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Abstract. The body posture consists of the position taken by the body in space with the goal of
establishing a balance of anatomical components of the spine. Some postural deviations are proper growth
while others is acquired, arising, for example, from sitting for a long time and / or poor posture position in
the school environment. It is a descriptive and cross-sectional study aimed to identify the major postural
changes in children enrolled in municipal schools in the city of Salvador, aged 8 and 9 years, duly
enrolled and without any kind of disability. The participant population consisted of 64 students, where
each of these was evaluated in the planes anterior coronal, sagittal and posterior coronal. We used a
questionnaire and a postural exam with symmetrograph method based on Kendall. The male population
corresponded to 51.56% (33). As the main postural change in each view analyzed, it was found that the
head has owned 42.19% of the variances in anterior view, getting the shoulder region with 82.81% of the
findings in the side view and the trunk with 42.19% of deviations in the anterior and posterior views. It
was concluded that there is a high prevalence of postural changes in students in this age group making
necessary an early intervention by the Physiotherapy in schools, thus enabling the non-progression of
changes.
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Resumo. A postura corporal consiste na posi¢do adotada pelo corpo no espago com o objetivo de
estabelecer um equilibrio dos componentes anatomicos da coluna vertebral. Alguns desvios posturais sdo
proprios do crescimento, enquanto outros sdo adquiridos, decorrentes, por exemplo, da posi¢do sentada
por longo tempo e/ou das posturas inadequadas no ambiente escolar. Trata-se de um estudo descritivo e
de corte transversal que teve como objetivo identificar as principais alteragdes posturais em criangas
frequentadoras de escolas municipais da cidade de Salvador, com idade entre 8 e 9 anos, devidamente
matriculadas e sem nenhum tipo de deficiéncia. A populacdo participante foi composta por 64 escolares,
onde cada um destes foi avaliado nos planos coronal anterior, sagital e coronal posterior, através de um
conjunto de instrumento de investigacdo composto por um questionario ¢ um exame postural com
simetrografo baseado no método Kendall. A populagdo masculina correspondeu a 51,56% (33). Como
principal alteragdo postural em cada vista analisada, identificou-se que a cabega possuiu 42,19% dos
desvios na vista anterior, ficando a regido do ombro com 82,81% dos achados na vista lateral ¢ o tronco
com 42,19% de desvios nas vistas anterior ¢ posterior. Concluiu-se que existe uma alta prevaléncia de
alteracdes posturais em escolares nesta faixa etdria fazendo-se necessaria uma intervencdo precoce por
parte da Fisioterapia nas escolas, possibilitando assim a ndo progressdo das alteragdes.
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1 INTRODUCAO

A posigdo que o corpo adota no espago, com o objetivo de estabelecer um equilibrio dos
componentes anatomicos da coluna vertebral, ¢ definida como postura corporal. Uma postura
adequada ¢ aquela em que o individuo estd confortavel em todos os sentidos fisicos, psiquicos e
sociais, sendo importante para o bom equilibrio e exercicio das atividades didrias, e pode sofrer
influéncia de habitos assumidos pelo ser humano, como sedentarismo ou realizacdo de
atividades fisicas, algumas doencas e ainda outros fatores (NOLL et al., 2011; KENDALL et al.,
1995).

No que se refere & comparagdo da postura em diferentes idades, o alinhamento padrao
conferido ao adulto ndo se aplica as criangas, por diversas razdes, mas principalmente porque o
individuo em desenvolvimento possui uma maior mobilidade e flexibilidade em relagdo ao
individuo adulto. E na fase compreendida entre os 7 e 12 anos que a crianga estd apta a refinar
seus controles neuromusculares, o que ajuda na melhor realizagdo das atividades cotidianas. Em
virtude das adaptagdes e¢ mudancas corporais é comum encontrar em criancas altera¢des
posturais no periodo de crescimento e desenvolvimento (KENDALL et al., 1995; RAPPAPORT
et al., 1981-1982; PENHA et al., 2008).

As alteragdes posturais decorrem da desarmonia na postura da coluna vertebral em
virtude da ndo manutencdo da posi¢do adequada do corpo e ocasionam desconforto, dor e/ou
incapacidade funcional. Nas criangas, sdo categorizadas como desvios de desenvolvimento, e se
habituais, podem resultar em defeitos posturais. Estes desvios, muitas vezes surgem e
desaparecem, ou melhoram sem nenhum tratamento corretivo, mesmo com influéncias
ambientais desfavoraveis. Na crianca pequena, a probabilidade de defeitos habituais ¢ menor,
sendo desnecessaria qualquer medida corretiva que, neste caso, pode ser prejudicial ao seu
desenvolvimento (KENDALL et al., 1995).

As forgas externas, como o peso da mochila, por exemplo, podem interferir no
crescimento, no desenvolvimento e na manutenc¢do do alinhamento corporal, podendo a postura
na adolescéncia, sofrer influéncias tanto de forcas internas como externas. O periodo de
permanéncia na postura sentada dos escolares, assim como o peso, 0 modo de transporte € o
modelo da mochila s3o fatores que merecem destaque como causas de alteragdes posturais e
dores da coluna vertebral tanto em criangas como em adolescentes (FERNANDES et al., 2008).

A vulnerabilidade das criancas e adolescentes em relagdo as alteragdes posturais no
ambiente escolar se deve aos desvios momentdneos do alinhamento corporal ¢ adogdo de

posturas habituais inadequadas, tornando a escola um ambiente adequado para a realizagdo de
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agoes de promogdo e prevencgdo da saude, além daquelas de carater corretivo, considerando-se o
enorme potencial adaptativo das estruturas relacionadas a postura corporal (LAPIERRE, 1982).

A adocao de posturas inadequadas em sala de aula pode levar ao desequilibrio de grupos
musculares e consequentes desvios posturais. Dentre as diversas deformidades instaladas
existentes, a escoliose ¢ a alteragdo de tronco mais comumente encontrada em criangas ¢
adolescentes, sendo a sua origem quase sempre idiopatica. (JUNIOR et al, 2011).

Diante do exposto e da escassez de publicacdes relacionadas a esse contexto na cidade
de Salvador — Bahia, além da importancia da detec¢do e da intervencdo fisioterapéutica na
progressdo das possiveis deformidades encontradas, este trabalho teve como objetivo identificar
as principais altera¢des posturais em criangas frequentadoras de escolas municipais de Salvador-

BA.

2 MATERIAL & METODOS

O estudo ¢ descritivo e de corte transversal, onde participaram alunos do ensino
fundamental, devidamente matriculados em escolas municipais da cidade de Salvador - Bahia.
Os pais e/ou responsaveis foram informados através da direcdo da escola sobre o procedimento
de avaliagdo postural para permissdo do evento. Os critérios de inclusdo foram: alunos com
faixa etaria de 8 a 9 anos, que possuiam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado
pelos pais/responsaveis no ato da matricula para autoriza¢do das intervengdes no ambiente
escolar. Foram excluidos os escolares que possuiam alteragdes congénitas, algum tipo de
deficiéncia fisica previamente adquirida, além dos que ndo desejaram participar ou faltaram no
dia da avaliacdo.

Como instrumento de investigagdo, utilizou-se uma ficha produzida pelos autores
constando dados como: nome, idade, sexo, peso, altura, bairro, modo de transportar o material
escolar e dominancia de membros superiores. Além disso, cada participante foi submetido a um
exame postural baseado no método de Kendall, que consiste na visualizag@o da postura corporal
em trés planos: coronal anterior, observando-se a inclinagdo e a rotagdo cervical, a elevagdo de
ombro e inclinacdo pélvica, a rotacdo de tronco e fémur e a angulag@o do joelho e pés; coronal
posterior, observando-se o alinhamento da coluna, o posicionamento dos pés e a confirmagdo de
algumas alteragdes vistas no plano coronal anterior e por fim, no plano sagital, observando-se
retificacdo e protrusdo da cabeca, ombro, alinhamento toracico e lombar, rotagdes pélvicas e a
hiperextensao de joelho.

Utilizou-se no momento da avaliagdo um simetrografo, uma ferramenta usada para

auxiliar na visualizagdo da simetria do avaliado e um fio de prumo, que é um instrumento que
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serve para conferir o alinhamento corporal, tendo como referéncia os pontos anatdmicos que
devem corresponder a postura padrao.

A avaliagdo postural aconteceu numa sala fechada, bem iluminada, disponibilizada pela
propria escola onde estavam presentes dois avaliadores, um profissional da institui¢do e as
criangas. Os individuos avaliados precisaram trajar roupas adequadas, como short e top para as
meninas ¢ short ou sunga para os escolares do sexo masculino. Todos permaneceram descalgos
¢ adotaram a postura em ortostase.

O estudo piloto foi realizado no més de maio de 2014 numa escola municipal da cidade
de Salvador-Ba. Foram avaliados cinco alunos do ensino fundamental com idade entre 8 ¢ 9
anos, sob supervisdo de um funcionario da escola.

Durante a coleta foram observadas mais alteragdes posturais nas criangas menos ativas e
percebeu-se a necessidade de incluir no instrumento de investigagdo perguntas sobre praticas de
esportes e/ou outras atividades de lazer. Identificou-se também a necessidade de reorganizar a
ordem da ficha de avaliagdo postural.

O banco de dados foi criado no Word 2013 e analisado no software SPSS (versdo 22.0).
Foi realizada uma andlise descritiva (frequéncia) com a finalidade de identificar as
caracteristicas gerais e especificas da amostra estudada. Os resultados obtidos foram
apresentados na forma de graficos e tabelas comparativas formuladas em Microsoft Excel e
Word 2013.

Foram respeitados os aspectos éticos segundo resolugdo n° 466/12 do Conselho
Nacional de Saude e este projeto foi submetido ao comité de ética e pesquisa da Faculdade de
Tecnologia e Ciéncias da cidade de Salvador — Bahia, com parecer de numero: 683.511,

aprovado em 03 de junho de 2014.

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

A populagdo participante desse estudo foi composta por 64 escolares, sendo 33
(51,56%) do sexo masculino e 31 (48,44%) do sexo feminino. Destes, 39 tinham 8§ anos
(69,94%) e 25 (39,06%) 9 anos de idade. Como média de peso corporal obteve-se 26,55 +
5,65kg e média de altura de 1,30 + 0,05m. (Tabela 1)

As alteragdoes posturais encontradas nesse trabalho foram classificadas nos planos
anterior, lateral e posterior e foram categorizadas por regido de cabeca, ombro, tronco, pelve,
joelho e pé. Na cabega, encontrou-se uma maior prevaléncia de alteragdes posturais na vista

anterior (42,19%). Divergindo do presente estudo, Lima (2006) destacou a cabega na vista
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lateral como segmento com maior desvio encontrado nos estudantes de 8 e 9 anos no municipio
de Floriandpolis. J& no que diz respeito aos ombros, pdde-se observar 82,81% de alteragdes na
vista lateral. Quanto a avaliagdo do tronco, foi encontrada uma igualdade de 42,19% de
alteragdes nas vistas anterior € posterior.

Back e M.Sc. (2009) num estudo sobre Fisioterapia nas escolas, concluiram que o
ombro foi a regido com maior prevaléncia de desvios no plano lateral, quando avaliado um
grupo de 44 alunos, concordando com os achados encontrados no presente estudo para tal
regido. Minguelli (2009) apresentou achados diferentes no que se refere aos desvios de tronco,
com prevaléncia de alteragdes posturais em criangas ¢ adolescentes de escolas do Algarve de
apenas 18,4%.

No que tange a avaliacdo da pelve, notou-se uma predominancia de alteracdes na vista
lateral (32,81%) e semelhanga com os achados de Minnguelli, 2009, que encontrou desvios da
cintura pélvica em 53,6% da sua amostra.

Ja no que se refere a articulagdo do joelho, observou-se uma prevaléncia menos
relevante (26,56%) dos desvios na vista lateral. Em contrapartida, Santos (2009) encontrou uma
maior propor¢do de desvios no joelho na vista lateral (57,3%), quando avaliados escolares do
ensino publico fundamental de Jaguaritina.

Considerando a avaliacdo do pé, 53,12% das alteragdes encontradas se deram na vista
anterior (Ver Figura 1), porém ndo foram encontrados dados na literatura consultada para fins
de comparagdo deste achado.

Durante a avaliag@o postural por segmentos corporeos na vista anterior, observou-se que
em relagdo a cabeca, 37 (57,81%) dos avaliados estavam alinhados e 12 (18,75%) apresentaram
flex@o a direita como maior desvio para esse segmento. Santos (2009) num estudo com objetivo
semelhante, sobre ocorréncia de desvios posturais em 52 escolares com idades entre 8 ¢ 9 anos,
afirmou que apenas 10,6% dos avaliados apresentaram inclinagdo cervical de cabega.

Na descri¢do da vista anterior de ombros, encontrou-se maior indice de elevagdo a
direita, presente em 21 (32,81%) dos escolares, enquanto 26 (40,63%) dos casos estavam com
ombros simétricos. No que diz respeito a assimetria nesta vista, Penha (2005) ao avaliar postura
de meninas com idade entre 7 ¢ 10 anos, chegou a diferentes conclusdes no seu estudo, quando
afirmou que este desvio pode estar relacionado com o lado dominante do escolar, sendo o
ombro mais baixo o mais atuante, o que leva o ombro direito a ser constantemente mais baixo
que o esquerdo.

Em relagdo ao tronco 37 (57,81%) dos escolares estavam alinhados e 16 (25%)

apresentaram como maior desvio desse segmento a inclinagdo para direita. Back e M.sc, (2009)
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trouxeram achados semelhantes aos encontrados aqui, quando afirmaram a existéncia de uma
dominancia de inclinacdo de tronco a direita na metade da amostra analisada. Contudo, no
estudo realizado por Minguelli (2009) sobre prevaléncia de alteragdes posturais em criangas e
adolescentes em escolas do Algarve, verificou-se uma predominancia de 81,6% de tronco
alinhado numa amostra de 364 alunos.

Quanto a avaliacdo das cristas iliacas, 50 (78,13%) apresentaram simetria na regido,
existindo uma igualdade de achados em relagdo a elevacdo a direita e a esquerda, presente em
10,94% dos alunos acometidos. Em seu estudo sobre incidéncia de desvios posturais em
escolares do 2° ao 5° ano do ensino fundamental, Contri (2009) revelou a existéncia de
alteragGes de crista iliaca em 17% dos 465 alunos investigados.

No que concerne a avaliagao da patela, notou-se 48 (75%) casos de alinhamento na vista
anterior ¢ 12,5% dos alunos apresentaram elevacao da estrutura a direita. Na regido de antepé,
30 (46,88) das criangas estudadas ndo apresentaram qualquer alteragdo, porém 45,31% da
amostra foi caracterizada por pés abduzidos. Também para este dado ndo foram encontrados na
literatura achados para comparacao, em virtude da escassez de publicacdes sobre a avaliagdo
especifica desta regido.

Na avaliacao dos individuos na vista lateral, 41 (64,06%) dos escolares apresentaram as
cabecas alinhadas, enquanto 13 (20,31%) revelaram projecdo anterior do segmento, sendo esta a
terceira alterag@o postural mais encontrada na vista em questdo. Para Santos (2009) que estudou
ocorréncia de desvios posturais em escolares do ensino publico fundamental de Jaguariina, isto
acontece como mecanismo compensatorio da postura, decorrente dos desequilibrios musculares,
onde ha prevaléncia de forgas e flexibilidades entre grupos musculares diferentes, atuantes em
uma mesma articulacdo.

Em relagdo aos ombros, pode-se observar a rotagdo medial como a alteragdo postural
mais incidente, observada em 31 (48,44%) dos alunos, enquanto 11 (17,19%) possuiam ombros
alinhados. Mais uma vez, Santos (2009) , afirmou que este defeito postural faz parte do
desenvolvimento natural da crianga, tendendo a diminuir progressivamente a partir dos dez anos
de idade. Detsch e Candotti (2001) também encontraram rotagdo medial em ombros de meninas
de 6 a 17 anos de uma escola da cidade de Novo Hamburgo, alteragdo esta presente em 22,73%
da amostra avaliada.

Hiperlordose lombar e anteversdo pélvica foram alteragdes posturais frequentes na vista
lateral, identificadas em 19 (29,69%) dos alunos. Mais da metade 37 (57,81%), dos escolares
apresentaram curvaturas vertebrais consideradas normais. Segundo Santos (2009) a presenca da

hiperlordose lombar ¢ considerada normal no desenvolvimento infantil, até os 9 anos, ja que
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ainda nao ha estabilidade postural, o que gera necessidade de inclinagdo pélvica e protrusdo do
abdomen na busca pelo equilibrio.

Para o segmento do joelho na vista lateral, identificou-se alinhamento normal em 47
(73,44%) dos individuos, enquanto 15 (23,44%) dos pesquisados apresentaram joelhos
hiperextendidos. Penha (2005), ao avaliar postura de meninas com idade entre 7 ¢ 10 anos,
relacionou a hiperextensdo do joelho, assim como a hiperlordose lombar, com o trabalho
abdominal deficiente, o que melhora a partir dos dez anos, em virtude da redugdo da protrusao
de abdoémen e a consequente diminui¢do da hiperlordose. Outros estudos, como o de Santos
(2009) demonstraram a prevaléncia de joelhos em hiperextensdo na populacdo escolar, com
percentuais de 19% de suas amostras.

Por fim, na avaliagdo dos individuos na vista posterior, 40 (62,5%) escolares
apresentaram cabeca alinhada e a flexdo a direita dessa regido foi a alteragdo mais prevalente,
presente em 10 (15,62%) dos estudantes. Back ¢ M. Sc. (2009) por sua vez, num estudo com
objetivos semelhantes, ndo encontraram incidéncia da referida alteracdo, trazendo com isso
dados discordantes da presente pesquisa.

Em relagdo aos ombros, o principal desvio evidenciado foi a elevacdo a esquerda em 22
(34,37%) dos avaliados. Vinte e sete (42,19%) estudantes mostraram-se alinhados na avaliagao
dessa porcdo corporal. Back e M. Sc, apresentaram em (2009) dados convergentes com o
presente estudo, quando evidenciaram uma prevaléncia de 91% de elevagdo a esquerda de
ombros nos escolares investigados.

No que diz respeito as espinhas iliacas nessa vista, encontrou-se simetria em 50
(78,13%) avaliados e elevacao a esquerda em 9 (14,06%) individuos, alteracdo mais prevalente
nesse segmento. Da mesma forma, Minguelli (2009) verificou simetria das espinhas iliacas em
68,6% entre criancas ¢ adolescentes de escolas do Algarve.

O desvio mais prevalente na regido da coluna vertebral foi a escoliose toracica a
esquerda, presente em 3 (4,69%) dos avaliados, porém 50 (78,13%) avaliados apresentaram
alinhamento postural na regido da coluna.

Num estudo epidemiologico em escolares da rede publica da cidade de Ribeirdo Preto,
realizado por Ferriani (2000) de um total de 378 avaliados, evidenciou-se escoliose em 109
(28,8%) individuos. Da mesma forma, Minguelli (2009) encontrou uma prevaléncia
correspondente a 32,3% dos 364 alunos entre criangas e adolescentes das escolas do Algarve. Ja
Gracioli e Gatti (2005), apresentam dados mais alarmantes, quando trazem em seu estudo a
influéncia do peso do material escolar sobre os desvios posturais em 43 escolares, e apontam a

presenca da escoliose em 100% das criancas analisadas.
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A Unica alteragdo encontrada na regido dos joelhos foi valgismo em 15 (23,44%)
alunos, enquanto 49 (76,56%) deles apresentaram esse seg-mento alinhado. Santos (2009)
também obteve prevaléncia consideravel de joelhos valgos, correspondente a 21,8% dos 52
estudantes com idade entre oito e nove anos. Ja no estudo de Minguelli (2009), teve-se como
desvio predominante de joelho o varismo, presente em 9,5% individuos avaliados na sua
pesquisa.

Quanto ao retropé, 48 (75%) escolares exibiam alinhamento, 6 (9,37%) revelaram
varismo ¢ 10 (15,63%) apresentaram a postura em valgo do segmento (ver Quadro 1). Back ¢
M.sc (2009) apresentaram resultados semelhantes em seu estudo, onde o pé valgo foi
encontrado em 3 (6,82%) dos avaliados o varismo revelou-se apenas em um individuo (2,27%)
das criangas avaliadas entre 8 ¢ 9 anos.

Além da avaliacdo postural, investigou-se neste estudo, os principais habitos e
comportamentos dos avaliados no ambiente escolar e no cotidiano através de um questionario
anexo a ficha de avaliag@o cujas perguntas admitiam mais de uma resposta dos avaliados. No
que se refere ao lazer, 12 (18,75%) dos entrevistados preferiram o uso do computador, 12
(18,75%) responderam que jogavam videogame, 28 (43,80%) praticavam alguma atividade
fisica, enquanto 32 (50%) preferiam assistir televisdo.

Numa revisdo de literatura sobre alteragdes posturais em escolares, Oshiro (2007)
relatou que nas horas de folga das atividades educacionais, a maioria dos alunos afirmou
preferir assistir televisdo, o que se assemelha ao presente estudo.

