Ramalho de Souza

.

Isi;on Sergio

-

R

[ .

= e n
22
_——
——
i 0
DN
==t
==
S

;







Copyright © 2021 da edicao brasileira.
by RFB Editora.

Copyright © 2021 do texto.
by Autores.
Todos os direitos reservados.

‘.{:. wliy s,

Conselho Editorial:

Prof. Dr. Ednilson Sergio Ramalho de
Souza - UFOPA (Editor-Chefe).

Prof.® Dr®. Roberta Modesto Braga -
UFPA.

Prof. Dr. Laecio Nobre de Macedo -
UFMA.

Prof. Dr. Rodolfo Maduro Almeida -
UFOPA.

Prof.” Dr®. Ana Angelica Mathias Mace-
do - IFMA.

Prof. Me. Francisco Robson Alves da
Silva - IFPA.

Prof.? Dr. Elizabeth Gomes Souza -
UFPA.

Diagramagado:

Danilo Wothon Pereira da Silva.
Design da capa:

Pryscila Rosy Borges de Souza.
Imagens da capa:

Www.canva.com

Revisdo de texto:

Os autores.

Home Page: www.rfbeditora.com.
E-mail: adm@rfbeditora.com.
Telefone: (91)98885-7730.

CNPJ: 39.242.488 /0001-07.

R. dos Mundurucus, 3100, 66040-033, Belém-PA.

Todo o contetdo apresentado neste livro, inclusive corregao orto-
grafica e gramatical, é de responsabilidade do(s) autor(es).

Obra sob o selo Creative Commons-Atribuicdo 4.0 Internacional.
Esta licenca permite que outros distribuam, remixem, adaptem e
criem a partir do trabalho, mesmo para fins comerciais, desde que
lhe atribuam o devido crédito pela criagao original.

Prof.2 Dra. Neuma Teixeira dos Santos -
UFRA.

Prof.? Me. Antdnia Edna Silva dos San-
tos - UEPA.

Prof. Dr. Carlos Erick Brito de Sousa -
UFMA.

Prof. Dr. Orlando José de Almeida Filho
- UFS].

Prof.?2 Dr?. Isabella Macéario Ferro Caval-
canti - UFPE.

Prof. Dr. Saulo Cerqueira de Aguiar
Soares - UFPL.

Prof.2 Dr?. Welma Emidio da Silva - FIS.

Bibliotecdria:

Janaina Karina Alves Trigo Ramos
Assistente editorial:

Manoel Souza.




Ednilson Sergio Ramalho de Souza
(Editor)

Volume 3

PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS
BIOLOGICAS

Edicao 1

Rfb
Editora
2021




https:/ /doi.org/10.46898 / rfb.9786558891079

Dados Internacionais de Catalogagao na Publicagao (CIP).

P474

Pesquisas em temas de ciéncias biolégicas [recurso digital] / Ednilson
Sergio Ramalho de Souza (Editor). -- 1. ed. 3 vol. -- Belém: RFB, 2020.
3677 kB; PDF: il.

Bibliografia.
Modo de acesso: Wold Wide Web.

ISBN: 978-65-5889-107-9
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079

1. Ciéncias Biolégicas. 2. Pesquisa. 3. Estudo.
L. Titulo.

CDD 570.7

Rfb
E]c;fwm




SUMARIO

APRESENTACAQD ...oeeeteerererensesssessssessessssessssssessssessessssessesssssssesessessssessesssssssssssessssessesasse 9
Ednilson Sergio Ramalho de Souza

CAPITULO 1
ESTUDO MORFOLOGICO DO FORAME JUGULAR: UMA REVISAO SOBRE OS
PRINCIPAIS ACHADOS ANATOMICOS .....oouoeeeeeeeererseeeesesesesasessessssassssessssssassesssssnee 11
Daniel Lopes Al‘al’lﬂ'o
Bruno Abilio da Silva Machado

Leandro Luiz da Silva Loures

Laise Pereira da Silva Brito

Ludymilla de Lima Silva

Juliana Guedes Moura

José Eduardo da Silva Campos

Maria Vitoria Candeia de Andrade Laurindo
Lucas de Carvalho Siqueira

DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.1

CAPITULO 2

ORIENTACOES DE USO, LIMPEZA E MANUTENCAO DE MICROSCOPIOS........19
Jonny Erick dos Santos Ferreira
Adryand Cesary Pinheiro Coelho
Herminio Benitez Rabello Mendes

Regilza Rodrigues de Carvalho
DOI: 10.46898/ rfb.9786558891079.2

CAPITULO 3
ATIVIDADE ANTI-HELMINTICA DO EXTRATO ETANOLICO DAS FOLHAS
DE CENTROSEMA CORIACEUM (FABACEAE) CONTRA PARASITAS GAS-

TROINTESTINAIS DE LAGARTOS: ESTUDO IN VITRO.....cuuueerueerrureecrnveessnneecnns 37
Ellen De Carvalho
Ari Sérgio. O. Lemos
Fabiano M. Vieira
Luciana M. Chedier
Rodrigo L. Fabri
Bernadete M. De Sousa
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.3

CAPITULO 4
RELACAO DA TESTOSTERONA, GORDURA CORPORAL E DESEMPENHO EM
SALTO VERTICAL oo 53

José Morais Souto Filho
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.4

CAPITULO 5
UM ESTUDO LITERARIO DA IMPORTANCIA DA MICROBIOLOGIA NA SAU-
DE PUBLICA DO BRASIL....eoeoeeeeeeeeeeesesesesesesesesesesesesesesesssesssesesssssssesssesssssssssssssssssssssssns 63

Gardjany da Costa Moreira
Gleidiany da Costa Moreira
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.5




CAPITULO 6
EFEITO DO FITORREGULADOR ACIDO INDOLBUTIRICO NO ENRAIZAMEN-
TO DE ESTACAS DE ALLOPHYLUS EDULIS (A. ST.-HIL., CAMBESS. & A. JUSS.)

RADLK E PRUNUS MYRTIFOLIA (L.) URBAN .....coouirirerrrerrsrsnsssssnsnsssnsssssssssssssnsssnens 71
Letiele Bruck de Souza
Amanda Leitdo Gindri
Mauricio Ricardo de Melo Cogo
Tiago Silveira Ferrera

Viviane Dal-Souto Frescura
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.6

CAPITULO 7
ESTUDO DAS CONCHAS UTILIZADAS PELOS POVOS INDIGENAS SAMBA-
QUIANOS NO SITIO ARQUEOLOGICO DA PRAIA DA VILA EM IMBITUBA

Thiago Domingos Marques
DOI: 10.46898 /1fb.9786558891079.7

CAPITULO 8
POTENCIAL ANTIMICROBIANO DE OLEOS ESSENCIAIS SOBRE AGENTES
PATOGENOS ......ooeereencrrscrsseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssessssassessssassessssssesssses 99
Daniel Lopes Araﬁf'o
Bruno Abilio da Silva Machado

Hudson Avelar Caminha Leal
Emanuel Osvaldo de Sousa

Allan Bruno Alves de Sousa Santos
Larissa de Lima Machado Bandeira
Sarah Maria Osoério de Carvalho
José Eufrazino Junior

Jodao Eduardo Gomes de Oliveira
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.8

CAPITULOY9
ACAO ANTIOFIDICA DAS SEMENTES DE ABELMOSCHUS ESCULENTUS
(QUIABO) FRENTE A VENENOS DE COBRAS DO GENERO BOTHROPS SP. E

CROTALUS SP...ooeeeeeeecneeescssseeessssssessssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 111
Rodrigo Luiz Fabri
Karollina Chaves Ferreira
Laura Morais de Oliveira
Thalita de Freitas Souza
Thayna Gomes Ferreira
Priscila de Lima Paula
Ari Sérgio de Oliveira Lemos
Lara Melo Campos
Irley Olivia Mendonga Diniz
Natasha Silva Mayrink
Luciana Moreira Chedier
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.9

CAPITULO 10
SOBREVIVENCIA DE LARVAS DE Potimirim brasiliana (VILLALOBOS, 1959) EM
DIFERENTES SALINTIDADES. ..o oeeeeeeeeeeeeeeesesessssssesesssenssssesssessssssssssssenssssssssssnsassns 125

Vinicius de Paula Coelho
Anna Julia Justi Molinari
Nilo da Silva Nunes Pirovani




Gilson da Silva Filho
Bruno de Lima Preto
DOI: 10.46898 / rfb.9786558891079.10







APRESENTACAO

Prezad@s,

Satisfagdo! Esse é o sentimento que vem ao meu ser ao escrever a apresentagao
deste delicioso livro. Nao apenas porque se trata do volume 3 da Colecao Pesquisas
em Temas de Ciéncias Biolégicas, publicado pela RFB Editora, mas pela importancia

que essa area possui para a promocgao da qualidade de vida das pessoas.

Segundo a Capes (Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Supe-
rior), fazem parte dessa drea: OCEANOGRAFIA, BIOLOGIA GERAL, GENETICA,
BOTANICA, ZOOLOGIA, MORFOLOGIA, FISIOLOGIA, BIOQUIMICA, BIOFISICA,
FARMACOLOGIA, IMUNOLOGIA, MICROBIOLOGIA, PARASITOLOGIA, ECO-
LOGIA. Tal area suscita, portanto, uma gama de possibilidades de pesquisas e de re-
lagdes dial6gicas que certamente podem ser relevantes para o desenvolvimento social

brasileiro.

Desse modo, os artigos apresentados neste livro - em sua maioria frutos de ar-
duos trabalhos académicos (TCC, monografia, dissertacdo, tese) - decerto contribuem,
cada um a seu modo, para o aprofundamento de discussdes na area de Ciéncias Biolo-
gicas; pois sdo pesquisas germinadas, frutificadas e colhidas de temas atuais que vém
sendo debatidos nas principais universidades brasileiras e que refletem o interesse de
pesquisadores no desenvolvimento social e cientifico que possa melhorar a qualidade
de vida de homens e de mulheres.

Acredito, verdadeiramente, que a ampla divulgacdo do conhecimento cientifico

de qualidade pode mudar para melhor o mundo em que vivemos!

Esse livro é parte singela da materializacdo dessa utopia.

Ednilson Sergio Ramalho de Souza
Editor-Chefe
RFB Editora
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RESUMO

Oobjetivo dessa pesquisa foi analisar a caracterizacao do forame jugular, bem
como suas interfaces e estruturas constituintes através de uma revisao de
literatura. A presente pesquisa trata-se de uma revisdo bibliografica, onde foram fei-
tas buscas por artigos cientificos nas plataformas virtuais Google Académico, Scielo e
PubMed. Os resultados diante da pesquisa puderam evidenciar que a regiao anatomi-
ca do forame jugular é uma 4drea muito sujeita a variacdes anatdmicas, além de ser uma
regido muito importante por ser passagem de veias que fazem a dindmica de irrigagao
e drenagem do cérebro. Portanto, é perceptivel a importancia do estudo de FJ, por o
mesmo ser considerado por médicos especialistas da drea como uma regiao dificil de
realizar procedimetos cirtrgicos, dessa maneira, estudos nessa tematica podem contri-

buir para um maior conhecimento perante essa configuracdo morfoldgica.

Palavras-chave: Forame jugular. Veias jugulares. Base do cranio. Nervo acessorio.

ABSTRACT

The objective of this research was to analyze the characterization of the jugular
foramen as well as its interfaces and constituent structures through a literature review.
This search is a bibliographic review, where scientific articles were searched on the vir-
tual platforms Google Academic, Scielo and PubMed. The results of the search showed
that the anatomical region of the jugular foramen is an area very subject to anatomical
variations, besides being a very important region because it is the passage of veins that
make the dynamics of irrigation and drainage of the brain. Therefore, it is noticeable
the importance of the study of FJ, for it is considered by doctors specialists in the area
as a difficult region to perform surgical procedures, in this way, studies in this thema-

tic can contribute to a greater knowledge in face of this morphological configuration.

Keywords: Jugular foramen. Jugular veins. Skull base. Accessory nerve.

1 INTRODUCAO

O forame jugular é uma estrutura anatémica que vem da origem de uma aber-
tura na fissura petro-occipital estabelecida pela unido do fragmento petroso do osso
temporal e a borda lateral do osso occipital. Sua localizacdao na base do cranio, de for-
ma lateral ao forame magno, posteriormente e medial ao processo estiloide do osso
temporal, lateral e posterior ao canal carotideo e lateral ao canal do nervo hipoglosso
(LV, 2015).

A veia jugular interna, que é a via responsavel pela drenagem venosa do cére-

bro, e outros trés tipos de nervos cranianos, sao eles: o nervo vago, também recebe a
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nomenclatura de nervo craniano X, nervo acessorio ou craniano XI e o nervo glossofa-
ringeo ou o nervo craniano IX, fazem a passagem pelo forame jugular para chegar até
a regiao do pescoco (TUBBS et al., 2015).

Diante de tantos detalhes tdo complexos nessa configuracdo anatomica acaba fa-
zendo com que procedimentos cirdrgicos se tornem bem dificeis e delicados, ja que, as
correlacdes que envolvem essa estrutura sao de grande interesse no que se diz respeito
a cirurgia de cabeca e pescogo (OLIVEIRA NETO et al., 2019).

E de suma importancia o entendimento de forma delineada das estruturas anato-
micas do cranio e sua incidéncia no ser humano pelos anatomistas e médicos clinicos/
cirurgides para sua prética profissional. E necessério compreender também a dina-
mica que envolve esta estrutura, nos seus mais diversos parametros, craniométricos,
morfolégicos e radiograficos, pois esses processos podem ajudar a desenvolver novas

abordagens para compreender melhor uma estrutura considerada complexa.

Este estudo foi realizado no intuito de analisar os aspectos anatomicos do forame

jugular através de uma revisao de literatura.

2 REFERENCIAL TEORICO

Devido a grande complexidade anatomica do forame magno, onde envolvem
delicados e de dificil execucdo os procedimentos cirdrgicos nele realizados. Com o
avanco tecnolégico dos métodos de diagndstico e a evolucdo de técnicas cirtrgicas e
microcirargicas, abordagens no forame jugular estdo sendo feitas com mais frequén-
cia. Assim, é grande importancia o estudo detalhado dessa estrutura para a aborda-
gem clinica e cirargica (CALDEIRA et al., 2020).

A este forame estao relacionados tumores glémicos, schwannomas, lesoes metas-
taticas e processos inflamatérios que podem comprometer suas estruturas. Foram ain-
da relatadas varia¢des em relagdo a forma, didmetro (anteroposterior e médio-lateral)
em um mesmo cranio e diferencas relacionadas ao género, a raca e a dominéncia de
lateralidade ISHWARKUMAR, S.; NAIDOO et al., 2015). Isso demonstra a relevancia
de se compreender as variagdes anatdmicas, mensuragdes e incidéncias de estruturas
no FJ para se ter um aperfeicoado conhecimento anatémico dessa estrutura (DE OLI-
VEIRA et al., 2018).

3 METODOLOGIA

Esta pesquisa trata-se de um estudo de revisao de literatura, onde foram utili-
zados artigos cientificos selecionados através de uma busca nas plataformas virtuais
Scielo, Google Académico e PubMed, usando as seguintes palavras-chave: forame ju-
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gular, veias jugulares, base do cranio e nervo acessorio. A selecdo e leitura desses ar-
tigos foram realizadas no periodo de dezembro a fevereiro de 2021. Foram utilizados
como critérios de inclusdo artigos completos indexados no periodo de 2015 até 2020
(altimos seis anos), nos idiomas portugués e inglés e que descrevem as caracteristicas
anatomicas do forame jugular, através de pesquisas como estudo de caso, relato de
caso, revisoes de literatura. E foram excluidos os artigos publicados anteriormente ao
ano de 2015, em outros idiomas diferente dos definidos e que nao tinham fundamen-

tacdo tedrica que abordassem a tematica em questao.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Considerando o forame jugular (FJ) uma estrutura importante para o estudo da
base do cranio devido a sua complexa anatomia, as relacdes entre as estruturas neuro-
vasculares que o atravessam, seu variado aspecto e tamanho, assim como a relevancia
de sua abordagem microcirtrgica em certas condicdes clinicas, compreender e estudar
tal estrutura chama atencao de muitos neurocirurgides, anatomistas e outros especia-
listas da area (PEREIRA et al., 2017).

Em um estudo recente pesquisadores da area de morfologia dissecaram 30 ca-
déaveres adultos frescos para identificacdo de variagdes anatomicas da regiao do FJ.
E importante salientar que foram utilizados cadaveres sadios, sem nenhum tipo de
patologia na regiao do pescogo, para que dessa forma isso ndo pudesse interferir nos
achados morfoanatomicos no mesmo. Na maioria dos cadaveres houve os seguintes
achados: a abertura inferior do forame jugular demonstrou maior didmetro, com va-
riagdes entre 2,8 mm a 13 mm, média de 8,5 mm e desvio-padrao de 2,53 mm (figura
1), outras estruturas correlatadas com este forame foram analisadas, o nervo acessério,
veia jugular, nervo vago também apresentaram variagdes anatomicas (FREITAS et al.,
2020).
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Figura 1 - Forame jugular (FJ) direito ap6s remocao da veia jugular interna, nervo acessério (AC), ner-
vo glossotaringeo (G), nervo vago (VG), processo estiloide (ES).

o T

et W

Fonte: Freitas et al., (2020).

Estudos que compararam o FJ de diferentes grupos étnicos e diferentes locais
do mundo, ao realizar a morfometria pelo aspecto exocraniano evidenciaram diver-
géncias entre as populagdes, isso ratifica a relevancia de se fazer esse tipo de estudo e
comparar com outras populagdes, seja de outros paises, regides, estados e até mesmo
municipios (DAS, S. et al. 2016).

Devido o seio sagital superior drenar para o seio transverso direito, o didmetro
do FJ direito possivelmente é maior que o esquerdo, seu formato e dimensao estao
correlacionados ao tamanho da veia jugular interna e a existéncia do bulbo superior da
veia jugular, sendo que no embrido humano com cerca de 8 semanas ja é notoria a dife-
renc¢a no tamanho da V]I direita e esquerda, que possivelmente advém da distinta for-
ma de desenvolvimento das veias braquiocefdlicas esquerda e direita. Estes aspectos
embriol6gicos da formagao dos vasos cranianos podem explicar as diferentes morfolo-
gias e morfometrias encontradas nos diversos estudos presentes na literatura, além de

possiveis variacdes genéticas em populacdes distintas (RAJKUMAR et al., 2017).

O FJ é subdividido em trés compartimentos: dois venosos e um compartimento
neural ou intra-jugular (PEREIRA et al., 2020). Desse modo, é de grande valia entender
a relagdo entre estas estruturas e a frequéncia de sua possivel compartimentalizagao
por septo fibroso ou 6sseo com o propésito de melhor se realizar sua abordagem mi-

crocirdrgica, minimizando erros pelo desconhecimento de variagdes anatomicas. Um
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estudo com cranios humanos relatou a presenca de F] septado em 26 % dos forames (13

espécimes) e septagao bilateral em apenas dois (CALDEIRA et al., 2020).

Os parametros que envolvem técnicas radiol6gicas também se demonstram mui-
to eficazes para analise do forame jugular, além disso, pode desencadear papéis im-
portantes no que se diz respeito a doencas ou lesdes na regido que envolve o FJ (SA-
LATA et al., 2019).

Desse modo, a compreensao desses aspectos anatdomicos é de suma importancia
para o entendimento e abordagem cirtrgica das chamadas anomalias do bulbo jugu-
lar, como tumores glomicos e lesdes adjacentes, os quais estdo associados com o FJ e a
proximidade com as estruturas que passam por ele, como a veia jugular interna (VJI),

os nervos glossofaringeo, vago e acessorio, entre outras (CALDEIRA et al., 2018).

5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo, mesmo se tratando de uma revisao de literatura, represen-
ta uma grande importancia para a comunidade cientifica que desenvolvem pesquisa
nesse parametro, pois estudos que envolvem as caracteristicas do FJ ainda nao sdo tao

elucidados.

Diante do exposto foi possivel analisar que a anatomia do forame jugular é uma
regido de muitas variacdes e que as mesmas podem ser imprescindiveis diante do
processo terapéutico ou cirtargico de patologias que acometem aquela regiao e que é
de suma importancia que essa anatomia seja conhecida a cada detalhe, para que assim

nao se tenha tanta dificuldade nas abordagens deste forame.
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RESUMO

artindo de reflexdes acerca de a¢des constantes de limpeza e manutengao de

microscopios, notou-se a necessidade da criacdo de um documento técnico
que aborde de maneira geral o uso, limpeza e manutengao de microscépios. O micros-
copio é um equipamento de grande utilidade no laboratério, que facilita a diferencia-
cdo e visualizagao de estruturas celulares. Possui componentes 6pticos, que possibili-
tam a ampliacdo do campo observado, e que ddo o aumento e a resolucdo das imagens.
O objetivo desta producao, é permitir que usudrios comuns, sejam instruidos através
de medidas basicas e evitem ou minimizem possiveis danos durante a utilizagdo do
microscopio. Tais medidas sdo detalhadas de forma abrangente e vao desde a simples
limpeza de partes mecénicas, até a manutencdo elétrica e cuidados com o armazena-
mento e transporte. Desta forma, este documento visa de maneira simples instruir
a utilizacao e estimular manutengdes basicas com periodicidade e de forma correta,
potencializando assim, a utilizagdo das fun¢des, reduzindo possiveis danos durante o

uso, limpeza e armazenamento, tornando a vida ttil do equipamento maior.

Palavras-chave: Laboratério. Regras. Orientagdes. Cuidados.

ABSTRACT

The considerations within in this document about the cleaning and maintenance
of microscopes, it was noted the need to create a technical document that addresses in
general the use, cleaning and maintenance of microscopes. The microscope is a very
useful equipment in the laboratory, which facilitates the differentiation and visuali-
zation of cellular structures. It has optical components, which enable the enlargement
of the observed field, and which increase and resolve the images. The purpose of this
production is to allow ordinary users to be instructed through basic measures and to
avoid or minimize possible damage during the use of the microscope. Such measures
are comprehensively detailed and range from simple cleaning of mechanical parts, to
electrical maintenance and care with storage and transportation. Therefore, this docu-
ment aims in a simple way to instruct the use and encourage basic periodic and proper
maintenance thus enhancing the use of its functions, reducing possible damage during

use, cleaning and storage, making such equipment last longer.
Keywords: Laboratory. Rules. Guidelines. Care.

1 INTRODUCAO

Embora os equipamentos laboratoriais a cada ano tornem-se mais modernos e
sofisticados, os principios de uso, limpeza e manutencdo dos microscépios ainda sao

os mesmos. No entanto, as regras mais elementares de utilizagdo sdo frequentemente
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ignoradas, comprometendo assim ndo s6 a durabilidade do equipamento, mas tam-
bém a eficiéncia, produtibilidada e a impossibilidade de utilizar possiveis recursos
do equipamento. Muitas vezes os microscoépios que sdo enviados para manutencao
estdo apenas, com fusivel queimado ou com as lentes sujas e podem ser higienizadas

rapidamente. No entanto, é recomendavel uma manutengao preventiva por semestre.

O Microscopio é um instrumento 6ptico, que faz uso da refracao da luz oriunda
de uma série de lentes, dotadas ou nao, de filtros multicoloridos e/ou ultravioleta,
para ampliar e regular estruturas invisiveis ou dificeis de serem visualizadas a olho nu
(FIOCRUZ AMAZONIA, 2018).

