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ANATOMIA DO DESENVOLVIMENTO DO PERICARPO DE
Lonchocarpus muehlbergianus HASSLER
(Leguminosae — Faboideae)*

LUIZ ANTONIO DE SOUZA
{Departamento de Biologia da Universidade Estadual de Maringd
Caixa Postal 331 — CEP 87,100 —Maringd — Parand — Brasil

RESUMO

A anatomia do desenvolvimento do pericarpo de Lonche-
carpus muehlbergianus Hassler foi enquadrada em estadios,
com base na diferenciagdo celular do endocarpo escleren-
quimdtico, Foram considerados 4 (quatro) estadios: I (ova-
rio), II (fruto em desenvolvimento - fase de atividade meris-
temdtica), III (fruto em desenvolvimento - fase de alonga-
mento celular) e IV (fruto em fase de maturagdo celular,
subdividida em etapas inicial e final).

ABSTRACT
The * evolutignary . anatomy of the pericarp of Loncho-
carpus wuehlbergianus Hassler was fitted in periods of
growth, taking as a  basis the cell differentiation of
sclerenchymatous endocarp, Four periods were considered:
I {ovary), II fruit in development - period of meristematic
activity), III (fruit in development - period of csll
enlargement) e IV (fruit in period of cell maturation;
subdivided in initial and fina] stages).

INTRODUCAQ

O estudo da anatomia do desenvoivimento de frutos de espécies de
Faboideae (Leguminosae) tem se voltado de modo geral para plantas cultivadas de
interesse agrondémico. Registram-se na literatura estudos do pericarpo de Phaseolus
(STARK & MAHONEY, 1942; REEVE & BROWN, 1968), Arachys hypogaea L.
(WALDRON, 1919), Vicia faba L. (KANIEWSKY, 1968) e Ornithopus sativus L.
(KANIEWSKY & WAZYNSKA, 1968). Outros trabalhos se referem a ontogénese
do pericarpo e da semente de Onobrychis vicciifolia Scop, (THOMSON, 1960) e
Indigofera enneaphylla L. (DEHSPANDE & UNTWALE, 1971),

As investigages sobre o desenvolvimento morfoanatémico de frutos de
leguminosas nativas de matas brasileiras sdo conseqiientementes inexistentes.

* Parte da tese de doutoramento, intitulada “‘Desenvolvimento anatémico e comparativo dos
frutos de Acaciz paniculate Willd. (Leguminosae — Mimosoideae) e Lonchocarpus muehl-
bergianus Hassler (Leguminosae Faboideae)®.
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Revista Unimar, Maringd, 6(1); 05-19, out., I 984

Diante disso, o presente trabalho objetiva a andlise do desenvolvimento
estrutural do pericarpo de Lonchocarpus muehlbergianus Hassler, legummosa de hd-
_bito arbéreo, conhecida vulgarmente como *“imbira-de-sapo”, “feijdo cru” e “tim-
b6”, que ocorre em reservas florestais da regifo de Maringd (PR). Esta espécie per-
tence a um género considerado como fonte de madeira (LOFGREN, 1977) e rote-
nona (KRUKOFF & SMITH, 1937), substincia com propriedade inseticida e ictio-
toxica.

MATERIAIS E METODOS

As flores, em pré ¢ pos-antese, e os frutos, em estddios diversos de dife-
renciagfo, foram coletados na reserva florestal Parque do Ingd e no quildmetro 131
da rodovia BR 376, proximo ao municipio de Maringd.

O material coletado, fixado em FAA 50 e dlcool etilico 70° GL, foi ini-
cialmente selecionado com base no tamanho e nos caracteres morfol6gicos (figuras
1 a 6) e depois analisado anatomicamente. Em seguida, observando-se principaimen-
te as fases de diferenciagfio histologica do endocarpo esclerenquimitico (divisfo,
alongamento ¢ maturago celular), o material botanico foi enquadrado em estidios
de desenvolvimento: Estddio I {ovirio), Estadio Il e III (frutos jovens: fase de inten-
sa atividade meristemdtica e outra com predominio de alongamento celular, respec-
tivamente) ¢ Estddio TV (fruto em fase de maturagio celular), subdividido em sub-
estddios inicial e final.

Os ovdrios e as partes basal, média e apical dos frutos foram emblocados
em parafina e seccionados transversal, longitudinal e paradermicainente. A colora-
¢do foi feita segundo o método de DNYANSAGER (1958).

O formato celular dos componentes histolégicos do pericarpo foi pes-
quisado em material macerado, de acordo com o método empregado por Jeffrey
(JOHANSEN, 1940).

Foram também executados testes histoquimicos para celulose, lignina,
cristais de cdlcio, substdncias graxas e tanino (STRASBURGER, 1911; JOHANSEN,
1940).

RESULTADOS

ESTADIO |
Flores branco-lilases, zigomorfas, diclamideas, monéclinas e dispostas
em inflorescéncia paniculada. Ovério em pré e pos-antese (figura 1).

OVARIO — unicarpelar, séssil, levemente achatado e envolvido pelo
andréforo; EPIDERME EXTERNA - cuticularizada, com diferenciagGes multicelu-
Tares (tectoras e glandulares) e estomdticas anomociticas (figuras 7a 10); MESO-
FILO - parenquimdtico, com canais secretores e células taniferas (estas com distri-
bui¢fo ampla na base de ovdrio ou restritas i posicio subepidérmica, ou entdo
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adjacentes aos feixes vasculares (figuras 7 ¢ 12); EPIDERME INTERNA - despro-
vida de pélos ou estdomatos, finamente cuticularizada (figuras 7 ¢ 12; VASCULA-
RIZACAO - feita através de 1 feixe dorsal, 2 ventrais e feixes procambiais imersos
no mesofilo (figura 7); PRECURSOR DO TECIDO DE SEPARACAQ - restrito a
regifo ventral (figuras 7 e 13); ALA INTERNA - pro_]egﬁo aliforme, de origem sub-
epidérmica, verificada nas regiGes ventral (mais desenvolvida) e dorsal da cavidade
ovariana (figura 11},

ESTADIO I

Logo apds a fecundagio do ovdrio observa-se a abscisao das partes flo-
rajis (pétalas e estames), permanecendo o cdlice gamossépalo na base do
fruto jovem. Nesta fase predomina a atividade do meristema ventral
(figura 2).

EPICARPO (epiderme externa) - unjestratificado com pélos e estdma-
tos em diferenciagio ou jd diferenciados (figuras 14) a 19); MESOCARPO - paren-
quimitico (derivado do mesofilo ovariano) salientando-se células hipodérmicas se-
cretoras, células taniferas e canais secretores esquizdgenos (figuras 14 a 18); EPL-
DERME INTERNA - com divisGes predominantemente periclinais, originando uma
camada dupla de células derivadas que também manifestam atividade meristemati-
ca ao longo de toda a fase (figuras 14 e 17): a camada contigua a cavidade seminal &
precursora do endocarpo nfo-esclerenquimdtico (endocarpo externo), e o estrato
subjacente originard o esclerénquima endocdrpico (endocarpo interno) (figuras 15
e 18); VASCULARIZACAO - semelhante 4 do ovdrio, exceto pela maior diferencia-
¢do celular e pelo aparecinento do cimbio vascular (figuras 14 a 16); TECIDO DE
SEPARACAQ - representado por parénquima imaturo (figura 19).

ESTADIO 13l

O fruto se desenvolve acentuadamente nos sentidos longitudinal e trans-
versal (dorsiventral), delineando-se o seu formato e tamanho definiti-
vos. Nesta fase, o pericarpo possul nimero definido de camadas, predo-
minando, portanto, o alongamento celular (figuras 3 ¢ 4).

EPICARPO - com pouca atividade meristemdtica, apresenta jd diferen-
ciadas suas formag¢Bes pilosas tectoras (mais comuns) (figura 21), grandulares e es-
tométicas; MESOCARPO - com regides distintas: a) hipoderme bem delimitada na
base do fruto (células ja esclerificadas); b) tecido parenquimdtico (a maior parte do
mesocarpo) com canais secretores e idioblastos tdnicos (figura 21); ENDOCARFPO -
ainda com sitios de agio meristemdtica no inicio do estddio, é constituido tam-
bém por duas regiGes diferentes: a) endocarpo externo - tecido parenquimdtico mul-
tisseriado revestido pela epiderme; b} endocarpo interno - tecido formado por cé-
lulas fibrosas jovens (paredes delgadas) (figuras 20 e 21}; nos frutos polispérmicos o
endocarpo parenguimdtico prolifera entre as cavidades seminais, simulando a for-
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magfo de septos; VASCULARIZACAQ - feixes vasculares em crescimento secundi-
rio, com tecido esclerenquimitico na fase floemdtica (figura 20); TECIDO DE SE-
PARACAO - ocorre na regido sutural (ventral), permanecendo apenas residuos des-
te tecido na face dorsal (figura 20).

ESTADIO (V

As células do endocarpo esclerenquimdtico - padrdo histolégico para a
considerag@o de estddios de desenvolvimento - sofrem vacuolizagio ci-
toplasmdtica e espessamento {acompanhado de lignificagfo} parietal.

SUBESTADIO 1 — FASE INICIAL DE MATURAGCAO

O fruto atinge o seu tamanho miximo, adquirindo o formato elipsoide
definitivo. Na face ventral ocorre uma ala reduzida; na base conserva-se
o cilice floral.

EPICARPO - de natureza epidérmica (figura 23); MESOCARPO - cons-
titu{do de: a) hipoderme uni ou biestratificaca com células em esclerificagdo (inter-
caladas por células de paredes delgadas); b) tecido parenquimdtico {figura 23); EN-
DOCARPO - o externo ¢ representado por tecidos parenguimadtico e epidérmico, e
o interno, de natureza esclerenquimdtica, é constituido de fibras cujas paredes ce-
lulares comegam a se espessar (figuras 22 ¢ 23); VASCULARIZACAO - feixes vas-
culares em crescimento secunddrio, acompanhados por esclerénqguima localizado na
base do floema (figura 22); TECIDO DE SEPARACAO - de natureza parenquimd-
tica, flangueado por esclerénquima (figura 22).

SUBESTADIO 2: FASE FINAL DE MATURAGAO

Quando atinge a maturidade completa, o fruto, estruturalmente um
foliculo, conserva-se indeiscente. Em geral, apresenta apenas | semente,
embora algumas vezes apresente 2 ou 3 (raramente mais) unidades se-
minais. O cilice seco se mantém em sva base (figuras 5 e 6).

EPICARPO - de natureza epidérmica, cuticularizado, com diferencia-
¢Oes pilosas (pélos tectores e secretores multicelulares) e estomdticas (figuras 25 a
27 e 31); MESOCARPO - constituido de: a) hipoderme (uni e pluriestratificada) de
esclereideos, com contefido tinico, eventualmente intercalados por células paren-
quimdticas (figuras 24, 28, 30 e 31); b) parénquima com ndmero varidvel de estra-
tos (desde 3, observados na base e dpice do fruto, a 20, localizados na cavidade se-
minal), onde se podem observar células esclerificadas, idioblastos taniferos em dis-
posigdo seriada e canais secretores (figuras 28 e 31); ENDOCARPO - ¢ formado
também por 2 regides diferentes: a} a interna, representada somente pela epiderme
unisseriada (base e dpice do fruto) ou pela epiderme simples ¢ um tecido multies-
tratificado {com nimero varidvel de camadas), que pode ser esclerificado (proximi-
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dade da hase e dpice do fruto) ou parenquimético, que salienta células esclerifica-
das e colenquimatosas (cavidade seminal ¢ adjacéncias) (figuras 28 e 31); a epiderme
endocdrpica que margeia a cavidade possui pélos uni ou pluricelulares (figura 33);
b) a regido externa, ausente da regi@o basilar do fruto (figura 24), é constituida por
fibras que se caracterizam por paredes espessas e lignificadas, superficie plana ou si-
nuosa e extremidades retas ou bifendidas; estas fibras se disptem em estratos (8 a
11) que obedecem a um Gnico padrio de orientagio (figuras 28 e 31), exceto na re-
gido apical do fruto, onde ¢las se organizam em 2 estratos (figura 32); VASCULA-
RIZAGAOQ - na hase do fruto, ¢ feita por tecidos condutores secunddrios que en-
volvem uma medula esclerificada (figura 24); no restante do fruto, esses tecidos vas-
culares se arranjam em feixes colaterais: 1 dorsal, 2 ventrais, 1 suplementar (ala
externa) e varios mesocdrpicos (figuras 28 e 31); TECIDO DE SEPARACAO pat-
cialmente esclerificado, ocorre apenas na regido sutural (figura 30); ALA INTER-
NA - ¢ reconhecivel somente na regifo apical, e encontra-se completamente escleri-
ficada (figura 29),

DISCUSSAO

O ovério de L. muehlbergianus é pluriovulado, embora, em geral, apenas
um o6vulo fecundado se diferencie em semente. O fruto monospérmico possui ta-
manho bem inferior ao eventual polispérmico, que se caracteriza por seu aspécto
segmentado. Isso vem, aparentemente, reforgar a afirmacio de que as sementes em
diferenciagfo devem exercer grande influéncia sobre o crescimento do fruto, alte-
rando-lhe a forma ¢ as dimensaes (ULRICH, 1942; ROTH, 1977).

Os pélos uni ou pluricelulares do endocarpo de L. muehlbergianus, que
margeia a cavidade seminal, parecem ter a fun¢do de manter a umidade no léculo.
Segundo KANIEWSKY (1968), durante o crescimento do fruto de Ornithopus
sativus, a dgua se evapora dos pélos e esta umidade é conservada na cavidade em que
as sementes se desenvolvem,

O endocarpo esclerenquimitico de L. muehlbergianus provém princi-
palmente da epiderme interna do ovirio fecundado. A origem epidérmica desta re-
gifo pericdrpica parece ser comum na subfamilia Faboideae (KANIEWSKY, 1968 ;
KANIEWSKY & WAZINSKA, 1968; REEVE & BROWN, 1968; SOUZA, 1984),

O fruto maduro de L. muehlbergianus apresenta-se estruturalmente
como um foliculo indeiscente, jd que mostra res{duos de tecido de separagio par-
cialmente esclerificado somente ao nivel da sutura (regifo ventral). Embora este
tipo de fruto seja considerado filogeneticamente primitivo (FUSCKO, 1914}, o
foliculo desta espécie apresenta algumas caracterfsticas julgadas evoluidas, como
a indeiscéncia na maturidade, o nimero reduzido de sementes, a forma pouco alon-
gada e a existéncia de um dnico estrato esclerenquimdtico interno (FAHN & Z0-
HARY, 1955; HEYN, 1968; ROTH, 1977), Ressalta-se, entretanto, que a classifi-
cagdo do fruto desta espécie como folfculo indeiscente se contrapte a descri¢fo
apresentada por HASSLER (1907), que o considera como legume nfio-deiscente,

Considerando-se a estrutura do endocarpo esclerenquimdtico, o fruto
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de I. muehlbergianus pode ser enquadrado no grupo V, de acordo com a classifi-
caggo de FAHN & ZOHARY (1955), segundo a qual “as fibras do #énico estrato
sio diversamente orientadas em vdrias partes da valva”. Todavia, levando-se em
conta a histologia do esclerénquima endocérpico ao njvel do dpice do fruto desta
espécie, caracterizada por um estrato externo de células pequenas ¢ outro interno
de elementos prismdticos, verifica-se que o fruto ndo se enquadra no grupo men-
ctonado, e sim no Grupo IIi, onde “o estrafo esclerenquimdtico é constituido por
células pétreas e paligadicas”. Isto revela que, na classificagdo de frutos & base de
caracteres anatdmicos, nio podem ser consideradas apenas regides escolhidas ao
acaso. O fruto deve ser analisado estruturalmente como um todo, em virtude das
variagtes histolégicas que podem ocorrer ao fongo do pericarpo.

0 foliculo de L. muchlbergianus ndo possui um aparetho ativo de deis-
céncia, conforme este é descrito por FAHN & ZOHARY (1955) e ROTH (1977).
Hd geralmente um Gnico estrato de fibras arranjadas diversamente no endocarpo
interno, e o tecido de separagfo se encontra parcialmente esclerificado, O endo-
carpo externo desta espécie apresenta células dispostas compactamente, cujas pa-
redes so espessas e lignificadas, principalmente na base ¢ no dpice do fruto, o que
também deve dificultar a sua abertura.

Figuras 1 a 6 — Aspectos morfoldgicos dos diversos estddios de desenvolvimento do fruto:
figura 1 — for aberta (gi= ginecen) (estddio D; figura 2 — fruto jovem; observe-se o calice
persistente (estddio ID; liguras 3 e 4 — frutos jovens, com o cdlice na base do fruto (estddio

11; figura 5 — fruto maduro, monospérmico, indeiscente, ainda com o calice {estadio IV —
Final de maturagdo); figura 6 — fruto també&m maduro, com duas sementes.
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Figuras 7 a 13 — Estrutura do ovdrio (estddio I): figura 7 — diagrama do corte transversal do
ovirio, realizado ao nivel de sua cavidade (ov= évulo); figuia 8 — pélo glandular multiceluiar
da epiderme externa; figura 9 — pélos tectores da epiderme externa, em diferentes fases de di-
ferencia¢fio; figura 10 — pormenor da epiderme externa, em vista frontal; figura 11 — ala infer-
na da regiio ventral do ovidrio, em pormenor; figura 12 — pormenor da parede do, ovdrio, indi-
cado na figura 7 (CS= canal secrctor; EE= epiderme externa; El= epiderme interna; \VIE: meso fi-
lo); figura 13 — pormenor da regifio sutural, indicado na figura 7 (T S= fecido de separagio),
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EPIGERME EXTEANA E INTEANA
PARENQUINA

PROCAMEID E

PRECURSOR F SCLEREHGUIMATICO

Figuras 14 a 16 — Diagramas de cortes transversais do fruto jovem (estddio 1D: fipuras 14 e
15 — seccoes feitas ao nivel da cavidade seminal (st = semente); figura 16 — regifio apical (ai
= ala interna).
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Figura 17 — pormenor da figura 14; figura 18 — pormenor indicado na figura 15 (cs = canal
secretor; ct = céiula tanilera; ei= epiderme interna em divisdo; en=endocarpo interno; ep= epi-
carpo; ex = endocarpo externo; mp = mesocarpo parenquimdtico); figura 19 — pormenor da re-
gido sutural indicado na [igura 15 (ts= tecido de separagdo).

i
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Figuras 20 e 21 — Cortes transversais do fruto jovem {estddio III): figura 20 — diagrama da sec-
¢do feita na regifo da cavidade seminal (st=semente); figura 21 — pormenor indicado na figura
20 {en = endocarpo externo; ep = epicarpo; ex= endocarpo externo; mp = mesocatpo parenqui-
matico}.
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¢io): ligura 22 — diagrama da secgfo executada na regifo da cavidade seminal — (set = semen-
te); figura 23 — pormenor indicado na figura 22 {en = endocarpo interno; ep = epicarpo; ex
= endocarpo externo; hi= hipoderme; mp= mesocarpo parenquimdtico).
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Figura 24 — diagrama do corte transversal executado na base do fruto maduro (estddio IV —
fase final); figura 25 — péla glandular do epicarpo; figura 26 — pélo tector do epicarpo; figura
27 — complexo estomdtico do epicarpo, em vista frontal,
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Figuras 28 e 29 — diagramas dos cortes transversais executados nas regites da cavidade seminal
e do 4pice, respectivamente, do fruto maduro (estddio IV — fase linal) {ai=ala interna; es=ca-
vidade seminal}; figura 30 — pormenor da regifo sutural, indicado na figura 28 (is= tecido de

separagio},

17




Revista Unimar, Maringd, 8(1):05-19, out,, 1984

Figura 31 — pormenor da parede do fruto, indicado na figura 28 (en = endocarpo interno;
ep = epicarpo; ex = endocarpo externo; hi= hipoderme; it = idioblasto tdnico; mp = mesocarpo
parenquimdtico); figura 32 — pormenor do endocarpo externo e interno da regiio apical do fru-
to maduro (en = endocarpo interno: ex — endocarpo externo); figura 33 - pormenor do tecido
endocdrpico externo que margeia a cavidade seminal (notem-se as diferenciagGes pilosas neste
tecido).
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RESUMO

Os autores estudaram a sintopia e a bifurcagdo do nervo
oculomotor ao cruzar a fissura orbitdria superior, em
30 hemicabegas de individuos adultos e masculinos, disse-
cadas ao estereomicroscdpio, A sintopia e as caracteristicas
do nervo ac cruzar a fissura orbitdria superior foram
analisadas e discutidas frente 4 literatura. Em 15 casos (50%),
o nervo oculomotor apresenta-se como tronco Unico, e em
outros 15 casos (50%), bifurcado a esse nivel. Foram
estudadas suas relagdes com os nervos troclear, abducente,
nasociliar, frontal e lacrimal, bem como os casos de
auséncia de sintopia dele em algum dos lados.

ABSTRACT

The relationship of the oculomotor to the superior orbital
fissure was observed through out 30 dissections of the
hemi-heads of adult males. In 15 cases (50%) the nerve was
bifurcated and in 15 (50%) not bifurcated at the level.
Its relationships with troclear, abducent, nasociltar, frontal,
lacrimal nerves-and the abscence of the nerves were analised.

INTRODUGAO
O nervo oculomotor, que recebe os nomes de motor ocular comum e
Il par, € o responsével pela inervagdio motora dos miisculos extrinsecos e intrin-
secos do globo ocular e, conseqiientemente, por virias patologias que se manifes-

¥ Trabalho baseado na Tese de.Mestrado apresentada por Jesus Carlos Andreo 3 Escola
Paulista de Medicina, ‘
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tam por altera¢Ges dos movimentos deste 6rgdo.

Este nervo, no seu trajeto, cruza a fissura orbitdria superior e neste
local pode sofrer pressdo, como, por exemplo, apds uma fratura, produzindo sinto-
matologia, por isso resolveu-se fazer um estudo da sua sintopia neste nivel, além de
observar se, no momento de cruzar a referida fissura, ele se encontra como um
tronco Gnico, ou se estd bifurcado, porque na literatura consultada este dado apre-
senta variagdo.

REVISAO DA LITERATURA

Para alguns autores, o nervo oculomotor bifurca-se em ramos superior
e inferior apés cruzar a fissura orbitdria superior (SAPPEY, 1880; PEREIRA-
GUIMARAES, 1894; ANILE, 1919; PITRES & TESTUT, 1925; ANSON, 1963,
MURAKAMI, 1965; PERNKOPF & PICHLER, 1968; WARWICK & WILLIANS,
1973; SPALTEHOLZ & TORTELLA, 1976; SOBOTTA & BECHER, 1977),
enquanto para outros esta bifurcagfo ocorre antes desse nivel (DEBIERRE, 1890;
HEITZMANN, 1896; BOUTIGNY, 1901; CUNEO, 1904; VALENTI, 1912; FAZ-
ZARI, 1914; HOVELACQUE, 1927, FALCONE, 1931; LUNA, 1932; WAMLSLEY,
1936; BARNHILL, 1940; EDWARDS, 1947; TOLDT, 1948; LARSELL, 1953;
WOLFF, 1955; ROUVIERE 1961; LAKKE, 1962; DURWARD, 1964; LOCK-
HART, 1965; WOODBURNE, 1973; TESTUT & JACOB, 1977, TESTUT & LA-
TERIJET, 1978).

Na literatura consultada encontra-se o registro de virios tipos de sin-
topia do nervo oculomotor e seus ramos com Os nervos crinicos, como mostram
os quadros abaixo:

QUADROI
SINTOPIA DO NERVO OCULOMOTOR COM 03
NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM SUPERIORMENT E COM ELE

TIPOS NERVOS AUTORES
troclear Pereira-Guimardes, 1894 ; Anile, 1919;
1 ) Pitres & Testut, 1925;
Scbotta & Becher, 1977,
suséneia de Anson, 1963 ; Pernkopf & Pichler, 1968;
2 nervo crinico Warwick & Williams, 1973;
Spalteholz & Tortella, 1976.
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QUADRO I}

SINTOPIA DO NERVO OCULOMOTOR COM OS

NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM LATERALMENTE COM ELE

TiPOS NERVOS AUTORES
1 frontal e Sappey, 1880; Pereira-Guimaraes, 1894
- - | nasaciliar :
frontal, Pitres & Testut, 1925,
2 nasociliar e
troclear
3 oftdlmico Anson, 1963; Sobotta & Becher, 1977
4 frontal Pernkopf & Pichler, 1968
5 | troclear Warwick & Williams, 1973
auséncia de Anile, 1919; Spalteholz & Tortella, 1976
netvo crinico

MNERVOS CRANICOS

QUADRO Il

SINTOPIA DO NERVO OCULOMOTOR COM 0S

QUE SE ENCONTRAM INFERIORMENTE AELE

 TIPOS NERVOS AUTORES
Anson, 1963; Pernkopf & Pichler, 1968;
bd t » v P ' »
1 abdurente Sobotta & Beclier, 1977
auséneia de Sappey, 1880; Pereira-Guimardes, 1894 ;
2 nervo cranico Pitres & Testut, 1925; Warwick & Williams, 1973;

Spalteholz & Tortella, 1976.

QUADRO IV

SINTOPIA DO NERVO OCULOMOTOR COM 0S5
NERVOS CRANICOS QUE SE ENCONTRAM MEDIALMENTE A ELE

TIPOS NERVOS AUTORES
aliséncia de Sappey, 1880; Pereira-Guimarés, 1894 ;
1 nervo crinico Anile, 1963 ; Pernkopf & Pichler, 1968;

Warwick & Williams, 1973 .Sobotia & Becher, 1977
QUADRO V :

S5INTOPIA DO RAMO SUPERIOR DO NERVO OCULOMOTOR COM
0% NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM SUPERIORMENTE A ELE

TIPOS NERVOS AUTORES

troclear Heitzmann, 1896 ; Hovelacque, 1927; Toldt, 1948;

1 Wolff, 1955; Durward, 1964 ; Lockhart, 1965

Testut & Latarjet, 1978.

2 oftdlmico Lakke, 1962.
auséncia de Debierre, 1890; Boutigny, 1901 ; Cunéo, 1904 ; Fazzari,

3 nervo 1914; Falcone, 1931; Luna, 1932; Walmsley, 1936;
crinico Edwards, 1947; Larsell, 1953; Rouviére, 1961;

Woodburne, 1973,
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QUADRO VI
SINTOPIA DO RAMO SUPERIOR DO NERVO QCULOMOTOR COM OS |

NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM LATERALNMENTE A ELE

TIPOS NERVOS AUTORES
1 nasal e Debierre, 1890
nasociliar )
9 [acrimal Heitzmann, 1896; Barnhill, 1940
troclear Boutigny, 1901; Cunéo, 1904 ; Valenti, 1912; Falcons,
3 1931; Luna, 1932; Walmsley, 1936; Edward, 1947;
Larsell, 1953; Rouviere, 1961; Lockhart, 1965;
Woodburne, 1973, :
4 frontal e Fazzari, 1914.
nasociliar
troclear e Toldt, 1948
5 frontal
6 traclear e Durward, 1964
nasociliar -
7 nasociliar Wolff, 1955; Testut & Jacob, 1977;
Testut & Latarjet, 1978.
auséncia de Lakke, 1962,
8 nervo
cranico

QUADRO VI
SINTOPIA DO RAMO SUPERIOR DO NERVO OCULOROTOR COM 0S8
NERVOS CRANICDS QUE SE RELACIONAM INFERIORMENTE A ELE

TIPOS NERVOS AUTORES
nasocciliar e Debierre, 1890,
1 amo 5 Durward, 1964;
inferior do
oculomator
ramo Heitzmann, 1896; Fazzati, 1914;
inferior do Edwards, 1947; Toldt, 1948; Larsell, 1953; Wolff, 1955;
2 aculomotor Lakke, 1962; Lockhart, 1965; Testut & Jacob, 1977,

Testut & Latarjet, 1978,

3 nasociliar Boutigny, 1901 ; Valenti, 1912,
nasociliar e Cundo, 1904; Hovelacque, 1927;

4 abducente Falcone, 1931; Luna, 1932,

5 abducente Rouviére, 1961 ; Woodburne, 1973;
auséncia de Walmsley, 1936 ; Barnhill, 1940,

6 nervo
crinico
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QUADRO Vil
SINTOPIA DO RAMO SUPERIOR DO NERVO DCULOMOTOR
COM 08 NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM MEDIALMENTE A ELES

TIPOS NERVOS AUTOR ES
1 nasociliar Hovelacque, 1927; Walmsiey, 1936,
auséncia de Debierre, 1890; Heitzmann, L896; Boutigny, 1901;
nervQ Cunéo, 1904; Valenti, 1912 Fazzari, 1914 ; Falcone,1931;
) Luna, 1932; Edwards, 1947; Toldt, 1948; Larsell, 1953;
Rouviére, 1961 ; Lakke, 1962; Durward, 1964 ; Lockhart,

1965; Woodburne, 1973 ; Testut & Jacob, 1977;
Testut & Latarjet, 1978.

QUADRO IX
SINTOPIA DO RAMO INFERIOR DO NERVO OCULOMOTOR, COM 05
NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM SUPERIORMENTE A ELE

TIFQS NERVOS AUTORES
ramo Debierre, 1890.
1 superior do
aculomotor
e vasociliar
ramo Heitzmann, 1896 ; Fazzari, 1914 ; Edwards, 1947; Toldt,
superior do 1948; Larsell, 1953; Wolff, 1955; Lakke; 1962; Durward,
2 oculomotor 1964 ; Lockhart, 1965 ; Testut & Jacob, 1977;
Testut & Latarjet, 1978,
3 nasociliar Boutigny, 1901; Woodburne, 1973.
4 nasociliar e Cunéo, 1904 ; Valenti, 1912; Hovelacque, 1927;
abducente Falcone, 1931; Luna, 1932
5 frontal Barnhill, 1940
6 abducente Rouvitre, 1961
auséncia de Walmsley, 1936
7 nervo :
crinico

QUADRO X
SINTOPIA DO RAMO INFERIOR DO NERVO OCULOMOTOR COM OS
NERVOS CRANICOS QUE SE ENCONTRAM LATERALMENTE A ELE

TIPOS NERVOS AUTORES
abducente e Debierre, 1890 ; Fazzari, 1914 ; Wolff, 1955 ; Durward,
1 nasociliar 1964; Testut & Jacob, 1977; Testut & Latarjet, 1978
abducente Boutigny, 1901; Hovelacque, 1927; Walmsloy, 1936;
2 Edwards, 1947; Larsell, 1953 ; Lockhart, 1973.
3 frontal Toldt, 1948
4 nasociliar Lakke, 1962
auséncia de Heitzmann, 1896 ; Cunéo, 1904; Valenti, 1912,
5 nervo Falcone, 1931; Luna, 1932; Rouviére, 1961
crinico
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QUADRO X1

SINTOPIA DO RAMO INFERIOR DO NERVO OCULOMOTOR COM 05
NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM INFERIORMENTE A ELE

TIPOS NERVOS AUTORES
1 abducente Heitzmann, 189; Wolff, 1955; Lakke, 1962.
auséncia de Valenti, 1912; Fazzari, 1914 ; Hovelacque, 1927;
nervo Falcone, 1931; Luna, 1932; Walmsley, 1936; Barnhill,
5 crinico 1953; Rouviére, 1961; Durward, 1964 ; Lockhart, 1965;
Woodburne, 1973; Testut & Jacob, 1377;
Testut & Lafarjet, 1978.

QUADRO X1

SINTOPIA DO RAMO INFERIOR DO NERVO OCULOMOTOR COM OS
NERVOS CRANICOS QUE SE RELACIONAM MEDIALMENTE A ELE

TIPOS NERVOS - AUTORES
1 abducente Hovelacque, 1927; Bamhﬂl, 1940;
Rouviére, 1961; Lockhart, 1965;
auséncia de Debierre, 1890 Heitzmann, 1896; Boutigny, 1901,
nerva Cunéo, 1904 ; Valenti, 1912; Fazzari, 1914; Falcone,
2 crinico 1931; Luna, 1932; Walmsley, 1936; Edwards, 1947,
Toldt, 1948; Larsell; 1953 ; Wolff, 1955; Lakke, 1962;
Waodburne, 1973 ; Testut & Jacob, 1977; Testut &
Latarjet, 1978

f

MATERIAL E METODO

Foram utilizadas 30 hemicabegas de individuos adultos e do sexo mas-
culino, das quais 15 do lado direito e. 15 do lado esquerdo, escolhidas ao acaso,
fixadas em formol a 10%. Houve a remogio dos encéfalos e ressecgdo das hemi-
calotas, para facilitar o acesso 4 regifio da fissura orbitdria superior.

Procedeu-se & dissecagio sob um esteromicroscépio OPMI-1 (Zeiss), -

com o aumeénto de 10 vezes,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados sobre a

bifurcagio do nervo oculomotor, antes ou depois

de cruzar a fissura orbitdria superior, estdo na tabela 01,

TABELA 01

DISTRIBUICAD DO NERVO OCULOMOTOR,
SEGUNDO SUAS CARACTERISTICAS E LADOS

CARACTERISTICAS ‘
TRONCO ‘BIFURCADO TOTAL
LADOS
Esquerdo 08 07 15
Direito 01 08 15
TOTAL 15 15 30
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Em 15 casos (50%), observou-se que 0 nervo oculomotor ndo se hifur-
cavé\ a0 cruzar a fissura orbitdria superior, como alguns autores mostram (SAPPEY,
1880; PEREIRA-GUIMARAES, 1894; ANILE, 1919; PITRES & TESTUT, 1925;
ANSON, 1963; MURAKAMI, 1965; PERNKOPF & PICHLER, 1968; WARWICK
& WILLIAMS, 1973; SPALTEHOLZ & TORTELLA, 1976; SOBOTTA &BECHER,
1977). Nos outros 15 casos {50%), encontrou-se o nervo oculomotor bifurcado
neste njvel, confirmando o que outros autores afirmam (DEBIERRE, 1890,
HEITZMANN, 1896; BOUTIGNY, 1901; CUNEO, 1904; VALENTI, 1912: FAZ-
ZARI, 1914; HOVELACQUE, 1927, FALCONE, 1931; LUNA, 1932; WAMSLEY,
1936; BARNHILL, 1940; EDWARDS, 1947, TOLDT, 1948; LARSELL, 1953;
WOLFF, 1955; ROUVIERE, 1961, LAKKE, 1962; DURWARD, 1964; LOCK-
HART, 1965, WOODBURNE, 1973; TESTUT &JACOB, 1977; TESTUT &LATAR-
JET, 1978)

Pode-se observar, também, que esta caracteristica (estar bifurcado ou
nio ao nivel da fissura orbitdria superior) ndo estd relacionada com o lado da hemi-
cabega, apesar de esta observagdo nffo ser um dos objetivos deste trabalho,

Os dados sobre a sintopia do nervo oculomotor, come tronco tnico,
com os nervos crinicos ao nivel da fissura orbitdria superior estdo na tabela 02,

TABELA 02

DISTRIBUICAO DOS NERVOS QUE SE RELACIONAM COM 0 TRONCO
DO NERVO OCULOMOTOR, SEGUNDO SUAS POSICOES

POSIGOES :
. SUPERIOR LATERAL INFERIOR MED{AL
NERVOS
w 03 0z 02 00
IV e nasociliar 00 06 00 00
IV e frontal 00 02 00 00
Vi 00 00 09 00
VI e nasociliar 00 00 01 00
Nasociliar : 00 0t 01 00
Nasociliar & frontal 00 02 00 00
Auséncia 12 02 02 15
TOTAL 15 15 15 15

Nas 15 pegas em que o nervo oculomotor nfo se bifurcou antes de cru-
zar de fissura orbitdria superior, houve 4 casos (13%) semelhantes ao tipo 1 e 11
casos (36%) semelhantes ao tipo 2 do quadro I

Houve 2 casos (6%) semelhantes ao tipo 1, 2 casos (6%) semelhantes
ao tipo 5 e 2 casos (6%) semelhantes ao tipo 6 do quadro 1I. Ndo foi encontrado
nenhum caso semelhante aos tipos 2, 3 e 4 do quadro II, mas foram encontrados
casos de tipos diferentes dos descritos neste quadro: 6 casos (20%) de nervo tro-
clear e nasociliar; 2 casos de nervo troclear e frontal; 1.caso (3%) de apenas nervo
nasociliar.
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Nestas mesmas pegas houve 9 casos (30%) semelhantes ao tipo 1 e 2
casos (6%) semelhantes ao tipo 2 do quadro III. Foram encontrados também
tipos de sintopia que ndo foram citados no quadro 111: 1 caso (3%) de nervo abdu-
cente e nasociliar; 1 caso {3%) de nervo nasociliar; 2 casos de nervo troclear.

O tipo 1 do quadro IV foi encontrado em todas as pegas onde o nervo
oculomotor ndo se bifurcou antes de cruzar a fissura orbitdria superior.

_ TABELA 03
DISTRIBUIGAO DOS NERVOS QUE SE RELACIONAN COM O
RAMO SUPERIOR DO NERVO OCULOMOTOR SEGUNDO SUAS POSICOES

POSICOES SUPERIOR LATERAL INFERIOR MEDIAL

NERVOS

Rame inferior do 111 00 00 14 00
Ramo inferior do Il e

nasociliar 00 00 01 00
v 03 08 00 00
IV e nasociliar 00 03 00 00
IV e frontal 00 0t 00 00
Frontal 00 03 00 00
Auséncia 12 00 00 15
TOTAL 15 15 15 15

Nas pecas em que 0 nervo oculomotor cruzou a fissura orbitdria supe-
rior dividido em ramos superior e inferior, houve 3 casos (10%}) semelhantes ao tipo
1, nenhum caso semelhante ao tipo 2 e 12 casos (40%) semelhantes ao tipo 3 do
guadro V.

Encontraram-se 8 casos (26%) semelhantes ao tipo 3, 1 caso (3%)
semelhante ao tipo 5, 3 casos (10%) semelhantes ao tipo 6 e nenhum caso seme-
lhante aos tipos 1, 2, 4, 7 ¢ 8 do quadro V1, mas houve 3 casos (10%) com um tipo
diferente de sintopia, apenas com o nervo frontal,

Houve 14 casos (46%) semelhantes ao tipo 2, 1 caso (3%) semelhante
ao tipo 1 e nenhum caso semelhante aos tipos 3,4, 5 ¢ 6 do quadro VIL

Nestas pegas todos os casos confirmaram o tipo 2 do quadro VIIL.
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TABELA 04
DISTRIBUIGAD DOS NERVOS QUE SE RELACIONAM COM O _
RAMO INFERIOR DO NERVO OCULOMOTOR, SEGUNDO SUAS POSICOES

POSICGES
SUPERIOR LATERAL INFERIOR MEDIAL

NERVOS

Ramo superior do 111 15 00 00 a0
Nasociliar 00 06 00 00
Nasociliar e frontal 00 02 00 00
Nasociliar e lacrimal 00 01 a0 00
Nasociliar e V1 00 00 01 00
Frontal 00 04 00 00
VI 00 02 09 00
Auséncia 0o 00 05 15
TOTAL 15 15 15 i5

Nas pecas em que o ramo inferior do nervo oculomotor foi encontrado,
houve 15 casos (50%) semelhantes ao tipo 2 e nenhum caso semelhante aos outros
tipos do quadro IX.

Houve 2 casos {6%) semelhantes ao tipo 2, 4 casos (13%) semelhantes
ao tipo 3, 6 casos (20%) semelhantes ao tipo 4 e nenhum caso semelhante aos tipos
1 e 5 do quadro X, e foram encontrados 2 tipos diferentes dos citados no referido
quadro: 2 casos (6%) de nervos nasociliar ¢ frontal; I caso (3%) de nervos naso-
ciliar e lacrimal.

Foram encontrados 9 casos (30%) semelhantes ao tipo 1 e 5 casos
{16%) semelhantes ao tipo 2 do quadro XI, além de | caso (3%) diferente dos tipos
citados nesse quadro. ‘

Nestas pegas, todos os casos foram semelhantes ao tipo 2 do quadro
X1l

A seguir, stio apresentadas 2 figuras que mostram os nervos que sio en-
contrados com maior freqiiéncia em sintopia com o nervo oculomotor ou com os

~ ramos superior ¢ inferior deste, ao nivel da fissura orbitdria superior.