No que se refere ao calgado, notou-se que o mais utilizado foi o ténis, representando a
opcdo de 62 (96,88%) dos alunos entrevistados. 01 entrevistado (1,56%) afirmou o uso de
sandalia e outro (1,56%) respondeu que utilizava outros tipos de cal¢ados. Quanto a forma de
transporte do material escolar, 01 (1,56%) respondeu carregar a mochila no ombro esquerdo, 02
(3,13%) carregavam na frente com uma alga em 1 dos ombros, 03 (4,69%) levavam o objeto no
ombro direito e outros 04 (6,30%) levavam o material escolar na mdo. Onze (17,19%) dos
entrevistados ainda transportavam a mochila sobre rodas e por fim, 43 (67,19%) deles, ou seja, a
maioria transporta a mochila nas costas com as duas al¢as nos ombros.

Candotti ¢ Roth (2012) fizeram um estudo sobre avaliagdo do peso ¢ do modo de
transporte do material escolar em alunos do ensino fundamental e encontrou resultados
semelhantes, onde a maior parte dos avaliados também preferia transportar a mochila com duas
alcas apoiadas simetricamente sobre os ombros. Riter ¢ Souza (2011) também apontaram o uso
bilateral da mochila nas costas por 90,8% dos escolares avaliados na rede municipal de ensino

fundamental de Porto Alegre- RS. Ja no estudo realizado por Casarotto (2008) sobre os efeitos
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de sessdes educativas referente ao uso das mochilas escolares em estudantes do ensino
fundamental, encontrou-se predominancia do uso das mochilas no modelo carrinho.

Quanto as posturas habituais durante as aulas 5 (7,81%) alunos afirmaram ficar com as
pernas cruzadas, 5 (7,81%) preferiam sentar afastados do encosto da cadeira, 7 (10,94%)
apoiavam os pés na cadeira da frente. Ainda no que tange as posturas adotadas, 19 (29,69%)
escolares apoiavam os bragos na cadeira e inclinavam o tronco para frente, 40 (62,50%)
passavam o maior tempo encostado na cadeira e 49 (76,56%) apoiavam os pés no chio. (Ver
Figura 2).

A preferéncia em sentar-se com a coluna encostada na cadeira foi encontrada também
no estudo de Benini ¢ Karolczak (2010) sobre os beneficios de um programa de educagdo
postural para alunos de uma escola municipal de Garibaldi. Neste estudo, em contrapartida, 18
(37,6%) apenas dos avaliados adotavam a postura com os pés pendentes no chio. Oshiro (2007)
atribui a alta prevaléncia de desvios posturais em escolares as posturas inadequadas adotadas em

casa e na escola, o que também ¢ relatado no presente estudo.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Rotagdo medial e desnivel de ombro, hiperlordose lombar, valgo de joelho e abdugao de
antepé foram as principais alteracdes posturais encontradas nos individuos participantes desse
estudo.

Considerou-se a avaliagdo postural nas vistas anterior, lateral, e posterior, habitos de
lazer dos escolares, calgados utilizados, forma de transporte de material escolar e postura
adotada na posicao sentada na cadeira, contudo, houve dificuldade no comparativo dos dados da
presente pesquisa com outros estudos, devido a escassez de publicagcdes que avaliassem os
mesmos segmentos corporais nas trés vistas e na faixa etaria especifica do presente estudo.

Entende-se que a intervengdo precoce pode possibilitar a ndo progressdo das alteragdes
compensatorias, bem como, a persisténcia das alteragdes fisiologicas, evidenciando a

necessidade da avaliacdo fisioterapéutica e estudos mais aprofundados, a fim de identificar

possiveis alteragdes posturais e a sua correcao precoce.
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FIGURAS

Figura 1. Principais Alteragdes Posturais em criangas em escola municipal na cidade de Salvador-Ba

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014
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Figura 2. Principais habitos das criangas em escola municipal na cidade de Salvador-Ba

Fonte: Dados da Pesquisa, 2014
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TABELAS

Tabela 1. Perfil Individual das criangas avaliadas em escola municipal na cidade de Salvador-Ba

PERFIL INDIVIDUAL DAS CRIANCAS AVALIADAS

n %
Sexo Masculino 33 51,56
Feminino 31 48.44
Idade 08 anos 39 60,94
09 anos 25 39,06
Peso 26,55+ 5,63 Kg
Altura 1,3+ 0,05m

Fonte: dados da pesquisa, 2014
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Quadro 1. Avaliagdo postural de criangas em escola municipal na cidade de Salvador-Ba, nas vistas
anterior, lateral e posterior

Fonte: dados da pesquisa, 2014
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TAXA DE COLONIZACAO MICORRIZICA SOB DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO NO
CERRADO EM CANA-DE-ACUCAR
Jadson Belem de Moural*, Natalia Murielle Valentim', Matheus Vinicius Abadia Ventura' & Wagner
Gongalves Vieira Junior
Faculdade Evangélica de Goianésia. Goianésia, Goias.

*E-mail: jadson.moura@evangelicagoianesia.edu.br

Abstract. The so-called mycorrhizal fungi (FMA) are the most important because they are associated
with most of plants and when in combination, promote growth by greater absorption of water and
nutrients, particularly phosphorus (P). This gives the plant a greater tolerance to biotic and abiotic
stresses. The evaluations were conducted in Jalles Machado plant in the municipality of Goianésia, Goias.
The local climate is Tropical Estacional (Aw) as Koppen. The chosen experimental design was factorial
randomized blocks with four repetitions, where the factors are three varieties of sugarcane: IACSP94-
2101, IACSP95-5000 and CTC4; and two cultivation systems: conventional and organic. They were
collected roots and rhizosphere soil during flowering of sugarcane. The soil samples containing roots
were collected with a scratch depth of 20 cm. To determine the percentage of colonization, the roots were
clarified and stained with 0.05% Blue-de-Trypan in lactoglycerol. The difference between varieties in
sugarcane did not affect the colonization of mycorrhizal fungi, we conclude then that the mycorrhizal
fungi are developed independent of the variety of sugarcane. Between conventional and organic system
there was a minimum significant change in colonization of mycorrhizal fungi, then we conclude that due
to a lower impact of using chemical products sanitary phyto the organic system there was a higher
colonization mycorrhizal fungus compared to the conventional system.

Keywords: FMA. Organic. Rhizosphere.

Resumo. Os denominados fungos micorrizos (FMA) s@o os mais importantes, pois se associam a maioria
das plantas e quando em associagdo, favorecem o crescimento pela maior absor¢do de agua e nutrientes,
principalmente fosforo (P). Isso proporciona a planta uma maior tolerdncia a estresses bidticos e
abioticos. As avaliagdes foram conduzidas na area da usina Jalles Machado no municipio de Goianésia,
Goias. O clima do local ¢ Tropical Estacional (Aw) conforme Kdppen. O delineamento experimental
escolhido foi fatorial de blocos casualisados com 4 repeti¢cdes, onde os fatores sdo trés variedades de
cana-de-agucar: IACSP94-2101, TACSP95-5000 e CTC4; e dois sistemas de cultivo: Convencional e
Organico. Foram coletados raizes e solo rizosferico na época da floragdo da cana-de-aglicar. As amostras
de solo contendo raizes foram coletadas a uma profundidade de zero a 20 cm. Para determinacdo da
porcentagem de colonizagdo, as raizes foram clarificadas e coradas com 0,05% de Azul-de-Trypan em
lactoglicerol. A diferenga entre as variedades na cana-de-agucar ndo afetou a colonizagdo de fungos
micorrizicos, concluimos entdo que os fungos micorrizos se desenvolvem independente da variedade de
cana-de-agtcar. Entre o sistema convencional e organico houve uma alteragdo minima significativa na
colonizacdo de fungos micorrizicos, concluimos entdo que devido a um menor impacto do uso de
produtos quimico fito sanitdrio no sistema organico houve uma maior colonizagao de fungos micorrizicos
comparados ao sistema convencional.

Palavras-chave: FMA. Organico. Rizosfera.

1 INTRODUCAO
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A cana-de-agucar tem avancado em todo territorio nacional. Este aumento ocorreu apos
o advento dos veiculos bicombustiveis e, ainda, pelas perspectivas futuras do mercado
internacional de combustiveis renovaveis (ALVES, 2013). Os fungos micorrizos realizam
associacao simbiodtica mutualistica com a maioria das plantas cultivadas e nativas, beneficiam o
desenvolvimento da planta pela maior absor¢do de nutrientes, principalmente o P que possui
baixa mobilidade no solo (GEORGE, 1995).

Os denominados fungos micorrizos (FMA) sd3o os mais importantes, pois se associam a
maioria das plantas e quando em associacdo, favorecem o crescimento pela maior absor¢ao de
agua e nutrientes, principalmente fésforo (P). Isso proporciona a planta uma maior tolerancia a
estresses bidticos e abioticos (MOREIRA e SIQUEIRA2002). Essa associagdo torna-se de
extrema importancia em solos de baixa fertilidade ou degradados, onde micorrizas do tipo FMA
favorecem o estabelecimento das plantas, maximizam o uso de nutrientes no solo, como
fosforos (P), cobre (Cu) e zinco(Zn), aumentam a fixacdo bioldgica de nitrogénio nas
leguminosas ¢ promovem a sustentabilidade do ambiente (JOHNSON e PFLEGER,1992).

Os fungos micorrizicos arbusculares ocupam um importante nicho ecoldgico nos
ecossistemas, e sao influenciados pelas praticas de manejo do solo como aragao e adubagdo, as
monoculturas extensivas e os agrotdxicos, que podem reduzir a incidéncia de algumas espécies
de FMA (SIQUEIRA et al. 1995). Isso adquire relevancia no bioma Cerrado devido a
fragilidade e grande diversidade edafica e bioldgica. O preparo do solo convencional (aragdo e
gradagem) rompe a rede de hifas, esporos e raizes colonizadas, as altas temperaturas, excesso de
oxigénio (oxida¢do) e a predadores, tornando-os inviaveis (KABIR et al. 1997).

E, portanto, de grande importancia avaliar a influéncia de sistemas de manejo de solo
sobre os fungos micorrizicos arbusculares no bioma Cerrado.

A escolha da espécie de vegetal a ser utilizada é importante, pois estas podem promover
alteragdes quantitativas e qualitativas na populacao de fungos micorrizicos arbusculares nativos,
pois a associa¢do micorrizica ¢ favorecida pela existéncia de exudatos radiculares que contém
moléculas que estimulam a germinagdo de esporos e o crescimento de fungos micorrizicos
(BECARD e PICHE, 1989).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a taxa de coloniza¢do micorrizica em variedades de

cana-de-acucar sob diferentes sistemas de produgao.

2 MATERIAL & METODOS

Revista Didlogos & Ciéncia (D&C), v. 2, n. 40 (17), p.60-66, 2017. ©OIMES

61

62



Revista Dialogos & Ciéncia
http:/ /periodicos.ftc.br/index.php/dialogos ISSN 1678-0493
Artigo

As avaliagdes foram conduzidas na area da usina Jalles Machado no municipio de
Goianésia, Goids. O clima do local ¢ Tropical Estacional (Aw) conforme Koppen. O
delineamento experimental escolhido foi fatorial de blocos casualisados com 4 repeti¢des, onde
os fatores sdo trés variedades de cana-de-agucar: IACSP94-2101, IACSP95-5000 ¢ CTC4; e
dois sistemas de cultivo: Convencional e Orgénico.

Foram coletados raizes e solo rizosferico na época da floragdo da cana-de-agucar. De
cada um dos tratamentos foi retirada uma amostra composta formada por trés subamostras de
pontos aleatorios do bloco. As amostras compostas foram homogeneizadas. As amostras de solo
contendo raizes foram coletadas a uma profundidade de zero a 20 cm com trado holandés.

Para determinacdo da porcentagem de colonizagdo, as raizes foram clarificadas e
coradas com 0,05% de Azul-de-Trypan em lactoglicerol (PHILLIPS ¢ HAYMAN, 1970,
modificado) e a avalia¢do da colonizagdo foi feita em microscopio estereoscopico, seguindo a

técnica de intersecdo dos quadrantes (GIOVANNETTI e MOSSE, 1980).

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

Nao houve interagdo entre os fatores analisados. De acordo com a andlise estatistica
com teste Turkey a 5% de probabilidade, ndo houve diferenca significativa entre as variedades.
Evidenciando que os valores de taxa de coloniza¢do ndo sdo diferentes em relagdo a variedade
de cana-de-acgticar implantado.

Na Figura 1 ao fazer a avaliagdo notamos que ndo houve diferengas significativas entre
variedades de cana-de-agucar de acordo com o teste Turkey a 5% de probabilidade, concluimos
entdo que a colonizagdo de fungos micorrizos se desenvolve independente da variedade da cana-
de-acticar. Resultado diferente ao encontrado no trabalho de Reis et. al. (1999), que
apresentaram diferengas entre as taxas de colonizagdo bastante significativo, que em solos
cultivados com cana de agucar, avaliando a presenga de fungos micorrizicos arbusculares e
bactérias diazotroficas sob diferentes tipos de manejo, observaram taxas de colonizagdo das
plantas entre 70% a 96% e 4% a 30%, para Glomus sp. e Gigaspora sp., respectivamente. Em
estudos com cana de aglicar em campo, foram observados resultados de colonizagdo micorrizica
que variaram entre 20 a 60%, para G. clarum (GIOVANNETTI et. al., 1980; REIS et al., 1990;
KELLY et. al.,, 2001 apud DE ANDRADE, 2013). Mas De Andrade (2013), afirma que a
variacdo ¢ dependente do manejo da cultura da cana de agticar. Sendo que neste, o autor
encontrou valores mais proximos aos resultados obtidos neste trabalho.

Na Figura 2 percebemos que os resultados apresentaram diferenca minima significativa

entre sistemas de cultivo de acordo com o teste Turkey a 5% de probabilidade, o sistema
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convencional apresentou valores inferiores de taxa de colonizagdo micorrizica comparado ao
sistema organico. Isso pode ser explicado pelo menor impacto de uso de produtos quimico fito

sanitario no sistema orgéanico, que influenciou positivamente a colonizagdo micorrizica em

plantas de cana-de-agticar comparado ao sistema convencional.

4 CONCLUSAO

1- A diferenga entre as variedades na cana-de-agucar ndo afetou a colonizacdo de fungos
micorrizicos, concluimos entdo que os fungos micorrizos se desenvolvem independente da
variedade de cana-de-acucar.

2 - Entre o sistema convencional ¢ organico houve uma alteragdio minima significativa na
colonizag@o de fungos micorrizicos, concluimos entdo que devido a um menor impacto do uso
de produtos quimico fito sanitario no sistema orgénico houve uma maior colonizagdo de fungos

micorrizicos comparados ao sistema convencional.
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Figura 1. Taxa de colonizag@o micorrizica em diferentes variedades de cana-de-agucar.
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Figura 2. Taxa de colonizagdo micorrizica em diferentes sistemas de cultivo de cana-de-agucar.
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Abstract. Created in 2004 to stimulate the production of biodiesel, through the National Program for
Production and Use of Biodiesel (PNPB), the Social Fuel Seal (SCS) became a reference for the demands
on Family Agriculture (AF), which should foster its true social role. However, currently, it is the target of
criticism and controversy, since the policy guidelines did not go as expected. Based on the current
situation of biodiesel and the concepts used by formulators of Public Policies, geared to meet the family
farmers in the context of biofuel production, this article provides an analysis of the expectations for the
PNPB and the current situation of Family Farming in Bahia, in the last 10 years with the social seal fuel.
The results show that, despite the expectations at the time of the PNPB publication, there were no socio-
economic improvements in the population engaged in Family Farming addressed by the program. Thus,
showing that this social strategy proved ineffective in promoting sustainable rural development and social
inclusion, as planned. The method used for the preparation of this study was data collection through
literature review of scientific articles available on the Internet on the topic, as well as publications and
search in databases and public documents of the Federal Government (MMA, MDA, MAP, MME) and
Bahia State Government (CONAB, SEAGRI).

Keywords: Seal Social Fuel. Social Inclusion. Family Agriculture. Biodiesel. Public Policy.

Resumo. Criado em 2004, para estimular a produgdo do biodiesel, por meio do Programa Nacional de
Produgdo e uso de Biodiesel (PNPB), o Selo Combustivel Social (SCS) passou a ser referéncia para as
demandas na Agricultura Familiar (AF), o que deveria fomentar seu verdadeiro papel social. No entanto,
atualmente, ¢ alvo de criticas e controvérsias, pois as diretrizes politicas ndo seguiram conforme o
esperado. Tomando por base o cenario atual do biodiesel e os conceitos utilizados pelos formuladores das
Politicas Publicas, voltadas para atender aos agricultores familiares no contexto da produgdo de
biocombustiveis, este artigo traca uma analise entre as expectativas do PNPB e o panorama atual da
Agricultura Familiar, na Bahia, nos Gltimos 10 anos, sobre o selo combustivel social. Como resultado,
verificou-se que, apesar das expectativas a época do langamento do PNPB, ndo houve melhorias
socioecondmicas na populagdo inserida na Agricultura Familiar vinculada ao programa. Diante disso,
pode-se perceber que essa estratégia social mostrou-se ineficaz para o desenvolvimento rural sustentavel e
a inclusdo social, conforme o planejado. O método utilizado para a elaboracéo deste trabalho foi a coleta
de dados, por meio de revisdo bibliografica de artigos cientificos disponiveis na rede Internet, sobre o
tema, assim como de publicacdes e de busca nos bancos de dados ¢ nos documentos publicos do Governo
Federal (MMA, MDA, MAPA, MME) e Estadual (CONAB, SEAGRI).

Palavras-chave: Selo Combustivel Socia., Inclusdo Social. Agricultura Familiar. Biodiesel. Politicas
Publicas.
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1 INTRODUCAO

O estudo de temas relacionados a producdo de biocombustiveis a partir do biodiesel no
Brasil € no mundo vem ganhando destaque nos principais foruns de discussdo sobre a utilizagdo
de fontes de energias renovaveis como um equilibrio ao atual modelo da matriz energética
mundial.

O Brasil lidera o movimento de paises a favor do uso em grande escala dos
biocombustiveis. E o pais que tem a experiéncia mais antiga e relevante de producio e uso
desses energéticos, gracas principalmente as experiéncias com o etanol combustivel, que foi
estimulada pela crise energética na década de 1970, com o uso do Proalcool.

A producao de biodiesel € uma maneira de diminuir a dependéncia econdmica e politica
em relacdo as nagodes lideres no fornecimento de combustiveis fosseis, as quais definem precos,
politicas de comercializagdo e outras medidas. Os paises capazes de viabilizar alternativas de
energia renovaveis ganharam destaque no cendrio internacional, principalmente por oferecer
novas oportunidades de investimentos vinculados ao desenvolvimento rural sustentdvel.

O governo brasileiro, compreendendo a importancia dessas novas oportunidades, e na
tentativa de cumprir e apresentar uma matriz energética mais limpa lancou, em dezembro de
2004, o programa que permitiu a criagdo de uma politica nacional especifica para o biodiesel,
implementando o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB). Seu objetivo na
etapa inicial foi introduzir o biodiesel na matriz energética brasileira, dando um forte enfoque na
inclusdo social através do estimulo da agricultura familiar ¢ no desenvolvimento regional,
especialmente das regides Norte e Nordeste do pais (ABRAMOVAY, 2009). O principal
resultado dessa primeira fase refere-se a defini¢do de um arcabouco legal € o marco regulatério,
com a edicdo de Leis, diversos atos normativos ¢ a criagdo do Selo Combustivel Social.

Dessa forma, o PNPB institucionalizou a base normativa para a produgdo e
comercializagdo do biodiesel no Pais, envolvendo a definicdo do modelo tributdrio para este
novo combustivel e o desenvolvimento de mecanismos para inclusao da agricultura familiar,
consubstanciado no Selo Combustivel Social.

No entanto, diversos especialistas na area de biodiesel mantém uma posicao defensiva,
decorrente dos questionamentos: Sera que, de fato, o Selo Combustivel Social permite um
desenvolvimento rural sustentavel e social dos agricultores familiares no Brasil? Teriam as
politicas publicas de inclusdo da agricultura familiar sido expressivas nesse programa?

A partir desses questionamentos, que ainda permanecem, buscou-se, neste artigo,
encontrar algumas possiveis respostas num contexto atualizado e amplamente discutido,

considerando-se as diretrizes determinadas na politica de inclusdo social estabelecidas pelo
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PNPB, a segurang¢a do Selo Combustivel Social, a garantia da efetiva participagdo da agricultura
familiar na producdo de bioenergia e na busca da competitividade frente as novas politicas
publicas na area dos biocombustiveis.

O artigo trata-se de uma pesquisa bibliografica e exploratoria, a partir de documentos
publicados sobre a tematica e teve como objetivo, demonstrar a importancia através da analise
entre as expectativas do PNPB e o panorama atual da Agricultura Familiar nos ultimos 10 anos
referente a participagdo do Selo Combustivel Social no Estado da Bahia, comprovando-se que
essa estratégia social foi infrutifera ao desenvolvimento rural sustentavel e a inclusdo social

conforme fora planejado.

3830 combustiveis produzidos a partir da biomassa (matéria orginica), isto &, de fontes renovaveis — produtos
vegetais ou compostos de origem animal. As fontes mais conhecidas no mundo sdo cana-de-agtcar, milho, soja,
semente de girassol, madeira e celulose. A partir destas fontes é possivel produzir biocombustiveis, como alcool,
etanol e biodiesel. Os biocombustiveis sdo biodegradaveis — por isso provocam menor impacto a natureza (Petrobras,
2007).

