

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




(x| d 7~ s calculo de notas - Micros:

=
>< Pagina Inicial nserir Layout da Pagina Férmulas Dados Reviséo Exibicio
BB M7 - £
] A B c D E F G H 1 J
il . 1 Dados dos alunos de uma sala de aula
O #= post E ali 1 Anslise de dad X
G 2w if5 Anaiie de Dados L oot e
£ == - - 3 12 145 -
Ccultar Det8lhe ?;;Solver
4 12 1,35
Dgagrupar Subtotal 5 . o
N 0 g
M 12 Clique em Andlise de Dados. s v 187
strutura de Tdpicos ! Analise ; i: iz
. 9 13 1,65
Ferramentas de Analise de 10 12 155
& = D 20 Excolha a opgiio Amostrazem e
Ferramentas : i : 12 16 173 clique em "ok”
ceiros e centificos L B 45
14 17 1,63
15 14 1,57
i5# FUNCRES v o« 15
Pressione F1 para obter mais
ajuda.
EZJ a9 = caleulo de notas - Microsoft Bxcel X9 5 caleult
B rionawical e Gpoteamigns  Fimums  Daces  Resdo  Exbilo ) ) ) e
. - - = Pagina Inicial Inserir Layout da Pagina Férmulas Dados Revisio Exibicio
P A 8 c o £ F [ e [ » ) X v £3 - £l 1
2 1 Dados dos alunes de uma sala de aula
A B c D E F G H
2 Idads Altura Paso
El ] E‘““if ---- 145 57 1 Dados dos alunos de uma sala de aula
: : H :; :: 2 Idade Altura Peso
6|8} 1 ‘ 711 3 12 145 57
7] 7} 16 1,84 4 12 1,35 68
8 ai m L5 &
Al = e o 5 13 142 75
10 10} 12 155 58 6 17 1,87 78
1n 1n 15 1,56 65
12 1 16 173 3 7 16 184 5 70
FEIRTHT 156 58 8 14 1 = " Amostragem
ool 1 e L@ = 9 13 1,65 48 ey
15 15 u 157 7 Periddica
16 16 FH 158 a5 i = 155 58 Pronta.
vjw v 17 o 1 15 1,56 65
18 18 13 1,67 a5 12 16 1,73 66
1 9w La2 a
20 20 16 L34 48 13 13 1,56 58
;; ;; _____ L4 W 56 | 14 17 1,63 69
Slia 15 14 1,57 78
- 16 12 1,58 a5
17 17 1,75 a7
18 13 1,67 a5
19 14 142 a7
20 16 1,34 a3
21 15 1,75 56
2
23

Figura 4. Selecionando uma Amostragem Periddica
Fonte: Proprio Autor

Na figura 5, teremos uma sequencia de imagens para exemplificar a selecdo de uma
Amostra Aleatoria. Nela descreveremos todos os atalhos que devem ser utilizados para
este fim.

Na analise das duas imagens, verificamos de imediato que embora ambas sejam
retiradas de um mesmo banco de dados, a Amostragem Aleatoria sempre produzird
resultados diferenciados conforme sdo executadas. Este recurso no Excel permitira
selecbes em grandes bancos de dados, possibilitando um trabalho rapido, sem interferéncia

humana, e aceitavel dentro de uma pesquisa cientifica.
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Figura 5. Selecionando uma Amostragem Aleat6ria
Fonte: Préprio Autor

2.4 VARIAVEIS

Dentro de uma pesquisa (dependendo do tipo de pesquisa) podemos ter dois tipos
de variaveis: - as qualitativas e as quantitativas. As variaveis qualitativas, comuns em
pesquisas sociais, podem apresentar-se em duas formas: - qualitativas nominais, quando
se referem basicamente a adjetivos que os distinguem (cor dos olhos, cabelo, sexo, etc),
gualitativas ordinais, quando a variavel tem uma ordem de organizacao (formacédo
académica, posicdo em uma corrida, opinido sobre certo produto, etc). O foco deste
trabalho, seguindo a coeréncia deste livro, serd para as variaveis quantitativas, descritas
no paragrafo a seguir.

Variaveis Quantitativas sdo basicamente todo tipo de variavel que se utiliza de

valores para se representar, podemos descrever as quantitativas discretas, que apresentam
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como valores numeros inteiros, e as quantitativas continuas que apresentam como valores,
nameros racionais. Tomando com principios as pesquisas feitas em laboratérios,
basicamente utilizaremos estes dois tipos de variaveis para mensurar os resultados
produzidos, assim sendo, nossos estudos apresentaram basicamente este tipo de

informacé&o nos seus bancos de dados.

2.5 TABELAS

A construcéo de tabelas € uma forma de apresentacdo dos dados organizadamente,
ela servira de base para os graficos e as analises que deverao ser feitas, como também
para publicagcdes como forma de apresentar o banco de dados resumidamente e de forma
acessivel. Poderemos ter tabelas onde a quantidade de variaveis distintas serdo pequenas,
permitindo que cada uma seja representada (variavel idade de nosso banco de dados),
porém também poderemos ter muitas variaveis distintas numa analise, exigindo assim um
agrupamento destas amostras em intervalos de classes, para uma melhor apresentacao
dos dados, (variavel da altura ou peso, apresentado em nosso banco de dados).
Estudaremos a forma de trabalhar com os dois casos:

A figura 6 tras uma sequéncia de imagens que permite a construcéo destas tabelas
para dados néo agrupados; utilizaremos aqui todos os dados do Banco de Dados, devido
estarmos representando uma pesquisa onde o Banco seré todo analisado.

A figura 6 tras essa sequéncia para a variavel “idade”, porém, para montar a tabela
das outras variaveis, basta apenas remover a “idade” da janela de rotos, “selecionar” e
arrastar para a mesma a variavel desejada; o restante do procedimento sera semelhante.
A figura 7 trard uma sequéncia de imagens exemplificando a construcao de uma tabela

para dados agrupados, utilizando a variavel altura do nosso banco de dados:
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Observe que a tabela com os dados da variavel “altura” possui muitas linhas, devido
a grande variedade de informacdes distintas para essa informacéo. Apresentar os dados
desta forma torna-se pouco produtivo, logo entdo, devemos modificar esta tabela para
intervalos de classes. Seguindo as recomendac¢des de Pinto (2013), iremos determinar o
numero de classes e o intervalo apropriado para esta distribuicao.

Para determinar o nimero de classes (k), devemos utilizar a Regra de Sturges, que
determina:

K=1+3,3log(n)

Onde: k é o numero de classes que a distribuicdo tera e n representa o nimero de

elementos da distribuigdo. Nossa tabela possui n=19, assim sendo:

K=1+3,3log(n)
K=1+3,3l0g(19)
K=1+3,3(1,28)
K=5,22
Por critério de arredondamento k=5
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A nossa tabela tendo k=5, significa dizer que ela devera ter no maximo 5 classes.
Tendo determinado esta informacgé&o, devemos agora calcular a amplitude das classes, que
chamaremos de h. Ela é dada pela razéo entre a diferenca do Valor Maximo (limite superior

da distribuicdo) e Valor Minimo (limite inferior da distribuicao) por k.

_ AT Vmax —Vmin

= —0-
k k
1,87-1,34 0,53
h = - - 0,106
5 5
h=011

Apos os calculos, percebe-se que a nossa tabela de dados agrupados terd, 5 linhas
de variaveis com e cada intervalo terd o comprimento de 11lcm. A figura 8 apresenta a

sequéncia de imagens que demostram como construir tal tabela no Excel.
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Observe que a tabela ficou reduzida, com a frequéncia acumulada de cada intervalo,
permitindo assim uma visdo mais resumida da variavel “Altura”. Este tipo de procedimento
sempre sera recomendado para dados com variaveis continuas (néo inteiras) pela grande
diversidade de valores, o que na construcao das tabelas e gréaficos, levaria a uma confuséao

maior do que a informacéo que se deseja transmitir ao leitor.