FIGURA]

FIGURA H

@ Auséncia de aervos crinicos
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A figura 01 € um esquema da sintopia do nervo oculomotor como tron-
co tinico, ao nivel da fissura orbitdria superior.

A figura 02 é um esquema da sintopia dos ramos superior e inferior do
nervo oculomotor, também ao nivel da fissura orbitdria superior.

Os algarismos ardbicos representam a freqiiéncia dos nervos nas posi-
¢Bes indicadas, os algarismos romanos representam os nervos crinicos, e as letras
“S” e “I” representam os ramos superior e inferior do nervo oculomotor, respec-
tivamente.

CONCLUSOES

Com base nas observagOes das microdissecagGes das 30 hemicabegas,
pode-se concluir que:

1) O nervo oculomotor pode cruzar a fissura orbitdria superior como
tronco (50%) ou bifurcado (50%) em seus ramos superior e inferior.

2) A sintopia do nervo oculomotor como tronco apresentou algumas
variages ao cruzar a fissura orbitdria superior. Superiormente, encontrou-se 1
tnico tipo de relagio, observado em 3 casos, em que o nervo troclear estava pre-
sente. Lateralmente, encontram-se 5 tipos de relagGes, e o nervo mais freqiiente
foi o troclear. Inferiormente, encontraram-se 4 tipos de relagGes, e o nervo mais
freqiiente foi o abducente. Medialmente, nfo se encontrou nenhum nervo,

3) A sintopia do ramo superior do nervo oculomotor também apresen-
tou algumas variagOes. Superiormente, encontrou-se apenas 1 tipo, e em 3 casos,
em que o nervo que estava presente era o troclear, Lateralmente, encontraram-se
4 tipos de relagdes, e o nervo mais freqiiente foi o troclear, em 12 casos. Inferior-
mente, encontraram-se 2 tipos, e o ramo inferior do nervo oculomotor foi encon-
trado nos 15 casos. Medialmente, ndo se encontrou nenhum nervo.

4) A sintopia do ramo inferior do nervo oculomotor é menos varid-
vel. Superiormente, encontrou-se sempre o ramd superior do nervo oculomotor,
Lateralmente, encontraram-se 5 tipos de relagdes, e o nervo mais freqiiente foi o
nasociliar, em 9 casos, Inferiormente, encontraram-se 2 tipos de relagdes, e o ner-
vo encontrado em maior nimero de vezes foi o abducente, em 10 casos. Medial-
mente, no se encontrou nenhum nervo.
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SISTEMA PARA MANUSEIO DE MEMORIAS EPROM

PAULQC DE TARSO SiCA DE TOLEDO *
NESTOR CHAR.ES FERNANDES ~*

RESUMO

Desenvolvemos uma interface acopldvel a microcomputa-
dores, para gravar memérias do tipo EPROM com aplica-
¢des diversas. Os principais fatos levados em consideragdo
foram a versatilidade do aparelho e a facilidade do uso.

ABSTRACT

An interfave which can be coupled to a microprocessor was
developed in order to register memories of the type
EPROM, with the possibility of various aplications. The
principal facts considered during the said development
were the versality of the apparatus and its simple use.

INTRODUCAOD

Quando temos que desenvolver microcomputadores ou reprogrami-los,
deparamos ¢om uma barreira técnica que consiste em como gravar as memorias ou,
entdo, regravar com programa novo as ji existentes, realizando as novas fungdes
desejadas.

A Unidade Central de Processamento (CPU) é considerada o “coragdo ™
dos microcomputadores, pois comanda todo o sistema; no entanto, quem diz 4
CPU o que fazer sdc as instrugBes armazenadas em memdrias programdveis/apagd-
veis somente de leitura (EPROM’s), dai a necessidade de se desenvolver urn gravador
para estas.
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O CIRCUITO

Utilizou-se o microcomputador existente no Departamento de Fisica
(CP 500 da Prologica), na tentativa de abranger todos os tipos de Memérias EPROM
existentes no mercado,

O circuito projetado é mostrado na FIGURA 1, que apresenta o diagra-
ma em blocos dos principais componentes,

GRAVADOR DE EPROM 1
B
A
R 50
R QUETE
A RECODITFICADOR
M DE PARA
B ® ® SOQUETE DA
N ENDEREGOS EPROM 2
3 PPI
¥ SELECAO DO
. 8255A .
¢ FONTE DE TIPO DA
b B VIADEDADOS
& ALIMENTAQAO
EPROM
CHAVEADA
s SINAIS DE
2
4
CONTROLE “ZERAMENTQ”
AUTOMATICO
FIGURA 1 - DIAGAAMA EM BLOCOS DO APARELHO CONSTRU(DO.

Nessa figura se destaca o uso do circuito integrado 8255A, que é uma
interface periférica programdvel (PPI), que consiste num sistema de entradas/saidas
programdveis de uso geral, com vinte e quatro pinos para estas fungdes, que podem
ser programados em dois grupos de doze pinos e possuem trés modos de operagio.
Pelo primeiro (Modo @), cada grupo de doze pinos é programado em trés grupos
de quatro, para serem entradas ou saidas. Pelo segundo (Modo 1), eles sdo progra-
mados em trés grupos de oito, como entradas ou saidas. Finalmente, pelo terceiro
(Modo 2), teremos oito canais para barramento bidirecional e cinco para comunica-
¢do e sinais de controle.

Nos trés modos de operagfo, se o dispositivo nio estiver selecionado,
todos os vinte e guatro pinos de entradas/safdas estardo no modo alta impedancia
(tri-state). A FIGURA 2 mostra o diagrama interno ¢ a disposi¢do dos pinos na
pastilha.
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Ent/safda
GRUPO A @ GRUPO A ¢ -
Controle —F Posta A :
onta PATPAD
L.
[ ]
Daldos RN Ent/safda
) “Butfer™ de < GRUPG 4
il M dados Porta C Q*—--;--#
E et 4 superiores PCTPCH
RN
N 1
WR
.KI_.,. » Ent/safda
AD—& Controle GRUPO B 4
) feitura/escrita Porta C »
RESET 4 infedores PC3-2CH
& —%
cs )
AT
v — ¥
Ent/salda
GRUPO B & GRUPD B X 4
Controle = . Porta C R
' | &l : PB7-PBA
&
l Barramento interno de ?
8 “bits"

FIGURA P2 - Arranjo interno da l6gica por PP) 82554 — INTEL

Outra parte de real importincia é a distribuigdo de fungdes nos pinos
das memorias EPROM utilizadas, Como mostra a FIGURA 3, temos as pinagens
das memdrias mais usadas, sendo que todas possuem 24 pinos. Por esta razio,
o aparelho possui um (nico soquete para elas (soquete do tipo Textool zero-
force). '

Como podemos notar, somente alguns pinos possuem fungdes diver-
sas entre as memoOrias. Para solucionar este inconveniente, foi desenvolvido um
modulo que consta de um soquete e quatorze pinos DIP  (dual-in-line), onde
sio encaixados modulos para cada tipo de EPROM a ser utilizado. Este sistema
foi o que apresentou melhor performance em termos de custo e funcionalida-
de, ndo ocupando enderegos de programagio e facilitando, assim, o projeto.

Para a comutagio das tensdes de programagiofleitura, foi utilizado
um relé, pelas mesmas justificativas apresentadas para o moédulo de selegio da
EPROM. '

O aparetho utiliza alguns endere¢os de programa para seu funciona-
mento, conforme TABELA 1, que os apresenta ¢ detalha a sua fungfo.
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'Byte’’ de controla Resposta na 8255A Fungdo
00 zera PCO zera EPROM end, A8
01 ajusta PCO ajusta EPROM end. A8
02 zera PCl zera EPROM end, A9
03 ajusta PC1 ajusta EPROM end. A9
04 zera PC2 zera EPROM end. A10
05 ajusta PC2 ajusta EPROM end. A10
06 zera PC3 zera EPROM end. All
07 ajusta PC3 ajusta EPROM end. All
08 zera PC4 desliga 03 25,5V
09 ajusta PC4 liga os 25,5V
0A zera PCS desliga 0s 5V
OB ajusta PC5 liga 05 SV
oc zera PC6 relé no modo programagdo
oD ajusta PCo relé no medo leitura ndo nsado
OL zern PCT nio usado
or ajusta PCT nio usado
80 Todas as portas na mado programagio

8255 no modo entrada
82 Portas A e C no modo
safda; porta B no
modo entrada modo leitura

TABELA D1 — Principais enderegos de programa.

O microcomputador adotado, como jd se salientou na introdugdo deste
trabalho, foi o CP 500 da Prolégica, que nfo permite entradas e safdas de dados an-
tes de usarmos algumas palavras de controle, que sdo apresentadas na TABELA 2,
com suas respectivas fungtes. Além disso, ele requer um pulso de retorno no pino
denominado EXTIOSEL  (External Imput/Quiput Select), todas as vezes que uma
operagio de entrada ou safda estiver em andamento.

CP 500 Fungfio Portado CP 500 | Portado 8255
QUT 236,16 modo safda de dados F8H A
Pino 43 do EXTIOSEL - deve estar no F9H B
barramento nivel baixo toda vez que FAH C

uma operagdo de entrada FBH Cantrole
estiver em andamento

TABELA D2 - Palavras de controle, com suas respectivas fungdes, utilizsdas no CP 500,
que permitem a entrada e salda de dados.
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MICRO-SINEX SOFT & HARD SELEGAD INICIAL

ErRCCEOTROO D

. Leitura da EPROM
Teste de desgravacaa
“Cross-reference”

. Comparagio EPROM x RAM
Gravaglo dos dados
Leitura dos dados

. Mover blocos de leitura
. Gravagio da EPROM
(Gravagdo da 2708
Safda na tela

. Entrada pelo teclado
. Listagem do diretdrio do disca
. Retorno ao sisterm operacional

TABELA 03 — Principais fungbes que o equipamento é capaz de realizar.

Todo o “software” utilizado foi elaborado em ASSEMBLER (“Machine Code™}, e as princi-
pais fungles que o equipamento é capaz de realizar sfo mostradas na TABELA
03, onde temos o “menu” ptinicipal do programa.
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MEMORIA LEITURA GRAVAGAO

A\

PIND 18 | 19 [ 20| 2n| 18 19 | 20 | 2
2704, 2708 0 12 o | 5 |ass 2| 1z | s
2758,2716 0 ato | o | s | s AlO] 5 | 255
2732 0 Ao | o | au| s A10 | 255 | Al
2532 ail | ano} o | o | a1 AlD ]| S 25,5

FIGURA B3: Fungdes dos pinos para as memadrias do tipo EPROM.

RESULTADOS

Foram feitos diversos testes com as memoérias EPROM, para uso em
equipamentos j4 existentes ¢ para os novos microcomputadores por nés projetados
e construidos, Todos os testes provaram a eficiéncia do aparelho. Todavia, notou-se
a necessidade de anexar a ele um sistema com limpada ultravioleta para efetuar o
apagamento das memorias. Isto facilita o seu uso, tornando-o auto-suficiente, poden-
do-se, desta forma, ler, pravar ou apagar memorias do tipo EFROM.
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ALGUNS ASPECTOS DA REPRODUGAQ AMPLIADA NO
MODO DE PRODUCAO CAPITALISTA, SEGUNDO A
VISAO MACRODINAMICA DE KALECKI

SILVIO ANTONIO F. CARIO*
OSCAR HISAO ITO*+

RESUMO

Este artige procura analisar o modelo de Kalecki sobre a
dindmica econémica do sistema capitalista. Deste modo,
examinam-se os determinantes do lucro e do investimento,
a fungio do consumo dos capitalistas e a presenga do setor
externo e do governo, Finalmente, procura-se discutir a
aproximagdo do raviocinio kaleckiano ao marxista, e suas
diferengas em relagdo ao keynesiano.

ABSTRACT
This article analyses the Kalecki's model about the economic
dynamics of the capitalist system. Thus the determinants of
the profit and investiment, the function of capitalists'
consumption and the presence of the external sector and of
the government are examined. Finally, it discusses the
aproximation of Kaleckian argumentation to Marxist
systern and their differences respecting the Keynesian one.

1. INTRODUCAO

O objetivo deste “‘paper” € discutir as concepgtes de Kalecki sobre a
dinimica do sistema capitalista. Apesar de apresentarem fundamental importincia
para explicagio do movimento do capital, as teorias de Kalecki foram praticamente
esquecidas, mesmo sendo pioneiras em relagfo s teorias de Keynes, amplamente
divulgadas. Somente nestes Gltimos anos ¢ que a repercussfo de sua teoria movimen-
tou o mundo académico e colocou em discussfo a sua validade.

A razdo para o esquecimento deve-se ao fato de que sua tormagio tedri-
ca é marxista, portanto de critica ao sistema capitalista, frente a uma gama de eco-
nomistas de Cambridge que procuravam nfo sé “justificar” o regime, mas também
preservi-lo.

A veracidade de suas formulagGes tem invertido o cendrio teérico e co-
locado em discussdo, frente a frente, os economistas contemporineos, O tema dis-

* Departamento de Ciéncias Econdmicas da Universidade Federal de Santa Catarina
Caixa Postal 476 — CEP 88.000 — Floriandpolis — Santa Catarina

™ Departamento de Economia da Universidade Estadual de Maringd
Caixa Postal 331 — CEP 87.100 — Maringd — Parand
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cutido envolve uma série de questdes pertinentes hoje ao mundo capitalista e, para
tanto, sfo discutidos separadamente os fatores que determinam a reprodugdo am-
pliada do capital no modo de produgdo capitalista.

Assim, sdo analisados os determinantes do lucro, o papel do consumo
dos capitalistas, o nivel de investimento e a presenga do comércio externo e do Es-
tado na dinimica capitalista.

Finalmente, & discutido o grau de aproximag¢io do raciocinio kaleckia-
no ao marxista, ¢ suas diferengas frente is concepgdes keynesianas,

2. DETERMINANTES DO LUCRO

Os determinantes do lucro (P) numa economia capitalista sao os gastos
efetuados pela classe capitalista e o nivel de investimento:

P=1+ Cc (1

Esta equagdo simplificada é sustentada pelas seguintes suposig@es:

a) a economia é fechada;

b) a sociedade é dividida em duas classes: os capitalistas e os trabalhadores;

¢) todo saldrio auferido pelos trabalhadores ¢ gasto em consumo;

d) ndo hi formagéo de estoque de produtos ndo vendidos; _

g) a economia é dividida em 3 setores, sendo que o departamento I produz bens
de investimento, o departamento Il produz bens de consumo para os capita-
listas & o departamento III produz bens de consumo para os trabalhadores;

f) cada departamento produz os bens finais ¢ intermedidrios.

E interessante salientar a diferenca entre a concepgdo de Kaleckie a de
Marx sobre a produgdo de bens intermedidrios, pois, enquanto Marx, na divisdo da
economia em dois setores — Departamento I (bens de capital) e Departamento II
(bens de consumo) —, atribuia a produgdo de matérias-primas, em sua totalidade, ao
Departamento 1, Kalecki a rateia pelos trés departamentos (JOBIM, 1981).

Assim sendo, o valor da produgfo dos departamentos refere-se ao valor
agregado, composto de lucro bruto (P) e dos saldrios (W), ou seja, o Departamento
1, produtor de bens de jnvestimento (I), obtém o Iucro P e o saldrio Wy, o Depar-
tamento II, produtor de bens de consumo dos capitalistas {Cc), obtém P5 ¢ Wy, e
o Departamento 1II, produtor de bens de consumo para os trabalhadores (Cw),
obtém Pz e Wa.

Dep. I Dep. 11 Dep. III TOTAL
Py . Pz Py P
W Wo W3 W

1 Cc Cw Y
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O saldrio W3 do Departamento I & destinado 4 compra de bens de con-
sumo deste departamento. A diferenga do valor da produgdo deste departamento
(Cw — W3 = P3) ¢ destinada aos trabalhadores dos Departamentos 11 e III, que
compram os bens de consumo com seus saldrios W e Wo. Assim, o lucro do Depar-
tamento [ estd em fungdo dos gastos dos trabalhadores dos Departamentos 1 e 11

Pa=W|+ W, (2)

Acrescentando Py e Py, respectivamente lucros dos Departamentos I e
I nos dois lados da equagdo (2), tem-se, de um lado, o total do lucro da economia,
e, de outro, os saldrios dos Departamentos L e IT (W] e W7) adicionados aos respec-
tivos lucros (P e Py).

P1+P2:§-P32_W1+P1+W2+P2 (3)
Entao:
P=1+ Cc (4)

Esta equagdo representa o esquema de reproducio kaleckiano, Os capi-
talistas obterfo o lucro em fungdo de quanto gastarem em consumo e investimento,

E interessante salientar que os gastos dos trabalhadores ndo fomentam
o lucro, visto que os trabalhadores compram os bens de consumo com os saldrios
obtidos pela venda de sua forga de trabalho. Essa venda é equivalente a0 montante
de saldrios, pois “os trabalhadors gastam o que ganham e os capistalistas ganham o
que gastam” (MIGLIOLI, 1980).

A anilise feita até agora refere-se a0 modelo simplificado de determina-
¢f0 do lucro. Para se alcangar a versio completa devem-se abandonar algumas hi-
poteses e adicionar outras. Para passar a uma situagdo real, deve-se considerar a eco-
nomia nfo mais como um sistema fechado, e os gastos pablicos e a poupanga da
parte dos trabalhadores como ndo sendo despreziveis.

Partindo da 6tica da contabilidade social, apresentam-se de um fado da
razdo os componentes da renda interna, e de outro lado os componentes da despesa
interna bruta, assim expressos:

Saldrios (deduzidos os Investimento bruto
impostos diretos) Saldo da balanga
Lucros brutos (deduzides comercial
os impostos diretos) Despesa governamental
Impostos (diretos e Consumo dos capitalistas
indiretos) e dos trabalhadores
RENDA INTERNA BRUTA DESPESA INTERNA BRUTA

Acrescentam-se pelo lado da renda os tributos diretos e indiretos, Gnica
fonte de receita do Governo, e os impostos diretos, que incidem sobre os saldrios e
os lucros.
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Acréscimos também sdo feitos no lado da despesa: os gastos do Governo
em bens e servicos e os investimentos pablicos, no item despesa governamental, e os
valores das exportagGes subtraidos dos valores das importag@es, na determinagdo do
saldo da balanga comercial,

Supondo que os saldrios sejam iguais ao consumo dos trabalhadores e
que o montante de tributos seja igual & despesa governamental, podem-se eliminar
estes ftens de svas colunas, . . . se os saldrios excedem o consumo dos trabalhado-
res, ou seja, se os trabalhadores poupam uma parte de seus saldrios, esta poupanga
entra com sinal positivo na coluna da esquerda ou com sinal negativo na coluna da
direita, eliminando-se os ftens ‘saldrios’ e ‘consumo dos trabalhadores’ de suas res-
pectivas colunas, visto que a poupanga dos trabalhadores = saldrios — consumo dos
trabalhadores” (MIGLIOLI, 1981). Considerese ainda que, “. . .se os tribu-
tos arrecadados pelo Governo fossem maiores do que sva despesa, haveria um saldo
or¢amentdrio do Governo; sendo menores do que a despesa, hd um déficit orgamen-
tirio, o qual é registrado na coluna da direita (com sinal positivo)” (MIGLIOLI,
1981). '

Seguindo-se este raciocinio, obtém-se a seguinte equagdo:

‘/investimento bruto

lucro bruto + consumo dos capitalistas
{deduzidosos =] + saldo de exportagio

impostos) + déficit or¢amentdrio do Governo

— poupanga dos trabalhadores

No modelo simplificado, os lucros eram determinados pelo investi-
mento mais o consumo dos capitalistas; no modelo completo, os lucros sfo deter-
minados nfo so pelo investimento e pelo consumo dos capitalistas, mas também
pelo saldo de exportagio mais o déficit orgamentdrio do Governo menos a pou-
panga dos trabalhadores.

No entanto, supondo que tanto o orgamento governamental cono o
comércio exterior sfo equilibrados, e que os trabalhadores ndo poupam, obtém-se
a mesma relagdo do modelo simplificado:

lucro bruto
{deduzidos os = investimento bruto
impostos) + consumo dos capitalistas

Assim sendo, o lucro bruto, deduzidos os iinpostos, expressa um siste-
ma mais realista e compreensivel, podendo-se, a partir disso, concluir que, na visfo
kaleckiana, os lucros sfo determinados pelo nivel de investimento da economia e
pela intensidade do consumo dos capitalistas (KALECKI, 1976).
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3. A FUNGCAO DO CONSUMO DOS CAPITALISTAS

O consumo constitui, na teoria kaleckiana, uma forma de abrir novas
dreas para acumulagfo de capital e estimular antigas. O consumo dos capitalistas ¢
explicado por Kalecki através da seguinte equagio:

Coo=A+qPi_; (5
onde:

Cey = consumo dos capitalistas no perfodo t

A = consumo auténomo

P; ., =lucro no perfodo anteriora t

q = relagio entre o consumo no periodo t e o lucro no perfodo

antericr

Esta equagdo evidencia que o consumo dos capitalistas no periodo t 6
uma fung¢do linear dos lucros no periodo anterior,

A varidvel A da primejra parte da equagdo refere-se ao consumo do
periodo t independentemente dos niveis de lucro. A outra parte da equagfo,
q Pt —2’, indica o consumo dos capitalistas em fung¢fio do lucro obtido no perfodo
anterior. Esta relagdo ¢ direta: se os lucros forem elevados, a parcela do consumo
aumenta; caso contrdrio, o consumo diminui (KATECKI, 1976).

O coeficiente q serd sempre menor que 1, pois, “os capitalistas nio
gastam todos seus lucros exclusivamente em consumo, entic seu consumo no
periodo 6 é menor do que os lucros no periodo t — z” (MIGLIQLI, 1981).

Kalecki supGe que A e g apresentam um comportamento constante,
Substituindo a equagdo (5) na equagdo (4), indicativa do lucro total em
fungdo do investimento e consumo do capitalista, obtém-se:

Pt=Ii+A+qP_, (6)
Supondo que A e q sejam constantes, tem-se:
Pr=I+Pr_, (7)

O lucro no periodo t ¢ fungdo do investimento do mesmo perfodo e do
lucro do periodo anterior,

Diante deste raciocinio, pode-se afirmar que os lucros acompanham os
investimentos dentro de certo intervalo de tempo X, pois o lucro no perfodo ante-
tior t — z é fungfo do investimento nesse mesmo periodo e do lucro no periodo
t — 2z, Resumindo este raciocinio, a equag¢o se reduz a:

Pi=f(_y) (8)

Diante disto, pode-se concluir que os investimentos constituem a varid-
vel dindmica da economia capitalista, pois o consumo dos capitalistas torna-se varis-
vel secunddria no modelo, pela constdncia de A ¢ q.

4. FATORES DETEHMINANTES DO NIVEL DE INVESTIMENTC

Keynes afirmou que a taxa de juros da economia constitufa o determi-
nante do nivel de investimento. Kalecki buscou razdes mais fortes do que esta para
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explicar as decisdes dos capitalistas sobre os investimentos.

Para Kalecki, os determinantes do investimento eram: “a) a poupanga
interna bruta das empresas, a qual depende do seu proprio capital e consiste funda-
mentalmente dos lucros nio distribufdos e das reservas de depreciagdo; b) a varia-
¢do dos lucros ao longo do tempo, estimulando (ou restringindo) o investimento
quando os lucros crescem (ou diminuem); e c) a variagdo do volume de capital fixo
ao longo do tempo”. (MIGLIOLI, 1980).

Considerando separadamente cada um dos determinantes do investi-
mento, observa-se que o primeiro fator, poupanga interna bruta das empresas, estd
intimamente relacionada com o processo de acumulagfo de capital interno. A gera-
¢do de excedente numa determinada economia leva os capitalistas a empregd-lo em
investimento produtivo, que, quando necessdrio, auxiliado pelos financiamentos
externos, conduz a uma maior concentragio de capital. Neste sentido, Kalecki con-
sidera as decisdes de investir em capital, D, como uma fungfo crescente da poupan-
¢a bruta, 5.

O segundo fator refere-se is variagGes dos lucros. A existéncia do Jucro
por unidade de tempo estimula o capitalista a levar em consideragfo projetos an-
teriormente ndo-lucrativos, ampliando desta forma os planos de investimento da

" empresa; quando ocorre o inverso, os planos de investimento sfo deixados para uma
fase posterior ou até abandonados. Desta forma, pode-se afirmar que as decises de

investir, D, é funglo crescente das variages nas taxas de lucro por unidade de tem-

po, 2B,

At

O terceiro fator refere-se 4 varia¢do do volume de capital fixo por uni-
dade de tempo, - Tal relagdo apresenta-se de forma decrescente, devido ao
comportamento do capital fixo em certas atividades. Em determinados ramos ocor-
re um aumento de sua participagdo, e em ouiros ramos uma diminuigfo, ocasionan-
do um desestimulo para o investimento. Assim, segundo Kalecki, quanto maior for
o volume de capital fixo aplicado, menor serd o est{imulo para o investimento.

Este raciocinio encontra respaldo na seguinte  afirmacio:
“ .. da mesma forma que uma elevagio dos lucros dentro do perfodo considerado
torna convidativos projetos de investimento adicional, a acomulag¢io de equipamen-
tos tende a restringir os limites dos planos de investimento. Esse efeito pode ser vis-
to com mais facilidade quando novas empresas entram no ramo e dessa forma fa-
zem com que os planos de investimento das firmas estabelecidas hd mais tempo
fiquem menos atraentes”. (KALECKI, 1976).

Assim, tem-se a seguinte relagfo:

AP A

LI
Dy = aS+ b—0r — cp— (9)

onde:
D = decisBes de investimento
S = poupanga bruta '
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AP variagdo na taxa de lucro
At
A P = variacdo na taxa de capital fixo
At

d = modificagBes de longo prazo

A equagio (9), explicativa dos determinantes do investimento em Ka-
lecki, estd em fungfo crescente da poupanga bruta, S, e da taxa de variagdo do lu-
cro,_A P, e em fungao decrescente da taxa de variagfo no estoque de capital fixo,

At
A K
At

Substituindo Dy por It 4+ , ou seja, substituindo as decisges de inves-
tir pelo montante efetivamente investido, onde t + v refere-se ao perfodo posterior
a tomada de decisdes, obtém-se o seguinte:

L b AP _ AK

At ag 40

lt+ V=

Os coeficientes a, b e ¢ determinam quanto da varidvel considerada po-
de ser canalizado para o investimento,

A relevincia desta equag¢do encontra-se em dois aspectos: primeiro, na
capacidade de as empresas financlarem suas expansSes via poupanga; segundo, no
fato de a expansfo do mercado proporcionar modificagdes no montante de lucro
¢ de capital fixo.

{(KALECKI, 1977), considera, além dos fatores determinantes do
investimento, a presenga das inovagOes tecnolOgicas como mais um fator que
influencia nas decisdes de investiinento dos capitalistas. A crescente presenga da
diversificagdo tecnoldgica conduz o capitalista a constantes investimentos novos,
para aumentar sua participagdo no mercado e obter maiores vantagens em relagio
a seus concorrentes,

Qual o motivo da ndo-inclusfo da taxa de juros na equagdo dos deter-
minantes do investimento?

Para compreender o motivo pelo qual Kalecki considerou a taxa de
juros como secunddria na decisfo de investimento, devem-se entender inicialmente
as diferengas de tipos de taxas de juros, os fatores que as determinam e suas correla-
¢Oes com o nivel de investimento.

A taxa de juros apresenta-se sob duas formas: a curto e a longo prazo.
A primeira refere-se ao custo dos empréstimos associados as letras de cdmbio € aos
depdsitos bancdrios, e a segunda refere-se aos custos dos empréstimos vinculados a
debéntures e a obrigagtes do tesouro nacional. Ambas dependem do comportamen-
to da oferta ¢ da demanda de empréstimos. e os tomadores comparam as alternati-
vas que se apresentam.

A curto prazo, as taxas de juros sfo instdveis e os empréstimos necessi-
tam de constantes renovagdes, ao passo que, a longo prazo, elas so constantes e
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apresentam relativa estabilidade.
A taxa de juros a longo prazo € composta de:

r =ieth (1)

onde:

r = taxa de juros de longo prazo
ie = taxa de juros

h

A taxa de risco (h) varia inversamente a taxa de juros (ie), e a estabilida-
de decorre do fato de que *. . . déntro de um ciclo econdmico as mais altas taxas

taxa de risco

. reais de juros de curto prazo se encontram na fase ascendente do ciclo (quan-

do sfo majores os volumes de transagdo) e as mais baixas se encontram na fase
descendente, de modo que o valor de ie é elevado durante a prosperidade e reduzido
durante a depressio; com a taxa de risco h acontece o contririo. Na fase de prospe-
ridade, quando reina o otimismo no ‘mundo dos negécios’ o risco nos empréstimos
de longo prazo parece menor e, portanto, a taxa h diminui; na fase de depressfo, a
situagfo € oposta” (MIGLIOLI, 1981}.

Diante desta observagdo, pode-se perceber o motivo por que a taxa de
juros nfo ¢ considerada relevante no modelo kaleckiano.

Tendo em vista a estabilidade da ie a longo prazo, ou seja, no periodo
caracterizado como um ciclo econdmico, os capitalistas, ao tomarem empréstimos,
farfo comparagfes entre a taxa de lucro e a taxa de juros, e somente quando a espe-
rada taxa de lucro for superior & taxa de juros dos empréstimos é que eles tomardo
sua decisfo de investimento, Se a ie ndo apresenta oscilagSes, deixa de ser importan-
te nas decisGes, passando a taxa de lucro a ser a varidvel determinante do nivel de
investimento.

5, 0 COMERCIO EXTERIOR E O ESTADO NA DINAMICA CAPITALISTA

0 modelo kaleckiano completa-se a partir da introdugdo do setor exter-
no e do governo em suas hipéteses bisicas.

No modelo completo pode-se observar que o elemento determinante do
lucro que se apresenta como o de mais dificil controle por parte dos capitalistas
¢ o saldo de exportagdes.

As exportagBes constituem a realizagfo externa para a mais-valia criada
internamente e tornam-se 0 mecanismo que os capitalistas utilizam para assegurar os
lucros “externos”

“A luta pela divisgfo dos mercados externos existentes e a expansio
dos impérios coloniais, que propicia novas oportunidades para a exportagio de
capital lipada 4 exportagdo de bens, pode ser:vista como um esforgo para se obter
um saldrio positivo, na balanga comercial, a fonte cldssica de lucros externos”.
(KALECKI, 1976).

Embora seja dificil de alcangar, o saldo positivo na balanga comercial
¢ objeto de toda uma politica econdmica governamental. Mas os capitalistas ndo
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detém o controle total desta varidvel, pois, apesar de as polfticas internas serem
estimuladoras de exportagBes, elas dependem dos pafses importadores.

Se os capitalistas ndo podem ter controle completo do comércio exte-
rior, © mesmo ji ndo se pode afirmar com relagio ao Estado. No capitalismo, o
ecndmico determina o politico, e, desta forma, o Estado é controlado pelos capi-
talistas. Com esse controle, os capitalistas exercem o domifnio sobre o or¢amento
governamental, em seu proprio beneficio.

A atuagfo governamental restringe-se fundamentalmente a estimular
a demanda efetiva (bens de produgio x bens de consumo). O denominado déficit
governamental constitui uma arma que os capitalistas utilizam para reativar a eco-
nomia. O déficit financiado por empréstimos estimula a demanda efetiva, que
resulta na elevagfo dos lucros, dos empregos, dos saldrios e da renda nacional.

6. APROXIMACAO DO RAC!OCINIO KALECKIANO AO MARXISTA E SUAS
DIFERENGAS EM RELACAO AO KEYNESIANO

O raciocinio kaleckiano estd embutido dentro de uma ideologia marxis-
ta, principalmente a partir da teoria da acumulagdo.

Keynes, por sua vez, entregou-se a uma luta incessante para fugir das
influéncias da economia cldssica, apesar de ele ser considerado, para muitos te6ri-
c0s, como um caso particular desta escola.

Estas diferenciagfes tedricas estdo associadas ao comprometimento com
o sistema capitalista, Enquanto Kalecki nio tinha nenhum comprometimento para a
manuten¢do do sistema capitalista, Keynes procurou introduzir reformas como o
intuito nfo so de salvd-io, como também de preservi-lo,

Kalecki demonstra a sua formagfo marxista ao dividir a socjedade
em duas classes, a dos capitalistas e a dos trabalhadores, evidenciando, a partir disso,
a sua preocupacio com a distribuigfo funcional da renda. Também a partir da di-
vis§o marxista da economia em dois setores (bens de produgfo e bens de consumo),
Kalecki, para melhor entendimento, subdivide o setor de bens de consumo em
bens de consumo para capitalistas e bens de consumo para trabalhadores.

Posigio contrdria é a de Keynes, que trata a sociedade como um con-
junto de individuos e considera a renda agregada. Demonstrou preocupagio com a
distribui¢io da renda entre os capitalistas, ou seja, entre os que aplicam com fins
produtivos e os que aplicam em atividades especulativas, as quais ndo contribuem
para a expansfo da atividade econdmica.

Sabendo que o sistema capitalista nfo se interessa pela igualdade e co-
nhecendo o comportamento decrescente a taxa de mais-valia a partir da luta de clas-
ses, Kalecki afirma que o sistema jamais estaria interessado no pleno emprego.
Nesta situagdo, aumenta-se o poder de negociagdo dos trabalhadores por meihores
saldrios, conduzindo a uma redistribui¢gfo da renda a seu favor.

Por sua vez, Keynes ji propunha um final fehz para o sistema, desde
que as polfticas econdmicas fosse aplicadas racionalmente: *. . . nossos netos pode-
riam se devotar inteiramente s artes e aos prazeres da v1da” (ROBINSON, 1977).
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A visfo kaleckiana ¢ dinimica e a longo prazo. Os monopélios deteriam,
dependendo do seu grau, poder sobre os pregos, a produgdo e as inovagdes tecno-
logicas, controlando assim a economia capitalista,

A visfo keynesiana é estdtica, a curto prazo, e permanece presa aos mo-
delos de livie concorréncia, ndo discutindo o papel das inovagBes tecnoldgicas.

A teoria keynesiana da preferéncia pela liquidez evidencia preocupagao
com a incerteza do futuro, devido 4 qual as pesscas deveriam esperar uma oportu-
nidade adequada para investirem, Kalecki, por sua vez, nio se preocupa com estes
mecanismos monetirios, e sim com as decisfies de investimentos € com o acesso aos
financiamentos.

Existem, porém, alguns pontos de concorddncia entre o pensamento
kaleckiano ¢ o keynesiano. Enquanto o montante de investimento, para os neo-
cldssicos, era determinado pela poupanga e pela taxa de juros, para Katecki e Key-
nes os investimentos, além de gerarem a poupanga, sfio a varidvel fundamental para
explicar o nivel de renda para a economia capitalista. Conforme ROBINSON
(1977), “em uma economia capitalista moderna, a acumula¢ic nio ¢ controlada
por poupangas familiares, mas por decisdes de investimento das firmas, que visam
maximizar os lucros”

Ademais, Keynes e Kalecki viam na ag¢fo governamental a sajda para a
crise do sistema capitalista e estavam preocupados com o problema da demanda
efetiva.

7. CONCLUSAO

O realismo com que Kalecki exp@ie os determinantes do lucro pode ser
entendido pela propria forma de exposigio: inicialmente, numa economia fechada,
o consumo dos capitalistas e o nivel de investimento sdo os primeiros influencia-
dores; quando se analisa uma economia aberta, € necessario incluir o saldo de expor-
tagdo, o déficit governamental e a poupanga dos trabathadores.

Considerando que o orgamento governamental e o comércio externo
s40 equilibrados e que os trabalhadores nao poupam, visto que seus saldrios servem
apenas para a reprodugfo da forga de trabalho, a equacdc geral dos lucros, quer
numa economia simples, quer numa economia complexa, serd dada em fungdo do
nivel de investimenio e da intensidade dos gastos dos capitalistas.

Por seu lado, a intensidade de consumo dos capitalistas passa a ser, no
préprio desenvolvimento do modelo, varidvel secunddria, pois os capitalistas nio
gastam seus fucros exclusivamente em consumo, deixando que o nivel de investi-
mento constitua a varidvel dindmica do sistema capitalista. '

Tendo em vista que o nivel de investimento € o motor da reprodugio
ampliada desejada pelo sistema capitalista, pergunta-se: Quais sdo as principais varid-
veis que determinam o investimento?

Kalecki expde uma série de varidveis explicativas, tais como decistes de
investimento, poupanga bruta, variagio na taxa de lucro, variagfio na taxa de capital
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fixo ¢ inovages tecnoldgicas, relegando a segundo plano a famosa taxa de juros de
modelo keynesiano,

A propria lei imposta pelo capitalismo, denominado por Marx de lei
coercitiva externa, exige que estas varidveis sejam constantemente fomentadas pelo
capitalista, se este nfo desejava ver seu capital centralizado nas mios de outro ca-
pitalista, que obedece fielmente a este “§ogo de vida ou morte™,
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ABSTRACT

This paper identifies the meaning of education as
administered to rural populations considered as pioneers
in the region. Therefone, its theme is schooling in rural
areas; here we have different types of work occupying
theses populations. The vital problem deals with the meaning
of the different bind of work established in the coffee
plantations, in the modernization of agriculture and in the
feasibility or infeasibility of public schooling in rural areas.

RESUMO

Este estudo procura identificar o significado da educagdo
escolar para os habitantes da zona rural, originariamente
identificados como "‘pioneiros’ da regido. O tema é, pois,
educagdo no campo, na medida em que contém ¢ movi-
mento das diferentes modalidades de trabalho daquelas
populagbes. A questio bdsica refere-se ao significado das
formas de trabalho estabelecidas na produgdo cafeeira e
na postetior modernizagdo da agricultura e a sua determi-
nagdc na (in)viabilidade da escolarizagdo no meio vural,

INTRODUCAO

A educagdo no Brasil vem sendo objeto de reflexdes e teorizagtes em
vdrios sentidos, comegando a ter expressio tendéncias fedricas que abordam a
questdo educacional levando em conta a relagfo sociedade-escola, trabalhada, em-
bora de forma insuficiente, a partir das teorias critico-reprodutivistas, se aceitamos
a classificagiio proposta por Saviani (SAVIANI, 1983).
* Professor do Departamento de Educagdo da UEM,

b Aluna do curso de Mestrado em Educagio da UNIMEP,
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Esta articulagio, 4 medida que expressa a dindmica em virias diregGes
- uma articulagfo entre instdncias estruturais - remete o pesquisador a um quadro
mais geral e mais efetivo, pelo qual se pode entender e explicar a educagfio com
mais propriedade. Tal articulag@o necessita quebrar os limites das particularidades
fechadas. Para isso, buscamos uma ldgica da totalidade, em que os significados viio
aparecendo e podem se afastar do didmetro do especifico, quebrando as barreiras
de um campo do saber e atingindo outros, ndo para tratar o seu especifico de for-
ma reduzida aos outros, mas para enriquecer-se. Tal necessidade, entdo, ndo deixa
de criar problemas e de realizar-se sob um grande esforgo do pesquisador.

Dentro desta preliminar metodoldgica é que propomos este estudo so-
bre educagdo-escolarizagdo no meio rural, no municipio de Maringd, procurando
identificar seu sentido e importdncia para os habitantes da zona rural, origindria e
predominantemente identificados como “pioneiros” da regido.

O primeiro lote rural do municipio de Maringd foi vendido em 1938, o
que configura uma histéria recente. Por isso, se, por um lado, hd a facilidade de se
contar com pessoas-fontes, “testemunhas”, hd, por outro lado, escassez de estudos
precedentes, o que dificulta o trabalho a que nos propomos.