4A agricultura familiar no Brasil, conforme definido pela Lei no 11.326/2006, abrange os agricultores que: i) ndo
detenham, a qualquer titulo, drea maior que quatro mddulos fiscais; ii) utilizem predominantemente mao de obra da
propria familia nas atividades econdmicas do seu estabelecimento ou empreendimento; iii) tenham um percentual
minimo da renda familiar originada de atividades econdmicas do seu estabelecimento ou empreendimento, na forma
definida pelo Poder Executivo; e iv) dirijam seu estabelecimento ou empreendimento com sua familia. A lei inclui
também os silvicultores, aquicultores, extrativistas, pescadores artesanais, povos indigenas, integrantes de
comunidades remanescentes de quilombos rurais ¢ demais povos ¢ comunidades tradicionais, desde que atendidas
algumas condigdes.

2  MATERIAL & METODOS

Segundo Gil (2008), a pesquisa cientifica ¢ definida como o procedimento racional e
sistematico que tem como objetivo proporcionar respostas aos problemas que sdo propostos.
Ainda de acordo com o autor, a pesquisa é desenvolvida mediante o concurso dos
conhecimentos disponiveis e a utilizagdo cuidadosa de métodos, técnicas e outros
procedimentos cientificos.

Os métodos utilizados, quanto aos procedimentos técnicos, foram a pesquisa
bibliografica, desenvolvida com base em material ja elaborado, principalmente livros e artigos
cientificos, e a pesquisa experimental, que determinou o objeto de estudo, selecionando-se as
varidveis capazes de influenciar, definir as formas de controle e de observagdo dos efeitos que a
variavel produziu no objeto de estudo sobre o Selo Combustivel Social e seu papel como
politica publica no Estado da Bahia. Na realidade, a pesquisa desenvolveu-se ao longo de um
processo que envolveu intimeras fases, desde a adequada formulagdo do problema até a

satisfatoria apresentac@o dos resultados.
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Dada a importincia do tema, procurou-se seguir a metodologia que se adequasse e que
considerasse 0 maior niumero possivel de informagdes. Portanto, a proposta deste trabalho foi
desenvolver artigo de cunho bibliografico cuja natureza dessa pesquisa ¢ definida como
aplicada, apresentando na abordagem do problema a forma qualitativa, caracterizada por
analises a partir de um levantamento dos bancos de dados e documentos publicos do Governo
Federal nos seguintes orgdos: Ministério Do Meio Ambiente (MMA), Ministério Do
Desenvolvimento Social (MDS), Ministério Da Agricultura E Pecuaria (MAPA), Ministério De
Minas E Energia (MME) e no nivel Estadual: Companhia Nacional De Abastecimento
(CONAB) ¢ a Secretaria De Agricultura Da Bahia (SEAGRI)

Analisaram-se as expectativas do PNPB ¢ o panorama atual da Agricultura Familiar no
Estado da Bahia, nos ultimos 10 anos, no que se refere ao Selo Combustivel Social e seu papel
como politica publica. Identificou-se que o PNPB, atualmente, € alvo de criticas e controvérsias,
pois as diretrizes politicas ndo seguiram conforme o esperado.

Tomando por base o cendrio atual do biodiesel e os conceitos utilizados pelos
formuladores das Politicas Publicas, voltadas para atender aos agricultores familiares no
contexto da producdo de biocombustiveis, apresentaremos as agdes a serem discutidas.

As agdes, a partir dos dados desses oOrgdos oficiais, foram exploradas em todos os
assuntos que, direta ou indiretamente, levassem aos resultados do objetivo da pesquisa,
motivadas pelo fato de serem entidades responsaveis pela elaboracao de politicas publicas
dentro de sua area de competéncia.

Portanto, algumas descri¢cdes foram consideradas para a metodologia, sendo base de
formulagdes para os resultados e consideracdes finais desse artigo. Foram realizadas descri¢des
sobre, dados relativos das politicas e estratégias relacionadas com a agricultura familiar e da
SAF - Secretaria da Agricultura Familiar do Ministério do Desenvolvimento Agrario -
SAF/MDA, dados relativos as publicagdes ¢ programas sociais voltados para a agricultura
familiar no Brasil e na Bahia, boletins informativos sobre a agricultura familiar, com dados
relativos as politicas energéticas, dos combustiveis renovaveis e da matriz energética brasileira
relativa ao PNPB, dados relativos aos Programas e Projetos realizados na Superintendéncia da
Agricultura Familiar na Bahia, referente ao Selo Combustivel Social, dados estatisticos do
Censo Agropecuario da Agricultura Familiar 2010 e do Censo Agropecuario 2006 e dados
relativos a agricultura familiar, ao agronegocio no Estado da Bahia e as leis do PNPB, voltadas

para as diretrizes do Selo Combustivel Social.
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Todos os dados foram obtidos e analisados de forma exploratéria e qualitativa e

coletados entre margo de 2015 a agosto de 2016, sendo que, para sua obtengdo, consultaram-se

os sistemas de cada um dos 6rgdos ligados ao PNPB.

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

3.1. O BIODIESEL E O PROGRAMA NACIONAL DE PRODUCAO E USO
DO BIODIESEL

De 2004 até¢ 2015, a participacdo da Bioenergia vem crescendo exponencialmente,
tornando o Biodiesel brasileiro destaque na produgdo e consumo interno. Isso ocorreu em razao
do incremento da mistura com maior percentual de Biodiesel no Diesel de petroleo, passando de
B5 (5% Biodiesel) para B7 (7% Biodiesel), conforme, LEI N° 13.033, de 24.9.2014, que dispoe
sobre a adicao obrigatoria de biodiesel ao 6leo diesel comercializado com o consumidor final
(ANP, 2015).

O biodiesel ¢ apontado como uma grande oportunidade para o Brasil e isso se deve
principalmente ao PNPB, que em fun¢do de Politicas Publicas se consolidou de forma geral,
trazendo investimentos e recursos do Governo Federal, atendendo a participagdo das empresas
privadas e, em especial, ao vinculo majoritario da agricultura familiar através do Programa
Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar (PRONAF) (MDA, 2015).

Atentos ao marco regulatdrio e as metas fiscais do programa, o desafio do Governo
Federal era implantar um projeto energético auto-sustentavel, considerando preco, qualidade e
garantia de suprimento do biodiesel, propiciando a gera¢do de renda com inclusdo social e
fazendo com que a fonte de energia, o biodiesel, se sustentasse nos pilares ambiental, social e de
mercado, garantido na base tecnoldgica a inser¢do da cadeia agricola, industrial e de uso do
combustivel (MME, 2015).

O biodiesel ¢ um combustivel renovével constituido por uma mistura de mono-alquil
ésteres de acidos graxos, obtidos por reacdo de transesterificacao de triglicerideos entre um 6leo
vegetal ou gordura animal e um alcool na presenga de um catalisador (FERRARI et al., 2005;

MARQUES et al., 2010; OLIVEIRA R.S et al., 2013; OLIVEIRA D.M et al., 2013).

SPrograma Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar - PRONAF, com a finalidade de promover o
desenvolvimento sustentavel do segmento rural constituido pelos agricultores familiares, de modo a propiciar-lhes o
aumento da capacidade produtiva, a geragdo de empregos e a melhoria de renda. Decreto n® 1.946, de 28 de junho de

1996 (MDA, 2016).
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Segundo Dabdoub et al. (2009), a transesterificacdo é o processo de transformacdo de
um éster carboxilico em outro, pela troca do grupo RO- presente no éster original, por outro
grupo semelhante, proveniente de um alcool na presenca de um catalisador, ou nao, (condicdes
supercriticas), para dar origem a glicerina e a mono-alquil ésteres (Biodiesel).

A transesterificagdo de 6leos vegetais ¢ normalmente realizada com um alcool de cadeia
curta (como metanol e etanol) e catalisadores acidos ou basicos. A catdlise acida,
frequentemente, usa o acido sulfurico e o acido cloridrico como catalisadores, enquanto que os
catalisadores basicos mais usados sao os hidroxidos de potassio (KOH) e de so6dio (NaOH), que
na presencga destes catalisadores, produz o glicerol (subproduto) e o éster metilico de acido
graxo (Biodiesel - conhecido pelo acronico em inglés FAME - fatty acid methyl ester); este, ¢
um termo geral usado para descrever uma importante classe de reagoes organicas onde um éster
é transformado em outro pela troca do residuo alcoxila (Figura 1). E o processo mais utilizado
atualmente para a producdo de biodiesel (ARAUJO et al., 2008; GERIS et al., 2007; SOUZA,
2006; MOTA et al., 2009).

Segundo Souza (2006), apos a reagdo, o produto ¢ decantado e a glicerina, por diferenca
de densidade, precipita-se, sendo, entdo, retirada e restando o Biodiesel. Na transesterificacao, o
oleo vegetal reage com um 4lcool (metanol ou etanol) na presen¢a de um catalisador, formando
um éster (éster mono-alquilado de acidos graxos de cadeia longa) denominado Biodiesel (Figura
2).

O biodiesel ¢ um biocombustivel derivado de biomassa para uso em motores a
combustdo interna com igni¢do por compressdao, que pode ser produzido a partir de diversas
espécies vegetais, tais como a mamona, girassol, dendé (palma), babacu, amendoim, pinhao
manso, soja, algoddo, entre outras. No Brasil o destaque para as matérias-primas utilizadas para
a produgdo de biodiesel, vai para o dleo de soja, o qual respondeu por 78,66% do total da
produgdo de biodiesel em julho de 2016 (MME, 2016) (Figura 3).

No Brasil, o Programa Nacional de Produgdo e uso do Biodiesel (PNPB), com o
principal objetivo de promover a producdo de biodiesel, de maneira sustentavel, se destacou
entre as politicas publicas voltadas para o setor, ¢ trouxe uma proposta de inclusdo social, por
meio da integra¢do de pequenos produtores rurais a cadeia produtiva do biodiesel.

Entre os fundamentos do PNPB estd o carater social do programa, que busca o
fortalecimento da agricultura familiar por meio da geragdo de empregos e aumento da renda dos
agricultores, além do aproveitamento das aptiddes regionais, com estimulo ao cultivo de novas
oleaginosas, em especial naquelas areas até entdo consideradas pouco atrativas a agricultura

(MDA, 2015).
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O marco regulatério e as metas fiscais passaram ser o desafio do Governo Federal como
ja mencionado. O programa precisava implantar um projeto energético auto-sustentavel,
considerando prego, qualidade e garantia de suprimento dessa nova fonte de energia,
propiciando a geracdo de renda com inclusdo social e fazendo com que o Biodiesel, se
sustentasse nos pilares Ambiental, Social ¢ de Mercado, garantido na base tecnologica a
inser¢ao da cadeia agricola, industrial e de uso do combustivel (Figura 4).

De acordo com o Ministério de Desenvolvimento Agrario (MDA, 2014) o Programa
Nacional de Produgdo e uso do Biodiesel (PNPB) ¢ um programa interministerial do Governo
Federal, que objetiva a implementag@o de forma sustentavel, tanto técnica, como econdmica, da
produgdo e uso do biodiesel, com enfoque na inclusdo social e no desenvolvimento regional, via
geragdo de emprego e renda. Além de monitorar o programa, propor os atos normativos que se
fizerem necessarios a implantagdo do programa, assim como analisar, avaliar e propor outras
recomendacdes e agdes, diretrizes e politicas publicas.

As diretrizes do programa deram énfase a trés agdes prioritarias, a saber: a implantagao
de um programa sustentavel, promovendo inclusdo social; a garantia de precos competitivos,
qualidade e suprimento; e, a producdo do biodiesel a partir de diferentes fontes oleaginosas,
fortalecendo as potencialidades regionais para a producao de matéria prima.

O programa consta ainda a indicagdo de um Grupo Gestor a quem compete a execugao
das acdes relativas a gestdo operacional e administrativa voltadas para o cumprimento das
estratégias e diretrizes estabelecidas pela Comissdo Executiva Interministerial (CEIB) .

O MDA, que faz parte tanto da CEIB quanto do Grupo Gestor do PNPB, tem a
responsabilidade de operacionalizar a estratégia social do programa, criando formas de
promover a inser¢do qualificada de agricultores familiares na cadeia de producdo do biodiesel.

Com a Lei n° 11.097/2005, o pais deu um grande salto, criando normas que dispdem
sobre a introdugdo do biodiesel na matriz energética brasileira, modificando as leis e decretos
afins, além de regularizar o Programa Nacional de Produgdo e Uso do Biodiesel (PNPB), cuja
forma de implantac¢do havia sido instituida por meio de um Decreto em dezembro de 2003. Em
meio a varios aspectos legais, definiu-se que o Brasil passaria a estimular a mistura do biodiesel
no oleo diesel comum na proporgdo inicial de 2% (B2), passando depois para 5% (B5) e,

gradativamente, aumentando a mistura de todo o combustivel comercializado no pais.

®Estrutura Gerencial que Compete a Comissao Executiva Interministerial (CEIB) elaborar, implementar e

monitorar programa integrado, propor os atos normativos que se fizerem necessarios a implantagdo do programa,
assim como analisar, avaliar e propor outras recomendacdes e agdes, diretrizes e politicas publicas. Subordina-se a

Casa Civil da Presidéncia da Republica (MME, 2016).

Revista Didlogos & Ciéncia (D&C), v. 2, n. 40 (17), p.101-131, 2017. ©OIMES

107



Revista Dialogos & Ciéncia
http:/ /periodicos.ftc.br/index.php/dialogos ISSN 1678-0493
Artigo

Atualmente, a Lei n° 13.033, de 24 de setembro de 2014, dispde sobre a adigdo
obrigatdria de biodiesel ao 6leo diesel comercializado com o consumidor final, estabelecendo
que o percentual de adicdo obrigatdria, a partir de 1° de julho de 2014, ¢ 6%, e desde 1° de
novembro de 2014, o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil contém 7% de biodiesel (B7)
(Figura 5). Esta regra foi estabelecida pelo Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE),
que aumentou de 5% para 7% o percentual obrigatorio de mistura de biodiesel ao 6leo diesel em
todo territorio nacional; podendo o Conselho Nacional de Politica Energética - CNPE, a
qualquer tempo, por motivo justificado de interesse publico, reduzir esse percentual para até
6%, restabelecendo-o por ocasido da normalizacdo das condigdes que motivaram a redugdo do
percentual (PLANALTO, 2014).

Nestes mesmos modelos regulatorios, surgem os decretos n® 5.297/2004 ¢ o n°
5.298/2004, que estabelecem os coeficientes de redugdo de PIS/COFINS sobre biodiesel e cria o
Selo Combustivel Social, também conhecido como Selo Verde, e define IPI com aliquota zero
para biodiesel, respectivamente. Além das vantagens ambientais e econdmicas, isso proporciona
a viabilidade da inser¢do social na introdu¢do do programa, com um olhar mais sensivel para a
producdo agricola e para o desenvolvimento do pequeno agricultor familiar.

Portanto, 0o MDA dentro do esfor¢o interministerial de viabilizacdo da produgdo e uso
sustentavel do biodiesel no Brasil, possui a responsabilidade de promover a insercao qualificada
de agricultores familiares na cadeia de producdo do biodiesel. Para isso, desenvolve o seu
trabalho de forma prioritaria no gerenciamento do componente promotor da inclusdo produtiva e

econdmica da agricultura familiar no PNPB: o Selo Combustivel Social.

3.2. O SELO COMBUSTIVEL E O SEU PAPEL SOCIAL

O Selo Combustivel Social é um componente de identificagdo criado por meio do
Decreto N° 5.297, de 6 de dezembro de 2004, concedido pelo Ministério do Desenvolvimento
Agrario (MDA) ao produtor de biodiesel que cumpre os critérios descritos na Portaria do MDA
n° 60 de 06 de setembro de 2012.

O Ministério de Desenvolvimento Agrario - MDA, por intermédio da Secretaria da
Agricultura Familiar - SAF, integram as diretrizes do Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel (PNPB), bem como as a¢des governamentais de apoio a agricultura, com énfase na
implementagcdo do Selo Combustivel Social no pais e na consequéncia inser¢do social da

agricultura familiar na cadeia produtiva do biodiesel (MDA, 2015).
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O Selo Combustivel Social, na analise de sua interpretacdo, ndo ¢ somente um
instrumento de inclusdo social, mas, também, a afirmacdo da garantia de sucesso na cadeia
produtiva do Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel, sendo assim, esse Selo,
concedido pelo MDA a unidade industrial que trabalha em parceria com agricultores familiares,
permite-lhes acessos a beneficios tributarios e comerciais (MDA/SAF, 2015).

Ou seja, o SCS garante adquirir um percentual minimo de matéria prima dos
agricultores familiares no ano de produgdo de biodiesel, celebrar previamente contratos de
compra e venda de matérias primas com os agricultores familiares ou com suas cooperativas e
com anuéncia de entidade representativa da agricultura familiar daquele municipio e/ou Estado,
além de assegurar capacitagdo ¢ assisténcia técnica a esses agricultores familiares contratados
(MDA, 2016).

As regras do SCS sdo estabelecidas atualmente pela Portaria do MDA n°® 337 de 18 de
setembro de 2015, que estabelece Compras, Contratos Prévios e Assisténcia Técnica Gratuita.
Na sua publicacdo, que dispde sobre os critérios e procedimentos relativos a concessao,
manutenc¢do e uso do Selo Combustivel Social, ocorreram mudangas mais relevantes a respeito
da definicdo de regras para a inclusdo de gorduras animais entre as matérias-primas que as
usinas podem adquirir da agricultura familiar e especifica as obrigagdes relativas ao Selo Social.

O modelo de funcionamento é o seguinte: as Unidades Produtoras de Biodiesel (UPB)
adquirem a matéria prima da agricultura familiar, por meio de compras, contratos, assisténcia
técnica e/ou cooperativas agropecuarias (Figura 6). Com isso, as inddstrias conseguem aliquotas
diferenciadas de tributos federais incidentes sobre o biodiesel comercializado e a participacao
em lote reservado dos leildes de comercializagdo de biodiesel.

A concessdao do direito de uso do Selo Combustivel Social permite ao produtor de
biodiesel ter acesso as aliquotas de PIS/Pasep e Cofins com coeficientes de reducdo
diferenciados para o biodiesel, critérios que variam de acordo com a matéria-prima adquirida e
regido da aquisi¢do, incentivos comerciais ¢ de financiamento. Desses critérios, do Selo
Combustivel Social, para as aquisices da agricultura familiar o percentual minimo de
aquisi¢oes de matéria-prima do agricultor familiar, feitas pelo produtor de biodiesel para fins de
concessdo, manutengdo e uso do Selo Combustivel Social, fica estabelecido em: I - 15% (quinze
por cento) para as aquisi¢des provenientes das regides Norte e Centro-Oeste; I - 30% (trinta por
cento) para as aquisicdes provenientes das regides Sudeste, Nordeste e Semiarido; e III - 40%
(quarenta por cento) para as aquisi¢cdes provenientes da regido Sul (MDA, 2015).

Além disso, com o Selo, a empresa produtora se torna apta a participar dos leiloes de

compra de biodiesel para o mercado interno brasileiro, bem como tem acesso a melhores
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condi¢des de financiamento junto ao Banco Nacional do Desenvolvimento (BNDES) e outras
instituicdes financeiras, podendo utilizar fomento da agricultura familiar, crédito rural,
chamamentos e chamadas ptiblicas, apoio a Projetos e Parcerias, tudo isso a fim de promover o
fortalecimento da agricultura familiar na producao de biodiesel.

O Selo confere ao seu possuidor o carater de promotor de inclusdo social dos
agricultores familiares enquadrados PRONAF (Programa Nacional de Fortalecimento da

Agricultura Familiar), conforme descritas na Portaria n° 60 de 06 de setembro de 2012.

33. O SELO COMBUSTIVEL SOCIAL E SUAS ALTERACOES:
BENEFICIOS OU INCERTEZAS?

3.3.1. Atualizacao do Selo Combustivel Social

A nova portaria do Ministério do Desenvolvimento Agrario (MDA) n® 337, de 18 de
setembro de 2015, que dispde sobre os critérios ¢ procedimentos relativos a concessdo,
manuten¢do e uso do Selo Combustivel Social, trazem em sua composicdo adequacdes em trés
pontos: o Cadastro Ambiental Rural (CRA), a area considerada para fins de aquisi¢do de
matérias primas da agricultura familiar e a aquisi¢do de matérias primas de origem animal.

No Cadastro Ambiental Rural, a adequacao deu-se a partir do novo Cddigo Florestal
Brasileiro (Lei n° 12.651/2012) que criou o Cadastro Ambiental Rural — CAR e estabeleceu que
¢ obrigatorio o cadastramento de todos os imodveis rurais no Sistema Nacional de Cadastro
Ambiental Rural (Sicar). O prazo final terminou em 6 de maio de 2016, assim, os imoveis rurais
dos proprietarios e posseiros deveriam estar regularizados ambientalmente; desta forma, os
imoveis rurais que participam do Programa Nacional de Produg@o e Uso do Biodiesel (PNPB) e
do Selo Combustivel Social deveriam também estar cadastrados no CAR.

A éarea considerada para fins de aquisi¢do de matérias primas da agricultura familiar na
nova portaria deixa claro que a quantidade de matéria prima declarada pelas empresas
produtoras de biodiesel ou cooperativa sera limitada pela area constante na Declaragdo de
Aptiddo ao Pronaf (DAP) do agricultor familiar. Esses procedimentos ja eram adotados pelo
MDA, nas avalia¢cdes de manuten¢do do Selo Combustivel Social. A nova portaria apenas os
tornou mais explicitos.