2.6 GRAFICOS

A construcdo dos graficos € uma forma de expressar geometricamente as
informacdes contidas nas tabelas. Sua relevancia é inegavel devido a grande quantidade
de informagdes que podem ser disponibilizada na linguagem visual, além de, apresentar
possibilidades diversas de figuras e formatos. Um cuidado que se deve ter ao escolher um
gréfico, restringe-se basicamente no cuidado e bom senso para que ele informe e nao
confunda o leitor.

Existem disponiveis no programa Excel, uma variedade considerada de tipos de
graficos, permitindo no momento de sua construcao, visualizar um a um, escolhendo o mais
adequado. Alguns principios iniciais sdo recomendados pela literatura, e devemos levar em
consideracéo. Informagdes com poucas variaveis podem ser apresentadas com graficos de
setores, no caso com muitas variaveis ndo se recomenda, devido gerar mais confusédo do
que informacgdo. Informag¢Bes com tabelas onde as variaveis sdo agrupadas gerando
intervalos de classe, devem-se utilizar basicamente o Histograma e o Poligono de
Histograma, podendo ser representado pelo gréafico de linhas.

A figura 9 apresenta a sequéncia de imagens que demostram sugestbes e
orientacdes de construcdo de graficos, demostrando principalmente como construir um
histograma.

A construcdo dos outros tipos de graficos serdo semelhantes e apresentam
caracteristicas mais simples, o que geralmente ocasionam duvidas sédo os histogramas que

foram descritos pela figura acima.
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Figura 9. Construindo Graficos — histograma
Fonte: Proprio Autor

2.7 MEDIDAS ESTATISTICA PARA DADOS QUANTITATIVOS
2.7.1 Medidas de Posicao;

As Medidas de Posicdo ou Centralidade tem como caracteristica permitir uma analise
mais central dos dados, nela podemos estudar o que acontece no meio da distribui¢éo,
verificando principalmente a tendéncia em que os dados se apresentam. S&o trés as
principais, Média, Moda e Mediana.
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A Média tem como caracteristica principal nivelar todos os dados, ele expressa um
resumo dessas informagdes, permitindo compreender a centralidade onde a concentragéo
é maior. O grande problema da média é que os extremos influenciam nos dados, e tendo
um dado discrepante (outliers), tende a interferir no seu valor. (REIMANN et al., 2008)

A mediana tem a caracteristica de apresentar o dado central da distribuicdo, ndo
dependendo de valores extremos (outliers) ela € uma medida de posicéo. Ela representa
50% das amostras e sua localizacdo dentro da distribuicdo. Por essa caracteristicas,
guando temos valores muitos extremos dentro de uma distribuicdo de amostras, se torna
mais eficiente utilizar as Medidas Estatisticas que baseiam-se na mediana e ndo na meédia.

A moda é uma medida que representa os dados mais proximos, pela sua
caracteristica ela representa o valor mais repetitivo. Quando temos uma distribuicdo de com
intervalos de classe, a proximidade dos dados e sua concentracdo numa regiao,
automaticamente irdo gerar uma classe mais concentrada, representando assim uma
classe moda. Podem existir também, numa pesquisa com dados discretos, onde nao seja
montada uma tabela com intervalos de classe, ndo ocorrer frequéncias que se destaquem

das demais, determinando o que chamamos de distribuicdo amodal.

2.7.2 Medidas de Dispersao

As Medidas de Dispersao apresentam como caracteristica principal, medir o quanto
os dados se distanciam da centralidade. Uma vez que compreendemos como eles se
organizam no centro da distribuicéo, investiga-se aqui o quanto eles estéo longe desse eixo
central e os motivos que os levaram a tal procedimento. Dentre as medidas destacamos: -
Variancia, Desvio Padréo, Coeficiente de Variacdo, Assimetria e Curtose.

Variancia € uma medida estatistica que mede a area do poligono que comporta as
principais medidas distante da centralidade, quanto menor esta medida, menor e a
disperséo, fazendo com que os dados sejam mais concentrados na tendéncia central das
amostras.

O desvio padrédo permite encontrar o que poderiamos chamar de lado do poligono
que gera a variancia, ele tras uma dimensao da distancia da média dos dados em relacdo
a Media Aritmética.

O Coeficiente de Variacédo tem a caracteristica de permitir comparar dispersdes com
unidades de medidas diferentes. Ele apresenta os dados em uma margem percentual dos
desvios, transformando unidades diversas em uma mesma unidade de medida e dimenséo,

“‘percentual’.
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Assimetria € uma medida que permite verificar a distribuicdo dos dados dentro de uma
andlise estimada como ideal. Nos dados Simétricos (concentracdo ideal), os extremos da
distribuicdo tem frequéncia bem menor que os dados das distribui¢gdes centrais. Chama-se
assimetria positiva ou negativa qualquer distorcdo desta relacdo. A tabela 1 abaixo
apresenta essa informacéo dentro das variacdes possiveis.

Tabela 1. Dados Simétricos

Medida Interpretacéo
As > 1 Assimétrica Positiva
1< As <0,15 Assimétrica Positiva Moderada
0,15 < As < —-0,15 Simétrica
—-0,15<As < -1 Assimétrica Negativa Moderada
As < -1 Assimétrica Negativa

Curtose € uma medida de disperséo relativa a quantidade de frequéncia das classes
envolvidas, quando temos uma distribuicdo onde as menores classes e as maiores
apresentam uma distribuicdo relativamente menor que as classes centrais, porém a taxa
de diferenca ndo é abrupta, temos uma curtose ideal que a designamos por Mesocurtica.
Quando a distribuicdo apresenta uma frequéncia muito grande nas classes centrais em
relacdo as classes dos extremos, temos uma distribuicdo Leptocurtica. Platicurtica sera
uma distribuicdo onde a diferenca da frequéncia das classes centrais € pouco diferente as
classes extremas. A tabela 2 abaixo representa essa distribuicao:

Tabela 2. Disperséo relativa
Mesocurtica Leptocdrtica Platicurtica
C =0,263 C <0,263 C > 0,263

Em resumo temos:

Leptocurtica __

Mesocurtica «__

Platicurtica ~

Figura 9. Dispersao relativa

A construcao desses dados no Excel & extremamente simples, e apresentaremos

uma sequéncia de imagens na figura 10, demostrando como construi-los:
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Figura 10. Construindo Graficos — histograma
Fonte: Proprio Autor
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Com este roteiro aqui apresentado, acreditamos que se tornou possivel o tratamento
inicial dos dados estatisticos, permitindo a maioria das interpretacdes necessarias ao
estudo de um trabalho cientifico. Existem outras analises, testes, que um determinado
estudo pode exigir, e todos eles se encontram dentro da janela “Analise de Dados” onde,
no inicio definimos tipo de “Amostragem” e na figura anterior fizemos o “Resumo
Estatistico”.

O objetivo do presente capitulo foi esclarecer alguns conceitos e utilizar a ferramenta
Excel para determina-los, por isso, no passo a passo que nos propomos a fazer,
acreditamos ter orientado o leitor no uso desta ferramenta e na constru¢cdo do conceito
estatistico. Sendo assim, consideramos que nossa proposta tenha atingido seu objetivo,
permitindo ao iniciante no estudo cientifico e laboratorial, construir um Banco de Dados,
manipuld-lo gerando seus relatorios tabelas, graficos e medidas de andlises mais

aprofundadas.
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CAPITULO 19

CULTIVO DE MINI-CORACOES COMO PROPOSTA DE
FERRAMENTA BIOTECNOLOGICA TRIDIMENSIONAL (3D)

Carolina Pontes Soares?, Isac de Almeida Barbosa Neto?l, Natasha de Souza

Pontes?, Francimar Ledo Jucé&?, Layra Lucy Albuquerque?, Cydia Furtado?

1. Centro Universitario Uninorte, Rio Branco, Acre, Brasil;
2. Universidade Federal do Acre (UFAC), Rio Branco, Acre, Brasil.