O tema educagdo no campo pode reverterse a um tratamento que ne-
gue o processo educacional escolar no campo, ou que tome a educagio ng campo
adaptada A cidade, ou, ainda, que a trate até de forma exageradamente afirmativa
frente 4 educagdo formal. O entendimento de que essa educagio ¢ um fendmeno
urbano, j4 pela concentragio demogrifica desse meio, jd pelas necessidades de fun-
¢Fo do homem da cidade, e de que a cidade constitui a for¢a hegemdnica na relagio
cidade-campo desde o advento do capitalismo, leva a pensar no primeiro ou no se-
gundo tratamento como mais adequado.

Estas diregBes serdo contempladas nesse estudo 4 medida que o movi-
mento educacional, por sua vez, contiver o movimento das relagbes de trabalho e
das formas de produgdio da vida material daquelas populagSes. Nesse sentido, uma
idéia peral e provisdria serve de guia d investigagdo, e a expressaremos como segue:
as diversas relagdes de trabalho estabelecidas na produgdo cafeeira, inicialmente, e a
modernizagio das culturas de soja e trigo, bem como a pecudria, posteriormente,
conformam o leito em que correram as expectativas dos trabalhadores rurais quan-
to A escolarizagio dos seus filhos. Isto é, a expectativa pela educagdo entre os cam-
poneses é alimentada, mesmo que indiretamente, pelas suas atividades produtivas.
Nio podemos, entretanto, negar a riqueza das relagdes sociais e o seu significado co-
mo um comprovante também do tecido dessas aspiragGes. O jogo dessas influéncias
tentard ser especificado e captado em suas tendéncias.

0 perfodo a que corresponde o nosso estudo é o constitufdo pelas déca-
das de 40 a 80. Fez-se incursio por perfodos anteriores, 4 medida que se revelou
til voltar ao passado a partir do presente, isto ¢, de modo seletivo ¢ ditado pela
necessidade do presente.
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PROBLEMA - RAIZES E DEFINIGAQ

E comum ouvir que foi a produgio cafeeira, no Norte do Parand, que
produziu a riqueza da regiio. Alguns pesquisadores trabalham a temdtica com tal
linha de argumentagdo.*

Se se pode constatar a acumuiagfo de riquezas na regifio, mestro ndo
se questionando a sua distribui¢do desigual, ndo se pede, contudo, constatar a pre-
senga continuada do café na construgfo dessa riqueza: sua produgdo foi substituida
pela produgfo de soja e pela criagio de gado.

Esta problemitica, de desdobramentos complexos com referéncia 4 pro-
dugdo cafeeira, que também estabeleceu as relagGes de trabalho (colonato, forma-
¢io de café-empreita, café-porcentagem, etc.), e com referéncia s adaptagGes das
forgas produtivas &s novas condigBes que o capital impds aos trabalhadores rurais,
constituiu objeto de estudo anterior.? Trés idéias substantivas foram captadas nes-
se estudo: uma, a da incessante procura, por parte do trabalhador rural, de autono-
mia para organizar seu trabalho e de ser proprietdrio de terra independente; outra,
a do movimento dos interesses do capital, que subordina todas as formas de traba-
tho existentes, até sob a aparéncia ndo-capitalista, ao curso do capitalismo; outra,
ainda, a da acuinulagdo capitalista, que, por um lado, destruiu a pequena proprieda-
de e a produgio direta do trabalho familiar, e, por outro lado, concentrou as terras
em empresas rurais e instituiu o assalariamento dos trabalhadores.

Esta investigacio, voltada como estava para captar as rafzes da acumu-
lagfio da riqueza na regifo, & medida que pdde aproximar-se do trabalhador, en-
quanto categoria econdmica, ndo apenas como proprietario da forga de trabalho ou
como proprietdrio de terras, mas como categoria civil de chefe de familia, organi-
zador da distribuigdo ou do uso da forga de trabalho familiar, aproximou-se de ou-
tro aspecto da questdo: a educagio dos filhos dos trabalhadores rurais.

Neste instante cabem umas perguntas, gue comegam a NoS aproximar
do problema bdsico de nossa investigagdo: Que bases concretas estariam a sustentar
o desinteresse inicial expresso pelos pioneiros com respeito 4 educagio dos seus
filhos? Que bases concretas estariam, por outro lado, a sustenfar a auséncia de
ofensivas educacionais no tocante 4 aberfura de escolas na regifo, por parte das
classes dirigentes (prefeitos, vereadores, colonizadora, cerealistas, etc.)? Que sentido
assume tal educagao, se confrontada a outias expressGes de sua vida, como o tra-
balho, por exemplo?

Outro dado 2 rescentamos agora aos iniciais daquele estudo, qual seja, a
constatagfo de que ao desinteresse inicial dos pioneiros pela escola parece ter-se
oposto, em épocas posteriores, um fenémeno de significado contrdrio: a lenta aber-
tura de escolas na regido, em decorréncia da “grita” crescente dos moradores por
elas. Num periodo de aproximadamente uma década, observa-se um movimento

1 France Luz: “O Fendmeno Urbano numa Zona Pioneira”, e Nadir Cancian: “Cafeicul-
tura Paranaense: 1900-1970".
2 Sandino Hoff: “O Movimento da Produgfo de Excedentes numa Regifo Pioneira.
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que tende da indiferenga pela escola e da preponderdncia do trabatho sobre ela 4
reivindicagdo pela escola e & conservagio do trabalho, mesmo em novos moldes.

Este movimento aponta questdes que continuam a série jd comegada e
que participam da nossa questdo central, que enunciaremos ao final: O que ocorreu
1o mundo do trabalho no campo, em suas diversas formas, de modo a influenciar o
interesse dos pais pioneiros rurais pela escola? A escola que “atendeu’ s popula-
¢Oes rurais teria acompanhado o movimento do capital no processo da implantagdo
do capitalismo no campo, isto é, no processo de modernizagio agricola, de mudan-
¢a da produgfo, de concentragio de terras e de esvaziamento populacional rural?

Essas quest@es apontam o fundamental de nossa investigagdo: captar o
. significado da escolarizagfo no meio rural. Enfim, pode-se dizer que, 2 medida que
as classes dirigentes, mesmo de forma indireta, impunham aos trabalhadores rurais
uma situacio que se expressa predominantemente em trabalho duro e intenso, os
trabalhadores repunham outra situagdo, exigindo escolas para seus filhos? A escola-
rizagdo dos filhos dos agricultores colocar-se-ia, entdo, de permeio a esta imposi¢do-
reposi¢ao?

Dessa forma, 2 questio bdsica a ser investigada se refere ao seguinte:
Qual o significado das relagdes de trabalho estabelecidas na produgdo cafeeira e na
posterior posterior modernijzagio da agriculturae qual a sua determinagdo na (in)vi-
abilidade da escolarizagio no meio rural, considerando o possivel movimento da im-
posigio/reposigio dos participantes dessas relagGes?

INCURSAO TEORICA PRELIMINAR

A compreensio e possivel explicagio do tema que nos propusemos es-
tudar - a escolarizagio no meio rural e sua relagio com o movimento da produgio
agricola - nos coloca diante do alinhamento de duas grandes ordens de problemas
tebricos: aqueles presos 4 terra, a0 “Jocus” em que se dd o fendmeno educacional,
e aqueles vinculados ao préprio educacional. E claro que, quando falamos da terra,
estamos nos referindo a todo o processo humano que estd contido nesse “locus”,
que produz as condi¢Ges materiais de subsisténcia e que, de certa forma, influencia
a vida, o pensamento, a cultura e a educagiio das pessoas que nele vivemn.

Tenlaremos, pois, rastrear algumas idéias que julgamos dteis nesse
contexto. Iniciamos pelo aspecto que podemos chamar de estrutural, para, em se-
guida, nos ocuparmos dos aspectos superestruturais, na medida em que seja possivel
tal separago diddtica.

O acesso 4 terra - meio de produgdo tdo necessdrio 4 autonomia do
agricultor quanto o instrumental para o arteso - foi a motivagfio principal dos tra-
balhadores agricolas sem terra na época da colonizagdo de Maringd e regido. Ao se
concretizar a conguista da terra, a propria compra do lote rural tornou-se obstdcu-
lo para o novo proprietdrio: ao gastar o primeiro capital na compra da terra e sem
dispor de um segundo capital, teve que recorrer a outros mecanismos para fazer a
terra produzir. A superacio do entrave dava-se, em primeiro lugar, pelo trabalho
familiar intensivo aliado A privagdo. Em segundo lugar, a superagfo dava-se pelo es-
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tabe\lecimento de formas desiguais de trabalho: no caso do café-porcentagem, o
proprietdrio utilizava o trabalho alheio sem remuneré-lo, apropriando-se da maior
parte do produte i época da colheita; no caso da empreita-formagio de café, o pro-
prietdrio da terra entregava ao empreiteiro a terra, durante 5 ou 6 anos, o emprei-
tfeiro derrubava a mata, plantava café e cuidava da planta, cabendo-lhe os frutos da
colheita durante os anos de contrato, findo o qual devolvia a terra ao proprietirio,
mas nio sé devolvia a terra, como também deixava ela toda uma infraestrutura: es-
tradas, casinha de morar, tulha e um cafezal formado; o proprietdrio da terra espera-
va 5 ou 6 anos, ndo investia capital e recebia o cafezal pronto.

Dessa maneira, num e noutro caso, o dono da terra superava o entrave,
sem investir capital. No caso da empreita, agora ele é proprietdrio de terra e de um
cafezal; é proprietdrio e capitalista a0 mesmo tempo; pode, agora, assalariar o tra-
bathador rural. Ou, no caso do café porcentagem, se ndo tiver um segundo capital,
pode entregar ao meeiro a terra em que estd formado o cafezal.

Apesar das aparéncias nfo-monetdrias que caracterizavam as relagGes
de produgdo do café, revela-se o movimento do capital, revela-se o que esid ocuito
na produgdo do excedente: fazer avangar as forgas produtivas na agricultura pionei-
ra ¢ camuflar a contradi¢io capital-trabalho, criando formas nfo-monetdrias de pa-
gamento pela formagfo do café e pelo arrendamento da terra.

Por isso, a questdo fundamental ndo € apenas investigar as formas par-
ticulares que submeteram o trabalho ao capital, mas procurar analisar como elas fo-
ram tteis ao capital, num dado momento da histGria, para propiciar o excedente.
Dessa maneira, é o processo geral de todas as relagGes de produgio mercantil sob
o domifnio do capital que determina o contetido a ser investigado, porque determi-
na o conteudo a ser investigado, porque determina o conteido do movimento do
capital.

Este movimento iniciou-se com a instalagdo, no municipio de Maringd,
de 3.096 lotes rurais com menos de 15 alqueires de drea, de 346 lotes de 15 a 30 al-
queires e de 215 lotes com mais de 30 alqueires. Qs lotes rurais foram ocupados ra-
pidamente. Os dados de 1960 registram 56.539 habitantes rurais em Maringd.

Ao final da década de 60, na regido de Maringd, muitos trabalhadores
rurais foram se afastando do campo. A progressiva destruigfo da pequena proprie-
dade também modificou as relagGes de trabalho. A produgio direta sob o trabalho
familiar - a pequena propriedade e as formas desiguais - cedeu lugar ao trabalho as-
salariado do “béia-fria”, Produtores diretos, diante de situagGes dificeis, como a
ocorréncia de geadas, os altos custos de inseticidas, adubos, empréstimos banci -
rios, miquinas e sementes, foram sendo expulsos da regido rural. Esse fato parece
confirmar a andlise de Marx, que, apontando as virias causas que arrufnam a peque-
na propriedade, destaca a *“‘usurpagio pelos grandes proprietirios de terras(...), a
concorréneia da agricultura em grande escala da empresa capitalista . . .” (Marx,
1977).

A acumulagio capitalista inicia-se com o processo histérico que dis-

_socia o trabalhador dos meios de produgio, e termina no assalariamento do traba-
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lhador. Por isso, considera-se a pequena propriedade rural como “estddio necessd-
rio ao desenvolvimento da agricultura” (Marx, 1977). Por ser apenas uma
fase, o movimento do capital a supera e a destr6i, num processo dialético.

Outro elemento valioso no nosso contexto, e de certa forma ji
abordado, parece ser a questfo decorrente da destruigdo da pequena propriedade
de produgio direta pelo capitalismo, quando os pequenos proprietdrios se torna-
vam, de certa forma, economicamente estiveis e passavam a constituir um merca-
do consumidor de produtos industrializados (3). Entdo, por que se destruiaa
pequena propriedade de produgfo imediata quando ela parecia criar um mercado
consumidor? Nfo seria melhor, em termos capitalistas, proteger, ao invés de
destruir, a produgio direta e manter este mercado, que, por sua vez, produzia
mercadoria para o mercado externo? O esvaziamento demogrifico verificado
nesta regido rural na época da concentragfio da propriedade de terras, quando, do
Parand, migram um milhfo ¢ meio de pessoas, nio acarretaria a auséncia de
mercados internos? Arruinando-se a economia camponesa ndo se arruinaria,
também, o mercade interno, principalmente considerando-se a instabilidade que
ocorria no mercado externo do café? Nossa inquietagdo € respondida abaixo.

Lenin desenvolveu a teoria do desenvolvimento de capitalismo a partir
de dados empiricos, estatisticamente comprovados, e, para uma sociedade de
base agricola, trata desse aspecto da fung¢iio do mercado interno na forma que
exporemos simplificadamente a seguir.

O processo de emergéncia do capitalismo, numa sociedade de base
agrdria, estd a demonstrar que a ruina dos pequenos produtores diretos — proprie-
tirios ou nfio — nio implica a liquidagdo do mercado interno para o capitalismo,
Ao contririe, a destruigdo da pequena produgfo é uma conseqiiéncia do “processo

de emergéneia e evolugdo do capitalismo, que promove a industrializagdo e que
acelera e aprofunda os antagonismos que, jd existentes no bojo da comunidade

camponesa, desintegram o campesinato e liberam massas para a formagio do
proletariado”. (Lenin, 1983).

A Tuz desse raciocinio, nosso questionamento sobre a existéncia e a
destrui¢io de um mercado interno relacionado ao consumo das massas no norte do
Parand pode ser tratado de forma mais adequada, como seja: o desenvolvimento
do mercado interno niio se vincula diretamente & capacidade de consumo das mas-
sas; o que lhe é decisivo € o grau do “consumo produtive” e a “demanda de meios
de produgdo”, isto ¢, o desenvolvimento dos meios de produgfio nas mios dos capi-
talistas e a conseqiiente subordinagio do trabathador. (Lenin, 1983).

O processo de formagdo do capitalismo no Norte do Parand parece ter
seguido o caminho da gradual retirada dos meios de produgfo das maos dos peque-
nos proprietarios rurais. Estes foram subordinados ao capital industrial e comercial,
com o intuito da produgdo da mais-valia, Diz Lenin:

3, Nido € desconhecida a ofensiva estimuladora do consumo pelas populagfes rurais por
parte das lojas de Maringd, que mantinham vefculos 3 disposigio dos consumidores,
para levd-los de volta is suas residéncias.
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A transformagdo do pequeno produtor d aperdrio assalariado
pressupde que tenha perdido os meios de produgdo-terra,
instrumentos de trabalho, etc,, quer dizer, seu “em pobreci-
mento”, sua ruina”, (Lenin, 1983).

Com isto, parece que se caminha no quadro do desenvolvimento do,
capitalismo, que agrega em si um componente dempgrifico expresso no movimento
das populagdes campo-cidade: “O capitalismo, pois, € inimagindvel sem o crescimen-
to da populagfo industrial e comercial is expensas da populagdo agricola . . .”
(Lenin, 1983).

A ruina da pequena propriedade rural de produgfio imediata na regido
em estudo parece dever-se a0 movimento do capitalismo: a populagdo rural ou pro-
cura outras frentes pioneiras ou se assalaria na cidade ou no campo, como *béia-
fria”. Como a educagio acompanha esse movimento?

‘ José de Souza Martins, em sua obra “A valorizagio da escola e o traba-
lho noimeio rural” (4) trata da problemdtica do trabalho e da escolariza¢do no meio
rural sob o teor das representagGes dos agentes. No seu entender, o significado da
esclarizacfo no meio rural estd estreitamente associado ds condi¢Ses historicas do
trabalho produtivo. Constatou que, em determinado momento da histéria rural,
houve desinteresse dos trabalhadores rurais pela escola. Essa atitude alterou-se
acompanhando as alteracdes das suas condi¢bes de trabalho. A escola seria valoriza-
da porque ler, escrever e contar se tornam atividades necessirias ao ajustamento so-
cial. Seria o envolvimento da populagio em relag@es indispensdveis, através da mer-
cadoria, com a sociedade. E, na economia do excedente, em que o trabalho ¢ prin-
cipalmente produtor de valores, de valores de uso, a escola tende a sofrer rejei¢io,
una vez que tende a “fechar-se sobre si mesma”, circunscrita a relagdes sociais dire-
tas ¢ pessoais, tanto para o intercimbio de bens como da forga de trabalho. Neste
dmbito, a mensagem escolar ndo seria captada. A escola ndo teria utilidade, nfo aju-
daria a vida do campo; seria dura e contumaz como o trabalho.

. Lia Fukui, a0 pesquisar, entre as popula¢Ses urbanas e rurais de 5o
Paulo, o nivel de escolarizagio, educagfo formal e procura educacional, constatou
nfo existirem diferencas significativas, segundo o local de residéncia, quanto ao de-
sempenho efetivo dos pais na escolaridade dos filhos. A pesquisadora, em seu estu-
do, conclui: “As opinifes dos informantes que mostram empenho efetivo na esco-
laridade dos filhos, ao que tudo indica, est@o mais associadas is escolas como um
instrumento de sobrevivéncia do que de ascensfo social,” (Fukui, 1979).

Apesai dos momentos diferenciados que foram captados pelos autores
acima assinalados, hdo de se ver os aspectos comuns entre eles: o fator trabalho co-
mo responsavel por um tipo de concepgio que se faz da escola; a idéia de que a es-
cola ¢ percebida como instrumental necessdrio, sem o qual se torna dificil compe-
tir no mercado de trabalho; a constatagdo de que a escola € mais valorizada quando
se estabelece a dinimica do processo de urbanizagfo em curso.

4,  In: Capitalismo e Tradicionalisrmo, 1976, p. 83-98.
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Se o fator trabalho na lavoura é importante na andlise da escolarizagdo
podemos concluir que os fatores econdmicos s 0s que mais marcam & definem os
momentos e as situactes a partir dos quais as fam{lias assumem ¢ manifestam opi-
niges.

Concordamos com o pressuposto de Arroyo (1981), na sua pesquisa so-
bre as relacdes entre educagdo e trabalho, segundo o qual a reconstrugdo historia da re-
lagao educagdo-trabalho seria parcial se vista apenas pelo dngulo do Estado — classes
dirigentes e suas politicas. Ele deixa supor a necessidade de resgatar o papel politi-
co do povo na histdria (que a historiografia trata geralmente de ocultar), de se con-
siderar o papel ativo e nfo passivo do povo 1o estabelecimento das politicas educa-
cionais. Escreve ele: “Esquecemos que o Estado e seus intelectuais e educadores
passam a orientar sua politica levando em conta o comportamento das pressdes des-
sas classes (classes subalternas)”. (Arroyo, 1981).

Entdo, ¢ necessdria a observagio dessa trajetéria das classes populares
no campo. E preciso saber como as classes se pdem frente ao problema da escolari-
zacdo. Ao realizar um estudo sobre o movimento da escolariza¢do no meio rural —e
nele se coloca determinada populagdo a manifestar suas opiniGes como uma das fon-
tes empiricas da investigagio — é preciso ter presente o contexto sdcio-econfimico
em que essa populagfo estd inserida,

José de Souza Martins desenvolve a tese de que a escola é comparada
ao trabalho para os filhos dos agricultores paulistas, Em outras palavras, ha o traba-
tho da lavoura e o trabalho da escola, conforme sua andlise da representagdo dos
entrevistados. Dirigimos nossa hipétese nesta diregfo: o trabalho da escola contira-
poe-se ao trabatho da lavoura.

Um outro elemento interessante ao nosso estudo € o contido na tese de
Anténio Cindido sobre “equilibrio social”. Esse autor fundamenta toda a agfo
trabalhadora da famflia rural. Para ele, entdo, o equilfbrio social depende da corre-
lagio entre necessidades bdsicas e sua satisfago.

Como a educagdo aparece nesse “equilfbrio social”? Ao nivel das
idéias sobre a educagio, em termos nacionais, difundiu-se a crenga de qe a educa-
¢do é fator de desenvolvimento (anos 20 a 60), ¢ o pensamento pedagdgico orien-
tava-se para a reconstrugfo social, numa sociedade aberta e justa.

Supde-se que os chefes de familia, & época pioneira, objetivavam orga-
nizar o trabatho familiar na lavoura de tal modo que pudessem produzir os meios
necessdrios para a vida material, Esta era a\responsabilidade que se impunha. O pai
de famf{lia tinha a responsabilidade de garantir, de um lado, a satisfag@o das necessi-
dades da familia e, de outro lado, o conirole do niimero de necessidades basicas,

Observa-se em Antuniassi a idéia sobre o aspecto negativo da relagio
escola-trabalho, evidentemente nos termos deste quadro: “A incorporagio precoce
4 atividade de trabalho tem conseqiiéncias bastante negativas em relago a escolari-
zacdo do trabalhador rural”, (Antuniassi, 1983).

Por- outro lado, Costa Pinto sublinha o papel positivo para a sociedade
agriria tradicional desempenhado pela ignordncia: “A ignoréncia desempenha um
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papeél fundamental estrutural e perfeitamente definido. (Costa Pinto, 1970).

Ao retomar um aspecto do pensamento liberal que considera a educa-
¢do como fator de desenvolvimento, como entender a escolarizagdo do meio rural
na regidio em estudo? Ters a populagdo rural permanecido na fase de negagdo da es-
cola? Havia época em que era preciso fazer a populagio rural permanecer no cam-

po, ¢ a escola aparecia como um instrumento adequado ao cumprimento dessa fun-
¢do, que teve expressdo no “ruralismo pedagbgico” do comego do século e que pa-
rece ter tido continuidade até a década de 60 na polftica educacional e agricola. Em
época posterior, com a penetragio do capitalismo no campo, a escola teve que ser
reconsiderada pelas classes dirigentes.

A andlise preliminar que tentamos realizar a respeito do movimento do
capitalismo na regidio de Maringd, no intuito de entender bem a educagdo, esta en-
quanto fendmeno superestrutural que se dd num determinado “locus” e “recebe”
dele um peso, abrange tanto as fonnas das relagdes de trabalho no campo quanto
outros elementos que apareceram no processo de desenvolvimento do capitalismo,
com a mudanga da produgdo de café para a de trigo, de soja, a criagfo de gado de
corte, a concentragdo de terras, etc. Todos estes elementos, sendo formas particu-
lares constitutivas do capital em seu desenvolvimento na regio, expressam a gene-
ralidade capitalista e constituem particularidades de algo geral que existe nelas. Es-
sa leitura da relacdo entre a generalidade e o particular ajuda a compreender as rea-
lidades especificas, através do que se tema visdo da totalidade no processo histérico.

A INVIABILIDADE DA ESCOLARIZAGAO
NO MEIO RURAL

Duque Estrada, vereador de Maringd, em sessio legislativa, criticou a

Companhia Melhoramentos Norte do Parand (CMNP) por ndo ter construido escolas

_ no meio rural, terminando um discurso com a seguinte frase: “A Cia. Colonizadora
em particular e as colonizadoras em geral, atraindo os homens de todas as regides
para d'ésbravarem as matas, valorizando suas propriedades, esqueceram-se de fincar
templos do saber.”(Atas da Cimara Municipal de Maringd, 1954).

Por que a CMNP nfo se preocupou com a educagio da populagio rural‘7
Afirma ela que a educagdo formal é dever exclusivo do Estado, que jd favoreceu
muito os trabalhadores rurais realizando a infraestrutura das localidades colonizadas.
E o municipio de Mandaguari, de quem Maringd era distrito até 1952, também ndo
se interessou em construir escolas rurais.

A busca nos arquivos da Cdmara Mummpal de Mandaguari revelou que
somente nas localidades rurais em fase de produ¢io efetiva das mercadorias eram
construidas escolas, muitas vezes precdrias e sempre insuficientes para atender 4
demanda. A hipétese inicial com que vamos trabalhar tem referéncia muito signifi-
cativa no municipio de Mandaguari, porque somente nas dreas rurais de coloniza-
¢do j4 efetivada, isto ¢, nos locais em que os pioneiros jd haviam derrubado a mata,
plantando o cafezal e colhido os frutos, estabeleciam escolas. Nas dreas em que 0
cafezal ainda ndo produzia frutos para o mercado, a auséncia de escolas se tornava
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imperativa,

A populago de Mandaguari, na drea rural, era de 83 mil habitantes em
1950, enquanto a populagdo urbana era composta por 18 mil pessoas (FIBGE,
Censo de 1950). E as poucas escolas rurais construidas na década de 40 nfio eram
suficientes para a demanda escolar, Conseqilentemente, os grupos escolares das
dreas urbanas também comecaram a ndo suportar a demanda. O vereador José de
Andrade, em sessdo de Cimara realizada no dia 24 de janeiro de 1952, relatou
que o Grupo Escolar de Mandaguari estava com superlotagio de alunos, afirmande

que “mais de 800 criangas tiveram suas matriculas de alunos rejeitadas”. (Atas da
Cémara Municipal de Mandaguari, 1952, p. 56).

Nas regides onde estava concentrada a populagfo rural, mas em que o
trabalho humano ainda nfo havia conseguido “domar’ totalmente a terra para a
produgdo ¢ de onde ainda nfo escoavam as sacas de café para a comercializagio,
simplesmente nfo existia escola. O abandono da regifio rural quanto 4 escolas,
torna-se evidente em uma carta assinada pelo vereador que representava Mandaguagu,
enderegada ao Presidente da C4mara Municjpal de Mandaguari, a 5 de abril de 1952

Senhor Presidente:

Cumprindo resolugdo desse Legislativo, conconmitantemente, determi-
nagdo de V. BExcia, passo & informarvos juntamente com a egrégia
Cimara, sobre a situagdo do ensino Primdrio nesta localidade e suas
adfacéncias: deixo de fazer um relatdrio, pelo simples fato de ndo haver
o que relatar; nesta terra, ndo existern Escolas Municipaes. Na cidade
temos uma Escola Estadoal, funcionando em uma casa de madeira em

cardter provisorio, casa construida pelo Diretdrio local do meu Partido,
sem nenhum auxilio da municipalidade.

Nessa escola lotada com apenas 4 professoras, estdo matriculados 364
alunos, de todas as sériec do Curso Primario; vro falte de professoras

bem como de acomodagdes, deixou-se de aceitar 28v matriculas de
alunos ou melhor; de criangas que se apresentaram pleiteando as
mesmas. ( .) Na extensa e populosa Zona Ruml que circunda esta
cidade, ndo existe senhor presidente wma imica Escola Municipal;
ahi, centenas de infelizes brasileirinhos, crecem agrilhoados as trevas
do analfabetismo. (. . .) Pedindo excusas caso ndo terha correspondido
a espectativa de V. Excia, siubscrevo-me com estima, respeito e
consideragdo.

Respeitosas Sandagdes

(Assinatura)
As entrevistas com os primeiros habitantes rurais confirmam a auséncia

da escolarizagio para seus filhos, durante a primeira década da formagfio das

localidades rurais. Esse periodo considerado, cronologicamente, ¢ diferente nas
diversas regifes, e segue o avango da colonizagdo dirigida. Mas € necessario conside-
rar que, a partir da-década de 60, em todas as outras regides de avango da coloni-
zagdo do Parand, a tese da inviabilidade de colonizagio nfo se sustém mais. No
municipio de Mandaguari encontram-se localidades que na década de 40 tiveram
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escolas municipais, e outras, do mesmo municipio, que somente na década de 50
tiveram efetivada a escolariza¢do. Neste ultimo caso, encontra-se a drea rural que
corresponde, hoje, a Maringd e a municipios adjacentes, A idéia bdsica se sustenta:
os primeiros dez anos de ‘“vida” da localidade, enquanto o fruto do café estava em
sazdo, ndo importando a quantidade de familias que nela moravam ¢ o numero de
de criangas em idade escolar, ndo oportunizaram a construgio de escolas no meio
rural,

As entrevistas distinguem bem o per{odo inicial (em que havia um ni-
mero de criangas em idade escolar suficiente para se criar uma escola) e os dois pe-
rfodos de efetivagdo da escolarizagio:

~Vim em 1946 para a Estrada Borba Gato. Em 1950 havia numero su-

ficiente de criangas, Em 1954, um sirio construiu wma escola, uma

venda e uma igreja. (Ex-formador).

~Cheguei em 1948, Em 50 ji tinha criangas para a escola. A primeira

escola foi construida somente em 1960 pela Prefeitura. (Pequeno pro-

prietdrio}.

A auséncia de escolas no meio rural durante o periodo inicial da aber-
tura das terras nas localidades rurais explica-se pelo fato de os agricultores ainda
nio terem envolvimento com a mercadoria. Os meios de subsisténcia produzidos
nestas dreas aceleravam o aparecimento de valores de uso para o aute consumo.
O coméreio foi estabelecido a partir dos frutos do café, que demoravam a aparecer:
o longo tempo de plantio e colheita da mercadoria-café mantinha o isolamento do
trabalhador na sua lavoura. A intensifica¢dio do trabalho produtivo na roga exigia
o esfor¢o familiar, com o intuito de adquirir o mfnimo para a sobrevivéncia da fa-
milia. Por outro lado, explica-se a auséncia da escola também pelos interesses dos
grupos econdmicos, para quem a escola dos trabalhadores rouba tempo do trabalho.

Analisemos primeiramente a inviabilidade da escolarizagfo a partir da
compreensio do que significava o trabalho familiar.

Os chefes de familias representam a época pioneira da regido rural como
a expressdo de um objetivo Unico: organizar o trabalho na lavoura de tal modo que
pudessem sobreviver. Essa é a concepgo primeira ¢ a responsabilidade que se im-
punha, Havia consenso familiar a esse respeito. O pai de famflia tinha a responsabi-
lidade de parantir, de um lado, a satisfagio das necessidades da familia, e, de outro,
o controle do nimero de necessidades bdsicas. Esse rigoroso controle impedia o au-
mento das necessidades da familia - geralmente reduzidas ao vestir moderado, i ali-
mentagdo e A habitagio. A medida desse controle regulava-se pela pequena quanti-
dade de dinheiro de que o chefe dispunha durante o decorrer do anc agricola até
a primeira saftra ou até a safra seguinte.

Anténio Cdndido afirma que o equilibrio social depende da correfagio
entre as necessidades bdsicas e sua satisfagdo. No pensamento do pai de familia, in-
trojetado em todos os membros desta, o desequilibrio comega a surgir quando apa-
rece a dificuldade ou a impossibilidade de correlacionar as necessidades e a sua sa-
tisfagdo. A concentragio do parco dinheiro nos bolsos do pai de familia, que impu-
nha essa situagdo aos filhos - quando estes trabalhavam como “volantes™ eventuais
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tinham que entregar a “didria” aos pals -, fazia com que houvesse uma reorganiza-
¢do criativa por parte dos filhos: 0 “bico”, um trabalho complementar executado
no perfodo do descanso semanal, para conseguir um dinheirinho para gastar.

O perfodo de escolarizagdo geralmente correspondeu ao infcio do traba-
lho produtivo das criangas. Pelos 8 ou 9 anos, estio aptas a ingressar na forga de
trabatho. As entrevistas comprovam esta afirmagfo, Exemplificando:

—QOs meninos cedo fam comigo na roga, (Ex-porcenteiro).

Minimos vitais de alimentagdo e de abrigo exigiam que se organizassem
minimos sociais para obté-los. O equilibrio social dependia de uma equagfo entre
o minimo social ¢ o minimo vital. A escolarizagfo, como categoria histéorica ligada
as ctapas do desenvolvimento da agricultura, em que os instrumentos de produgio
eram rudimentares e exigiam trabalho intensivo e prolongémento da jornada do
trabalho, ndo estava incluida, nesse momento, nos minimos sociais da populagdo
rural,

O significado da escolarizagdo, dentro deste quadro, é definido, nesta
fase, nio a partir do sujeito - o individuo e sua ascensdo social -, mas principalmen-
te a partir dos componentes cruciais da situagio da fam7lia rural, isto &, a partir das
necessidades absolutas do trabalho de toda a familia. Neste sentido, parece ser legi-
timo supor que, para o trabalhador rural, a escola estd sempre associada implici-
tamente a uma nega¢do: a negagio da escola propriamente dita, para a liberagio do
educando para o trabalho rural, ou a negagdo da educagio [ormal frente 4 necessi-
dade de “‘equilfbrio social” da familia. Veremos que o tempo corrigiu esta concep-
¢do dos trabalhadores rurais, quando entfio se firmou a vida rural e a idéia da escola.
Posteriormente, através da escolarizag¢io, nega-se a vida rural.

Por toda esta andlise, chega-se 4 conclusfo de que o determinante nfo
era a possibilidade de uma ascensfo social pela via da educagiio, neste primeiro pe-
riodo: era a necessidade premente de sobreviver por meio do trabalho intensivo. .
Em suma, a base material da vida determinava a auséncia de escola na regifo rural.
A necessidade do trabalho familiar, como forma insubstituivel de produzir meios
de sobrevivéncia, obrigava as criangas da roga a permanecerem no trabalho, sem
tempo para a escola.

Cumpre-nos, ainda, analisar a jnviabilidade da escolarizagiio no meio
rural, sob o dngulo das classes dirigentes, dos grupos econdmicos.

Encontramos em Szmressimyi e Queda explicagio para o fato de a clas-
se dominante ndo ter mostrado nenhum interesse em proporcionar uma educagfo
de base para a populagfio rural brasileira. Escrevem esses autores:

.. Tanto a situagdo como a visdo dos problemas da educagdo escolar no
campo permaneceram praticamente inalteradas, (...) A sitwagdo de in-
ferioridade educacional do campo em relagdo as cidades, foi-se manten-
do inalterada apesar das grandes modificagées na distribuicdo espacial
da populagdo, cada vez mais concentrada nas dreas urbanas, (Szmres-
sanyi e Queda, 1976).
O determinante econdmico obrigava o agricultor a subordinar as crian-
¢as ao trabalho produtivo e, os interesses do capital exigiam que nio se criassem es-
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~ colas, que roubariam tempo de trabalho produtivo.

A citada critica de um vereador (**...esqueceram-se de fincar templos do
saber”’) é baseada na realidade, mas caracteriza uma andlise em termos de senso co-
mum. A questdo se coloca de forma diferente: nio havia interesse em “fincar tem-
plos do saber”,

A auséncia de escolarizag@o rural ndo era apenas fruto, mas antes uma
condi¢@o essencial de nosso desenvolvimento. “Na economia e na sociedade sub-
desenvolvida, a ignordncia desempenha um papel fundamental, estrutural e perfei-
tamente definido”. (Costa Pinto, 1970). A economia e a sociedade agrdria
tradicionais ndo necessitavam de um tipo de méo-de-obra mais instruida ou mais
qualificada do que aquela com' que sempre contou e que era por ela mesma produ-
zida, Esta concepgdo acompanhou as classes dirigentes ds terras novas do Parand.
Nesta estrutura tinha-se o de que se precisava: um trabalhador com bons masculos
e disposto a enfrentar o trabalho duro, que se iludisse com a idéia do acesso i terra
¢ da autonomia na organiza¢ao do trabalho préprio. A intelectualizagio das opera-
¢Oes agrdrias de trabalho era quase nula, pois o nivel da tecnologia e dos instrumen-
tos de produgdo eram rudimentares, Assim se explica a tese. de o trabalho familiar
intenso e prolongado ser absolutamente necessirio para os grupos dirigentes, pois
se produziria de forma rdpida e barata a mercadoria necessiria i exportagdo.
Conseqiientemente, impedia-se a escolarizagdo no meio rural.

Esta auséncia de ofensivas educacionais era aceita tanto pelas classes
dirigentes como pelos trabalhadores. Estes apenas ensaiavam uma reposi¢do da
utilidade da escola, sem forgas e sem tempo para viabilizar o processo educacional,
As poucas consciéncias que sentiam a necessidade da escolarizagdo no meio rural
ndo conseguiam traduzila em termos concretos, expressando-a sem maior vigor.

O DESPERTAR DA CONSCIENCIA EDUCACIONAL NO MEIO RURAL

A populagio rural, na medida em que se organizava em comunidades,
comegava a reivindicar escolas para seus filhos, O motivo dessa reivindicagio
prendia-se 4 consciéncia formada quanto ao futuro dos filhos: a pequena proprieda-
de, jd conquistada, tornava-se obstéculo para o futuro dos filhos. Uma familia com
5 ou 6 filhos ndo poderia subdividir as terras de sua propriedade. Os filhos teriam
que buscar outros lotes para o cultivo da terra ou arrumar outra profissfo. A situa-
¢do se agravava para as familias que trabalhavam ainda na esperanga de conquistar
uma propriedade rural. A realidade histérica do momento — tanto em Mandaguari
como posteriormente em Maringd — éstava a oferecer empregos nessas cidades.

O envolvimento da populagdo rural em relagBes indispensaveis, através
da mercadoria, com a sociedade urbana, e a necessidade de prover empregos para
seus filhos levam ao entusiasmo das familias rurais pela educagio. As atitudes e
aspiragGes dos pais em relagfo 4 escolarizagfo dos filhos modificam-se ao se colocar
a pequena predugdo familiar sob o signo da produgfo da mercadoriae a0 surgir

_nas opinides dos pais a realidade de que a propriedade de terra é pequena e nio
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resistird a uma divisiio entre os filhos quando estes crescerem. A escola seria, entfo,
o caminho que abriria a possibilidade de emprego urbano. No caso especifico, essas
aspirages eram motivadas também pela emancipagdo recente do municipio de
Maringd, em que o estabelecimento de servigos necessdrios e de casas comerciais
propiciavam novos empregos. Esta linha de pensamento vem ao encontro da  reali-
dade rural constatada no Estado de S3o Paulo: “para a maioria dos entrevistados a
escola apresentava uma utilidade real, sendo inclusive encarada como um meio de
possibilitar a liberagdo das atividades agricolas.” (Demartini, In: Antuniassi, 1983).

A populagio rural, neste segundo periodo, nas diversas localidades,
estava aumentando muito. A lavoura cafeeira exigia muita mfo-de-obra, que se
distribuia em trabalho familiar de produ¢do imediata, como o dos pequenos
proprietdrios, formadores, porcenteiros, volantes, camaradas e colonos. As modali-
dades de trabalho n#o haviam mudado nesta fase.

Os documentos da Cdmara Municipal de Mandaguari expressam o
entusiasmo pela educagio ocorrida no meio rural e revelam a “corrida” dos
politicos para patrocinar a instalagdo de escolas. Vereadores que representavam o
distrito de Maringd propuseram, em 1952, a criagdo de escolas em Polindpolis,
Copacabana do Norte e Sumaré (Atas da Camara de Mandaguari, 21/07/52) e Flora{
(idem 05/08/52). Anteriormente, entre os anos de 1948 e 1952, os dois.represen-
tantes de Maringd haviam-se manifestado apenas uma vez sobre a educagio
escolar: num requerimento dirigido ao Prefeito Municipal solicitaram “informar
quais os motivos que levaram a demitir a Professora Josefina Peralta” (idem,
novembro de 1949). Esta informagdo comprova que ndo havia interesse pela educa-
¢do escolar e que este interesse surgiu quase repentinamente para atender os
eleitores. Enquanto estes ndo reconheciam a importdncia na escolarizagio dos
filhos, os grupos dirigentes nio se preocupavam com ela.

Quando se afirma que o interesse surgiu “quase repentinamente”, hd
necessidade de buscar comprovantes desta afirmagfo. Solicitag@es para a criago
de outras escolas municipais aparecem nas Atas da Camara Municipal de Mandaguari,
sob a iniciativa de vdrios vereadores: de Chapec6, Lote n.0 183 de Ourizona, Agua
Guadiana, Gleba Atlantic, Patrimdnio Altaneira, Gleba Esperanca, Estrada Frutei-
ra, Gleba Atalaia (24/01/52), Vila Morangueira (14/02/52), Lote 157 da Gleba
Centendrio (01/03/52), ltambé, Estrada Jagana (22/08/52), Estrada Cambota
(07/02/53).