A trajetoria que a luz percorre desde a lampada do sistema de iluminacao, pas-
sando pelos centros de diafragmas, condensador, objetivas, prismas e oculares é cha-
mado de caminho 6ptico. Para que se possamos obter o maximo de desempenho de
um microscopio 6ptico, cuidados especiais devem ser tomados, para que a luz, ao per-
correr esse caminho, tenha o minimo de interferéncia possivel. A maioria das perdas
na transmissdo da luz é inerente das caracteristicas do aparelho e para se evitar que
outras perdas sejam a estas adicionadas, as devidas precaucdes devem ser observadas

no que diz respeito a sua boa conservagao (BISCEGLI et al. 1997).

Esse documento técnico é uma obra desenvolvida a partir da experiéncia técnica
da equipe de coordenacdo de laboratérios do Instituto de Educagao, Ciéncia e Tecno-
logia do Maranhao - IEMA, através de formacoes ministradas e dos servigos de ma-
nutengdo em microscépios, ao longo dos tultimos 03 anos no setor. As recomendagdes
desse documento referem-se aos microscopios de forma genérica, assim englobando a

maioria dos modelos existentes nos laboratérios em geral.

O objetivo deste documento é permitir que os usudrios comuns, por meio de
medidas basicas, possam realizar limpezas e manutengdes basicas nos microscopios
de forma autdnoma. Estas medidas vao desde a simples limpeza da parte mecénica e

6ptica, manutencgdo elétrica, cuidados com o armazenamento e transporte.

2 ORIENTACOES GERAIS

O microscépio é um dos equipamentos mais utilizados dentro de um laboratério,
mas necessita de cuidados especificos para manter o perfeito funcionamento e garantir
a durabilidade. Sua manutencao 6ptica e mecanica deve ser realizada dia a dia para
evitar danos e também aumentar a vida ttil do aparelho. O passo mais critico para
a conservacao do microscopio é sem divida a prevencdo, como transporte adequa-
do, manuseio, limpeza e armazenamento corretos. Estes cuidados ndo substituem a

manutengdo periddica realizada por técnicos qualificados, mas irao reduzir muito a
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frequéncia de grandes reparacoes e o desgaste do equipamento KASVI (2016). Existe
uma grande diversidade de microscépois, sendo que contamos trés tipos principais:

Monoculares, Binoculares e Trinoculares (Figura 1).

Figuras 1 - Tipos principais de microscépios a. Monocular; b. Binocular e ¢. Trinocular.

Fonte: Autores.

3 RISCOS DE SAUDE E PERIGOS NA UTILIZACAO DO
MICROSCOPIO

3.1 Riscos de saude

O local de trabalho com microscépios facilita e melhora a tarefa de visualizagdo,
mas também exigem muito esforco dos olhos e dos musculos do usuario. Dependendo
do periodo de trabalho ininterrupto, podem ocorrer problemas de astenopia e muscu-
loesqueletais.

Por este motivo, medidas apropriadas para reducao da carga de trabalho devem

ser tomadas:

* O Layout ideal do local de trabalho;

* Mudangas frequentes de atividade;

* Instrucao minuciosa dos funciondrios sob a consideracao dos aspectos er-
gondmicos e organizacionais do trabalho.

3.2 Perigos de infeccao

* O contato direto com as lentes oculares pode ser um meio de contagio
para infec¢des bacterianas, flingicas e virais do olho;

* Orisco de contagio pode ser minimizado através da utilizacao de ocula-
res individuais ou de borrachas oculares encaixaveis e uma higienizacao
sempre antes do uso.

3.3 Perigos durante o uso

* O microscépio deve ser conectado somente a uma tomada aterrada.
* O microscépio ndo pode ser operado a menos que esteja nas condigdes

Jonny Erick dos Santos Ferreira, Adryand Cesary Pinheiro Coelho, Herminio Benitez Rabello Mendes, Regilza Rodrigues de Carvalho



PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS BIOLOGICAS

VOLUME 3

ideais de funcionamento.

* Nunca olhe diretamente para o feixe do LED ou Lampada no equipamen-
to de iluminacdo - com ou sem aparelhos 6pticos - pois isso aumenta a
classificacdo de risco. Desrespeitar essa norma acarreta em risco de lesdao
ocular.

3.4 Informacgoes para os responsaveis pelo instrumento

* Certifique-se de que o microscépio seja usado somente por pessoas quali-
ficadas.

* Faca inspecdes regulares para garantir que usudrios autorizados estejam
respeitando os requisitos de seguranga.

* Ao instruir novos usudrios, faga isto de forma detalhada e explique os sig-
nificados dos sinais e mensagens de adverténcia.

* Atribua responsabilidades individuais para iniciar, operar e fazer manu-
tencao do instrumento e monitore o cumprimento destas responsabilida-
des.

* A instalagao elétrica do local deve atender as normas nacionais, ex. reco-
menda-se protecao contra a fuga de corrente a terra (protecdo contra falha
de corrente).

4 DESCRICAO DO EQUIPAMENTO

Ter conhecimento das partes e funcionalidades do microscépio é de fundamental
importancia para uma limpeza e manutengao correta. Possibilitando ao usuario um
dominio maior do equipamento. Conheca as principais pecas de um microscépio na

Figura 2:
Figura 2 - Microscépio Optico.

+ Lente ocular

i » Tubo de observacho ou canhao

« Egtativa, broco ou coluna

« Trava mecanico

» Rewélver ou tombor

» Plating ou mesa mecanicn

» Lente objetiva
« Charriat_

+ Parafuze mocrometrico

« Parofuse micrométrice

= Condensodor acromdtice/aplandtico

——— e

« Controle do Chorriot
« Espelho ou fontede luz
« Ajuste da luz
Lependa « Pé ou base

® Porte Optica

Fonte: Autores.
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4.1 Parte Mecanica

Tubo de observacdo ou canhdo - nos microscépios que possuem uma sé ocular
(monoculares), o tubo é um cilindrico metalico reto ou obliquo. Nos microscépios que
possuem duas oculares (binoculares) o tubo pode ser inclinado, com ajustes para os
diferentes espacos entre os olhos de cada observador.

Estativa, braco ou coluna - suporte que sustenta os tubos, a mesa, o condensador

e todo o conjunto. Espaco destinado para o deslocamento do microscépio.

Charriot - peca destinada a fixacdo da lamina, com engrenagens para movimen-

tacdo localizando o campo de observagao desejado.

Controle do Charriot - permite a movimentacao do charriot para todos os lados,

fornecendo melhor precisao do objeto estudado.
Trava mecanica - parafuso de fixagdo do tubo de observacao.

Revoélver ou tambor - conjunto mecéanico de insercao das lentes objetivas que se
movimentam durante andlise. O movimento sempre ocorre no sentido da objetiva de

menor para a de maior aumento.

Platina ou mesa mecanica - elemento que pode ser fixo, mével ou giratéria no
plano horizontal. Local destinado a colocagao da ldmina que apresenta uma abertura
central onde ha passagem da luz, esta é capturada junto com a imagem sendo replica-

da pela objetiva do tubo e da ocular, chegando ao globo ocular do observador.

Parafuso macrométrico - permite uma focalizagdo grosseira do material. Apre-

senta um percurso vertical com cerca de 7, 5 cm.

Parafuso micrométrico - permite uma focalizagao mais fina e precisa, deslocan-

do o tubo no maximo dois milésimos de milimetro.

Pé ou base - é o local de apoio do aparelho feito de ligas de metais pesados.

4.2 Parte Optica

Lente ocular - formada por lentes concavas, ampliam a imagem do objeto ana-
lisado juntamente com as lentes objetivas. Fica encaixada na extremidade superior do
tubo nas oculares.

Lente objetiva - conjunto de ampliacdo de imagem formado por lentes convexas.
Corrige os defeitos de cores dos raios luminosos direcionados pelo espelho. Apresen-

ta objetiva de imersao (100x), onde coloca-se entre ela e a laminula uma gota de dleo
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de imersao. Geralmente os aumentos apresentados nos microscépios binoculares sdo:
10x, 25x, 65x e 100x.

Espelho ou fonte de luz - O espelho apresenta duas faces: uma plana e outra
concava. A face plana, usada nas grandes ampliacGes e na observacdo com a lente de
imersado. Sua funcao é colher e projetar os raios paralelos e divergentes. A face concava
é usada em pequenas ampliagoes.

Condensador e diafragma de abertura - localizado abaixo da mesa mecanica
apresenta funcdo de controle de passagem de luz para melhor precisao, em objetivas
de pequeno aumento o diafragma deve apresentar-se fechado para evitar fuga de raios
laterais. J& em maiores ampliacdes a abertura do diafragma permite melhor observa-

cao.

Ajuste da luz - controle de intensidade da luz na sua fonte, parte integrante fun-

damental no controle da incidéncia de luz no diafragma.

5 LIMPEZA DA PARTE MECANICA E OPTICA DO MICROSCOPIO

De acordo com Macedo et. al (1997), a limpeza das partes 6ptica e mecénica deve
ser criteriosa, uma vez que dela depende o perfeito funcionamento do microscépio.
Portanto, cuidados especiais com lentes, filtros e espelhos precisam sempre ser toma-
dos para maior durabilidade do equipamento. O procedimento da limpeza do micros-
copio deve ser de baixo para cima, ou seja, se limpa a parte mecanica do aparelho em
seguida os vidros e espelhos da base, da lampada até chegar-se ao topo, nas lentes
oculares. O material necessario a higienizacao das partes citadas é composto de:

* Algodao;

* Solucdo de limpeza (50% éter sulfarico PA, 50% cloroférmio PA);
 Agua oxigenada - 10 volumes;

* Xilol ou alcool-cetona (7:3);

* Cotonete caseiro ou palito (isento de farpas), envolvendo a ponta com al-
godao;

* Detergente neutro liquido;

e Borrifador;

* Panos limpos, de um tecido macio que nao solte fiapos (Ex.: morim);
* Lupa de bolso, com aumento minimo de 2,5X.

5.1 Limpeza das superficies da parte mecanica
As superficies externas da 6ptica, ou seja, a parte mecanica do microscépio é

composta de: pé ou base, parafusos macro e micrométricos, charriot, estativa brago

ou coluna, tubo ou canhdo, revélver ou tambor e platina ou mesa; conforme demons-

- Capitulo 2 ~ )
ORIENTACOES DE USO, LIMPEZA E MANUTENCAO DE MICROSCOPIOS



PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS BIOLOGICAS

VOLUME 3

tradas na Figura 3. Estas pecas devem ser inspecionadas e limpas periodicamente,
utilizando um fluxo de ar a partir de um bulbo de borracha. Sujeira acumulada na
superficie do metal deve ser limpa com um pano timido. Sujeira mais persistente deve

ser removida usando uma solucdo de detergente neutro liquido.

Figura 3 - Passo a passo da limpeza e manutencdo das superficies da parte mecanica; a. Limpeza da
base; b. Limpeza da mesa ou platina; ¢. Limpeza do parafuso macrométrico e micrométrico; d. Limpe-
za do revolve ou tambor; e. Limpeza do tubo ou canhdo; f. Limpeza do brago ou coluna.

Fonte: Autores.

5.2 Manutencao da parte mecanica

Segundo Peixinho et.al. (2019), a lubrificagdo também deve ser regular, especial-
mente do macrométrico, que é a parte mecanica mais vulneravel, evitando assim o
acamulo de poeira e areia. Antes de proceder a lubrificacdo, a sujeira das partes me-
talicas deve ser eliminada com &lcool, e enxugadas com tecido de algodao macio e lu-

brificadas, colocando uma pequena quantidade de lubrificante na base da cremalheira
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fotografia. Depois move-se para cima e para baixo, a fim de espalha-lo. A cremalheira
do condensador assim como macro e micrométrico podem ser lubrificados com vase-
lina neutra

Importante: Esses procedimentos so sdo vilidos para equipamentos que tém cremalhei-
ras visiveis.

* Nunca force um macro ou micrométrico que esteja emperrado ou duro;

* Evite deixar o equipamento em locais que recebam luz solar ou calor por
muito tempo, pois estes podem derreter as graxas, danificando o mecanis-
mo, ou descolar as lentes;

* E atil reservar uma pinga para limpar detritos ou fragmentos acumula-
dos em reentrancias, bem como dispor de alicates e chaves de fenda para
apertar ou folgar alguma peca deslocada;

* DPara as partes expostas, é suficiente limpé-las com tecido umedecido com
agua e sabao neutro, mas pode-se aplicar a platina uma diminuta quanti-
dade de vaselina neutra.

5.3 Limpeza da parte 6ptica

Antes de se iniciar a limpeza da parte 6ptica do microscépio, os seguintes cuida-
dos devem ser tomados:

* Observar se as lentes possuem fungos;

e Observar se a camada de filme fino anti-reflexiva, ndo esta deteriorada.
Isto pode ser observado através da diferenca de coloragao entre o vidro e
o filme. Esta deterioracdo pode ser causada por fungos, por solucdes de
limpeza inadequada ou por agressao mecanica, como o uso de palha de
aco, papel impréprio e objetos pontiagudos.

O procedimento de limpeza dessa parte deve iniciar a partir do espelho ou fonte
de luz, seguindo para o condensador ou diafragma e finalizando com a higienizacao

das lentes objetivas e oculares conforme ilustrado no passo a passo da Figura 4.
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Fifura 4 - Passo a passo da limpeza e manutencgéo da parte 6ptica do microscépio; a. Limpeza da fonte
e luz; b. Limpeza da fonte de luz; c. Lim}};eza do condensador ou diafragma, d. Desenroscar objeti-

vas, e. Limpeza da parte externa da lente objetiva, f. Limpeza da parte interna da lente objetiva, g. lim-

peza das oculares e h. Limpeza das lentes oculares.

Fonte: Autores.

Nesse procedimento utiliza-se 4gua oxigenada, se segura o cotonete sem toca- lo,
para evitar a gordura das maos no algoddo; inicia-se a aplicagdo pelo centro, seguindo
movimento em espiral (Figura 5). Os filtros e as lentes de plastico ou acrilico devem
ser limpos com &lcool etilico. Estes nunca podem ser limpos com éter ou cloroférmio,
pois podem danifica-los tornando-os opacos. O mesmo padrao deve ser seguido para

limpeza de lentes contendo fungos.
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Figura 5 - Limpeza da Parte Optica a. Limpeza das oculares; b. Movimento de limpeza da lente ocular.

Fonte: Autores.

Para uso de objetiva de imersao deve-se proceder a limpeza da objetiva nos se-

guintes passos da Figura 6.

Figura 6 - Limpeza das objetivas a. Objetiva de imersao 100 X/ 1.25; b. Limpeza da objetiva de imer-
sao com auxilio de alcool isopropilico.

Fonte: Autores.

* Encostar um pedago de lengo macio ou algodao limpo e seco na objetiva
para retirar o excesso de 6leo;

* Encostar um pedaco de lenco macio ou algodao limpo e embebecido em
solugao de sabdo neutro liquido na objetiva e depois retirar o excesso.
Jamais os movimente em contato com a lente da objetiva, pois isto pode
danificar a mesma e aguardar secar.

5.4 Limpeza das lentes internas objetivas e oculares

A objetiva deve ser desatarraxada cuidadosamente do revoélver e ap6s a limpe-
za recolocada na posicdo original, para tanto, usar o mesmo método descrito para as
oculares. No entanto, como as superficies das lentes sdo menores que as das oculares,
recomendamos inspeciona-las com uma pequena lupa manual. Para retirar poeira da
face posterior da objetiva, usa-se um pincel de muito macio. Apds o uso da objetiva de
imersdo, retirar o excesso de 6leo com um papel toalha e terminar a limpeza com um

cotonete levemente embebido de éter (eter sulftarico PA). Nao é recomendada a utili-
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zagao de alcool na limpeza do 6leo de imersdo, pois este nao é dissolvido pelo dlcool,

pois forma com ele um precipitado branco.

6 MANUTENCAO DA ELETRICA

Caso o equipamento apresenta problemas na hora de acender a lampada pode-se

verificar a tomada, o fusivel e a lampada do mesmo.

Tomadas: devem estar inteiras, com os fios bem firmes a ela, caso contrario,
aconselha-se a sua substituicao.

Fusiveis: Desligue e retire o equipamento da tomada e procure o fusivel ge-
ralmente localizado na parte inferior ou posterior do equipamento. Sao cons-
tituidos por um tubo de vidro com duas extremidades de metal (uma de cada
lado) com um diminuto fio no meio. Este fio deve estar inteiro. Caso contra-
rio, o fusivel devera ser trocado por outro do mesmo tipo. A sua identificacao
fica em uma das partes de metal (caso ndo tenha identificagéo, consulte o ma-
nual do equipamento).

Lampadas: verifique se ela estd bem atarraxada no bocal e se seus “filamen-
tos” se encontram inteiros. Evite pegar na lampada com os dedos, faga-o com
um lenco de papel, pois existem ldampadas al6genas que ao serem tocadas
com os dedos, queimam.

7 ARMAZENAMENTO

E importante ressaltar que a prevencdo no manuseio do microscépio se faz im-
prescindivel para que o aparelho possa funcionar de modo adequado. Assim, enfati-
zam que o microscopio, quando ndo estd em uso, merece cuidados especiais, que irao
desde armazenamento até o acondicionamento e transporte para se evitar a formacao
de fungos. O recomendado é manté-los em locais com baixa umidade, revestido por
capas protetoras, estas ndo devem ser de plastico, pois este retém a unidade, mas sim
de pano ou qualquer outro tecido que permita a aeragdo do microscépio e que ndo
solte fiapos (BISCEGLI, 1997).

Para evitar a formagdo de fungos no microscépio, ele deve ser mantido em sala
com ar condicionado, pois este auxilia a manutencao de uma umidade relativa baixa
no ambiente, caso isso ndo seja possivel deve-se confeccionar uma caixa, como a indi-
cada na Figura 7.
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Figura 7 - Caixa para armazenamento de microscépio.

Fonte: Autores.

8 ACONDICIONAMENTO PARA O TRANSPORTE

Caso seja necessario o transporte do microscopio, deve-se tomar cuidados es-
peciais na embalagem, para garantir que ndo sejam causados danos ao equipamento
durante a viagem. As oculares e objetivas devem ser embaladas individualmente se
possivel em pléstico bolha e protegidas dentro da caixa de isopor ou bolas de jornal
(MACEDO et al, 1997). O tubo ocular também deve ser desconectado da estativa, para
evitar que o soquete de engate seja quebrado. Quaisquer outras pecas desmontaveis,
em nivel de usudrio, devem receber a mesma atencdo. A caixa da embalagem devera

ser preferencialmente, de madeira reforcada ou material similar.

9 AJUSTE DE IMAGENS DO MICROCOPIO

Para garantir a incidéncia correta da luz pelo eixo 6ptico, cuidados especiais de-
vem ser tomados. Microscopios que apresentam acoplamento de equipamentos fo-
tograficos exigem que o filamento da lampada esteja perfeitamente centralizado em
relacao ao espelho difusor (MACEDO et al, 1997).

Para ajuste e centralizacdo, deve-se utilizar o filtro colocado na saida do diafrag-
ma de iluminacdo. Ndo ha necessidade do uso de laminas. Com a ajuda das objetivas
de ganho 6,3 ou 10, observa-se a imagem do filamento da lampada, através das ocula-
res. Se ele estiver desregulado, ou seja, se a imagem estiver fora do padrdo normal, a
lampada devera ser centralizada, utilizando-se os dois parafusos de ajuste, que fazem

os deslocamentos vertical e horizontal.

Este procedimento deve ser executado com muita cautela, pois tanto os parafu-

sos de ajuste da lampada quanto a base desta sdo muito frageis.

9.1 Alinhamento do eixo dptico

O eixo 6ptico, ou caminho que a luz deve percorrer, é composto das seguintes
partes:
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* Espelho concavo (*);

* Lampada (¥);

* Jogos de lentes (*);

* Espelho plano (*);

* Diafragma de iluminagao (*);
e (Condensador;

* Objetivas;

* Tubos binoculares, contendo divisor de luz e prisma de desvio. (*) Partes
localizadas na base do microscépio.

Um correto alinhamento do eixo 6ptico faz com que o campo visual permanega,
uniformemente, iluminado, com a imagem brilhante, sem reflexos, permitido uma ni-
tidez adequada do objeto a ser analisado. Na figura 8 pode ser visto o procedimento

de alinhamento do eixo 6ptico.

Figura 8 - Passo a passo para alinhamento do eixo 6ptico a. Subir, completamente, o condensador; b.

Focalizar o diafragma da iluminagdo, com a lente frontal inscrita utilizando as objetivas de ganho 6,3

ou 10; c. Observar e fechar diagrama; d. Abaixar, ligeiramente até obter nitidez na imagem; e. Abrir o
diafragma de borda do campo visual; f. Alinhamento do eixo 6ptico do microscépio.

Fonte: GALLOWAY, 2016.
10 PRATICAS DE USO DO MICROSCOPIO

Na observagao de uma preparagao, inicie sempre pela objetiva de menor aumen-
to. Para focalizar com as objetivas de 20 ou 40 vezes, proceda da seguinte forma:
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Escolha uma estrutura na preparacdo, mova a lamina até que o objeto fique exa-
tamente no centro do campo e em seguida mude para a objetiva de maior aumento,

olhando por fora para evitar o choque com a laminula.

Olhe pela ocular e abaixe o tubo ou eleve a platina com o macrométrico muito
lentamente. Assim que a imagem aparecer, mesmo confusa, pare e complete a focali-
zagdo com o micrométrico. O uso da objetiva de imersdo é mais delicado, pois, a dis-
tancia focal entre a face da objetiva e a parte superior da laminula diminui quando a
ampliacdo é aumentada.

Em primeiro lugar, assegure-se da existéncia de algo no campo, posicionando
a objetiva de menor aumento. Certifique-se que a iluminagdo e o objeto estdo bem
centralizados, suspenda o tubo e coloque uma gota de 6leo no centro da operagao. O
6leo deve ter o mesmo indice de refracdo da objetiva. Abaixe o tubo até colocar a len-
te frontal em contato com a gota de dleo ainda convexa, até a mudanga de forma da
mesma. Suspenda levemente o tubo, mas sem perda de contato com a gota, coloque os
olhos nas oculares e abaixe o tubo muito lentamente. Assim que a imagem aparecer,

complete a focalizagdo com o micrométrico.

Apesar das precaucdes mencionadas, caso a imagem ndo fique no ponto, verifi-
que se o revolver estd bem centralizado, se a preparacdo estd invertida, muito espessa

ou se a laminula ndo é tdo fina quanto deveria.

11 PROBLEMAS COMUNS NA PRATICA DA MICROSCOPIA

* Campo escuro: é resultante de ma centralizagao de iluminacdo, tente re-
gular a iluminacdo.

» Falta de nitidez da imagem: se persistir eapc’)s a re%ulagem da iluminagao
e de uma focalizacido cuidadosa, a causa deve ser buscada metodicamen-
te.

v/ A preparacdo pode estar suja em uma das faces e isto pode ser reconheci-
do pela movimentagao de estrias e sombras, assim deve-se limpé-la com
um lenco de papel extra macio, embebido em alcool ou éter.

A ocular pode estar suja.

ANAN

A objetiva pode estar com algum liquido na lente frontal ou com poeira
na lente posterior. Ao usar a lente de imersao servir-se de 6leo de imersao
suficientemente fluido e nunca o deixar secar sobre a objetiva ou sobre as
preparagoes.