Ja para aquisi¢do de matérias-primas de origem animal, a portaria também trouxe maior
clareza aos procedimentos técnicos e administrativos que devem ser adotados quando houver
arranjos de aquisicdo de matéria prima de origem animal, em especial para o sebo bovino. Os
procedimentos serdo adotados tanto pelas empresas produtoras de biodiesel quanto pelo 6rgéo

gestor do Selo Combustivel Social.
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Com isso a portaria do MDA de n°® 337/2015, para o PNPB desde o seu lancamento,
altera regras importantes, na qual também, reafirma outras novas adequacdes dessa portaria,
fortalecendo os critérios para os produtores e agricultores familiares. Destacamos na sequéncia
pontos que foram discutidos em carater de relevancia para o posicionamento da nova portaria.

3.3.2.  Selo Combustivel Social

O selo fica destinado a mostrar quais as usinas brasileiras que estdo promovendo o
desenvolvimento social no pais e quais t€ém importancia fundamental para o programa do
biodiesel.

3.3.3. Matérias-primas

O governo federal se preocupou em aumentar as chances das usinas comprarem
matéria-prima dos agricultores familiares, especialmente nas regides mais pobres do Brasil.

3.3.4. Especificacio

A Resolucdo 07/08 da ANP ¢ um marco para a industria de biodiesel brasileira. A
agéncia decidiu tornar mais rigida a especificagdio do combustivel produzido no pais,
abandonando o padrdo provisério (Resolugdo ANP n° 42, de 24.11.2004 — D.O.U. 9.12.2004 —
retificada D.O.U. 19.4.2005), especialmente para que o nosso produto tenha melhor aceitagcdo na
Europa e nos Estados Unidos, facilitando a exportagao.

A nova regra levou em consideracdo um estudo internacional que demonstra quais sdo
as exigéncias de mercados em paises com grande consumo do combustivel. Na maior parte dos
casos, a especificacdo brasileira ja atendia o que era exigido, mas algumas mudangas foram
necessarias.

3.3.5. Registro na ANP

A ANP decidiu mudar o sistema de autorizacdes necessarias para as empresas
trabalharem com biodiesel. A agéncia colocou uma minuta de uma legislagdo mais rigorosa na
internet e, depois de receber as colaboragdes da sociedade, editou a resolucdo n.° 25, que alterou
as regras.

Desde entfo, ha trés tipos de autorizagdo diferentes que as usinas precisam conseguir na
ANP: uma serve apenas para a constru¢do, para a modificacdo das instalagdes e para a
ampliagdo de usinas; a segunda serve para a producdo do combustivel; e a terceira, finalmente,
da a empresa o direito de vender o biodiesel.

Entretanto, Nery do Prado (2015) ressalta a importancia do governo estimular as
empresas registrarem-se na ANP, por meio da nova portaria e das isengdes fiscais, porém nao
ficar apenas no estimulo, mas trazer outros incentivos as empresas para o mercado de biodiesel,

a fim de poder incluir os agricultores familiares como fornecedores de matéria-prima, e, desta
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forma, implementar uma politica social para os pequenos agricultores brasileiros, ao permitir a

essas familias o acesso a tecnologia e produtos financeiros, além de oferecer melhores formas

de comercializacao de sua produgao.

3.4.  AS LEIS QUE ACOMPANHAM O SELO COMBUSTIVEL SOCIAL NO
PNPB

No balango do MDA em 2015, o programa do biodiesel passou por atualizagdo
periodica das regras do Selo Combustivel Social. Em média, foram atualizadas as normas a cada
2 (dois) anos. Dentre as regras importantes, nesse contexto, estdo a Instrugdo Normativa N° 01
de 05 de Julho de 2005, a Instru¢do Normativa N° 01 de 19 de Fevereiro de 2009, a Instrugdo
Normativa N° 01 de 20 de Junho de 2011 (habilitagao de cooperativas), a Portaria N° 60 de 06
de Setembro de 2012, Portaria N° 81 de 26 de Novembro de 2014 ¢ a Portaria N° 337 de 18 de
Setembro de 2015.

Outra criacdo importante foi a do Sistema de Gerenciamento das Ac¢des do Biodiesel
(SABIDO) e a Portaria N° 80 de 26 de novembro de 2014, que dispdem da criagdo da Camara
Técnica de Avaliagdo e Acompanhamento do SCS (ANP, 2015).

Todas essas atualizacdes no programa objetivaram a clareza de regras para aquisi¢des
de matéria-prima oriunda da agricultura familiar, valorizando ndo somente a diversificacao de
aquisi¢do de matéria-prima, mas também, as especificidades regionais e o fortalecimento da
organizagdo produtiva, neste caso, o Cooperativismo.

O quadro 1 traz de forma resumida, um breve historico do acompanhamento dos
decretos que regulamentam o programa de biodiesel no pais referente ao Selo Combustivel
Social. De forma sintetizada, abordamos por divisdes as regras que prevalecem e/ou
prevaleceram durante sua implantacdo, apresentando seus dispositivos legais correspondentes
como decretos, portarias, resolugdes e instrugdes normativas, marcos esses de referéncias para a

condugdo do programa ao longo desses anos e 0 uso do Selo Combustivel Social.

3.5. ENTENDENDO AS POLITICAS PUBLICAS NA VISAO DO SELO
SOCIAL

A participacdo da agricultura familiar, no contexto da producao de biocombustiveis, era
para, na pratica, ser feita através da inclusdo social, € que muito se deve pelas agdes de politicas
publicas de inser¢do promovida por diversos 6rgdos publicos € em todas as esferas da sociedade

civil organizada.
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Assim, ¢ preciso relacionar e transformar o atual cendario entre as politicas publicas e o
verdadeiro entendimento na pratica do Selo Combustivel Social. Neste aspecto, apresentamos
tais conceitos para reflexao.

Para atingir resultados em diversas areas e promover o bem-estar da sociedade, os
governos se utilizam das Politicas Publicas que podem ser definidas da seguinte forma: “(...)
Politicas Publicas sdo um conjunto de a¢des e decisdes do governo, voltadas para a solugdo (ou
ndo) de problemas da sociedade.” (SEBRAE, 2008, p.05).

Aqui o destaque é: Como estdo acontecendo os conjuntos dessas agoes? E os problemas
enfrentados pelos agricultores familiares com a certeza de programas inclusivos como o Selo
Combustivel Social?

A sociedade engajou na trajetoria das energias renovaveis no Brasil e isso tem mostrado
que a producdo de Bioenergia, na contemporaneidade, desencadeou novas formatagdes, tanto
para a pesquisa, quanto para o desenvolvimento. Porém, entre a producdo de biodiesel e a
relacdo com a agricultura familiar, existe ainda um distanciamento, o que coloca as ag¢des do
governo sob questionamentos.

Trazendo o Estado como sujeito de responsabilizacdo do bem coletivo, Miki (2009),

afirma que:

“Pode-se definir politicas publicas como ag¢Ges desencadeadas pelo Estado, visando o

bem coletivo. Nas diversas escalas, federal, estadual e municipal elas acontecem e mudam a
forma de organizagdo da sociedade. O Estado tem a responsabilidade de criar alternativas que
diminuam o risco a sociedade, porém, sabe-se que diversas forcas sociais estdo envolvidas e na

maioria das vezes, sdo antagonicas.” (MIKI, 2009, p. 20).

De acordo com Anjos et. al. (2013), conciliar politicas publicas as agdes
governamentais tem se tornado pratica comum nos dias atuais. Essa exposicdo ¢ elucidada pelos
pretextos relacionados aos paises em desenvolvimento e de democracia recente ou recém-
democratizados - em especial aos paises da América Latina, que ainda ndo conseguiram formar
coalizdes politicas capazes de equacionar a questdo de como desenhar politicas publicas
impulsionadoras do desenvolvimento econdmico ¢ de promover a inclusdo social da populagdo
simultaneamente.

Porém, suas totalidades sdo os somatdérios de um conjunto de agdes, metas e

planejamentos que o governo tem que apresentar, conforme menciona em destaque o SEBRAE:
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“Dito de outra maneira, as Politicas Publicas sdo a totalidade de a¢des, metas e planos
gue os governos (nacionais, estaduais ou municipais) tracam para alcancar o bem-estar da
sociedade e o interesse publico. E certo que as a¢des que os dirigentes pablicos selecionam
(suas prioridades) sdo aquelas que eles entendem serem as demandas ou expectativas da

sociedade.” (SEBRAE, 2008, p.05).

O que se percebe aqui € que a teoria difere da pratica, podendo comparar e avaliar na
figura 7 que mostra a quantidade de contratos com agricultores familiares correspondentes ao
PRONAF entre as safras de 2004 até o ano de 2015. A relagdo entre os nimeros de contratos
estabelecidos no Brasil, em comparacdo com os numeros de contratos no Estado da Bahia, ¢
desproporcional se comparados a outras regioes, nestes mesmos periodos.

Fica evidente que entre os periodos das safras de 2004 até¢ 2015, a Bahia se manteve
estavel com uma média de aproximadamente 194.000 contratos, representando 10,4% dos dados
nacionais. Ja a média do Brasil ficou com 1.860.000 contratos, equivalentes a 89,6%.

A participagdo da agricultura familiar no abastecimento das matérias primas ao PNPB
parece encontrar-se em situacdo precaria semelhante, mesmo entre os estados no Nordeste, onde
as condices fiscais sdo as mais vantajosas disponibilizadas pelo PNPB, supostamente,
deveriam permitir uma maior participacao destes, o que nao foi constatado.

Segundo Seratto (2009), os numeros apresentados sobre a participagdo da agricultura
familiar, pelo MME e MDA, o6rgdos corresponsaveis pela politica publica estabelecida no
PNPB, levantam inevitaveis controvérsias, seja pela omissdo ou insuficiéncia de informagao
sobre seus resultados. Esse fato pode ser reflexo da provavel falta de controle na gestdo do
Programa, instrumento indispensavel para que se possa praticar boa gestdo e correcdo de falhas
no processo, bem como da falta de transparéncia e controle sociais, normalmente exigidos. Por
outro lado, sdo inegaveis as dificuldades de gestdo, coordenagdo e a fragilidade exposta na
quase auséncia de estratégia para que possa incluir agricultores familiares, em escala, na nova
industria brasileira do biodiesel.

A figura 8 mostra a evolugdo do nimero de estabelecimentos da agricultura familiar na
participacdo do PNPB, tragando um panorama inverso do que foi anunciado pelo Governo. De
acordo com o Ministério de Minas e Energia - MME (2015), o PNPB institucionalizou a base
normativa para a produ¢do e comercializagdo do biodiesel no Brasil, definindo o modelo
tributario para este novo combustivel e promovendo os mecanismos para inclusdo da agricultura
familiar no contexto do referido programa, consubstanciado no Selo Combustivel Social,

prometendo como meta a inclusdo de 200.000 familias no programa.
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Da andlise da figura 8, visualiza-se a evolugdo do numero de familias fornecedoras de
matéria-prima nos arranjos do Selo Combustivel Social, desde a sua implanta¢do até o ano de
2015, as quais participaram diretamente no PNPB. Importante salientar que, em alguns anos, ha
relevancia maior dessa evolucdo de niumero de familias dentro do programa, em razao das metas
iniciais de divulgacdo pelo Governo, que nunca chegaram a ser cumpridas, consoante a seguir.

Portanto, discutir as politicas publicas para a agricultura familiar ¢ muito abrangente,
pois envolve diferentes realidades e perfis de produtores. Tsukamoto (2010) conclui ainda que a
filosofia dessas politicas publicas € interessante enquanto intengdes, mas ha que se aperfeigcoar
muito, principalmente, em relacdo a burocracia institucional, destacando a institui¢do financeira
como a que tem apresentado obstaculos para o bom andamento dos programas e projetos.

Observa-se que nos ultimos 25 anos houve uma crescente demanda e interesses pela
agricultura familiar no Brasil. De outra sorte, no ano de 2014, estabeleceu-se o Ano
Internacional da Agricultura Familiar (AIAF), com o proposito de aumentar a visibilidade da
agricultura familiar e dos pequenos agricultores, focalizando a atencdo mundial em seu
importante papel na erradicacio da fome e pobreza, provisdo de seguranca alimentar e
nutricional, melhoria dos meios de subsisténcia, gestdo dos recursos naturais, protecdo do meio
ambiente e para o desenvolvimento sustentavel, particularmente nas areas rurais (AIAF, 2014).

Frente a importancia da AF no pais, materializou-se em politicas publicas, um dos
principais programas neste setor, o PRONAF (Programa Nacional de Fortalecimento da
Agricultura Familiar), que atualmente, como um programa do governo federal, destina-se a
estimular a geragdo de renda e melhorar o uso da mao de obra familiar, por meio do
financiamento de atividades e servigos rurais agropecuarios e nao agropecuarios desenvolvidos
em estabelecimento rural ou em areas comunitarias proximas (MDA, 2015). O programa possui
as mais baixas taxas de juros dos financiamentos rurais, além das menores taxas de
inadimpléncia entre os sistemas de crédito do Pais.

Dados do MDA (2015) apontam que nos anos de 2004 e 2005 foram destinados R$ 100
milhdes como recursos do PRONAF para o Biodiesel. As linhas de crédito disponibilizadas
atendem o financiamento tanto do custeio quanto de investimentos e estas linhas apresentam
taxa de juros especiais, que colocam a agricultura familiar em posi¢do de vantagem competitiva.

Com a criagdo do PNPB e tendo sua divulgagdo expressiva no ano de 2005, a
quantidade de contratos do PRONAF, referente as safras 2005/2006 bateram os recordes em
relacdo aos demais anos, gerando 2.546.517 contratos, aproximadamente 64% a menos nos anos

2014/2015.
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O Estado da Bahia ndo se destacou com a participagdo do Selo Combustivel Social, uma
vez que o numero de empresas e contratos se manteve abaixo da média nacional, ndo
alcangando as metas de inser¢cdo de agricultores familiares no PNPB.

Segundo De Souza, et. al. (2015), inicialmente uma grande vantagem desse programa
seria a possibilidade da inser¢do de familias de agricultores no processo produtivo, priorizando
as regides Norte ¢ Nordeste, no entanto, o que se observa ¢ que a maioria das familias inseridas
era proveniente das regides Sul e Sudeste.

Por outro lado, com finalidade de divulgagdo do programa de biodiesel, tendo como
representacdo a agricultura familiar, o PNPB utilizou artificios nos eixos norteadores de acdes e
instrumentos de politicas publicas, para fundamentar as estratégias de desenvolvimento rural
sustentavel (Tabela 1).

Analisando os dados do MDA, percebe-se que o nimero de cooperativas cresceu
exponencialmente com a implementacdo do PNPB, através dos eixos norteadores, passando de
20 unidades, em 2008, para 78 em 2014. Segundo os dados na cartilha do PNPB - Inclusdo
Social e Desenvolvimento Territorial, desde o inicio do Programa, o numero de cooperativas da
agricultura familiar tem aumentado, partindo de quatro cooperativas em 2006 para 59 em 2010;
por sua vez, das 59 atuais participantes, 42 sdo provenientes da regido Sul do Brasil (MDA,
2010).

Atualmente o programa conta com 112 cooperativas habilitadas (Figura 9), sendo 51
usinas produtoras de biodiesel, das quais somente 42 possuem o Selo Combustivel Social. A
Bahia tem registrado apenas 2 usinas detentora do Selo Combustivel Social (Figura 10). Mato
Grosso, Rio Grande do Sul e Goias sdo os Estados com maior nimero de usinas, com 11,8 ¢ 5
respectivamente (MDA, 2016).

Analisando, por sua vez, os dados do Instituto de Pesquisa Econdmica Aplicada (IPEA,
2010), apés um amplo estudo do Programa do biodiesel em parceria com a Secretaria de
Planejamento e Investimentos Estratégicos (SPI) do Ministério do Planejamento ¢ com o Banco
Nacional do Desenvolvimento (BNDES), observou-se que a dependéncia da produgdo da soja e
o fato do Programa de biodiesel ndo atingir as suas metas junto a agricultura familiar
demonstram que a meta da inclusdo social estipulada para o programa nunca foi atingida,
resultando desse fato as criticas e incerteza real do programa, inclusive no Estado da Bahia.

Outro significante dado deste estudo foi que, embora o Selo Combustivel Social seja
“relevante” dentro do mecanismo do PNPB, ele ndo tem cumprido seu papel como fonte de
estimulo para o pequeno produtor rural. Uma vez que o IPEA avalia o selo social da seguinte

forma:
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“Ele tem significado um mecanismo de incentivo para a industria, mas ndo de suporte
dos objetivos de inclusdo do PNPB. Isto porque, em vez de alcancar o pequeno agricultor, que
era o alvo inicial, o selo se torna uma credencial que permite acesso aos incentivos fiscais para

as industrias, além de facilitar o acesso delas ao mercado (IPEA, 2010. p. 38)”.

Embora os valores apresentados sejam crescentes em relagdo aos recursos adquiridos
pela agricultura familiar, ndo foi representada a porcentagem de agricultores ndo inseridos
corretamente no programa, inclusive os agricultores da Bahia. A figura 11 representa bem a
evolu¢do em aquisicdo em milhdes de reais, ao longo dos ultimos anos, contrapondo-se, na
pratica, ao que o MDA divulga como sendo realizado no Estado da Bahia.

Vale ressaltar que em 2014, houve a concessdo do Selo Combustivel Social para uma
empresa do Rio Grande do Sul e 4 empresas produtoras de biodiesel tiveram o cancelamento do
Selo Combustivel Social. A ultima ocorreu em outubro do mesmo ano (MDA, 2014).

SCS beneficia agricultores familiares de 14 estados, distribuidos em 970 municipios. A
Bahia apresenta somente 22 municipios beneficiados, ou seja, apenas pouco mais de 2,2% do
total dos demais municipios. Encontra-se, portanto, muito aquém das metas propostas para a
regiao, em especial o Estado da Bahia.

Os dados a seguir s@o referentes ao nimero de agricultores familiares produtores de
biodiesel e que tiveram aquisicdes expressa por milhdes de reais nos anos de 2005,
compreendendo até 2014, fazendo, uma analise da evolu¢do do valor de matéria prima adquirida
da agricultura familiar no ambito do Selo Combustivel Social (Figura 11).

Infere-se que as aquisi¢des da agricultura familiar realizadas por empresas detentoras do
Selo Combustivel Social apresentam um comportamento ascendente. Em 2006, 2007, 2008,
2009 até 2013 as empresas compraram da agricultura familiar, em todo pais, R$ 68,5 milhdes,
RS 117,5 milhdes, R$ 276,5 milhdes, R$ 677,34 milhdes e R$ 2.855 bilhdes, respectivamente.

Essas aquisigdes apresentaram um crescimento de mais de 56% em relagdo ao ano
anterior com uma marca de R$ 1.058 bilhdo em compras de matérias primas.

Somente nas ultimas 4 safras de 2010 a 2014 foram gastos R$ 158,8 milhdes com
ATER e R$ 20,8 milhdes com fomento a titulo de doagdes aos agricultores familiares. Em
média, sdo gastos por safra R$ 39,6 milhdes com ATER e R$ 5,2 milhdes em fomento (MDA,
2016).

O Estado da Bahia teve seus indices abaixo dos outros Estados devido as grandes

estiagens nos periodos de plantio entre os anos de 2011 a 2015, fazendo com que a média da
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regido Nordeste fosse baixa no quesito aquisicdo em milhdes de reais e fornecimento de
matéria-prima, tendo para estes anos uma queda drastica na participacdo do fornecimento de
matéria-prima no dmbito do SCS. O niimero de familias na Bahia se estabeleceu nas seguintes

posigdes nos anos de 2011, 2012, 2013, 2014 ¢ 2015 com 11.814, 7.790, 4.470, 988 ¢ 664

respectivamente.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Observando-se a relagdo entre o PNPB e a AF no Estado da Bahia, sob o viés da efetividade
de participacdo do Selo Combustivel Social e suas a¢cdes como politicas publicas, percebe-se a
necessidade de um esforco no sentido de atender a produgdo de matéria-prima para o biodiesel,
pois, a partir do momento em que essa inser¢ao social deixa de ser atendida, isso acaba sendo
descrédito, inviabilizando a realizagdo do objetivo a que se propoe.

O Selo Combustivel Social é, em sua esséncia, uma significativa politica ptblica criada para
promover a inclusdo de agricultores familiares no mercado do biodiesel. Porém, €, sabido que a
regulamentacdo do Selo ja passou por algumas mudangas por causa de criticas e pressdes de
diversos setores ligados ao biodiesel, sobretudo, por parte das empresas produtoras deste
biocombustivel. Verificam-se deficiéncias e contradigdes existentes na legislacdo, como
demonstrado anteriormente, que impedem alcancar a meta social do Programa, haja vista os
entraves existentes nos setores publico e privado de modo a impossibilitar verdadeiramente os
subsidios para a agricultura familiar.

Nessa linha de raciocinio, arranjos tnicos do programa de biodiesel, com énfase na inclusio
socio produtiva, também sdo desafios a serem enfrentados, como, por exemplo, a predominancia
da soja na produgdo de biodiesel, que atualmente apresenta percentuais de capacidade ociosa do
sistema de produgdo de biodiesel no Brasil, sem que haja diversificacdo, quando, na realidade,
essa tendéncia econdmica poderia se tornar uma alternativa para a verticalizagdo direta da
integracao da industria com agricultura familiar.