Ao enumnerar todas essas solicifagiies de vereadores, ndo queremos afir-
mar que as escolas foran de fato criadas, ou que somente estas foram criadas. Na
pesquisa, pretende-se apenas detectar as representagdes com relagfo 4 escolarizaggo
no meio rural. Assim, podemos seguramente afirmar que a classe dirigente de
Mandaguari nfio se interessou em momento algum pela educagfo das regiGes rurais
pioneiras. Somente se verificam uma repentina explos3o na “corrida” pela instala-
¢do de escolas a partir de fins do ano de 1951.

As manifesta¢des dos vereadores da Cdmara Municipal de Maringd sio
igualmente férteis em prol da instalagdo de escolas municipais. Requerimentos, soli-
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citacOes, bripas com o Prefeito, etc., visam i criagio de escolas municipais em
Maringd, municipio instalado em 1952,

H4 clareza na manifestagio dos entrevistados no tocante i énfase ao
trabalho rural, quando se exige uma escola local e adaptada aos hordrios de traba-
lho. Hd indicadores, também, da negagdo do trabaltho rural, como quando alguém
afirma que “ao menos um dos meus filhos deve procurar emprego na tidade”
(pequeno proprietério). E necessdrio a educagdo escolar para se terem as cond1g:oes
minimas para executar o trabalho urbano.

A escolarizagio nfo chega a ser definida apenas nestes termos, nem
chega a ser definida com clareza. Expressdes reais definem a educagio escolar:
“ora gente se defender”, “pra conseguir emprega”, “pra ndo se judiar na roga”, etc.
S3o expressdes que nio apresentam os atributos da educagio, mas sfo expressdes
muito concretas, vitais para o trabathador rural. A defini¢fo de escola inclui a
certeza de que a educagdo serve como instrumental apto, necessdrio e Unico para se
atingirem os objetivos colocados,

O entusiasmo pela escolarizago no meio rural partiu dos agricultores, a
medida que se organizavam em pequenas comunidades e tinham diminuida
a preocupagdo pela sobrevivéncia. As entrevistas esclarecem:

— A primeira escola fomo ndis que construimo, foi um velho barracdo.
Nois ndo tivemo muitas condigdes de estudar, e sacrifiqguemo a vida um
pouco. Mas, deu para fazer com que os filhos estudassem um pouco.
(Ex. porcenteiro},

— Todos os proprietarios deram um pouco de madeira, telhas e fizeram

um mutirdo para fazer a escola em 1952, a Escola Isolada do Bairro
Sdo Jodo na Gleba Piina, em 1951, (Ex-formador).

As informagGes trazem aspectos complementares sobre as primeiras
escolas:

— As professoras eram leigas, mas pareciam ser bem mais eficientes do

que as que tenos hoje em dia, Havia uma professora que percorria 9 ke,

por dia, a cavale, para lecionar em uma escola. gEx-proprietério da

Gleba Pinguim).

' — Nossos filhos iam a uma escolinha gue ficava no sitio, as professoras
eram partictilares pois ndo havia escola publaca O professor era uma
pessoa que havia cursado o 4.0 ano primdrio, mais ou menos.  (Ex-pro-
prietdrio).

A luta dos trabalhadores rurais e a “corride’” dos politicos em prol da
construgio de escolas muitas vezes eram barradas pela falta de recursos das
Prefeituras. Vozes veementes se fizeramm ouvir na Cimara Municipal de Maringi a
este respeito, a partir do ano de 1953,

A medida que os agricultores ampliavam seus minimos vitais e sociais e
ampliavam as necessidades de seu grupo, organizavam-se, também, em formas
simples, que servissem como prote¢ic grupal. A fundagic de capelas e, conse-
gilentemente, de uma organizagio formal de comunidade, a criagio de sindicatos
rurais, um pouco mais tarde, e de outras organizagBes menores concorreram para
reforgar a idéia da escolarizagdo.

65




Revista Unimar, Maringd, 6{1): 51-69, out., 1984

A educagdo torna-se um instrumento pelo qual a populagfo exige sua
participagdo nos bens culturais. A populagdo rural ji estava envolvida, através da
mercadoria, em relagdes indispensdveis com a sociedade urbana, jd mantinha um
vinculo com esta, o que faz concretizar-se a aceitagdo da escola, fato constatado
também por Martins:

O discernimento das concepgdes que ditam a aceitagdo da escola no

meio rural depende da explicagdo desse modo de vida a partir das

relagées que cada homem rural mantém com a sociedade urbana

dominante e inclusiva. (Martins, 1976).

Através da andlise de entrevistas foi possivel descobrir a influéncia da
emancipagio de Maringd, ocorrida em 1952, na concepg¢do da populagdo quanto 4
educagfio. Esta concepgdo jd antes estava em enbrido, algumas vezes se manifestava.
No discurso politico, porém, quase repentinamente explodiu a exigéncia da
educagio formal na roga. As condigBes do trabalho produtivo exigiam escolas em
cada localidade, O colonato de café, a formagdo-empreita, o sistema de parceria e
a pequena propriedade, todos utilizando o trabalho familiar, recompunham a
prioridade do trabalho sobre a escola, por isso exigiam, também, uma escola que se
adequasse ao trabalho: localizagdo proxima, flexibilidade, para a dispensa dos alunos
em dias de colheita, sem prejuizo para os estudos, e professores que morassem na
localidade.

Assim como os interdsses do capital impunham uma atividade drdua e
constante, na modalidade de trabalho bragal — sem o qual a familia nfo sobreviveria
e também ndo se produziria a mercadoria para exportagio —, na primeira fase da
colonizagfio, deve-se ver que esta imposi¢io ndo ocorria sem reaglo, e, s& 0COITEssE,
tinha tempo determinado para existir, A reagfo dos dominados no processo social
se dirigia para a reposigdo. O que o capital impunha, os trabalhadores rurais re-
punham, bem mais cedo do que se pudesse esperar.

No plano das relagBes politicas, toda vez que o povo deixa de ser uma
entidade e passa a ser uma realidade, tende-se a empregar a tutela paternalista.
Dai, ocorfeu a entrada do politico na “corrida” pela instalagfo de escolas ¢ a
conseqilente dominagio sobre a pessoa do professor local. Objetiva-se que o
agricultor, sempre isolado dos valores urbanos, agora “qualifique-se como cidaddoe
aspire maior participacdo em todas as esferas da vida social e politica”. (Costa

Pinto, 1970).

A escola € percebida como instrumental relevante para essa participa-
¢do, e sem esse instrumental tornar-se-ia muito dificil competir no mercado de tra-
balho. Quanto i valorizagio da escola para os sujeitos da escolarizagio, nesse mo-
mento histdrico, enquanto ela proporcionava a aquisiciio de habilidades bdsicas -
ler, escrever e contar -, contrastava com os longos anos de dedicagfio que sfo rouba-
dos do trabalho. Além disso, a atividade escolar é concebida como um instrumental
que dd conta de certas abstragdes fundamentais da sociedade urbana e fica inserida
no projeto familiar de que algum dos filhos negue o meio rural e procure emprego
urbano.
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Diversas pesquisas que tratam da escolarizagio no meio rural sustentam
existir correlagdo entre desenvolvimento rural e educagdo. A escola teria papel ativo
no desenvolvimento econdmico, no desenvolvimento de atitudes novas, na aceita-
¢do de novos estilos de vida e de valorizagio do trabalho. Por meio da educagao, a
populag@o substituiria suas técnicas tradicionais de trabalho pelas novas, alcangan-
do desta forma maior produtividade. Esses estudos apresentam a adequagfo do sis-
tena educacional is necessidades das comunidades rurais, com o objetivo de alcan-
gar o desenvolvimento equilibrado da regifio e sua integragio na comunidade produ-
tiva. A escola é que deveria provocar a mudanga do meio. Na realidade, porém, a
integracio, o desenvolvimento e a vontade de participagdo é que provocaram 2 via-
bilidade da educagdo na regido rural de Maringd. Por isso, a escolarizagfo foi im-
plantada quando a populagio rural a exigiu. E a exigiu fundada em bases concretas
da vida rural. A forga do ambiente familiar ¢ importante na implantagdo da escola
rural: “Nifio tem a divida de que as capacidades de desenvolvimento das criangas
dependem da formagdo dos pais e de que todas as mutilagdes dos individuos sfo o
produto histérico das condigdes de vida existente até aqui”, (Marx e Engels, 1982).
Nao hd davida de que hd interdependéncia entre a escola e a familia. Ambas pre
existern ao individuo, coexistem simultaneamente, mantendo relagfies necessi-
rias; mas nio se pode esquecer que quem, em Wltima instdncia, determina as insti-
tuigfies sfo as relagGes socials de produgdo.

Em nosso estudo, que principio motivador despertou a classe dirigente
para a escolarizagdo no meio rural? Evidentemente, a exigéncia da propria popula-
¢do rural motivou o interesse da classe politica ¢ dirigente. Neste sentido, o objeti -
vo dos interesses econdmicos e politicos era manter a mao-de-obra no campo para a
produgio do excedente. Por isso, era necessdrio apoiar o projeto educacional da po-
pulagdo rural. Anteriormente a classe dirigente ndo abria escolas no meio rural por-
que estas roubavam tempo do trabalho; agora, ela instala escolas municipais na ro-
¢4, porque, sem estas, esvaziar-se-ia mais facilmente o campo.

Dessa forma, no que se refere & classe dominante, a escolarizagiio, a par-
tir de 1952, em Maringd, foi realizada com o apoio da classe dirigente, no intuito de
manter trabalhadores no meio rural, mas foi realizada sob o signo do interesse da
populagio agricola em comegar a negar o trabalho rural, rumo 4 conquista do em-
prego urbano.

O interesse dos pequenos proprietdrios e dos trabalhadores de produ-
¢fio imediata ndo era impor seus proprios valores, conservadores e religiosos, amea-
¢ados por valores urbanos, liberais, mas ter um espago no jogo dos interesses e ga-
rantir um lugar para seus filhos, como empregados nas repartigGes piblicas, no co-
mércio, nos bancos. Mas, para que se pudesse exigir um emprego, havia a necessida-
de da escolarizagfio.

A escola, entdo, medeia a passagem do “‘cadtico” - trabalhar intensa-
mente, sem tempo para ocupar-se de outras idéias - para o organizado - refletir o va-
lor da educagio. O ponto de partida seria a pritica social comum a todos os agri-
cultores. Os niveis de compreensdo da prética social tornam-se mais agudos. Embo-
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ra esta compreensdo seja sincrética, torna-se suficiente para uma decisdo: a escola
para os filhos é importante. A pritica social demonstrou que, sem escolas, os filhos
nio seriam agentes sociais. Na evolugdo das opiniGes dos pioneiros rurais, a educa-
¢ao operou a passagem do ‘“‘cadtico”, proveniente do intenso trabalho rural para o
organizado, em termos de enfrentamento efou participagdo na sociedade.

O antigo desinteresse pela escola repentinamente ¢ negado quando se
afirma a utilidade da educaglo, como mediagdo exercida nas retagGes sociais. En-
quanto o “cadtico” revelava a impossibilidade fisica de articulagio com a sociedade
urbana e suas relagdes, a situagio de organizado restabelece a funcio educacional
como mediagdo necessdria para a sobrevivéncia da familia rural.

"~ Com o decorrer dos anos, a comunidade rural, igualitiria e homogénea,
desintegrou-se, dando origem a segmentos nitidamente diferenciados € com interes-
ses conflitantes.

Com a concentragdo das terras em maos de fazendeiros, as diferengas
sociais tornam-se palpdveis. E essa concentragio da propsiedade das terras foi tam-
bém a responsdvel pelo esvaziamento da populagdo rural e pela introdugdo da mora-
lidade de trabalho do chamado “boia-fria”.

O trabalho rural predominante, agora & base de soja, trigo e pecudria, e
nfo mais de cafezais, exigia uma redimensio da escola no meio rural. A moderniza-
¢do da agricultura exigia a modernizagdo das escolas. Para que se possa penetrar na
especificidade da “nuclearizagio das escolas rurais”, impde-se a tarefa de aprofun-
dar a feoria geral do capitalismo, tarefa que deixaremos para outra ocasido,
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COMPARAGAO ENTRE OS ESTILOS COMANDO E INDIVIDUAL
PARA A APRENDIZAGEM DA NATACAO

SONIA MARIA TOYSHIMA LIMA
Universidade Estadual de Maringd
Departamento de Educagdo Fisica

Caixa Postal 331 — Maringd — PR — Brasil

RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi comparar dois estilos
de ensino propostos por Mosston (1978), comando e indi-
vidual, para verificar qual seria mais eficaz na aprendizagem
da natagdo.

A pesquisa teve cunho experimental e, através dos resul-
tados obtidos, concluiu-se que, para iniciar a aprendizagem
da natagdo, o estilo de ensino mais eficaz é o individual,

ABSTRACT

The principal objective of this work was to compare two
types of instruction proposed by Mosston (1978}, command |
and individual, to verify which would be more effective
in instruction, The research was experimental and due to
the results obtained, it followed that to begin suvimming
instruction, the individual method was the most effective.

INTRODUCAOQ

“Ensinar quer dizer estimular, guiar, orientar e dirigir o processo de
aprendizagem. A fung¢io do professor é dirigir a aprendizagem espontinea, que se
manifesta nas atividades naturais da crianga®, (Bigge, 1977)

Kuethe {1977} afirma que ¢ dificil formular proposi¢8es sobre como se
deve ensinar, ou sobre gual seria a melhor maneira de fazé-lo, e que, em geral, uma
técnica ¢ eficiente porque preenche os requisitos de uma situagfo que é muito espe-
cifica. ’

Neste caso, procurou-se comparar os estilos comando e individual na
aprendizagem da natagfo, para saber qual é o mais eficaz para criangas.

Segundo Faria Junior {1972), é erro bastante comum pensar que, para
haver aprendizagem, basta ensinar e exigir que os alunos aprendam. Na realidade,
o individuo s6 aprende aquilo em que estd interessado. Alguns dos estilos de Mosston
(1978) estimulam, levam ao interesse ¢ ao gosto pelo que se estd fazendo, e isto faz
com gue o educando se esforce para aprender cada vez mais.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo Lenk (1966), os exercicios mais aconselhdveis para o bem-
estar fisico sdo os que se realizam dentro da dgua, pois ela é um elemento essencial
para a vida do homem, sendo preciso conhecé-la para domind-la,

Afirma ainda Lenk (1966) que a natagdo exercita todos os musculos
fundamentajs do tronco e dos membros, e que sobre a superficie da dgua o ar &
mais puro, devido 4 agfo dos raios solares. Dentro da dgua os exercicios sio conside-
rados como estimulantes, beneficiando o sistema nervoso.

Horn diz que muitos vivem em estado de hipertensfo e que, através da
pritica da natagio, os misculos tendem a relaxar-se. Ademais, a nata¢o atua sobre
o coragfo e pulmdes, propiciando uma melhor irrigagdo sanguinea.

Le Boulch (1979) afirma que a natagio ¢ um excelente formador de
cardter, despertando a coragem e a auddcia, pois o nadador precisa dessas qualida-
des a cada momento.

Convencidos da utilidade do ensino da nata¢do € cientes de que ela po-
de ser injciada na infincia, devemos utilizd-la da melhor maneira possivel na educa-
¢do, difundindo-a em escolas, clubes e centros de esportes.

ESTILO COMANDO

Segundo Canfield (1981) & Mosston (1978), sfo dez as atitudes que de-
vem ser seguidas pelo professor no estilo comando:

1. Bstruturagfo: identificar aos papéis de cada um, isto &, o seu ¢ o do aluno;
estabelecer o foco da aula.
2. Organizag¢fo: ser o comandante da aula; organizar a turma, estabelecendo in-

clusive o local onde o aluno deve ficar.
3.  Apresentagio da tarefa: descrever ou demonstrar e estabelecer as bases para
a qualidade da resposta,
4.  Solicitagdo: comandar a tarefa, dizendo quando se inicia e termina o exer-
cicio.
S.  Processo passivo de apoio: examinar silenciosamente o aluno naquilo que ele
estd executando,
Processo ativo de apoio: intervir ativamente na resposta.
Recomendagdo e ajuste das respostas,
I[dentifica¢io de erros.
Reforgo.
0. Encerramento da aula: sumarizar a aula, preparando os alunos para uma pré-
xima e frisando que ele é que comanda a aula.
Para os que defendem este estilo de ensino € necessdrio utilizar um re-
forgo, que € feito através de estimulos repetidos acompanhados de respostas,
Mosston (1978) demonstra, através de um gréfico, os aspectos que os
alunos desenvolvem através deste estilo, ¢ a intensidade do desenvolvimento:

= AD 00 = O

72



Revista Unimar, Mavingd, 6(1}: 71.75, out., 1984

Minimo Méximo
Desenvolvimento fisico X
Pesenvolvimento social X
Desenvolvimento emocional ___X
Pesenvolvimento intelectual X

ESTILO INDIVIDUAL

O estilo individual de ensino e de aprendizagem implica, para os alunos,
em compara¢io com o estilo comando, um passo adiante para a formagfo de indivi-
duos independentes.

Este estilo ¢ baseado em um programa individual, E uma forma adequa-
da de proporcionar aos alunos virias oportunidades de automotivagdo na aprendiza-
gem. O educando avalia seu desempenho ¢ toma decisdes durante a aula.

As atitudes do professor, segundo Canfield (1981) ¢ Mosston (1978),
no estilo individuval, sfo as seguintes: -

1,  Estruturagdo: estabelecer no inicio o que vai ser executado.
2. Organizagdo: induzir o aluno a escolher o melhor lugar para ficar durante a
aula e explicar para que servem os exercicios.

3. Orientagdo: induzir o aluno a realizar vdrios deslocamentos,

4,  Observacio do aluno.

5.  Processo ativo: intervir 4 medida que o aluno requerer a intervengdo

6.  Bsclarecimento da tarefa: esclarecer ao grupo ou ao aluno a tarefa a ser execu-
tada.

7. Reforgo.

8.  Controle de comportamentos imprevistos

9. Encerramento da aula: fazer comentdrios gerais a0 grupo e individuais aos atu-
nos que os desejarem.

Esses autores dizem ainda que a principal meta da educagio democrdti-
ca é fazer com que os estudantes se tornem individuos. Isso significa que os estu-
dantes: '
~ devem ter iniciativa e ser responsdveis por suas agdes;

— devem ser capazes de fazer escolhas inteligentes e tomar suas proprias decisdes;
- devem ser criativos e livres,

Mosston (1978) demonstra, através de um grifico, os aspectos que os

alunos desenvolvem através deste estilo, e a intensidade do desenvolvimento:

Minimo Miéximo
Desenvolvimento fisico .
Desenvolvimento social : ' ' X
Desenvolvimento emocional X
Desenvolvimento intelectual X
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METODOS E PROCEDIMENTOS

Para analisar os dois estilos de ensino, foi realizada uma pesquisa de
campo, com alunos do Centro de Esportes e Recreagiio “José Geraldo da Costa Mo-
reira”, na cidade de Maringd.

A amostra utilizada foi constituida de 40 alunos de ambos os sexos, na
faixu etiria de 8 a 12 anos, escolhidos aleatoriamente ¢ distribufdos em dois grupos
de 20 alunos cada um.

As aulas se iniciaram no dia 8 de setembro de 1981 e terminaram no
dia 9 de outubro de 1981, tendo, portando, a duragdo de 32 dias. Foram ministra-
das 15 aulas para cada grupo.

Para o primeiro grupo, foi utilizado o estilo comando, com aulas das
9 as 10h, s tergas, quintas e sibados; para o segundo grupo foi utilizado o estilo
individual, com aulas das 8 4s 9h, também ds tergas, quintas e sdbados,

A monitora de ambos os grupos foi a prépria pesquisadora,

Para o pré-teste foram formuladas questdes sobre flutuagdo, batimento
de pernas e movimentagio de bragos, sendo verificados na prdtica.

O pos-teste consistiu em exercicios priticos, sendo observados os itens
constantes no pré-teste,

RESULTADOS

Apo6s serem ministradas as aulas, para o primeiro grupo pelo estilo co-
mando ¢ para o segundo grupo pelo estilo individual, verificaram-se os seguintes
resultados:

Estilo comando . Estilo individual
quantidade |percentual | quantidade | percentual
) de alunos de alunos
lBoiar em decibito ventral 16 80 18 90
IMergulhar 15 75 20 100
iBater pernas 16 80 20 100
Bater bragos 10 50 16 80
Nadar “crawl” . 4 20 8 40
Nadar de costas 6 30 8 40

Pode-se notar que, em todos os__i'tehs, os resultados foram superiores no
estilo individual, o que confirma o que dizem Mosston (1978), Lawter (1978) e
Canfield (1981).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostram que o estilo individual oferece aos alu-
nos condigfes de verificar e aprimorar seu préprio desempenho, de fazer descober-
tas e pd-las em pritica, enquanto que o estilo comando tothe essas iniciativas.

Isto corrobora o que diz Faria Junior (1972) a respeito da educagio:
esta deve favorecer o desenvolvimento humano, permitindo adquirir autonomia e
assumir responsabilidades.

Para isto, sugere-se que os professores tenham conhecimento da varie-
dade de métodos e técnicas de ensino, para buscar o melhor desenvolvimento da

crianga.
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O ENSINO E A APRENDIZAGEM
DOS CONHECIMENTOS PRATICOS DA NATACAO

CLARICE ALVES TEIXEIRA
Fundagdo Universidade Estadual de Maringd -
Departamento de Educagdo Fisica
Caixa Postal 331 - Maringd — Parand — Brasil

RESUMO

Procurou-se, neste trabalho, estabelecer uma comparagdo
entre a teoria de tentativa-e-erro e a de Thorndike, em
criangas de 7 a 12 anos no-iniciadas em natagéo.

Pela teoria de Thorndike, a média foi de 6,7 com um desvio
de 5,50, e pela teoria de tentativa-e-erro foi também de 6,7
com um desvio padrio de 2,10, apresentando-se uma cor-
relagdo de 0,96 entre os testes, e, a nivel de 005, resultado
final T = 2.02. Os resultados dos testes indicaram que ndo
houve diferenga significativa entre as duas teorias.

ABSTRACT

We tried to establish in this work, a comparison on between
the trial-and-error theory and that of Thorndike, in children
from 7 to 12 years old still not initiated in swimming, By
Thorndike theory the mean rate was 6,7 with a standard
deviation of 5.50; by the trial-and-error theory the mean
rate was 6.7 with a standard deviation of 2,10, presenting a
correlation of 0,96 between the tests, At a level of .005 the
result was T = 2,02, The results of the tests showed that
there was no diference between trial-and-error theory and
Thorndike's.

INTRODUCAO

As técnicas de ensino da natagfo tém sido destacadas na literatura
contempordnea. Os autores sugerem meios organizados e sistemdticos de adquirir
conhecimentos cientfficos, nas formas mais eficientes e produtivas.

Tem-se tentado analisar as pesquisas e aplicar as teorias, para a obtengio
de melhores resultados.

Embora se esteja primeiramente preocupado com a eficiéncia das
pesquisas, hd necessidade de aplicar todos os recursos de maneira sistemdtica, para
uma instrug@o mais eficiente.

*  Parte da dissertagio de Especializagdo intitulada “O Ensino e a Aprendizagem dos Co-
nhecimentos Praticos da Natagdo™,
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Muitos livios que vém sendo publicados, normalmente na drea da
psicologia educacional, proporcionam um bom conhecimento para aqueles que
desejam utilizar modelos de sistemas para o ensino.

Independentemente da drea de interesse, cada professor procura méto-
dos de methorar sua eficiéncia.

O conhecimento dos aprendizes ¢ de suas caracterfsticas individuais,
bem como das diversas técnicas de ensino, contribuem para o objetivo ideal: um
professor mais eficiente.

Nio existe s0 um meio de ensinar. Alguns métodos de ensino sdo
melhores que outyos, e a eficiéncia de um método pode depender muito do
professor e da tarefa proposta, assim como do aluno,

Dirigir todos os professores para um Unico procedimento seria errdneo
(certamente nds ndo devemos exigir que todos os golpeadores de beisebol se
cologuem e se inclinem exatamente da mesma maneira).

Os principios gerais nio deveriam ser violados, mas hd uma variagdo
individual.

Uma comparagfo entre técnicas de ensino indica que algumas sdo mais
eficazes que outras para um determinado aprendiz.

Segundo Counsilman (1980), a seqiiéncia da iniciago no estilo “crawl”
é: adaptagio ao meio liquido; respiracio; propulsfo de pernas; propulsdo de bragos.

A leitura de trabalhos sobre ensino-aprendizagem de nata¢fio infantil,
irea de sua atuagdo profissional, despertou na autora desta pesquisa o desejo de um
melhor conhecimento sobre o assunto.

Devido & necessidade de saber como funcionam a teoria de est{mulo-
resposta de Thorndike e a de tentativa-e-erro no campo experimental da aprendiza-
gem de natagdo para criangas nfo-iniciadas, realizou-se esta pesquisa, procurando-se
verificar qual delas ¢ a mais eficiente,

METODOLOGIA

Fsta pesquisa caracteriza-se por ser um estudo experimental. Iniciou-se
com um teste para a formagdo dos grupos. O teste teve como objetivo homogeneizar
as turmas e consistiu no seguinte: as criangas escolhidas pela amostra andavam no
sentido da largura da piscina, tentando colocar a cabega na dgua e flutuar na posi-
¢io decubito ventral.

No infcio do primeiro semestre de 1982, abriramrse inscri¢Ges no Cen-
tro Esportivo “Otdvio Cezdrio Pereira Jonior”, em Maringd, para a formagio de no-
vas turmas de criangas para a aprendizagem de natagdo, Formaram-se dois grupos
com criangas de ambos 0s sexos, na faixa etdria compreendida entre 7 e 12 anos.

' A pesquisa foi iniciada no dia 2 de janeiro ¢ terminou no dia 9 de abril.
Cada grupo, inicialmente composto de 25 criangas, chegou no final comn 20.
: As aulas foram ministradas 4s tergas, quartas, quintas e sextas-feiras,
no hordric das 8h 4s 8h50min para o grupo | e das 9h 4s 9h50min para o grupo 2.
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O experimento foi realizado em piscina, com auxilio de materiais
proprios, tais como pranchas e raias, havendo participa¢fo efetiva da autora, através
do uso de sistemas de visualizagdo prdtica, pois empregou fotografias, diagramase
demonstragdo pratica das técnicas em questdo, bem como através de verbalizago.

Ao executar a tarefa, procurou-se passar por todas as fases da aprendi-
zagem da natagdo por criangas nio-iniciadas,

Segundo Counsilman (1980), a seqiiéncia da inicia¢Zo no estilo “crawl”
é: adaptagfo ao meio 1iquido; respiragio; propulsio de pernas; propulsio de bragos.

As teorias utilizadas nesta pesquisa foram a de Thorndike e a de
tentativa-e-erro. '

Na teoria de tentativa-e-erro é necessdria a visualizagio prdtica, pro-
porcionada pela exposi¢Zo de fotografias e diagramas, bem como a demonstragio
pritica da técnica. Somou-se a isso a verbalizagfo, cuja importincia é fundamental
na compreensio de uma palavra, conceito ou frase,

Esta teoria caracteriza-se, sobretudo, por ndo levar a um ensino de
padrdes rigidos, permitindo 4 crianga aprender a mecénica do movimento com
pequena ajuda do professor.

No que concerne 4 teoria de Thorndike, o principal recurso ¢ a descri-
¢do das prdticas conhecidas e aplicagio desses conhecimentos pelo aluno.

Edward L. Thorndike notou que a aprendizagem era algo especifico no
sentido de so se verificar transferéncia de conhecimentos quando os elementos da
tarefa aprendizagem eram idénticos aos que estavam sendo ensinados (Apud
MATENIVK, 1976).

Os testes tinais foram aplicados apds 20 aulas com cada um dos dois
ETUpOS. .
Os itens avaliados foram os seguintes:

a) posi¢fo dos corpos;
alinhamento o mais horizontal possivel, sobre a dgua;

b) bragos:’
b.1.- entrada das mdos na dgua, com uma leve pronagdo e semiflexdo dos
cotovelos;
b.2.-  posi¢io dos cotovelos, mais altos na recuperagio;
¢) pernas:
¢.l.-  extensdo dos pés;
c.2.-  batimento das pernas estendidat, com movimentos alternados;
d) respiracao:
d.1.- giro da cabega para o lado, coincidindo com o rolamento do tronco,
com inspiragio no final da tragdo;
d.2. - expiragio feita embaixo da dgua;

A contagem foi baseada no desempenho dos itens acima, ficando
estipulados:
a) 2 pontos para o item “bom”, podendo haver até 4 erros no desempenho total;
b) 1 ponto para o item “regular”, podendo haver até 9 erros no desempenho total;
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) zero ponto para o item ‘‘ruim”, podendo haver até 10 erros no desempenho

totai.
0 desempenho da crianga foi considerado “bom” quando atingiu mais

de 9 pontos; “regular”, quando alcangou de 5 a 9 pontos; “ruim”, quando foi
infertor a 5 pontos.

"TABELA 1
Pontos atribufdos as criangas submetidas 3 aprendizagem pela téoria de tentativa-e-erro.

PONTOS CRIANCAS %
t0at4 03 16
05 a 09 ' 13 65
00 a 04 04 20
TOTAL ) 20 100

TABELA 2
Pontos atribufdos as eriangas submetidas 4 aprendizagem pela teoria de Thorndike.

PONTOS CRIANCAS , %
10a 14 ) 05 25
05 a 09 09 45
00a 04 06 30
TOTAL 20 100

TABELA 3

Pontos atribuidos as criangas submotidas 3 eprendizagem pela teoria de tentativa-e-erro e de

Thorndike.

TEOR!A PONTOS %
Tentativa-e-erro 117 43,65
Thorndike 124 51,45
Total ) 241 100
TABELA 4 _
Comparagio dos resuitados.
THORNDIKE : TENTATIVA-E-ERRO
x = 6.7 O x=B6.7
Dp = B.50 : . Dp =210
XY = 0.96
T =2.02
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CONCLUSAO

Tentou-se verificar, na pritica da natagdo, a eficicia de duas teorias de
aprendizagem: a de Thorndike e a de tentativa-e-erro,

Hi necessidade de enfatizar alguns aspectos quanto aos testes aplicados.

Sabe-se que a conclusio ndo deve ser considerada definitiva, visto que
somente muitos testes podem tornar mais significativo um paradigma. Tentou-se,
porém, contribuir, através de um experimento, para a escolha de técnicas de
aprendizagem.

Partiu-se do principio de que hd muitas técnicas para o ensino da
natagdo para criancas de 7 a 12 anos,

Pela teoria de Thorndike, a média foi de 6.7, com um desvio-padrio de
5.50; pela teoria de tentativa-e-erro, a média de 6.7, com um desvio-padrdo de
2.10. Houve, portanto, uma correlagio de 0.96.

O teste de significincia a nivel de .005 apresentou o resultado de 2.02.

Pelos resultados dos testes, pode-se concluir que ndo hd diferenga signi-
nificativa entre as duas técnicas aplicadas na experiéncia, porém o desvio-padr™

ficativa entre as duas técnicas aplicadas na experiéncia, porém o desvio-padrio
mostra que a turma em que foi aplicada a teoria de tentativa.e-erro foi mais
homogénea, pois o desvio apresentado foi de 2.10, contra 5.50 da outra teoria.
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RESUMO
O efeito do steviosideo, do steviclbiosideo, do steviol e do

isosteviol (produtos naturais da Stevia rebaudiana) sobre a
glicolise em células eritroides {reticulécitos e eritrécitos) foi
investigado, A glicdlise de eritrdcitos é fortemente inibida
por isosteviol e steviol, e fracamente inibida por steviosideo
e steviolbiosideo. A glicdlise em reticulécitos é ativada por
baixas concentragSes de isosteviol e steviol (0,05 a 0,2 mM},
porém inibida por concentragfes acima de 0,5 mM. Isoste-
viol e steviol provocam acentuada hemdlise quando presen-
tesem concentragdes acima de 3 mM. O steviosideo ndo tem
agdo hemolisante, mesmo quando presenie em concentra-
gbes iguais a 5 mM. O steviosidec ndo permeia a membrana
celular dos eritrocitos. A causa da ativagdo da glicdlise & in-
terpretada como sendo a inibigdo da fosforilagdo. A inibigdo
da glicdlise, por outro lado, pode ser causada por uma inibi-
gao do transporte de glucose para o interior da célula, ou
pela inibi¢ao especifica de uma ou mais enzimas da via gli-
colitica.

ABSTRACT

The effect of stevioside, steviolbioside, steviol and isosteviol
(natural products of Stevia rebaudiana) on glycolysis in
erythroid cells (reticulocytes and erythrocytes) was
investigated. Glycolysis in erythrocytes is strongly inhibited
by isosteviol and steviol and weakly inhibited by stevioside
and steviolbioside. Glycolysis in reticulocytes is increased
by isosteviol and steviol when they are present in low
concentrations {0.05 to 0.2 mM), but inhibited when the
compounds are present at higher concentrations (above
0.5 mM). Isosteviol and steviol produce haemolysis when

a3




Revista Unimar, Maringd, 6{1): 83-97; out,, 1984

present in concentrations above 3 mM. Stevioside does not
produce haemolysis, even at very high concentrations
{5 mM). Stevioside does not permeate the cell membrane
of erythrocytes. Activation of glycolysis in reticulocytes
is probably caused by the inhibition of oxidative phospho-
rylation, Inhibition of glycolysis, on the other hand, may
be caused either by inhibition of glucose transport to the
interior of cell membrane or by a specific inhibition of one
or more enzymes of the glycolytic pathway,

INTRODUGCAO

Reticulbeitos e eritrocitos perfazem sistemas muito dteis para o pes-
quisador voltado para a agdo de drogas € produtos naturais sobre as vias metabdlicas
bdsicas. Se, por um lado, os eritr6eitos sdo células simples, desprovidas de mito-
céndrias, de nicleos ¢ de wma sérje de sistemas enzimdticos, os reticuldcitos, mes-
mo tendo forma, tamanho e origem semelhantes, sdo, metabolicamente, muito
mais complexos. Os eritrocitos sdo células que dependem da glicdlise para sobre-
viver. Eles nio possuem mais cadeia respiratéria nem ciclo de Krebs, enquanto que
os reticuldcitos conservam ainda mitocdndrias e, portanto, a cadeia respiratoria e as
enzimas do ciclo de Krebs. Em conseqiiéncia disso, os reticulécitos também pos-
suem efeito Pasteur, isto €, o consumo de glucose ¢ a produgfo de dcido L-ldtico po-
dem ser ativados por inibidores da cadeia respiratéria ou por condigOes de anae-
robiose (Ghosh e Sloviter, 1972), a exemplo do que ocorre com todas as células
que dispdem de mitocondrias no espago intracelular.

A comparagdo entre eritrdcitos e reticulécitos € muito util quando se
estdo investigando drogas ou produtos naturais que possuem comprovada acio so-
bre mitocondrias isoladas. Este € justamente o caso dos produtos naturais da Stevia
rebaudiana. Estd bem comprovado que o steviosideo e seus derivados (steviol, isos-
teviol, steviolbiosideo) afetam de diversas maneiras a sintese de ATP em mitocdn-
drias (Vignais ef al., 1966; Kelmer Bracht et al., 1983). Além de inibirem o trans-
porte de ADP/ATP através da membrana mitocondrial — o que faz com que haja
uma inibi¢do da fosforilagdo do ADP citosdlico —, eles também inibem a NADH
oxidase,a L-glutamato desidrogenase, a succinato- d331drogenase além de exercerem
certo efeito desacoplante, semelhante ao do 2,4-dinitrofenol (Vignais et al., 1966;
Kelmer Bracht er al., 1983). A seqiiéncia peral de poténcia dos diversos produtos
naturais da Stevia rebaudmna é encabecada pelo steviol e pelo isosteviol, vindo a se-
guir o steviolbiosideo e, por Gltimo, o steviosideo. O steviosideo, que ¢ o principal
principio adogante da Stevia rebaudiana, é um inibidor bem fraco das fun¢Ges mi-
tocondriais, ¢, a rigor, o seu Gnico efeito é aquele de inibir o transporte de ADP/ATP.

E um fato bem estabelecido que a inibi¢do da sintese de ATP na ca-
deia respiratéria de células completas provoca aumento na atividade glicolitica
{Ghosh e Sloviterm 1972). Em vista disso, ¢ de se esperar que os produtos natu-
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tais da Stevia rebaudiana tenham também a capacidade de ativar o consumo de glu-
cose em células que poissuam mitocdndrias. Por outro lado, em células desprovidas
de mitocondrias, nenhuma ativagdo na glicOlise é de se esperar por parte do stevio-
s{deo e seus derivados.

Com base neste raciocinio, foram feitas vdrias experiéncias nas quais o
consumo de glucose e a produgdo de L-lactato foram medidos, tanto com eritréci-
tos como com reticuldcitos. Os resultados poderdo fornecer muitos dados vteis so-
bre o mecanismo de a¢do dos produtos naturais da Stevia rebaudiana. Particular-
mente interessante é a possibilidade de se fazerem experiéncias com eritrdcitos hu-
marnos. Nfo se deve esquecer gue os eritrécitos sfo o tnico tipe de célula humana
que pode ser obtido sem dificuldades e em grandes quantidades para estudos de me-
tabolismo.

MATERIAIS E METODOS

Obtengdo de reticulocitos de coelho

A liberagdo de reticuldcitos em coelhos foi provocada pela inje¢o sub-
cutinea de solugdo de fenilhidrazina (a 2,5%), neutralizada segundo o esquema de
Rich (1967). O sangue foi coletado por pungfo cardfaca e aproveitado para a reali-
zagdo de experimentos quando mais de 90% das células vermelhas eram reticuléci-
tos. Apds a coleta, o sangue foi centrifugado por 5 minutos a 3000 rpm, ¢ 0 sobre-
nadante foi descartado. As células foram lavadas trés vezes por centrifugagfo a
3000 rpm em meio resfriado a 4°C e contendo NaCt 0,15 M (tampéo fosfato 20
mM, pH 7,4). Apos cada lavagem, a camada superior, formada por leucécitos e pla-
quetas, foi aspirada. Apds a lavagem, as células foram incubadas por 30 minutos a
379C em solugdio de Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,6). Apds o término da in-
cubagio, as células foram novamente lavadas por 3 vezes com solugao de Krebs/
Henseleit-bicarbonato (pH 7,6) e suspensas nesse mesmo meio, para a realizagio dos
experimentos.

Obtengdo de eritrocitos humanos e de coelho

O sangue humano foi obtido por pungdo da veia mediana. O sangue de
coelho foi coletado por pungio cardfaca. O anticoagulante utilizado foi a heparina,
O procedimento de isolamento dos eritrocitos, tanto para o sangue humano como
para o sangue de coelho, foi idéntico ao utilizado para o isolamento dos reticulécitos.

Sistema de incubacio

As suspenstes de eritrécitos ou reticuldcitos foram adicionados isoste-
viol, steviol, steviolbiosfdeo, steviosfdeo ou antimicina A, de acordo com o protoco-
lo experimental, sendo o pH ajustado para 7,6. A seguir, incubou-se a suspensdo por
5 minutos a 37°C, sob atmosfera carbogénica (CO7:04 . 595%) e com agitagfio em
banho Dubnoff. Apés estes 5 minutos de pré-incubagio, adicionou-se glucose, para
uma concentracio final em torno de 2 mM.
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Aliguotas foram retiradas em tempos previamente determinados e des-
proteihizadas com 2 volumes de HC104 a 3,5% e resfriado 2 4°C. Apds centrifuga-
¢do, aliquotas do sobrenadante foram utilizadas para as dosagens de I-lactato e
glucose.