RESUMO

Pesquisadores investem em tecnologias para desenvolver de ferramentas biotecnologicas
gue possam a vir a tratar ou curar doencas cardiovasculares. Os cardiomidcitos ou células
cardiacas estdo organizadosno in vivo em uma organizacdo estrutural tridimensional
bastante complexa. Embora os estudos in vitro possam revelar detalhes sobre a biologia
celular dessas células, geralmente sao cultivadas em ambientes bidimensionais
simplificados (2D). Porém para compreencdo dos mecanismos fisiologicos que se
assemelham com o in vivo faz necessario a utilizacdo de culturas de células cardiacas
composta de células organizadas 2D e tridimensionais (3D). Os resultados mostram
diferengas significativas entre os dois cultivos celulares em relacdo a morfologia das
células, capacidade de contracdo, taxa de proliferacdo, presenca de estruturas de adesao
intercelular, organizagdo das miofibrilas, morfologia mitocondrial, conteido do reticulo
endoplasmatico, filamentos do citoesqueleto e distribuicdo da matriz extracelular. e
expressado de marcadores de diferenciacdo cardiaca. O modelo de cultura de agregados
cardiacos contendo células 2D e agregados 3D é uma excelente ferramenta para estudos
sobre os efeitos de diferentes drogas, ou fatores de crescimento, dando informacdes
valiosas sobre a resposta biolégica de células cultivadas em diferentes organizacfes
espaciais.

Palavras-chave: Cultura de células, Agregados cardiacos e Coracao.

ABSTRACT

Researchers have invested in technologies to develop biotechnology tools that may come
to treat or cure cardiovascular diseases. Cardiomyocytes or cardiac cells are organized in
vivo in a very complex three-dimensional structural organization. Although studies in vitro
may reveal details about the cell biology of these cells, generally, they are grown in simplified
two-dimensional environments (2D). However, to understand the physiological mechanisms
that resemble in vivo, it is necessary to use cardiac cell cultures which are composed of two-
dimensional (2D) and three-dimensional (3D) organized cells. The results have shown
significant differences between the two cell cultures in terms of cell morphology, contraction
capacity, proliferation rate, presence of intercellular adhesion structures, organization of
myofibrils, mitochondrial morphology, endoplasmic reticulum content, cytoskeleton
filaments and extracellular matrix distribution and expression of cardiac differentiation
markers. The cardiac aggregate culture model containing 2D cells and 3D aggregates is an
excellent tool for studies related to the effects of different drugs, or growth factors, providing
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valuable information about biological response of cells grown in different spatial
organizations.
Keywords: Cell culture, Cardiac aggregates and Heart.

1. INTRODUCAO

O cultivo de mini-coracfes tem sido utilizado como ferramenta de estudo de doencas
cardiovasculares as quais acometem a populacdo mundial. Cerca de 40 % dos pacientes
que apresentam a sintomatologia das doencas cardiovasculares evoluindo para a
insuficiéncia cardiaca com uma estimativa de vida de 5 anos, sendo mais grave que cancer
de prostata. De acordo com a Organizacdo Pan-americana de Saude as doencas
cardiovasculares sao a principal causa de 6bitos na populacdo mundial. Estima-se que 17,7
milhdes de pessoas morreram por doencas cardiovasculares em 2015, representando 31%
de todas as mortes em nivel global. Desses 6bitos, estima-se que 7,4 milhdes ocorrem
devido as doencas cardiovasculares. Das 17 milhdes de mortes prematuras (pessoas com
menos de 70 anos) por doencas crénicas nao transmissiveis, 82% acontecem em paises
de baixa e média renda e 37% s&o causadas por doencas cardiovasculares
(ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DE SAUDE, 2019).

Desta forma entender os mecanismos que promovem a hipertrofia celular cardiaca,
e que progridem para a deterioracédo das estruturas cardiacas é 0 passo que permitem criar
novos farmacos que serdo propostas de tratamento das doencas cardiovasculares que
evoluem para uma insuficiéncia cardiaca. Esta revisdo bibliogréfica teve como objetivo
mostrar as novas ferramentas biotecnoldgicas relacionadas ao cultivo de células cardiacas
bidimensional (2D) e agregados 3D que possam servir de ferramentas para tratamento
farmacol6gico bem como a compreensédo das vias de sinalizacdo de processos bioldgicos

cardiacos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MORFOLOGIA DO CORACAO

A utilizacdo das ferramentas virtuais para ensinar a anatomia das estruturas
cardiacas tem sido muito aplicada atualmente. Para que sejam feita uso desta ferramenta
faz-se necesséario o estudo detalhado da anatomia nos quais as reconstrucées sao

baseadas e devem ser precisos (MORI, 2019).
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O coracao possui uma organizacdo helicoidal, espiral dupla, apresentando quatro
valvas sendo duas valvas atrioventriculares (mitral e tricispide) e duas semilunares
(pulmonar e aortica) e quatro camaras, sendo dois atrios e dois ventriculos (TORRENT-
GUASP et al., 2001). Diante da sua importancia anatomo-fisiolégica o coracdo € um 0rgao
localizado no mediastino médio, onde desempenha fun¢des hemodinamicas, de conducéo,
sucgao, ejecao e pressao no sistema condutor e manutencao arterio-venoso dos diversos
orgdos. Desse modo é necessario um sistema biofisico autoajustavel, biomecénico e
vetorial elétrico que desenvolva o ciclo cardiaco. Como pilar dessa divisdo anatémica,
evidencia-se o esqueleto fibroso do coracéo, estrutura complexa de colageno que ancora
as fibras musculares cardiacas fomando os septos interatriais, ventriculares e anéis fibrosos
circulantes sustentadores dos 0stios das valvas cardiacas (MARESKY et al., 2019).

O atrio direito recepciona o sangue venoso sistémico proveniente da veia cava
superior e da veia cava inferior, bem como o sangue de retorno das corondrias através do
seio Coronario. Sua parede medial e posterior € formada pelo septo interatrial, estrutura
que o separa do atrio esquerdo. O seu assoalho € a valva atrioventricular direita que se
abre no ventriculo direito. Visto pelo lado direito, o septo interatrial apresenta uma estrutura
caracteristica, a fossa oval, a qual exibe contorno saliente e regido central constituida por
uma lamina delicada (JOHANSSON; ERIKSSON; DELLBORG, 2009).

Estudos de necropsia sugerem que ele esteja presente em até 27% dos adultos.
Permanecendo na cavidade da VCI e do seio coronariano temos estruturas valvares,
requiscios embrionarios, que sao respectivamente a valva de Eustdquio e a valva de
Thebésio (BURCH; MIZUGUCHI; DINARDO, 2012). Préximo a desembocadura da VCS,
no AD também se encontram duas estruturas importantes para o automatismo cardiaco: o
nd sinusal e o nd atrioventricular (AV). Como delimitacdo inferior do AD, a valva
atrioventricular direita é constituida por Anel fibroso, cordas tendineas e musculos
papilares, projecdes musculares cbnicas com bases fixadas a parede e trés cuspides
(MOORE, 2018).

A segunda cavidade do coracéao direito, o VD, € uma camara tubular com formato
em V.0 anel tricuspideo e o pulmonar formam as pontas desse V, onde as paredes livres,
septal e apical delineiam as margens anterior, posterior e inferior desta cavidade. O formato
irregular do VD dificulta a avaliacdo dos volumes e da fungdo sistélica com métodos
ecocardiograficos como o0s uniplanares e geométricos simples (HAHN; ABRAHAM,;
ADAMS, 2013).

Seguindo o sentido em direcdo para os pulmdes, tem-se a a valva pulmonar que é
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uma estrutura anterior no térax e encontra-se em um plano obliquo em relagéo ao plano da

7

valva aodrtica. A Valva Pulmonar é uma valva semilunar constituida por trés valvulas
denominadas por suas posi¢des relativas a valva aortica (esquerda, direita e anterior
(DWARAKANATH; CASTRESANA; BEHR, 2015). A valvar adrtica € uma continuacao da
via de saida do ventriculo esquerdo que, esta a direita e posterior a via de saida do
ventriculo direito, com sua margem posterior encunhada entre o orificio da VM e o SIV
muscular (PIAZZA; DE JAEGERE; SCHULTZ, 2008).