Entre outros obstaculos a diversificagdo, podemos destacar: a falta de conhecimento
tecnologico para implantar e gerir sistemas diversificados que sejam eficientes e sustentaveis; a
baixa disponibilidade de mdo de obra para viabilizar sistemas que sejam mais intensivos em
trabalho, face a maior dificuldade de mecanizar cultivos diversificados; as dificuldades de
comercializag@o e de infraestrutura de beneficiamento, armazenamento e transporte, inerentes a
menor escala de producao e a falta de capital para implementar as mudangas inovadoras.

Estabelecer a permanéncia do programa Selo Combustivel Social, como a¢do do PNPB,

abre grande oportunidade para que o governo deixe de visar o mercado de crédito e redirecione
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recursos para producdo de biocombustiveis, voltando-se para areas destinadas a agricultura
familiar, caso contrario, deve-se entender que, de fato, a produ¢do de bioenergia, no atual
modelo, ndo atende as necessidades da demanda do setor energético e, com isso, reduzindo-se o
grau de dualidade neste setor.

E indicado, também, que a 4rea governamental possa discutir a tradugdo da Politica Ptblica,
denominada Selo Combustivel Social, em pratica de Responsabilidade Social, destacando as
possibilidades de que o Selo esteja contribuindo para o desenvolvimento de algumas regides
brasileiras e para fixacdo do homem no campo, gerando emprego e renda, ¢ ndo apenas se
orientando por dados de evolugdo que ndo condizem com a realidade.

Por conseguinte, a baixa competitividade de usinas cujo Gnico negocio ¢ o biodiesel sejam
direcionadas a outros incentivos que ndo somente o que € apresentado pelo modelo tributario
federal, que foi e ¢ ineficiente, para a diversificagdo da cultura energética, a fim de incentivar a
regionalizagdo e o fortalecimento da agricultura familiar.

Outro desafio a enfrentar ¢ a diversificacdo das matérias-primas como escala produtiva e
preco, para nao ficar somente na cultura da soja. Outras espécies nativas poderdo ser alternativas
viaveis, a médio prazo, e, dessa forma, criar oportunidade para tragar estratégias que incluam a
agricultura familiar nesses segmentos.

Para isso, a agricultura familiar ¢ capaz de atender plenamente as demanda no cenario
proposto desde que haja acesso ao mercado de biodiesel e, principalmente, a credibilidade no
programa, garantindo neste caso, para o acesso da agricultura familiar, a priorizagdo do conjunto
de politicas publicas (financiamento, assisténcia técnica e extensdo rural — ATER, de uso da
terra e de apoio a comercializacdo) voltadas a producdo de biodiesel a partir da agricultura
familiar e dos assentados da Reforma Agraria.

Neste contexto, ainda existem muitos obstaculos a serem superados para que seja alcangado
o equilibrio entre producdo de bioenergia e participacdo da agricultura familiar, traduzindo-se
em desafios para os produtores que detétm o Selo Combustivel Social. Desta forma, o
recomendado € que a produgdo de biocombustiveis desenvolva vertentes com orientagdo aos
pontos criticos e ao desenvolvimento rural sustentdvel de forma semelhante entre todos os
Estados.

As posigdes controversas ao Programa Nacional da Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB) e
as incertezas criticas passam por caracterizagdo dos cenarios comentados, mas podemos
registrar o efetivo papel que o Estado pode assumir, para fomentar e regulamentar esta
atividade, ao promover a melhoria e o incentivo de politicas publicas para o contexto da

Bioenergia na Bahia e sua caracterizagdo com o Selo Combustivel Social.
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Portanto, e indiscutivel a importdncia de uma fonte de energia renovavel na matriz
energética brasileira e o trabalho que a AF desenvolve na cadeia produtiva do biodiesel, nos
ultimos anos no PNPB, pelo menos no estado da Bahia, faz repensar suas metas originalmente
criadas no programa, uma vez que nao foram atingidas de maneira satisfatoria. Na analise feita,
afirmamos que houve alteragdes nas regras do Selo Combustivel Social com o objetivo de
reduzir disparidades regionais e ampliar a inclusdo social no Nordeste. Contudo, essas
altera¢des nao ocorreram no mesmo sentido.

Concluiu-se entdo, pela pesquisa feita, que, quando comparadas as expectativas dos
especialistas do PNPB sobre o Selo Combustivel Social, a época do langamento, ao panorama
da Agricultura Familiar na Bahia, nos ultimos 10 anos, pode-se constatar que nao se observaram
significativos avangos socioecondmicos na populagdo inserida no programa, e que, portanto, a
estratégia social adotada mostrou-se pouco apta a promover o desenvolvimento rural sustentavel

e a inclusdo social, conforme havia sido planejado.
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FIGURAS

Figura 1. Reacdo de Transesterificacdo.
Fonte: Souza, 2006.

OLEO VEGETAL + ALCOOL = ESTER + GLICERINA

catalisador

Figura 2. Processo da Transesterificagao
Fonte: Souza, 2006.

Figura 3. Matérias-primas utilizadas para producdo de biodiesel (perfil nacional)
Fonte: ANP, 2016. Boletim mensal do Biodiesel
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Figura 4. Pilares do PNPB.
Fonte: Brasil, Planalto - MME — PNPB 2015.

Figura 5. Marco Regulatorio Atual no Brasil do Uso de Biodiesel
Fonte: SAF/MDA, 2015
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Figura 6. Funcionamento das Unidades Produtoras de Biodiesel e a agricultura familiar
Fonte: MDA/SAF —2015.
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Figura 7. PRONAF — Evolu¢ao da Quantidade de Contratos no Brasil x Bahia.
Fonte: SAF/MDA, 2015.
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Figura 8. Evolu¢do nacional do n° de Familias Fornecedoras de Matérias-prima nos arranjos do
Selo Combustivel Social.
Fonte: SAF/MDA, 2015. *estimativa até novembro de 2015.
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Periodo em Anos
B N2 de Cooperativas Fornecedoras de Matéria-Prima no dmbito do Selo Combustivel Social

.Figura 9. Evolucdo do n° de cooperativas habilitadas pelo MDA (conforme IN n° 01 de 20 de

junho de 2011). Fornecedoras de matrias primas no PNPB: 2008 a 2016
Fonte: MDA, 2016. Atualiza¢ao: 17/06/2016
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Figura 10. Numero de Usinas Produtoras de Biodiesel com Selo Combustivel Social por UF
Fonte: MDA, 2016. Ultima atualiza¢io em 28/01/2016

Figura 11. Valor de matéria prima adquirida da agricultura familiar no &mbito do Selo
Combustivel Social (milhdes RS)
Fonte: SAF/MDA, 2014.
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QUADRO 1. Quadro resumido dos decretos, portarias e instru¢des normativas ligadas ao Selo Combustivel Social.

DECRETOS

DISPOSICAO

Decreto N° 5.297, de 6 de dezembro de 2004

Institui o Selo Combustivel Social a ser concedido a produtores de Biodiesel que promovam a
inclusdo social da agricultura familiar e da outras providéncias.

PORTARIAS

DISPOSICAO

Portaria n° 97, do MDA, de 14 de novembro de
2006

Estende as instituigdes que tenham concessdo de uso do Selo Combustivel Social, criado pela
Instru¢do Normativa n° 01, do MDA, de 5 de julho de 2006, ou prestem servico de assisténcia
técnica a empresa com a referida concessdo os termos e condi¢des de prestagdo de Ater grupal aos
agricultores do Pronaf B.

Portaria n° 60, de 06 de setembro de 2012

Dispde sobre os critérios ¢ procedimentos relativos & concessdo, manuten¢do ¢ uso do Selo
Combustivel Social.

Portaria n° 81, de 26 de novembro de 2014

Dispde sobre os critérios e procedimentos relativos a concessdo, manutencdo ¢ uso do Selo
Combustivel Social ¢ revoga a Portaria n° 60, de 06 de setembro de 2012

Portaria n° 80, de 26 de novembro de 2014

Cria a Camara Técnica de Avaliagdo e Acompanhamento do Selo Combustivel Social.

Portaria do MDA n° 337, de 18 de setembro de
2015

Dispde sobre os critérios e procedimentos relativos a concessdo, manuten¢do ¢ uso do Selo
Combustivel Social

RESOLUCOES

DISPOSICAO

Resolucio N°49, de 16 de novembro de 2004

Conselho Nacional do Desenvolvimento Rural Sustentavel (Condraf), que aprova recomendagdes
ao Programa Nacional de Biodiesel.

Resolucio N° 3, do CNPE, de 23 de setembro de
2005

Reduz o prazo de obrigatoriedade para o atendimento do percentual minimo intermediario de dois
por cento, em volume, cuja obrigatoriedade se restringira ao volume de Biodiesel produzido por
detentores do Selo Combustivel Social.

Resoluciio N° 7, do CNPE, de 5 de dezembro de

2007 Estabelece as diretrizes para a formagdo de estoques de Biodiesel no Brasil, com fornecimento
restrito a produtores com concessao de uso do Selo Combustivel Social.
INSTRUCOES NORMATIVAS DISPOSICAO

Instrucao Normativa N° 01 de 19-02-2009

Dispde sobre os critérios e procedimentos relativos a concessdo, manutengdo e uso do Selo
Combustivel Social.

Instruciio Normativa N° 02 de 30-09-2005

Dispde sobre os critérios e procedimentos relativos ao enquadramento de projetos de produgdo de
Biodiesel ao Selo Combustivel Social

Instruciio Normativa n° 1, de 20 de Junho de
2011

Dispde sobre a participagdo de cooperativas agropecuarias do agricultor familiar como
fornecedores de matérias primas aos produtores de Biodiesel para fins de concessdo e manutengdo
do Selo Combustivel Social.

Fonte: MDA/SAF/MME/ANP — Adaptado pelo autor.
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TABELAS

Tabela 1. Eixos norteadores e suas agdes e instrumentos de politicas publicas

EIXOS NORTEADORES

ACOES E INSTRUMENTOS DE POLITICAS

Combate a pobreza rural

Seguranca e soberania alimentar

Sustentabilidade dos sistemas de producio

Geracao de renda e agregacio de valor

Integrar e consolidar politicas, agdes e programas, alicergados na assisténcia
técnica e extensdo rural.

Valorizar e organizar a oferta de alimentos produzidos pela agricultura
familiar.

Oferecer apoio para ampliar o n° de unidades familiares que adotem praticas
de agriculturas sustentaveis.

Fortalecer, aliangas estratégicas e arranjos produtivos que promovam a

cooperagao e viabilidade econdmicas dos empreendimentos rurais.

Fonte: MDA/SAF, 2015.
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BRIOFLORA DO CENTRO URBANO DO MUNICIPIO DE ALAGOINHAS-BAHIA, BRASIL
Milena Evangelista'* & Gracineide Selma Santos de Almeida?
"Programa de Pos-Graduagdo em Botanica,Universidade Estadual de Feira de Santana (PPG-Bot UEFS).
2Universidade Federal de Vigosa (UFV), docente da Universidade do Estado da Bahia (Campus II).

*E-mail: milenaevangelistal 6@gmail.com

Abstract. Because they are sensitive as environmental changes, such as bryophytes constitute potential
bioindicators of environmental quality. The studies on an urban bryoflora allow a brief reflection on the
conservation status of more anthropic areas from the presence or absence of indicator species. The present
research had the objective to survey the bryophytes-occurrences in the urban center of the city of
Alagoinhas Bahia, in order to know its composition and state of conservation from the species found. The
urban center of the municipality is under the middle of coordinates S 12° 08 '08 "and W 038° 25'09". The
material was collected between the months of March and July (2016), herborized and identified. At the
end, a total of 28 samples were distributed in ten species, ten genera and eight families, of the total three
species belonging to the Marchantiophyta division and seven of Bryophyta’s division. A corticicola
briocenosis was predominantly terrestrial. Fabronia ciliaris (Brid.) Brid. It was a more abundant species
in the research. Calymperes palisotii Schwagr, Frullania ericoides (Nees) Mont. and Hyophila involuta
(Hook.) A. Jaeger are indicators of disturbed environments. It is notce that is important to expand the
knowledge of the urban bryoflora of the municipality of Alagoinhas in areas farther from the center, in
order to obtain data more complete and later complementary with the existing studies in areas of Atlantic
Forest in the municipality.

Keywords: Mosses. Hepatic. Floristics.

Resumo. Por serem sensiveis as mudangas ambientais, as bridfitas se constituem em potenciais
bioindicadoras da qualidade ambiental. Os estudos sobre a brioflora urbana permitem uma breve reflexido
sobre o estado de conservacdo de areas mais antropizadas a partir da presenca ou auséncia de espécies
indicadoras. A presente pesquisa teve por objetivo realizar o levantamento das bridfitas ocorrentes no
centro urbano do municipio de Alagoinhas, Bahia, afim de conhecer a sua composi¢do e estado de
conservagao a partir das espécies encontradas. O centro urbano do municipio encontra-se sob os pontos
médios de coordenadas S 12° 08 08” ¢ W 038° 25°09”. O material foi coletado entre os meses de margo a
julho (2016) herborizado e identificado. Ao final, obteve-se um total de 28 amostras distribuidas em dez
espécies, dez géneros e oito familias, do total de espécies trés pertencem a divisdo Marchantiophyta e sete
da divisao Bryophyta. A briocenose corticicola foi predominante seguida da terricola. Fabronia ciliaris
(Brid.) Brid. foi a espécie mais abundante na pesquisa. Calymperes palisotii Schwagr, Frullania ericoides
(Nees) Mont. e Hyophila involuta (Hook.) A. Jaeger sdo indicadoras de ambientes perturbados. E notorio
a necessidade em ampliar o conhecimento da brioflora urbana do municipio de Alagoinhas em areas mais
afastadas do centro, afim de se obter dados mais completos e posteriormente complementar com o0s
estudos existentes em areas de Mata Atlantica no municipio.

Palavras-chave: Musgos. Hepaticas. Floristica.
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1 INTRODUCAO

Os estudos sobre a brioflora dos centros urbanos possibilitam conhecer algumas
adaptacdes das bridfitas frente a ambientes com elevado nivel de poluigdo ambiental. Os
poluentes atmosféricos sdo responsaveis pelo desaparecimento de varias espécies € por serem
mais suscetiveis a essas altera¢des as comunidades de bridfitas tendem a diminuir em areas mais
urbanizadas. Em alguns habitats, a camada de briofitas assimila e estoca muito mais carbono
que todo o caule das arvores, liberando para a atmosfera grande quantidade de oxigénio
(SANTOS e LISBOA, 2008).

Por serem sensiveis as mudan¢as da umidade ambiental, contaminagdes nucleares,
qualidade do ar e da 4gua, elas se caracterizam como indicadoras de pequenas transformacgdes
climaticas, das condigdes ambientais ¢ dos disturbios no ecossistema (GRADSTEIN et al.,
2001). Mesmo existindo outras ferramentas para avaliacdo dos contaminantes do meio, a técnica
de bioindicagdo vem sendo atualmente a mais utilizada.

A polui¢do do ar atmosférico ¢ mais acentuada em areas urbanizadas, onde ha uma
liberacdo considerada de poluentes que contribuem para a proliferacao de gases. De acordo com
Rao (1982) os poluentes mais encontrados em bridfitas urbanas sdo: didxido de enxofre,
monoéxido de carbono, hidrocarbonetos e 6xido nitrico. Algumas briofitas sdo muito sensiveis
ao aumento da poluigdo do ar, podendo ndo tolerar o estresse quimico. Camara et al. (2003)
afirmam que a presenca ou auséncia de determinada espécie nos permite inferir sobre a
qualidade do ar e das perturbagdes advindas da urbanizagdo.

Os levantamentos floristicos sobre a brioflora urbana no Brasil ainda s3o pouco
explorados, em uma breve pesquisa pode-se contar com as colaboragoes de Visnadi e Monteiro
(1990), Bastos e Yano (1993), Lisboa e Ilkiu-Borges (1995), Molinaro e Costa (2001), Camara
et al. (2003), Yano e Camara (2004), Gentil e Menezes (2011) e Prudéncio et al. (2015).

Visando complementar o conhecimento sobre a brioflora urbana, a presente pesquisa
teve por finalidade analisar as comunidades de briofitas encontradas no centro urbano do
municipio de Alagoinhas possibilitando o conhecimento sobre a sua composi¢do e estado de

conservacdo das areas florestadas a partir das espécies indicadoras de ambientes perturbados.
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2 MATERIAL & METODOS

A regido do centro urbano do municipio de Alagoinhas, esta sob os pontos médios de
coordenada S 12° 08’ 08” ¢ W 038° 25°09”. Foram realizadas excursdes de coletas mensais
durante o periodo de margo a julho (2016) nas pragas, canteiros e arboretos. As areas
selecionadas foram: Praca Castro Leal, Pra¢a da Bandeira, Praga Dionisio e Evilasio, Praca do
8, Praca JJ Seabra, Praca Rio Branco, Praca Ruy Barbosa, canteiros localizados nas ruas 7 de
setembro e Rua Judélio Carmo e os arboretos na avenida Luis Viana.

As espécies foram coletadas com parte do substrato, utilizando canivetes e
acondicionadas em sacos de papel pardo (capacidade 1Kg) para o transporte. Nestes sacos,
foram anotados dados de campo como data, local, substrato, nimero de coleta, coletor e
coordenadas geograficas registradas com GPS. Posteriormente o material foi exposto a
temperatura ambiente para desidratacdo seguindo a metodologia de Yano (1984). O periodo de
desidratacdo do material ¢ muito variavel pois, depende do substrato no qual a briofita foi
coletada. Logo em seguida o material foi depositado no Herbario da Universidade do Estado da
Bahia (HUNEB).

As identificagcdes taxondmicas foram realizadas através de estudos morfoldgicos e
anatomicos com auxilio de estereomicroscopio (BEL Photonics STM Pro) e microscopio
bioldgico binocular 1600 x (L1000B-AC). Quando necessario secgdes transversais foram
confeccionados a mdo livre e conservados em laminas semi-permanentes com solucdo de agua
destilada e glicerina nas propor¢des 1:1 e vedadas com esmalte.

Foram utilizadas chaves de identificagdo encontradas nas seguintes obras: Buck (1998),
Gradstein e Costa (2003) e Sharp et al. (1994). O material identificado esta sendo catalogado e
registrado no banco de dados do Herbario da Universidade do Estado da Bahia (HUNEB). A
distribuicdo geografica foi baseada nos catalogos de Yano (2008, 2011) assim como consultas

na plataforma online do Flora do Brasil.

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

Foram coletadas 28 amostras nas areas no centro urbano distribuidas em dez espécies,
dez géneros e oito familias (Tabela 1). Trés espécies pertencem a divisdo Marchantiophyta e
sete a divisdo Bryophyta. As familias Lejeuneaceae e Bryaceae apresentaram maior numero de
espécies. Apenas duas espécies foram encontradas sobre o solo em pequenas populagdes
enquanto que as demais foram encontradas formando densos tapetes sobre o cortex das arvores,

sendo encontradas acima da altura do peito ou na copa.
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O pequeno numero de espécies encontradas pode estar associado ao elevado nivel de
estresse ambiental assim como a diminui¢do das areas verdes no municipio de Alagoinhas,
porém algumas espécies foram encontradas formando grandes populagdes, como se observou na
Praga J.J. Seabra a espécie Fabronia ciliaris (Brid.) Brid. ¢ no canteiro da Rua Sete de
Setembro com a espécie Calymperes palisotii Schwagr. sendo esta ultima, indicadora de
ambiente antropizado (LISBOA e ILKIU-BORGES, 1995).

De todos os pontos de coleta, o Canteiro Judélio Carmo e os Arboretos da Avenida Luis
Viana, apresentaram maior numero de amostras (Figura 1). Enquanto que as Pragas da Bandeira,
Dionisio e Evilasio e Rio Branco nido apresentaram nenhum espécime. Deve-se considerar a
grande exposi¢do desses ambientes ao grande fluxo de pessoas, possuirem poucas arvores ¢
pouco solo exposto.

Algumas espécies encontradas sdo fortes indicadoras de ambientes perturbados e outras
sdo comumente encontradas em areas urbanizadas. Dentre as hepaticas, a espécie Frullania
ericoides (Nees) Mont. ¢ comum em ambientes urbanos ou lugares onde a vegetacdo foi
degradada (BEHAR et al., 1992; YANO e CAMARA, 2004; BORDIN, 2009) e indicadora de
ambientes antropizados (LISBOA e ILKIU-BORGES, 1995). Ja foi coletada em lugares
incomuns como tumulos (VITAL e BONONI, 2006) o que reflete a sua adaptabilidade frente
aos substratos colonizados.

Bryum argenteum Hedw. ¢ uma espécie comum em dareas urbanas (MOLINARO e
COSTA, 2001; BORDIN, 2009) pode ser encontrada em substratos variados como troncos,
solo, rochas, asfalto e calhas de aluminio (BASTOS ¢ YANO, 1993; BORDIN ¢ YANO, 2009).
J& foi coleta em &reas menos impactadas associada com outras espécies, entretanto em
Alagoinhas essa espécie foi encontrada em uma area bastante degradada em pequenos tufos ndo
associada com outras espécies.