Para a determinagio dos volumes de distribuicdo do steviosideo e da
dgua triciada, eritrécitos humanos foram incubados com hematéerito elevado
(60%) em tampdo Krebs/Henseleit-fosfato (fosfato 16 mM, pH 7.4; cloreto de cdl-
cio 0,3 mM). Em diferentes incubagdes, adicionou-se steviosideo (concentragiio mé-
dia 04 mM), dgua triciada e {14C} sacarose, Amostras foram coletadas em tempos
predeterminados, ¢ os eritrécitos precipitados por centrifugagdo. O sobrenadante
foi entdo desproteinizado por igual volume de dcido perclérico 2 0,3%, e utilizado
para a dosagem de stevios{deo e para as medidas da radioatividade.

Analitica

A glucose foi determinada através do método da o-toluidina, de acordo
com Dubowski (1962). O L-lactato foi dosado enmmatmamente com L-lactato de-
sidrogenase e nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD ) essencialmente  cou-
forme foi descrito por Gutmann ef al., 1974). A hemoglobina foi dosada pelo mé-
todo da cianometahemoglobina (van Kampen et al., 1961). A radioatividade foi me-
dida em cintilador l{quido (Beckman, L.S 6800); o liquido de cintilagdo continha
800 mi de tolueno, 400 ml de etanol, 5 g de 2,5-difeniloxazol e 200 mg de 2,2’-
p-fenileno-bis (5-feniloxazol) (POPOP).

O steviosideo foi dosado pelo método de dosagem de agiicares (fenol
sulfiirico) descrito por Dubois et al. (1956). A curva-padrdo foi feita com solugdes
de steviosfdeo de concentracio conhecida.
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rigura 1, Efeito da antimicina A {10 .p/ml}, isosteviol 1 mM, steviolbiosfdeo 1 mM e stevio-
sideo 1 mM sobre o consumo de glucose em reticuldcitos de coelho, Reticuldcitos de coelho
foram incubados em tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7,4}, conforme descrito em
Materiais 8 Métodos. O hematéerito era igual a 20%. Amostras foram coletadas e desprotei-
nizadas e a glucose dosada pelo método da o-toluidina, Simbolos: controle, @; xsostevioi
{1 mM), O: steviolbiosideo {1 mM), &; stevies(deo (1 mM), fantimicina A (10pg/ml)
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RESULTADOS

Efeito sohre a glicolise em reticulbcitos de coelho

A figura 1 mostra os resultados de uma experiéncia na qual o consumo
de glucose de reticuldcitos em suspensio foi seguido durante 4 horas. Além da incu-
bagfo-controle, foram feitas mais quatro incubag¢@es que continham antimicina A
(10 ug/ml), isosteviol, steviolbiosideo e steviosideo, estes niltimos numa concentra-
¢do igual a | mM. Na incubagio-controle, a glucose do meio esgotou-se aos 180 mi-
nutos de incuba¢do. J4 na presen¢a de antimicina A (10 ug/ml), o consumo de glu-
cose esteve bem acelerado, tendo ela sido esgotada entre os 60 e 120 minutos de in-
cubagdo. Fica, pois, evidente que o sistema € passivel de ativagio por um agente que
iniba a cadeia respiratoria, como € o caso da antimicina A (Ghosh e Sloviter, 1972).

O isosteviol 1 mM, por outro lado, inibe consideravelmente o consumo
de glucose, Na experiéneia da figura 1, o grau de inibigdo é de aproximadamente
65%. Steviosideo e steviolbiosfdeo, no entanto, tém um efeito bem pouco pro -
nunciado. :

No tocante & produgdo de L-lactato, conforme mostra a figura 2, os re-
sultados sdo um pouco contraditérios. A antimicina A ativa consideravelmente a li-
beragiio de L-lactato, o que € coerente com o aumento no consumo de glucose, No
caso do steviosideo ¢ do steviolbiosideo, por outro lado, hd um pequeno efeito ini-
bidor sobre a produgio de L-lactato, conseqliéncia possivelmente da também pe-
quena inibi¢do do consumo de glucose, J4 o isosteviol, a0 contrdrio do que se obser-
vou na figura 1, nfo inibe, nas condigdes do experimento, a produgio de L-lactato .
Na realidade, hd até uma pequena ativa¢do. Este fato por si s0 sugere que o efeito
do isosteviol pode ser bem complexo.
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Figura 2. Efeito da antimicina A {10 ltg/ml}, isosteviol 1 mM, steviolbiosideo 1 mM e stevio-
sideo 1 mM sobre a produglio de L-lactato em reticulbcitos de coelho, Medidas de produgéo
de L-lactato correspondentes & experiéncia mostrada na figura 1. O tempo de exaustdo da glu-
cose do meio de incubagdo estd indicado por setas. Simbolos; controle, ®; isosteviol (1 mM},
O steviolbios(deo {1 mM), & stevios{deo {1 mM), Lantimicina A (10 Mg/ml), O
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O efeito inibidor do isosteviol 1 mM sobre o consume de glucose em re-
ticuldeitos ndo € o esperado, jd que, como inibidor da cadeia respiratdria, ele deve-
ria, a exemplo da antimicina A, ativar a glicolise. A fim de esclarecer isto, realiza-
ram-se outras experiéncias, nas quais uma série de concentragdes foram investigadas.
A Hgura 3 mostra os resultados de uma experiéncia na qual a concentragio de isos-
teviol variou entre 0,05 ¢ 2,0 mM. A produgdo de L-lactato ¢ o consumo de glucose
foram avaliados durante 2 horas, e os valores obtidos foram representados contra a
concentragio de isosteviol. Vé-se na figura 3 que, com isosteviol 1 mM, hd uma ini-
bi¢dio do consumo de glucose, conforme foi visto na figura 1. Esta inibi¢do & acen-
tuada (75% em relagdo ac controle). Sobre a produgio de L-lactato, no entanto, o
efeito é bem reduzido. Com isosteviol 2 mM, a inibigio acentua-se, tanto em rela-
¢80 ao consumo de glucose como i produgo de L-lactato. Concentragdes baixas de
isosteviol, por outro lado, provocam uma ativagdo no consumo de giucose, bem co-
mo na produgio de L-actato. Os resultados da figura 3 sugerem fortemente a exis-
téncia de ao menos dois efeitos. A ativagio pode ser causada pela inibigio da ca-
deia respiratoria, a exemplo do que sucede com a antimicina A.

W
o0
o
S
u‘:l‘ —
w2 e® e
[=]
4 /
o O 8
H w
3 o, [/
2 g BB
S = /é
o T
o R 5
2
2 o2 @
2 =
335
' a
-
-
w o
o ¥
aQ 274
L S
g
a B8
g Te—
o \B
a @
r T T T 1
0 05 10 15 2¢

CONGENTRAGAD OE {SOSTEVIOL (mM}

Figura 3. Efeito do isosteviol sobre-a glicblisn em reticuléeitos de coetho: depandéncia da
concentragdo. Reticuldcitos de coelho foram incubados em tampdo Krebs/Henseleit-bicarbo-
nato [pH 7,4}, conforme descrito em Materiais e Métodos, O hemat6crito foi igual a 21% e a
concentragdo inicial de glucose 2 mM. O consumo de glucose e a produgdo de L-lactato foram
:valiados e expressos em Gmol por hora por ml do espago intraceiular. Glucose: ®; L-lactato:
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Figura 4. Efeito do steviol sobre a glicolise em reticulbcitos e eritrbeitos ds coelho: dependén-
cia da concentragdo, Reticuldcitos e eritrocitos de coetho foram incubados em tampédo Krebs/
Henseleit-bicarbonato (pH 7,4}, conforme descrito em Materiais @ Métodos. O hematoerito
foi aproximadamente 20% em todas as incubag8es. A produgdo de L-lactato foi medida por
método enzimatico (ver Materiais e Métodos), expressa em dmol produzidos por hora por ml
do espago intracelular e representada contra a concentragdo de stevial.

A ativagdo mdxima produzida pelo isosteviol no tocante a produgdo de
L-lactato é de 58%. Em relagdo ao consumo de glucese ela € bem menor: apenas
26%. A queda 6 bastante abrupta quando se aumenta a concentragio, o que sugere
um forte efeito inibidor sobreposio A ativagdo. Um quadro um pouco diferente é
obtido quando se utiliza o andlogo estrutural do isosteviol, o steviol. Este composto
é a aglucona natural do steviosideo. Foi feita uma experiéncia na qual se variou a
concentragio do steviol entre 0,05 e 2,0 inM, a exemplo do que jd fora feito com o
isosteviol. O s resultados estdo na figura 4. Ai se nota que a produgdo de L-lactato,
¢ ativada em 80% com steviol 1 mM. Apenas com steviol 2 mM hi um decréscimo.
Consistentemnente, também o consumo de glucose ¢ ativado (nfo mostrado na
figura 4), o mdximo de ativagdo ocorrendo com steviol 0,5 mM.

Cfeito sobre a glicdlise em eritrocitos de coelho e em eritrocitos humanos

Experiéncias de todo semelhantes dquelas descritas no item anterior
foram realizadas com eritrécilos humanos e de coelho. A figura 5 mostra os resul-
tados de uma experiéncia na qual eritrocitos de coelho foram incubados na presen-
¢a de isosteviol 1 mM, steviosideo 1 mM e steviolbiosideo 1 mM. O consumo de
glucose foi acompanhado durante 5 horas. Pode-se ver que o isosteviel I mM inibe
o consumo de glucose. Nas condiges do experimento, o grau de inibigio é de 45%.

Steviosideo e steviolbiosideo 1 mM, por outro lado, t€m efeito bem pouco pronun-
ciade, pois o grau de inibi¢io nfo uitrapassa os 20%.
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Figura 5. Efeito do isosteviol 1 mM, steviolbios(deo 1 mM e do steviosideo 1 mi sobre o con-
sumo de glucose em eritrocitos de coelho, Eritrocitos de coelho foram incubados em tampéo
Krebs/Henseleit-bicarbonato {pH 7,4}, conforme descrito em Materiais e Métodos, O hemato-
crito fol igual a 20%. Amaostras foram coletadas e desproteinizadas € a glucose dosada pelo meé-
todo da o-toluidina, Simbolos: controle, ®; isosteviol 1 mM, O: steviolbiosideo 1 mM, &; ste-
viosideo 1 mM, &

As medidas de produgdo de L-lactato da experiéncia acima descrita
encontram-se na figura 6. Os resultados sdo consistentes com os dados de consumo
glucose. O isosteviol 1 mM produz 45% d€ inibigio. No caso do steviosideo e do
steviolbiosideo | mM, a inibigio sobre a produgio de L-lactato € um pouco mais
pronunciada, ultrapassando a barreira dos 20%. Deve-se destacar que, até ao
esgotamento da glucose do meio de incubagdo, tanto a produgio de L-factato co—

mo o consumeo de glucose sdo fungdo linear do tempo de incubagao.
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Figura 6. Efeito do isosteviol 1 mM, steviolbiosideo 1 mM e steviosideo 1 mkd sobre a produ-

¢d0 de L-lactato em reticulbcitos de coetho, Medidas de produgfio de |-lactato correspon-
dentes 4 experiéncia mostrada na figura 5. Simbolos: controle, @; isosteviol, O; steviolbio-
sfdeo, & steviosideo, &
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Experiéncias idénticas s descritas para eritrécitos de coelho foram
realizadas também com eritrocitos humanos. Os resultados sdo plenamente
compardveis. O isosteviol 1 mM tem malor efeito inibidor, tanto sobre o consumo
de glucose como sobre a produgdo de L-lactato, O grau de inibigao é compardvel
dquele observado em eritrocitos de coelho. O efeito do steviosideo e do steviol-
biosideo, por outro lado, também ¢ bem pouco pronunciado em eritrécitos huma -
10s.

Similarmente ac que fora feito com reticuldcitos, curvas de concentra-
¢30 também foram realizadas com eritrdcitos, utilizando-se isosteviol e steviol.
Conforme mostra a figura 4, o steviol exerce um tnico efeito sobre a glicdlise de
eritrocitos: entre 0,05 ¢ 2,0 mM, hd apenas inibi¢do, ndo se observando a ativago
que ocorre com reticuldcitos. Experiéncias similares realizadas com isosteviol
revelaram que também este composte ndo produz ativagdo sobre a glicolise de
eritrdcitos.

Agio hemolisante dos produtos naturais da Stevia Rebaudiana

O efeito inibidor sobre a glicdlise, tanto em eritrécitos como em
reticulbeitos, poderia dever-se 4 agdo hemolisante. Com a hemdlise hd a liberagdo de
enzimas e cofatores para o meio de incubagdo, 0 que também provoca uma dilui¢go
desses agentes. Com isto, a atividade glicolftica tende a decair. Por isto, a hemdlise
poderia ser a causa da inibi¢fo, embora nfo possa ser considerada a causa da ativa-
¢iio observada em reticuldceitos.

Para responder a esta questdo, a hemdlise provocada pelos produtos
naturais da Stevia rebaudiana foi sistematicamente investigada. Uma parte dos
resultados estd representada na figura 7, em que se representou a quaniidade de
hemoglobina liberada apds duas horas de incubagdo. O sistema tinha um hema-
tocrita inicial igual a 20%. Essa figura mostra que o steviol e o isosteviol possuem
a¢do hemolisante. O isosteviol 5 mM, apés duas horas de incubagdo, produz 70 %
de hemdlise. O steviol 5 mM produz menos da metade deste valor apds duas
horas de incubagio. A dependéncia da hemdlise da concentragfo, no entanto, é
parabélica e acentua-se muito em concentragBes acima de 2 mM. Até 2 mM o
efeitc é muito pouco pronunciado (menos de 3,5% de hemolise). Como os efeitos
sobre a glicolise, tanto em reticuldcitos como também em eritrécitos, foram obser-

vados em concentragbes até 2 mM, é improvivel que a agdio hemolisante seja a
causa do efeito inibidor. ,

Deve-se destacar ainda, no tocante 4 figura 7, que o steviosideo ndo
pos§ui qualquer agio hemolisante. Mesmo concentragSes iguais a 5 mM sdo comple-
tamente indcuas.
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Figura 7. Agio hemolisante do sioviol, isosteviol e do steviosideo sobre eritrbcitos humanos,
Eritrécitos humanos foram incubados (hematécorito iniclal; 20%) em tampio Krebs/Hense-
leit-hicarbonato (pH 7,4}, conforme descrito e Materiais e Métodos, na presenga de con-
centracdes varidveis de isosteviol, steviol e steviosideo. A hemdlise foi avaliada apbs 120
minutos de incubagdo e representada contra a concentragdo de cada composto. Simbolos:
isosteviol, ®; steviol, B; steviosideo, ¥

O volume de distribuicdo do steviosideo numa suspensdo de eritracitos

A ativagdo da glicdlise observada com steviol e isosteviol em reticuld-
citos, juntamente com a agio hemolisante destes compostos, reforga a suposi¢io de
que eles permeiam a membrana celular. Isto tem apoio também em dados obtidos
em outros sistemas celulares, tais como tibulos renais (Yamamoto et al., 1984) e
figado perfundido isoladamente (Tshii e Bracht, 1984}, Nestes sistemas, isosteviol e
steviol inibem a gluconeogénese ¢ a respiragio. Principaimente este tltimo fendme-
no exige acesso as mitocondrias, o que somente € possivel permeando a membrana
celutar. O steviosideo, porém, ndo afeta a gluconeogénese ¢ a respiragdo em tabu-
los renais e no figado perfundido (Yamamoto ef al., 1984 Ishii e Bracht, 1984},
o que leva a crer que o composto talvez tenha dificuldade em permear a membrana
celular. No caso dos eritrécitos, a suposigio é reforgada pela auséncia de efei-
to hemolisante.

Estudos de permeagdo de substincias em membranas  bioldgicas
requerem marcagiio com isétopos radioativos. Nio hd, porém, steviosideo ou
steviol marcado disponivel no mercado. O steviosideo, porém, pode ser facilmente
dosado por métodos que detectam residuos glicidicos. Embora o método esteja
sujeito a certas interferéncias, numa experiéncia bem controlada pode-se ter
razodvel grau de confianga nas medidas feitas.

Por isto planejou-se uma experiéncia destinada 4 avaliagio do volume de
distribuigio do steviosideo numa suspensdo de eritrocitos humanos. O steviosideo
foi dosade pelo método do fenol-sulfirico {Dubois, 1956), substraindo-se brancos
adequados. Como referéncias foram utilizadas ['*C] sacarose e dgua triciada
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([*H]H20). A sacarose permeia a membrana celular com extrema lentiddo (Bracht
et al., 1980), podendo ser encarada como um indicador para o espago extracelular,
A dgua triciada, por outro lado, é um indicador para o espago aquoso total, id que
a sua distribuigic entre 0 meio externo e o meio intracelular ¢ instantinea. O
hematécrito das suspensdes foi bem alto: em torno de 60%. Desta forma, o volume
intracetular ¢ significativo em compara¢io com o volume extracelular,

A figura 8 mostra os resultados de uma experiéncia tipica. Os volumes
de distribuigio do steviosideo e da dgua triciada foram expressos em relagdo- ao
volume da sacarose. Salta & vista, na figura 8, que os volumes de distribui¢@o do
steviosideo e da dgua triciada diferem acentuadamente. O do steviosfdeo ¢, inclusi-
ve, um tanto menor que o ocupado pela sacarose. Ja o volume de distribuigiio da
dgua triciada é bem maior que o da sacarose, o que € légico. Por outro lado, ao
longo de duas horas de incubagdo, tanto o volume da dgua triciada como o do
steviosideo ndc mostram qualquer variagio. Isto ¢ esperado no caso da dgua
triciada, j4 que a sua distribuigdo entre os espagos intra e extracelular & quase que
instantinea. No caso do steviosideo, no entanto, a observagio ¢ um indicativo
bastante forte de que, mesmo no prazo de duas horas, ndo hd permeagio significa-
tiva da membrana celuiar. Se houvesse permeagdo, deveria haver um aumento
gradativo no volume de distribuigio, em dire¢do ao da dgua triciada, o que nio
ocorre, nem mesmo havendo qualquer indicagdo neste sentido. E possivel, portanto,
que o steviosideo nio permeie a memnbrana celular,
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Figura 8. Volumes de distribuigdo do steviosideo e da &gua triciada em relaglio ao volume da
{14€] sacarose em eritrocitos humanos, Eritrocitos humanos foram suspensos em tampdo
Krebs/Henseleit-fosfate (pH 7,4); fosfato 16 mi; cloreto de célcio 0,3 mM} com um hema-
tocrito de 60%. Os volumes relativos do steviosideo e da 4gua triciada foram calculados com
dados obtidos conforme descrito em Materiais e Métodos,
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DISCUSSAQ
O efeito ativador sohre a glicolise em reticulocitos

0O efeito ativador da glictlise em reticulécitos é esperado com base na
agdo inibidora que os produtos naturais da Stevia rebaudiena exercem sobre a fos-
forilag@o oxidativa. A melhor evidéncia de que este efeito tem realmente origem
mitocondrial estd no fato de ndo haver ativagdo da glicélise em eritrdcitos, os quais
nio possuem mitocdndrias. Por outro lado, uma ativagio semelhante na glicolise
foi observada também no figado perfundido isoladamente (Ishii e Bracht, 1984).
No figado, inclusive, a ativagdo da glicolise é acompanhada por uma inibigdo no
consumo de oxigénio, havendo boa correlagio entre ambos os fendmenos. Como a
gliclise de reticuldcitos é comprovadamente ativada por inibidores da respiragio
mitocondrial (fig. 1), é altamente provdvel que os resultados deste trabalho, no
tocante 4 ativagao da glicélise, possam ser interpretados desta maneira.

H4 indicadores também de que em reticuldcitos a cadeia respiratoria é
realmente afetada. Na experiéncia mostrada nas figuras 1 e 2 nota-se acentuado
efeito inibidor sobre o consumo de glucose por parte do isosteviol 1 mM. A pro-
dugio de L-actato, porém, nfo ¢ inibida naquela experiéncia, sendo inclusive um
pouco ativada. Como o L-lactato liberado pela célula representa, na realidade,
piruvato ndo oxidado pelo ciclo de Krebs e pela cadeia respiratoria (jd que a L-lac-
tato desidrogenase estd préxima ao equilfbrio), é justo esperar uma major liberagio
de L-lactato quando houver inibigdo daquelas vias. Por isto, mesmo com uma
menor quantidade de glucose sendo transformada, pode haver uma liberagio de
L-lactato maior ou igual ao controle, desde que ndo haja passagem de unidades de
trés carbonos (na forma de piruvato) para o ciclo de Krebs.

A acldo inibidora sobre a glicdlise em eritrdcitos e em reticuldeitos quando os
compostos estdo presentes em altas concentragdes

A forma das curvas de concentragio obtidas com reticulécitos fala
nitidamente a favor de dois efeitos. Isto se confirma quando se verifica que em e-
ritocitos hd apenas um efeito, isto é, uma inibigdo da glicélise. Se a causa da
ativagdo parece clara, a causa da inibigio ainda requer dados experimentais adicio-
nais,

A priori podem-se imaginar {rés causas para a inibi¢ o da glic6lise em
eritrocitos: a) hemolise, isto é, destruigdo das células; b) inibi¢io de uma ou mais
enzimas da via glicolitica; ¢) inibigfo do transporte de glucose através da membrana
plasmdtica. A primeira possibilidade, a hemoélise, é improvével, j4 que uma avalia-
¢do (fig. 7) mostrou que ela € insignificante mesmo em concentragGes que provocam
considerdvel inibigZo. Por isto mesmo, a sua contribui¢io para o efeito inibidor
total deve ser bem pequena.

A possibilidade de uma inibi¢fo de enzimas da via glicolitica ndo pode
ser excluida, j4 que nem todas as enzimas desta via, até agora, foram testadas
quanto a sua sensibilidade aos produtos naturais da Stevia rebaudiana. Apenas a
hexoquinase (Kelmer Bracht, 1981), a gliceraldeido 3-fosfato desidrogex\ase (dados
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ndo mostrados) ¢ a L-lactato desidrogenase (dados nZo mostrados) foram testadas,
sendo que nenhum efeito foi notado. Talvez, no entanto, o principal fator a
contribuir para a inibigdo da glicolise seja a terceira possibilidade aventada no paré-
grafo anterior, isto ¢, a inibigfo do transporte de glucose. Ishii e Bracht (1984)
verificaram em figado perfundido iscladamente que o isosteviol inibe fortemente o
transporte de glucose. Foi verificado também que este efeito é compartilhado pelo
steviosideo, embora este composto seja muito menos potente.

No figado perfundido isoladamente, a inibi¢g3o do transporte de gluco-
se tem uma série de conseqliéncias metabdlicas. Uma delas, inclusive, € a inibigdo da
glicolise a partir de glucose exdgena, quando o isosteviol ¢ infundido em concentra-
¢Oes superiores a 0,2 mM. Foi exatamente isso o que se observou em reticuldcitos
(fig. 3). Esta semelhanga de efeitos sobre a glicdlise em reticuldcitos e células hepi-
ticas €, seguramente, altamente significativa.

Deve-se acrescentar que uma inibi¢fo no transporte de glucose nio re-
quer que 0 composto tenha acesso ao interior da célula, Na realidade, a inibi¢ao de
transporte é um tfpico efeito a nivel da membrana plasmdtica, o qual pode ser
exercido também do lado de fora. Neste sentido, chama a atengiio o fato de que,
em todos os experimentos realizados, tanto o steviosideo como o steviclbiosideo
exercem um pequeno efeito inibidor. Este efeito pode dever-se 4 uma intbi¢aio do
transporte de ghucose.

Com os dados disponiveis fica, pois, claro que a inibigfo do transporte
de glucose poderia explicar o efeito negativo sobre a glicdlise, tanto em eritrdcitos,
como em reticuldcitos. Isto ndo quer dizer, no entanto, que nio haja algum efeito
sobre alguma enzima da via glicolitica, o que poderia ser um segundo sitio de agio.
Uma resposta definitiva depende de medidas especificas a serem feitas com cada
uma das enzimas da glicolise.

A permeahilidade da membrana plasmética aos produtos naturais da Stevia rebaudiana

Apenas o volume de distribuigio do steviosideo pdde ser medido, e os
resultados indicam que este ndo permeia a membrana celular com velocidade men-
surdvel. Medidas de transporte de steviol e isosteviol esbarram nas dificuldades de
dosagem destas substdncias, Estas dificuldades perdurardo enquanto no se dispuser
de isosteviol ou steviol marcado com isétopo radioativo.

E muito provivel, no entanto, que ambas as formas da aglucona (isos-
teviol e steviol) tenham acesso ao interior da célula. Hd indmeros dados que atestam
isto, como a inibi¢fo da gluconeogénese em tlibulos renais (Yamamoto et al., 1984),
a inibi¢do da respiragio ¢ outros efeitos ein figado perfundido isoladamente (Ishii e
Bracht, 1984), a ativa¢io da glicolise em reticuldcitos observada neste trabalho, e a
excre¢io do steviol no liquido biliar (Wingard et al., 1980). Por outro lado, o fato
de o steviosideo ndo permear ou permear muito lentamente a membrana plasmdtica
explica a auséncia de efeito deste composto sobre muitos parimetros que o steviol
afeta. E o caso, por exemplo, da auséncia de inibigio sobre a gluconeogénese e a
_respiragdo em tibulos renais (Yamamoto et al., 1984) e sobre a respiragfo no figado
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perfundido gquando nenhum substrato exégeno ¢ infundido (Ishii e Bracht, 1984),
Isto ocorre porque o efeito do steviosideo (e também do steviolbiosideo) sobre
mitocdndrias é semelhante ac do steviol ¢ do isosteviol, sendo de se esperar também
uma semelhanca de efeitos em células intatas. As discrepéncias ficam amplamente
esclarecidas, no entanto, caso se admita que o steviosideo, na célula intata, nio
tenha acesso 4s mitocdndrias. Os dados obtidos até agora indicam fortemente que
esta interpretagfio € correta.
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EFEITO DE PRODUTOS NATURAIS DA

Stevia rebaudiana SOBRE MITOCONDRIAS ISOLADAS

A. M. KELMER BRACHT, M. ALVAREZ E A. BRACHT

Laboratdrio de Metabolismo Hepdtico
Departamento de Farmacia e Bioquimica
Universidade Estadual de Maringd — 87100 — Maringd — PR

RESUMO

O efeito de diversos produtos naturais extraidos das fo-
lhas da St¢evia rebaudiana sobre mitocondrias isoladas de
figado de rato foi investigado. Os compostos utilizados
foram steviosideo {um adogante ndo-calérico), steviolbio-
sideo, isosteviol e steviol. Extratos aquosos totais das
folhas da planta também foram investigados. Os produtos
naturais da Stevia rebaudiana inibem a fosforilagio oxida-
tiva, a atividade ATP-asica ativada pelo 2 4-dinitrofencl, a
atividade NADH-oxidase, a atividade succinato-oxidase, a
succinato desidrogenase e a L-glutamato desidrogenase.
A razdo ADP/0 foi diminuida, A respiragio dependente de
substrato {estado II) foi aumentada em baixas concentra-
¢des (até 0.5 mM) e inibida em concentrages altas
(1 mM ou mais). Em mitocéndrias desacopladas, a inibigio
da respiragio foi o unico efeito observado, A ejegdo ativa
de protons induzida pelo succinato e o “swelling'’ induzido
por diversos substratos e pelo ATP foram inibidos. Dos
compostos investigados, o principio doce steviosideo foi o
menos ativo. Foi concluido que, em adigdo aos seus efeitos
inibitérios, os produtos naturais da Stevia rebaudiana
podem agir também como desacoplantes da fosforilagdo
oxidativa, As possiveis conseqiiéncias fisiologicas da in.
gestde do steviosideo e dos extratos aquosos da Stevia
rebaudiana sdo discutidos.

SUMMARY

The effect of several natural products extracted from the
leaves of Stevia rebaudiana on rat liver mitochondria was
investigated. The compounds used were stevioside {a non-
caloric sweetener), stevioibioside, isosteviol and steviol.
Total aqueous extracts of the leaves were also investigated.
Stevia rebaudiana natural products inhibited oxidative
phosphorylation, 2 4-dinitrophenol stimulated ATP-ase
activity, NADH-oxidase activity, succinate-oxidase activity
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succinate dehydrogenase and L-glutamate dehydrogenase.
The ADP/C-ratioc was decreased. Substrate respiration
(state II respiration) was increased at low concentrations
{up to 0.5 mM) and inhibited at higher concentrations
(1 mM or more). In uncoupled mitochondria, inhibition of
substrate respiration was the only effect observed. Net
proton ejection induced by succinate and swelling induced
by several substrates was inhibited. Among the compounds
investigated, the sweet principle stevioside was the less
active. It was concluded that in addition to its inhibitory
effects, Stevia rebaudiana natural products may also act
as uncouplers of oxidative phosphorylation, The possible
physiological consequences of the ingestion of stevioside
and Stevia rebaudiana aqueous extracts are discussed,

INTRODUCAO

A Stevia rebaudiana ¢ um arbusto do Brasil e do Paragvai, pertencente
i familia das compostas {Bridel e Lavieille, 1931). As folhas desta planta contém
grandes quantidades (5% do peso seco) de steviosideo, um adogante 300 vezes mais
doce que a sacarose (Bridel e Lavieille, 1931). Este adogante estd atualmente
assumindo grande significado no Brasil ¢ no Japdo, como um novo adogante
ndo-caltrico. O steviosideo é um glicosideo formado por trés moléculas de glucose,
e o steviol é um dlcool carboxilico diterpénico (fig. 1; Bridel e Lavieille, 1931; Wood
et al., 1955; Mosettig e Nes, 1955). Além do steviosideo, as folhas da Stevia
rebandiana contém ainda diversos derivados, tais como o rebaudiosideo A (2% do
peso seco), rebaudiosideo B, steviolbios{deo, steviol (fig. 1), diversos dos quais sdo
também doces (Kohda et al., 1976). Em conseqiiéncia do seu alto teor em
glicosideos doces, as folhas da Stevia rebandiana tém acentuado sabor doce.

Ao lado das propriedades organclépticas, a planta tambén € conhecida
por seus efeitos fisicldgicos e terapéuticos. Foi descrito que os extratos aquosos da
Stevia rebaudiana s3o capazes de diminuir a glicemia (Miquel, 1966), e tambhém
que eles tém propriedades cardioténicas (Schmeling, 1977) e anticoncepcionais
(Planas e Kué, 1968). Maijor atengio foi dedicada pelos pesquisadores ao efeito
hipoglicemiante. A regulacdo dos niveis de glucose sanguinea em pacientes
diabéticos foi descrita por Miquel (1966} O mesmo efejto foi observado em
experimentos realizados com coelhos aloxanizados (von Schmeling et al., 1977).
Foi comunicado também gque a adminisiragio de extratos das folhas da Stevia
rebaudiana a pacientes normais altera significativamente a tolerincia 4 glucose
(Alvarez et al., 1981). Estes efeitos foram observados apenas com o extrato
aquoso total das folhas. O steviosideo, principal principio doce, ndo possui efeitc
hipoglicemiants.
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A agio hipoglicémica pode ser uma indicagio de alteragdes no
metabolismo celular. O préprio steviosideo, que nfo tem efeito sobre o nivel de
aghcar sanguineo, ndo parece ser completamente inerte. De fato, como foi mostra-
do por Vignais et al., 1966), o steviosideo e o steviol inibem o transporte de
ADP/ATP em mitocOndrias isoladas de figado de rato. Como o uso do steviosideo e
das folhas da Stevia rebandiana (na forma de infusBes aquosas), no Brasil e no
Japdo, aumenta continuamente, investigacSes precisas ¢ detalhadas sobre a sua agfo
sdo indispensdveis. Com este propdsito, a Stevia rebaudiana fol introduzida em
nosso laboratdrio. Experiéncias preliminares realizadas com mitocdndrias isoladas
de fipado de rato e células intatas mostraram que o efeito dos produtos naturais
da Stevia rebaudiana ndo é restrito i inibigio do transporte de ADP/ATP. Como
um conhecimento prévio do efeito sobre mitocondrias isoladas pode ser importante
para a interpretacdo de experimentos subseqiientes com células intatas e organis-
mos, decidiu-se realizar primeiramente um estudo sistemdtico com quatro compos-
tos purificados e o extrato aquoso total das folhas. Os compostos investigados
foram o steviosideo, o steviolbiosideo, o steviol e o isosteviol (fig. 1). O steviosideo
¢ o steviolbiosideo sfo representativos dos dois tipos principais de glicosideos que
ocorrem nas folhas da Stevia rebaudiana, enquanto que o steviol e o isosteviol sio
as duas formas principais da aglucona livre (Kohda ef al., 1976). Os resultados devem
fornecer informagGes sobre o mecanismo de agio dos produtos naturais da Stevia
rebaudiana e ajudar na interpreta¢fo de experimentos subseqiientes,

MATERIAIS E METODOS

Enzimas e coenzimas (ADP, ATP, NAD™ NADH,NADP",e NADPH),
antimicina A, rotenona, oligomicina, atractilato de sddio, 24-dinitrofenol e
carbonil cianeto p-trifluorometoxifenil hidrazona (FCCP) foram adquiridos da Sigma
Chemical Co. Os demais reagentes foram adquiridos da Merck, da Carlo Erba e da
Reagen.

Steviosideo cristalino foi purificado a partir de folhas secas da Stevia
rebaudiana, conforme descrito anteriormente (Alvarez ef al., 1981). O steviolbio-
sideo foi obtido por hidrSlise bdsica, e o isosteviol por hidrélise dcida do stevio-
sideo, essencialmente conforme descrito por Kohda et al. (1976). O steviol foi
obtido por hidrolise enzimdtica do steviosideo com pectinase (poli(l.4—eD-
galacturonideo) — glicano-hidrolase; EC 3.2.1.15), conforme descrito por Mosettig
e Nes (1955).

O extrato aquoso total das folhas da Stevia rebaudiana foi preparado
por extragdo com dgua quente. Folhas secas foram suspensas em 1000 ml de dgua
quente (100°C — 0,1 g por ml). Ap6s 30 minutos, a suspensdo foi filtrada atra-
vés de vdrias camadas de gaze, e o filtrado foi usado nos experimentos,

Steviol, isosteviol e steviolbiosideo foram adicionados ds incubag@es,
ou como solugbes alcalinas (pH 8-9), ou como solugles alcodlicas, Controles
adequados foram feitos para excluir efeitos inespecificos do solvente O stevio-
sideo foi dissolvido diretamente no meio de incubagio.
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Isolamento de mitocdndrias de figado de rato:

Para medidas de consumo de oxigénio e da atividade ATP-dsica,

as mitocondrias foram isoladas de acordo com Voss et al, 1961), utilizando-se
meio de extragio com manitol e sacarose. Medidas de swelling e efluxo de
prétons, por outro lado, foram feitas com mitocéndrias isoladas de acordo com a
técnica descrita por Packer et al, 1966), utilizando-sc meio 4 base de sacarose.

Rompimento das mitocdndrias por congelamento-descongelamento e extragio
das enzimas solGveis

Mitocondrias intatas, isoladas de acordo com Voss et ai, 1961) e
suspensas em meio de extragio (30 mg de proteina por ml), foram congeladas a
- 10°C por 24 horas, descongeladas & temperatura ambiente e mantidas a 04°C
para o uso, Esta prepara¢do foi usada para o ensaio das atividades enzimdticas
ligadas 4 membrana, Para o ensaio de enzimas soliveis, da matriz mitocondrial, as
membranas rompidas foram eliminadas por centrifuga¢io a 30.000 g por 60 mi-
nutos. O sobrenadante (fragdo soltvel) foi usado como fonte de enzima para os
ensaios.

Consumo de oxigénio e determinagio das razdes ADP/O

O consumo de oxigénio foi medido polfarograficamente, conforme
descrito por Voss et al, 1963), usando-se o seguinte meio de incubagio: fosfato,
5 mM; tris-(hidroximetil) aminometano (Tris-HCI), 20 mM (pH 7.4); etilenodia-
minotetraacetato dissédico (EDTA), 0,2 mM; cloreto de potdssio, 10 mM; e
manitol 0,25 M. As razdes P/O foram calculadas como razdes ADP/O, segundo
Chance e Williams, 1955).

Entumescimento {“swelling”) mitocondrial

O “swelling”” dependente do fluxo de elétrons e da hidrélise do ATP
foi seguido espectrofotometricamente a 575 nm, conforme descrito por Packer
et al, 1966). O meio de reagdo continha: sacarose, 100 mM; Tris-HCl, 10 mM
(pH 74); EDTA dissédico, 0,3 mM. Acetato de sédio (20 mM) foi adicionado
como anion co-permearnte,

Medidas da eje¢io ativa de protons

A ejegdo de prétons dependente da respiragio foi medida com eletrodo
de vidro, usando-se succinato (8 mM) como doador de elétrons (Villalobo e
Lehninger, 1979). O meio de incubagdo continha: cloreto de potéssio, 0,15 M;
Tris-HCL, | mM (pH 7,4); e rotenona, 7 uM. Calibragio foi efetuada pela adigdo
de quantidades conhecidas de HC,

Atividade ATP-asica

A atividade ATP-dsica foi medida seguindo-se a liberagio de fosfato
(Vignais et al,, 1966) ou a liberagdo estequiométrica de prétons com um eletrodo
de vidro (Mitchell e Moyle, 1968). Quando a Hberagio de fosfato foi me\dida, as mi-

102



Revista Unimar, Maringd, 6(1): 99-121, out,, 1984

tocdndrias (2 mg de protefna por ml) foram incubadas em meio de reagéo que con-

tinha cloreto de potdssio (0,15 M), Tris-HC! (50 mM, pH 74), 2 4-dinitrofenol

{0, mM) e ATP (5 mM). A temperatura de incubagfio fol igual a 259C, Apds 5 mi-
nutos de incubagiio, a reagdo foi interrompida pela adigdo de uma solugio de dcido

perclérico fria (3 %), e o fosfato foi medido conforme descrito por Lowry € Lopez
(1946). A liberagdo estequiométrica de protons foi medida em meio de reagio que
continha cloreto de potdssio (0,15 M), Tris-HCI (1 mM, pH 7,4), 2 4-dinitrofenol

(0,1 mM) e ATP (0,28 mM).

Ensaios polarogrdficos das atividades enzimdticas

NADH-oxidase, succinato-oxidase e citocromo c-oxidase foram dosadas
polarograficamente (Singer, 1974). O meijo de ensaio Continha: Tris-HC1, 20 mM
(pH 74); cloreto de potdssio, 10 mM; e 0,5 mg de proteina mitocondrial por ml
(mitocdndrias rompidas por congelamento). No caso da NADH - e succinato-oxida-
se, a reagdo foi iniciada pela adigdio de NADH (1 mM) e succinato (8 mM), respecti-
vamente. Para o ensaio da citocromo c-oxidase, a mistura de NN, N’ N’-tetrametil-p-
fenilenodiamina (TMPD) e de dcido ascorbico (0,3 ¢ 2 mM, respectivamente) foi
usada para reduzir o citocromo ¢ enddgeno na presenga de antimicina A (5
pgfml) (Mustafa et al., 1968).

Ensaio espectrofotométrico de enzimas ligadas & membrana

Dados cinéticos da inibigio da NADH-oxidase foram obtidos espectro-
fotometricamente a 340 nm, usando-se tampdo Tris-HC1 (20 mM; pH 7,4), a 250C,
A concentragio de proteina esteve entre 20 e 100 ug/ml, e a concentragio de NADH
foi igual a 0,15 mM, exceto quando sistematicamente variada. NADH-desidrogenase
(EC 1.6.99.3) ¢ succinato-desidrogenase (EC 1.3.99.1) foram medidas a 420 nm,
usando ferricianeto como aceptor de elétrons, de acordo com Singer (1974). A ati-
vidade da NADH citocromo c-reductase foi seguida a 550 nm (redugfo de ferrici -
tocromo c), segundo Hatefi e Rieske (1974).