Em relacéo a anatomia interna e externa do AE podemos destacar internamente que
0 atrio contém paredes lisas, musculos pectineos e uma auricula muscular menor. Em
relacdo a caixa toracica, é a camara cardiaca mais posterior do coracdo que encontra-se
adjacente ao esb6fago, e separado apenas pelo pericardio fibroso (HO; MCCARTHY;
FALETR, 2008). A carina traqueal, o es6fago e a aorta descendente estdo imediatamente
atras da parede posterior do AE. Em relacédo ao AD, o AE é mais posterior e superior e esta
separado do AD pelo Septo-interatrial (DAL-BIANCO; LEVINE, 2013).

O coracdo fornece ao sistema circulatorio uma pressao indispensavel para a ejecao
sanguinea, onde ao realizar a sistole e a diastole ejeta 0 0 sangue para diferentes partes
do corpo através dos vasos. O septo interventricular e interatrial separa o coracédo em duas
metades que consistem de um atrio e um ventriculo (MYERSON; FRANCIS; NEUBAUER,
2013). Desta forma o coragdo possui uma morfologia anatdbmica bem descrita fazendo

necessario descrever a sua formacédo embriolégica.

2.2 EMBRIOLOGIA CARDIACA

O coracgdo é o primeiro 6rgao a se formar durante a embriogénese, e sua funcéo
circulatéria é critica desde o inicio para a viabilidade do embrido de vertebrados (ZAFFRAN;
FRASCH, 2002). O musculo cardiaco desenvolve-se a partir do mesoderma esplancnico,
através dos dois primérdios cardiacos laterais que migram para a linha média e que se
fundem iniciando a formacao do tubo cardiaco que inicialmente é simétrico. O tubo cardiaco
alonga-se e comeca a realizar o movimento de formacéao de alcas (looping) que é o primeiro
sinal de assimetria esquerda-direita do coracdo. Durante o looping, os futuros ventriculos
tornam-se distintos e aumentam para fora, e a regido atrial bem como o sistema venoso
sao forcados dorsalmente e cranialmente. Isso faz com que as camaras primitivas se
alinhem, o que é necessario para a futura integracao entre elas (HARVEY, 2002).

Os precursores celulares, moleculares e teciduais das valvulas tricuspide e mitral

sdo estabelecidos durante o looping. Estas valvulas sdo formadas a partir de células da
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camada endocardica do coracdo, as quais migram e proliferam para formar coxins
endocardicos, que por sua vez dao origem a regido de saida do coracgdo, originando as
valvulas aorticas e pulmonares (BRUNEAU, 2000). A camada exterior do coracdo
(epicardio), a circulacéo coronaria e os fibroblastos intersticiais sdo todos derivados de uma
populacdo mesenquimal localizada na base do desenvolvimento do coracdo denominada
de drgao pré-epicardico. Apds completar o looping cardiaco, o tubo cardiaco cresce pela
proliferacdo dos cardiomiocitos j& existentes no coracdo embrionario (KELLY; HARVEY,
2004).

Os mioblastos cardiacos diferenciam-se a partir do miocardio primitivo e se
desenvolvem através da ativacdo de genes cardiacos especificos, onde alguns fatores de
transcricdo sao fundamentais no controle da cardiomiogénese. Embora alguns destes
fatores tenham sido determinados, 0s seus papéis durante a cardiomiogénese necessitam
ser melhor caracterizados (HARTUNG et al., 2013).

Existem diversas familias de fatores de transcricdo envolvidas na cardiomiogénese
dentre as quais estéo as familias GATA, MEF2 e Nkx2.5. Os fatores GATA sdo uma familia
de reguladores transcricionais que sao expressos de uma maneira especifica (HARVEY,
2002). A familia MEF2 pertence a familia de reguladores transcricionais MADS-box, e
apresenta uma funcdo central na morfogénese e miogénese de células musculares
esqueléticas, cardiacas e lisas. O desenvolvimento cardiaco depende também da
regulacdo da atividade de outros fatores de transcricdo, como as familias T-Box e
Homeodominio (YOUNG et al., 2011).

2.3 MARCADORES CARDIOMIOGENICOS

O Nkx2.5 é o marcador mais precoce do desenvolvimento do coracédo, precedendo
outros genes cardiacos especificos. Este interage com os fatores de transcricdo e membros
das familias T-Box e GATA, colaborando na regulacdo de diferentes promotores
(BRUNEAU et al., 2000; HIROI et al., 2001; VON BOTH et al.,, 2004). Sua expressao
também é detectada em mioblastos, no mesoderma visceral da extremidade distal do
estbmago e no tecido mesentérico proximo ao estbmago (LINTS et al., 1993). A expressao
de Nkx2.5 em células progenitoras embriondrias cardiacas e em cora¢do adulto sugere um
papel na diferenciacdo da linhagem do miocéardio e na manutencao do fenotipo cardiaco
(ANDERSON, 2018).
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2.4 O MUSCULO CARDIACO

O musculo estriado cardiaco, o qual constitui o0 miocardio, & formado por células
alongadas que sao geralmente mononucleadas ou binucleadas, e que se unem as células
vizinhas através de juncles celulares que serdo explicadas com maior detalhe mais a
frente. O miocardio mostra muitas caracteristicas estruturais e funcionais intermediarias
entre os tecidos musculares esqueléticos e lisos. Suas contrag6es sédo fortes e utilizam uma
grande quantidade de mitocéndrias, como no musculo estriado esquelético, e, como o
musculo liso, suas contracdes sdo continuas e iniciadas por mecanismos involuntarios
(YOUNG et al., 2007).

As células cardiacas sao alongadas e cilindricas com aproximadamente 85 a 100
pMm de comprimento e 15 a 20 um de didmetro. Os cardiomiécitos dos atrios sdo menores
do que os dos ventriculos. O miocardio consiste em um arranjo tridimensional de
cardiomidcitos alongados e aderidos a outros cardiomiécitos adjacentes. Em nivel celular,
€ possivel se observar que as miofibrilas de uma célula cardiaca parecem ter uma
continuidade, em termos de alinhamento, com as miofibrilas da célula vizinha. Estudos
indicam que a formacdo de adesdes celulares tem um papel fundamental durante este
processo de alinhamento de miofibrilas de células adjacentes (SHEIKH; ROSS; CHEN,
2009).

Os cardiomidcitos apresentam estriacdes transversais por toda miofibrila o que se
assemelha com o aparelho contratil do musculo esquelético (KIERSZENBAUM, 2008).
Entretanto apresentam algumas diferencas, como os tubulos T que sdo encontrados na
regido do disco Z e sdo mais largos que os de musculos esqueléticos (estes encontrados
na regido de juncao de banda A-), o reticulo sarcoplasmatico nao é tao longo quanto o do
musculo esquelético, a presenca de diades (interacdo entre o tibulo T com uma cisterna
do reticulo sarcoplasmatico) ao invés de triades que sao tipicas de musculo esquelético, e
maior quantidade de mitocdndrias em compara¢do com o musculo esquelético (GUYETTE
et al., 2016).

Os principais componentes dos sarcémeros séo os filamentos grossos (15 nm de
didametro e 1,5 ym de comprimento), constituidos de miosina do tipo Il, e os flamentos finos
(6 nm de didmetro e 1 ym de comprimento), constituidos de actina, tropomiosina e as
troponinas C, T e | (também conhecido como o complexo das troponinas). Os filamentos
grossos e finos estdo organizados num padrédo longitudinal e regular na direcdo do
movimento do sarcomero (SARANTITIS et al., 2011).

Ciéncia, Inovacao e Tecnologia na Amazdnia. Stricto Sensu Editora, 2019.




2.5 DISCOS INTERCALARES

Outra caracteristica importante no musculo cardiaco € a presenca de discos
intercalares, que ligam as células cardiacas funcionando como regifes juncionais
especializadas entre estas células e onde suas extremidades se unem (coincidindo sempre
com a linha Z). Os discos intercalares sdo responsaveis por transmitir a forca de contracao
e oferecem &reas de baixa resisténcia elétrica para a rapida disseminagcdo da excitacao
através do miocardio (BAHARVAND et al., 2005). Os cardiomidcitos estdo unidos uns aos
outros através dos discos intercalados que € uma regido complexa e essencial para as
funcdes elétricas, mecanicas, de sinalizacdo e comunicacgao entre as células (WILSON et
al., 2013).