Ao terminar as observagdes certifique-se que nenhuma lamina permanega sobre
a platina, ponha a objetiva de menor aumento em posicdo, mova o macrométrico até o

limite méximo e cubra o aparelho.
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12 REGULAGEM DA ILUMINACAO

Os microscépios cujos condensadores ABBE sao méveis, para verificar a centrali-
zagdo, feche completamente o diafragma e examine a imagem com a objetiva de menor
aumento focalizada numa preparagdo. Em microscépios que possuem condensador de
campo (por onde passam os feixes de luz), este também deve ser fechado, reduzindo

assim o cone de luz.

Em ambos os casos, a centralizacdo é feita girando os parafusos laterais do con-
densador ABBE Figura 9, até que a iris do diafragma esteja exatamente no centro, ou

seja, coincidindo com o eixo 6ptico do sistema de lentes.

A imagem da iris do diafragma, uma vez centralizada, deve ser regulada movi-
mentando o condensador, para cima ou para baixo, até que sua borda azulada esteja
nitida. Abre-se entdo o condensador de campo ou o diafragma para preencher todo o

campo, obtendo-se assim um feixe luminoso exatamente centrado.

Esta iluminacdo critica ou de Kohler é, portanto, obtida quando o condensador
focaliza a luz no objeto e a luz transmitida do objeto para a objetiva quase que preen-

che completamente as lentes.

Figura 9 - Condensador e limpeza do Condensador ou diafragma

Fonte: Autores.

13 CONSIDERACOES FINAIS

Compreende-se assim, que a limpeza e a manutenc¢do adequada dos microsco-
pios torna-se algo essencial no ambito laboratorial, pois além de potencializar as fun-
¢Oes, reduz possiveis distor¢des, aumentando a vida ttil do equipamento. Neste docu-
mento, discutiu-se sobre as instrucdes gerais, os riscos e procedimentos de utilizagdo
uso dos microscopios visando expandir o conhecimento do usudrio para as novas fun-
cionalidades deste equipamento. Desta forma, embora j& mencionados, os seguintes
aspectos merecem ser ressaltados:
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* Nao tentar solucionar problemas que estejam descritos neste guia sem a
consulta prévia de um técnico responsavel;

* Na rotina de limpeza, ater-se apenas as partes de facil acesso, que nao ne-
cessitem do uso de ferramentas especificas;

* Dedicar especial cuidado na limpeza das lentes, principalmente oculares e
objetivas de facial acesso;

* Nao utilizar solugdes a base de cloroférmio e éter em partes plasticas, pois
alguns microscépios possuem partes plasticas ou em acrilico que sao sen-
siveis a estes produtos;

* Nao utilizar solventes organicos tais como Xilol, Toluol e Acetona, dentre
outros, pois estes podem se infiltrar entre as lentes e dissolver o verniz
utilizado para colé-las;

* Nas desmontar o controle de foco macro e micro do equipamento;
* Nao desmontar a base do microscépio.

Assim, este guia ndo tem o intuito de estabelecer conclusdes definitivas sobre o
uso, a limpeza e a manutengao de microscopios, pois, periodicamente ocorre a criacao
de modelos cada vez mais modernos. Porém, as considera¢des aqui tracadas podem
contribuir de forma singular para que usudrios comuns possam conduzir melhor a

utilizagdo dos microscépios no dmbito laboratorial.
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RESUMO

objetivo deste estudo foi investigar a bioatividade do extrato etanélico de

folhas de Centrosema coriaceum contra os Nematodides gastrointestinais adul-
tos Parapharyngodon bainae e Physaloptera sp. de Tropidurus torquatus. O extrato foi apli-
cado nas concentracdes de 3 mg / mL, 2 mg / mL e 1 mg / mL, em individuos adul-
tos das espécies Parapharyngodon bainae e Physaloptera sp., recentemente coletados de
hospedeiros, separadamente. Os nematoides expostos as concentragdes de 3 mg/mL e
2 mg/mL apresentaram alteragdes morfologicas significativas com ruptura completa
do tegumento da cuticula quando comparados ao controle, analisado por microscopia
eletronica de varredura. Cortes histolégicos transversais da porcao mediana do corpo
de helmintos adultos, corados com hematoxilina e eosina, de ambas as espécies, mos-
traram descolamento subcutaneo total da cuticula quando comparados ao controle nas
concentracdes de 3 mg / mL e 2 mg / mL. Esses resultados indicam, pela primeira vez,
o potencial anti-helmintico do extrato etandlico das folhas de C. coriaceum em nema-
téides adultos.

Palavras-chave: Microscopia eletronica de varredura. Andlise histolégica. Nematoda.
Centrosema coriaceum. Anti-helmintico

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the bioactivity of the ethanolic extract of
Centrosema coriaceum leaves against adult Parapharyngodon bainae and Physaloptera sp.,
gastrointestinal nematodes of Tropidurus torquatus. The extract was applied at concen-
trations of 3 mg/mL, 2 mg/mL and 1 mg/mL, in adult individuals of the species Pa-
rapharyngodon bainae and Physaloptera sp., newly collected from hosts, separately. The
nematodes exposed to concentrations of 3 mg/mL and 2 mg/mL showed significant
morphological alterations with complete detachment and disruption of the integu-
ment from the cuticle when compared to the control, analyzed via scanning electron
microscopy. Cross-sectional histological cuts of the mid-body portion of adult helmin-
ths, stained with hematoxylin and eosin, of both species showed total subcutaneous
detachment from the cuticle when compared to the control at concentrations of 3 mg/
mL and 2 mg/mL. These results indicate, for the first time, the anthelmintic potential

of ethanolic extract from C. coriaceum leaves in adult nematodes.

Keywords: Scanning electron microscopy; histological analysis; Nematoda; Centrose-

ma coriaceum; anthelmintic
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1 INTRODUCTION

Gastrointestinal helminth infections are an important limitation for livestock
worldwide. The development of anthelmintic resistance is reported in several coun-
tries (SOUTELLO et al., 2007; KAPLAN; VIDYASHANKAR, 2012; PAPADOPOULOS
et al., 2012) and this is a major obstacle to the control of endoparasitoses in small ru-
minants, which justifies the search for new alternatives to control them. A viable alter-
native in combating nematodes is the use of herbal medicine, a promising field, which
promotes slow resistance development, biodegradability and minimizes environmen-

tal contamination.

The ingestion or topical application of plants by animals has been observed and
described for several species including sheep, bees, and primates (HUFFMAN et al.,
1996, FOWLER et al., 2007; LISONBEE, 2009; SIMONE-FINSTROM; SPIVAK, 2012).
In studies of diet, prevalence, and intensity of parasitic infection with gastrointesti-
nal nematodes in lizards of the species Tropidurus torquatus (Wied, 1820) (Squamata,
Tropiduridae) from a rocky outcrop in the district of Toledos, in the municipality of
Juiz de Fora, state of Minas Gerais, Brazil. Pereira et al. (2012) found that there was a
significant decrease in parasite intensity of two parasitic nematode species of the sto-
mach and intestinal cecum in the population of lizards that had ingested parts of the
plant species Centrosema coriaceum Benth. (Fabaceae), a fact that suggests a possible

anthelmintic activity of this plant.

Centrosema (DC.) Benth. (Fabaceae) comprises 35 herbaceous species and the
main biochemical components produced by plants of this genus are flavonoids and
tannins (WILLIAMS; CLEMENTS, 1990; DA SILVA et al., 2007). The species C. coria-
ceum is a sub-shrub occurring in Caatinga (stricto sensu), Highland Rocky Field, Cerra-
do (lato sensu), Riverine Forest and/or Gallery Forest, Ombrophyllous Forest (Tropi-
cal Rain Forest), Coastal Forest (Restinga) in the cerrado biome in southeastern Brazil,
popularly known as “jequitirana”, recognized by leaf with shape pinnate, texture co-
riaceous, foliar rachis conspicuous, limb trifoliolate, leaflet ovate/elliptic. Flower with
colour lilac/purple, spur present. Blooming from January to May and bearing fruit
from February to May (MENDONCA, 1998; SOUZA, 2015; BFG, 2015).

The aim of this study was to analyze the action of different concentrations of the
ethanolic extract of Centrosema coriaceumn Benth leaves on the morphology of the ne-
matodes Physaloptera sp. (Spirurida, Physalopteridae) and Parapharyngodon bainae
Pereira, Sousa & Souza Lima, 2010 (Oxyurida, Oxyuroidea), gastrointestinal parasites
of Tropidurus torquatus, collected in the region of Toledos, Juiz de Fora, Minas Gerais,

Brazil.
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2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Plant material

The plant specimens used in the present study were collected in a quartzite ou-
tcrop area of approximately 5,400 m? in the district of Toledos, Juiz de Fora, Minas
Gerais, Brazil, in Zona da Mata Mineira (one of many regions within the state of Minas
Gerais), southeastern Brazil (21 ©48''27 .5"S; 43 © 35'31.7"W, datum: WGS84, altitude:
697).

The aerial parts of Centrosema coriaceum Benth. were collected on December 4,
2014 at 1:00 p.m. The exsiccata was deposited in the Leopoldo Krieger Herbarium,
Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) under the code CESJ 49986 and according
to the license number A032F41-SISGEN/BRAZIL.

2.2 Preparation of the C. coriaceum ethanolic extract (CCE)

The aerial parts of C. coriaceum were shade dried on a bench and at room tem-
perature for 15 days, pulverized in order to obtain the dried plant material. The dried
material was separated into a 29.23 g sample for extraction by static maceration for
24 hours with the solvent ethanol (5 x 500 mL). The extract was concentrated under
reduced pressure using a rotary evaporator (Heidolph-Laborota 4000). The solvent
was evaporated, thus obtaining the ethanol extract of leaves from the aerial parts of C.
coriaceum (8.39 g), obtaining a yield of 28.7%. The sample was named of CCE and left

under refrigeration until in vitro tests were performed.

2.3 Host collection, Identification and Necropsy

Two specimens of Tropidurus torquatus were collected with the aid of a glue trap
(Victor Mouse® gluetraps) (RIBEIRO-JUNIOR et al., 2006), during daytime in Sep-
tember 2015, under license from IBAMA (Process 02015.010660/05-88 license number
261/05-NUFAS/MGQG), from the same locality where the aerial parts of C. coriaceum
were collected. The specimens were identified according to Rodrigues (1987), and eu-
thanized with Tiopental®, applied with 1 mL disposable syringes (UETANABARO et
al., 2007). After necropsy, the hosts were fixed in 10% formalin, preserved in 70% etha-
nol and deposited in the Colecdo Herpetoldgica of the Universidade Federal de Juiz de
Fora - Repteis (CHUF]JF-Repteis 1467 and 1468).

The hosts were necropsied through a longitudinal ventral incision and the diges-
tive tract was transferred to Petri dishes with 0.9% saline solution. The digestive tract
was dissected in search of parasites. The analyzis of the gastrointestinal contents was

done with the aid of binocular stereomicroscope model XT-3H-BI.
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2.4 Nematode Collection and Identification

The collected nematodes were kept alive in Petri dishes containing 0.9% saline
solution until the time of the experiments. After the experiments, the nematodes were
killed and fixed in 4% hot formalin, for 15 days, and stored in 70° GL ethanol. The an-
terior and posterior regions of nematodes were sectioned for studies with a scanning
electron microscope (SEM) and the median parts of the same specimens were studied
histologically.

From each nematode infrapopulation, specimens were separated for specific
identification. For this, the specimens were clarified in Amann's Lactophenol, moun-

ted on temporary slides and identified with the use of Olympus BX41 light microscope.

All nematodes were identified to the genus according to Anderson et al. (2009).
In the case of nematodes of the genus Parapharyngodon, it was possible to collect a male
and a female specimen, and the identification at the specific level was made according
to Pereira et al. (2011). In the infrapopulations of Physaloptera sp. no male specimens
were found, which made identification at the specific level impossible. Voucher spe-
cimens of these helminths were deposited in the Helminthological Collection of the

Oswado Cruz Institute.

2.5 In vitro anthelmintic activity test

Live adults of Parapharyngodon bainae collected from the intestinal cecum and
kept alive in 0.9% saline were individualized in 2 mL eppendorf tubes containing 100
pL of saline solution for 15 min. Afterwards, the experiment was outlined as follows:
1- Control tube: addition of 100 pL of saline solution; 2- Control tube + 10% DMSO:
Addition of 100 pL of 10% DMSO solution; 3- Tube C1: Addition of 100 pL of ethanolic
extract of C. coriaceum at 3 mg/mL concentration (diluted in saline + 10% DMSO);
4- Tube C2: Addition of 100 pL of ethanolic extract of C. coriaceum at 2 mg/mL con-
centration (diluted in saline + 10% DMSO); 5- Tube C3: Addition of 100 pL of ethanol
extract of C. coriaceum at 1 mg/mL concentration (diluted in saline + 10% DMSO).
Time Zero (T=0) was considered as the moment immediately after the application of
the solutions, and final time was the absence of parasite motility, even with stimula-
tion by agitation, for the treated individuals. The nematodes were fixed with 4% for-
malin heated at 90 °C. After seven days in the fixative, the nematodes were packed in

eppendorf tubes containing 70°GL ethanol.

Each of the live adult specimens of Physaloptera sp. collected from the stoma-
ch was immediately transferred to a 2 mL eppendorf tube containing the following

treatments:1- Control tube: addition of 100 pL of saline solution; 2- Control tube + 10%
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DMSO: Addition of 100 pL of 10% DMSO solution; 3- Tube C1: Addition of 100 pL of
ethanolic extract of C. coriaceum at 3 mg/mL concentration (diluted in saline + 10%
DMSO); 4- Tube C2: Addition of 100 pL of ethanolic extract of C. coriaceum at 2 mg/
mL concentration (diluted in saline + 10% DMSO).5- Tube C3: Addition of 100 pL of
ethanol extract of C. coriaceum at 1 mg/mL concentration (diluted in saline + 10%
DMSO).Time Zero (T=0) was considered as the moment immediately after the applica-
tion of the solutions, and since the nematodes did not die in these tests, the final time of
the experiment was established in 360 min. The nematodes were then killed and fixed
in 4% formalin heated to 90°C. After seven days in the fixative, the nematodes were

packed in eppendorf tubes containing 70 °GL ethanol.

2.6 Scanning electron microscopy (SEM) of nematodes

For the SEM studies, the anterior and posterior regions of the specimens fixed in
4% formalin and packed in 70 °GL ethanol were dehydrated in increasing concentra-
tions of ethanol and subsequently dried in 1, 1, 1, 3, 3, 3-hexamethyldisilazane at 97%.
After drying, the body parts were mounted on stubs with adhesive carbon tape, gold
coated and analyzed by a quanta scanning electron microscope FEG 3D FEI operating
at 10 kV located at the Microscopy Center of the Federal University of Minas Gerais
(UFMG), Belo Horizonte, Minas Gerais.

2.7 Histological processing of nematodes

For the histological studies, the median regions of the nematode bodies previou-
sly fixed in 4% formalin and packed in 70 °GL ethanol were transferred to tubes con-
taining 10% formalin solution for 24 h and subsequently processed in the Automatic
Tissue Processor PT-05 LUPETEC, dehydrated in absolute alcohol in 6 cycles in a total
of 8 h, diaphonized in absolute xylene for 3 cycles of 1 h and impregnated with para-
tfin in 2 cycles of 2 h at 70 °C to obtain serial cuts of 3pm of thickness in 3 levels. The
slides were stained with hematoxylin-eosin (HE) in an automatic stainerBellatrix EP-
31-05103 EASYPATH (RHEUBERT et al., 2011). The histological processing was per-
formed at the Pathology Laboratory of the Universitary Hospital of University Federal
de Juiz de Fora (UFJF), Juiz de Fora, Minas Gerais.

The analysis of the material and the respective photodocumentation was conduc-
ted with an Olympus BX41 microscope coupled with a Canon A3100S digital photo-
graphic equipment and ocular micrometer, located at the Laboratério de Taxonomia e
Ecologia de Helmintos - Odile Bain, UFJF, Juiz de Fora, Minas Gerais.
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3 RESULTS AND DISCUSSION

The nematodes analyzed by SEM and histological sections at the concentrations
of 3 mg/mL, 2 mg/mL and 1 mg/mL with the extract showed an evident increase in
invaginations and irregularities of the cuticle resulting from the disarrangement of
the syncytial epidermis, located between the cuticular layer and the basal layer. The
control group and 10% DMSO saline solution presented intact cuticle with regular
morphology (Figure 1, 2 and 5).

In addition, alterations in the cuticle morphology of the circumoral region were
observed for the higher concentration treatment (Figure 1d), with evident loss of sha-
pe and structure of the cephalic papillae and lips, when compared to the circumoral
structures of the control group specimens.

Figure 1-SEM ima%gs of cephalic re ions of adult females of Parapharyngodon bu()z'naq. (A). Control
group treated with saline solution 0.9%. (B). Control group treated with DMSO 10% diluited in saline

solution 0.9%. (C). Group treated with 2 mg/mL of C. coriaceumextract. (D). Group treated with 3 mg/
mL of C. coriaceum extract. (Am = amphid; L = lip).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

For the 2 mg/mL concentration the architecture of the six lips are still visible,
however it is not possible to distinguish the papillae when compared to the controls
(Figure 1c). For the the caudal region treatments, it can be observed that the transverse
annulations of the cuticle became more prominent, juxtaposed and in greater number

when compared to the controls (Figure 2c and 2d).
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Figure 2 - SEM images of posterior regions of adult females of Parapharyngodon bainae. (A). Control
group treated with saline solution 0.9%. (B). Control group treated with DMSO 10% diluited in saline
solution 0.9%. (C). Group treated with 2 mg/mL of C. coriaceum extract. (D). Group treated with 3 mg/
mL of C. coriaceum extract.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

There was no significant alteration of the outermost layer of the cuticle in the
treatments in relation to the control and control DMSO 10% in saline solution 0.9%
(Figure 3).
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Figure 3 - SEM images of ce (phahc regions of adult females of Physalopterasp. (A). Control group trea-
ted with saline solution 0.9%. (B). Control group treated with DMSO 10% diluited in saline solution
0.9%. (C). Group treated with 3 m g/mL of C. coriaceum extract. (D). Group treated with 2 mg/mL of C.
coriaceum extract. (E). Grou treated with 1 mg/mL of C. coriaceum extract. (Am = amphid; Co = ce-
phalic collarette; Cp = cephalic papillae; ET = external tooth; IT = internal tooth; Ps = pseudo lip)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

For the groups treated with the ethanolic extract of C. coriaceum at the 2 mg/mL
concentration, complete detachment of the cuticle is evident in relation to the longi-
tudinal musculature and disarrangement of syncytial epidermis in a smaller magni-
fication (Figure 5b). At higher magnification, detachment points alternated with pre-
served points of the syncytial epydermis in relation to the cuticle were observed, with
consequent overlap in cuticle undulations (Figure 5b and 5c¢). The cortical, middle, and
basal layers of the cuticle, in addition to the muscle cell morphology, were preserved,
when compared to the control group (Figure 5c).

For the treatment with the ethanolic extract of C. coriaceum at the 3 mg/mL con-
centration, complete detachment of the cuticle in relation to the longitudinal muscula-
ture and disarrangement of syncytial epidermisis evidencedin a smaller magnification
(Figure 5c). At higher magnification, a complete disarrangement of syncytial epider-
mis from the cuticle is observed (Figure 5c). In this treatment, the thickness of the cor-
tical, middle, and inner layers of the cuticle are smaller when compared to the control
group (Figure 5a).

Therefore, in all three concentrations of ethanolic extract of C. coriaceum, some
degree of derangement of the syncytial epidermis was evident. The morphology of the
cuticle and musculature were little or not affected by the action of the extract in their

respective concentrations.
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The treatments with the ethanolic extract of C. coriaceum in female specimens of
Physaloptera sp. analyzed by SEM and histological sections presented disruption and
significant loss of external morphology of the anterior and caudal regions at 2 mg/mL
and 3 mg/mL, when compared to the control group and 10% DMSO saline solution,
which presented an intact and homogeneous cuticle (Figure 5d-f), preserving the ar-
chitecture of the pair of pseudolabia and cephalic papillae (Figure 3a-e), as well as the
caudal region (Figure 4a-d).

Figure 4. SEM images of posterior regions of adult females of Physalopterasp. (A). Control group trea-
ted with saline solution 0.9%. (B). Control group treated with DMSO 10% diluited in saline solution

0.9%. (C). Group treated with 2 mg/mL of C. coriaceum extract. (D). Group treated with 3 mg/mL of C.
coriaceum extract.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor

Significant morphological changes such as derangement of the cephalic cuticular
structure of nematodes at concentrations of 1 mg/mlL, 2 mg/mL and 3 mg/mL (Figure
3c-e) were observed. These changeswere not observed in the specimens of the control

group and 10% DMSO control in saline solution (Figure 3a).

The histological analysis of the body wall of the adult Physaloptera sp. (Figure
5d-f) reveals that, for the groups treated with the ethanolic extract of C. coriaceum at 1
mg/mL concentration, it is evident that there was no morphological alteration in the
cuticle, syncytial epidermis, basal layer and the longitudinal musculature of the body.
However, in the group with ethanolic extract with 2 mg/mL partial cuticle detach-
ment occurred due to syncytial epidermis disarrangement, but changes in the cuticle
and musculature were not evident (Figure 5e). Treatment with the ethanolic extract of
C. coriaceum at 3 mg/mL presents complete detachment of the cuticle in relation to the
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syncytial epidermis (Figure 5f). In this case, a syncytial epidermis disarrangementis

also observed when compared to the control group (Figure 5d).

Figure 5 - Photomicrographs of histological sections of adult females of Parapharyngodon bainae (A-C)
and Physalopterasp. (D-F). (A). Control group treated with DMSO 10% diluited in saline solution 0.9%.
(B). Group treated with 2 mg/mL of C. coriaceum extract (C). Group treated with 3 mg/mL of C. coria-
ceum extract. (D). Control group treated with DMSO 10% diluited in saline solution 0.9%. (E). Group
treated with 2 mg/mL of C. coriaceum extract. (F). Group treated with 3 mg/mL of C. coriaceum extract.
C = cuticular layer; E = epidermicsincitial layer; M = muscular layer).

Regarding the time of inhibition or mortality of specimens studied in vitro, the
death of all specimens of Parapharyngodon bainae was observed in all treatments after
120 min, only remaining alive the ones from the control group (0.9% saline and 10%
DMSO). In contrast, in a period of 360 min, all treated specimens of Physaloptera sp.
remained alive, as well as the control groups (0.9% saline solution and 10% DMSO)
for this species. However, more studies are neededto obtain conclusive results on the

mortality of these nematodes through the action of C. coriaceum ethanolic extract.

Significant alteration in the morphology of the anterior and caudal portion of
the nematodes was observed in the present study for P. bainae and Physaloptera sp. in
the SEM analysis and confirmed by the histological analysis, resulting from the deta-
chment of the cuticle from the epidermis, due to derangement of syncytial epidermis,
with consequent shortening of the cuticle and a marked increase of the transverse
streaks. Similar results were observed in Ascaris suum Goeze 1782 (Nematoda, Ascari-
doidea), treated with crude ethanolic extract of Lysimachia ramosa Wall (Primulaceae)
(YADAV; TANDON; RAO, 1992; CHALLAM, 2010). The aim of the comparison of
how the extracts act in P. bainae and Physaloptera sp. was to evaluate the efficacy of the
consumption of the parts of C. coriaceum by T. torquatus as an anthelmintic action for
both nematodes, because they have specific and non-overlapping sites of infection.
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The ultrastructural analyses by SEM suggest that the extract of the leaves of C. coria-
ceum acts in greater intensity in the anterior region, with total morphological transfi-
guration of the lips and cephalic papillae of females from both species submitted to
the treatments, as well as the vulva area, independently of the site of infection. The
results found for C. coriaceum fit with other plants of its family, since other plants of the
Fabaceae family possess anthelmintic activity. Studies of Koné et al. (2005) with crude
ethanol extracts of the Andirainermis (leaves), Eriosemagriseum (leaves), Pericopsislaxiflo-
ra (leaves), and Pseudarthria hookeri (leaves) species showed larvicidal activity against

the nematode Haemonchus contortus Rudolphi (1803).