Ensaio de anzimas soliivais

A L-malato desidrogenase mitocondrial (L-malato: NAD oxido-reduta-
se; EC 1.1.1.37), a isocitrato desidrogenase NADP" especifica (threo-Dg-isocitrato :
NADP oxido-redutase, descarboxilante; EC 1.1,1.42), a L-gtutamato desidrogenase
(de figado de rato ou de figado bovino; Lglutamato NAD(P) 6xido-redutase, dea-
minadora; BEC 1.4.1.3) e a fumarase (L-malato hidroliase; EC 4.2.1.2) foram ensaia -
das conforme descrito por Bergmeyer et al. (1974). A isocitrato desidrogenase NAD
-dependente (threo-Dy-isocitrato: NAD oxido-redutase, descarboxilante; EC 1.1.1.
42) de mitocdndrias de figado de rato foi dosada de acordo com Plaut {1974). Hexo-
quinase de levedura (ATP; D-hexose 6-fosfotransferase; EC 2.7.1.1) foi medida po-
tenciometricamente com eletrodo de vidro. O meio de incubagdo continha: Tris-
HCL, | mM (pH 74); ATP, 0,3 nM; MgCl,, 5 mM; e glucose, 7 mM.

Tratamento dos dados
Cada ponto experimental é a média de ao menos trés medidas indepen-
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dentes. As concentragOes para 50% de inibi¢do (valores de I5q) foram avaliadas por
interpolag@o. Constantes de inibigao (K;) foram obtidas por ajuste da equagio de
Michaelis-Menten aos dados experimentais, conforme descrito por Wilkinson (1961).

ORII

—

<4 <

~

~ ~
“~COOR' ~ COOH

Steviol: R's R= H I sosteviol
Staviolbiosideo: R'= H;, R% soforose
Steviosideo’ R'= glucase, R'= soforose

Figura 1 . Formulas estruturais do steviol, do steviolbiosideo, do steviosideo o do isosteviol
{Kohda et al., 1976).

RESULTADOS
Efeito sobre a fosforilagdo acoplada & oxidacio do L-glutamato

0 efeito do stevios{deo, do steviolbios{deo, do isosteviol e do steviol s0-
bre a respiragio acoplada 4 fosforitagdo do ADP e sobre as razGes ADP/O estd mos-
trado na Tabela I, As velocidades da respiragio acoplada (consumo de oxigénio apds
a adigdo de ADP menos consumo de oxigénio antes da adigdo de ADP, sensivel 4 oli-
gomicina ¢ ao atractilosideo) sdo inibidas pelos quatro compostos, e as razdes ADP/O
sdo diminuidas. Dos quatro compostos, o steviosideo € o que apresenta menor efei-
to. Altas concentragtes de steviosideo sdo requeridas (5 mM) para uma inibigdo to-
tal da ativag@o da respirago pelo ADP, enquanto que um efeito compardvel jd ocor-
1e com steviolbios{deo 0,6 mM e steviol ou isosteviol 0,45 mM. O efeito sobre as ra-
z8es ADP/O ¢ mais evidente com o steviol e o isosteviol. O valor-controle de 2,6 é
reduzido para valores ao redor de 1,0 por isosteviol e steviol presentes numa concen-
tragfo igual a 0,23 mM.

Efeito sobre a respiragdo dependente de substrato

Ein adi¢fo 4 respiragdo acoplada, a respiragio dependente unicamente de
substrato também é afetada. A natureza (ativagio ou inibigTo) e extensdo do efeito
dependem ndo apenas da concentragZo do inibidor, mas também das condigGes de
incubacio e do estado metabdlico das mitocdndrias. O efeito mais pronunciado foi
observado com o isosteviol, A figura 2 ilustra resultados tipicos obtidos com este
composto. As mitocondrias foram pré-incubadas (2-3 minutos) na presenca de con-
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TABELA |

Efeito do steviosideo, do steviolbiosideo, do isosteviol e do stevio] sobre a fosforila-
¢do oxidativa acoplada 4 oxidagdo de L-glutamato em mitocdndrias de figado de ra-
to. Mitocondrias (0,5 a 1,0 mg de proteina por ml) foram incubadas em meio de rea-
¢do descrito em “Materiais e Métodos”. A concentragiio de L-glutamato foj igual a
8 mM. O consumo de oxigénio foi registrado graficamente, ADP (200 nmol por ml)
foi adicionado em tempos adequados. A velocidade da respiragio refere-se 4 diferenga
entre o consumo de oxigénio apds a adigio de ADP e antes da adicio de ADP.

. Velocidade da respi-
Exp. - ragdo’ (nmel por minu Razioc
bide: 1 =
ne Inibideres Concu(e:n::;\at; e -to por mg;de protei- ADE/O
_ na) .

1 Nenhum - 50%4 B 2,5%0,3
Steviosideo 0,6 4742 : 2,50,2
1,2 3gk3 2,%0,3

5,0 o . -
2 Henhum . 38t .' 2,740,3
Steviolbicsideo 0,15 25t 9 2,2t0,3
0,3 1t ' 2,130,2

0,6 o -
3 Nenhum .. - 59t3 v 2,6t0,2
. Isosteviol 0,1 osko 2 1,6t0,2
0,23 16t 2 N 1,2t0,2

0,45 o ;

q Nenhum ) - 66t6 _ 2,6£0,3
Steviol 0,1 243 1,7t0,3
0,23 11£1 w i,0t0,2

0,45 [s] -

centragGes varidveis de isosteviol, na presenga ou auséncia de desacoplante (2,4-di -
nitrofenol 0,1 mM). A respira¢do foi iniciada pela adigio de um substrato (L-gluta-
mato ou succinato), sendo que os valores de velocidade inicial computados foram
representados contra s concentragSes de isosteviol. Nﬁ:presenga de desacoplante, o
consumo de oxigénio € inibido pelo isosteviol. Foi observada 50% de inibi¢Ao com
isosteviol 0,5 mM, quando succinato foi o substrato. Quando L-glutamato foi o subs-
trato, 50% de inibi¢#o ocorreu com isosteviol 0,4 mM. Sem desacoplante no meio de
incubagdo, no entanto, uma ativagdo do consumo de oxigénio ocorre em concen-
tragGes baixas (0,25 mM). Somente em concentragdes maiores (1 mM), uma inibicio
em relagio ao controle pdde ser observada. Na presenca de altas concentragdes de
‘sosteviol, as velocidades de respiragdo com e sem desacoplante sfo praticamente as
mesmas. Um experimento similar dquele mostrado na figura 2 foi realizado com as-
corbato mais TMPD como doador de elétrons,na presenga de antimicina A, Nenhuma
inibi¢do foi verificada com isosteviol, a0 menos até 4 concentragio de 1 mM. Na au-
séncia de desacoplante, no entanto, uma pequena ativaggo foi encontrada (no méxi-
mo 20%).

Experimentos similares dqueles mostrados na figura 2 foram realizados
‘com steviolbiosideo (até concentragdo de 1 mM), steviosideo (até concentragio de
2 mM) e steviol (até 1 mM). Qualitativamente os resultados foram comparaveis dque-
les obtidos com o isosteviol. Uma ativagiio da réspiragﬁo na auséncia de desacoplan-
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Figura 2, Efeito do isostaviol sobra a respiragiio dependenta de substrato. Mitocdndrias {0,5mg
de prateina por mi} foram incubadas a 250C em meio de reagdo {Voss et al,, 1961}, na presenca
{B) e na auséncia de 2,4-dinitrofenci 0,1 mM {@}. O consumo de oxigénic foi seguido polarogra-
ficamente. As velocidades iniciais de consumo de oxigénio foram expressas em nmoi de 07 por
minuto por mg de proteina e representadas contra a concentragdo de isosteviol, A: L-glutamato
8 mM como substrato; B: succinato 8 mM. . :
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te, simjlar dquela observada com o isosteviol, foi verificada com o steviol. A ativagio
méxim& (45% em relag@o ao controle) ocorre com o steviol 0,5 mM. O efeito foi pra-
ticamente o mesmo com succinato ou com L-glutamato como substratos. O steviol-
biosideo, por outro lado, ativa a respira¢fo dependente de succinato (no mdximo
40% de ativagho com o steviolbiosideo 0,15 mM), mas ndo houve ativa¢io quando
L-glutamato era osubstrato. O stevios{deo, finalmente, em concentrages até 5 mM,
¢ incapaz de aumentar o consumo deé oxigénio. Nas concentragdes mais altas utiliza-
das, todos os compostos inibem a respirago dependente de substrato, Com L-gluta-
mato como doador de elétrons, conforme se pode verificar na tabela 111, a efici-
éncia dos compostos como inibidores decresce ao longo da série isosteviol > ste-
violbiosideo > steviol > steviosideo.

s
\

\

\

S0 4

®
N
&
s
o\@
T~

25 o

Atividede ATP- dszica { percemtsgem do confrele)

0 025 05 08 T 10

Concentregdo(m #)

Figura 3. Eterto do 1sostevial, do steviol, do steviolbiosideo e do steviosideo sohre a ATP-ase os-
timulada par 2,4-dinitrofenol de mitocéndrias intatas de figado de rato. Mitocéndrias {0,2 mg
de protefna por ml} foram incubadas em meio de rea¢do que continha KCI 0,15 M, Tris-HCI
t mM e 2 4-dinitrofenol 0,1 mM. A temperatura da incubagdo foi igual a 259C, e o pH iniciat
foi de 7,4, A reagdo foi iniciada pela adigdo de uma solugfio neutralizada de ATP {concentragdo
final igual a 0,3 mM). A liberagdo estequiométrica de prétons foi seguida com o eletrodo de
vidro, As velocidades medidas na presenga de inibidores foram expressas como percentagem
do controle correspondente, Steviol: & isosteviol: §; steviotbiosfdeo: @ steviosideo: B,
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Figura 4. Efeito do isosteviol, do steviol, do steviolbiosfdeo e do stevinsideo sobre a hidrblise
de ATP em mitocindrias intatas de figado de rato. As mitocondrias foram incubadas a 260C
em meio de reagdo gue continha clorete de potassio (0,15 M), Tris-HCI (50 mM, pH 7.4} e
ATP {5 mM). A concentragio de protefna foi igual a 2 mg/ml. Apos 10 minutos de incubacgdo,
a reagfo foi interrompida pela adigio de solugdo resfriada de 4cido perclérico, e o fosfate libe-
rado foi medido conforme €& descrito por Lowry e Lopez {1946). As velocidades de liberagio
de fosfato (expressas em nmol per minuto por mg de proteina} foram representadas contra a
concentragdo de cada composta, lsosteviol: @ steviol: B; stevictbiosideo: € steviosideo: ¥.

Efeito sobre a atividade ATP-Asica

A figura 3 mostra os resultados de uma investigagdo sistemdtica do
efeito do isosteviol, do steviol, do steviolbiosideo e do steviosideo sobre a
ATP-ase estimulada por 2 4-dinitrofenol, em mitocondrias de figado de rato. Todos
os compostos inibem a hidrélise de ATP. As concentragGes de steviol, isosteviol,
steviolbiosideo & steviosideo que produzem 50% de inibi¢do sdo 0,02,0,1,0,6 ¢
1,2 mM, respectivamente. Os resultados da figura 3 foram obtidos medindo-se a
liberagiio estequiométrica de protons, que segue a hidrolise de ATP (Mitchel e
Moyle, 1968). Medidas de liberagdo de fosfato, no entanto, revelaram efeito
praticamente idéntico. Resultados idénticos foram também obtidos com ambos os
métodos quando atractiolosideo foi o inibidor. 50% de inibigio da ATP-ase es-
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timulada pelo 2,4-dinitrofenol foi encontrada com atractilosideo I . M; resultado
que também foi comunicado por (Mitchell ¢ Moyle, 1968).

Um quadro diferente resulta de uma investigagdo da hidrélise de ATP
na auséncia de desacoplante. Os resultados de uma investigagfo deste tipo estdo
mostrados na figura 4. Como pode ser visto, a ATP-ase sensivel 4 oligomicina
(e ao atractilosideo) é ativada pelo steviol e pelo isosteviol, quando estes compostos
estio presentes em baixas concentragies. Com o isosteviol, o efeito ¢ mais
pronunciado, e uma ativagiio méxima ocorre a uma concentragio de 0,06 mM.
O efeito do steviol ¢ bem menor, mas reprodutivel. Ativagho mdxima ocorre a
0,03 mM. N#o foi encontrada ativagio com o steviolbiosideo até uma concentrago
de 1 mM, e com o steviosideo até uma concentragio de 5 mM. O tipo de curva
mostrado na figura 4 (ativagdo seguida de inibigio) sugere, a0 menos no caso do
isosteviol ¢ do steviol, que a inibigdo da fosforilagfo oxidativa ndo pode ser
atribufda unicamente a uma inibigio do transporte de adenina nucleotideos
(Vignais et al., 1966).

4 elpytes

I

pH* 0,03

1

Succintto

Figura 5. Efeita do isosteviol sobre a ejeglio ativa de prbtons induzida pelo succinato. Mito-
cbndrias de figado de rato {0,9 mg de proteina por ml} foram incubadas a 260 C em meio
de reagdo que continha KCI 0,15 M, Tris-HC! 1 mM e rotenona 7 1M, na auséncia e na pre-
senga de inibidores. O pH inicial fol igual a 7,4. A ejegdo de protons foi iniciada pela adigdo
de succinato B mM e registrada potenciometricamente, Controle: ; isosteviol 0,13 mM;
; isosteviol 0,2 mM: ———-—; isosteviol 0,4 mM;——-—--; antimicina A {3 Lg/ml);—mvmns
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Efeito sobre a ejegdo ativa de protons dependente do fluxo de elétrans:

A fim de obter informagdes sobre o mecanismo de agdo dos produtos
naturais da Stevia rebaudiana, o efeito sobre o efluxo liquido de prétons induzido
pelo succinato em mitocdndrias de figado de rato foi investigado. Mitocondrias
foram isoladas em meio que continha sacarose (0,33 M) e incubadas em solugio de
KCL (0,15 M), tamponada com Tris 14M, a qual continha também rotenona
7'« M. A concentragfo de protons foi monitorada potenciométricamente, Um
experimento tipico estd mostrado na figura 5. A adigio de succinato 8 mM induz
uma significativa acidificagdo do meio de incubagfo, S3o ejetados 50 ng-fons por
mg de protefna até que o estado de constincia seja atingido. A pré-incubago com
antimicina A previne o efluxo de prétons, indicagdo de que ele depende do
transporte de elétrons, A pré-incubagio com isosteviol, por outro lado, também
previne o efluxo liquido de prétons. O efeito jd ¢ pronunciado com isosteviol
0,13 mM (70% de inibigdo), A esta concentragio, o isosteviol ativa o consumo de
oxigénio na auséncia de desacoplante (fig. 2B). Com isosteviol 0,4 mM, o efluxo
Iiquido de protons estd 90% inibido. Mesmo a esta concentragdo, a respiragio nio
estd inibida pelo isosteviol (fig. 2B). O efeito do isosteviol ndo pode ser atribuido a
alteragtes na capacidade tamponante do meio de incubagio, conforme foi mostra-
do por experiéncias-controle.

Experiéncias similares foram também feitas com steviolbiosideoe
steviosideo. Foram investigadas concentragBes que ou aumentam ou nio exercem
efeito sobre a respirag:'a”o dependente de substrato, O efeito de ambos os compostos
¢ menos pronunciado. Um decréscimo de 25% no efluxo liquido de prétons, por
exemplo, foi achado com steviolbiosideo 0,15 mM. Deve-se lembrar que steviol-
biosideo 0,15 mM ativa a0 mdximo o consumo de oxigénio com succinato como
substrato. Foi observada 50% de inibigio com steviolbiosideo 0,4 mM. No caso do
steviosideo, por outro lado, somente concentragGes acima de 1 mM exercem
algum efeito sobre o efluxo liquido de prétons.

Efeito sobre o swelling mitocondrial

0 estudo do efeito dos inibidores sobre o swelling mitocondrial com
freqiiéncia proporciona informagfio util acerca do seu mecanismo de agdo. O
trabalho osmdtico, em mitocdndrias, depende da energia gerada pelo transporte de
elétrons ou pela hidrélise do ATP (Mustafa ef al., 1966). Analisando os resultados
descritos até agora, pode-se esperar um pronurnciado efeito do isosteviol e de seus
derivados. Como o isosteviol tem efeito mais pronunciado, uma investigagio mais
detalhada foi feita com este composto. A figura 6 mostra os resultados de uma
experiéncia deste tipo. As variagbes no volume mitocondrial foram medidas
conforme descrito por (Mustafa et ol.,, 1968), vsando-se acetato como 4nion
co-permeante, sem a adigdo de iondforos. Conforme € mostrado na figura 6, um
decréscimo na absorbincia ocorre apds a adi¢do de succinato. Este decréscimo é
sensivel 4 antimicina A e ao 24-dinitrofenol. O isosteviol afeta fartemente o

“swelling’’ induzido por succinato, 50% de inibigio ocorre com concentlsggﬁes entre
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Syecineto

Ba - 0,1

Figura 6. Efeito do isosteviol sobre o swelling mitocondrial causado por succinato, Mitocdn-
drias de figado de rato {0,6 mg de protena por ml} foram incubadas a 259¢C em meio que con-
tinha sacarose 0,1 M, EDTA 0,3 mM e Tris-HCl 10 mM {pH 7.3), na auséncia {controie} e pre-
senca de vérias concentragdes de isosteviol. Acetato de sédio 20 mM e succinato 8 mM foram
adicionados, conforme registrado. Controle: : isosteviol 0,2 mM:. . . ; isosteviol 0,4 mM:
————; isosteviol 0,8 mM:~---— -

0,13 e 0,2 mM. Com 04 mM, o swelling ¢ reduzido a 10% do controle,
aproximadamente. Deve-se notar que os resultados constantes na figura 6 sio
consistentes com as medidas de efluxo de prdtons mostradas na figura 5.

O swelling dependente de L-glutamato (sensivel & rotenona), o
“swelling dependente do TMPD-ascorbato {na presenga de antimicina A, sensivel
ao cianeto) ¢ o swelling dependente do ATP (sensivel & oligo hicina) foram
também investigados. O efeito do isosteviol, do steviol, do steviolbiosideo e do
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steviosideo encontra-se resumido na tabela III. Conforme se pode deduzir das

concentrages que produzem 50% de inibigio, o isosteviol é o inibidor mais

potente, seguido do steviol e do steviolbiosideo. O steviosideo, principio doce, é

pouco ativo e, a rigor, somente a concentragdo que produz 50% de inibi¢io sobre

o swelling dependente de ATP pode ser medida, Isto se deve i baixa solubilida-
de do steviosideo. Acima de 2 mM, a precipita¢do do steviosideo torna medidas de
swelling praticamente Impossiveis. ;

TABELA II

Efeito do steviol (0,5 mM), do isosteviol (0,5 mM), do steviolbiosideo (0,5 mM) e do
steviosideo (1 mM) sobre atividades enzimdticas. Métodos de incubagfo e sisternas fo-
ram descritos em “Materiais ¢ Métodos”, A fonte de enzima foram mitocondrias de
figado de rato, exceto quando expressamente indicado.

i

Inibigdo (¥)

Activity kostaviol Steviol Stevialbiosideo Steviosidea)
0,5 mM) 6,5 mM) (0,5 mM) {1 mM)

ATP-ase estimulada por DHP +visuveiis 80 92 43 50
HADH-0X1da5€ «vvuuevrvrvvnrnoironnris 85! 45 40 0
Succinato-oxidase ...vihaviii s, 24 42 1% a
Succinato desidrogenade rvivernveinas 24 46 10 10
HADH citccremo c-redutase (1) ....... g2 - 50 o
L-gilutamato desidrogenase {NADH)(2) . :1e] 46 50 0
L-glutamato desidrogenase {HADPH}(2). 75 - 60 o]
Cifocromo c~oxidase
Hexoquinase (3) ,....
FUMATASE +rusuporirnaass
Isocitrate desidrogenase {HADY). o 0 s} 0
Isocitrato desidrogenase (HADFPY) ... '
L-malato desidrogenase ........ TN
RADH~desidrogenase s s ciissniviiinas

(1} Semsivel i rotenona
(2) Enzimade Figado de rato ou figado bovino
{2} Enzima de levedura

Efeito sobre atividades enzimaticas:

. O efeito do steviol, do isosteviol, do steviolbiosfdeo e do steviosideo
sobre diversas atividades enzimdticas encontra-se resumido na tabela I1. Ao lado da
ATP-ase mitocondrial (jé discutida linhas atrds), hi um razodvel ndmero de
atividades enzimdticas que sdo inibidas pelos compostos em estudo. A NADH-
oxidase ¢ fortemente afetada pelo isosteviol; o steviol e o steviolbiosideo também
s&o ativos, mas o steviosfdeo ndo temagdo inibidora, a0 menos em concentracGes
até 5'mM. A NADH-desidrogenase (ferricianeto-redutase) nio é inibida. Um estudo
cinético realizado com isosteviol e steviolbios{deo (fig. 7) mostra que a inibigdo é
linear (completa) e ndo-competitiva. As constantes de inibi¢o, avaliadas através de
um ajuste de minimos-quadrados (Wilkinson, 1961), sdo iguais a 0,1 e 0,6 mM,
respectivamente, :
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Figura 7. Inibi¢fo da NADH-oxidase e da succinato-oxidase peto isosteviol: dependéncia da con-
centragdo. Mitocndrias rompidas por congetamento foram incubadas em Tris-HCl (20 mM;
pH 7,4}, a 269C. A NADH-oxidase (@) foi medida espectrofotometricamente a 340 nm, com
100 ug de proteina por ml do meio de incubagdo. A concentragdo inicial de NADH foi igual a
0,1 mM. A succinato-oxidase {¥) foi ensaiada palarograficamente com 0,5 mg de prgteina por
ml e com uma concentragdo inicial de succinato igual a 8 mM, A: velocidade de reagdo {expres-
sa como percentagem do controle} versus concentragéo de isosteviol; B: reciproca da vélocidade
de reagdo versus concentragfo de isosteviol.
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A atividade de succinato-oxidase, por outro lade, é mais fracamente
inibida pelo isosteviol, sendo o steviol o inibidor mais potente. O steviolbiosideo e
o steviosideo so inibidores fracos da succinato-oxidase. A succinato desidrogenase
(ferricianeto redutase) também € afetada. Qs graus de inibicdo sGo os mesmos que
agueles medidos para a succinato oxidase. Esta observacio sugere fortemente que
o sitio de agio sobre a succinato-oxidase é a porgio flavoproteina (succinato
desidrogenase). Além disto, em contraste com a cinética da NADH-oxidase, a

inibigfo da succinato-oxidase é hiperbolica (fig. 7).

Das enzimas soldveis investigadas, uma inibi¢do foi encontrada apenas
com a L-glutamato desidrogenase. O isosteviol é o inibidor mais potente, seguido
pelo steviol e pelo steviolbiosideo. O steviosideo ndo inibe a enzima. Deve-se notar
que o efeito ¢ praticaments 0 mesmo com ambas as coenzimas, NADH ¢ NADPH .
Além disto, nenhuma diferenca entre as enzimas de figado de rato e de figado de boi
foi detectada.

Nenhum efeito foi verificado sobre a citocromo c-oxidase, hexoquinase,
fumarase, isocitrato desidrogenases (NAD* - e NADP * — dependente) e L-malato
desidrogenase. Estes resultados negativos, no entanto, proporcionam 6&timos
controles para a exclusiio de efeitos inespecificos ou artificios de técnica. Isto é
particularmente verdadeiro para a hexoquinase, a qual foi ensajiada potenciome-
tricamente, Os resultados negativos obtidos mostram que os compostos investigados
neste trabalho nfo alteram significativamente a capacidade tamponante do meio de
incubag¢do tamponado a pH 7,4 com Tris | mM.

TABELA I
Concentragfes de isosteviol, steviol, steviolbiosideo e steviosideo que causam
50% de inibigdo sobre uma série de parimetros (valores de Isg). Métodos e sis-
temas de incubacfo foram descritos em “Materiais e Métodos”.

Yalores de Igg (WM}
pardmatro Isosteviol Steviol Stevinibiosideo steviosideo
Respiragio acoplada (Estado IIT} ..... 0,07 0,05 0,25 2,5
Respiragdo desacoplada (com Lw-glutama-
to como substrato) .uuevivivervrinrenrs 0,4 0,9 0,6 2,0
ATP-ase estimulada por DNF ...overievs . 0,1 0,02 0,6 1,2
Atividade NADH-0Xidase ....ervvunessan 0,1 0,6 0,6
L-glutamato desidrogenase ,viveeseasss 0,15 0,55 0,6 !
Swelling dependente de ATE . ovsersrens 0,1 9,1 1,0 2,0
Swelling dependente de L-glutamata ... 0,06 0,13 0,3
Swelling dependente, de ‘succinato ..... a,1 0,2 0,4 2,0
s&alling dependente de THPD-ascorbato
(na presenga de antimicina A) ....0..s 9,05 9,1 0,8 2,0
Ef."luxo de prétons indumido por succina
BO cvivvnam i i id i tab i 9;1 - 0,4 2,0
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Efeito do exirato aguoso total das folhas da Stevia rebaudizna sobre alguns
pardmetros selecionados:

O extrato aquoso total das folhas da Stevia rebaudiana tem uma
composi¢io complexa. Steviosideo e rebaudiosideo perfazem 5 € 2%, respectiva-
mente, do peso da folha seca (Kohda et al., 1976}, Todos os outros derivados
perfazem individualmente 0,05% ou menos do peso seco das folhas (Kohda et al.,
1976; Sakamoto et al., 1975; Kobayashi et al., 1977; Sakamoto et al., 1977;
Sakamoto et al., 1977). Muitos outros compostos existern ainda nos extratos totais,
e deve-se tomar cuidado ao investigar a sua agdo. Estes extratos aquosos sdo usados
por grande ndmero de pessoas, no entanto, e algum conhecimento acerca de sua
agdo ¢ altamente desejdvel. Levando em conta os efeitos observados com o stevio-
sideo ¢ derivados, trés pardmetros foram selecionados neste trabalho. 530 eles: a
atividade ATP-dsica, a atividade NADH-oxidase e a L-glutamato desidrogenase.
Como era esperado, encontrou-se inibigdo sobre as trés atividades enzimaticas.
Foi encontrada 50% de inibigio da ATP-ase, NADH-oxidase e L-glutamato desidro-
genase, com uma concentragdo final de steviosideo igual 2 0,2, 0,007 e 0,004 mM.
respectivamente. E evidente que o steviosideo, o principal principio doce, con-
tribui muito pouco para o efeito do extrato total. Mais provavelmente, todos os
derivados do steviosideo contribuem de alguma forma. A possibilidade, no entanto,
de que outros compostos, ndo pertencentes ao grupo do steviosideo, estejam
contribuindo também nio pode ser excluida com os dados disponiveis até o presern-
te.

DISCUSSAO

Os resultados descritos neste artigo sobre o efeito dos produtos
naturais da Stevia rebaudiana em mitocdndrias de figado de rato forneceram
informagdes muito fiteis para experiéncias subseqiientes, principalmente no que
tange ao efeito metabdlico em sistemas de células intatas. A observagdo original
de Vignais et al. (1966) sobre o efeito inibitério do steviol e do steviosideo sobrea
fosforilagdo foi confirmada neste trabalho. Conforme foi mostrado pelos citados
autores, o efeito pode ser atribufdo 2 uma inibigio do transporte de ADP/ATP
para a mattiz mitocondrial e vice-versa. O presente estudo igualmente confirma o
efeito do steviol sobre a NADH-oxidase, o qual foi tambémoriginalmente demons-
trado por Vignais et al. (1966). Conforme ¢ mostrado pelas nossas experiéncias, os
efeitos sobre a fosforilagio e sobre a NADHoxidase podem ser estendidoes ac
steviolbiosideo e ao isosteviol. Além disto, nosso trabalho revelou alguns as-
pectos novos da agdo dos produtos naturais da Stevia rebaudiana sobre mitocdndrias
de figado de rato. Bvidéncias foram trazidas i luz, por exemplo, em favor de um
efeito desacoplante, ¢ um pronunciado efeito sobre a L-glutamato desidrogenase
foi encontrado.
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Uma caracteristica interessante do efeito do steviol e do isosteviol é o
aumento na velocidade de oxidag¢do de substratos que ocorre na auséncia de desa-
coplante ¢ quando aqueles compostos estio presentes em baixas concentragdes.
Neste sentido, eles se comportam como dcidos graxos de cadeia longa. Conforme
foi mostrado por Vdsquez-Colén et al. (1966}, dcidos graxos de cadeia longa
também aceleram a respiraciio na auséncia de ADP, quando presentes em baixas
concentrages. E bem conhecido o fato de que desacoplantes ativam o consumo de
oxigénio (Hanstein, 1976). No presente caso, no entanto, a interpretagio é mais
complexa, jd que os mesmos compostos tarbém inibem o consumo de oxigénio
quando presentes em altas concentragles e guando um desacoplante como o
2,4-dinitrofenol (ou FCCP) estd presente no meio de incubagio. Ndo obstante, uma
série de observagGes sugere fortemente que o steviol e o isosteviol (& em menor
extensdo o steviolbios{deo ¢ o steviosideo) realmente agem como desacoplantes.
O primeiro argumento é o decréscimo na razio ADP/O, observado qumido o steviol
e 0 isosteviol estdo presentes no meio de incubagio, Para o steviol, akids, o mesmo
efeito havia sido observado por Vignais et al. (1966). O segundo argumento baseia-se
na comparagio dos efeitos sobre o consumo de oxigénio e o efluxo de prétons
induzido por succinato, Enquanto que o consumo de oxigénio é ativado, o efluxo
de protons € inibido, combinag¢io de eventos comumente encontrada com desaco-
plantes (Villalobo e¢ al., 1979; Mitchell e Moyle, 1967;Papa, 1976). E, portanto |
possivel que o isosteviol e seus andlogos atuem como protonéforos, como é o caso
também dos desacoplantes cldssicos (Hanstein, 1976). Um argumento similar é
fornecido pelo efeito sobre o swelling mitocondrial, O entumescimento causado
pelo transporte de elétrons ou pela hidrélise de ATP, na presenca de acetato como
inion co-permeante, depende da ejegdo ativa de protons. Os prétons sdo- carreados
de volta 4 matriz mitocondrial pelas moléculas nido-dissociadas do dcido acético
(Mustafa, 1966). O efeito de desacoplantes sobre o swelling depende das
condi¢Bes de incubagio ¢ do tipo de swelling . Em concentragdes bem baixas, 0s
desacoplantes podem aumentar o swelling (Hanstein, 1976; Gooch, 1974). Em
concentragfes maiores, no entanto, desacoplantes como 24-dinitrofenol e FCCP
inibem o swelling , assim como as oscilagdes controladas (Gooch e Packer,
1974}, Em nossos experimentos, a inibigdo foi o tnico efeito observado com o

isosteviol e seus andlogos. No caso do swelling dependente de TMPD-ascorbato,
por exemplo, jd o isosteviol 15 ¢ M produz considerdvel efeito. Deve-se recordar

que, no caso do  swelling dependente do fluxo de elétrons, a inibigfio jd ocorre
em concentragBes que ndo tém efeito sobre a respiragio ou que ativam o consumo
de oxigénio. O swelling' dependente de ATP, por outro lado, é 50% inibido por
isosteviol 0,1 mM, concentragio na qual a hidrdlise de ATP € ativada, e nfo
inibida. A mais simples explica¢@o para {al combinagfo de efeitos ¢ a suposigio de
que, em baixas concentragbes, o isosteviol ¢ seus andlogos inibem o “swelling”
mitocondrial gragas ao seu efeito desacoplante. Deve-se salientar que o efeito ¢
inespecifico. Ele ocoire nfc apenas com L-glutamato como substrato, como
também com succinato, e mesmo quando o swelling depende da oxidagdo do
ascorbato pela citocromo c-oxidase. Significativamente, mesmo altas concentragSes
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de isosteviol ndo inibem a oxidagdo de ascorbato,

A dependéncia da oxidagdo de substrato na auséncia de desacoplante
da concentragio do isosteviol e derivados (fig. 2) pode ser a resultante de dois
efeitos: desacoplamento (o que, em principio, tende a aumentar a velocidade do
consumo de oxigénio) e inibi¢io direta do transporte de elétrons (que tende a
diminuir a velocidade de oxidag@o dos substratos). O mesmo aplica-se a hidrélise
de ATP-na auséncia de um desacoplante cldssico (fig. 4): o desacoplamento tende
a aumentar a velocidade de hidrélise de ATP, mas a inibigdo do transporte de ATP
(Vignais et al.,, 1966} exerce uma influéncia negativa. Quando a cadeia respiratéria
jd estd acoplada por 2,4-dinitrofenol, por exemplo, ndo ha ativagao na oxidagdo ou
na hidrélise de ATP, jd que neste caso o sistema enzimdtico j4 estd operando com
sua capacidade mdxima ou quase mdxima. Consistentemente com a inibi¢do da
oxidagiio de L-glutamato e succinato em mitocdndrias desacopladas, uma inibigao

da NADH-oxidase e da succinato-oxidase também foi encontrada em mitocondrias
rompidas por congelamento (tabelas II ¢ 111). Os efeitos sobre ambas as ativida-
des sfo possivelmente independentes. Os dados disponiveis sio consistentes com
dois sitios independentes de agdio: o primeiro, entre a NADH-desidrogenase e a
coenzima (Q; o segundo, entre a succinato desidrogenase e a coenzima Q. H4 virios
argumentos a favor desta suposi¢do. Um sitio de a¢do comum sobre ambas as ativi-
dades enzimdticas (entre a coenzima Q e a citocromo c-oxidase) resultaria em
graus de inibi¢fo idénticos ou ao menos préximos. Este é, inclusive, o caso do
steviol (tabela II), mas com o isosteviol e o steviolbiosideo hd uma grande diferen-
¢a nos graus de inibigdo sobre ambas as atividades. O tipo de inibi¢do (linear
completa no caso da NADH-oxidase, e hiperbélica no caso da succinato-oxidase)

¢ outro argumento em fayor da existéncia de dois mecanismos independentes.

A possibilidade alternativa de dois sitios independentes de agfo (o pri-
meiro entre a NADH-desidrogenase e a coenzima Q, e o segundo entre a coenzima
Q e a citocrono c-oxidase), por outro lado, levaria a um tipo mais complexo de ini-
bi¢do sobre a NADH-oxidase (inibigio parabdlica ou algum tipo mais complexo
(Plowman, 1972). Bsta iltima possibilidade também ¢ improvivel em virtude da ob-
servagdo de que a succinato-desidrogenase é afetada em grau idéntico ao da succina-
to-oxidase. Esta observagio sugere foriemente que o sitio de a¢io da succinato-
oxidase € a propria flavoproteina do sistema, Vignais et al. (1966) nio acharam ini-
bi¢do da succinato-oxidase por parte do steviol. Eles usaram particulas mitocon -
driais obtidas por tratamento com digitonina como fonte de enzima. A discrepancia
pode ser o resultado dos diferentes graus de integridade estrutural de particulas de
digitonina e mitocéndrias rompidas por congelamento-descongelamento. Além do
mais, o efeito sobre a succinato-oxidase é consistente com o efeito observado sobre
a oxidagio do succinato em mitoctndrias intatas (fig. 2B). A atividade NADH-
oxidase, por outro lado, ¢ sensivel ao steviol, mesmo aquela de particulas de digito-
nina (Vignais et al., 1966). Esta observagdo reforca a suposigdo de que o efeito sobre
a NADH-oxidase e o efeito sobre a succinato-oxidase possuem mecanismos indepen-
dentes.

117




Revista Unimar, Maringd, 6{1). 99-121, out., 1984

O uso de anilogos estruturais com atividade bioldgica freqiientemente
permite tirar conclusdes sobre os grupos moleculares envolvidos. No caso do stevio-
sideo e seus derivados, o grupo carboxila livre parece ter papel importante. Esse
grupo parece ser pré-requisito para uma inibi¢do da NADH-oxidase e da L-glutama-
to desidrogenase. Possivelmente ele tem algum papel também na inibigdo da fosfo-
rilagio ¢ na inibigdo da atividade ATP-dsica, ja que o steviosideo é menos ativo co-
mo inibidor. Uma comparagio dos resultados da inibi¢io do swelling (Tabela
III), da ejegio de prétons (Tabela III), da ativagio da hidrolise do ATP (fig. 4), da
ativagio da respiragio dependente de substrato e do decréscimo na razio ADP/O
(Tabela I) revela que a habilidade dos compostos em desacoplar a fosforilaggo oxida-
tiva obedece 4 seqiiéncia isosteviol > steviol > steviolbiosideo > steviosideo. O prin-
cipio doce steviosideo é praticamente inativo como desacoplante. Isto pode estar
relacionado com os fatos de que ele ndo tem uma carboxila livee e de que sua lipo-
filicidade ¢ reduzida. Conforme pode ser deduzido de dados constantes na literatu-
ra, a lipofilicidade relativa dos compostos obedece  seqiiéncia isosteviol = steviol
> steviolbiosideo > steviosideo (Wood et al., 1955; Mosettig e Nes, 1955; Kohda
et al., 1976; Alvarez et al., 1981; Tanaka, [980).

Foi demonstrado que extratos totais das folhas da Stevia rebaudiana,
tais como aqueles normalmente ingeridos por humanos, afetam diversas fungdes mi-
tocondriais, as mesmas fun¢Ges que também sdo afetadas pelos produtos naturais
contidos nas folhas da planta. A questdo que surge agora € se a agZo dos produtos
da Stevia rebaudiana, sobre mitocondrias explica alguns dos efeitos fisiologicos que
tém sido descritos por diversos autores (Miguel, 1966; von Schmeling, 1967; Planas
e Kué, 1968; von Schmeling et af., 1977). Uma resposta definitiva certamente re -
quererd maior evidéncia experimental, a ser obtida com sistemas de células intatas e
organismos inteiros. Uma inibi¢@o da fosforilagio oxidativa, no entanto, geralmente
tem conseqiléncias importantes para o metabolismo celular. E bemconhecido o fa-
to de que a inibigdo da sintese de ATP nas mitocondrias gera umaumento na. velo-
cidade da glicolise ¢ um decréscimo no ritmo da gluconeogénese. Recentemente foi
demonstrado que os produtos naturais da Stevia rebaudiana s3o capazes de inibir a
gluconeogénese em tibulos renais isolados (Yamanoto et al., 1984). Em organismos
inteiros isto pode levar & hipoglicemia (Gordon e Harlog, 1972), mas se este ¢ 1e -
almente 0 mecanismo responsavel pela agio hipoglicémica da Stevia rebaudiana é
questdo a ser confirmada. O metabolismo do nitrogénio, por outro lado, também po-
de ser afetado pelo efeito inibitério sobre a L-glutamato desidrogenase, a qual tem
papal-chave na produgfo de uréia.

O steviosideo pode ser considerado como um inibidor fraco da fosfori-
lagdo bxidativa. Como doses bem reduzidas so normalmente ingeridas, por causa do
seu alto poder adogante, é duvidoso se os niveis alcangados no organismo sdo sufi-
cientes para uma inibi¢do significativa da fosforilagio. Neste sentido, a atengdo de-
verd ser dirigida bem mais para a possibilidade de uma hidrélise do steviosideo a
steviol ou isosteviol, seja no trato digestivo, seja na circulagfo, Esta possibilidade foi
demonstrada no rato (Wingard et al., 1980) ¢ deveria merecer atengdo, jd que o ste-
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viol e o isosteviol sfo inibidores muito mais potentes das fungdes mitocondriais que
o steviosideo. Uma resposta a esta questfio ¢ a muitas outras relacionadas ¢ indis-
pensdvel para o continuado uso do steviosideo como adogante nao-calérice. O mes-
mo pode ser dito a respeito do uso das infuses aquosas das folhas da Stevia rebau-

diana.
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RESUMO

O presente trabalho descreve os resultados de um estudo
sobre a hidrolise enzimdtica do steviosideo e do steviolbio-
sideo — produtos naturais da Stevia rebaudiana — pelo su-
co digestivo do caramujo marinho Megalobulimus parana-
guensis. Os dados foram obtidos medindo-se espectrofoto-
metricamente a glucose liberada e os agucares totais, fazen-
do-se uma andlise cromatogrdfica dos produtos formados.
Os resultados revelaram alguns aspectos do mecanismo de
agdo desta preparagdo. O suco digestivo do M. paranaguen-
sis age de forma diferente de outras preparag¢Ses descritas
anteriormente, como é o caso da pectinase, da hesperidina-
se @ do suco digestivo do molusco Helix pamatia. Estas pre-
paragdes hidrolizam tanto o steviosideo como o steviolbio-
sideo a steviol & glucose livre, O suco digestivo do M. para-
nagtiensis libera apenas um mol de glucose por mol de ste-
viosideo ou de steviolbiosideo. Os estudos indicam que o
complexo enzimdtico deste suco digestivo provavelmente
hidrolisa  com velovidade aprecidvel apenas a ligagdo
$(1+2) do radical soforosil. Neste sentido, o seu mecanismo
de agdo aproxima-se daquele da takadiastase, preparagdo
descrita recentemente.,

ABSTRACT
The present article reports on the enzymatic hydrolysis
of stevioside and steviolbioside — natural preducts of
Stevia rebaudiana ~ by the gasiric juice of the marine
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snail Megalobulimus paranaguensis, The data were obtained
by spectrophotometric measurement of the released glucose
and of total sugars, and so a chromatographic analysis of
the resulting products was made. The vesults revealed some
aspects of the acting mechanism of the preparation, The
gastric juice of M. paranaguensis acts differently from other
preparations described above such as pectinase, hesperidinase
and the gastric juice of Helix pomatia. These preparations
hydrolyse, not only the stevioside as well as the
steviolbioside, the steviol and free glucose. The gastric
juice of M. paranaguensis releases one mol of glucose per
mol of stevioside or steviolbioside. The data obtained
suggest that only the § (1 + 2) - linkage of the sophorosyl
moiety probably is hydrolysed with an appreciable rate
by the enzymic complex of this digestive juice, In this
sense, the mechanism of action of the gastric juice of
M. paranaguensis resembles that of takadistase, another
preparation recently described.