Fabronia ciliaris (Brid.) Brid. ¢ amplamente registrada para areas urbanas (BORDIN,
2009), nos trabalhos de Visnadi ¢ Monteiro (1990) e Bordin e Yano (2009) foi encontrada em
abundancia e associada com outras espécies. Na presente pesquisa também ocorreu em grandes
populagoes, possuindo maior nimero de amostras ¢ em sua grande maioria associada com
Sematophyllum subpinnatum (Brid.) E. Britton ou Frullania ericoides (Nees) Mont.

Hyophila involuta (Hook.) A. Jaeger é uma espécie frequentemente encontrada em
ambientes urbanos como visto nos trabalhos de Bastos e Yano (1993), Molinaro e Costa (2001),
Bordin e Yano (2009) e Gentil ¢ Menezes (2011) ¢ indicadora de ambientes antropizados
(LISBOA e ILKIU-BORGES, 1995). Em Alagoinhas foi encontrada apenas em pequenos

tapetes sobre o solo.
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Sematophyllum subpinnatum (Brid.) E. Britton também é uma espécie bem citada nas
pesquisas sobre a brioflora de areas urbanas: Bastos e Yano (1993), Molinaro e Costa (2001),
Bordin e Yano (2009), Gentil e Menezes (2011) e Prudéncio et al. (2015). E uma espécie que
pode ser encontrada em areas mais preservadas como a Mata Atlantica como observado nos
trabalhos de Valente et al. (2009), Vilas-Boas e Bastos (2009) e Rodrigues e Valente (2015).

Enquanto que a espécie Myriocoleopsis minutissima subsp. myriocarpa (Nees & Mont.)
R.L. Zhu, Y. Yu & Poécs ¢ comum em areas florestais, entretanto ja foi encontrada no jardim
Botanico do Rio de Janeiro por Molinaro e Costa (2001) ndo sendo encontrado registros desta
espécie para ambientes urbanizados. E Lejeunea laetevirens Ness & Mont. é uma espécie xero-
tolerante podendo ser encontrada em florestas, bosques, cerrado, caatinga e parques, ndo sendo
comum o seu registro para areas urbanizadas.

As briofitas possuem algumas adaptagdes que as permitem colonizar ambientes tao
antropizados, como o tamanho diminuto, habito cespitoso, refugiar-se em pequenos nichos para
reter maior quantidade de 4dgua, reprodugdo vegetativa por fragmentacdo ou gemas (SORIA e
RON, 1995). Sendo assim, pode-se afirmar que o desenvolvimento de espécies em zonas
urbanas ¢ fortemente influenciado pelos habitats e pelas propriedades quimicas do substrato.

A briocenose predominante foi corticicola sendo registrada para a maioria das espécies
seguida de terricola (tabela 1). O pequeno nimero de espécies terricolas se deve ao precario
sistema de escoamento das dguas e durante as chuvas ocorrem grandes enxurradas que arrastam
o solo e criam grandes erosdes, dificultando o estabelecimento das bridfitas (CAMARA et al.,
2003). A constante limpeza e remocao dos galhos também diminuem na colonizagdo de
espécies epifitas. Assim como o calcamento das pragas, resultando em pouco solo exposto para

a proliferacdo e a compactagdo do solo devido ao elevado fluxo de pessoas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A composicao floristica encontrada no centro urbano do municipio de Alagoinhas ¢
composta de espécies indicadoras de ambientes antropizados. Algumas espécies possuem ampla
distribui¢do, sendo encontradas em dominios fitogeograficos como a Mata Atlantica, refletindo
a adaptacdo frente a ambientes mais severos.

O presente trabalho pode servir de subsidio para estudos posteriores e mais amplos sobre a

brioflora de Alagoinhas.
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FIGURAS

Praga
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Leal

Praga da  Praga  Pragado PragaJ] PracaRio Praca  Canteiro Canteiro Arboretos
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¥ Marchanthyophyta ™ Bryophyta

Figura 1. Distribuicdo dos tdxons: numero de espécies coletados por Praga, canteiros e arboreto no
centro urbano do municipio de Alagoinhas, Bahia

Revista Didlogos & Ciéncia (D&C), v. 2, n. 40 (17), p.132-140, 2017. ©IMES

139



Revista Dialogos & Ciéncia

http:/ /periodicos.ftc.br/index.php/dialogos

Artigo

TABELAS

ISSN 1678-0493

140

Tabela 1. Espécies ocorrentes no centro urbano do municipio de Alagoinhas agrupadas quanto: divisdo,
familia, espécie, briocenose e distribuicdo no Brasil

Divisdo Familia Espécie Briocenose | Distribuicio no Brasil
AC, AM, BA, CE, DF, ES,
_ o . GO, MG, MS, MT, PB, PE,
Frullaniaceae Frullania ericoides (Ness.) Mont Corticicola PR, RJ, RS, SC, SE, SP
Myriocoleopsis minutissima subsp. AM, BA, MG, MS, RJ, SP
Marchantiophyta myriocarpa (Nees & Mont.) R.L. Zhu, Y. Yu .
& Pocs Corticicola
Lejeuneaceae
AC, AL, AM, AP, BA, CE,
. . ) DF, ES, GO, MG, MS,
Lejeunea laetevirens Ness & Mont. Corticicola MT. PA. PB. PE. RJ. RR
SC, SE, SP.
AL, AM, BA, CE, DF, ES,
. GO, MG, MT, PB, PE, PR,
Bryum argenteum Hedw. Corticicola RJ. RR. RS. SC. SP
Bryaceae Gemmmabryum apiculatum (Schwigr.) J.R. AC, AM, BA, CE, DF, ES,
Spence & H.P. Ramsay GO, MA, MG, PA, PB, RJ,
Terricola RN. RS. SC. SP
AL, AM, AP, BA, CE, ES,
L ) FN, GO, MA, MT, PA, PB,
Calymperaceae Calymperes palisotii Schwigr. Corticicola | pp" p1. RJ. RN. RO. RR
SE, SP, TO.
Erpodiaceae Erpodium glaziovii Hampe Corticicola | AM, BA, ES, GO, MG,
Bryophyta MS, PR, RJ, RS, SC, SP.
Fabroniaceae Fabronia ciliaris (Brid.) Brid. Corticicola | AM, BA, ES, GO, MG,
MS, PR, RJ, RS, SC, SP.
AL, AM, BA, CE, DF, ES,
) L GO, MA, MG, MS, MT,
Pottiaceae Hyophila involuta (Hook.) A. Jaeger Terricola PA. PB. PE. PL. PR. RJ
RO, RS, SP.
Sematophyllum  subpinnatum (Brid.) E. AC, AL, AM, AP, BA, CE,
Britton ) DF, ES, GO, MG, MT, PA,
Sematophyllaceae Corticicola

PB, PE, PR, RJ, RO, RR,
SC, SP, TO
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ESTUDO FOTOQUiMICO E AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DE
EXTRATOS AQUOSOS DO ILLICIUM VERUM UTILIZADO PARA O TRATAMENTO DOS
SINTOMAS CLINICOS DA DENGUE
Thaina C. Souza!, Alessandra da S. Guedes' & Luciano C. S. Santos!”

"Faculdade de Tecnologia € Ciéncias

*E-mail: lcesar2008@gmail.com

Abstract. The use of plants in the treatment of diseases is as old as human civilization. According to
WHO, 80% of the world's population uses traditional herbs to meet their primary health care. The
consumption of medicinal plants in Brazil is characterized by the empirical use, can lead to conditions
such as intoxication and allergic reactions due to inappropriate use or preparation of these plants or to the
error in the identification of the species consumed. Thus, the use of medicinal plants has the function of
combating various diseases, among them the symptoms of dengue. In these patient, the homeostatic
balance was compromised and the use of medicinal plants that have hemolytic activity may further
aggravate their clinical condition. The objective of this work was to perform the phytochemical study of
the species Illicium verum (Magnoliaceae) and to evaluate in vitro the hemolytic activity of the aqueous
with the objective of guiding the safe consumption of this phytotherapic. The results of phytochemical
screening were obtained through qualitative chemical reactions and the evaluation of hemolytic activity
was performed according to the methodology described by RANGEL (1997). The presence of several
secondary metabolites, characteristic of the family, and hemolytic activity in the evaluated concentrations
were detected in the phytochemical screening. With the results obtained it is concluded that more studies
are needed to guarantee the safe use of the studied species, despite the finding of the therapeutic potential
revealed as result of the identification of the metabolic classes.

Keywords: Illicium verum. Dengue. Hemolytic Agents.

Resumo. A utilizagdo de plantas no tratamento de enfermidades ¢ tdo antiga quanto a civilizagdo humana.
Segundo a OMS, 80% da populacdo mundial usa principalmente plantas medicinais tradicionais para
suprir suas necessidades de assisténcia médica primaria. O consumo de plantas medicinais no Brasil tem
por caracteristica o uso empirico e a auséncia de comprovagdo adequada das agdes farmacologicas, pode
levar a quadros como intoxicagao e reagdes alérgicas devido ao uso ou preparo inadequado dessas plantas
ou ao erro na identificacdo das espécies consumidas. Assim, como os tratamentos convencionais, o uso de
plantas medicinais tem a funcdo de combater varias doengas, entre elas os sintomas da dengue. No
paciente com dengue, o equilibrio homeostatico esta comprometido e o uso de plantas medicinais que
possuam atividade hemolitica podem agravar ainda mais o seu quadro clinico. O objetivo deste trabalho
foi realizar o estudo fitoquimico da espécie Illicium verum (Magnoliaceae) e avaliar in vitro a atividade
hemolitica dos extratos aquosos com a finalidade de orientar ao paciente com dengue o consumo seguro
deste fitoterapico. Os resultados da triagem fitoquimica foram obtidos através de rea¢des quimicas
qualitativas e a avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada conforme metodologia descrita por
RANGEL (1997). Foram detectados na triagem fitoquimica a presenga de varios metabolitos
secundarios, caracteristicos da familia pertencente, e atividade hemolitica nas concentragdes avaliadas.
Com os resultados obtidos conclui-se que sdo necessarios estudos mais aprofundados para garantir o uso
seguro da espécie estudada, apesar da constatagdo do potencial terapéutico revelado em decorréncia da
identificagdo das classes metabdlicas.

Palavras-chave: Illicium verum. Dengue. Hemolise.
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1 INTRODUCAO

A dengue ¢ uma doenca viral aguda transmitida pelo mosquito Aedes aegypti. Sendo a
arbovirose de maior importdncia em Saude Publica, visto que atinge anualmente cerca de 50
milhdes de pessoas, possuindo assim um grande impacto em termos de morbimortalidade na
populagdo mundial, (OMS, 2015). As caracteristicas clinicas ¢ epidemioldgicas peculiares da
dengue no Brasil tém despertado o interesse de pesquisadores e Orgdos nacionais e
internacionais de Saude Publica, tendo em vista a importancia da identificagdo dos fatores que
determinam as distintas formas de expressdo individual e coletiva dessas infecgdes para o
aperfeicoamento do seu tratamento e controle, pois em termos de nimero de casos, representa a
segunda mais importante doenga transmitida por vetor no mundo (CALLAWAY, 2007).

No Brasil, em 2017, foram registrados 70.843 casos provaveis de dengue no pais até a
semana epidemiolédgica de 01/01/17 a 11/03/17, atingindo uma incidéncia de 34,4 casos/100 mil
hab., e outros 35.403 casos suspeitos foram descartados. A regido Sudeste teve o maior numero
de casos provaveis (26.758 casos, 37,8%) em relagdo ao total do pais, seguida das regides
Nordeste (15.973 casos; 22,5%), Centro-Oeste (13.831 casos; 19,5%), Norte (10.443 casos;
14,7%) e Sul (3.838 casos; 5,4%) (BRASIL, 2017).

O espectro clinico da dengue inclui desde infecgdes inaparentes até quadros de
hemorragia e choque, podendo evoluir para o 6bito, sendo as manifestagdes hemorragicas um
dos sinais clinicos importantes que podem ser observadas durante o curso da doenca
(TAVARES; MARINHO, 2005).

Atualmente ndo ha recurso terapéutico especifico para dengue. O tratamento € apenas

sintomatico e baseia-se no uso de analgésicos e antitérmicos. Deve-se evitar os salicilatos e anti-
inflamatérios ndo esteroidais (AINES), pois o seu uso pode favorecer o aparecimento de
manifestagdes hemorragicas (BRASIL, 2002).
Segundo estimativa da OMS, 80% da populagdo mundial busca o uso de plantas medicinais
tradicionais (populares) para suprir suas necessidades de assisténcia médica primaria
(AKERELE, 1992). Devido a auséncia de terapia especifica para o tratamento da dengue, o uso
de tratamentos alternativos utilizando-se de espécies vegetais pela populagdo ¢ bastante
difundido.

O Brasil possui a maior diversidade genética vegetal do planeta. Apesar do potencial
para a busca de novos fitofarmacos ser inegavel, estima-se que menos de 10% da flora nacional
foi estudada com fins fitoquimicos e farmacologicos, visando a avaliagdo das propriedades
terapéuticas. Encontram-se registradas no Ministério da Saude, para comercializagdo com

propdsitos medicinais, cerca de 600 drogas vegetais de um total de aproximadamente 1.000
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espécies que possuem a validacdo de suas atividades bioldgicas e de seus principios bioativos
avaliados cientificamente (ALMEIDA, M. Z. D., 2011).

No Nordeste brasileiro, cerca de 500 espécies vegetais, cuja maioria estd constituida de
plantas silvestres, sdo usadas como medicinais, especialmente pela populacao do meio rural e da
periferia urbana (MATTOS, 1996).

Intimeras plantas indicadas para fins medicinais possuem farta bibliografia sobre seus
principios bioativos ¢ sdo os testes farmacologicos clinicos e pré-clinicos dos mesmos que
validam sua eficacia e seguranga. Segundo Almeida (1990), percebe-se a predomindncia de
espécies com habito herbaceo e arbustivo entre as plantas mais indicadas para fins medicinais
no pais. As classes de metabolitos especiais presentes em maior frequéncia sdo: alcaldides,
terpenodides, flavondides, taninos e cumarinas.

A exemplo de fitoterapico utilizado para o tratamento da dengue, segundo dados
etnobotanicos, temos o anis estrelado (lllicium verum), pertencente a familia Magnoliaceae
(APG 11, 2003). E nativa do sudoeste da China e do Vietni e distribuida principalmente nas
4reas tropicais e subtropicais da Asia (CHEMPAKAM e BALAJI, 2008). Na tradicional
medicina chinesa ¢ utilizada principalmente no tratamento de dores reumaticas e nos processos
anti-inflamatérios (COMMITTEE OF CHINESE PHARMACOPEIA, 2010; CHOUKSEY et
al., 2010). A literatura cientifica descreve que lllicium verum possui diversas atividades
farmacologicas como anti-inflamatoria, antifingica (HUANG et al., 2010); analgésica
(NAKAMURA et al., 1996); antioxidante (GUO et al., 2008) e antibacteriana (YANG et al.,
2010).

O objetivo deste trabalho foi realizar o estudo fitoquimico da espécie lllicium verum
(Magnoliaceae) e avaliar in vitro a atividade hemolitica dos extratos aquosos com a finalidade
de orientar ao paciente com dengue, visto que o equilibrio homeostatico neste individuo esta
comprometido ¢ o uso de plantas medicinais que possuam atividade hemolitica podem agravar

ainda mais o seu quadro clinico.
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2 MATERIAL & METODOS

Aquisicao dos espécimes vegetais e preparo dos extratos aquosos

Os frutos secos do Illicium verum foram adquiridos em estabelecimento comercial de
Salvador (BA). O material foi pulverizado, em pequenas por¢des por 5 minutos, utilizando-se
um liquidificador industrial até obtengao de um po6 fino. Foi preparado extrato aquoso dos frutos
utilizando dois tipos de metodologias para extragdo dos bioativos: maceragdo e digestdo,
segundo a FARMACOPEIA BRASILEIRA (1959).

Para a obtencao do extrato macerado foram utilizados 295g do p6 em 1400mL de 4gua
destilada em Erlenmeyer, sendo mantido durante trés dias, sendo posteriormente filtrado em
papel filtro qualitativo grau 1 e armazenado sob refrigera¢do (4°C) em um frasco ambar estéril.

O extrato por digestdo foi obtido através da adi¢do de 238g do pd fino a 1000mL de
dgua destilada aquecida por 60°C em Erlenmeyer, sendo mantido durante trés dias, sendo
posteriormente filtrado em papel filtro qualitativo grau 1 e armazenado sob refrigeracao (4°C)
em um frasco ambar estéril.

Para avaliacdo da atividade hemolitica foi necessario a obten¢ao de extratos em estado
solido e foram utilizadas duas metodologias: nebulizagdo e liofilizagdo.

Para secagem do extrato aquoso (digerido e macerado) de I. verum por nebulizagdo foi
utilizando o spray dryier modelo MSD 0.5 (Labmaq). A atomiza¢do do material dentro da
camara foi realizada pelo emprego de uma bomba peristaltica e de um bico atomizador tipo
duplo fluido com didmetro de saida de 02mm. As condi¢des operacionais empregadas nesse
trabalho de temperatura ¢ vazao foram 50°C e 0,30 litros/hora, respectivamente. A vazdo do ar
de secagem empregada durante o processamento foi calculada através da utilizagdo de um tubo

de Pitot acoplado a um mandmetro de agua, através da equacdo 1:

(pm — p)ah.g
0

Vo=A

(1)

Foram utilizados 150mL de cada extrato e obteve-se 2,28g do extrato por maceragdo e
1,09¢g do extrato por digestao.

Para obtengdo do produto liofilizado, os extratos aquosos (digerido ¢ macerado) de |I.
verum foram congelados em freezer convencional a -22°C por um periodo de 24h.

posteriormente foram submetidos a secagem por liofilizagdo, a uma pressdo de vacuo de
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130uHg com temperatura do condensador de -50°C. Foram utilizados 10mL e 25mL, do extrato

por digestdo e maceracao respectivamente para obteng@o dos extratos liofilizados, sendo obtidos

1,847g do extrato macerado e 0,342g do extrato preparado por digestao.

Triagem fitoquimica
Os testes consistiram em reacdes quimicas qualitativas simples, que demonstraram a
presenca de compostos como: taninos, flavonoéides, esterdides, saponinas e alcaloides. (COSTA,

1994).

Determinacéo de flavonoides
Foi adicionado em dois tubos de ensaio, 03mL dos extratos obtidos (digerido e
macerado) 01 mL de HCIl concentrado e alguns fragmentos de magnésio, em cada tubo.

Considera-se um resultado positivo o desenvolvimento de uma coloracdo résea a vermelha.

Determinacé&o de taninos

Em capsula de porcelana evaporou-se 05SmL dos extratos por digestdo e maceragao.
Apoés secagem, os residuos foram ressuspenso em 10mL de agua destilada e filtrados em
algodao hidrofilo em tubo de ensaio sendo posteriormente adicionados 03 gotas de FeCl3 (10%)
em cada solucdo. A observagdo de coloragdo verde escuro na solugdo caracteriza a presenca de

taninos.

Determinacéo de alcaldides

Foram evaporados 20ml dos extratos em Becker e adicionados 10ml de HCI (10%)
sendo estas solucdes aquecidas durante 05 minutos. Posteriormente, filtrou-se em algodao e
foram transferidos 3mL do filtrado para um tubo de ensaio e adicionado 5 gotas do reativo de

Dragendorff.

Determinacéo de saponinas

Foram evaporados SmL do extrato em Becker. Adicionou-se 10ml de agua destilada
fervida ao residuo até completa dissolugdo. A solucdo foi transferida para tubo de ensaio e
agitada vigorosamente manualmente. A formagdo de espuma persistente apos 15 minutos indica

a presenca de saponinas.
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Determinacao de triterpenos e esterodides

O teste foi realizado segundo a reacdo de Lieberman-Burchard (anidrido acético + acido
sulfurico concentrado), onde 10mL do extrato foi homogeneizado em 10mL de cloroférmio,
sendo efetuado evaporagdo em placa de aquecimento, de Sml do extrato cloroférmico em
Becker de 50ml. O residuo foi ressuspendido em O1mL de anidrido acético e foi transferida a
solug@o para um tubo de ensaio. Adicionou-se pela parede do tubo OlmL de acido sulfurico
concentrado. A presenca de coloragdo castanha na zona de contato indica resultado positivo para

triterpenos e a coloragdo verde ou azul na zona de contato indica a presenca de esteroides.

Avaliacdo da atividade hemolitica
Preparo das solugdes dos extratos aquosos em estado sélido
Para a avaliagdo hemolitica, os extratos obtidos por nebulizagdo e liofilizacdo foram
ressuspensos em solugdo de NaCl a 0,9% a fim de se obter uma concentragdo igual a 100
mg/ml. A partir desta solucdo, foram obtidas dilui¢des com concentragdes finais igual a 100, 50,

10, 1 e 0,1 mg/mL.

Preparo da solugéo de eritrdcitos de carneiro a 10%

Uma aliquota de 03mL de sangue de carneiro desfibrinado (Newprov) foram suspensos
em 10mL NaCl 0,9%. Esta solug@o foi centrifugada por 05 minutos a 3000rpm, sendo este
processo repetido duas vezes. Apos desprezar o sobrenadante, foram coletados 02mL de
eritrocitos e suspensos em 18mL de NaCl 0,9%, obtendo-se uma solucdo a 10%.
Posteriormente, coletou-se 500ul da solucdo de eritrocitos a 10% que foi ressuspenso em

9,5mL de NaCl 0,9%, obtendo-se entdo a suspensdo de eritrocitos a 0,5% (v/v).