Lesions in the oral and vulva regions of females in the in vitro tests suggest in
vivo that the main mechanism to decrease the parasitic load in these lizards would be
the impossibility of nutrition and egg release by females with disrupted reproductive
appendixes, as suggested by Hoste et al. (2012). Similar alterations were observed by
Martinez-Ortiz-de-Montellano (2010), in in vivo tests on H. contortus (Rudolphi) ob-
tained from sheep, via the consumption of Lysiloma latisiliquum (L.) Benth. (Fabaceae)

extract.

Species of the Centrosema (DC.) Benth. (Fabaceae) are widely used for foraging in
animal husbandry, because they are palatable and of low toxicity (CAMERON, 1984).
The phytochemical results found for C. coriaceum are consistent with other species from
genus Centrosema. The species Centrosema plumieri (OLADIME]JIN et al., 2007) and Cen-
trosema pubescens (EKPO et al., 2011) are species that presented flavonoids and tannin
in their composition. The anthelmintic activity found can be related to the presence of
tannin and flavonoid metabolites, therefore, tanniferous plants used like anthelmintic
remedies against intestinal helminthiasis have become prominent, especially in vete-
rinary medicine (SPIEGLER et al., 2017a). The anthelmintic ability of these species is
related to the presence of condensed and hydrolysable tannins, subtances that affect
different nematode species at different life stages, e.g. inhibition of egg hatch, larval
migration, feeding and larval development, and can still affect adult worms (SPIE-
GLER et al., 2017b). Moreover, according to the studies by Hoste (2006), plants con-
taining 30-40 g of condensed tannins per kg of dry matter would be sufficient to have
anthelmintic activity in some animals. The flavonoids are another group of important
secondary metabolites found in several plant species that may have antiparasitic acti-
vity (SANTOS et al., 2018).

4 FINAL CONSIDERATIONS

Our findings showed, for the first time, that the ethanolic extract of C. coriaceum
leaves caused several degrees of changes in the morphology of body wall in both spe-

cies of nematodes in in vitro conditions, which may be an indication of first anthelmin-
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tic activity already reported for this species. Our data also provided the first insights to
demonstrate by scanning electron microscopy and histological analysis morphological
changes from the treatment with crude extract of plants in nematodes originating from
a wild reptile species under in vitro conditions. Thus, we can affirm that the present
study model can be applied for studies with the same focus in nematode species para-

sitic of other animals.
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RESUMO

ntrodugdo: A testosterona é o principal hormoénio sexual masculino que tem

Iseu pico de producdo na adolescéncia. Desempenha algumas fungdes, como
regulacao da fertilidade, massa muscular, distribuicdo da gordura corporal, producao
de glébulos vermelhos e tem efeitos na capacidade cognitiva. A importancia da testos-
terona para atletas de diferentes modalidades se deve ao seu desempenho na sintese
proteica, contribuindo assim para a manutencédo e hipertrofia da massa muscular, o
que permite um maior desenvolvimento da forca e poténcia muscular. Objetivo: ve-
rificar o quanto os valores séricos da testosterona estdo correlacionados e explicados
pelo percentual de gordura corporal e a contribuigao da testosterona no desempenho
em teste de salto vertical. Metodologia: participaram do estudo 23 homens fisicamente
ativos, de 18 a 30 anos. O estudo consistiu em uma tnica sessdao de teste contendo:
composicdo corporal, pressdo arterial, coleta de sangue e teste de salto vertical com
os voluntarios em repouso por 48 horas de qualquer exercicio. Resultados: Foi encon-
trada forte correlacao negativa (r = -0,633; p = 0,001) entre o percentual de gordura e
testosterona. Entre a testosterona e a altura do salto vertical, foi observada correlacao
positiva moderada (r = 0,599; p = 0,003). Conclusdo: Em individuos fisicamente ativos,
o percentual de gordura corporal se correlaciona fortemente e explica 40% dos niveis
séricos de testosterona. Por sua vez, os niveis de testosterona circulante contribuem

com 35% para o desempenho do salto vertical na amostra estudada.

Palavras-chave: Hormonio; Desempenho; Atividade Fisica.

ABSTRACT

Introduction: Testosterone is the main male sex hormone that has its peak pro-
duction in adolescence. It performs some functions such as the regulation of fertility,
muscle mass, the distribution of body fat, the production of red blood cells, and has
effects on cognitive ability. The importance of testosterone for athletes from different
sports is due to its performance in protein synthesis, thus contributing to the main-
tenance and hypertrophy of muscle mass, which allows for greater development of
muscle strength and power. Objective: to verify how much the serum values of testos-
terone are correlated and explained by the percentage of body fat and the contribution
of testosterone in the performance in vertical jump test. Methodology: 23 physically

active men aged 18 to 30 years participated in the study.

The study consisted of a single test session containing: body composition, blood
pressure, blood collection, and vertical jump test with the volunteers at rest for 48
hours of any exercise. Results: A strong negative correlation (r = -0.633; p = 0.001) was

found between the percentage of fat and testosterone. Between the testosterone and
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the vertical jump height, a moderate positive correlation was observed (r = 0.599; p
= 0.003). Conclusion: In physically active individuals, body fat percentage correlates
strongly and explains 40% of serum testosterone levels. In turn, circulating testostero-

ne levels contribute 35% to the vertical jump performance in the studied sample.

Keywords: Hormone; Performance; Physical activity.

1 INTRODUCAO

A testosterona é o principal hormonio sexual masculinos tem seu pico de produ-
¢do na adolescéncia. Desempenha algumas fun¢des como a regulagao da fertilidade, a
massa muscular, a distribui¢do da gordura corporal (KELLY; JONES, 2013), a produ-
cao de globulo vermelhos e tem efeitos na capacidade cognitiva como o desenvolvi-
mento da memoria (HOFER; LANZENBERGER; KASPER, 2013; CIOCCA et al., 2016).
Nas mulheres a testosterona também est4 presente, em menor quantidade e tem fun-

¢Oes ovarianas e no crescimento 6sseo (ANTONIO et al., 2018).

A testosterona nos homens é produzida nos testiculos pelas células de Leydig a
partir do colesterol. Também é produzida em menor quantidades nas glandulas adre-
nais e nas mulheres pelos ovarios. Sua producdo é controlada pelo hipotdlamo e glan-
dula pituitaria. Quando os niveis da testosterona estdo baixos o hormoénio liberador
de gonadotropina (GnRH) é liberado pelo hipotdlamo estimulando a glandula pitui-
taria que libera os hormonios Foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH) estes por
sua vez estimulam o testiculo que produz a testosterona (NIESCHLAG; NIESCHLAG,
2019).

Dentre os fatores que influenciam os niveis da testosterona estao a idade onde é
observado uma reducao gradual apos os 30 anos, o treino de resisténcia que estimula
o aumento dos niveis circulantes (ZIEMBA et al., 2020), deficiéncia de vitamina A que

pode reduzir os niveis plasmaticos e a gordura corporal que influencia na produgao
testicular da testosterona (BOONCHAYA-ANANT et al., 2016).

A importancia da testosterona para atletas de diversas modalidades esportivas
se deva pela sua atuagdo na sintese proteica contribuindo assim com a manutengao e
hipertrofia da massa muscular o que possibilita um maior desenvolvimento da forga
e poténcia muscular (CREWTHER et al., 2020). Entretanto pouco se tem investigado o
quanto a concentragao de gordura corporal explica os niveis sérico da testosterona e
qual a magnitude da influéncia desta no desempenho neuromuscular em teste de salto
em praticantes de atividades fisicas.
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Assim o objetivo deste estudo foi verificar quanto os valores séricos da testoste-

rona é correlacionado e explicado pelo percentual de gordura corporal e a contribuigao

da testosterona no desempenho em teste de salto vertical.

2 MATERIAIS E METODOS

Participaram do estudo 23 homens fisicamente ativos com idade entre 18 a 30

anos. Os critérios de inclusao foram: A) praticar pelo menos 150 minutos de exercicio

fisico por semana, B) ndo fazer uso de qualquer tipo de suplementa¢do ou recurso

anabolizante, C) Nao apresentar quaisquer doencas cronica metabdlicas, E) ndo ter

nenhum tipo de lesdao 6ssea ou muscular que impossibilitasse a realizagdo dos testes.

Os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido de acor-

do com a Declaracdo de Helsinque. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Catdlica de Brasilia, sob o protocolo
numero CAAE: 08754219.3.0000.0029.

Os dados de caracterizagdo da amostra estdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Dados de caracterizagdo da amostra (n=23)

Média DP ()
Idade (anos) 26,08 5,48
Peso (Kg) 80,19 12,03
Altura (m) 1,73 0,06
IMC (Kg/m?) 26,55 3,52
Gordura (%) 16,80 5,39
PAS (mmHg) 120,91 11,34
PAD (mmHg) 71,26 9,18
Testosterona (ng/dl) 467,13 258,74
Salto (cm) 33,73 9,89
Atividade semanal (min) 320,86 29,219

IMC: Indice de massa corporal; PAS: Pressdo Arterial Sist6lica; PAD: Pressdo Arterial Diastélica.

2.1 Procedimentos Gerais

Fonte: Autoria prépria.

O estudo consistiu em uma tnica sessao de testes contendo: composicao corpo-

ral, pressdo arterial, coleta de sangue e teste de salto vertical com os voluntdrios em

repouso de 48 horas de qualquer tipo de exercicio.
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2.2 Coleta de Sangue Venoso

Com os individuos sentados com um torniquete amarrado em seu brago, foi co-
letado de 2,5 ml de sangue na veia cubital mediana, usando agulhas estéreis ap6s
assepsia do local.

A anélise da concentragao de testosterona foi realizada no soro pelo método de
eletroquimioluminescéncia, seguindo as especificagdes do fabricante do Kit. A técnica
foi desenvolvida no aparelho Elecsys 2010 da Roche Diagnéstica (SIMOES et al., 2004).

2.3 Composicao Corporal

A estatura foi mensurada com o voluntario em pé e descalco, com tornozelos,
panturrilhas, nadegas, escdpula e cabeca encostados na parede. A posicao da cabeca
acompanhava o plano de Frankfurt e a estatura foi medida no momento da inalagao
do ar. A massa corporal foi obtida enquanto os participantes usavam roupas leves,
utilizando-se de uma balanca Filizola® com precisdo de 100 gramas. O indice de massa
corporal (IMC) foi calculado pela equacado peso (kg)/altura (m)? (Mill-Ferreyra, Came-
no-Carrillo, Satul-Gordo, & Cami-Lavado, 2019).

O percentual de gordura corporal foi estimado pela técnica de dobras cutaneas,
na qual a densidade corporal foi calculada usando o protocolo de trés dobras proposto
por (JACKSON; POLLOCK, 1978), coletado em cada ponto em uma sequéncia rotacio-
nal no lado direito do corpo, registrando-se o valor médio de trés medidas. As medi-
das foram realizadas por um dnico avaliador, usando uma bussola cutdnea (Lange®,
Cambridge Scientific Instruments, Cambridge, Maryland, EUA). Apés o calculo da
densidade corporal, foi convertido em porcentagem de gordura corporal pela equagao
proposta por (SIRI; BROZEK; HENSCHEL, 1961).

2.4 Test de Salto Vertical

Os participantes realizaram os testes de salto em plataforma de contato Cefice®,
sendo 2 tentativas para o registro do maior salto vertical - os participantes realizaram
esforgos concéntricos apenas, sendo orientados a partir da posigao de 90° de flexao dos
quadris, e saltar verticalmente o mais alto possivel. O resultado da altura do salto foi

registrado em centimetro (cm).

2.5 Analise estatistica

Os dados foram apresentados em média e desvio padrao. Para testar a normali-
dade dos dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Para estabelecer a relagdo entre
a variavel testosterona, percentual de gordura corporal e altura do salto vertical uti-
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lizou-se a correlacdo de Pearson (r) e a regressdo linear simples. Os dados foram tra-
tados com auxilio do pacote estatistico SPSS 20.0 e GraphPad Prisma 8.0.2. O nivel de
significancia adotado foi de p < 0,05.

3 RESULTADOS

Na tabela 2, sdo apresentados os dados da correlagao de Pearson, entre a testoste-
rona, percentual de gordura corporal e a altura no teste de salto vertical que apresen-

taram correlacdo forte e moderada com o nivel sérico da testosterona.

Tabela 2 - Correlagdes de Person (r) entre a testosterona, percentual de gordura e salto vertical (n=23)

Testosterona % Gordura Salto vertical
R -0,633 0,599
P 0,001* 0,003*

*: Significancia estatistica.
Fonte: Autoria prépria.

A regressdo linear ente a testosterona e o percentual de gordura e altura do salto
vertical estdo representados nas figuras 1 e 2. Encontramos uma forte correlagdo nega-
tiva (r =-0,633; p = 0,001) entre o percentual de gordura e a testosterona. Observando
o valor do coeficiente de determinagdo (R?) apresentado na figura 1, pode-se inferir
que o percentual de gordura corporal explica em 40% os niveis séricos da testosterona
nos voluntarios do estudo. A equacdo (figura 1) estima a concentracdo da testosterona

nestes individuos.

Figura 1 - Regressdo linear entre a Testosterona e o Percentual de Gordura corporal. Fonte: Autoria

propria.
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Entre a testosterona e a altura no salto vertical foi observado uma moderada cor-
relacao positiva (r = 0,599; p = 0,003). Na figura 2, o coeficiente de determinagao nos
permite inferir que 35% do desempenho na altura do salto vertical pode ser atribuido
aos valores séricos da testosterona. Foi gerada uma equacao (figura 2) para estimar a

influéncia da testosterona na altura do salto vertical.
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Figura 2 - Regressdo linear entre altura do Salto Vertical e a Testosterona. Fonte: Autoria prépria
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4 DISCUSSAO

A literatura atual apresenta poucos trabalhos que buscam associar os niveis sé-
ricos da testosterona, percentual de gordura corporal e desempenho em testes de salto
vertical, embora essas varidveis sejam frequentemente observadas e influenciam na

préatica de diversas modalidades esportivas.

O objetivo deste estudo foi verificar quanto os valores séricos da testosterona é
correlacionado e explicado pelo percentual de gordura corporal e a contribuicao da

testosterona no desempenho em teste de salto vertical.

Os achados do presente estudo mostraram que o percentual de gordura prevé os
niveis de testosterona [F (1,21) = 14,032; p = 0,001; R? = 0,4006] e que a concentracdo da
testosterona pode ser utilizada para explicar o desempenho no teste de salto vertical [F
(1,21) =11,774; p = 0,003; R? = 0,3592] em homens adultos fisicamente ativos.

Nossos achados corroboram com o estudo de (RYMARZ et al., 2019) que encon-
traram correlagdo embora fraca (r = —0,36, p = 0,018) entre os niveis de testosterona
e o percentual de gordura corporal em homens em hemodidlise. Da mesma forma
(HAYES et al., 2013) observaram correlagao negativa entre a testosterona e a gordura
corporal (R*=0,285; p = 0,001) em 28 homens de meia idade sedentérios. Analisando fi-
siologicamente, é razoavel supor que a testosterona apresente correlacao negativa com
o percentual de gordura corporal, uma vez que o aumento da produgao de citocinas
proé inflamatéria como a Interleocina-1(IL-1), Interleocina-6 (IL-6), Fator de Necrose
Tumoral-alfa (TNF-a) além de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Proteinas-C
reativas decorrente do aumento da adiposidade corporal interfere na atividade do eixo
hipotalamo-hipoéfise-testicular reduzido a producao de testosterona (MARTINI et al.,
2012; VODO et al., 2013; FUIL; DUPUIS; GROSSMANN, 2014; KAHN; BRANNIGAN,
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2017). Portanto, sugere uma importante associagdo composigao entre a corporal e os
niveis séricos de testosterona.

Quanto ao desempenho no teste de salto vertical (MOREIRA et al., 2013) ob-
servaram que para a altura do salto com contra movimento realizados por jogadores
de elite de futebol o modelo explicou 42,88% (R* = 42,88; p <0,001) pela concentragao
da testosterona. Este dado esta de acordo com o achado em nosso estudo que obser-
vou um coeficiente de determinacgao de 35% (R? = 35,92; p = 0,003) de contribuigdo da
testosterona no desempenho do salto vertical em nossos voluntarios. A contribuigao
da testosterona no salto vertical em atletas ou individuos fisicamente ativos pode ser
compreendido pela sua importante atuagao na sintese proteica contribuindo com a hi-
pertrofia muscular através do processo de transcrigdo que ocorre no nucleo da célula,
a regeneragao dos danos musculares (BASUALTO-ALARCC)N et al., 2013; HOOPER
et al., 2017, GORGEY et al., 2020), e consequentemente na melhoria da forga, da efi-
ciéncia mecanica e incremento na poténcia muscular (HERBERT et al., 2017; COOK;
KILDUFF; CREWTHER, 2018) durante a execugao do salto vertical.

Apontamos as seguintes limitagdes em nosso estudo: as equagdes ndo foram sub-
metidas a validacdo na presente investigacdo. A pesquisa transversal caracterizamos
como uma segunda limitacdo uma vez que este tipo de pesquisa realiza medidas em
um tnico momento sem possibilitar o0 acompanhamento dos voluntarios, ndo sendo

possivel observar as variaveis investigadas durante um periodo especifico.

5 CONCLUSAO

Em individuos fisicamente ativos o percentual de gordura corporal se correlacio-
na fortemente e explica em 40% os niveis séricos da testosterona. Por sua vez os niveis
circulantes da testosterona contribuem em 35% no desempenho do salto vertical na

amostra estudada.

Encorajamos estudos posteriores com atletas de elite e outros grupos populacio-

nais para confirmar estes achados em diferentes individuos.
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RESUMO

Opresente estudo tem como principal preocupacdo bdsica a andlise da im-
portancia da microbiologia na satde ptublica do Brasil, na qual cada vez
mais é necessario divulgar o que este ramo das ciéncias biolégicas tem como busca de
melhoria da vida populacional no planeta. Este artigo tem o objetivo de investigar as
grandes facanhas que levaram a microbiologia a ser colocada num ponto referencial
do cotidiano social para a satide de todos os seres humanos, principalmente no Brasil.
O trabalho parti de um estudo bibliogréfico considerando os pressupostos de autores
como Edilsa (2013), Jaime (2000) e Suassuna (2006), entre outros estudiosos que emba-
saram as afirmacdes de que a microbiologia é um marco cientifico da busca incessante
de melhorias da satide populacional. Contudo, a importancia da microbiologia é um
fator essencial que deve ser divulgada, apreciada e incentiva no pais, principalmente
nas instituigdes educativas e veiculos midiaticos, para demostrar que nossa vida de-

pende de seus estudos e pesquisas.

Palavras-chave: Microbiologia. Ciéncias. Conhecimento. Pesquisa.

ABSTRACT

The present study has os its main basic concern the analysis of the importance of
microbiology in public health in Brazil, in which it is increasingly necessary to divulge
what this branch of biological sciences has as a quest to improve population life on
the planet. This article aims to investigate the great feats that led microbiology to be
placed in a referential point of social daily life for the health of all human beings, espe-
cially in Brazil. The work started from a bibliographic study considering the assump-
tions of authors such as Edilsa (2013), Jaime (2000) and Suassuna (2006), among other
scholars who grounded the statements that microbiology is a scientific landmark of
the incessant search for improvements in population health. However, the importance
of microbiology is an essential factor that should be disseminated, appreciated and
encouraged in the country, especially in educational institutions and media vehicles,

to demonstrate that our life depends on its studies and research.

Keywords: Microbiology. Sciences. Knowledge. Research.

1 INTRODUCAO

O presente trabalho tem como tema a importancia da microbiologia na sadde
puablica do Brasil, que se tem como uma das dreas peculiares ao saneamento basico
existente em nosso pais, para o desvendamento de micro seres que podem afetar a

vida humana em sociedade, desencadeando uma série de enfermidades.
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Nesta perspectiva, construiu-se questdes que nortearam este trabalho:

* Qual a importancia da microbiologia na satide da populagao brasileira?

* Quais aspectos sdo relevantes para que esta area se torne o marco social
no avango para uma vida melhor?

Quando se fala em microbiologia, pouco se sabe a importancia que esta ativi-
dade representa na vida cotidiana da populacdo. Por ser ainda uma parte da ciéncia
pouco demonstrada no dia a dia dos seres humanos, ela se tem como oculta, por estar
escondida dentro dos grandes centros laboratoriais ou industriais. E a partir deste pen-
samento que parti esta pesquisa, a de exibir para as pessoas que antes delas produzi-
rem, consumirem ou adquirirem um produto ou servigo de satide, que estes processos

sempre passam por uma analise microbiolégica, se tornando adequados a nosso uso.

Varios historiadores relatam em suas pesquisas a apari¢ao de uma ciéncia inves-
tigativa, que com suas andlises microscépicas se tornam um marco para o combate de
inGmeras enfermidades que surgiam nas épocas de poucos conhecimentos microbio-

l6gicos e de saneamento.

Conforme Edilsa e Aparecida,

A Microbiologia é uma ciéncia derivada da Biologia que vem se desenvolvendo
nos ultimos séculos devido a contribuicdo de intimeros personagens, profissionais,
estudiosos ou simplesmente pessoas curiosas e dedicadas a conhecer um mundo
aparentemente invisivel. O principal objetivo da Microbiologia é estudar todos os
aspectos que envolvem o mundo microbiano, constituido pelas bactérias, fungos

”oou

(filamentosos, “bolores”, “mofos” e leveduras), protozodrios, virus e algas micros-

copicas (SILVA; SOUZA, 2013, p.13).
Neste contexto, o objetivo primordial deste estudo é investigar as grandes faca-
nhas que levaram a microbiologia a ser colocada num ponto referencial do cotidiano

social para a satide de todos os seres humanos, principalmente no Brasil.

Para alcangar os objetivos propostos, utilizou-se como recurso metodolégico, a
pesquisa bibliogréfica, realizada a partir da analise de contetido de materiais como ar-

tigos cientificos, livros e outros documentos literarios divulgados no meio eletrénico.

O trabalho de autores como: Edilsa (2013), Jaime (2000) e Suassuna (2006) se

tazem presentes como principais teéricos de embasamentos de afirmacdes e analises.

2 DESENVOLVIMENTO

A microbiologia é a drea que trabalha com o tratamento de analise dos micro-or-
ganismos que podem servir como benéficos aos individuos ou provocar uma série de
doencas em humanos. Sua dimensao de estudos corresponde a uma ampla gama de

busca, desenvolvimento e tratamento destes micros seres. Para Edilsa (2013):
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Os microrganismos estdo presentes em todos os aspectos da vida humana. Desde o
inicio de nossa vida pés-uterina, a colonizagdo do corpo humano por determinados
grupos microbianos (principalmente bactérias dos géneros Lactobacillus, Bacterdides,
Biffidobacterium, Escherichia coli, Staphylococcus, Streptococcus e fungos e leveduras dos
geéneros Candida e Pityrosporium). (SILVA; SOUZA, 2013, p.8).