INTRODUCAO

Sabe-se hd bastante tempo que o suco digestivo do caracol Helix

pomatia tem agio hidrolizante sobre o steviosideo (Bridel e Lavieille, 1931). Foi
gracas a esta preparagdo enzimdtica que Bridel e Lavieille (1931) puderam demons-

trar que o steviosideo possuia trés moléculas de glucose em sua estrutura, além
da aglucona, por eles denominada steviol. Posteriormente, foram descritas mais
duas preparagGes, as quais tém agfo hidrolizante total sobre o steviosideo e alguns
de seus derivados. Uma delas é uma preparagio impura de pectinase, extraida de
Aspergillus niger (Tanaka, 1980). Uma das muitas atividades da preparagdo tem a
propriedade de hidrolisar todas as ligagbes existentes na molécula do steviosideo,
Muito utilizada, também, é a hesperidinase (Kohda et al., 1976; Mosettig ¢ Nes,
1955), de a¢do semelhante s anteciores,

Uma agio mais especifica e seletiva em relagfio ds diversas lipagSes da
molécula de stevios{deo possui a mistura de enzimas digestivas conhecida peto nome
de takadiastase (Sankyo Co. Ltd.; Tanaka, 1980). Segundo Tanaka (1980), esta
preparagio hidrolisa seletivamente a ligagdio § (12) de radical soforosil do
steviosideo (fig. 9).

Este trabalho relata uma série de experiéncias realizadas com uma nova
preparagio enzimdtica, a qual também tem agdo seletiva no que tange 4 hidrélise
do steviosideo. Trata-se do suco digestivo do caramujo marinho Megalobulimus
paranaguensis (Fontana et al., 1976), preparagfo rica em enzimas hidroliticas. Co-
mo se verd, a agfo desta preparagdo sobre o steviosideo ¢ seus derivados possibilita-
rd a obtengdo de derivados normalmente nio encontrados nas folhas da Stevia
rebaudiana. Tais derivados poderdo ser Uteis em estudos bioquimico-farmacologi-
cos ou como hormdnios de crescimento em vegetais.
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MATERIAIS E METODOS

Materiais

O steviosideo cristalizado foi cedido pelo Dr. Mauro Alvarez. O steviol-
biosideo foi obtido por hidrélise alcalina do steviosideo, segundo o método des-
crito por Wood et al. (1955). O suco digestivo do caramujo Megalobulimus
paranaguensis foi cedido pelo Dr, José Fontana, do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal do Parand,

As enzimas hexoquinase (E.C. 2.7.1.1.), glucose &6-fosfato desidrogenase
(E.C. 1.1.149) e pectinase (E.C. 3.2.1.15) e as coenzimas 5 —trifosfato (ATP) e
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) utilizadas eram produtos da
Sigma Co. Os demais reagentes eram produtos da Merck, da Carlo Erba e da Reagen.

Dosagem de proteina

Determinou-se a concentragdio de protefna do suco digestivo do
Megalobulimus paranaguensis de acordo com o método descrito por Lowry et al.
(1951), utilizando-se como padrdo soro-albumina bovina. A concentragio de
proteina encontrada no material bioldgico foi igual a 12,9%

Incubagio do suco digestivo do Megalobulimus paranaguensis com steviosideo,
steviolhiosideo e glucosii steviol

O meio de incubagio continha tamp@o fosfato 0,1 M (pH 5,7) e
steviosideo | mM, steviolbiosideo 1 mM ou glucosil steviol 1 mM, conforme o caso.
Ao meio foram adicionados 0,5 mg/ml de suco digestivo do Megalobulimus
paranaguensis, ¢ a mistura foj incubada em cémara ambiental a 300C, sob agitagdo
constante. Em intervalos de tempo pré-determinados, foram retiradas aliquotas
para andlise,

Adicio de pectinase ao meio de incubagio

No caso das incubages com steviosideo e steviolbiosideo, a pectinase
foi adicionada em geral 30 horas apds a adi¢do do suco digestivo. Em torno de 2,8
unidades/ml foram adicionadas. Para a incubag¢fo com glucosil steviol, 1,4 unidades/
ml foram adicionadas 6 horas apds a adi¢@o do suco digestivo.

Determinagio da concentragdo de glucose

Alfquotas obtidas do meio de incubagfio tiveram o nivel de glucose
determinado por métodos espectrofotométricos. Glucose livre foi dosada pelo
método de Dubowski (1962). O meio de reagdo continha: 0,5 ml de amostra e
1,0 ml de o-toluidina 6% em 4cido acético glacial. Apos fervura por 10 minutos,
determinou-se a concentragio de glucose a 625 nm, comparando-se com padrio
apropriado.

Aglicares totais (no caso, glucose total) foram dosados pelo método do
fenol sulfiirico (1956). O meio continha: 0,1 ml de amostra, 0,9 ml de tampio
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Figura 1. Curvas de calibragio da glucoss, do steviosideo e do steviolbiosideo com o mé&todo
do fenol sultirica. Detathes do procedimento exparimental estio descritos em "Materiais e
Métodos”. A absorbincia medida estd representada em todos os casos contra a concentracio
final de glucose livie ou ligada ao stevicsideo ou ac steviolbiosfdeo, Glucose livre: @; stevio-
sideo: B; steviolbiosideo: &,
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fosfato 0,1 M (pH 5,7), 0,5 ml de fenol 5% e 2,5 ml de dcido sulfdrico concentra-
do. As leituras foram efetuadas a 490 nm e comparadas com padrfo adequado. Para
as dosagens de glucose efetuadas apds a adig@o de pectinase, as aliquotas foram
dilu{das 100 vezes (0,01 ml da amostra e 0,99 ml de tamp#o fosfato).

A concentragio de glucose livre foi determinada também por método
enzimdtico, medindo-se a redugdo do NADP+ a NADPH a 340 nm (Bergmeyer et al.,
1974). A amostra foi inicialmente desproteinizada com dcido perclérico 0,6 N,
com posterior centrifugagdo. Ao sobrenadante adicionaram-se 2 volumes de tampé@o
trietanolamina 0,5 M {(pH 7,5) que continha: MgS04 1 mM, ATP 1 mM,
NADP+ 04 mM, hexoquinase (1,44 unidades por ml) e glucose 6-fosfato desidro-
genase (1,3 unidades/ml). Apés duas horas de reagio (4 temperatura ambiente) foi
efetuada a leilura em espectrofotémetro, contra um branco’que continha tampéo
trietanclamina. O coeficiente de extingdo (e} para 0 NADPH a 340 nm ¢ 6,22 mM-1
cm-l. A concentragio de glucose (C) foi calculada segundo a formula C = Afel,
onde A é a absorbancia, e | o caminho 6tico.

Anilises cromatogrificas

Aliquotas obtidas durante os perfodos de incubagdo foram aplicadas em
placas de silica-gel ativadas (Merck). Estas aliquotas eram submetidas inicialmente a
um processo de concentragdo por redugio do volume (em torno de cinco vezes)
através de aquecimento. As aliquotas obtidas apds a adigdo da pectinase passavam
por processo de extragdo etérea ¢ de redugdo a vicuo do volume (em torno de dez
vezes), para serem aplicadas em quantidades de 50 ul. Comparam-se os resultados
com os padrSes de steviosideo, steviol e steviolbiosideo. O solvente utilizado foi a
mistura isobutanol:metanol:dgua (8:1:1). Apds a corrida em cuba cromatografica
saturada com a fase movel, a placa foi secada a temperatura ambiente e revelada
com solugio de dcido sulfarico a 5% em metanol; finalmente, foi aquecida em estu-
fa a 100°C, até o aparecimento de manchas de coloragio negra.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O acompanhamento da glucose total {livre ou ligada} no meio de incubagdo

A liberagio de glucose ¢ a indicagfo mnais evidente de uma ago enzi-
mitica sobre o steviosideo ou steviolbiosfdeo. O acompanhamento desta agfo pode
ser feito por qualquer dos vdrios métodos de dosagem de glucose livre (ver item se-
guinte). Ndo menos interessante, porém, é a dosagem dos residuos de glucose que
ainda permanecem ligados s estruturas originais. Nao hd nenhum método que dose
apenas tesiduos ligados. Hd, porém, métodos que dosam indistintamente residuos
ligados e livres. Um destes métodos € o do fenol-sulfirico (Dubois et al., 1956).

A figura 1 mostra curvas de calibragdo obtidas com o método do fenol-
sulfiirico. Na confeccfo das curvas foram utilizados glucose livre, steviosideo e
steviolbiosfdeo. Em todos os casos, a absorbincia medida 2 490 nm foi representada
contra a concentragdo final de glucose, ndo importando se livre ou ligada ao stevio-
sidéo ou ao steviolbiosideo. Como se nota, a plucose ligada ao steviosideo ou ao
steviolbios{deo produz cor menos intensa que a glucose livre. Tambéma linearidade
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parece ser mefhor com a glucose livre do que com a ligada aos glicosideos. As liga-
¢fes nas moléculas do steviosideo e do steviolbiosideo parecem, pois, afetar de al-
guma maneira o pleno desenvolvimento da cor.

A conseqiiéncia desta observagio € a impossibilidade de se acompanhar
quantitativamente com preciso a variagio da concentragio total de glucose {livre
+ligada) do meio de incubagfo. Isto ocorre porque, caso haja liberagdo de glucose ,
dever-se-d esperar também uma variagio na absorbéncia, jd que a glucose liberada
absorverd mais intensamente. Como se percebe também facilmente, numa mistura
desconhecida de glucose livre e ligada, a possibilidade de se ter uma curva de calibra-
¢io adequada inexiste, Por isto, os dados obtidos neste trabatho sobre a concentra-
¢do total de glucose no meio de reagdo devem ser encarados muito mais pelo seu
aspecto qualitativo.

A liberagdo de glucose do steviosideo pelo suco digestivo do Megalobulimus parana-
guensis

A fipura 2 mostra resultados da a¢do do suco digestivo do Megalobuli-
mus paranaguensis sobre o steviosideo, principal principio adogante da Stevia. re-
baudiana. Estd representada a quantidade de glucose liberada, avaliada através de
dois métodos: o método da o-toluidina (Dubowski, 1962) ¢ um método enzimdtico
(Bergmeyer et al., $1974). Na figura 2, a quantidade de glucose liberada estd expressa
como percentagem da quantidade total de glucose ligada presente no meio de incu-
bagdo antes da adi¢io do suco digestivo.:

Verifica-se que até 5 horas apos a adi¢do do suco digestivo houve um
aumento progressivo na concentragio de glucose livre, como resultade da degrada-
¢do do steviosideo. Deve-se salientar, desde jd, que ambos os métodos de dosagem
revelaram praticamente a mesma quantidade de glucose liberada. A diferenga ¢ bem
pequena e pode ser atribnida a erro experimental. Assim sendo, qualguer um dos
métodos poderd ser utilizado para o acompanhanento da liberagdo de glucose. De-
ve-se salientar, ainda, que a alta espec1ﬁ01dade do método enzimdtico € uma indica-
¢do segura de que o agicar liberado ¢ realmente glucose, e ndo outra hexose qual-
quer. Este detathe ¢ importante, j4 que o método de o-toluidina dosa indistinta-
mente quaiquer nexose, principaimente alde-hexoses (Dubowsk1 1962).

E bem evidente que, apds curta fase estaciondria, a concentragfo de
glucose no meio de incubag¢do passa a.cair novamente. Na experiéncia da figura 2,
apds 25 horas de incubagdo, apenas uma percentagem minima (aproximadainente
3,0%) de glucose livre ainda permanece. Esta observagdo € plenamente reprodutivel,
tendo ocorrido em todas as incubagdes realizadas neste trabalho.: A sua interpreta-
¢do & dificil, podendo dever-se tanto a uma agdo bacteriana como a uma a¢o enzi-
mitica, j4 que o suco digestivo é uma mistura complexa que encerra grande nimero
de enzinas.

A queda posterior da concentragfo de glucese torna dificil o estabeleci-
mento de uma relagdo estequiométrica. E verdade que a degradagdo da glucose li-
berada parece ser um fendmeno inicialmente bem mais lento do que o processo de
liberagdo. Se realmente nas primeiras horas da incubagdo a liberagdo for.bem mais
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Figura 2. Agdo do suco digestivo sobre o steviosideo: comparagio dos mbtodos de detecgiio
de glucose livre. O meio de incubagio continha {0,5 mg/ml} do suco digestivo, steviosideo
1 mM e tampdo fosfato 0,1 M {pH 5,7). A liberagdo de glucose foi acompanhada colorime-
tricamente pelo método da o-taluidina {®) ou através de dosagem com hexoquinase mais gfu-
cose 6-fosfato desidrogenase (). A quantidade de glucese liberada estd expressa como per-
centagem de glucase ligada presente no meio de incubagdo antes da_adicdo do suco digestivo,
Maiores detalhes experimentais podem ser obtidos em “Materiais e Metodos'
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ripida do que a degradagdo, os dados da figura 2 podem ser interpretados no senti-
do de que o suco digestivo nio é capaz de liberar todas as moléculas de glucose do
steviosideo. Os dados indicariam que apenas um mol de glucose por mol de stevio-
sideo é liberado, o que perfariam 33% da glucose total inicialmente existente no
meio de incubagio. Como se vé na figura 2, o valor mdximo medido aproxima-se da
marca de 30%.

Agio do suco digestive do Megalobulimus paranaguensis e da pectinase sobre o ste-
viosideo

A experiéncia da figura 3 foi planejada com a finalidade de se obterem
maiores informages sobre o mecanismo de agdo do suco digestivo do Megalobuli-
mus paranaguensis. Ao contrdrio do que foi mostrado na figura 2, na experiéncia
ora em discussiio acompanhou-se n3o apenas a concentra¢io de glucose livre, mas
também a concentragio de glucose total. A glucose livre foi dosada pelo método da
da orto-toluidina, j& que este propicia resultados praticamente idénticos aos obti-
dos praticamente idénticos aos obtidos com o método enzimdtico, sendo, além do
mais, experimentalmente mais simples. A glucose total foi dosada pelo método do
fenol sulfirico, jd discutido.

A experiéncia representada na figura 3B, na sua primeira fase, que vai
da adigio de suco digestivo & adigdo de pectinase, revela o perfil jd mostrado na f-
gura 2: apés a liberagio de certa quantidade de glucose (32% da quantidade total
presente), hd novamente um declinio. Ap6s 30 horas, ndo hd mais glucose livre no
meio de incubagio, A adi¢fo de pectinase, no entanto, provoca nova liberagio de
glucose, a qual é também, a seguir, degradada. A pectinase, como é sabido {Mo-
settig e Nes, 1955), hidrolisa completamente o steviosideo, e o fato de sua adigdo
causar o aparecimento de mais pglucose livre 50 pode significar que, mesmo ap6s 30
horas de incubagio, o suco digestivo do Megalobulimus paranaguensis ndo havia
hidrolisado completamente o steviosideo.

» Esta conclusio ¢ corroborada pelos resultados expostos na figura 3A.

Ali estdo representados os resultados das medidas de glucose total pelo método do
fenol-sulfirico. Nota-se que a absorbdneia aumenta logo ap6s a adi¢io do suco diges-
tivo. Isto era esperado, em virtude das curvas de calibragio representadas na figura
1, as quais mostram que a ghucose livre dd cor mais intensa do que a glucose ligada
ao steviosideo. Também de acordo com as medidas de glucose tivre, hd uma queda
na absorbincia apds 4-5 horas de incubagdo, o que é evidentemente resultado da
degradacdo da glucose liberada. A queda tende nitidamente a um valor-limite.

B diffcil, no entanto, avaliar com precisio a quantidade de glucose ain-
da ligada, jd4 que ndo se dispde de uma curva de calibragio que permita essa avalia-
¢do. No entanio, os dados disponiveis parecem indicar que a quantidade de glucose
ainda ligada ao steviol apds 30 horas de incubagéo situa-se entre 60-70% da quanti-
dade total originalmente presente. Bste valor foi obtido regularmente num total de
7 experiéncias. Isto refor¢a a conclusfo do item 2, isto €, de que o suco digestivo
tem capacidade para liberar um mol de glucose por mol de steviosideo, ou seja,
33% da glucose total.
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Figura 3, Agio do suco dipestivo e da pectinase sobra o sieviosldeo, O meio de incubagdo
continha 0,5 mg/ml| de suco digestivo, steviosfdeo 1 mM e tampdo fosfato 0,1 M (pH 5,7).
A liberagdo de glucose foi seguida pelo método da o-toluidina {B), enquanto que a glucose
total foi dosada com o método do Fenol sulfarico {Al. A adigdo de suco digestivo e pectinase
est4 indicada pelas setas,
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Deve-se comentar ainda, com relagio aos dados mostrados na figura
3A, que a intensidade de cor com o fenol-sulftrico aumenta apés a adigdo de pecti-
nase. Deve-se salientar que a amostra de pectinase contém grande quantidade de
substdncias que reagem com o fenol-sulfiirico, a tal ponto que as amostras tiveram
que ser diluidas aproximadamente 10 vezes mais que as amostras anteriores. Isto
faz com que as medidas sejam bem imprecisas, tornando proibitiva qualquer conclu-
30 mais arrojada. De qualquer forma, & evidente que os aglicares totais tendem a ze-
1o 18 horas apés a adigdo de pectinase. 1sto demonstra que o sistema de degradagio
de glucose (bacteriana ou nfo) continua ativo.

Acdo do suco digestivo e da pectinase sobre o steviolbiosideo

Como pode ser verificado na figura 9, o steviolbiosideo ndo apresenta a
ligagdo éster entre a glucose e a carboxila do steviol. Se fosse esta a ligagdo afetada
pelo suco digestivo do M. paranaguensis, nfio deveria haver liberagio de glucose a
partir do steviolbiosideo. A figura 4 mostra resultados tipicos obtidos quando se in-
cubou steviolbiosideo, primeiramente com suco digestivo e depois com pectinase,
A figura 4B mostra a liberagdo de glucose, avaliada com o método da o-toluidina.
Os resultados sfo semelhantes aos obtidos com steviosideo: inicialmente observa-se
um aumento da concentragdo de glucose livre, seguido de uma queda até valores em
torno de zero. A diferenga reside na percentagem mdxima de glucose tivre que apa-
rece, a qual se aproxima de 40%, valor nunca atingido com steviosideo. A adigio de
pectinase provoca nova liberagiio de glucose, a exemplo do que sucede com o stevio-
sideo.

A andlise da glucose total com o método do fenol-sulfirico estd mos-
trada na figura 4A. Os resultados sdo semelhantes aos obtidos com o stevios{deo,
A medida que a glucose § liberada, hd um aumento na absorbineia. Quando a glu-
cose livre desaparece, a absorbincia decresce, atingindo um vator-limite. No caso do
steviolbiosideo, este valor-limite situa-se entre 45 e 55% do total da glucose inicial-
mente presente. Hste valor, sujeito 4s imponderabilidades discutidas anteriormente,
difere daquele observado com steviosideo. Os valores medidos apés a adigio de pec-
tinase apresentam o mesmo quadro jd discutido em relagio ao steviosideo.

Fica, pois, evidente que o suco digestivo age também sobre o steviol-
biosideo. E, por isto mesmo, improvavel que esta preparagio enzimdtica hidrolise a
ligagdo éster do steviosideo. Isto ocorre porque, ao que tudo indica, de ambos os
compostos, o suco digestivo do M. paranaguensis hidrolisa preferencialmente uma
das ligagGes, qual seja, a ligagdo §(1+2) do radical soforosil. Se assim nio fosse, di-
ficil se tomaria explicar os residuos de glucose que ainda permanecem ligados ao
steviolbiosideo apés 30 horas de incubagio com o suco digestivo (fig- 4A), os quais
s3o liberados apenas ap0s a adigio de pectinase.

Experimentos com o composto isolado do meio de lncubagao do suco digestivo
com o Steviolbiosideo

O produto da hidrélise do steviolbiosideo com o suco digestivo do
M. paranaguensis foi extraido com éter. Apds precipitagdo e redissolugdo, procedeu-
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Figura 4. Acgéio do suco digestivo o da pectinase sobre o steviolbiosideo, O meio de incubagio
gontinha 0,5 mg/ml de suco digestiva, steviolbiosideo 1 mM e tamp#o fosfato 0,1 M (pH
5,7}, A liberagdo de glucose foi sequida pelo método da o-toluidina (B}, enguanto que a glu-
cose total foi dosada com o método do fenol-sulfirico {A). A adigo de suco digestivo e pec-
tinase estd indicada pelas setas,
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Figura 5. Curva de calibragiio da glucose e do composto isolado do meio de incubaciio com
steviolbiosideo com o método do fenol-sulfUrico. A absorbincia medida estd representada
contra a concentragdo de glucose livre ou ligada, No caso da glucose ligada, tomou-se como
base um peso molecular de 480. Glucose livre: ®; glucose ligada (glucosil steviol): ¥.
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se a uma hidrolise com HCl a 5% e a 100°C. A hidrolise produziu 1 mol de glucose
por 480 gramas, conforme evidenciado pelas medidas de glucose liberada com o
método da o-toluidina. O composto possui propriedades dcido-bdsicas semelhantes
s do steviolbiosideo (€ solivel em meio alcalino), o que evidencia a presenga de
uma carboxila livie. O peso molecular de 480 corresponde ao de um glicosideo

formado por steviol mais uma molécula de glucose (fig. 9), o 13-0/f-glucopiranosil
steviol (glucosil steviol). A figura 5 mostra uma curva de calibragio com o método
do fenol sulfiirico, Nesta curva, a intensidade de cor de solugdes de glucose é com-
parada com a intensidade de cor de solugGes do composto isolado do meio de incu-
bagio do suco digestivo com steviolbiosfdeo. A absorbincia foi representada contra
a concentragfo final de glucose. No caso do composto isolado, tomou-se_como base
de cdlculo um peso molecular de 480. Observa-se que hd coincidéncia quase total
entre ambas as curvas. Estas observag¢Ges corroboram a suposi¢fo de que o suco di-
gestivo do M. paranaguensis produz o 13-0/f-glucopiranosil steviol a partir do ste-
violbiosideo.

A hipdtese acima pressupde uma agio muito fraca do suco digestivo so-
bre o glucosil steviol. A fim de testar a hipdtese, fez-se uma incubagdo do compos-
to isolado com o suco digestivo, essencialmente como havia sido feito com o ste-
viosideo e o steviolbiosideo, medindo-se a glucose liberada pelo método da o-tolui-
dina. Os resultados podem ser vistos na figura 6. Como se observa, a liberagdo de
glucose nas primeiras 6 horas é pequena, correspondendo a 8-9% da quantidade to-
tal presente no meio de incubagdo. Deve-se lembrar que, nestas primeiras 6 horas,
a glucose liberada nas incubagdes com steviosideo e steviolbiosideo jd atingiu seu
valor mdximo. Na experiéncia da figura 6, adicionou-se pectinase ao meio de incu-
bagfo depois de 6 horas de incubagio. Como se v&, uma grande quantidade de glu-
cose ¢ liberada rapidamente, o que evidencia elevado percentual ainda ligado. Pare-
ce, pois, gue o suco digestivo do M. paranaguensis tem atuagio muito limitada so-
bre a ligagdo remanescente. Hsta, muito provavelmente, é a ligagfo glicosidica entre
o steviol e a glucose (fig. 9).

Anélises cromatograficas dos produtos de hidrolise do steviosideo e do steviolbio-
sideo

Os resultados descritos até o presente momento baseiam-se (nica e ex-
clusivamente em medidas de glucose liberada ou total. Embora os dados obtidos
permitam tirar conclus@es, é necessdrio que elas tenham apoio em algum outro tipo
de medida. Pode-se fazer uma andlise cromatogrdfica dos glicosideos, tanto os ori-
ginalmente incubados como os novos porventura formados. Para tanto, empregou-se
a cromatografia de adsor¢fo. Placas de silica-gel foram utilizadas, conforme foi des-
crito em “‘Materiais e Métodos™.

A figura 7 mostra os resultados tipicos obtidos quando se cromatogra-
faram aliquotas retiradas do meio de incubag¢fo de uma experiéncia semelhante a
mostrada na figura 3. Ao lado de padrGes, foram aplicadas amostras retiradas apos
6 e 30 horas de incubagio com o suco digestivo, amostras retiradas apos 1 e 5 horas
de agfo da pectinase e também o composto isolado do meio de incubagfo do ste-
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Figura 6. Agfio do suco digestivo & da pectinase sobre o composto isolado do meio de incuba-
¢io com steviolbiosideo {glucosil steviol), A incubagéo continha 0,6 mg/mi de suco digestiva,
glucosit steviol 1T mM e tamp#io fosfato 0,1 M {pH 5,7). A liberagéio de glucose foi seguida pelo
método colorimétrico da o-teluidina. A adigdo de suce digestivo e pectinase estd indicada pelas

setas,
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Figura 7. Cromatografia om camada delgada de aliquotas retiradas do meio de incubacdo do
steviosideo com suco digestivo e pectinase, Os padrées utilizados foram steviosideo (1}, glucosil
steviol {produto isolado do meio de incubagdo do steviolbiosideo] {2} e steviol (3}, Foram
cromatografadas aligquotas retiradas apds 6 e 30 horas de incubagdo com o suco digestivo
{4 & B, respectivamente). Extratos etéreos foram cbtidos apds 1 e 6 horas de agio da pectinase
e também cromatografados (6 e 7, respectivamente). O solvente utilizado foi isobutaneol: meta-
naol: dgua {B:1:1). Apébs a corrida, o cromatograma foi revelado com &cido sulfarico metandtico
ab %

FIGURA 08

Figura 8, Cromatografia e camada delgada de allquotas retiredas do meio de incubagdo do
steviolbiosideo com suco digestivo e pectinase. Os padries utilizados foram steviolbiosideo
{1}, glucosil steviol {2} e steviol {3}. Foram cromatografadas aliquotas retiradas apés 6 e 30
horas de incubagdo com o suco digestivo (4 e 5, respectivamente}, Extratos etéreos obtidos
apbs 1 e B horas de adigo da pectinase também foram cromatografados (6 e 7, respectiva-
mente}. O solvente utilizado foi isobutanol; metanol: 4gua (B:1:1}, Apéds a corrida, o croma.
tograma foi revelado com acido sulfarico metandlico a 5 %.
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violbiosideo com o suco digestivo (glucosil steviol). Pode-se verificar que, apss 6
horas de a¢do do suco digestivo (amostra 4), jd ndo hd mais steviosideo no meio de
incubagdo. Este tempo €, mais ou menos, igual ao tempo no qual se observou maxi-
ma concentragdo de glucose livre. O cromatograma revela duas manchas, uma mui-

to mais intensa do que a outra. Este quadro pouco se altera até 30 horas de incuba-
¢iio (amostra 5), parecendo, pois, que o suco-digestivo jd atingiu praticamente o seu
limite de agdo apds 6 horas de incubagfo. A mancha principal nas amostras 4 ¢ 5
situa-se numa posigdo intermedidria entre o steviosideo (amostra 1) e o glucosil
steviol (amostra 2). A mancha menos intensa, por outro lado, coincide com a do
glucosil steviol. Como se vé, o steviol somente aparece em quantidades detectdveis
apos a adigdo de pectinase, quando também desaparecem as outras manchas.  Es-
tes resultados confirmam a interpretagdo dada aos resultados obtidos anteriormen-
te, ou seja, que a agdo do suco digestivo sobre o steviosfdeo € seletiva, atingindo
preferencialmente uma das ligagdes glicosidicas.

A figura 8 mostra os resultados obtidos quando se cromatografaram
aliquotas retiradas do meio de incubagdo da experiéncia mostrada na figura 4.
O procedimento foi semelhante ao descrito em relag@o ao steviosideo, ou seja,
foram aplicadas amostras retiradas apds 6 e 30 horas de incubagfio com o suco
digestivo ¢ amostras retiradas apos 1 e 5 horas de agdo da pectinase, ao lado de
padr&es. Pode-se verificar que, apds 6 horas de agiio do suco digestivo (amostra 4),
jd nfio hd mais steviolbiosideo no meio de incubagfo.

Conforme se observa na figura 4, este tempo (6 horas) também cmnmde
com o tempo no qual se observou mixina concentragdo de glucose livre, Pelas
manchas desenvolvidas com as amostras 4 e 5 pode-se dizer que, na agdo sobre o
steviolbiosideo, o suco digestivo praticamente atingiu seu limite de ago apos 6
horas de incubagdio. As amostras 4 e 5 apresentam manchas que se situam em
posigio proxima ao composto isolado do meio (glucosil steviol — amostra 2),
enquanto que as manchas 6 ¢ 7 (que correspondem aos extratos etéreos obtidos
ap6s a adi¢do da pectinase) situam-se numa posi¢do idéntica 4 do steviol (amostra 3).

Os resultados da figura 8 indicam fortemente que o suco digestivo
hidrolisa a ligagdo B (1+2) preferencialmente, liberando uma molécula de glucose.
Se assim ndo Tosse, deveria aparecer steviol. Este composto, no entanto, somente
apareceu em quantidades significativas apés a adigfo de pectinase.

DISCUSSAO FINAL E CONCLUSOES

Este trabalho descreve alguns resultados obtidos com uma nova prepa-
ragdo enzimatica com capacidade de agir cataliticamente sobre produtos naturais
da Stevia rebandiana. Q suco digestivo do Megalobulimus paranagrensis apresenta,
em relagdo 4s outras preparages enzimdticas jd conhecidas — pectinase, hesperidi-
nase ¢ suco digestivo de Helix pomatia —, algumas particularidades. A sua agfio ¢
seletiva, isto ¢, esta preparagdo ndo ataca indistintamente todas as ligagGes do
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steviosideo e seus derivados, mas, aparentemente de maneira significativa, apenas uma
delas. Neste sentido, este suco digestivo possui agio semelhante i da takadiastase,
preparagdo recentemente descrita e que também age seletivamente sobre o steviosi-
deo (Tanaka, 1980).

Os dados obtidos indicam que a lipag@o hidrolisada é.a hgagao g(1+2)
do radical soforosil. A figura 9 esquematiza esta agdo, mostrando os provéveis
produtos formados a partir do steviosfdeo e do steviolbiosideo, isto €, o éster
B - plucosil do 13-0/f - glucopiranosil steviol e o 13-0/8 - ' glucopiranosil
steviol, respectivamente. No caso do produto de hidrélise do steviolbiosideo, o
isolamento foi realizado, sendo que as andlises realmente confirmam que se trata
do 13-0/f - glucopiranosil steviol (glucosil steviol). Neste sentido, ¢ altamente
significativo que o suco digestivo, uma vez incubado com o pglucosil steviol,
catalisa a hidrolise com velocidade bastante reduzida. .

Por outro lado, a ag¢fo global do suco digestivo do M. paranaguensis €
sem divida complexa, jd que a glucose liberada é posteriormente degradada, fend-
meno para o qual ndo hd ainda explicagio. Ele pode dever-se tanto 4 presenga de
um sistema enzimditico com tal capacidade como & a¢do de bactérias que crescem
durante o periodo de incubagio, que ¢ bastante longo. Independentemente de qual
seja o mecanismo responsdve]l pela degradagfo de glucose, podese adiantar aqui
que ndo se trata’ de fermentagdo L-ldtica, jd que investigagGes preliminares ndo
revelaram a presen¢a de dcido L-ldtico no meio de incubagdo (expenencms nio
mostradas).

0 produto da degradagio do steviolbiosideo, glucosil steviol, pode vir
a ser Util em estudos bioquimico-farmacolégicos, principalmente no que tange ao
estabelecimento de relagSes entre estrutura e agio bioldgica. Neste sentido, jd hd
alguns dados. Yamamoato et al. (1984) demonstraram que o glucosil steviol inibe a
gluconeogénese em tiibulos renais de rato. Esta a¢fo é menos potente que aquela
do steviol ou do isosteviol, porém bem mais acentuada que a agdo do steviosideo e
do steviolbiosideo, os quais sdo indcuos. Conclui-se que a remogdo de uma molé-
cula de glucose do steviolbiosideo dd origem a um produto com agio blOlOgICd ja
bem proxima 4 da aglucona isolada (steviol).

Tem sido descrito também que o glucosil steviol possm dthlddde
hormonal em plantas. Dados de Iwamura e Komai (1981) ddo conta de que o
glucosil steviol aumenta em até 42,5% o crescimento de plantulas de arroz, quando
presente numa concentragdo de 500 ppm. :
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EFEITO DO STEVIOL E DE SEUS ANALOGOS
ESTRUTURAIS SOBRE A PRODUCAO DE GLUCOSE E
SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO EM
TUBULOS RENAIS ISOLADOS
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RESUMO

O efeito de diversos produtos naturais® da Stevia rebaudiana
sobre a produgdo de glucose (gluconeogénese) e sobre o
consumo de oxigénio em tubulos renais isolados de rato foi
investigado. O steviol, o isosteviol e o glucosilsteviol inibem
a produgio de glucose e o consumo de oxigénio. O
principal principio doce da planta, o steviosideo, bem como

o steviolbiosideo, ndo tém nenhum efeito sobre a gluco-
neogénese, assim como tamhém ndo afetam o consumo de
oxigénio,

ABSTRACT

The effect of several natural products of Stevia rebaudiana
on glucose production and oxyyen uptake in rat renal
cortical tubules has been investigated. Steviol, isosteviol and
glucosylsteviol decreased glucose production and inhibited
oxygen uptake. The sweet principle stevioside and steviol-
bioside, however, were without effect on gluconeogenesis
and oxygen uptake.

INTRODUCAO

O steviol é a aglucona do steviosideo (fig. 1), um glicosideo doce,
abundante nas folhas da Stevia rebaudiana, arbusto pertencente a familia das
Compostas (Bridel e Lavieille, 1931). O steviosideo é 300 vezes mais doce que a -
sacarose e estd agora assumindo grande importdncia no Japdo e no Brasil, principal-
mente como substituto de adocantes ndo-caldricos (von Schmeling, 1967).
Extratos aquosos das folhas da Stevia rebaudiana, por outro lado, sic usados nfo
apenas com finalidades edulcorantes, mas também por causa dos seus efeitos
terapéuticos e fisioldgicos. Tem sido descrito que os extratos aquosos da planta tém
efeito cardiotdnico (von Schmeling, 1967), efeito contraceptivo (Planas e Kug,
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1968) e propriedades hipoglicemiantes (Miquel, 1966; von Schmeling et alif, 1977).
Foi demonstrade também que o steviosideo, o steviol e outros produtos naturais
da Stevia rebaudiana afetam diversas fun¢des mitocondriais (Kelmer-Bracht, 1982;
Vignais et alii, 1966). Em mitocOndrias isoladas de figado de rato, a fosforilagdo
oxidativa ¢ inibida por um complexo mecanismo de a¢io que inclui inibigio do
transporte dos adenina nucleotideos (ADP e ATP), desacoplamento da respiragio,
inibigdo da NADH-oxidase ¢ da L-glutamato- desidrogenase, etc. A inibigfio da fos-
forilagio do ADP em mitoctndrias tem geralmente importantes conseqtiéncias para
o organismo fntegro. A questio que surge agora diz respeito 4 possibilidade de os
produtos naturais da Stevia rebaudiana afetarem também as fungSes mitocondriais
da célula intata, '

Este artigo apresenta uma contribuigio no tocante ao efeito dos
produtos naturais da Stevia rebaudiana sobre células intatas. Fle descreve o efeito
do steviosideo, do steviol e de outros produtos naturais da S. rebaudiana sobre a
gluconeogénese, via biossintética estritamente dependente da energia disponivel na
célula intata. Provavelmente esta seja a primeira comunicag¢@o sobre o efeito de
produtos da S. rebaudiana sobre o metabolismo de células intatas.

MATERIAIS E METODOS

Tabulos do cortex renal de ratos foram isolados com colagenase
(clostridiopeptidase A; EC 3.4.24.3), essencialmente conforme foi descrito por
Gordon e Hartog (1972). Ratos albinos machos (Wistar, 180-250 g) foram deixados
em jejum por 24 horas antes do isolamento dos tibulos renais. O steviosideo foi
purificado de folhas secas de Stevia rebaudiana, conforme foi descrito anterior-
mente {Alvarez et alii, 1981). O steviol foi obtido do steviosideo por hidrélise
enzimdtica com pectinase (poli [14 — « — D-galacturonideo] — glicano-hidrolase ;
EC 3.2.1.15)}, conforme foi desciito por Mosettig e Nes  (1955). O glucosilste-.
viol, por outro lado, foi obtido por digestdo do steviolbiosfdeo com o suco gdstrico
do caramujo marinho Megalobulimus paranaguensis (Ferraresi et alii, 1983), O
isosteviol e o steviolbiosfdeo foram preparados a partir do steviosideo, por
hidrdlise dcida e por hidrélise bdsica, respectivamente (Kohda er alii, 1976).
A glucose foi medida enzimaticamente com hexoquinase (EC 2.7.11) e glucose
6-fosfato desidrogenase (EC 1.1.1.49) (Bergmeyer, 1970). O consumo de oxigénio
medido polarograficamente (Voss et alii, 1963). A protefna total foi dosada colo-
rimetricamente de acordo com Lowry et alii (1951).

RESULTADOS

As férmulas estrutvrais dos cinco compostos utilizados neste trabalho
s@o0 mostradas na figura 1. Como se pode ver, o nimero de moléculas de glucose
lipadas 4 porgdo aglucona decresce ao longo da seqiiéncia steviosideo (3 moléculas
de glucose), steviolbiosideo (2 moléculas de glucose), glucosilsteviol (1 molécula de
glucose) e steviol ou isosteviol (sem glucose). Como foi mostrado previamente, a
habilidade destes compostos em inibir a fosforilagio oxidativa decresce ao
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Glucosilsteyiol: R=H, R'= glucose
Staviolbiosideo: R= H; R'=soforose
Staviosideo; R= glucose, R' = soforose.
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Figura 2 :
Efeito do steviol, do isosteviol, do glucosHsteviol, do steviolbiosideo e do steviosideo sobre a
producio de glucose em tibulos renais isolados. TUbulos do cértex renal foram isolados de
ratos com 24 horas de jejum e incubados (7 a 15 mg protefna par tnl} em tampio Krebs/
Henseleit-picarbonato {pH 7.4), a 37°C, sob uma atmosfera de oxigénio e didxido de carbono
{95.5%). Apds um curto perfodo de pré-incubagdo (geralmente 5 minuto s}, foram adicionados
os compostos e logo apds, L-lactato {10 mM)} e piruvato {1 mM}. Amostras foram coletas no
tempo zero e apGs 60 minutos de incubagdo, desproteinizadas com um volume igual de dcido
perclérica (0.5 NJ frio, centrifugadas, utilizando-se o scbrenadante para as medidas da gluocse
produzida. Legendas: isosteviol, B—: steviol, 8—®; glucosilsteviol, ¥ % steviolbiosideo, ¢—¢;
steviosideo, &, As barras verticais representam o erro-padrio da média,
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longo da mesma série (Vignais ef alii, 1966; Kelmer-Bracht, 1982).