As juncbes aderentes (as faixas de adesao) e os desmossomas desempenham
principalmente um papel mecéanico, dando uma direcao longitudinal aos cardiomidcitos.
Alteracfes nas moléculas que constituem as estruturas desses dois tipos de adesdes estédo
associadas a doencas cardiacas (HIRSCHY et al., 2005).

As juncdes comunicantes ou juncgdes do tipo gap estéo presentes principalmente nas
porcdes longitudinais dos discos intercalares e sdo locais de baixa resisténcia elétrica,
através dos quais ocorre excitacdo de célula para célula. Possuem um papel importante na
excitacdo do miocérdio bem como na mediacdo da propagacdo do impulso, coordenando
a contracdo cardiaca (GROS et al., 2004). No coracao adulto, os canais das juncdes
comunicantes sdo essenciais para a propagacdo do potencial de acédo a partir do nodo
sinoatrial para a integridade mecéanica do miocardio. As juncdes comunicantes possuem
conexons que sao canais intercelulares responsaveis pela troca de ions, metabdlitos, e
pequenas moléculas entre cardiomiocitos vizinhos (WILSON et al., 2013).

Os conexons tém um papel importante tanto no inicio do desenvolvimento cardiaco
como na diferenciacao e na proliferacédo de cardiomiécitos. Estes conexons sdo compostos
por proteinas denominadas conexinas, que possuem mais de 20 genes identificados em
vertebrados. Estes genes codificados sdo nomeados de acordo com seus respectivos
pesos moleculares (SOHL; WILLECKE, 2004).

Dentre as conexinas expressas no coracao de vertebrados podemos citar as
conexinas 37, 40, 43 e 45. Em cardiomidcitos ventriculares as isoformas embrionarias sao
as conexinas 40 e 45. Sabe-se que ambas as isoformas s&o substituidas durante o
desenvolvimento pela conexina 43 em células ventriculares do miocéardio (SEVERS et al.,
2006).
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2.6 O CITOESQUELETO DO MUSCULO CARDIACO

O citoesqueleto dos cardiomiocitos possui um lugar especial entre as estruturas
subcelulares, devido a sua complexidade e sua excepcional organizacdo. As proteinas que
compdem o citoesqueleto cardiaco e suas interacdes sao alvos de estudos. Tem sido
demonstrado que mutacdes dessas proteinas estdo envolvidas em varias cardiomiopatias
(MARIAN, 2010).

O citoesqueleto das células cardiacas possui uma estrutura altamente organizada
que é responsavel pela eficiéncia da contragdo muscular. Em cardiomiécitos, o
citoesqueleto € um fator intrinseco determinante na eficacia da funcao destas células, ja
que qualquer dano ao citoesqueleto podera levar a insuficiéncia cardiaca (HELING et al.,
2000). Um conjunto de proteinas do citoesqueleto compde as miofibrilas e as suas
interacbes com a membrana plasmatica e com a matriz extracelular (GANOTE;
ARMSTRONG, 1993).

2.7 MICROFILAMENTOS E MICROTUBULOS

O microtubulos dos cardiomiocitos sdo responsaveis por transmitir os estimulos
guimicos e mecanicos de dentro da célula, contribuindo dessa forma para a estabilidade ja
que estdo ligados a estruturas subcelulares da célula, tais como as mitocondrias, o
Aparelho de Golgi e as miofibrilas. Eles sdo capazes de alterar a resposta das células do
miocardio para o antagonista -adrenérgico (SCHWEITZER et al., 2011).

Os microfilamentos sdo compostos de actina, onde o monémero globular é chamado
de actina-G e a sua forma polimérica filamentosa é chamada de actina-F. Existem duas
isoformas de actina alfa (a) nos musculos estriados, a esquelética e a cardiaca, que séo
diferentes das isoformas de células de musculo liso e de células ndo musculares, sendo
cada uma destas 4 variantes de actina codificada por um gene diferente. As células
musculares ainda possuem as duas isoformas citoplasméticas beta e gama (PERRIN;
ERVASTI, 2010).

Os filamentos de actina se ligam a uma grande variedade de proteinas acessorias
que permitem aos mesmos participarem de diferentes fun¢des. Algumas dessas proteinas
acessorias ligam os filamentos de um mesmo tipo entre si, a outro tipo de filamento e, ainda,
a componentes celulares. Existem também proteinas acessérias motoras (as miosinas),
que hidrolisam ATP, produzindo forgca e movimento direcionado ao longo desses filamentos
(DARNELL et al., 2000). Estas proteinas associadas a actina sdo essenciais para o correto

funcionamento dos sarcomeros das células musculares cardiacas, podendo citar como
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exemplos a tropomiosina, as troponinas (I, C e T) e a miosina do tipo Il (MERMELSTEIN et
al., 2000).

2.8 FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

As proteinas nebulina e nebulete participam da interacao dos filamentos de desmina
com as linhas Z. A localizacdo da desmina na linha Z é descrita como tendo um papel na
manutencao da integridade do sarcomero no momento da contracéo cardiaca. Além de sua
localizac&o na linha Z, a desmina também se encontra associada a membrana externa do
envelope nuclear (MERMELSTEIN et al.,, 2006). Existe um aumento de desmina em
cardiomidcitos na hipertrofia cardiaca. Além disso, altera¢des nos filamentos intermediarios
de desmina foram associados com a reduc¢éo da funcdo cardiaca (DI SOMMA et al., 2004).

2.9 O MODELO DE ESTUDO DE CULTURA DE CARDIOMIOCITOS

Duas abordagens principais para terapia de substituicdo do tecido cardiaco tém sido
descritas nas duas Ultimas décadas: a utilizagcdo equivalente de células isoladas in vitro e o
uso de tecidos gerados pela bioengenharia (ZIMMERMANN et al., 2002; MOTLAGH et al.,
2003; SHAPIRA-SCHWEITZER et al., 2007).

A técnica de cultivo de células primarias de vertebrados surgiu na década de 50 e
vem sendo aprimorada ap0s varios anos de desenvolvimento. A evolugdo desta técnica foi
conseguida principalmente através da introducdo de antibi6ticos, que controlam as
contaminacdes, e do uso de enzimas proteoliticas, como a tripsina, que ajudam o
isolamento de células a partir de fragmentos de tecidos. Esta técnica é bastante utilizada
atualmente na area de pesquisa biomédica. Existem muitas vantagens no uso de cultura
de células como modelo experimental, dentre eles podemos citar: o controle das variaveis
experimentais, a homogeneidade das amostras e a diminuicdo do uso de animais em
experimentos (RYAN, 2008).

Culturas de cardiomiécitos podem ser feitas de duas formas principais: culturas
crescidas em ambientes em duas dimensdes (2D) ou em trés dimensdes (3D). As culturas
em 2D sdo aquelas em que as células sdo isoladas do tecido e crescem em uma
monocamada. Ja as culturas em 3D sdo aquelas em que pequenos fragmentos de tecido
sao isolados e crescem mantendo a estrutura tridimensional do tecido de origem. A cultura
de cardiomiocitos em 2D possui a vantagem de ser mais acessivel a estudos sobre a
distribuicdo e expressdo de proteinas e outras macromoléculas em compartimentos

celulares especificos, quando comparados a culturas de cardiomidcitos em 3D. Por outro
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lado, o tecido cardiaco ndo é composto de células isoladas e os cardiomiocitos séo
encontrados em estreito contato uns com 0s outros no corac¢do, onde funcionam de uma
maneira altamente coordenada onde a ligacdo entre as células € parte fundamental do
orgao (GUPTA, 2012).

Existem alguns trabalhos na literatura que abordam as vantagens/desvantagens dos
modelos de culturas de cardiomiocitos em 3D. Sabe-se que tecidos e 6rgdos dependem de
uma estrutura complexa tridimensionalmente (3D) e multicelular para seu funcionamento
(TAVAKOLI; AMINI, 2013). Restabelecer a arquitetura desses tecidos nos modelos ex vivo
ou in situ é um grande objetivo da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa. O
coracdo é um dos alvos principais nessas investigacbes, porém as organizacdes
tridimensionais das células que o compde ainda ndo sao estdo bem esclarecidas (AKINS
et al., 2010). Ross e Borg (2001) mostraram que culturas 3D de cardiomiécitos mimetizam
a morfologia do tecido cardiaco in vivo permitindo desta forma as interagdes célula-célula,
a diferenciacdo e as propriedades elétricas, as quais sdo qualidades essenciais para a
identidade e a integridade das estruturas do coracao.