Os estudos microbiolégicos pelo mundo tiveram inicio no século XVII com as
observacoes de Antony Van Leewenhoek (1632-1723), que usava lentes rusticas, onde
ampliavam até 300x as imagens através de um microscépio primitivo (Guerra, 1940).
A partir deste comerciante holandés, foram surgindo novos pesquisadores e novos

instrumentos de trabalhos mais modernos.

No Brasil, este ramo das ciéncias bioldgicas, historicamente teve como pioneiro
Oswaldo Cruz (1872 - 1917), formado em medicina pela Faculdade de Medicina do
Rio de Janeiro em 1892, desvendou os mistérios da Febre Amarela que assolava o Rio
de Janeiro em meados de 1897 a 1906. Anterior a este feito, foi diretor de um Instituto
Soroterdpico Municipal para combater a peste bubonica (SUASSUNA, 2006), que con-

seguiu com éxito através de suas pesquisas.

Ainda no periodo de 1897 a 1906, O. Cruz, entao Diretor Geral de Satde Publi-
ca, deflagra as campanhas de satide em combate a febre amarela e a variola, na qual
houve grande repercussdo de contrariedade pela sociedade, abrindo um movimento
chamado de “Revolta da Vacina”. Mas que tempos depois mostrou-se aos cidadaos

como um ato de garantia da sattde dos municipes.

Além deste, houveram outros cientistas da microbiologia, um deste foi Carlos
Chagas, que estudou a doenca popularmente conhecida como Doenga de Chagas (17i-
panosomas cruzi), causada pelo parasita do barbeiro. E também Adolfo Lutz, que foi um
grande médico pesquisador, que estudou a fundo a transmissao da febre amarela pelo
mosquito Aedes aegypti, além de desvendar que este é um inseto vetor de muitas outras
doengas (SUASSUNA , 2006).

A consagracao destes homens é pertinente das pesquisas microbiolégicas asso-
ciada a medicina tropical' em que sempre buscou a desvendar os vetores de prolifera-
¢ao de endemias populares de suas épocas. Com isto, o avanco na medicina higiénica,

preventiva e sintomaética para uma melhoria habitacional.

Nao somente se destacaram pesquisadores relacionados a medicina, a também
aqueles que produziram estudos no ramo da agronomia com Johanna Dobereiner,
pesquisadora agronoma que especificou os tipos de bactérias que sustentam a alimen-

tacdo das plantas por meio da fixagdo de nitrogénio nas raizes, através da analise mi-

1 Medicina Tropical é um termo usado para destacar um conjunto de pesquisas e conhecimentos medicinais no Brasil e intercalado
pelo médico pioneiro Adolpho Lutz e depois pela fundagdo da Escola Tropicalista Baiana que foi cunhada em 1952, por Coni,
para designar um grupo de médicos que se organizou em torno de um periédico fundado em 1866, a Gazeta Médica da Bahia (1866-
1915), a margem da Faculdade de Medicina existente na antiga capital do Brasil colonia (BENCHIMOL, 2000).
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crobioldgica. Seus estudos hoje em dia sdo utilizados no campo para modernizagao do
plantio da soja (DOBEREINER, 1983).

A descoberta da insulina humana recombinante também foi um marco brasileiro
na microbiologia, descoberta por Marcos Luiz dos Mares Guia na década de 90. Antes
desta, a insulina que provinha do pancreas de animais como porcos e bois trazia consi-
go um patdgeno que causava alergia em diabéticos, com este problema, o bioquimico
Marcos Mares selecionou a bactéria E. coli presente no nosso corpo a auferir o gene que
produz insulina humana, assim ela passa a fabricar naturalmente em nosso sistema
endocrino (MARES-GUIA, 1990).

E necessario que todos estes cientistas médicos micro bidlogos sejam retratados
na histdria brasileira como sendo individuos revoluciondrios e provocadores do status
de satade e vida adequada que todos os brasileiros tém. Se faz essencialmente interca-
lar que a microbiologia em uma de suas competéncias estd a seguranca social contra

doencas.

A microbiologia assegura a nacdo um risco baixo de contaminacéo, pois a partir
dela, alimentos, remédios, processos hospitalares e clinicos, se tornaram meios, que
em tese, ndo provem contaminagdo, mas que na realidade pela falta de competéncia
e fiscalizacdo rigida, muitos casos de contaminacdo por agentes microscépicos ainda
acontecem.

Em consonancia a afirmacdo a cima, é destacavel que a educagdo seja uma des-
tas vitrines da microbiologia, principalmente na disciplina de ciéncias ou de biologia,
onde seja pertinente o estudo aprofundado deste contetido. Trazendo conhecimentos
da realidade do individuo como: os tipos de micro-organismos e as causas que estes
agentes provocam em humanos, suas formas de contaminacao, transmissao e seu com-
bate. Porém, é necessério que os docentes se atentem ao fato de aproximar este assunto

a realidade do aluno, em seu trabalho, Welker (2007) relata:

“O ensino de Biologia no Ensino Médio - assim como o de Ciéncias no Ensino Fun-
damental - muitas vezes é realizado de forma pouco atrativa para os alunos, fa-
zendo com que eles vejam essas disciplinas como algo meramente tedrico, distante
da realidade da qual fazem parte e, por isso, pouco interessante de ser estudado.”
(Welker, 2007, p.69)

A instituicdo de ensino é a primordial fonte de disseminacdo do conhecimento
microbiolégico. Quantos pesquisadores e cientistas sdo esquecidos por suas descober-
tas e quantas doengas simploérias sdo adquiridas simplesmente pela falta de conheci-
mento preventivo destas. E por isso que é necesséario desenvolver mais e mais conheci-

mento e informacdo que advenham do ramo cientifico aqui estudado.
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Contudo, a microbiologia como aspecto crucial da satde brasileira merece aten-
cdo, reflexao e apoio para que esta seja vista com bons olhos, com mais importéncia,
pois foi a partir desta que a vida social se tornou propicia e ainda hoje esta em desen-
volvimento para mais e mais melhorias populacionais e desenvolvimento nas &reas

alimenticias, agricolas, astronémicas e outras.

3 CONCLUSAO

Diante do exposto, concluiu-se que a microbiologia ainda se faz um campo raso
de apresentacdo desta como importante no mundo e principalmente no Brasil. Apesar
das magnificas mentes nacionais que provocaram uma revolugdo na area médica e
agricola, ainda é muito pouco falado dos intimeros trabalhos, aspectos e relevancias

Ppara 0 NnOSsO mundo.

Desde Carlos Chagas até Johanna Dobereiner, a microbiologia nacional teve bas-
tante destaque, impulso ao seu desenvolvimento de seus objetivos humanitarios e éti-
cos. As faganhas cientificas de Oswaldo Cruz e outros prevalecem o Brasil como ainda
sendo um pais do moderno estudo microbiolégico, mas infelizmente a falta de divul-
gacdo constante, estudo aprofundado e o incentivo, corroboram para uma defasagem

e esquecimento de trabalhos importantes desta area.

Contudo, é crucial que este ramo das ciéncias bioldgica e da medicina, seja mais
exibida as pessoas, elevada ao publico principalmente na escola, compreendida como
importante na satde do Brasil, fazendo com que novos precursores surjam em meio
ao enfretamento de doencas que ainda assolam alguns povos e que se faca destaque ao

incentivo financeiro e cientifico.
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RESUMO

presente trabalho objetivou avaliar o efeito do acido indolbutirico (AIB)
Ono enraizamento de estacas de Allophylus edulis (A. St.-Hil., Cambess. & A.
Juss.) Radlk. e Prunus myrtifolia (L.) Urban, a fim de obter mudas uniformes em um
curto espago de tempo. As estacas foram coletadas de ramos de plantas matrizes, com
10 cm de comprimento, onde foram submetidas as dosagens de 0, 10, 20 e 40 mg.L-1
por sete dias. Posteriormente as estacas referentes aos tratamentos T1, T2, T3 e T4 fo-
ram transferidas para meio MS liquido e as de TO permaneceram em agua destilada,
ambas mantidas em sala de crescimento a 25°C e fotoperiodo de 16 horas, por 60 dias
com avaliagdes semanais, referentes ao nimero de raizes e nimero de brotos apicais e
submersos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tra-
tamentos e quatro repeticdes com quatro estacas por repeticao. Os tratamentos com as
doses de 0, 10, 20 e 40 mg.L-1 de AIB apresenntaram reducao significativa no ntimero
de brotos apicais e auséncia de raizes em A. edulis e em P. myrtifolia também ocorreu
diferenca significativa entre esses tratamentos e o controle em dgua destilada para as
varidveis analisadas. Conclui-se que o AIB e o meio de cultura utilizado prejudicam o
enraizamento de estacas das espécies em estudo, sendo os melhores resultados obser-
vados em agua destilada.

Palavras-chave: Regulador de crescimento. Estaquia. Sapindaceae. Rosaceae.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the effect of the indolbutiric acid (AIB) in
the stakes rooting of Allophylus edulis (A. St.-Hil., Cambess. & A. Juss.) Radlk. and Pru-
nus myrtifolia (L.) Urban, in order to obtain uniform seedling in a few time. The stakes
were collected from branches of matrices plants with 10 cm of length, and submitted
to the dosage of 0, 10, 20 and 40 mg.L-1 for seven days. Afterwards, the stakes from T1,
T2, T3 and T4 were transferred to a MS liquid medium and TO remained in distillated
water. Both treatment were maintained in a growth room at 25°C and photoperiod of
16 hours, for 60 days with weekly evaluations that considering the root’s number and
apical and submerged shoot’s number. The experimental delineation was very casual,
with five treatments and four repetitions with four stakes per repetition. The treatmen-
ts with the dosage of 0, 10, 20 and 40 mg.L-1 of AIB presented a significative reduction
in the apical shoots and absence of roots in A. edulis and P. myrtifolia. A significative
difference between the treatments and distillated water were also verified to the varia-
bles. It was concluded that the AIB and the culture medium used damaged the stakes

rooting of the species, whereas the best results were evidenced in distillated water.

Keywords: Growth Regulators. Sapindaceae. Rosaceae.
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1 INTRODUCAO

Os recursos florestais vém sendo explorados através do desmatamento para
suprir as diferentes necessidades de matéria-prima. Essa explora¢do ocasiona, poste-
riormente, a utilizagdo das areas para fins agropecuarios. Sabendo-se que a cobertura
florestal exerce uma importante fungdo na estabilizacao e formacao do solo, protegen-
do-o contra a agdo dos raios solares e ventos que o dessecam e das dguas pluviais que
os arrastam, provocando a erosdao (GLUFKE, 1999), ha a preocupagao em recuperar
areas degradadas que estd ligada a fatores como recomposigdo da paisagem, conser-
vagdo de recursos hidricos, fixagdo e conservagao da fauna e da flora, preservacao de
encostas e o cumprimento da legislacdo ambiental vigente (GLUFKE, 1999). Diante
do atual cenario florestal, toda tecnologia que facilita ou viabiliza ecologicamente e
comercialmente a producdo de espécies nativas é atrativa.

Uma das tecnologias utilizadas para a producdo de espécies nativas atualmente
é a propagacdo vegetativa pelo enraizamento de estacas. A propagagao vegetativa é
comum em muitas espécies comercialmente importantes, como nas espécies Lippia alba
(BIASE & COSTA, 2003), Acca sellowiana Berg (FRANZON et al., 2004), Litchi chinensis
Soon. (CARVALHO et. al.,, 2005), Eucalyptus grandis (WENDLING & XAVIER, 2005)
dentre outras, resultando em mudas mais uniformes, produzidas em um menor perio-
do de tempo do que as obtidas por sementes, sendo esta tecnologia, o procedimento
mais econdmico na propagacao em grande escala (FOSTER, 1993). Na estaquia, para
a maioria das espécies, a aplicacdo de reguladores de crescimento é decisiva para a
formacao de raizes (KESTER & SARTORI, 1966). Assim, propicia a iniciagdo, aumento
e qualidade das raizes em formacao, além de causar uma uniformidade em tal caracte-
ristica (FACHINELLO et al., 1994).

Reguladores de crescimento sdo substancias que possuem efeitos fisioldgicos se-
melhantes aos hormonios vegetais, sendo, no entanto sintéticos. O acido indolbutirico
(AIB) por ser estavel a fotodegradacao e possuir boa capacidade de promover o enrai-
zamento, tem sido utilizado em estacas de varias espécies, principalmente aquelas que
apresentam dificuldade em emitir raizes (FACHINELLO et al., 1996) é a auxina sintéti-
ca mais utilizada e mais eficiente para promover o enraizamento de estacas, sendo efe-
tivo para um grande namero de plantas, como as espécies Aniba canelilla (H.B.K) Mez
(SAMPAIO et al., 2010), Ficus carica L. (PAULA et al., 2009), Rubus sp. (RADMANN et
al., 2003), Litchi chinensis Soon. (BASTOS et. al., 2006) cultivares de pessegueiro (TOFA-
NELLI et al., 2002a) e ameixeira (TOFANELLI et al., 2002b), entre outras.

Dentre as espécies de interesse para arborizacao destacam-se Allophylus edulis (A.
St.-Hil., Cambess. & A. Juss.) Radlk. e Prunus myrtifolia (L.) Urban, espécies arboreas
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nativas recomendada para arborizagdo de represas, reposicao de matas ciliares em lo-
cais sem inundacao (CARVALHO, 1994) e estdo, inclusive, na listagem das espécies ar-
boéreas indicadas para o reflorestamento heterogéneo de areas degradadas (GLUFKE,
1999). A. edulis pertence a familia Sapindaceae, é conhecida popularmente como va-
cum, vacunzeiro, chal-chal, baga-de-morcego, fruta-de-pombo, murta vermelha, entre
outros (REITZ, 1980; LORENZI, 1992; BACKES & IRGANG, 2004). P. myrtifolia perten-
ce a familia Rosaceae e é conhecida popularmente como pessegueiro-bravo, pesseguei-
ro-do-mato, coracao-de-negro, marcela-do-mato, entre outros (LORENZI, 1992). Para
atender o crescente interesse por espécies nativas em programas de reflorestamento e
na industria madeireira, é necessaria uma producao de mudas rapida e eficiente. As-
sim, o objetivo do presente estudo consistiu em avaliar o efeito do fitorregulador AIB
no enraizamento de estacas de A. edulis e P. myrtifolia, a fim de obter mudas uniformes

em um curto espaco de tempo.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, do De-
partamento de Biologia do Centro de Ciéncias Naturais e Exatas - CCNE da Universi-
dade Federal de Santa Maria (UFSM).

Ramos apicais foram coletados das plantas matrizes de A. edulis e P. myrtifolia nas
dependéncias do Jardim Botanico da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
Destes ramos foram retiradas estacas no tamanho de 10 cm, cuja base foi cortada em
bisel e manteve-se duas folhas na porcdo apical. . Em seguida, foram submetidas a
tratamento fitossanitario com hipoclorito de sédio a 2,0% durante cinco minutos, e
posteriormente lavadas em 4gua corrente e, imersas em agua destilada por mais cinco

minutos.

Para a indugdo do enraizamento utilizou-se os seguintes os tratamentos: T0 =
agua destilada (controle); T1= meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
liquido; T2 = meio MS liquido acrescido de 10 mg.L* de AIB; T3 = meio MS liquido
acrescido de 20mg.L" de AIB; T4 = meio MS liquido acrescido de 40mg.L! de AIB.

Os tratamentos tiveram o pH ajustado para 5,8 e foram autoclavados a 121°C,
sob pressdao de 1,5 atm, por 20 minutos. Posteriormente, as estacas foram imersas em
frascos com 13 cm de altura e 10 cm de didmetro contendo 250 mL de cada tratamento

por sete dias.

Ap6s o periodo de sete dias, as estacas referentes aos tratamentos T1, T2, T3 e T4
foram transferidas para meio MS liquido e as de TO permaneceram em agua destilada.

As estacas foram mantidas em sala de crescimento (25°C e fotoperiodo de 16 horas),
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por 60 dias com avaliagdes semanais, referentes ao nimero de raizes e nimero de bro-

tacOes apicais e submersas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com cinco tratamen-
tos e quatro repetigdes com quatro estacas por repeticao. Os dados coletados foram
analisados quanto a normalidade pelo teste Anderson Darling e homogeneidade pelo
teste de Bartlet para verificar o atendimento as pressuposicoes da analise de variancia
e como nao atenderam aos pressupostos foram comparados pelo teste de Kruskal-
-Wallis, a 5% de probabilidade de erro.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos com as doses de 0, 10, 20 e 40 mg.L" de AIB aprentaram redugao
significativa no nimero de brotos apicais e auséncia de raizes em A. edulis e em P. myr-
tifolin também ocorreu diferenga significativa entre esses tratamentos e o controle em
agua destilada para brotos apicais, raizes e para brotos submersos, observados nessa
espécie (Fig. 1; Tabelas 1 e 2).

O AIB pode ter afetado negativamente o nimero de brotos e raizes das estacas
de A. edulis e P. myrtifolia (Fig. 1), sendo que resultados semelhantes foram obtidos
por Carvalho et al. (2005), em estacas de Litchi chinensis Soon.Em estudo realizado por
Rosalski et al. (2003), os mesmos verificaram que niveis elevados de AIB no meio de
cultura afetaram negativamente o comprimento de raizes de porta-enxertos de Prunus
spp., mas ndo afetaram as brotacdes de raizes, corroborando com os resultados do

presente trabalho.

O fato dos tratamentos controles terem sido os tinicos a enraizar, provavelmente
se justifica pela presenca de folhas mantidas nas estacas, ja que nos outros tratamentos
a queda foliar foi uniforme. O efeito das folhas é explicado pela continuidade da fotos-
sintese na estaca, fornecendo carboidratos, hormoénios e outras substancias necessarias
para o estimulo e crescimento de brotos e raizes (HARTMANN, 1997).

Outro fator relevante é que a auséncia de emissao de raizes nas estacas das espé-
cies em estudo pode estar relacionada a diversos fatores, dentre eles o tipo de estaca
utilizada, o meio de cultura onde foram inseridas contendo as concentracaoes de auxi-
na, e ao proprio potencial genético das espécies para formacao de brotos e raizes(VIA-
GANO et al., 2007).

3 _ Capitulo 6
EFEITO DO FITORREGULADOR ACIDO INDOLBUTIRICO NO ENRAIZAMENTO DE ESTACAS DE ALLOPHYLUS EDULIS
(A. ST.-HIL., CAMBESS. & A. JUSS.) RADLK E PRUNUS MYRTIFOLIA (L.) URBAN



PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS BIOLOGICAS

VOLUME 3

Figura 1 - Comparacao entre as médias de brotacGes (apicais e submersos) e enraizamento de A. edulis
e P. myrtifolia submetidas a diferentes concentracdes de AIB.
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As estacas de A. edulis ndo apresentaram brotos submersos, diferindo do trata-
mento controle com égua destilada,ocorreram brotos apicais em todos os tratamentos,
com maior ntimero no controle em agua destilada e somente as estacas do tratamento

controle apresentaram raizes (Tabela 1).

Tabela 1 - Numero e média de brotos apicais, brotos submersos e raizes de estacas da espécie A. edulis.

MEDIA

N° DE o MEDIA o MEDIA DE
TRATAMENTO  BROTOS BRg,E o5 RliizDEEs DE 1\;{}3};/}3;{%225 BROTOS
APICAIS RAIZES SUBMERSOS
APICAIS
TO 136 9,062 31 1.932 0 0a
T1 49 3.06b 0 b 0 0a
T2 54 3.37b 0 b 0 0a
T3 58 3.62b 0 b 0 0a
T4 42 2.62bc 0 b 0 0a

Meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5 % de probabi-
lidade

Na espécie P. myrtifolia ocorreu grande ntimero de raizes sem o emprego do AIB,

ja com o uso de AIB ndo ocoreram raizes (Tabela 2).

Letiele Bruck de Souza, Amanda Leitdo Gindri, Mauricio Ricardo de Melo Cogo, Tiago Silveira Ferrera, Viviane Dal-Souto Frescura
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Tabela 2 - Numero e média de brotos apicais, brotos submersos e raizes de estacas da espécie P. myti-

folia.
N°DE  MEDIA DE . MEDIA . MEDIA DE
TRATAMENTO  BROTOS  BROTOS RILEES DE 1\;{%11/}3}31}2228 BROTOS
APICAIS  APICAIS RAIZES SUBMERSOS
TO 131 8,184 531 33,182 144 9a
T1 13 0,81b 0 0v 1 0,06b
T2 0 0b 0 0b 2 0,120
T3 0 0b 0 ov 0 ob
T4 0 0b 0 0b 1 0,06b

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis a 5 % de probabi-
lidade

Assim como no presente estudo, Martins (1998) também nao observou efeito da
aplicacdo de AIB em estacas de L. chinensis, sendo as estacas sem o tratamento com o fi-
torregulador as que apresentaram melhores potenciais de enraizamento. e, Lone et al.
(2010) observaram que nao é necessério a aplicacdo de AIB para obter o enraizamento
de porta-enxerto em videira. Contudo, Bastos et al. (2006) obtiveram bons resultados
de enraizamento, em estacas de lichieira, utilizando altos niveis de fitorregulador. Isso
demonstra a diferenca de comportamento entre as espécies, com o uso ou nao do AlB,
ja que o AIB é a principal auxina sintética para a formacao de raizes, porém apresenta
resultados bastante varidveis conforme a espécie utilizada, tipo de estaca, época do
ano, concentracdo, modo de aplicagdo, entre outras (SOUZA et al., 1995).

Chalfun et al., (1997) conduziram experimento com estacas de azaléia coletadas
no més de abril, utilizando diferentes concentracdes de AIB durante 24 horas e ndo ob-
servaram diferenca comparando com a testemunha. Entretanto, Scarpare Filho et al.,
(1999) verificaram efeito do AIB no enraizamento de estacas herbaceas de jabuticabei-
ra, em imersdo rapida por cinco segundos. Ainda, Tofanelli et al., (2002) observaram
que houve baixo indice de enraizamento em estacas lenhosas de pessegueiro, mesmo
utilizando diferentes métodos de aplicacdo do AIB, imersao rapida (cinco segundos) e
imersdo lenta (vinte e quatro horas).

A partir dos resultados do presente trabalho também formula-se a hipétese de
que o melhor desempenho do tratamento controle em agua destilada, observado para
as duas espécies estudadas em todas as varidveis analisadas, pode ser devido a compo-
sicdo do meio de cultura liquido utilizado para o enraizamento das estacas T1, T2, T3 e
T4, visto que TO apresentou resultados significativos em todas as variaveis comparado
aos demais tratamentos utilizados, sendo o tinico tratamento sem os componentes do
meio de cultura e sem AIB e, quando os tratamentos foram comparados entre si, ndo
foram observadas diferengas entre T1, T2, T3 e T4, 0, 10, 20 e 40 mg.L-1 de AIB.
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4 CONCLUSAO

O 4cido indolbutirico e o meio de cultura liquido utilizado prejudicam o enraiza-
mento de estacas de A. edulis e P. myrtifolia, sendo os melhores resultados observados
em agua destilada.
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RESUMO

Este artigo tem por objetivo a andlise dos moluscos que eram utilizados pelos
povos do sambaqui da praia da vila no Municipio de Imbituba em Santa
Catarina, o estudo traz uma avaliacdo das conchas presentes no sitio, com a analise
das diferentes espécies existentes, bem como, o contexto em que estas se encontram,
com demonstrativo de altera¢des que sdo produzidas no meio ambiente, pela constan-
te movimentacdo das pessoas na regido e a presenca dessas espécies nos dias atuais.
Sera feita uma analise das conchas presentes no local em outrora utilizado. O estudo
buscou identificar as principais espécies que ocorriam no passado e que ainda existem

nessa localizacao.