Ensaio da atividade hemolitica in vitro

Para o ensaio hemolitico foram adicionados 200ul dos extratos com concentrag¢des igual
a 100, 50, 10, 1 e 0,Img/mL a 1800ul da suspensdo de eritrocitos a 0,5%. As solugdes foram
incubadas por 01h e centrifugadas a 2.500 rpm por 05 minutos. O sobrenadante foi avaliado por
espectrofotometria em comprimento de onda de 540nm (RANGEL et al, 1997). Para o controle
negativo foi utilizado solugdo de NaCl a 0,9% e o controle positivo foi obtido pela lise de
eritrocitos em solucdo TWEEN 20 a 10% em NaCl a 0,9%.

A analise estatistica dos resultados obtidos através da avaliacdo da atividade hemolitica

in vitro, foi realizada utilizando o Software SPSS v. 20.
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3 RESULTADOS & DISCUSSAO

Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica apresentou os seguintes resultados para alcaldides, saponinas,
flavonoides, taninos e triterpenos (Tabela 1).

Em estudo realizado por Shan et al., (2005) com extrato metandlico a 80% dos frutos do
I. verum foi constatado a presenca de acidos fenolicos, 6leos volateis fenolicos (anetol) e
flavonoides. Em nosso estudo, observou-se que a extracdo por maceragdo nao obteve resultado
positivo para flavondides. Segundo Souza-Sartori (2012), alguns fatores como o tipo de
solvente, o pH e a temperatura afetam a quantidade de compostos a serem extraidos. As
metodologias aplicadas para obtencdo dos extratos aquosos neste experimento diferem-se uma
da outra apenas na utilizacdo da temperatura o que pode favorecer a extragdo de alguns
metabolitos, como os flavonoides.

Estudos relacionam o potencial terapéutico do I. verum ao acido chiquimico e seus
metabolitos secundarios, como os sesquiterpenos, fenilpropanoides, flavondides, monoterpenos,
lignanas (LIU et al., 2009; WANG et al., 2011). Ressalta-se que o acido chiquimico, um dos
precursores para biossintese de flavonoides, € utilizado para a sintese do medicamento antiviral
fosfato de oseltamivir (Tamiflu®), lancado em 1999 pela empresa Hoffmann (LIU et al., 2016).
As agdes antifungicas, anti-inflamatérias (HUANG et al., 2010), antimicrobianas (YANG et al.,
2010) do I. verum estdo associadas a presenga destes metabolitos.

Assim como os flavonodides, os taninos também possuem atividades bactericida,
fungicida e antiviral. Algumas dessas atividades sdo devidas as propriedades antioxidante e
sequestradora de radicais livres (SIMOES et al., 2004).

Foi observado que no extrato aquoso dos frutos do |. verum, independentemente do
método de extragdo, foram encontrados alcaldides. Este tipo de metabodlito secundario ¢
encontrado também em espécies de outras familias filogenéticas relacionadas ao I. verum, como
Annonaceae, Piperaceae e Lauraceae, entre outras (MONTEIRO et al.,, 2007). Sendo
importante a comparacdo entre outras familias filogenéticas devido a dificuldade em encontrar
trabalhos realizados com a espécie estudada. Os alcaldides possuem alto potencial
farmacologico, pois, atuam no sistema nervoso central provocando ac¢des sedativas, analgésicas,
anestésicas e adrenérgicas (LORENZI; MATOS, 2002).

Como foi observado, o extrato aquoso dos frutos do |. verum apresentou a presenca de

saponinas. Dentre as a¢des farmacologicas das saponinas destacam-se diuréticas e expectorantes
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(SIEDENTOPP, 2008). Vale ressaltar que o seu mecanismo de a¢do nao esta bem elucidado,
podendo apresentar efeitos indesejados como efeito hemolitico e alta toxicidade (SUN et al.,
2009).

Aos triterpenos sdo associadas as seguintes acdes farmacologicas: anti-hipertensiva,
antitumoral, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria (MAHATO; SEN, 1997). Apesar do
extrato aquoso dos frutos do |. verum utilizado neste estudo apresentarem estes metabolitos, ndo
foi possivel observar estas atividades descritas por ndo ser objeto deste trabalho, necessitando

assim de estudos posteriores para comprovagao destas atividades.

Avaliagdo in vitro da atividade hemolitica

Nas tabelas 2, 3, 4 ¢ 5 estdo representados os resultados do percentual de hemolise dos
extratos aquosos dos frutos do I. verum obtidos por maceragdo e digestdo, nas duas formas
apresentadas: liofilizado e nebulizado.

Segundo Rangel et al., (1997), uma hemolise de até 40% considera-se baixa toxicidade,
entre 40 e 80% toxicidade moderada, acima de 80% de alta toxicidade. De maneira geral, os
extratos testados obtiveram variagdo de resultado dependente da concentragao.

Nas figuras 1 e 2 demonstram graficos comparativos da atividade hemolitica extrato
aquoso liofilizado e nebulizado dos frutos do I. verum obtidos por digestdo e maceracao.

Avaliando-se estatisticamente através do teste do qui-quadrado e assumindo um nivel de
significancia de p<0.05, que ndo houve diferenca significativa entre os percentuais de hemolise
do extrato aquoso nebulizado e liofilizado (p=0,224) dos frutos do I. verum, obtido através de
digestdo e macerag@o nas concentragdes a partir de 10mg/mL. Entretanto observa-se um maior
percentual de no extrato obtido por digestdo devido a este método, por utilizar temperatura,
favorega a extragdo de mais metabolitos (SOUZA-SARTORI ,2012).

Comparando-se a atividade hemolitica dos extratos obtidos por digestdo nas duas
formas soélidas utilizadas no experimento, houve estatisticamente diferenca significativa
(p=0,019) entre o extrato nebulizado e liofilizado.

O extrato nebulizado apresentou uma maior atividade devido provavelmente a dindmica
do processo de secagem por pulverizacdo, visto que o tempo de residéncia do material no
interior da cadmara de secagem ¢ relativamente pequeno, o que torna esse equipamento adequado
para a secagem de produtos termo-sensiveis, como os extratos vegetais (SILVA,2012;
SANTO,2013).

Ishikawa et al. (2008) avaliaram o extrato liofilizado das folhas de Plinia edulis quanto

ao perfil fitoquimico e a atividade antimicrobiana. A triagem fitoquimica evidenciou a presenca
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de substancias de interesse farmacologico tais como flavonodides, taninos, saponinas e
terpenodides. No entanto, o extrato ndo inibiu o crescimento de Aspergilus niger, Candida
albicans, Escherichia coli e Staphylococcus aureus na concentra¢ao de até¢ 1.000 mg/mL, sendo
assim uma possivel justificativa para uma menor atividade hemolitica do extrato liofilizado.

Um numero significativo de compostos de diferentes fontes pode ser responsavel pela
hemolise in vitro. Entre estas substancias sdo as derivadas de plantas (GANDHI; CHERIAN,
2000), metais pesados (RIBAROV; BENOV, 1981) e farmacéuticos (YAMAMOTO et al.,
2001). O efeito direto hemolitico de diferentes agentes toxicos ¢ devido a uma variedade de
mecanismos nao especificos. Por exemplo, surfactantes, como as saponinas, podem causar
hemolise através da dissolugdo da membrana do plasma dos eritrocitos que se rompe devido ao
aumento da fragilidade ou devido a lise osmdtica provocada pelo aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica (APARICIO et al., 2005).

Por outro lado, os compostos fenolicos t€ém a capacidade de promover hemolise através
da oxidagdo da hemoglobina, formando metahemoglobina, podendo causar anemia hemolitica
imunologica (BAIN, 2007; BUKOWSKA; KOWALSKA, 2004). No extrato detectou-se a
presenca de compostos fendlicos e estes na maioria das vezes podem proteger as células de
alguns processos oxidativos. Porém, em determinadas circunstancias eles podem apresentar
atividade pro-oxidante. Alguns fatores podem influenciar a atividade antioxidante, como, os
radicais livres, como e onde sdo formados, analise e métodos para identificagdo dos danos e
doses ideais para obter protecdo (BIANCHI et al., 2000). Sendo assim ¢ possivel que um
antioxidante falhe na prote¢do, ou mesmo que aumente as lesdes induzidas (HALLIWELL et
al., 1995).

Provavelmente a atividade hemolitica apresentada nas amostras deve-se a presenga de
saponinas, pois estas possuem a capacidade de produzir hemdlise, j4 que apresentam a¢do sobre
os componentes da membrana celular dos eritrocitos, alterando sua permeabilidade, induzindo
alteracdo na membrana, causando assim o extravasamento do contetdo intracelular, a
hemoglobina (GLAUERT et al, 1967, KARABALIEV et al., 2003). A liberacdo da
hemoglobina no plasma pode ocasionar danos renais, hepaticos e cardiacos (CARVALHO et al,
2008). Esses danos aliados aos efeitos da dengue sobre o organismo do paciente podem agravar
ainda mais o quadro clinico.

SANTO et al., 2007, avaliaram o efeito anticoagulante in vitro do extrato hidroetanolico
de folhas e flores édulas de Tropaeolum majus, onde os resultados mostraram que a maior
concentracdo de compostos fenolicos e de flavonoides foram responsaveis pela inibicdo da

atividade coagulante da trombina. Tendo em vista que foi detectado a presenca destes
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metabolitos na triagem fotoquimica realizada da espécie em estudo, € necessdrio realizar a

avaliagdo da agregacdo plaquetaria devido as complicagdes hemorragicas acometidas no

paciente com dengue.

4 CONCLUSAO

Através da realizacdo da triagem fotoquimica do extrato aquoso dos frutos do Illicium
verum foi observado a presenca de varios metabdlitos secundarios caracteristicos da familia
Magnoliaceae. A presenca desses metabolitos pode justificar algumas atividades biologicas de
seu uso popular.

A partir da avaliagdo da atividade hemolitica in vitro do extrato dos frutos do Illicium verum
foi possivel perceber uma elevada citotoxicidade, diretamente proporcional as concentracdes
testadas, independente da metodologia utilizada para extragdo e concentragdo utilizada para
obtengao dos extratos.

Com os resultados obtidos conclui-se que sdo necessarios estudos mais aprofundados para a
identificacdo quimica dos compostos bioativos presentes nos frutos do I. verum e o isolamento
dos mesmos. Assim como o uso de outras metodologias confirmatorias para a verificagdo das
atividades bioldgicas dos metabolitos secundarios em relagdo a sua agdo sobre a membrana
eritrocitaria ¢ hemostasia sanguinea, cujos parametros sdo importantes para o manejo do

paciente com dengue.
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FIGURAS

Figura 1. Comparacao do percentual de hemolise do extrato aquoso liofilizado e nebulizado dos frutos do
I. verum, obtido através de digestao.

Figura 2. Comparacao do percentual de hemolise do extrato aquoso liofilizado e nebulizado dos frutos do
I. verum, obtido através de maceragao.
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TABELAS

Tabela 1. Resultados obtidos a partir da triagem fitoquimica do extrato dos frutos do I. verum

obtidos por maceragdo e digestdo.

Metabolitos Secundarios RESULTADOS

Extrato obtido por
Extrato obtido por maceracio

digestao
Alcaloides + +
Flavonoides - +
Saponinas + +
Taninos + +
Triterpenos + +

Tabela 2. Percentual de hemolise do extrato aquoso nebulizado dos frutos do I. verum,
obtido através de digestdo.

CONCENTRACAO (mg/mL) ABSORBANCIA HEMOLISE(%)

0 0 0

0,1 0,012 1,2

1 0,016 1,6

10 0,784 78,4

50 0,907 90,7

100 1,0 100

Controle Positivo 1,0 100
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Tabela 3. Percentual de hemolise do extrato aquoso liofilizado dos frutos do I. verum, obtido através

de digestao.

CONCENTRACAO R i
ABSORBANCIA HEMOLISE(%)
(mg/mL)

0 0 0
0,1 0,019 1,9
1 0,339 33,9
10 0,383 38,3
50 0,687 68,7
100 0,77 77,0
Controle Positivo 1,0 100

Tabela 4. Percentual de hemolise do extrato aquoso nebulizado dos frutos do |. verum,
obtido através de maceragao.

CONCENTRACAO . ]
(m/mL) ABSORBANCIA HEMOLISE(%)

0 0 0
0,1 0,1 10,0
1 0,12 12,0
10 0,186 18,6
50 0,49 49,0
100 0,732 73,2
Controle Positivo 1,0 100
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Tabela S. Percentual de hemélise do extrato aquoso liofilizado dos frutos do . verum,
obtido através de maceragao.

CONCENTRACAO R ]
(mg/mL) ABSORBANCIA HEMOLISE(%)

0 0 0
0,1 0,009 0,9

1 0,051 5,1
10 0,301 30,1
50 0,447 44,7
100 0,602 60,2
Controle Positivo 1,0 100
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DETERMINACAO DA ESTRUTURA PROTEICA DA METALOPROTEASE GP63 DE
LEISHMANIA BRAZILIENSIS POR MODELAGEM COMPARATIVA
Paulo Henrique Matayoshi Calixto"?" & Mariana Vitali De Vito?
nstituto Federal de Santa Catarina; >Programa de Pés-graduagio em Medicina Tropical e Infectologia da
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro.
2Universidade Federal do Tridngulo Mineiro.
*E-mail: ph_calixto@yahoo.com

Abstract. The interaction of Leishmania spp. species with vertebrate host is, in most part, dependent on
the parasite surface molecules, such as gp63. The gp63 is a major virulence factors in Leishmania, and is
responsible for assisting in the survival, nutrition and parasite replication. The objective of this study was
to generate and characterize the three-dimensional structure of gp63 of L. braziliensis (Lbgp63). The
generation of the structural model was performed by comparative modeling, using the program Modeller
from the amino acid sequence Lbgp63 deposited in GenBank. The results showed that the Lbgp63 has all
the elements necessary for the post-translational processing and functionality, such as signal peptide,
propeptide; addition signal glicosilfostatidilinositol anchor (GPI) and the amino acids involved in the
composition of catalytic site, HEXXH motif. The structure of Lbgp63, showed the same structural
characteristics of the template-protein, Leishmania major gp63 (Lmgp63). The alignment between the
structures Lbgp63 and Lmgp63 revealed great structural conservation, especially the subdomains where is
located the catalytic site. The study of the partial charges shows the same distribution of surface charges
and suggests that both proteins can cleave the same substrates. According to the results suggest that
Lbgp63 is an excellent target for the prophylactic and/or curative treatment of American tegumentary
leishmaniasis (ATL), through rational drug design based on structure generated.

Keywords: gp63. Comparative modeling. Leishmania braziliensis.

Resumo. A interacdo das espécies do género Leishmania com o hospedeiro vertebrado é, em maior parte,
dependente das moléculas de superficie do parasito, tais como a gp63. A gp63 é um dos principais fatores
de viruléncia em Leishmania e é responsavel por auxiliar a sobrevivéncia, nutrigio e replicagdo do
parasito. O objetivo deste trabalho foi gerar e caracterizar a estrutura tridimensional da gp63 de L.
braziliensis (Lbgp63). A geracdo do modelo estrutural foi realizada por modelagem comparativa,
empregando o programa Modeller, a partir da sequéncia de aminoacidos da Lbgp63 depositada no
GenBank. Os resultados obtidos apontaram que a Lbgp63 possui todos os elementos necessarios para o
processamento pos-traducional e de funcionamento, tais como: peptideo sinal; pro-peptideo; sinal de
adi¢do de ancora de glicosilfostatidilinositol (GPI); e os aminoacidos envolvidos na composigdo do sitio
catalitico, motif HEXXH. A estrutura da Lbgp63 apresentou as mesmas caracteristicas estruturais da
proteina-molde, gp63 de Leishmania major (Lmgp63). O alinhamento entre as estruturas de Lbgp63 e
Lmgp63 revelou grande conservacdo estrutural, sobretudo dos subdominios onde esta localizado o sitio
catalitico. O estudo das cargas parciais aponta pequenas diferencas na distribuicdo das cargas de
superficie e sugere que ambas as proteinas possam clivar os mesmos substratos. De acordo com os
resultados, sugerimos que a Lbgp63 seja um excelente alvo para o tratamento profilatico e/ou curativo da
leishmaniose tegumentar americana, através do desenho racional de farmacos baseado na estrutura
gerada.

Palavras-chave: gp63. Modelagem comparativa. Leishmania braziliensis.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria, de ampla distribui¢do geografica, provocada
por espécies do Leishmania spp. A leishmaniose é encontrada em 88 paises de climas tropical e
subtropical. Dados epidemiolégicos apontam que existem, em todo o mundo, aproximadamente
12 milhdes de individuos infectados, com a ocorréncia de 270 mil novos casos a cada ano. O
nimero de novos casos pode aumentar nos proximos anos, tendo em vista que
aproximadamente 1,6 milhdo de pessoas estdo em potencial situagao de risco. A leishmaniose é
transmitida por mosquitos do Lutzomya spp. e Phlebotomus spp. no Novo e Velho Mundo,
respectivamente. No Brasil, sdo registrados 26 mil novos casos de leishmaniose a cada ano,
sendo a maioria deles atribuidos a Leishmania braziliensis, agente etiologico da leishmaniose
tegumentar americana (LTA) (WHO, 2010; ALVAR et al., 2012).

A leishmaniose cutinea localizada (LCL) ¢ a manifestagdo mais comum da LTA e ¢
caracterizada por uma lesdo tnica no local da picada do mosquito. Essa lesdo primaria tende a
regredir gradualmente, mesmo na auséncia de tratamento (MARSDEN et al., 1984). Contudo, ¢
comum que a partir dessa lesdo, a L. braziliensis se dissemine para regides distantes na pele e
mucosas, porém, sem desenvolver lesdes (OLIVEIRA et al, 2006). No entanto,
aproximadamente 5% dos individuos infectados com L. braziliensis podem apresentar o quadro
de leishmaniose mucocutanea (LMC) (MARSDEN, 1986). A LMC ¢ uma condigdo
desfigurante em virtude da ulceracdo da orofaringe e da mucosa nasal. As lesdes ulcerativas
podem ocorrer imediatamente a lesdo primdria ou, tardiamente, depois varios meses ¢ até
mesmo anos. O surgimento tardio das lesdes na LMC ocorre pela presenca da L. braziliensis,
mesmo apos a cura clinica do paciente, e reflete uma refinada interagdo parasito/hospedeiro
(AMATO et al., 1995).

As proteinas de superficie dos tripanossomatideos sdo moléculas fundamentais para a
interagdo parasito/hospedeiro. Uma dessas moléculas é a gp63, uma metaloprotease zinco-
depedente, inicialmente descrita no género Leishmania como uma glicoproteina de 63 kDa. A
gp63 pode estar associada a membrana através de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI)
(ETGES et al., 1986) ou se apresentar na forma secretada, ou seja, sem um sinal de adicao de
ancora GPI (McGWIRE et al., 2002). O sitio catalitico da gp63 € composto pelo motif HEXXH
coordenado ao zinco (SCHLAGENHAUF et al., 1998). A gp63 ¢ apontada como fator de
viruléncia em Leishmania spp., devido a sua ampla variedade de substratos. As fun¢des da gp63
incluem: a) inativacdo do sistema do complemento, através da clivagem de C3b em C3bi
(BRITTINGHAM et al., 1995); b) clivagem do receptor CD4 de linfocitos T, interferindo com a

imunidade mediada por células (HEY et al., 1994); ¢) interagdo com receptores de macréfagos,
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garantindo ao parasito uma entrada silenciosa, sem desencadear o processo de explosdo
respiratoria (MOSSER e EDELSON, 1985); d) clivagem de mTOR (mammalian target of
rapamycin), o principal controlador da tradugdo de RNA, conduzindo o macréfago a um estado
pouco responsivo e, consequentemente, favorecendo a replicacdo intracelular do parasito
(JARAMILLO et al.,, 2011). Mesmo desempenhando um papel importante na interacdo
parasito/hospedeiro, a gp63 de L. braziliensis (Lbgp63) ainda é pouco estudada e
caracterizacdes, tais como, estruturais ainda ndo foram realizadas.