De acordo com Soares (2012) as culturas de agregados cardiacos 3D e células 2D
no mesmo ambiente mostram um grande potencial em termos experimentais, ja que estas
culturas sdo compostas por 2 tipos de culturas, células cardiacas 2D e os agregados
cardiacos 3D organizadas no mesmo ambientes (Figura 1). Além de ter sido observado

migracao celular das células cardiacas do agregado (Figura 2).

%

‘ 1- Separagdo mecanica

‘ 2- Ciclos de tripsinizagoes

Cultura de células Cultura de ¢
isoladas 2D Agregados 3D Agregados 3D
e células 2D

Figura 1. Representacao esquematica demostrando 3 tipos de cultivo de células e

agregados 3D.
Fonte: (SOARES et al., 2019)
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Figura 2. Na imagem podemos observar as diferengas morfologicas entre as células 2D e

0 agregado 3D. Em azul podemos observar a marcagéo da sonda Dapi dos ndcleos das células 2D e dos
Agregados, em vermelho o citoesqueleto de actina e em verde a trama de microtibulos (SOARES et al.,
2012).

Os agregados cardiacos 3D sao na verdade pequenos fragmentos de coracéo, o que
os torna semelhante ao tecido cardiaco in vivo. Ja as células em 2D s&o células cardiacas
isoladas umas das outras e um pouco mais distantes da situacao in vivo. Isto pode explicar
as diferencas por nés observadas em relacdo as células organizadas em 2D ou 3D. Esta
morfologia das células 2D é bem diferente da descrita para cardiomiécitos encontrados no
tecido cardiaco, visto que estes se apresentam em formato alongado e bipolar (GUYETTE,
2016).

Quanto as diferencas nas caracteristicas foram vistas nas adesdes intercelulares,
motilidade celular, proliferagéo celular, organizacado da matriz extracelular, morfologia das

mitocondrias, formacdo das estruturas do sarcémero, capacidade de contracdo




espontanea, e expressdo de varios marcadores da diferenciacdo cardiaca. De acordo
com Soares (2012) essas diferencas refletem provavelmente nas variagdes encontradas
em relag&o a organizagéo tridimensional de cada ambiente (Imagem 1). Ocorrer a migracao
celular das células 2D e das células do agregado cardiaco nesse modelo de cultura € um
processo essencial no desenvolvimento, e também estd associada a processos
patologicos. A migracdo da uma célula ou grupo de células, de uma é&rea para outra,
geralmente em resposta a um sinal quimico, é fundamental para algumas funcfes tais
como: reparacdo de feridas, diferenciacdo celular, desenvolvimento embrionario e
metastase tumoral (JAKAB et al., 2008).

3. CONCLUSAO

O modelo de cultura de células cardiacas 2D e agregados 3D apresentam um
enorme potencial para estudos sobre os mecanismos de agao de diferentes substancias
gue tem como alvo diferentes estruturas celulares, sendo uma excelente ferramenta para
estudos sobre os efeitos de diferentes drogas, ou fatores de crescimento, dando
informacdes valiosas sobre a resposta bioldgica de células cultivadas em diferentes

organizacdes espaciais.
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CAPITULO 20

ANUROS: DA REJEICAO A IMPORTANCIA DO CONHECIMENTO NA
EDUCACAO AMBIENTAL
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RESUMO

Uns dos grupos de animais mais ameacados atualmente sdo os anfibios anuros, fato que
pode estar relacionado ao desconhecimento de seu importante papel ecoldgico. Os animais
desse grupo sédo cercados de mitos e lendas de culturas distintas, sendo considerados
muitas vezes como perigosos pela sociedade. No entanto, nunca refletimos o inverso, onde
o ser humano se torna perigoso para esses animais. Para formar uma populacéo consciente
e preocupada com os problemas ambientais, a educagdo ambiental pode ser um
instrumento valioso, preservando o meio ambiente através de conhecimentos e acodes
participativas O presente trabalho tem o objetivo de discutir sobre as diversas relagdes
estabelecidas entre os anuros e 0s seres humanos, buscando uma reflexdo acerca da
importancia que esses vertebrados apresentam na vida de todos 0s outros seres vivos que
compdem o complexo sistema biosfera. As atividades foram desenvolvidas nas escolas
AME (Associagdo Modelar de Ensino) e na Escola Neutel Maia, publica, ambas localizadas
em Rio Branco, Acre. Foram aplicados questionarios semiestruturados envolvendo dois
professores e 212 alunos para analisar a concep¢ao que a comunidade escolar tem em
relacdo aos sapos e avaliar a importancia ecoldgica, econémica e social que as pessoas
atribuem aos mesmos. Foram desenvolvidas aulas praticas para difundir o papel dos anuros
na natureza e contribuir para reverter o nivel de rejeicdo desses organismos entre alunos
do ensino fundamental.

Palavras-Chave: Educacdo Ambiental; Anuros; Rejeicao.

ABSTRACT

Some of the most threatened groups of animals today are anuran amphibians, a fact that
may be related to the lack of knowledge of their important ecological role. The animals in
this group are surrounded by myths and legends from different cultures, and are often
considered dangerous by society. However, we never reflect the reverse, where humans
become dangerous to these animals. In order to form a population that is conscious and
concerned with environmental problems, environmental education can be a valuable
instrument, preserving the environment through participatory knowledge and actions. The
present work has the objective of discussing the various relationships established between
anurans and beings human beings, seeking a reflection on the importance that these
vertebrates present in the life of all other living beings that compose the complex biosphere
system. The activities were developed in the AME (Modeling Teaching Association) and the
Neutel Maia School, public, both located in Rio Branco, Acre. Semi-structured
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guestionnaires involving two teachers and 212 students were applied to analyze the school
community's conception of frogs and to evaluate the ecological, economic and social
importance that people attribute to them. Practical classes were developed to disseminate
the role of anurans in nature and help to revert the level of rejection of these organisms
among elementary school students.

Keywords: Environmental Education; Anuros; Rejection.

1. INTRODUCAO

Uns dos grupos de animais mais ameacados atualmente sao os anfibios anuros, fato
que pode estar relacionado ao desconhecimento de seu importante papel ecoldgico
(HOFFMANN et al., 2010). Os anuros apresentam algumas caracteristicas biolégicas e
ecologicas, tais como dependéncia de agua ou de habitat Umidos para a reproducao, pele
permedvel e exposta, baixa capacidade de deslocamento e sensibilidade as mudancas no
ambiente e por esses motivos, qualquer alteracdo no habito pode causar grandes impactos
nas populagdes (HADDAD; PRADO, 2005; ROSSA-FERES et al., 2008; TOLEDO, 2009).

De uma maneira geral, os anuros demonstram sinais de condi¢cdes adequadas de
habitat, pelo fato de sua histéria de vida estar diretamente associada ao ambiente, ndo sé
por apresentarem forte sensibilidade as alteracbes na qualidade da &gua, ja que sao
dependentes do meio aquético (GASCON, 1991), como também, grande parte das
espécies, se relacionam intensamente com a vegetacdo nas proximidades dos corpos
d’agua, onde a qualidade da estrutura da paisagem garante a manutencédo das popula¢cdes
(PARRIS, 2004).

Por outro lado, os animais desse grupo séo cercados de mitos e lendas de culturas
distintas, sendo considerados muitas vezes como perigosos pela sociedade. No entanto,
nunca refletimos o inverso, onde o ser humano se torna perigoso para esses animais. Na
cultura arabe, oriental e pré-colombiana eles assumem um papel de destaque, sendo
associados a deuses, espiritos bons e protetores. Entretanto, na Europa, no periodo da
Idade Média, os anuros ganharam um papel aterrorizante, onde foram associados a
bruxaria e manifestacdes do mal. Isso pode ser atribuido ao fato da similaridade entre a
forma do corpo do anuro e a forma do corpo humano (WOEHL; WOEHL, 2008).