Palavras-chave: Sambaqui. Praia da Vila. Conchas. Alimentacao. Espécies

ABSTRACT

This article aims to analyze the mollusks that were used by the people of the sam-
baqui of the village beach in the municipality of Imbituba in Santa Catarina, the study
brings an evaluation of the shells present on the site, with the analysis of the different
existing species, as well as, the context in which they find themselves, with demonstra-
tions of changes that are produced in the environment, by the constant movement of
people in the region and the presence of these species nowadays. An analysis will be
made of the shells present in the place previously used. The study sought to identify

the main species that occurred in the past and that still exist in that location.

Keywords: Sambaqui. Praia da Vila. Shells. Food. Species
1 INTRODUCAO

Os primeiros povos ancestrais de Imbituba, que habitaram o local, foram os in-
dios, que habitavam a regido litoranea de Vila nova e Laguna, eles moravam em chogas
de palha tendo um chefe na tribo, tal qual a cultura indigena da época. Os sambaquis
existentes na regido de Roga Grande e Barbacena comprovam a proliferacao indigena

na regido de Imbituba. (Prefeitura de Imbituba, Histérico, 2014).

As diferentes populacdes, inicialmente indigenas, e depois com a chegada dos
Portugueses Acorianos, utilizavam a pesca e extracdo de frutos do mar, para sua ali-
mentacdo e assim, ter a energia necessaria a sobrevivéncia e habitacdo da regido. As
diferentes espécies de moluscos do local, serviam de alimentos para essas populagdes.
Desta maneira, podemos observar a real importancia dos animais invertebrados ma-
rinhos, como fonte de energia desde nossos ancestrais, passando pelos colonizadores,

até homens contemporaneos .
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Além da questdo alimenticia, os moluscos também sdo indicadores da qualidade
da dgua no ambiente de seu habitat, sdo utilizados em artesanato, e fazem movimen-

tar a economia local em muitas regides.

O objetivo dessa pesquisa € identificar se os moluscos que eram utilizados pelos
povos dos sambaquis, sao 0os mesmos que ainda sao consumidos hoje, e se estes ainda

nao forma extintos.

As justificativas e argumentacdes para a elaboragdo do trabalho deve-se a impor-
tancia de estudarmos os povos passados, para entendermos nesse caso, como esses

povos sobreviviam e se alimentavam.

A metodologia utilizada foi a pesquisa bibliografica e estudo in loco, delimitan-
do-se no sitio arqueogeoldgico do canto da vila, com presenca de sambaqui e oficina

litica no local.

2 REFERENCIAL TEORICO

Segundo Marques e Souza (2021), conforme histérias dos nativos da regido é
observado que os moluscos em geral, como o berbigao, que é usado como alimento
tipico de comunidades caicaras, possui carne saborosa e é preparado em diversos pra-
tos: refogados, espaguetes, omeletes, ao Vinagrete, tortas, panquecas, moquecas, so-
pas, suflés e risotos. Desta maneira define se a preservagao da sua época reprodutiva,

para ndo haver extingao.

A presenca de diferentes espécies de moluscos nao se limita ao mar aberto, mas
também ha forte presenca em bacias hidrograficas, de diferentes regides, sendo co-
mum uma diversidade de espécies de moluscos. Segundo Mansur & Pereira, o nime-
ro de espécies constatado na bacia do rio dos Sinos, na regido sul do pais, é superior
aos numeros de espécies conhecidas em outras bacias gatichas. O ntimero de espécies
de bivalves limnicos foi mais elevado em direcdo a foz do rio dos Sinos (MANSUR;
PEREIRA, 2006). Podemos verificar, que as biodiversidades de moluscos marinhos é

fruto de diversos estudo na regiao sul do Brasil.

Observa-se que ao passar dos anos aumento com a poluigdo, tanto nos oceanos,
quanto nas faixas de areia na orla maritima, motivado pelo mau comportamento do
homem contemporaneo. Sendo este o efeito, a causa seria varios impactos ambientais.
Justificando com a histéria e tendo a percepgdao da importancia dos bivalves na gas-
tronomia do local. A presenca de certos moluscos na dgua, como o berbigao (Tivela
mactroides), indica que o ambiente é propicio para banho, ja que este molusco nao
sobrevive em regides poluidas (SILVA, 2019).
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Fauna de Bentos sdo considerados filtradores, e se alimentam retirando particu-
las organicas por processo de filtracao da dgua. Visto que, além do alimento, compdem
microalgas e matéria organica. Esses animais podem acumular substancias téxicas ou
organismos que sejam nocivos a saide humana, quando consumido. Os berbigoes sao
um exemplo de organismos filtradores da agua, servindo também de fonte de renda e
alimentacao humana. Estes moluscos servem de alimentagao, iscas para pesca e pro-
dugao de artesanato (SILVA, 2019).

3 METODOLOGIA

A localizacdo de Imbituba, estd situada no sul do Brasil, dentro do Estado de
Santa Catarina, e tém suas coordenadas geograficas da 4rea de estudo em Latitude:
-28.2405, e Longitude: -48.6703 28° 14' 26" Sul, 48° 40" 13" Oeste.

Figura 1 - Localizagdo do Sambaqui Imbituba - SC
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O estudo foi realizado na cidade de Imbituba, a mesma localizada geografica-
mente ao norte com Garopaba e Paulo Lopes, ao sul com Laguna e ao oeste com Ima-
rui. O municipio de Imbituba tem 182.929 quilémetros quadrados.

Thiago Domingos Marques
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Figura 2 - Regido de Localizagdo do Sambaqui - Imbituba - SC
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Fonte: Google Earth.

A metodologia da pesquisa serd uma amostragem, tendo como delimitagdo a
praia da vila, serd avaliado as espécies, através da existéncia de suas conchas, que en-
contram-se expostas nas superficies do sitio arqueolégico.

Figura 3 - Regido de Localizagdo do Sambaqui - Imbituba - SC

Foto: Autor (2021).

Na andlise foram verificadas as espécies, através da existéncia de suas conchas,
que encontram-se expostas nas superficies do sitio arqueolégico. As anélises nos locais
de pesquisa e amostragem verificadas, situam-se nos trechos do canto da vila, onde

encontra-se exposto o sambaqui, ndo sendo feita quaisquer intervengdes neste. Inclu-
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sive ndo foram feitas coletas de materiais. A pesquisa foi realizada no periodo de 01
janeiro de 2021 a 01 maio de 2021. No local delimitado. O local de amostragem é o da
Figura 04.

b 55,

Foto: Autor (2021).

A metodologia seguiu a etapa de verificacdo das espécies in loco, identificagao
cientifica das espécies, e comparativo com as atuas espécies presentes na regiao de
entorno.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

No local de estudo, além de ser caracterizado como sambaqui, também encon-
tra-se ao lado deste, uma oficina litica, que possivelmente foi criado pelos povos que

produziram o sambaqui, utilizando esse local para produgao de seus utensilios liticos.

Thiago Domingos Marques
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Figura 5 - Oficinas Liticas ao lado do Sambaqui.

Foto: Autor (2021).

Segundo Aguiar (2001), por volta de 10 mil anos atras, as transformagdes da na-
tureza foram responsaveis pelo deslocamento das populagdes que habitavam o con-
tinente americano. A elevagdo dos niveis de temperatura e dos oceanos motivou os
homens dessa época a se deslocarem para as regides litordneas da América. A presenca
humana nessas localidades foi comprovada por meio de aglomerados de conchas e

restos de peixes, muitos com mais de trinta metros de altura.

No local da producado da oficina litica é observado que ha um desgaste natural
das pedras, demonstrando que ja estdo hd um longo tempo no local. No local de es-
tudo, com base nos desgastes naturais das oficinas, podemos verificar que o sitio esta
presente no local ha muitos séculos.
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Figura 6 - Oficinas Liticas ao lado do Sambaqui - Desgaste.
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Foto: Autor (2021).

Ja o nome sambaqui, do termo em tupi que significa “monte de conchas”. A tese
mais comum sobre a existéncia dos sambaquis, menciona que com a sucessao continua
de comunidades litoraneas foi responsavel pela acumulacao de conchas, ossos de pei-
xes e outros restos de alimento préximos a vestigios de casas e ossadas humanas. Com
o passar dos tempos, esses depdsitos foram se acumulando e formaram os sambaquis.
O litoral catarinense é rico em sambaquis.

A formacao dessas comunidades corresponde a transformacao dos habitos ali-
mentares do homem pré-histérico das Américas. Com o passar do tempo, a caca e a
coleta perderam espaco para uma dieta marcada pelo sistematico consumo de peixes,
moluscos, crustaceos e outros frutos do mar. Examinando a estrutura interna e os ter-
renos préximos aos sambaquis, percebemos que suas comunidades desenvolveram o
artesanato, a escultura e trabalharam com a pedra polida (AGUIAR, 2001).

Thiago Domingos Marques
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Figura 7 - Oficinas Liticas ao lado do Sambaqui - Desgaste.

A

Foto: Autor (2021).

No Brasil, os sambaquis podem ser encontrados ao longo do litoral nordestino,
no Rio de Janeiro, em Sdo Paulo, e em outras partes do litoral gatcho. Os maiores sam-
baquis brasileiros foram encontrados nas cidades de Sao Francisco do Sul, Jaguaruna,
Laguna e Garuva, no estado de Santa Catarina, onde temos formacoes com 30 metros
de altura e 400 metros de extensdo. O mais antigo sambaqui brasileiro foi encontrado
no Vale do Ribeira, em Sao Paulo, e tem aproximadamente nove mil anos de existéncia
(AGUIAR, 2001).

Em outras partes da América também se noticia a existéncia dos sambaquis. Em
diversas partes da Cordilheira dos Andes, no litoral dos Estados Unidos, no Peru e no
Chile é onde encontramos outros vestigios desta importante populacdo pré-historica.
(AGUIAR, 2001).

No local foram identificadas vérias espécies diferentes de conchas, que eram uti-
lizadas pelos povos sambaquianos, vemos as seguintes espécies:
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Figura 8 - Partes de Gastrépodes - Thais haemastoma (Linnaeus, 1767)

Foto: Autor (2021).

O caracol acima é comestivel, e atualmente ainda serve de alimentacdo para al-
guns pescadores da regido. Essa espécie fica aderida a rochas nos costdes e é de facil
retirada e como as demais deve ser consumida apés ir ao fogo e ser fervida ou assada.

Figura 9 - Partes de Gastrépodes - Buccinanops moniliferum (Kiener, 1834)
o ey , “w i, . B
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Foto: Autor (2021).
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Esse gastropode de caracol ndo é usado na alimentagdo atualmente, sendo raro

encontra-lo vivo na regido. S6 foi identificado essa parte desse tipo de caracol.

Figura 10 - Partes de Bivalve no Sambaqui - Perna perna (Linnaeus, 1758)
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Foto: Autor (2021).

Essa espécie conhecida como marisco, é comestivel, e atualmente ainda serve de
alimentacdo para alguns pescadores da regido, também é comum vela vendida em
peixarias da regido, sendo um plato tipico. E a espécie mais abundante e comum da

regiao.

Capitulo 7 3 .
ESTUDO DAS CONCHAS UTILIZADAS PELOS POVOS INDIGENAS SAMBAQUIANOS NO SITIO ARQUEOLOGICO DA
PRAIA DA VILA EM IMBITUBA - SC



PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS BIOLOGICAS
VOLUME 3

Foto: Autor (2021).

Esse bivalve nao é usado na alimentacao atualmente, sendo raro encontra-lo vivo
na regido. Suas conchas sao grandes e possuem um brilho peculiar quando estdo vivas

sendo muito usadas em artesanato, mas ndo sao consumidas atualmente.

Thiago Domingos Marques
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Foto: Autor (2021).

O caracol acima, também conhecido como “Busela”, é comestivel, e atualmente

ainda serve de alimentacdo para alguns pescadores da regiao.

Figura 13 - Partes Bivalve no Sambaqui - Tegula hotesseriana (Orbigny, 1842)

Esse gastréopode também ndo é usado na alimentagdo atualmente, sendo raro

encontra-lo vivo na regido. Assim como o Buccinanops moniliferum (Kiener, 1834), s6
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foi identificado essa parte desse tipo de caracol. Possivelmente nao foi usado como

alimentacao.

Durante a pesquisa foram identificadas seis espécies, que através de partes de
sua estrutura, pode-se fazer uma identificagao precisa.

Figura 14 - Partes de crustdceo no Sambaqui - Tetraclita stalactifera (Lamarck, 1818)

VOSSR AR SR
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Essa espécie também conhecida como craca, é comum nas pedras e ndo é usado
na alimentacdo atualmente, sendo um crustaceo, exclusivamente marinhos, da classe

dos cirripedes, que geralmete vivem fixados a rochas.

Vemos a seguir as espécies encontradas no sambaqui:

Quadro 1 - Espécies encontradas no Sambaqui do Canto da Vila

N | Nome da Espécie

01 | Thais haemastoma (Linnaeus, 1767)

02 | Buccinanops moniliferum (Koch, 1844)

03 | Perna perna (Linnaeus, 1758)

04 | Amiantis purpurata (Lamarck, 1818)

05 | Olivancillaria carcellesi (1965)

06 | Tegula hotesseriana (Orbigny, 1842)

07 | Tetraclita stalactifera (Lamarck, 1818)

Fonte: Marques, 2021.
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Na pesquisa intitulada: Uma andlise das biodiversidades presentes na faixa

de areia da Praia da Vila em Imbituba - SC, Através dos estudos das conchas foram

identificadas as espécias atuais presentes nas faixas de areia da praia da vila. Segun-

do Marques e Souza (2021), na praia da Vila, na faixa de areia em suas pesquisas,

os dados identificados sugerem que, dentre os moluscos, o taxon da espécie Donax

hanleyanus (Philippi, 1842), Anadara Brasiliana (Lamarck, 1819) e Perna perna (Linnaeus,

1758), Amiantis purpuratus (Lamarck, 1818), e Olivancillaria auricularia (Lamarck, 1810) é

o recurso mais frequentemente encontrado na praia.

Quadro 2 - Espécies encontradas na Praia da Vila

Nome da Espécie

01

Amiantis purpurata (Lamarck, 1818)

02

Pitar rostrata (Koch, 1844)

03

Anadora Brasiliana (Lamarck, 1819)

04

Anadora ovalis (Bruguiére, 1789)

05

Barbatia Candida ()

06

Olivancillaria carcellesi klappenbach (1965)

07

Donax hanleyanus (Philippi, 1842)

08

Perna perna (Linnaeus, 1758)

09

Diodora dysoni (Reeve, 1850)

10

Lucapina aegis (Reeve, 1850)

11

Tegula Viridula (Gmelin, 1791)

12

Lottia subrugosa (d'Orbigny, 1846)

13

Thais haemastoma (Linnaeus, 1767)

14

Bostrycapulus odites Collin, 2005

16

Olivancillaria contorturplicata (Reeve, 1850)

Fonte: Marques e Souza, 2020.

Com a andlise dos quadros 01 e 02, podemos verificar que as espécies do taxon da

espécie Donax hanleyanus (Philippi, 1842), Anadara Brasiliana (Lamarck, 1819), ndo foram

identificados no sitio arqueolégico, contudo as espécies Thais haemastoma (Linnaeus,

1767), Perna perna (Linnaeus, 1758), Amiantis purpuratus (Lamarck, 1818), e Olivancillaria

auricularia (Lamarck, 1810) foram identificadas no sambaqui.
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Logo, as espécies em maios namero encontrada no sambaqui, foram as espé-
cies Perna perna (Linnaeus, 1758), Thais haemastoma (Linnaeus, 1767), Amiantis purpuratus
(Lamarck, 1818), e Olivancillaria auricularia (Lamarck, 1810) que foram identificadas em

grandes quantidades no sambaqui.

O estudo pode confirmar as espécies de moluscos que eram utilizadas pelos po-
vos primeiros que habitavam a regido, fazendo-se um panorama com as espécies uti-
lizadas nos dias atuas, sendo que, grande parte dessas espécias ainda é utilizada na
alimentacdo dos povos que habitam os locais de presencas dos sitios arqueolégicos.

5 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo conseguiu fazer um comparativo com as espécies presentes no sam-
baqui, com as espécies que encontramos atualmente, desmontando-se que nao foram
extintas nenhuma das espécies, sendo que, muitas dessas espécies ainda servem de

alimento e sdo fruto do consumo cotidiano nos dias atuais.

O objetivo da pesquisa foi alcancado, na medida que identificamos os moluscos
que eram utilizados pelos povos dos sambaquis, e que, partes desses, ainda sdo con-

sumidos, e servem como fonte de renda e alimentacdo das comunidades locais.

Com o estudo podemos compreender que os povos sambaquianos utilizavam os
moluscos como fonte de subsisténcias em grande quantidades e variedades, utilizan-

do de diferentes espécies.
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RESUMO

Oobjetivo desse trabalho é analisar a atividade antimicrobiana do 6leo essen-
cial de orégano e do cravo-da-india através de uma revisao de literatura
integrativa. Trata-se de um estudo de revisdo da literatura. Para tanto, utilizamos na
busca os descritores: produtos naturais; 6leo essencial; Origanum vulgare; concentra-
¢do inibitéria minima (juntos e separados). No critério de selecdo optamos por arti-
gos completos, no periodo de: 2017 - 2021 (altimos 5 anos), nos idiomas: portugués
e inglés. As buscas foram realizadas nos bancos de dados: Scielo, Pubmed, Google
académico. Os artigos foram selecionados primeiramente por titulo, posteriormente
por resumo, e por fim, por leitura completa. A medicina alternativa vem tentando
utilizar meios naturais para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias, diante
desse contexto, € muito perceptivel o grande interesse de agentes terapéuticos vindo
de produtos naturais, mais especificadamente aqueles que sao derivados de plantas. O
Origanum vulgare (orégano) tem sido usado como um elemento de pesquisas cientificas
em laboratérios como estratégia para intimeros tipos de bactéria, onde foi comprova-
do o seu alto teor terapéutico e antimicrobiano. O 6leo essencial de O. vulgare expde
uma gama variavel de compostos ativos, onde os fendis, como temos o exemplo do
carvacrol e timol, possuem a capacidade de alcangar entre 80,2 e 98% da composigao
total do 6leo. J& o cravo-da-india (Syzygium aromaticum, Myrtaceae) é uma especiaria
muito apreciada desde a antiguidade, ndo s6 por seu sabor e qualidades culinarias,
mas também por suas utiliza¢Oes terapéuticas. Varias aplicagcdes desta especiaria na
cultura popular tém sido relatadas na literatura bem como diversos estudos cientificos
sobre esses usos.

Palavras-chave: Produtos naturais; Oleo essencial; Origanum vulgare; Concentracao

inibitoria minima.
ABSTRACT

The objective of this paper is to analyze the antimicrobial activity of oregano
and clove essential oil through an integrative literature review. For this, we used the
following descriptors in the search: natural products; essential oil; Origanum vulgare;
minimum inhibitory concentration (together and separately). In the selection criteria
we opted for complete articles, in the period: 2017 - 2021 (last 5 years), in the langua-
ges: Portuguese and English. The searches were performed in the databases: Scielo,
Pubmed, Google academic. The articles were selected first by title, then by abstract,
and finally by complete reading. Alternative medicine has been trying to use natural
means for the treatment of infections caused by bacteria. In this context, it is very no-

ticeable the great interest in therapeutic agents coming from natural products, more
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specifically those derived from plants. The Origanum vulgare (oregano) has been used
as an element of scientific research in laboratories as a strategy for numerous types of
bacteria, where its high therapeutic and antimicrobial content was proven. The essen-
tial oil of O. vulgare exposes a variable range of active compounds, where the phenols,
such as carvacrol and thymol, have the ability to reach between 80.2 and 98% of the
total oil composition. The clove (Syzygium aromaticum, Myrtaceae) is a spice that has
been appreciated since ancient times, not only for its taste and culinary qualities, but
also for its therapeutic uses. Several applications of this spice in popular culture have

been reported in the literature as well as several scientific studies on these uses.

Keywords: Natural products; Essential oil; Origanum vulgare; Minimum inhibitory

concentration.

1 INTRODUCAO

O ¢6leo essencial (OE) possui origem do metabolismo secundario de plantas, que
neste contexto, pode ser extraido de suas flores, folhas, ramos, cascas, raizes e frutos.
Nesse processo apresentam composi¢oes arométicas volateis (carvacrol, timol, euge-
nol, terpineno, linalol e carvona), que sao os elementos fundamentais para que ocorra
a acdo antimicrobiana. Estas composicdes sdo preparadas para agir em diferenciados
tipos de moléculas alvo e na funcionalidade das células bacterianas, para que des-
sa maneira possam acabar se tornando mecanismos antibacterianos, principalmente
no que se diz respeito ao bloqueio da sintese de acido nucléico, alteragdes nos sitios
da membrana citoplasmética e em seu metabolismo energético (BARBOSA, 2015; DE
SOUZA, 2019).

Varias plantas sdo utilizadas para extracdo de OE tais como: Origanum vulga-
re (orégano), Syzygium aromaticum (cravo-da-india), Thymus vulgaris (tomilho), Men-
tha piperita (horteld), Cuminum cyminum (cominho), Cinnamomum zeylanicum (Cane-
la), Ocimum basilicum (manjericao), Zingiber officinale (gengibre), Rosmarinus officinalis
(alecrim), Cymbopogon nardus (citronela) Coriandrum sativum (coentro), entre outras. A
combinacao destes 6leos de diferentes espécies de plantas pode representar alternativa
para potencializar a acdo dos mesmos, criando um sinergismo, uma interacdo positiva
em que dois ou mais agentes em combinagdo exercem efeito inibitério maior que cada
agente isolado (CARVALHO et al., 2016; TARCITANO, 2017).

Dentre os o6leos com propriedades antimicrobianas, destacam-se o cravo,
que é uma espécie pertencente a familia Myrtaceae e possui como principal cons-
tituinte o eugenol e baixos teores de acetato de eugenila e P-cariofileno[8,9];
bem como o orégano, pertencente a familia Lamiaceae, que apresenta como com-

ponentes majoritarios o carvacrol e o timol e como componentes minoritarios alcodis
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monoterpénicos (linalool, 4-terpineol), hidrocarbonetos monoterpénicos (p-cimeno,
terpinoleno, terpineno e pineno) e sesquiterpenos (P-cariofileno, germacreno e espa-
tulenol) (CUI et al., 2019; VILANOVA et al., 2018).

E importante salientar que o uso desses extratos naturais adquiridos através de
plantas pode fornecer uma alternativa por serem na maioria das vezes de facil obten-
¢do, tanto na natureza quanto no laboratério, sua utilizacdo apresenta caracteristicas
favoréaveis no que se diz respeito ao custo e por normalmente ndo apresentarem efeitos

adversos, genotoxicos e mutagénicos a seres humanos (LIMA et al., 2017).