A caracterizagdo de uma enzima é melhor conduzida quando conhecemos sua estrutura
tridimensional (DILL e MACCALLUM, 2012). A determinagdo da estrutura proteica pode ser
alcangada experimentalmente por dois métodos, o cristalografico, que se baseia na construgdo
de um mapa eletronico gerado a partir da difracdo de raios-X sobre a proteina cristalizada
(FAURE; SAUL, 2012) ou, ainda, nos casos de proteinas menores, pelo método de ressonancia
nuclear magnética (WIRMER-BARTOSCHEK e BARTOSCHEK, 2012). Ambos os métodos
apresentam resultados satisfatorios. Contudo, trata-se de técnicas dispendiosas e, na maioria das
vezes, de dificil execucdo. Como alternativa aos estudos cristalograficos e de ressonédncia
nuclear magnética, a modelagem comparativa pode ser empregada na determinagao in silico da
estrutura proteica. Em alguns casos, onde o percentual de identidade ¢ satisfatorio, a modelagem
comparativa gera estruturas proteicas com resolucdo comparavel aos resultados experimentais
(LESCRINIER, 2011). A técnica de modelagem comparativa prediz a estrutura tridimensional
de uma proteina baseado na identidade entre a sequéncia de aminoacidos da proteina a ser
predita e a proteina de estrutura conhecida. Gragas a caracteristica de usar uma estrutura como
molde, a modelagem comparativa ¢ considerada o método computacional mais acurado para a
determinagdo da estrutura proteica in silico (LIU et al., 2011). Considerando as evidéncias
supracitadas e a auséncia de um modelo estrutural para a Lbgp63, o objetivo deste trabalho foi
gerar e caracterizar, por meio de modelagem comparativa, a estrutura tridimensional da proteina
em questdo. Tais informagdes poderdo ajudar no entendimento da interagdo da L. braziliensis
com o hospedeiro vertebrado, bem como, fornecer perspectivas como base para a elaboracdo de

acoes de controle e/ou eliminagdo do parasito.
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2 MATERIAL & METODOS

Analises computacionais de predicao e comparaciao

A busca de elementos cis envolvidos no processamento poés-traducional e de
comparacdo da Lbgp63, foi realizada usando as seguintes ferramentas computacionais: a)
SignalP (BENDTSEN et al., 2004), capaz de identificar a presenca de uma série de aminoacidos
hidrofébicos na extremidade N-terminal, denominado peptideo sinal, responsavel pela
translocagdo da proteina do citosol para o ambiente extracelular ; b) PredGPI (PIERLEONI et
al., 2008), avalia a probabilidade de uma proteina estar localizada na membrana celular através
de uma ancora GPI; c) ProtParam (WILKINS et al., 1999), ferramenta online que a partir da
sequéncia de aminoacidos, calcula as propriedades da proteina, tais como a massa molecular; d)
ClustalW2 (LARKIN et al., 2007), programa que alinha e compara de forma global, sequéncias
de aminoacidos ou de nucleotideos, cujo resultado aponta a taxa de conservagdo entre

sequéncias.

Geracao da estrutura terciaria e analises computacionais complementares

Neste estudo, utilizamos a sequéncia da Lbgp63 recuperada do GenBank
(XP_001562829). O alinhamento de sequéncias foi gerado pelo programa ClustalW?2 (LARKIN
et al., 2007) em modo padrdo, ou seja, sem nenhuma alteragdo dos pardmetros de alinhamento.
J& a predi¢do da estrutura secundaria (dado ndo mostrado) foi realizada através do programa
PSI-PRED, que indica quais segmentos da proteina sdo compostos por fitas-B, a-hélices e algas
(BRYSON et al., 2005).

A estrutura terciaria da Lbgp63 nao foi experimentalmente determinada e, desse modo,
a determinacdo da estrutura tercidria foi realizada por modelagem comparativa. A fim de
escolher a melhor estrutura molde, com cobertura e percentual de identidade satisfatorias, foram
realizadas pesquisas via BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), uma ferramenta que
compara localmente duas sequéncias de aminoacidos ou de nucleotideos e informa o percentual
identidade entre elas. O alinhamento entre a Lbgp63 e a proteina-molde foi realizado pelo
programa Promals3D, que utiliza os principios do BLAST, contudo diferentemente desse
ultimo, ¢é capaz de alinhar uma estrutura primaria com outra proteina representada por sua
estrutura terciaria (PEI et al., 2008) e manualmente acurado com o suporte do DNATagger, uma
ferramenta online de visualizagdo de alinhamentos, cuja fungdo se limita a facilitar a
identificacdo dos aminoacidos. A estrutura terciaria da Lbgp63 foi construida pelo programa
Modeller 9.10v (SALI ¢ BLUNDEL, 1993), que utiliza o principio da restrigdo espacial ¢ da

posicdo dos aminoacidos alinhados para calcular as coordenadas do modelo estrutural.
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Inicialmente, foram geradas 100 estruturas candidatas para a Lbgp63, sendo a que apresentou os
melhores pardmetros, incluindo os estereoquimicos, foi selecionada para este trabalho. Tendo
em vista que a estrutura molde possui os heterodtomos zinco e moléculas de 4gua associadas, as
mesmas foram adicionadas manualmente ao arquivo .pdb da Lbgp63 recém-modelada.

O refinamento da estrutura foi conduzido através da predicdo dos rotameros e
minimizagdo da energia. A minimizagdo foi realizada empregando o campo de forca OPLS
2005 (Optimized Potencials for Liquid Simulations) em 1.000 passos de iteracao.

O processo de validagdo estrutural compreendeu o uso dos seguintes programas: I)
Procheck (LASKOWSKI et al., 1993), responsavel pela avaliagio dos pardmetros
estereoquimicos e consiste da analise dos angulos diedros (phi e psi) das cadeias principais dos
aminoacidos que compdem a estrutura; II) ERRATv2 (COLOVOS e YEATES, 1993), ¢ um
algoritmo usado para avaliar o progresso do refinamento proteico e funciona através da
interagdo entre atomos nao-ligados; III) ProSa (WIEDERSTEIN e SIPPL, 2007), realiza a
avaliagdo da qualidade geral da estrutura gerada, através da comparagdo com estruturas
experimentalmente determinadas e depositadas no PDB.

Estudos de alinhamentos estruturais, bem como a visualizacdo do modelo, foram
realizados empregando o programa Chimera UCSF. J4 a determinacdo da superficie topologica
e das cargas parciais de superficie foi realizada através do programa Molegro Molecular Viewer

(Thomsen e Christensen, 2006).

3 RESULTADOS & DISCUSSAO

Obtencao da sequéncia da Lbgp63 e analises preliminares

Analises realizadas pela ferramenta ProtParam revelaram que a Lbgp63 apresenta massa
molecular de 66 kDa. De acordo com o programa SignalP (BENDTSEN et al., 2004), os
residuos Metl ao Ala29 da Lbgp63 correspondem ao peptideo sinal, responsavel por direcionar
a proteina para a via secretoria (Fig. 1). O programa PredGPI (PIERLEONI et al., 2008) indica
o residuos Met580 como o sitio-Omega para adicdo da ancora GPI (Fig. 1). Baseado nesses
dados ¢é possivel inferir que a Lbgp63 possui todos os elementos necessarios para a sua
localizac@o na superficie externa da L. braziliensis.

Além disso, o alinhamento da sequéncia de aminoacidos entre Lbgp63 e a gp63 de L.
major (Lmgp63) revelou a existéncia, na regido N-terminal da Lbgp63, de uma sequéncia

conservada, denominada pro-peptideo (Leu30 a Thr86). O pro-peptideo contém um residuo de
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cisteina (Cys48) (Fig. 1) envolvido no mecanismo de cysteine switch, que controla a atividade

enzimatica, impedindo a degradag¢do dos componentes intracelulares do parasito pela enzima

recém-sintetizada (GOMIS-RUTH, 2003).

Conservacao das sequéncias de gp63

Todas as gp63 estudadas até o momento, em diferentes espécies, mostraram alto grau de
conservacdo entre si (CHAUDHURI e CHANG, 1988; MILLER et al., 1990; YAO et al., 2003).
A tnica exceg@o ocorre na Leishmania guyanensis, cuja sequéncia da gp63 predita carece dos
ultimos cinco residuos de cisteina, contudo, nenhum estudo sobre a viabilidade ou
funcionalidade dessa enzima foi realizado (STEINKRAUS et al., 1993). De acordo com essa
observacdo, realizamos o alinhamento multiplo entre as gp63 de L. major, L. donovani
(Ldgp63), L. braziliensis e L. mexicana (Lmxgp63) (Fig. 2). O alinhamento revelou alta
conservagdo da sequéncia de aminoacidos, incluindo os residuos do sitio ativo HEXXH e um
terceiro residuo de histidina envolvido na formagao do sitio catalitico. De maneira geral,
aproximadamente 60% de todos os residuos sdo idénticos em todas as gp63 estudadas, incluindo

19 cisteinas, 23 glicinas e 17 prolinas.

Caracteristicas estruturais gerais

Para gerar um modelo estrutural baseado em homologia da Lbgp63, selecionamos como
molde a estrutura da Lmgp63 (identificador PDB: 1LML) resolvida por difracdo de raios-X,
com resolucdo de 1.86A (SCHLAGENHAUF et al., 1998). O alinhamento de sequéncia
demostrou que a Lbgp63 apresenta 68% de identidade e 78% de similaridade com a sequéncia
de aminoacidos da Lmgp63. Os gaps foram manualmente fechados, através da edi¢do do
alinhamento e pela remogao do peptideo sinal, pro-peptideo e dos residuos localizados abaixo
do Omega-site. Subsequentemente, um novo alinhamento foi gerado para a construgdo do
modelo (Fig. 3). Apos a geracdo e a minimizacdo da energia a estrutura foi submetida e
aprovada no processo de validagdo (Tabela 1). O modelo estrutural da Lbgp63 foi depositado no
Protein Model Database (PMDB) (numero de acesso: PM0078901). O PMDB ¢é um banco de
dados online para proteinas resolvidas por técnicas de biologia computacional e pode ser
acessado pelo endereco eletronico: http://mi.caspur.it/PMDBY/.

As metaloproteases zinco-dependentes que apresentam o motif catalitico HEXXH
podem ser agrupadas em trés principais familias: gluzincina, aspzincina e metzincina. Este
ultimo inclui o grupo das astacinas, serralisinas, adamalisinas, metaloproteases de matriz,

snapalisinas e a leishmanolisinas. Todos os grupos mencionados apresentam como caracteristica

2Revista Didlogos & Ciéncia (D&C), v. 2, n. 40 (17), p.142-174, 2017. ©OIMES

163



Revista Dialogos & Ciéncia

http:/ /periodicos.ftc.br/index.php/dialogos ISSN 1678-0493

Artigo

o dominio catalitico formado por duas a-hélices, projetadas contra uma folha-B composta por
cinco fitas-f entrelagadas (GOMIS-RUTH, 2003). Diferentemente, membros do grupo das
leishmanolisinas possuem a folha- composta por apenas 4 fitas-B. A fita-p que esta faltando ¢
substituida por uma inser¢ao de 40 aminoacidos em Lbgp63 e Lmgp63 (SCHLAGENHAUF et
al., 1998).

A estrutura tridimensional da Lbgp63 é compacta e pode ser dividida em trés principais
subdominios: N-terminal, central e C-terminal (Fig. 4A). O subdominio N-terminal corresponde
aos residuos Val87 a Leu257 e possui um padrido de enovelamento similar ao mddulo catalitico
de outras zinco-proteases. O subdominio N-terminal (Fig. 4C) alberga os residuos que
compdem o sitio catalitico HEXXH (His251, Glu252 e His255), o motif de assinatura das
metaloproteases zinco-dependentes.

O subdominio central corresponde aos residuos Gly258 a Thr377 e apresenta um padrao
de enovelamento compacto com a-hélices anti-paralelas e fitas-f anti-paralelas, formando o
cerne do subdominio (Fig. 4D). Uma tnica dissulfeto é responsavel por ligar os subdominios
central e C-terminal. Membros da familia da metzincina possuem um motif catalitico estendido
HEXXHXXGXXH, onde o residuo de glicina faz parte de uma pequena alga que projeta o
terceiro residuo de histidina dentro do sitio catalitico, colocando sua cadeia lateral em
coordenagdo com o atomo de zinco. Interessantemente, a Lbgp63 apresenta uma inserc¢ao de 61
residuos entre a Gly258 do motif estendido e a His321, que também se coordena ao zinco. Essa
inserc¢do entre o residuo de glicina e a terceira histidina esta presente em todos os membros do
grupo das leishmanolisinas (SCHLAGENHAUF et al, 1998; GOMIS-RUTH, 2003;
RAZZAZAN et al., 2008).

A geometria dos residuos em coordenagdo com o zinco ¢ similar aos das outras zinco-
proteases. O atomo de zinco esta coordenado as cadeias laterais da His251, His255 e His321 em
distancias de 2.3A, 2.2A e 2.3A, respectivamente (Fig. 4B). Em adi¢dio aos trés residuos de
histidina no sitio catalitico, existe uma molécula de agua coordenada ao zinco. Esta molécula de
agua esta localizada muito proxima ao atomo de zinco e € o nucle6filo responsavel por atacar o
substrato, em um mecanismo de hidrélise. Ainda no sitio ativo da Lbgp63, o atomo de zinco
parece estar coordenado com a cadeia lateral do Glu252, em uma distancia de 1.9A.

O subdominio C-terminal corresponde a regido entre os aminoacidos Asn378 e Asn562
(Fig. 4E). Dentro desse dominio estdo localizadas seis das nove pontes dissulfeto da estrutura,
indicando que este dominio ¢ extremamente rigido. A ancora GPI ¢ adicionada nos ultimos
residuos do subdominio C-terminal e ¢ caracterizado como uma al¢a em espiral, similar a uma

o-hélice.
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Conservacio da estrutura terciaria da Lbgp63

Para fim comparativo, foi realizada uma investigagdo para determinar o grau
conservagdo da estrutura terciaria da Lbgp63 em relagdo a Lmgp63 (Fig. 5). O alinhamento
estrutural entre Lbgp63 e Lmgp63 revelou que ambas as proteinas apresentam as mesmas
caracteristicas estruturais, especialmente dos subdominios C-terminal e Central. Por outro lado,
o subdominio C-terminal n3o se apresenta tdo conservado quanto os demais subdominios.
Contudo, essa ligeira divergéncia ndo é encarada com surpresa, pois a regido C-terminal de
todas as gp63 estudadas costuma ser divergente, até mesmo entre membros de uma mesma
espécie (YAO et al., 2003). Ademais, o RMSD (Root-mean-square deviation) foi de 0,130
indicando grande similaridade estrutural entre as estruturas analisadas.

Considerando que a interacdo enzima/substrato é influenciada ndo apenas por aspectos
topologicos, mas também pela complementariedade das cargas na interface de contato
(SHEINERMAN et al., 2000), a investigacao da distribuicdo das cargas parciais de superficie ¢
de extrema importancia. (Fig. 6). O mapa de distribuicao das cargas revelou que a Lbgp63 ¢
predominantemente positiva na regido da fenda catalitica, devido ao atomo de zinco e aos
residuos de histidina. Por outro lado, a carga ao redor da fenda catalitica é predominantemente
negativa. Tais resultados sdo semelhantes aos da Lmgp63, indicando que ambas as enzimas
possam atuar sobre os mesmos substratos e, por conseguinte, desempenham a mesma fungao em

L. braziliensis e L. major.

4 CONCLUSAO

A Lbgp63 possui importante papel na interagdo da L. braziliensis com o hospedeiro
vertebrado. Devido a importancia, como fator de viruléncia, o estudo da Lbgp63 abre novas
possibilidades para o tratamento profilatico e/ou terapéutico da infeccdo pela L. braziliensis, que
poderia diminuir drasticamente o numero de novos casos de LTA. Uma dessas possibilidades ¢
o desenho racional de farmacos baseado na estrutura da Lbgp63 que sejam capazes de impedir
ou inativar a fungdo dessa enzima. Por conseguinte, o parasito seria eliminado diretamente pela
acdo do farmaco, ou pelo menos, teria sua densidade populacional reduzida, o que diminuiria a

morbidade e possibilitaria a eliminac¢do do parasito pelo sistema imunologico.
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FIGURAS

MPLDSSSTHRRRSVAARLVRLAAAGVAAALAVGTAAAWAHAAATPHRCIHDKLQARVRDSAAHRRMPPSAVSAVGLPYIA
LDAADTVARAADWGTLRIAVSTADLTDPDYHCTRVGQRVSNHADEIVTCTAEDVLTEEKRDILVSYLIPQALQLHAERLR
VRQVQGSWKVTGMTGDVCGEFKVPKAHVTVGVSNADFVLYVASVPSEPGVLAWATTCQVFSDDHPAVGVMNIPAANIVSR
YDQGTTRTVTHEVAHALGFSSVFFEGTGIVKSVTNLRGKPFAAPVINSSTAVAKAREQYGCPTLEYLEVEDQGGSGSAGS
HLKGRNAKDELMAPASAAGYY TNLTMAVFEDLGFYKADFTKAEVMPWGRNASCDFLTNKCMEDNITQWPEMFCNTTERRY
RCPTDRLRLGTCGIRTYSTPMPTYFQYFNDTFLAGYSAFLDYCPFTLGYRNGACNQDPSTAPALFKEFSVFSDAARCLDG
VFQPRNSTTPSPKYNGMCAKVKCDRAHHTYSVQVRGSSGYVACTPGERLDLATLSTAFVEGSYIMCPPYVEVCQANIKGY
IDFEGDAADTAAMRRWRERMTALATVTAALLGIVLAAMAGLAVWLLLITIP

Figura 1. Sequéncia de aminodcidos da Lbgp63: As letras marcadas em verde delimita uma série de
aminoacidos hidrofobicos, denominado peptideo sinal. Os aminodcidos marcados em roxo
representam o pro-peptideo, ja o aminoacido sublinhado representa o residuo de cisteina envolvido no
processo de cysteine switch. Os aminoacidos coloridos em vermelho indicam os residuos clivados
para a adi¢do ancora GPI. A cor azul indica o sitio-Omega, o local de adi¢do da ancora GPI. Por
ultimo, os aminoacidos marcados na cor preta, correspondem a proteina madura, apds as modificagdes
pés-traducionais.
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Figura 2. Alinhamento miiltiplo entre gp63 de diferentes espécies: O alinhamento mostra as sequéncias de
Lbgp63 (nimero de acesso no GenBank: XP 001562829), Ldgp63 (ACT31401), Lmgp63
(ACL01096), Lmxgp63 (XP_003872886). Os sinais de asterisco, dois pontos e ponto final
representam a ocorréncia de aminoacidos idénticos, altamente conservados e fracamente conservados,
respectivamente. A auséncia de qualquer um dos sinais anteriores significa que os aminoacidos
daquela posi¢do sdo divergentes. Os principais influenciadores do enovelamento proteico conservados
em todas as sequéncias estudadas, como a cisteina, prolina e glicina estdo marcados em amarelo,
verde e azul, respectivamente. A cor vermelha representa os aminoacidos envolvidos na composi¢ao
do sitio catalitico.
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Figura 3. Alinhamento entre aminoacidos da Lbgp63 e da proteina-molde Lmgp63: As sequéncias

\

alinhadas correspondem a proteina madura. Os aminoacidos foram coloridos de acordo com o
esquema de cores Zappo, para facilitar a visualizagdo da conservagdo entre as sequéncias. As cores a
seguir representam as caracteristicas de cada aminoacido, sdo elas: rosa (aminoacidos
alifaticos/hidrofobicos), amarelo escuro (aromaticos), azul (de carga positiva), vermelho (carga
negativa), verde (hidrofilicos), magenta (de conformagdes especiais) e amarelo claro (cisteina).
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Figura 4. Representacio da estrutura tridimensional: A) Estrutura terciaria da Lbgp63. Os
subdominios N-terminal, Central e C-terminal s@o representados pelas cores verde, roxo e vermelho,
respectivamente. B) Coordenacao dos residuos de histidinas ao 4&tomo de zinco em distancias inferiores a
3.0A. C) Representagio individual do subdominio N-terminal. O segmento colorido em laranja
corresponde a substitui¢do da fita-p mencionada no texto. D) Subdominio Central. A cor azul representa a
inser¢ao de 61 aminoacidos entre a glicina imediatamente ap6s o motif HEXXH e o terceiro residuo de
histidina envolvido na formagao do sitio catalitico. E) subdominio C-terminal, consistindo basicamente de

fitas-f.

2Revista Didlogos & Ciéncia (D&C), v. 2, n. 40 (17), p.142-174, 2017. ©OIMES



Revista Dialogos & Ciéncia
http:/ /periodicos.ftc.br/index.php/dialogos ISSN 1678-0493

Artigo 173

Figura 5. Sobreposicdo estrutural: Alinhamento estrutural entre Lbgp63 (verde) e Lmgp63 (roxo),

evidenciando a grande conservagao estrutural, sobretudo, dos subdominios N-terminal e Central.
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Figura 6. Mapa de distribuicdo de cargas: Representacdo das cargas parciais de superficie da Lbgp63
(A) e Lmgp63 (B). As cores azul, vermelho e branco correspondem as cargas positivas, negativas e

neutras, respectivamente. O asterisco (branco) indica a fenda catalitica
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DOM DA PALAVRA

Rayme Vasconcellos Soares (raymesoares@gmail.com)
Mestrado Profissional em Bioenergia da Faculdade de Tecnologia e Ciéncias

Quando o corpo fala, desnuda-se o espirito ¢ a tona vém as asas
Adornadas com esculpidas palavras

Ou cruas como o olhar inocente de uma crianca

Hé de se dar valor aquilo que ¢ arte, porque ¢ o que toca o siléncio
O dom da palavra, da fala, da ida até o encontro da alma

Esculpidas ou cruas, nos toquem as palavras, as falas...

E que para o amor, se multipliquem os timbres
E entdo para o rancor, nenhum som permanega

Para que das conquistas estas sejam o leito

E que pela amizade, do lado esquerdo do peito
Permanecam intocadas, sem julgo ou desafeito

Que assim se espalhem as palavras
Que para a dor, como balsamo ecoem
Que para a vida, abram-nos as melhores portas

Que para a lida, nos sirvam sem ressalvas

E que saibamos que o dom da palavra estd no encanto de um texto, mas, também, no
siléncio de uma fala.
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