No mundo inteiro, relevantes e diferentes valores séo atribuidos aos anfibios anuros,
como por exemplo, na regulacdo das cadeias alimentares, principalmente no controle de
pragas. Consequentemente, sdo esses animais que trazem contribuicdes importantes para

a manutencdo da producdo agricola, além de serem considerados bons indicadores
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ambientais devido a sua sensibilidade a alteracbes no meio (HADDAD, 2008; TOLEDO,
2009). Economicamente possuem importancia na medicina e farmacologia devido a
substancias quimicas secretadas por sua pele, e ha também espécies, como a ra-touro
(Lithobates catesbeianus) que sdo comestiveis, sendo cultivadas em diferentes paises do
mundo (BARROS, 2005).

Devido ao habito noturno e aparéncia peculiar destes animais, foram criados varios
mitos e crendices populares em torno destes, fazendo com que as pessoas, acabam por
mata-los sem saber que os mesmos tém papel importante nos ecossistemas (CRESPO;
OLIVEIRA, 1989). A reducdo desses anfibios apresenta consequéncias ecoldgicas
importantes, pelo fato de terem grande importancia na cadeia alimentar (LOEBMANN,
2005).

A utilizacdo dos anuros como indicadores de alteragcdes ambientais, tem sido
reconhecida por diversos pesquisadores (BLAUSTEIN; WAKE, 1990). No entanto, o nivel
de rejeicdo anuro é normalmente elevado por falta de conhecimento, mas atraves da
conscientizacdo ambiental é possivel construir conceitos capazes de desmistificar as
aversfes populares existentes sobre algumas espécies animais, inclusive os anfibios
anuros (sapo, perereca e ra).

As criancas em idade escolar possuem uma curiosidade fértii que pode ser
explorada, pois ndo tém medo de manusear e observar coisas novas. Elas ndo tém os
preconceitos dos adultos, sendo grandes multiplicadores de conhecimento. Partindo deste
principio é importante trabalhar conceitos basicos de educacao ambiental, buscando formar
sujeitos conscientes capazes de entender as questdes que lhes sdo postas e com seus
saberes, melhorar a condigdo ambiental do lugar onde vivem (ANJOS, 2003).

Deve-se compreender que todos 0s seres vivos tém sua devida importancia, portanto
€ necessaria a pratica da educacdo ambiental em diferentes espacos, levando em
consideracdo que a necessidade da conservacdo do meio ambiente é cada vez maior e
necessita ser trabalhada com a sociedade e em todos os niveis de educacao de forma
contextualizada com a realidade (DIAS, 1991; MEDEIROS et al., 2011). Para que haja a
conservacdo da biodiversidade é necessaria a desmistificacdo de certas crengas sobre
esse grupo de animais, deixando claro seu papel para a manutencdo da qualidade
ambiental, enquanto bioindicadores e com potencial farmacoldgico.

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar o nivel de rejeicdo dos anuros
em escolas de ensino fundamental de Rio Branco, difundindo informagdes sobre o grupo,

através de atividades de Educacdo Ambiental.
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2. MATERIAIS E METODOS

As atividades foram desenvolvidas nas escolas AME (Associacdo Modelar de
Ensino) particular, localizado na Rua Anténio Pinheiro Sobrinho, Bairro Santa Quitéria e na
Escola Neutel Maia, publica, localizada na Av. Nac¢bes Unidas, bairro Bosque. Foram
aplicados questionarios semiestruturados envolvendo dois professores e 212 alunos para
analisar a concepcao que a comunidade escolar tem em relacdo aos sapos e avaliar a
importancia ecoldgica, econdmica e social que as pessoas atribuem aos mesmos.

Foram desenvolvidas palestras para difundir o papel dos anuros na natureza e
contribuir para reverter o nivel de rejeicdo desses organismos entre alunos do ensino
fundamental (Figura 1). As aulas praticas abordaram os mitos populares sobre danos
causados pelos sapos, como o aparecimento de “cobreiros” e outros problemas de pele.
Na aula prética (figura 2) foram apresentados os anfibios anuros do Acervo Didatico de
Zoologia do Professor Moisés Barbosa da Universidade Federal do Acre (UFAC). Nessa
atividade, os alunos tiveram a possibilidade manusear os espécimes e de se expressarem

sobre sua experiéncia.

Figura 1. Palestra para difusdo do papel dos anuros na natureza.
Foto: Patricia Malta

Figura 2. Apresentagéo do acervo de anfibios anuros da Universidade Federal do Acre.
Fonte: Hassem Ide.
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3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Com relacdo ao questionamento relativo ao contato frequente com diferentes tipos
de animais, observou-se que 83% e 47% dos alunos do AME e Escola Neutel Maia,
respectivamente responderam que sim. No AME, apenas 17% dos alunos responderam
gue nao, e na Escola Neutel Maia 53% dos alunos entrevistados disseram que n&o tiveram

contato frequente com animais (Figura 3).

Vocé tem ou tinha contato frequente

Vocé tem ou tinha contato frequente
com diferentes tipos de animais ?

com diferentes tipos de animais ?

B Sim
® Nao

A) B)

Figura 3. A) Referente a pergunta se os alunos tinham contato frequente com diferentes
tipos de animais no Colégio AME. B) Referente a pergunta se os alunos tinham contato
frequente com diferentes tipos de animais na Escola Neutel Maia.

Em relacdo a quais animais tém ou tinham contato frequente, observou que 66%
foram cachorros e 34% foram gato, no Colégio AME. Ja a na Escola Neutel Maia observou-

se que 61% dos alunos tém mais contato com cachorro e 39% com gato (Figura 4).

Quais animais vocé ou tinha contato Quais animais vocé ou tinha contato
frequente ? frequente ?

‘34% B Gato
66% m Cachorro

A) B)

B Gato

m Cachorro

Figura 4. A) Referente a quais animais os estudantes do Colégio AMEM tem ou tinha
contato frequente. B) Referente a quais animais os estudantes da Escola Neutel Maia tém
ou tinham contato frequente.
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Sobre o0 questionamento, se tém medo ou nojo de sapos, 70% alunos do AME
disseram que sim e 28% n&o. Enquanto 64% alunos da Escola Neutel Maia disseram sim
e 32% néo, conforme indicado nas figuras 5.

Vocé tem medo ou nojo de sapos? Vocé tem medo ou nojo de sapos?

| 5im
m Nio

. Os dois
Os dois

A) B)

Figura 5. A) Referente a pergunta realizada no Colégio AME se os estudantes tinham
medo ou nojo de sapo. B) Referente a pergunta realizada na Escola Neutel Maia se os
estudantes tinham medo ou nojo de sapo.

Em relacdo a questdo, se 0s sapos sao animais venenosos, notou-se que 71% dos
alunos do AME disseram sim e 29% nao, enquanto na Escola Neutel Maia 58% disseram

nao e 42% sim (Figura 6).

Os sapos sdao animais venenosos? Os sapos s3o animais venenosos?

B Sim mSim

m Nao mNio

A) B)

Figura 6. A) Referente a pergunta realizada no Colégio AME se 0s sapos sdo animais
venenosos. B) Referente a pergunta realizada na Escola Neutel Maia se 0s sapos séo
animais venenosos

Em relacéo a questédo, vocé ja jogou sal para espantar os sapos, 55% dos alunos do
AME responderam que sim e 45 % que ndo. Enquanto 51% alunos da Escola Neutel Maia

responderam sim e 49% que néao (Figura 7).
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Vocé ja jogou sal para espantar o Vocé ja jogou sal para espantar o sapo?
sapo?

M Sim mSim

m Nao m Nio

A) B)

Figura 7. A) Referente a pergunta se os estudantes do Colégio AMEM j& jogaram sal para
espantar os sapos. B) Referente a pergunta se os estudantes na Escola Neutel Maia ja
jogaram sal para espantar os sapos.