Nesse sentido, o objetivo dessa pesquisa é de realizar uma revisao de literatura
sobre a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, com um interesse maior nos OEs

de origanum vulgare (orégano) e Syzygium aromaticum (cravo-da-india)
2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Oleo essencial de origanum vulgare (orégano)

Origanum vulgare (orégano) (figura 1) é um dos condimentos mais utilizados no
Brasil para o preparo de alimentos devido a sua alta capacidade de acrescentar sabor
aos mesmos. E usado também para producdo de 6leo essencial tendo em vista suas
propriedades antimicrobianas, pois possui os compostos carvacrol e timol, que podem
agir e terem efeitos positivos contra alguns tipos de bactérias e fungos. O carvacrol,
substancia encontrada no 6leo essencial de éregano (OEO), possui a capacidade de
permebializacdo da membrana citoplasmatica microbiana, essa acdo pode acabar cau-
sando uma perda de ATP. Isso tudo se deve pelo poder de interagdo com a membrana,
no que pode se dissolver na bicamada lipidica, fazendo um tipo de alinhamento entre
as cadeias de acidos graxos (SILVA et al., 2020).
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Figura 1 - Folhas de Origanum vulgare (orégano).

2.1.1 Timol e carvacrol

Os monoterpenos aromaticos timol (figura 2a) e carvacrol (figura 2b) sdo os
principais constituintes de varios 6leos essenciais extraidos de plantas aromaticas.
Atualmente encontram-se entre os constituintes de 6leos essenciais mais estudados,
sobretudo devido ao amplo espectro de agdo, como anti-inflamatério, antioxidante,
antibacteriano, antifngico, anticarcinogénico e por suas caracteristicas favoraveis,
por possuirem alguma solubilidade em 4dgua e baixa toxicidade (ALMEIDA, 2015;
SOUZA, 2018).

Figura 2 - Estruturas quimicas do timol e carvacrol.

a) b)
OH

Fonte:
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2.2 Oleo essencial de Syzygium aromaticum (cravo-da-india)

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum, Myrtaceae) (figura 3) é uma especiaria
muito apreciada desde a antiguidade, ndo s6 por seu sabor e qualidades culinarias,
mas também por suas utilizagdes terapéuticas. Varias aplicagdes desta especiaria na
cultura popular tém sido relatadas na literatura bem como diversos estudos cientificos
sobre esses usos. No extrato bruto de S. aromaticum, esse componente é o eugenol ou
4-alil-2-metoxifenol (BATIHA et al., 2020).

Figura 3 - Arvore, folhas, frutos e botdes florais secos do cravo da India (Syzygium aromaticum).

Fonte:

2.2.1 Eugenol

O eugenol é um composto aromatico que estd presente nos cravos, canela, sas-
safrds e mirra. Possui um marcante efeito anestésico, sendo usado no tratamento de

dores de dente. E também empregado na indstria de cosméticos.

Figura 4 - Estrutura quimica do eugenol.

OH

¥

CH,

CH,

Fonte:
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3 METODOLOGIA

Para alcancar o objetivo, foi realizada uma revisdo integrativa (RI) da literatura
nacional e internacional com abordagem retrospectiva em plataformas virtuais que
disponibilizam cole¢des selecionadas de periddicos cientificos. Desenvolveu-se em
etapas recomendadas por Carvalho (2018): identificacao do tema e questao de pesqui-
sa, andlise de critérios para inclusao e exclusao de artigos cientificos; informacoes a se-
rem extraidas dos estudos selecionados; avaliacdo dos estudos incluidos; interpretagao
dos resultados e apresentagao da sintese do conhecimento.

Foram selecionados artigos cientificos nas plataformas virtuais de dados biblio-
graficos Google Académico, Scielo, PubMed e Lilacs. As pesquisas destes foram reali-
zadas no periodo de abril a junho do ano de 2020, de forma bastante criteriosa, através
das seguintes perguntas norteadoras: O que é um 6leo essencial?, quais seus aspectos
e quais os parametros da atividade antimicrobiana desenvolvida por ele? A consulta
a esses dados também fora realizada através de busca utilizando as seguintes termino-
logias cadastradas no DeCS: 6leo essencial, concentracao inibitéria minima, Origanum
vulgare e agdo antimicrobiana. Os artigos foram selecionados de acordo com o idioma
em que o mesmo esta escrito, onde optou-se por artigos nos idiomas inglés e portu-

gueés.

A principio foram encontrados 45 artigos que contemplavam o tema em questao
e que estavam de acordo com a proposta do estudo, porém foram selecionados 23
artigos ap0s andlise e aplicagdo dos seguintes critérios de inclusao e exclusao: foram
selecionados artigos cientificos que contemplavam o tema em questdo, que estavam
escritos nos seus diversos tipos de pesquisa correlacionados, casos clinicos ou relato de
caso, estudo de coorte, pesquisa de campo, revisdes de literatura e ensaios iconografi-
cos, indexados as plataformas no periodo de 2015 a 2020. Foram excluidos os artigos
que ndo estevam relacionados com o tema, publicados anteriormente ao ano de 2015,
que ndo estevam escritos nos idiomas escolhidos, ndo continham abordagem quantita-

tiva e qualitativa, além de terem sido duplicados em bases de dados divergentes.
4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Atividade farmacologica dos OEs de orégano e cravo-da-india

Os 6leos essenciais sdo considerados produtos naturais privilegiados por atuar
em diversos alvos e ainda ter um grande espectro de atividade biol6gica desencadeada
por os mesmos. Sdo compostos que apresentam favores mais favordveis em relagao

aos sintéticos, ja que por muitas vezes seu processo de obtencdo é mais facil, ocasio-
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nando assim um baixo custo, além de serem menos téxicos (BEDOYA-SERNA et al.,
2018; ABDEL-LATIF et al., 2020).

Os OEs de O. vulgare e S. aromaticum possuem diversos estudos descritos na li-
teratura, onde possuem atividade antimicrobiana (DE CASTRO GUIMARAES et al.,
2017), antioxidante (DE ARAUJO SOUSA, 2020), anti-inflamatéria (BARROS GOMES
et al., 2018), entre outros.

4.2 Atividade antimicrobiana de Origanum vulgare

Alguns estudos acerca da acdo antimicrobiana do 6leo essencial de orégano ja
puderam confirmar a eficacia do método. Isso acontece por causa das aplicacdes de
suas concentragdes, puras ou associadas a outro tipo de extrato a colonias de bacté-
rias resultados de estudos de alguns pesquisadores que desenvolvem pesquisas nesse
parametro. O efeito inibitério para com as bactérias é consideravelmente significativo,
chegando a atingir (p<0,05) (ARAUJO, 2016). Pombo (2018) sugere em seu experimen-
to que as bactérias Gram-positivas sdo mais sensiveis que as do tipo Gram-negativas
ao Oleo essencial. Isso acontece justamente pelo grau de complexidade estrutural da
parede celular de bactérias Gram-negativas. Os autores também geram uma discussao
em relacdo a utilizacdo do 6leo essencial de cravo, onde, ficou comprovado no estudo
que as substancias encontradas no orégano apresentam mais acurdcia no que se diz

respeito a atividade antimicrobiana em relagdo ao cravo.

A atividade antimicrobiana ndo se deve somente a presenga das substancias dos
6leos essenciais, mas da presenca de outros componentes em menores concentracoes
que podem promover dindmicas sinérgicas, por exemplo, o p-cimeno ndo tem efei-
to antibacteriano se usado sozinho, mas quando combinado com carvacrol, facilita o
transporte do carvacrol por meio da membrana citoplasmatica para o interior da célula
bacteriana (REIS, 2020; FIGUEREDO, 2019).

4.3 Atividade antimicrobiana de Syzygium aromaticum

O principal mecanismo farmacolégico descrito para o eugenol, quanto a sua agao
bactericida, é devido a sua alta penetrabilidade na membrana citoplasmaética, promo-
vendo seu rompimento e aumentando sua permeabilidade nao especifica, desta forma
gerando um extravazamento do conteddo celular e posterior morte da bactéria. Far-
macos que promovem a destruicdo da membrana celular sio muito importantes para

o uso médico, pois possuem menor probabilidade de selecionar bactérias resistentes
(DE CASTRO GUIMARAES et al., 2017).

O 6leo de cravo da India apresentou acentuada atividade antimicrobiana, quan-

do testado para os micro-organismos Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobac-

Daniel Lopes Araiijo, Bruno Abilio da Silva Machado, Hudson Avelar Caminha Leal, Emanuel Osvaldo de Sousa, Allan Bruno Alves de
Sousa Santos, Larissa de Lima Machado Bandeira, Sarah Maria Osério de Carvalho, José Eufrazino Jiinior, Jodo Eduardo Gomes de Oliveira



PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS BIOLOGICAS
VOLUME 3

ter jejuni, Salmonella enteritidis, Listeria monocytogenes (diminuindo significativamente a
taxa de crescimento) e Staphylococcus epidermidis. O 6leo também apresentou atividade
contra 26 cepas de S. epidermidis isoladas de fluidos de didlise e mostrou-se efetivo, de
maneira geral, contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (HASHEMINEJAD,
2019; HADIDI et al., 2020).

5 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados aqui apresentados indicam que os 6leos essenciais de Origanum vul-
gare e Syzygium aromaticum podem ser um bom método farmacolégico para a terapia
combinada com seus constituintes para o combate de diversos microrganismos que
podem causar problemas no organismo humano, uma vez pode dificultar a selegao
de parasitas resistentes a farmacos e medicamentos ja existentes. Entretanto, novos
estudos sao necessarios para elucidar melhor os efeitos dessa associagao in vivo, visan-
do o desenvolvimento de alternativas farmacoldgicas adicionais para o tratamento de

agentes patogenos.
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RESUMO

uso de plantas como antidoto do veneno de cobras é milenar e muitas ve-
Ozes é o Unico recurso terapéutico disponivel em determinadas regides. O
presente estudo propde verificar a propriedade antiofidica das sementes de Abelmos-
chus esculentus (L.) Moench, conhecida popularmente como quiabo, contra o veneno
de cobras dos géneros Bothrops sp.e Crotalus sp. As sementes foram desidratadas e pul-
verizadas, e prepararam-se os extratos aquoso e alcodlico, expressando sua concentra-
¢ao na relacao veneno:semente: 1:5, 1:10, 1:20. As atividades coagulantes dos venenos
de Bothrops sp.e Crotalus sp. foram neutralizadas para as Doses Coagulante Minima
(DCM) de 5 pg e 1 pg, respectivamente, proporcional a relacdo veneno:semente dos
extratos. As atividades hemolitica e proteolitica do veneno de Bothrops sp. foram pro-
porcionalmente neutralizadas pelos extratos para as Doses Hemolitica Minima (DHM)
de 20 pg e 10 pg, respectivamente. Para o veneno de Crotalus sp., a atividade hemoli-
tica foi pouco evidente, obtendo-se uma diminui¢ao do halo de hemoélise para a rela-
¢ao 1:20 veneno:semente e nao apresentou atividade proteolitica. Foram evidenciados
potenciais efeitos de antidoto de A. esculentus, porém estudos complementares devem
ser realizados para avaliar a viabilidade deste como antidoto em paralelao a terapia
convencional.

Palavras-chave: Abelmoschus esculentus. Veneno. Bothrops sp. Crotalus sp. Antidoto.

ABSTRACT

The use of plants as antidote to snake venom is ancient and often is the only
therapeutic option available in certain regions. This study proposes to verify the antio-
phidic activity of Abelmoschus esculentus seeds, popularly known as okra, against the
poison of snakes of the genera Brothrops sp. and Crotalus sp. The seeds were dehydra-
ted and pulverized, then were prepared aqueous and alcoholic extracts, expressing
its concentration in relation to poison:seed 1:5, 1:10, 1:20. The coagulant activities of
Bothrops sp. and Crotalus sp. were neutralized for Minimum Coagulant Dose (MCD) of
5 mg and 1 mg, respectively, in the proportion of poison:seed extracts. The hemolytic
and proteolytic activities of Bothrops sp. were proportionally neutralized by extracts
for Hemolytic Dose Minimum (HDM) of 20 mg and 10 mg, respectively. For Crotalus’
sp. venom, the hemolytic activity was less evident, resulting in a decrease in the halo
of hemolysis compared to 1:20 poison:seed and showed no proteolytic activity. Poten-
tial effects were evidenced by A. esculentus antidote, but further studies should be con-

ducted to assess the feasibility of this parallel as an antidote to conventional therapy.

Keywords: Abelmoschus esculentus. Poison. Bothrops sp. Crotalus sp. Antidote.

Rodri[go Luiz Fabri, Karollina Chaves Ferreira, Laura Morais de Oliveira, Thalita de Freitas Souza, Thaynd Gomes Ferreira, Priscila de Lima
Paula, Ari Sérgio de Oliveira Lemos, Lara Melo Campos, Irley Olivia Mendonga Diniz, Natasha Silva Mayrink, Luciana Moreira Chedier



PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS BIOLOGICAS
VOLUME 3

1 INTRODUCAO

O uso popular de plantas medicinais acompanha o ser humano desde os primoér-
dios da civiliza¢ao, sendo embasado no acimulo de informagdes repassadas pelas su-
cessivas geracdes (FRANCO e BARROS, 2006). As aplica¢des tradicionais, formas de
uso e eficacia de determinadas espécies vegetais contribuem para a divulgacdo de suas
propriedades terapéuticas e seus efeitos medicinais. A etnobotdnica é uma estratégia
que tem tido sucesso ao identificar novas moléculas bioativas de diversas espécies ve-
getais auxiliando, entao, na pesquisa farmacolégica e ainda apresentando resultados
mais promissores do que um levantamento aleatério de compostos quimicos utiliza-

dos em diferentes modelos experimentais (MELO et al., 2011).

O emprego das plantas como antidoto é mundial e muito antigo, sendo diversas
espécies conhecidas por reverter e/ou reduzir os efeitos toxicos produzidos pelo ve-
neno de diferentes animais peconhentos (MORS et al., 2000). Muitos acidentes relacio-
nados a esses animais envolvem seres humanos e animais domésticos, na maioria das
vezes, devido a invasao do habitat natural dos mesmos e as suas reacdes de defesa. A
maior incidéncia de acidentes ofidicos ocorre em areas rurais de paises em desenvolvi-
mento, onde muitas vezes os recursos terapéuticos naturais sdo os tnicos disponiveis,
incluindo vérias plantas com propriedade antagdnica aos efeitos toxicos capazes de
aliviar um ou mais sintomas complexos, tais como dor, hemorragia, inflamacao, in-
feccao e até envenenamento (MISE; CASAIS-E-SILVA; LIRA-DA-SILVA, 2009; SAEZ
e SOTO, 2009).

Anualmente, cerca de 2,5 milhdes de pessoas no mundo sdo picadas por cobras.
De acordo com a Fundacdo Nacional da Satide/Ministério da Satide (FUNASA /MS),
no Brasil entre os anos de 2001 e 2006 ocorreram 49.650 casos de acidentes ofidicos,
com uma média de 13,5 acidentes para cada 100.000 habitantes, sendo 1.200 fatais,
representando 0,25%. Em 2009, ocorreram 27.069 acidentes com 0,5% de letalidade
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Mesmo com baixa letalidade, ha um alto indice de
sequelas relacionadas a tais acidentes, logo, faz-se necesséario considerar para maiores

investigagoes.

O Ministério da Satide preconiza como tratamento para os acidentes ofidicos a
administracdo endovenosa de soro antiofidico de acordo com a gravidade do envene-
namento. A soroterapia normalmente pode reverter com sucesso os efeitos sistémicos
do veneno. No entanto, relatam-se alguns efeitos colaterais relacionados a terapia, tais
como a reagdo anafilatica, além de apresentar baixa possibilidade de reversao dos efei-
tos locais do veneno, aumentando as chances de sequelas no membro atingido (CAR-

DOSO, 2003). A dificuldade na disponibilidade do soro para algumas regides do pais
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e a incapacidade de neutralizar alguns efeitos téxicos em alguns casos de envenena-
mento também colaboram com a lista de desvantagens que cercam este tipo de terapia
(PAULA, 2009).

Em virtude disso, é de suma importancia buscar novos tratamentos que possam
complementar ou serem aplicados como uma alternativa a atual soroterapia para neu-
tralizacao dos efeitos biol6gicos e toxicolégicos do veneno nas vitimas de acidentes
ofidicos (MELECCHI, 2005; PAULA, 2009).

Abelmoschus esculentus (L.) Moench, popularmente conhecido como quiabo, per-
tence a familia Malvaceae (JARRET et al., 2011), nativo da Africa, sendo trazido parao
Brasil pelos escravos e desde entdo passou a incrementar a culinaria de varias regides
do pais (CARVALHO, 2011; GONCALVES, 2009), onde existe condi¢des climéticas
favoréveis para o seu cultivo, principalmente nas regides Nordeste e Sudeste (MOTA
et al., 2008). Importante na agricultura familiar brasileira, o quiabo possui importancia
social e cultural para o Estado de Minas Gerais indo além da alimentacao tipica, mas
também fazendo parte da medicina tradicional (JESUS et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2007). E um alimento rico em biomoléculas como as lecitinas e seus frutos produzem
mucilagem rica em polissacarideos, dcidos associados a proteinas e diversos minerais
(EBRAHIMZADEH, 2010; WOOFLE, 1977). As sementes maduras sdo ricas em 6leo,
amido, proteinas, vitaminas A, B2, B6 e C, folato, potéssio, ferro e célcio, e sdo pobres
em calorias (EBRAHIMZADEH, 2010).

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi verificar a propriedade antiofidica
das sementes maduras de A. esculentus contra o veneno de cobras dos géneros Bothrops
sp. e Crotalus sp., por meio das atividades anticoagulante, anti- hemoliticas e antipro-
teoliticas. Essa investigacdo estd fundamentada na etnobotanica, em decorréncia de
relatos da utilizacdo do p6 da semente do quiabo maduro por familias residentes na
zona rural do municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, como alternativa imediata de
tratamento para animais domésticos vitimas de mordedura de cobras, principalmente

das espécies Bothrops jararaca (jararaca) e Crotalus durissus (cascavel).
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

As sementes foram retiradas de frutos maduros de Abelmoschus esculentus (L.)
Moench coletados no municipio de Juiz de Fora, Minas Gerais, entre janeiro e margo
de 2011. Uma exsicata foi depositada no Herbério Leopoldo Krieger da Universidade

Federal de Juiz de Fora sob o namero CESJ 20131 e conforme a licenca nimero A18AB-
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08-SISGEN/BRASIL. As mesmas foram desidratadas a temperatura ambiente, moidas

e tamisadas a um po fino e seco.

2.2 Preparo do extrato aquoso das sementes de Abelmoschus esculentus
(HeAq)

As sementes moidas e secas (1g) foram maceradas em agua destilada, a 40 °C, por
72 horas. Posteriormente, o produto bruto foi filtrado em funil de Biichner e concentra-
do em estufa a 37 °C. O extrato obtido foi diluido em dgua destilada, expressando sua

concentracdo na proporgao 1:5, 1:10, 1:20 de veneno:extrato.

2.3 Preparo do extrato alcoé6lico das sementes de Abelmoschus esculentus
(HeAl)

As sementes moidas e secas (1g) foram maceradas em etanol 96° GL, a tempe-
ratura ambiente, por 48 horas. Posteriormente o produto bruto foi filtrado em funil
de Biichner. O liquido foi concentrado em estufa a 37 °C e o extrato obtido foi diluido
em etanol 96° GL, expressando sua concentragdo na proporgao 1:5, 1:10, 1:20 de vene-

no:extrato.

2.4 Veneno de Crotalus durissus (cascavel) e veneno de Bothrops jararaca
(jararaca)

Os venenos brutos liofilizados de serpentes dos géneros Bothrops sp. e Crotalus sp.
foram requisitados a Fundagao Ezequiel Dias (FUNED), Belo Horizonte, MG, e gentil-
mente cedidos pelo Dr. Romulo Antonio Righi de Toledo. Os mesmos foram mantidos
a 20 °C até o momento dos ensaios biolégicos. Os venenos liofilizados foram reconsti-
tuidos com solucdo fisiol6gica no momento do uso, expressando sua concentragdo em
1, 5, 10, 20, 30, 50, 100 e 200pg/pL, sendo as diluicdes conservadas a temperatura de
20 °C.

2.5 Determinacao da atividade anticoagulante

Utilizou-se plasma humano citratado, diluido 1:1 em solugdo fisiolégica. O vo-
lume de 0,2 mL de plasma diluido foi transferido para tubo de ensaio e levados ao
banho-maria a 37 °C por um minuto e trinta segundos, tempo necessario para a forma-
cao do coagulo a partir da adigao de 0,2 mL de CaCl, 0,025 M. Pequenas aliquotas das
dilui¢des do veneno foram adicionadas ao plasma e observou-se visualmente o tempo
de coagulagao necessario para a formagao do trombo. Foi determinado o Tempo de
Coagulagao (TC) do plasma a partir do qual se obteve a Dose Coagulante Minima
(DCM), ou seja, a quantidade de veneno que reduziu em um minuto e trinta segundos
o TC. Denominou-se DCM a concentracdo do veneno de B. jararaca (jararaca) de 5 pg

de veneno por ensaio, capaz de coagular o plasma em um minuto e trinta segundos e a
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concentracdo do veneno de C. durissus (cascavel) de 1 pg de veneno por ensaio, capaz
de coagular o plasma em um minuto e trinta segundos. Em seguida avaliou-se a capa-
cidade neutralizante dos extratos das sementes na atividade coagulante dos venenos
de jararaca e cascavel incubando-se 5 pL da diluicdo correspondente a DCM durante
30 minutos a 37 °C com os extratos aquoso e alcodlico na relacdo veneno:extrato 1:5,
1:10, e 1:20 cada. 10 pL da mistura foi adicionada ao plasma e a coagulagdo monitorada
como descrito acima. Adotou-se como parametro maximo o tempo de 10 minutos para
a coagulacdo da solucao, considerando-se dessa maneira como 100% da reacao inibida.
Assim, determinou-se a Inibicao da Capacidade Coagulante (ICC) dos venenos (PAU-
LA, 2009).

2.6 Determinacao da atividade anti-hemolitica

A atividade anti-hemolitica foi determinada por hemélise indireta segundo Pe-
reafiez et al. (2008). Foram preparadas placas de Petri com dgar Mueller-Hinton acres-
cido de 5% de sangue humano e 5% de gema de ovo. Pocos de 3 mm de profundidade
foram cavados no agar, onde foram colocados, em duplicata, as diluicées de veneno
previamente preparadas para se determinar a Dose Hemolitica Minima (DHM), dose
capaz de produzir um halo de hemdlise de 20 mm em 20 horas de incubagao a 37 °C
em ambiente timido. Para a determinacdo da atividade anti-hemolitica dos extratos,
incubaram-se 20 pL da DHM com os extratos aquoso e alcodlico nas proporcdes ve-
neno:extrato 1:5, 1:10, e 1:20 por 30 minutos a 37 °C. Pipetaram-se 10 pL da mistura e

determinou-se a atividade anti-hemolitica como descrito previamente.