Sobre o questionamento, se ja ouviram falar que o xixi de sapo pode cegar, 64%
alunos do AME disseram gque sim, enquanto 36% disseram néo. Ja 60 % dos alunos da

Escola Neutel Maia disseram sim e 40% nao (Figura 8).

Ja ouviu falar que o xixi do sapo Ja ouviu falar que o xixi do sapo pode
pode cegar ? cegar?

Si
36% "
® Nao
64%

A) B)

Figura 8. A) Referente a pergunta realizada no Colégio AME se os estudantes ja ouviram
falar que xixi do sapo pode cegar. B) Referente a pergunta realizada na Escola Neutel
Maia se os estudantes ja ouviram falar que xixi do sapo pode cegar.

W S5im

m Nio

Sobre se ja ouviram algum sapo coaxando, 76% colégio AME responderam sim,

enquanto 24% nao. Ja na Escola Neutel Maia 67% disseram sim e 33% ndao (Figura 9).

P . &ija i ?
Vocé ja ouviu algum sapo Vocé ja ouviu algum sapo coachando?
coachando?

= 5im

B Sim

m Nio

A) B)

Figura 9. (A) Referente a pergunta realizada aos alunos do Colégio AME se j& ouviram
algum sapo coaxar. (B) Referente a pergunta realizada aos alunos da Escola Neutel Maia
se ja ouviram algum sapo coaxar.
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Quanto a questao referente ao que os sapos comem, 100% dos alunos de ambas as

escolas afirmaram os sapos comem insetos (Figura 10).

O que os sapos comem ? 0 que os sapos comem ?

M Insetos M Insetos

M Frutas M Frutas

Carne
Carne

A) B)

Figura 10. A) Referente a pergunta realizada aos estudantes do Colégio AME sobre o
gue os sapos comem. B) Referente a pergunta realizada aos estudantes da Escola Neutel
Maia sobre o que os sapos comem.

Em relacdo questdo, se morrem todos os sapos do mundo, fara alguma diferenca
para o meio ambiente, 76% dos alunos do AME responderam que sim, e 24% n&o. J&4 68%

dos alunos da Escola Neutel Maia disseram que sim e 32% néo (Figura 11).

Se morrem todos os sapos do mundo, Se morrem todos os sapos do mundo, fara
fara alguma diferenca para o meio alguma diferenga para o meio ambiente?
ambiente?

1 5im, ocorrerd um
desequilibriono meio
ambiente

m Sim, ocorrerd
um
desequilibrio
no meio
ambiente

W NEo, eles ndo servem
para nada.

A) B)

Figura 11. A) Referente a pergunta Realizada no Colégio AME: Se morrem todos 0s
sapos do mundo, far4 alguma diferenca para o meio ambiente? B) Referente a pergunta
Realizada na Escola Neutel Maia: Se morrem todos os sapos do mundo, fara alguma
diferenca para o meio ambiente?

Em relacdo ao questionamento, o homem, os animais e as plantas fazem parte do
meio ambiente, e apresentam a mesma importancia para a vida do planeta Terra, € o
equilibrio dos ecossistemas, 72% alunos do AME concordaram parcialmente e 28%
discordaram totalmente. Enquanto 75% dos alunos da Escola Neutel Maia concordaram

parcialmente e 25% discordam, conforme observado na Figural2.
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0 homem, os animais e as plantas fazem parte do O homem, os animais e as plantas fazem parte do meio
meio ambiente, e apresentam a mesma ambiente, e apresentam a mesma importancia para a vida
importancia para a vida do planeta Terra, e o do planeta Terra, e o equilibrio dos ecossistemas
equilibrio dos ecossistemas

% m Concordo H Concordo
28% totalmente
totalmente
m Concordo

m Concordo

parcialmente parcialmente

Discordo

Discordo totalmente

totalmente

A) B)

Figura 12. A) Referente a pergunta Realizada no Colégio AME: O homem, os animais e
as plantas fazem parte do meio ambiente, e apresentam a mesma importancia para a vida
do planeta Terra, e o equilibrio dos ecossistemas. B) Referente a pergunta Realizada na
Escola Neutel Maia: O homem, os animais e as plantas fazem parte do meio ambiente, e
apresentam a mesma importancia para a vida do planeta Terra, e o equilibrio dos
ecossistemas.

Sobre o questionamento, vocé se incomoda com o fato de que varios animais estédo
desaparecendo por culpa do homem, 90 % dos alunos do AME responderam sim e 3% nao,
enquanto 7% responderam que tanto faz. JA 88% dos alunos da Escola Neutel Maia

responderam que sim, 5% que ndo e 7% disseram que tanto faz (Figuras 13).

Vocé se incomoda em saber o fato de que varios Vocé se incomoda em saber o fato de que vérios
animais estdo desaparecendo por culpa do

homem? animais estdo desaparecendo por culpa do homem?
15im
L 1VEL)

Tanto faz Tanto faz

A) B)

Figura 13. A) Referente a pergunta Realizada no Colégio AME: Vocé se incomoda em
saber que varios animais estao desaparecendo por culpa do homem? B) Referente a
pergunta Realizada na Escola Neutel Maia: Vocé se incomoda em saber que varios
animais estdo desaparecendo por culpa do homem?
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4. CONCLUSOES

Diante dos resultados observados nos gréaficos é possivel perceber a diferenca, entre
as respostas dos alunos do ensino publico e do ensino particular, onde foram aplicados os
questionarios do projeto. No Colégio AME e na Escola Neutel Maia, percebeu-se que o
nivel de conhecimento dos alunos foi distinto para o tema abordado. Na escola particular
foi visto que o nivel de conhecimento sobre Anuros (sapos, ra e pererecas) indicou um
maior porcentual do que na escola publica.

Considerando que a estrutura das escolas é distinta, isso pode também ter
influenciado no nivel de aprendizagem dos alunos: a Escola Neutel Maia tem cerca de 35
alunos por sala, enquanto que no AME as salas de aula tém no maximo 15 alunos. Em
termos de aprendizagem verificou-se que o elevado numero de alunos pode dificultar o
trabalho dos professores, pois os mesmos ficaram dispersos durante a realizagdo das
palestras e o nivel de aprendizagem nao foi o esperado para todos. Ja no Colégio AME,
boa parte dos alunos demonstraram interesse em aprender mais sobre o assunto, valendo
ressaltar que dentre as quatro turmas em que foram aplicados os questionarios, trés alunos
eram autistas e suas respostas foram muito boas.

As respostas dadas as questdes: “O homem, os animais e as plantas fazem parte do
meio ambiente, e apresentam a mesma importancia para a vida do planeta Terra, e o
equilibrio dos ecossistemas?” e “Se morrem todos os sapos do mundo, fara alguma
diferenca para o meio ambiente?”, em ambas escolas, indicam a necessidade de um
trabalho maior de sensibilizacdo, dos alunos quanto ao papel dos mesmos nos
ecossistemas.

Quanto ao aspecto ligado a rejeicdo verificou-se que as respostas relativas as
questdes: “Ja ouviu falar que xixi de sapo pode cegar?; Vocé ja jogou sal para espantar os
sapos?; Os sapos sédo animais venenosos?; e Vocé tem medo ou nojo de sapo?, foram
afirmativas para um percentual de alunos acima de 50%, em ambas escolas. O nivel de
conhecimento sobre Anuros (sapos, ra e pererecas) apresentou um maior porcentual na
escola particular do que na escola publica, provavelmente devido a melhor estrutura da
mesma, em especial quanto ao numero de alunos por sala, o que facilita em muito o
trabalho do professor.

Apesar de o percentual das respostas serem mais positivos do que negativos, 0S

resultados demonstram que ainda ha desconhecimento sobre o papel dos animais nos
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ecossistemas, em ambas escolas, indicando a necessidade de um trabalho maior de
sensibilizacéo, aliado aos contetdos de Ciéncias Naturais das aulas convencionais.

Ainda se observa um certo grau de rejei¢cao dos alunos em relagéo aos anfibios, para
as quais as respostas foram afirmativas para um percentual de alunos acima de 50%,
corroborando a necessidade de um trabalho mais forte de Educacdo Ambiental em ambas

escolas.
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