2.7 Determinacao da atividade antiproteolitica

Determinou-se a atividade proteolitica seguindo a técnica de Lomonte e Gutiér-
rez (1983), citada por Pereafiez et al. (2008). Misturaram-se as dilui¢des dos venenos a
caseina 1% em salina, deixando a solugao em repouso por 30 minutos. Interrompeu-se
a reacao com a adicdo de &cido tricloroacético a 5%. Centrifugou-se e pipetou-se o
sobrenadante determinando a absorbancia a 420 nm em espectrofotdmetro. A Dose
Proteolitica Minima (DPM) foi aquela em que se observou uma variacao de 0,5 na
absorbancia em relacdo ao controle negativo. Nao houve variacao de absorbancia sig-
nificativa para o ensaio do veneno de C. durissus (cascavel). Para a determinagao da
atividade antiproteolitica dos extratos de quiabo, as provas foram feitas pré-incuban-
do 10 pL da DPM com os extratos aquoso e alcodlico nas proporgdes veneno:extrato
1:5, 1:10, e 1:20 por 30 minutos a 37 °C. Procedeu-se conforme descrito acima, sendo os

experimentos realizados em duplicata.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Determinacdo da atividade anticoagulante

A atividade anticoagulante foi proposta a fim de verificar se HeAq e HeAl foram
capazes de inibir o efeito coagulante do sangue provocada pelos venenos de B. jararaca
(jararaca) e C. durissus (cascavel). Para isso foi determinado inicialmente, a Dose Coa-
gulante Minima (DCM) dos venenos (Figura 1).

Figura 1 - Determinacdo da Dose Coagulante Minima (DCM) dos venenos de Bothrops jararaca (jarara-
ca) e Crotalus durissus (cascavel).

100+

=] s T
8 =
o 754 o]
= e
= et
£l o
m 504 e
g
] e
- Fas
= "
o 254 et
] : |1‘ E
5 pecs i =3 B jararaca
= e T

1] s — H,E == C. durissus

300  50.0

Quantidade de veneno (pg)

T
1.0

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Em relagdo a B. jararaca, observou-se coagulacdo nula ou ndo detectavel para 1 pg
de veneno. Ja a 5 pg, o tempo de coagulacdo foi de 90 segundos, sendo este considera-
do a DCM para este veneno. A DCM do veneno de C. durissus a 1 pg foi capaz de coa-
gular o plasma também em 90 segundos. As demais quantidades de venenos tiveram

um tempo de coagulacao inferior (Figura 1).

A Figura 2 representa a atividade anticoagulante dos extratos HeAq e HeAl fren-
te a DCM dos venenos de cobras. HeAl apresentou uma atividade superiora HeAq em
todas as diluigdes para ambos venenos testados, sendo que na proporcao 1:20 frente a
C. durissus, o codgulo foi bem ténue aos 360 segundos e ndo se alterou apds os 600 se-
gundos de ensaio. Em relagdo aos venenos, B. jararaca foi mais sensivel que C. durissus.
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Figura 2 - Atividade anticoagulante dos extratos HeAq e HeAl frente a DCM dos venenos de Bothrops
jararaca (jararaca) e Crotalus durissus (cascavel).
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Pereanez et al. (2008) testou trés extratos aquosos de trés espécies de Heliconia
sp. frente ao veneno Bothrops asper na proporcdo 1:10 e 1:20 veneno:planta e observou
que em 1:10, somente H. curtispatha apresentou atividade significativa, aumentando o
tempo de coagulacdo em cerca de 175 segundos. Além disso, Paula (2009) observou em
seus experimentos, que os extratos aquosos de Stryphnodendron barbatiman, Eclipta alba
e Mandevilla velutina foram capazes de inibir o efeito coagulante do veneno de Lachesis
muta, nas proporcdes de 1:10 e 1:20, por aproximadamente 600 segundos.

3.2 Determinacao da atividade anti-hemolitica

Em relacdo ao veneno de Bothrops jararaca (jararaca), a Dose Hemolitica Minima
(DHM) foi de 20 pg, sendo esta concentragao escolhida para o ensaio (Figura 3). Ob-
servou-se a formagdo de um halo disforme para concentracao de 50 pg, sendo 21 mm
para o menor didmetro e 27 mm para o maior didmetro, confirmando-se estas leituras

nas duplicatas.

Figura 3 - Halo de hemolise formado apés incubacao com veneno de Bothrops jararaca (jararaca).

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Obteve-se inibicdo da atividade hemolitica ap6s incubacdo com os extratos, va-
riando de acordo com as proporcdes veneno:semente (Tabela 1). Segundo Paula (2009)
e Pereanez et al. (2008) as atividades hemoliticas pesquisadas em seus experimentos
foram neutralizadas proporcionalmente as concentra¢des das diluigdes dos venenos

pelos extratos na relacao 1:10 e 1:20.

Tabela 1 - Atividade hemolitica apds reacao com os extratos aquoso e alcodlico (halo de hemolise)

Bothrops jararaca Crotalus durissus
Relacdo do veneno:extrato  (jararaca) (halo mm) (cascavel)2 (halo mm)
HeAq HeAl HeAq HeAl
1:5 17 14 12 12
1:10 15 12 12 11
1:20 13 14 11 07

aAdotou-se 50 pg como DHM devido ao maior halo obtido no controle positivo.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Em relagdo ao veneno da C. durissus (cascavel), os halos de inibicdo ndo foram
muito evidentes, sendo que nao houve aparecimento de halo com a diluigao corres-
pondente a 1 pg do veneno. Este resultado é coerente com os dados da Funasa (2001),
uma vez que, o veneno da cascavel apresenta atividade coagulante, é neurotdxico e
miotdxico, ndo havendo referéncia as atividades hemolitica e proteolitica. Para as ou-
tras diluicdes, os didmetros foram bastante uniformes (Figura 4). Os venenos foram

diluidos de modo que a solucdo final foi de 1 pg para 1 pL.

Figura 4 - Halos de hemolise formados ap6s incubagdo com veneno da Crotalus durissus (cascavel).
|
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Mesmo nao apresentando o halo necessario para caracterizar a atividade hemo-
litica, 50 pg do veneno foram incubadas nas mesmas condicdes do ensaio, obtendo-se

uma diminuicdo do tamanho halo de hemolise para a relacdo 1:20 veneno:extrato.
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Quando a DHM do veneno de jararaca foi incubada com os extratos aquoso e al-

codlico (Figuras 5 e 6) foi demonstrado uma inibigdo dos halos de hemoélise (Tabela 1).

Figura 5 - Veneno de Crotalus durissus (cascavel) 1:20 apds incubagdo com extratos aquoso e alcodlico.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Figura 6 - Veneno de Bothrops jararaca (jararaca) 1:20 apés incubagdo com extratos aquoso e alcodlico.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

3.3 Determinacao atividade antiproteolitica

Em relagdo ao veneno de cascavel, as leituras de absorbancia obtidas para as di-
lui¢des propostas nao diferiram em 0,5 do controle negativo (Tabela 2). Assim como
descrito anteriormente, o veneno de cascavel também nao apresenta atividade proteo-
litica. Portanto, a capacidade inibitéria dos extratos para o veneno da cascavel ndo foi

testada.

Em relacdo ao veneno de jararaca, a DPM foi de 10 pg, sendo tal concentragao
escolhida para o ensaio. Excetuando-se a leitura da mistura DPM + extrato alcodlico na
relacao 1:20, as leituras obtidas nao foram alteradas ap6s a incubagao, o que demons-
trou ser uma inibicdo do efeito proteolitico (Tabela 2). Esses resultados também foram
relatados por Paula (2009) em seus experimentos. Pereafiez et al. (2008) demonstrou
inibicdo da atividade proteolitica dos extratos alcodlicos de H. curtispatha, H. latispatha
e Hemidesmus quando utilizou uma relacdo veneno:extrato 1:1.

Rodrigo Luiz Fabri, Karollina Chaves Ferreira, Laura Morais de Oliveira, Thalita de Freitas Souza, Thaynd Gomes Ferreira, Priscila de Lima
Paula, Ari Sérgio de Oliveira Lemos, Lara Melo Campos, Irley Olivia Mendonga Diniz, Natasha Silva Mayrink, Luciana Moreira Chedier



PESQUISAS EM TEMAS DE CIENCIAS BIOLOGICAS
VOLUME 3

Tabela 2 - Atividade antiproteolitica ap6s reagdo com os extratos aquoso e alcodlico.

Absorbancia da solucao extrato/veneno de

Relagdo do veneno:extrato Bothrops jararaca (jararaca)
Extrato aquoso Extrato alcodlico

1:5 0,126 0,128

1:10 0,122 0,126

1:20 0,127 0,138

*Os extratos ndo foram testados para o veneno de C. durissus(cascavel).Leitura do branco: 0,128.
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Varias pesquisas tém descrito a agdo antidoto de diversas plantas, identificando
e quantificando substancias capazes de neutralizar substancias constituintes dos vene-
nos. O mecanismo de agdo dos extratos nao foi identificado, mas este efeito pode estar
relacionado com alteracdes ocorridas sobre as proteinas contidas no veneno, como as
metaloproteinas, que tém efeito téxico. Para tal, serd necessario isolar as substancias

capazes de promover esse efeito inibitério e sua a¢do sobre as peconhas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo demonstrou que a incubagdo dos extratos aquoso e alcodlico
das sementes do quiabo com os venenos de Bothrops jararaca (jararaca) e Crotalus duris-
sus (cascavel) foi eficiente, uma vez que ambos extratos foram capazes de inibir os efei-
tos dos venenos através dos ensaios propostos. Embora os extratos aquoso e alcodlico
sejam obtidos a partir da mesma matéria-prima, as sementes do quiabo, eles ndo apre-
sentaram a mesma capacidade inibit6ria dos efeitos degenerativos dos venenos quan-
do comparados entre si. Assim, o extrato alcodlico foi o que apresentou melhor acao
como antidoto. As atividades coagulantes dos venenos de jararaca e cascavel foram
neutralizadas proporcionalmente a relacao veneno:planta utilizada para as reagdes. As
atividades hemolitica e proteolitica do veneno da jararaca foram proporcionalmente
neutralizadas nas condi¢des experimentais executadas. Para os ensaios in vitro, os ex-
tratos aquosos e alcodlico da semente de Abelmoschus esculentus se mostraram poten-
cialmente capazes de agir como antidoto, porém estudos in vivo sdo necessarios para se
confirmar tal propriedade. Ademais, foram evidenciados potenciais efeitos inibidores
da acao dos venenos das espécies de cobras testadas para ambos extratos, porém es-
tudos futuros devem ser realizados para avaliar a viabilidade do uso das sementes do
quiabo como antidoto paralelamente a terapia convencional, de forma a contribuir no

aumento da eficacia desse tratamento e diminuir os possiveis efeitos colaterais.
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RESUMO

o0sso objetivo foi verificar o efeito da salinidade da dgua sobre a sobrevi-
Nvéncia de larvas de Potimirim brasiliana. O trabalho foi realizado no Labo-
ratério de Carcinicultura e Maricultura (Lacam) do Instituto Federal do Espirito Santo
- campus de Alegre. Fémeas ovigeras de P. brasiliana, com ovos em estagio final de
desenvolvimento, foram alocadas individualmente em caixas de eclosdo com agua a
salinidade de 5 g/L. Ap6s a eclosao dos ovos, selecionou-se 200 larvas aleatoriamente.
As larvas foram alocadas individualmente em tubos de ensaio, preenchidos com 20
mL de dgua, caracterizando as unidades experimentais. Utilizou-se 0; 5; 10 e 20 g de
sal/L de agua, totalizando 4 tratamentos e 50 repeticdes. As larvas foram mantidas
em inani¢do. Em todas as unidades experimentais utilizou-se o “banho-maria”, para
garantir a temperatura em 28°C. Renovou-se diariamente uma aliquota de 5 mL de
agua de cada tubo, a fim de garantir a qualidade do ambiente. As larvas de P. brasilia-
na foram avaliadas como vivas através da movimentagdo de seus apéndices. Houve
diferenca de sobrevivéncia dos animais submetidos as salinidades 0 e 5 g de sal/L de
agua em relacao aos submetidos aos demais tratamentos desde o primeiro dia de ob-
servacdo. No terceiro dia de exposi¢ao, mais da metade dos individuos submetidos a
essas salinidades morreram. As larvas expostas a salinidade de 10 g de sal/L de 4gua
atingiram 50% da populagao sobrevivente no quarto dia de observacado, enquanto que
as larvas expostas a 20 g de sal/L de dgua atingiram 50% de sobrevivéncia no sexto
dia. Constatou-se que as larvas de P. brasiliana necessitam de agua salobra para suas
maiores sobrevivéncias, apontando maior tolerancia a 4guas com salinidade de 20 g

de sal/L de dgua.

Palavras-chave: Potimirim brasiliana. Salinidade. Desenvolvimento larval.

ABSTRACT

Our objective was to verify the effect of water salinity on the survival of Potimi-
rim brasiliana larvae. The work was carried out at the Prawn Culture and Mariculture
Laboratory (Lacam) of the Federal Institute of Espirito Santo - Alegre-ES. Ovigerous
females of P. brasiliana, with eggs in the final stage of development, were placed in-
dividually in hatching boxes with water at a salinity of 5 g/L. After the eggs hatch,
200 larvae were randomly selected. The larvae were placed individually in test tubes,
filled with 20 mL of water, characterizing the experimental units. 0; 5; 10 and 20 g of
salt/L of water was used, totaling 4 treatments and 50 repetitions. The larvae were
kept in starvation. In all experimental units, the “bain-marie” was used to guarantee
the temperature at 28°C. A 5 mL aliquot of water from each tube was renewed daily to

ensure the quality of the environment. P. brasiliana larvae were evaluated as alive by
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moving their appendages. There was a difference in the survival of animals submitted
to salinity of 0 and 5 g of salt/L of water in relation to those submitted to the other
treatments from the first day of observation. On the third day of exposure, more than
half of the individuals subjected to these salinities died. Larvae exposed to salinity of
10 g of salt/L of water reached 50% of the surviving population on the fourth day of
observation, while larvae exposed to 20 g of salt/L of water reached 50% survival on
the sixth day. It was found that P. brasiliana larvae need brackish water for their survi-

val, indicating greater tolerance to water with salinity of 20 g of salt/L of water.

Keywords: Potimirim brasiliana. Salinity. Larval development.

1 INTRODUCAO

Os crustaceos habitam uma grande variedade de habitats marinhos, dulcicolas
e terrestres, nos quais vivem em varios micro-habitats, desempenhando diversas fun-
¢Oes existentes na cadeia tréfica. No ambiente de 4gua doce, por exemplo, existe uma
zonagao da fauna de crustidceos decapodes relacionada a caracteristicas ambientais
(temperatura da agua, velocidade da corrente, composigao do leito do rio) e aos varios
recursos (detritos organicos, matéria animal, matéria vegetal, fitoplancton, zooplanc-
ton) explorados pelas diferentes espécies ao longo das fases de vida de seus individuos
(CHACE & HOBBS, 1969; ABELE & BLUM, 1977, HOBBS & HART, 1982).

Os palemonideos sdo denominados, genericamente, como camardes de dgua
doce, porque parte das espécies passam pelo menos uma fase de seu ciclo de vida em
ambiente dulcicola (COELHO et al, 1982). Admite-se que tenham se originado evolu-
tivamente a partir de ancestrais marinhos que invadiram a dgua doce (FREIRE et al.,
2013). Algumas espécies adaptaram-se totalmente a este ambiente, onde ocorre todo
seu ciclo de vida, enquanto que a maioria depende de dgua salobra para a realizagao
do desenvolvimento larval (NEW & SINGHOLKA, 1982).

Os membros da familia Palaemonidae apresentam ampla distribuicdo nas regioes
tropicais, sub-tropicais e temperadas de todo o mundo, sendo objeto de exploragao
comercial em grande ntimero de paises (COELHO et al., 1982; NEW & SINGHOLKA,
1982). No Brasil, estdo representados em todas as grandes bacias hidrograficas (MELO,
2003). A maioria das espécies de interesse comercial pertence ao género Macrobra-
chium, este género é bastante diversificado em relacdo ao tamanho, contendo aproxi-
madamente 210 espécies, algumas com poucos centimetros de comprimento e outras
atingindo cerca de 30 cm (HOLTHUIS, 1980; NEW & SINGHOLKA, 1982; SHORT,
2004). No Brasil, o género Macrobrachium esta representado por 18 espécies (MELO,
2003). Atualmente, tem-se explorado camardes M. olfersii com a finalidade de aqua-

rismo.
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Segundo o IPEMA (Instituto de Pesquisas da Mata Atlantica) 14 espécies de crus-
taceos decapodes estdao em estado de vulnerabilidade no Espirito Santo. Aliado a este
fator, ha a continuidade da exploracao dos estoques naturais destes crustaceos e o
aumento da destruicdo de seus habitats devido a poluicao dos rios e cérregos. A con-
servagao desses camardes é importante tanto do ponto de vista sécio econdmico (con-
siderando a pesca extrativista por pescadores tradicionais) quanto do ponto de vista
ecolégico (considerando a importancia ecossistémica desses crustaceos). Este trabalho
contribuird com o ajuste de tecnologia para propagacao de camardes Potimirim brasi-
liana, por meio da identificacao da tolerancia das larvas por diferentes salinidades de

agua.
2 METODOLOGIA

O trabalho foi realizado no Laboratério de Carcinicultura e Maricultura (Lacam)
do Instituto Federal do Espirito Santo - campus de Alegre. Fémeas ovigeras de cama-
roes P. brasiliana foram coletadas no Rio Itapemirim, Itapemirim-ES, no més de julho
de 2018. A coleta foi realizada com auxilio de peneiras de 80 cm de comprimento por
50 cm de largura e malha de 1 mm entre nés. As peneiras foram passadas rapidamen-
te em movimentos ascendentes sob a vegetacdo marginal parcialmente submersa. Os
animais coletados foram alocados caixas térmicas providas de d4gua e aeragdo e manti-

dos sob cuidados durante o transporte ao laboratério.

As fémeas ovigeras, com ovos em fase final de desenvolvimento, foram acondi-
cionadas individualmente em baldes com dgua na salinidade de 5 g de sal por litro de
agua. A dgua salobra foi formada a partir da mistura de 4gua do mar com dgua doce. A
temperatura da dgua foi mantida em 28°C por meio de aquecedores com termostatos.
A salinidade da agua foi aferida por meio de refratrometro de salinidade. As fémeas
foram alimentadas diariamente por meio do oferecimento de uma pequena porcdo de
tilé de lula. Diariamente foi sifonada uma porcao de 20% da dgua do fundo do balde

seguida de reposicdo com dgua limpa.

Apb6s a eclosdo dos ovos, as larvas foram retiradas dos baldes e separadas, ao
acaso, em quatro (4) lotes. Cada lote foi submetido a aclimatacdo considerando as dife-
rentes concentragdes de sal testadas. A aclimatacao foi realizada adicionando-se agua
do mar nos lotes que precisam ter a salinidade aumentada e adicionando-se agua doce
nos lotes que necessitavam ter a salinidade reduzida. Ao atingir as concentragdes de
salinidade referente a cada tratamento, 50 larvas de cada lote foram selecionadas ao
acaso e submetidas aos tratamentos: 0; 5; 10 e 20 g de sal/L de 4gua. O delineamento
experimental foi inteiramente casualisado, com quatro (4) tratamentos e 50 repeticdes.
Todas as larvas foram mantidas em inanicdo, para que apenas a salinidade fosse o
fator testado.
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As unidades experimentais utilizadas foram tubos de ensaio com capacidade
para 30 ml. Os tubos de ensaio foram preenchidos com 20 ml de dgua a cada uma
das salinidades. As larvas nao foram alimentadas, assim como no método de Cooper
e Heinen (1991) e mantidas individualmente em cada tubo de ensaio, para evitar o
canibalismo. Todas as unidades experimentais ficaram mantidas em “banho-maria”,
garantindo que a temperatura permanecesse a mesma em todos os tratamentos. A
temperatura foi controlada em 28° C, utilizando-se aquecedores com termostatos, sen-
do aferida diariamente com termdmetro mercurio. A salinidade foi avaliada duran-
te todos os dias de experimento, com auxilio de refratdmetro. Diariamente retirou-se
uma aliquota de 5 mL de 4gua de cada tubo de ensaio. Esta quantidade foi reposta
utilizando dgua tratada, referente a cada tratamento, a fim de reduzir a concentragao
de possiveis compostos nitrogenados excretados pelas larvas. Através do movimento
da larva avaliou-se diariamente a sobrevivéncia de tal. Quando a andlise macroscopi-
ca nao foi conclusiva, a avaliagdo foi realizada com auxilio de estereomicroscépio. A
variacdo da sobrevivéncia de larvas ao longo do tempo foi exposta em um gréfico de

linhas.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Observa-se no Grafico 1 que a salinidade da agua interfere na sobrevivéncia de
larvas de camardes P. brasiliana. Ha uma relagdo positiva entre a concentracao de sal
na agua e a sobrevivéncia de larvas ao longo do tempo. Isto fica evidenciado pelas
elevadas taxas de sobrevivéncia ao longo do tempo nas populagdes submetidas as con-
centracoes de 10 e 20 g de sal/L de dgua, enquanto que as demais populacdes entraram

em declinio antecipadamente.

A concentragdo de 20 g de sal/L de dgua proporcionou ambiente mais adequado
as larvas. Nesta concentracdao, 80% dos individuos permaneceram vivos até o quarto
dia de exposicao. No quinto dia de exposicdo, ao menos 50% da populagao permanecia
viva. Ao contrario dos demais tratamentos, neste tratamento também foi observado
grande quantidade de carapagas nos tubos de ensaio. Isso significa que as larvas sofre-

ram ecdise, que é um indicador de desenvolvimento larval.
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Graéfico 1 - Sobrevivéncia de larvas de P. brasiliana submetidas a diferentes salinidades.
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Entre o terceiro e quarto dia de exposicdo, as larvas submetidas a concentragao
de 10 g de sal/L de agua, apresentavam ao menos 50% de sobrevivéncia. Esta taxa de
sobrevivéncia foi observada entre o segundo e terceiro dia de exposicao das larvas
submetidas as concentragdes mais baixas de sal (0 e 5 g de sal/L de agua). No quinto
dia de exposicao, as larvas submetidas a concentragao de 5 g de sal/L de 4gua encon-

travam-se todas mortas.

Mallasen e Valenti (1998 apud FAUSTINI, 2016) afirmam que larvas de camardes
de 4gua doce submetidas a condi¢des que favorecam a sobrevivéncia mantém o me-
tabolismo basal utilizando-se apenas do minimo de energia para manté-lo. Portanto,
se as larvas forem submetidas a inanicdo, o meio que resultar maior sobrevivéncia de
individuos indica o mais adequado para o seu desenvolvimento. Assim, é possivel
concluir que as salinidades entre 10 e 20 g/L sdo mais adequadas ao desenvolvimento
das larvas de P. brasiliana.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Reconhecer que as larvas de P. brasiliana sobrevivem por mais tempo em salini-
dades de 10 a 20 g de sal/L de 4gua é importante tanto para o desenvolvimento de
técnicas de propagacdo artificial desses camardes quanto para conservacao dos am-
bientes aquaticos naturais. A partir desses resultados, sugere-se que ensaios de larvi-
cultura sejam realizados utilizando salinidades de 10 a 20 g de sal/L de agua. Além
disso, considerando que estes camardes necessitam de vegetacdo marginal para re-
fagio, destaca-se a importancia da preservacdo das margens do rio, principalmente
em areas estuarinas ou préximas ao estudrio. Observa-se também a importancia da
conservagdo do regime hidrico natural do rio. Este deve possibilitar vazdo suficiente
para que larvas que eclodam em agua doce possam atingir a 4gua salobra, permitindo

sobrevivéncia de larvas o suficiente para manutencao dos estoques naturais.
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