\ A figura 2 sumariza os resultados de 38 experiéncias, nas quais tdbulos
renais isolados foram incubados em tampdo Krebs/Henseleit-bicarbonato (pH 7.4),
na presenga de L-actato (10 mM) e piruvato (1 mM) e de concentragGes varidveis
dos compostos mostrados na figura 1. Os resultados obtidos foram representados
graficamente contra a concentragio de cada composto. O valor-controle médio, para
a producgdo de glucose foi igual a 80.#44.3 nmol por hora por mg de  proteina.
Conforme foi mostrado anteriormente, o teor em glicogénio dos tibulos renais de
ratos em jejum & insignificante, sendo as medjdas de liberagio de glucose umna boa
aproximagfo para 2 atividade gluconeogenética (Gordon e Hartog, 1972}. A figura
2 mostra que o steviol e o isosteviol inibem a produgdo de glucose. Ocorre 50%
de inibi¢o com steviol ou isosteviol 0,3 mM. A uma concentragdo iguala 1 mM, a
inibido ¢é virtualmente completa. Diferengas na estrutura quimica de ambos os
compostos parecem ndo exercer nenhum papel no efeito inibidor.

Experiéncias adicionais, nas quais a produgac de glucose foi acompanha-
da durante 90 minutos e medida a intervalos de 15 minutos, revelaram que a
inibi¢do é independente do tempo de incubagdo. A inibigdo € também independente
do precursor gluconeogenético. A gluconeogénese a partir de frutose, glicerol e
succinato é jgualmente inibida pelo steviol e pelo isosteviol, sendo o grau de
inibigio compardvel ao encontrado quando L-lactato e piruvato foram os precur-
sores gluconeogenéticos.

Entre os glicosideos, o glucosilsteviol também inibe a produgdo de
glucose. Como pode ser verificado na figura 2, 50% de inibigdo ocorre em
concentragies ao redor de 1,2 mM, valor bem maior do que aquele obtido com
steviol ou isosteviol, O steviosideo, bem como o steviolbiosideo, até uina concen-
tragao igual a 3 mM, por outro lado, nio afetam significativamente a gluconeo-
génese.

O consumo de oxigénio foi medido com piruvato 10 mM como substra-
to exdgeno. Uma inibigdo da respiragiio foi encontrada com steviol e isosteviol, A
concentragio que produziu 50% de inibi¢fo situava-se em torno de 0,4 mM.
Steviosideo e steviolbiosideo até uma concentragfo de 3 mM, por outro lado, ndo
tiveram nenhum efeito sobre o consumo de oxigénio.

DISCUSSAO

A inibicio simultinea da produgfio de glucose e da respiragio pelo
steviol, pelo isosteviol e pelo plucosilsteviol € consistente com a agfo inibit6ria
destes compostos sobre a fosforilagfo oxidativa e sobre o transporte de elétrons
em mitocondrias intatas (Kelmer Bracht, 1982; Vignais et alii, 1966). Em relacdo a
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isto, estes compostos se comportam como o atractilosideo, potente inibidor do
transporte dos adenina-nucleotideos e da fosforilagAo oxidativa em mitocdndrias
(Vignais et alii, 1966; Liener, 1969). Na célula intata, o atractilosideo ¢ seus andlo-
gos inibem a gluconeogénese ¢ a respiragdo, efeito observado neste trabalho com o
_steviol e seus andlogos (Stubbs ef alii, 1978). Deve-se notar que, quimicamente, o
steviol e a porgfo aglucona do atractilosideo (atractiligenina) diferem apenas em al-
guns detalhes (Kelmer Bracht, 1982). Isto parece justificar 4 sua agfo similar sobre
mitocondrias e células intatas, embora haja uma diferenga bdsica. Enquanto o
atractilosideo (que ¢ o glicosideo) é mais ativo do que a atractiligenina (que € a
aglucona), o contrdrio ocorre com o steviosideo e a sua aglucona. De fato, o steviol
(e também o isosteviol) € mais ativo que o steviosideo e os demais glicosideos, tan-
to em mitoctndrias isoladas como em células intatas (Kelmer Bracht, 1982; Vignais
et alii, 1966). O steviosideo e o steviolbiosideo, inclusive, nio exercem nenhum
efeito sobre o consumo de oxigénio ¢ sobre a gluconeogénese em tdbulos renais
isolados. Em mitocOndrias jsoladas, no entanto, eles sfo ativos, A fosforilag@o oxi-
dativa ¢ inibida em 50% por steviosideo 1 mM e por steviolbiosideo 0.5 mM. Além
do mais, o steviolbios{deo também inibe a NADH-oxidase, com uma constante de
inibi¢do igual a 0.6 mM (Kelmer Bracht, 1982). Estas concentrag@es estdo bem
abaixo das majores usadas neste trabalho (3 mM) e, conseqiientemente, em células
intatas, algum efeito seria de se esperar. Pode ser que tanto o stevios{deo como o
steviolbiosfdeo ndo permeiem liviemente a membrana celular. Esta possibilidade
torna-se maior quando se leva em conta que dissacarideos e glicosideos em geral — o
steviosideo e o steviolbiosideo possuem um dissacarideo em sua estrutura (fig. 1) —
freqlientemente sdo incapazes de permear liviemente a membrana celular. A sacaro-
se € o exemplo mais comum (Bracht et alii, 1980), mas mesmo o atractilosideo e o
carboxiatractilosideo, conforme conclusdo de Stubbs et alii (1978), permeiam a
membrana celular com velocidade bem reduzida. Para o momento, no entanto, nio
hd dados acerca do transporte do steviosideo e compostos afins através da membra-
na plasmdtica, Este assunto estd, pois, 4 espera de estudos adicionais.

A principal questZo a ser levantada com os resultados descritos neste
trabalho diz respeito 4 agdo hipoglicemiante da Stevia rebaudiana (Miquel, 1966,
von Schmeling, 1977). Em geral, aceita-se que a inibi¢io da gluconeogénese pode
levar i hipoglicemia. A fenformina (Gordon e Hartog, 1972}, o 3-mercaptopicolina-
to ¢ outros derivados inddlicos e quinolinicos (Snell, 1978) sfo exemplos de subs-
tincias que inibem a sintese de glucose in vitro € que causam hipoglicemia in vivo.
Sabe-se, também, que o envenenamento por atractilosideo, cujo mecanismo de agfo
se assemetha ao do steviol em certos detalhes, pode causar convulsdes hipoglicémi-
cas (Liener, 1969). Em figado perfundido isoladamente, por outro lado, o steviol
{mas nao o steviosideo) também inibe a gluconeogénese e a respiragio (Ishii et alii,
1984). Esta observagfo prova que o efeito dos produtos naturais da Stevia rebau-
diana nfo ¢ restrito a um vinico tipo de tecido. E, pois, possivel que a inibigdo da
gluconeogénese exerga um papel significativo no mecanismo de agio dos produtos
naturais da Stevia rebaudiana.
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RESUMO

Um estudo cinético da inibigdo da NADH-oxidase pelo
isosteviol, pelo steviol, pelo steviclbiosideo e pelo stevio-
sideo foi realizado. A inibigdo causada pelos trés primeiros
é linear completa. O steviosideo nio inibe a NADH-oxidase
até uma concentragdo igual a 5 mM. A inibigfo é nio-com-
petitiva, A NADH-oxidase de mitocéndrias rompidas por
congelamento possui dois componentes cinéticos, um de
baixo K e outro de alto Kjy. Ambos os componentes sio,
no entanto, igualmente afetados pelos produtos naturais
da Stevia rebaudiana. ’

ABSTRACT :
A kinetic study of the inhibition of NADH-oxidase by
isosteviol, steviol, steviolbioside and stevioside was perfomed.
The inhibition caused by steviol, isosteviol and steviol-
bioside is linear complete and non competitive. Stevioside
up to 5 mM is ineffective as an inhibitor. The NADH-
oxidase of freeze thawing disrupted mitochondria has two
kinetic components, the first one with a low Kjyj-value and
second one with a high Kj-value. Both components are
affected to the same extent by Stevia rebaudiana natural
products.

INTRODUCAO

A inibicio da NADH-oxidase pelos produtos naturais da Stevia
rebaudiana foi observada pela primeira vez por Vignais et al, (1966). Esses autores
acharam uma inibi¢do sobre esta atividade enzimdtica por parte do steviol e do seu
derivado dihidrosteviol. A inibi¢io da NADH-oxidase ¢ um dos mecanismos pelos
quais os produtos naturais da Stevia rebaudiana inibem a fosforilagio oxidativa,
isto ¢, a sintese de ATP na cadeia respiratoria. Na célula intata esta a¢do tem como
conseqiiéncia uma considerdvel alteragfo no potencial redox do sistema NAD'
=NADH, além de inibir a oxida¢io de diversos metabdlitos, como o dcido litico e o
dlcool etilico.
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Este artipo representa um aprofundamento dos estudos iniciais de
Vignais et al. (1966). Ele descreve uma série de experiéncias sobre a cinética da ini-
bigio da NADH-oxidase pelos produtos naturais da Stevia rebaudiana. Neste traba-
lho foram utilizados, além do steviol, os glicosideos steviolbiosideo e steviosideos,
bem como a forma alternativa da aglucona, o isosteviol. Como fonte de enzima
foram utilizadas mitocéndrias rompidas por congelamento e descongelamento.
Espera-se que os resultados tragam alguma contribuigio para o esclarecimento do
mecanismo de agio dos produtos naturais da Stevia rebaudiana. Alternativamente,
espera-se também que o trabalho represente alguma contribuigdo para a caracteri-
zago da atividade NADH-oxidase de mitocondrias de figado de rato rompidas por
congelamento e descongelamento.

MATERIAIS E METODOS

Isolamento de mitocdndrias de figado de rato _

As mitocondrias de figado de rato foram isoladas de acordo com o mé-
todo descrito por Voss et al. (1961), usando-se meio de extragfo que continha ma-
nitol {0,2 m}), sacarose (0,07 M), TRIS (10 mM) e EDTA (0,2 M), , O pH final foi
igual a 7.4. 7

, Ratos brancos foram decapitados e seus figados removidos, lavados em
meio de extragio a 0-40C ¢ homogeneizados em homogeneizador de van Potter.
Elvehjem. A seguir, a suspensdo homogeneizada do tecido foi centrifugada a 3000g
por 10 minutos, em centrituga refrigerada {Janetzki, K 70 D) a 00C. O sobrenadan-
te foi coletado e novamente centrifugado a 10000g por 10 minutos. O novo sobre-
nadante foi ressuspenso em meio de extragdo e centrifugado duas vezes a 8000g,
As mitocdndrias assim lavadas foram ressuspensas no meio de extragfo com con-
centragio de 20 a 30 mg de proteina por ml.

Obtengdo de mitocdndrias rompidas

' Mitocondrias intatas, obtidas pelo método de Voss et al. {1961), manti-
das em meio de extragdo de sacarose e manitol, foram congeladas a — 100C por mais
de 24 horas e posteriormente descongeladas até & temperatura ambiente, e entio
estocadas para uso a 00C,

Determinacdo da NADH-oxidase e da NADH -desidrogenase
A NADH-oxidase,

NADH + H* + 1 09 NAD' + M0, (1)
2

foi seguida a 340 nm (oxidagio do NADH) em meio que continha TRIS 20 mM,
pH 7.4, com concentragGes de proteina entre 15 e 100u g por ml. A concentragiio
de NADH foi igual a 0,15 mM (absorbéncia inicial em torno de 1,0), exceto quando
variada sistematicamente.
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A NADH-desidrogenase foi medida utilizando-se ferricianeto como
aceptor de elétrons (NADH-ferricianeto reductase, EC 1.6.99.3) na presenca de
antimicina A (10 pg/ml) (Singer, 1974):

NADH + 2 ferriciancto » NAD  + H * + 2 ferrocianeto. (II)

A reducio do ferricianeto foi acompanhada a 420 nm, O meio de incu-
bagiio continha ferricianeto 0,5 mM, NADH 0,5 mM, TRIS 20 mM, pH 74 ¢ 5
mg/ml de proteina mitocondrial.

Dosagem de proteinas
A dosagem de proteinas foi feita utilizando-se o método descrito por
Lowry et at, (1951), empregando-se soro-albumina bovina como padrao.

Avaliacdo grafica das estimatjvas preliminares dos pardmetros cinéticos da NADH-
oxidase

As estimativas preliminares das constantes cinéticas da NADH-oxidase
de mitocéndrias rompidas por congelamento foram avaliadas graficamente, Supon-
do-se que o sistema estudado apresente ao menos dois componentes cindticos dis-
cerniveis, a equago gue o descreve serd (Plowman, 1972; Cleland, 1967);

VA VA
K+ A K+ A 1)

Na equagfio (1), v € a velocidade de reagdo e A a concentragio de subs-
trato; Ve V' so as velocidades mdximas do primeiro e do segundo componentes,
respectivamente, e K e K’ as correspondentes constantes de Michaelis.

Formas alternativas da equagio (1) podem ser obtidas, A inversfo dos
lados leva a:

1. 1 2)
v VA V'A
K + t »
A K+ A
ou seja, )
1 11 (K+ KA « KK'/A (3)

v (V+V)+ (VK VE)/A

Uma representagfo grifica de 1/v versus 1/A pode ser vista na figura
1/A (representagdo grifica de Lineweaver-Burk) (Plowman, 1972). A linha tracada
apresenta uma curvatura proximo ao eixo dos 1/v. O valor de 1 /v quando 1/A =0,
ito ¢, a intercecgfo ao eixo dos 1fv, é igual a (V + V’)'l. Isto significa que a soma
das velocidades mdximas pode ser obtida avaliando-se a intersecgdo ao eixo dos 1/v
num grifico do tipo da figura 1A,
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Figura 1

-lbx" l 0 . z'or z'ox- s:m-
"1 A-l ‘
A
v
et X 2 (KK KV K'Y )
NP l 0 8K’ o1 15K 20"
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Figura 1. Representagdo grifica da equagfo {1): — A: 1/v contra 1/A;B: Afv contra
A —, ilustrando o procedimento gréfico de avaliagdo das constantes cinéticas K, K’,
V e V. Para maiores detalhes, ver “Materiais e Métodos”,
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Pode-se demonstrar também que se K > K, a equagdo (3) reduz-se a:

1. 1+ K/A @
v ViV +« KV/A

quando A >> K’ {0 que ocorrerd proximo ao eixo dos 1/v). Da equagio (4) decorre
que, quando 1/v = 0, 1/A serd igual a -1/K, isto €, o valor de K pode ser obtido
extrapolando-se a curva até o eixo dos 1/A na figura 1A,

Para a determinagfo dos valores de V, V’ e K, necessita-se de outra re-
presentacgdo gréfica. A divisfo da equagdo (1) por A, seguida de inversio, resulta em:
A _ 1 (5)
v V_ 4 Vv
KeA K'+A

Uma representagdo grdfica da equagfo (5) encontra-se na figura 1B
(representagfio de Hanes). Na equagdo (5) pode-se verificar que o valor limite de
Afv, quando A tende a zero, ¢ igual a KK’/(KV’ + K'V), isto &, a intersecgdo ao
eixo dos Afv é complexa fungfo das constantes cinéticas.

Como K > K, a equagfio (5) reduz-se a:
LA L KK’ + KA (6)

v V'K + K'V+ VA
quando A >> K (isto é, quando V/K + A) = V/K).

Para Afv =0 tem-se entfo A = -K’, quer dizer, a mtersec¢io 20 eixo dos
A na figura 1B fornece o valor de K.

' Ve V’ podem ser avaliados medindo-se as intersec¢des ao eixo dos 1/v
(fig. 1A) e 2o eixo dos Afv (figura 1B) e utilizando-se os valoresde Ke K*, Sey é a
intersecgdo ao eixo dos 1/ve xa intersecgfio ao eixo dos Afv (fig. 1), teremos:

KK' — K(xfy) (7

VT S®TH

v =yl -V ®)

Tratamento estatistico dos dados

O ajuste fino das estimativas preliminares obtidas como estd descrito no
item anterior foi feito por processo iterativo de ajuste nao-linear, essencialmente
conforme foi descrito por Cleland (1967).
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RESULTADOQS E DISCUSSAO

Dependéncia da concentragdo dos inibidores

A figura 2 mostra o resultado de experiéncias, nas quais a velocidade
inicial da oxidagdo do NADH foi medida em fungio da concentrago de isosteviol,
steviol, steviolbiosideo e steviosideo. Na figura 24, as velocidades de reagfo —ex-
pressas como percentagem do controle — estdo representadas contra a concentra-
¢do dos inibidores, enquanto que na figura 2B, o inverso das velocidades de reago
estd representado em fungfo também da concentrag@o dos inibidores. A figura 2A
mostra as diferentes sensibilidades da NADH-oxidase aos trés compostos. O stevio-
sideo ¢ inofensivo. O isosteviol é mais potente que o steviolbiosideo e o steviol,
sendo que 50% de inibigfo j4 ocorre entre 0,1 e 0,15 mM. Com o steviolbiosideo e
o steviol, uma inibi¢fo correspondente s6 ocotre em concentragbes entre 0,6 e
0,7 mM,

Maiores informagtes fornece a figura 2B. Como se pode verificar, o in-
verso da velocidade de reagfio varia linearmente com a concentragdo dos inibidores.
Os dados experimentais descrevem retas quase que perfeitas, Hd de se mencionar
que o grau de inibigdo, com isosteviol 1 mM, & de mais de 90%. O fato de a linea-
ridade manter-se até um grau de inibigio t&o elevado & altamente significativo. De-
ve-se levar em conta também a heterogeneidade do material — mitocéndrias rompi-
das por congelamento — e a complexidade do sistema enzimatico: trata.se pratica-
mente de toda a cadeia respiratéria. A dependéncia do inverso da velocidade de rea-
cdo (1/v) da concentragfo dos inibidores ([1]} pode, pois, ser descrita pela relagdo:

w=C[I] + Q@ )

Na equagdo (9), Cy e C; sdo constantes, fungSes da concentragiio dos substratos
— NADH e oxigénio, no caso da NADH-oxidase —, das diferentes constantes ciné-
ticas — cqnstante de Michaelis e velocidade mdxima — e das constantes de inibigio
(Plowman, 1972). O ajuste de minimos quadrados da equagfio (9) aos dados revelou
coeficientes de correlagdo iguais a 0,99 para ambas as curvas; j4 o erro-padrio da es-
timativa ( & ),foiiguala+0,0033 para a curva correspondente ao isosteviol e igual a
+0,0038 para a curva do steviolbios{deo,

Uma inibi¢Zo linear como g da figura 2B indica sempre que o m1b1d01
possui apenas um sitio de agio (Plowman, 1972; Cleland, 1970). Se o isosteviol e
derivados tivessem dois pontos de agfo ao Jonge do caminho NADH-desidrogenase
+ coenzima Q + citocromo c-oxidase, a inibi¢do ndo seria linear e sim parabdlica,
isto é, a representagio de 1/v contra [I] resultaria numa pardbola.

Um teste adicional foi feito medindo-se a velocidade da reagdo da
NADH-desidrogenase, com ferricianeto como aceptor de elétrons. Nenhum dos
quatro compostos testados exerceu gualquer efeito sobre a NADH-desidrogenase.

Portanto, o sitio de ag@io do isosteviol e seus derivados deve estar situado além do
sitio ativo da enzima.
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Figura 2. Efeito do steviosideo (), do steviolbiosideo {#}, do isosteviol (&) e do
steviol (@) sobre a NADH-oxidase de mitocdndrias rompidas por congelamento.
A atividade foi acompanhada espectrofotometricamente a 340 nm, Condig3es:
temperatura ambiente (250C); concentragdo de proteina mitocondrial: 100 pg/ml;
concentragdo inicial de NADH: 0,15 mM; meio de incubagdo contendo Tris 20 mM
a pH 7,4, A velocidade (A) ou o inverso da velocidade de reagdo (B) estd represen-
tando contra a concentragao. ‘
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Efeito do extrato aquoso total
A figura 3 mostra o efeito do extrato aquoso total da Stevia rebaudiana
sobre a NADH-oxidase. Como se percebe, o extrato aquoso tem efeito extremamen-
te potente. Jd4 0,15 mg de folhas secas extraidas por ml do meio de incubagdo pro-
vocam 50% de inibicfo. Bste efeito € cerca de 10 vezes mais potente do que o efeito
“sobre a ATP-ase (Kelmer-Bracht, 1981). Em termos de concentragdo final do stevio-
s{deo, 50% de inibigdo é observada com steviosideo 10 uM. O steviosideo, isolada-
mente, no possui efeito, mas este pardmetro permite aquilatar a concentragio dos
demais glicosideos no mejo de incubagfo, a qual deve ser bastante baixa, jd que o
steviosideo é o mais abundante. E claro que se pode esperar efeito injbidor de
alguns deles, E o caso comprovado do steviolbiosideo, por exemplo. Se apenas os
glicos{deos sfo responsdveis pela inibi¢fo, pode haver alguns bastante potentes, j4
que a sua concentragio no sistema é baixa,

Figura 3
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Figura 3. Efeito do extrato aquoso total da Stevia rebaudiana sobre a NADH-
oxidase de mitocOondrias rompidas por congelamento. A temperatura ambiente
(250C), 100 u g/ml de proteina mitocondrial foram inbucados em Tris 20 mM,
pH 7,4. A reagio foi iniciada pela adi¢io de NADH 0,15 mM e acompanhada
espectrofotometricamente a 340 nm. A velocidade (®) ou o inverso da velocidade
de reagfo (®) estd representado contra a concentragdo do extrato aquoso (expresso
em mg de folhas secas extraidas por ml do meio de incubagdo; escala inferior)
ou contra a concentragdo final de steviosideo (escala superior).
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A figura 3 mostra também a relagio entre o inverso da velocidade de reago €
a dose do extrato aquoso. A relagdo ¢ linear. O ajuste de minimos quadrados reve-
Jou um coeficiente de correlagdo linear (r) igual a 0,99; o erro-padrio da estimativa
{ & ) foi igual a + 0,0017. Isto ndo significa — como talvez possa parecer — qué haja
no extrato aquoso apenas uma substancia que possua efeito inibidor. Na realidade,
significa que, se houver mais de um inibidor, cada um deles exerce inibigfo linear.
Nzo se deve deixar de lembrar que o extrato aquoso das folhas da Stevia rebaudiana
contém outras substincias além dos derivados do steviosideo. Por isto, a possibi-
lidade de haver inibidores da NADH-oxidase que ndo perten¢am ao grupo dos deri-
vados do steviosideo nfo pode ser descartada,

Efeito sobre a curva de saturagio do NADH

Uma extensfo da andlise cinética da inibi¢@o do isosteviol e derivados &
o estudo do efejto destes compostos sobre a curva de saturagdo do NADH (o outro
substrato, oxigénio, estd presente em concentra¢gio constante e saturante). Isto
pode fornecer informagBes adicionais sobre a natureza da inibigio. Uma destas
informacdes, por exemplo, diz respeito ao grau de inibi¢do. A indagagho que surge
é se o grau de inibi¢go depende ou nfio da concentragdo de NADH. Deve-se recordar
que, nas experiéncias anteriores, a concentragfo de NADH foi mantida- fixa
(0,15 mM, aproximadamente).

Um estudo desta natureza requer que se utilizem quantidades bem
pequenas de enzima, j4 que de outra maneira é impossfvel medir a velocidade inicial
em concentragdes muito pequenas de NADH, Por isto, apenas 15a 20u de proteina
mitocondrial por ml do meio de incubagfo foram utilizadas. Isto tem a vantagem
de provocar extrema dilui¢do de possiveis fatores de interferéncia, como, por
exemplo, NAD' e NADH endégenos.

A figura 4 mostra os resultados obtidos com a variagfo simultdnea da
concentragdo do NADH (entre 2,5 e 100 p M) e do isosteviol (controle, 0,125 ¢
0,25 uM). Como se vé na figura 4A, o NADH {504 M) jd produz considerdvel
saturagdo na NADH-oxidase. Isto significa que os dados das figuras 2 e 3, por exem-
plo, foram obtidos em condigGes quase que saturantes. As curvas de saturagdo na
presenca de isosteviol 0,125 e 0,25 mM correm abaixo do controle. Uma andlise re-
velou que o grau de inibi¢gdo — igual a 0,46 0,34 com isosteviol 0,125 mM e 0,74
+ (0,008 com isosteviol 0,25 mM — permanece inalterado entre NADH 2,5 e
1501 M) Isto j4 sugere que a inibigio é do tipo nfo-competitiva (Plowman, 1972).

Com o steviolbiosfdeo ocorre fato semelhante. A figura 5 mostra os resul-
tados das experiéncias correspondentes. A curva-controle da figura 5A foi obtida
independentemente e com prepara¢io diversa daquela da figura 4A. Uma compara-
¢io entre ambas (fig. 6) mostra que sfo praticamente iguais, dentro de uma certa
margem de erro. Isto atesta a reprodutibilidade do sistema, embora ele seja bastante
complexo, O grau de inibigdo do steviolbjosideo 0,5 mM ¢ igual a 0,48+ 0.05.
Igualmente a0 que ocorre com o isosteviol, esta inibigfo também ¢ independente
da concentragio do NADH, ao menos nos limites de concentragfo aqui estudados.
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Figura 4
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Figura 4, Efeito do isosteviol sobre a curva de saturagio da NADH-oxidase de
mitocdndrias rompidas por congelamento. A velocidade inicial foi medida espec-
trofotometricamente a 340 nm. Condigdes: temperatura ambiente (250C); con-
ceniragdo de protefna: 16 u g/ml; meio de incubagdo: tampdo Tris 20 mM, pH
74. A velocidade (A) ou a razdo concentragio de NADH/velocidade (B) estd
representada contra a concentra¢io de NADH, Controle: @; isosteviol 0,125 mM:
B; jsosteviol, 0,25 mM: ¢ .
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Figura 5
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Figura 5. Efeito do steviolbiosideo sobre a curva de saturagdo da NADH-oxida-
se de mitocondrias rompidas por congelamento, CondigGes e pracedimentio expe-
rimental idénticos aos da figura 4. A velocidade (A) ou a razdo conceniragio de
NADH/velocidade (B) estd representada em fungdo da concentragfo de NADH.
Controle: @; steviolbiosideo 0,5 mM: &,
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Se a independéncia do grau de inibigo da concentragdo do NADH sugere
inibié’:ﬁo ndo-competitiva, uma resposta definitiva requer andlise um pouco mais
apurada. A anilise grifica da curva de saturagdo ¢ técnica bem conhecida (Plowman,
1972). Ao fazer-se a representa¢fio duplamente reciproca (isto ¢, 1/v contra 1/
[ NADH] ) de Lineweaver-Burk, bem como a representagdo de [ NADH }/ v contra
[ NADH] (representagdo de Hares), constatou-se que os pontos ndo descrevem,
em nenhum dos casos, uma linha reta (Plowman, 1972). Todas as curvas analisadas
apresentam curvatura proxima ao eixo dos 1jv ou ao eixo dos [ NADH}/ v . A repre-
sentagdo de Hanes pode ser vista nas figuras 4B e 5B. Curvas bifdsicas deste tipo sdo
freqlientes em sistemas enzimdticos (Hill et al., 1977) e tém sido tradicionalmente
interpretadas como indicativas da existéncia de ao menos duas formas distintas de
enzima (Plowman, 1972; Cleland, 1970). Isto nio deve surpreender no caso da
NADH-oxidase de mitocondrias rompidas por congelamento, jd que o sistema real-
mente é bem complexo, As curvas das figuras 4 e 5 podem ser evidéncia tanto da
existéncia de duas formas de NADH-oxidase (ou NADH-desidrogenase), como tam-
bém, por exemplo, refletir dois graus diferentes de desagregagcio da membrana mi-
tocondrial. Curvas deste tipo sdo obtidas também no caso de haver vdrias formas
de transi¢@o entre formas extremas. Por isto mesmo, a interpretagio deste tipo de
" curva ¢ bastante diffcil. Deve-se acrescentar, ainda, que a sensibilidade deste siste-
ma i rotenona é superior a 95%, pelo que ¢ impossivel que se trate de uma forma
insensivel e de outra sensivel & rotenona, Tampouco ¢ ficil estabelecer paralelos
entre as propriedades cinéticas da NADH-desidrogenase purificada, objeto de grande
nimero de trabalhos (Singer, 1966; Galante e Hatefi, 1979; Dooijewaard e Slater,
1976a; Dooijewaard e Slater, 1976b), e da NADH-oxidase, jd que as diferengasentre
ambos os sistemas sio Abvias, Seja como for, o fato de o grau de inibi¢do indepen-
der da concentracdo de NADH significa, também, que todos os componentes cinéti-
cos sio afetados. Caso, por exemplo, um deles fosse afetado ¢ o outro ndo, o grau
de inibi¢do teria que variar, Esta variagdo seria tanto maior quanto maior fosse a
diferenga entre as afinidades de cada um dos componentes cindticos pelo NADH.
" Isto tudo nio impede, no entanto, que se faga uma avaliagfo das cons-
tantes cinéticas da enzima, desde que seja possivel descrever quantitativamente
as curvas. Tradicionalmente, curvas como as das figuras 4 e 5 tém sido descritas
pela equagdo abaixo (Plowman, 1972; Cleland, 1970):

V[ NADH ] , V' [NADH]
¥ =
K + [ NADH ] K+ [ NADH ]

(10)

A equagido (10) ¢ idéntica 4 equagdo (1), tendo-se apenas introduzido a
concentragio de NADH no lugar do sfmbolo genérico para substrato (A). Ve V'
sg0 as velocidades médximas de cada componente, e K e K’ sdo as respectivas cons-
tantes de Michaelis.
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Conforme consta em “Materiais e Métodos”’, formas alternativas desta
equagdo permitem, através de representagGes grficas, a obtengdo de estimativas
preliminares dos parimetros cinéticos V, V', K e K’. Estas estimativas preliminares
podem, entfo, ser ajustadas definitivamente pelo método dos minimos quadrados
(Cleland, 1967). Os valores que foram obtidos da andlise grfica ndo diferiram
muito dos valores definitivos resultantes do ajuste de minimos quadrados, 0 que
bem atesta a relativa precisio do métedo grifico utilizado,

TABELA 1
Pardmetros cindticos da NADH-oxidase de mitocGndrias rompidas por congelamento: efeito
do isosteviol e do steviolbiosideo. Os parimetros foram avaliados conforme estd deserito,
em “Materiais e Métodos”. Ao lado das velocidades maximas (V e V’} e das constantes
de Michaelis (K ¢ K", o erro-padrio da estimativa (o) e o coeficiente de correlacdo {r} tam-
bém sfio apresentados '

Parimetro Controle Isosteviol isosteviol Steviolbiosideo
0,125 mi 0,25 miM 0,5 m

V {(nmol/min} 403 2,10 1,17 1,85
V'(nmoal/min} 0,90 0,43 0,19 0,55

X (uM) 80,9 74,5 80,7 76,5
K'(uM) 7.5 69 9,6 8,1

g 0,075 +0,064 10,03 + 0,08

¥ 0,99 0,99 0,99 0,99

A Tabela I mostra os valores obtidos com o ajuste fino de minimos
quadrados. As constantes de Michaelis para 0 NADH, na auséncia de inibidores,
sd0 iguais a 7,5k M)e 80,94 M), H4, portanto, um componente cinético com baixa
constante de Michaelis, ¢ outro com alta constante de Michaelis. O valor maior
(80,9 4 M) aproxima-se dos valores normalmente propostos para a constante de
Michaelis da NADH-desidrogenase (Singer, 1966; Doijewaard e Slater, 1966).
Nio hd, porém, dados que permitam afirmar se isto realmente apresenta alguma
relacdo, j4 que os sistemnas sio bastante diferentes entre si.

Uma medida do grau de confianga dos pardmetros avaliados é dada
pelo coeficiente de correlagdo (r) e pelo erro-padrdo da estimativa (6). O coefi-
ciente de correlagio obtido para as cinco curvas foi igual a 0,99; j4 o erro-padrdo
da estimativa variou entre * 0,03 e + 0,08 (Tabela I). Uma avalia¢o visual do ajus-
te entre os dados experimentais e a equagdo (10) é oferecida pela figura 6. Nessa
figura, tragou-se a linha tedrica calculada com base na equagdo (10), utilizando-
se os pardmetros cinéticos constantes da Tabela 1. Uma comparagdo entre a curva
calculada e os pontos experimentais indica que a concordincia é bastante boa.
Nfo parece haver desvio em nenhum dos extremos. Tendo em vista, pois, 0s valores
do coeficiente de correlagio e os valores dos erros-padrdes das estimativas — cons-
tantes na Tabela T — bem como as curvas da figura 6, pode-se concluir que a equa-
¢do (10) é, em principio, suficiente para a descrig@o das curvas de saturacio do
NADH,
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Figura 6. Comparagfo dos dados experimentais e calculados da curva de satura-
¢do da NADH-oxidase de mitocdndrias rompidas por congelamento. Os dados
experimentais de dois experimentos realizados independentemente (®, 0) estdo
representados, juntamente com a curva caleulada ( —), introduzindo-se
na equagdo (10) as constantes cinéticas K = 80,9 uM, K’ =75 uM, V = 403
nmol/min ¢ V' = 0,9 nmol/min. Os valores das constantes cinéticas resultaram
do ajuste fino de minimos quadrados das estimativas preliminares obtidas por
maniputagfo grifica (ver “Materiais e Métodos™). A rtesolugio da curva em seus
dois componentes também estd demonstrada (——— S

A figura 6 mostra também a resolugio da curva tedrica nos seus dois
componentes, Como se vé, o componente  com baixa constante de Michaelis
(7,5 1 M) satura-se jd4 com NADH 50 uM, enquanto que o componente com alta
constante de Michaelis (80,9 u M) ainda nfo estd saturado com NADH 150 uM,
As velocidades miximas de cada componente sfo também nitidamente dlstmtas
0,9 e 4,03 nmol/min, respectivamente.
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As constantes de inibigdo do isosteviol e do steviolbios{deo

Fica para ser analisado ainda o efeito dos inibidores sobre os valores de
K, K’, Ve V’, 0 que pode ser feito com base nos valores constantes na Tabela I,
A analise revela que, se ha algum efeito, este se reflete na velocidade maxima, en-
quanto que as constantes de Michaelis nfo sfo praticamente alteradas. Os valores
de K oscilam um pouco mais, porém assistematicamente, entre 69 e 9,6 4 M. J4-
os valores de V ¢ V* mostram nitida e sistemitica tendéncia de queda. Para o isos-
teviol, por exemplo, V decresce de 4,03 para 1,17 nmol/min, e V* de 0,9 para
0,19 nmol/min. Por outro lado, o decréscimo nos valores de V ¢ V’ é compardvel
ao grav de inibicfo, Disto se deduz que a inibigdo se deve praticamente a uma
depressgo nas velocidades maximas. Deve-se lembrar que 2 inibigfo seria competi-
tiva caso houvesse aumento nos vatores de K e K’, e os valores de V ¢ V’ permane-
cessem constantes. Se tanto os valores de K e K’ como os de V e V'’ fossem, por
outro lado, afetados, a inibigdo seria incompetitiva. Os dados sfo, portanto, muito
mais consistentes com uma inibicdo ndo-competitiva, estando também de acordo
com a independéncia do grau de inibigdo da concentragio do substrato. A cons-
tincia do grau de inibigfo indica também que a equagfo (10), na presenga de
inibidor, pode ser reescrita com a introdug@o de um tUnico termo de inibigdo,
ou seja:

1 VINADH] , V' [NADH ] (11)

e T+ {11/K; K+[NADH] K +[NADH |

Na equagdo (11), vj ¢ a velocidade de reagdo na presenga de inibidor, [ 1] éa
concentragio do inibidor (isosteviol ou steviolbiosideo), enquanto que Kj ¢ a
constante de inibi¢do. A divisfo da equagdo (11) pela equagio (10} resulta em

vvi = 1 + 111 (12)

Ki
isto &, a razdo vjvi — e, como conseqiiéncia, o grau de inibi¢do, que ¢ igual a 1 —
vi/v — depende exclusivamente da concentragio do inibidor, sendo independente
da concentragdo do substrato.

A comparagdo da equagfo (i0) com a equagdo (11) revela também que
os valores de V e V¢ obtidos na presenga de isosteviol ou steviolbiosideo sdo, na
realidade, iguaisa V(1 + [I]/K| )'1 eV(1+ [I]/K; )'l,respectivamente.
Isto quer dizer, em outras palavras, que os valores de V e V* medidos na presenca de
inibidores sao pardmetros aparentes (Vap e V‘aps respectivamente), o que permite
o cdlculo da constante de inibigdo pelas relagBes.

K; = Vapl V’lapI ’ (13)
V-V V' V'ap

ap
Os valores médios de Kj, calculados para o isosteviol e para o steviol-
biosideo, sdo 0,1 e 0,6 mM, respectivamente, Estes valores sfo, aproximadamen-

165




Revista Unimar, Maringd, 6(1}:151-167, out., 1984

te, as concentragdes que provocam 50% de inibi¢do (fig. 2). Isto é exatamente
0 qu& se espera no caso da inibi¢do ndo-competitiva pura, pois neste tipo de ini-
bigio o valor de K corresponde & concentragio de inibidor que provoca 50%
de inibigao.

CONCLUSOES E DISCUSSAO FINAL

Os resultados descritos revelam fatos novos acerca da inibi¢ao da
NADH-oxidase pelos predutos naturais da Stevia rebaudiana. Sabia-se que o steviol
inibia a NADH-oxidase, Este trabalho demonstra que o efeito pode ser estendido
para o isosteviol e para o steviclbiosideo. Fica claro, também, que o o isosteviol €
um inibidor bem mais potente do que o steviol, sendo que o principal principio
doce da Stevia rebaudiona - o steviolbiosideo — € indcuo, Também foi possivel
demonstrar que o extrato aquoso total das folhas da Srevia rebaudiana inibe for-
temente a NADH-oxidase. Este efeito, porém, nio pode ser atribufdo ao steviosi-
deo, sendo duvidoso, incusive, que se deva unicamente aos derivados deste, j4 que a
inibi¢do é bastante forte, dificilmente explicdvel com base nos teores conhecidos
dos diversos compostos, de natureza glicosidica ou ndo.

Foi demonstrado claramente que a inibi¢gio da NADH-oxidase ndo se
d4 por uma competicio com o substrato, jd que ela é nfo-competitiva, Provavel-
mente, o sitio de inibigdo Gnico situa-se entre a NADH-desidrogenase e a coenzi-
ma Q. Esta interpretacio encontra respaldo em diversos dados obtidos por Kelmer
Bracht (1981). Neste sentido, os produtos naturais da Stevia rebaudiana apresentam
mecanismo semelhante ao dos inibidores cldssicos rotenona e amital.

Foi demonstrado também, no presente trabalho, que a NADH-oxidase
de mitocodndrias rompidas por congelamentoe e descongelamento apresenta duas —
ou ao menos duas — formas distintas, discerniveis cineticamente, As duas formas
sio afetadas de modo idéntico pelo isosteviol e derivados. A natureza das duas
formas nfo estd clara, Uma possibilidade, no entanto, é a existéncia de formas com
diferentes graus de integridade. Neste caso, tratar-se-ia de um artificio de técnica,
jd que mitocdndrias rompidas por congelamento nio sfo a forma que existe na cé-
lula intata, Uma correlago da cinética observada para a NADH-oxidase no presente
trabalho e as propriedades cinéticas da NADH-desidrogenase purificada ndo é pos-
sivel, j4 que os sistemas diferem acentuadamente entre si (Dooijewaard e Siater,
1976).
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VARIACOES EM PARAMETROS HEMATOLOGICOS E
BIOQUIMICOS DO SANGUE E URINA DE RATOS TRATADOS
COM EXTRATO AQUOSO DE SEMENTES DE
Stryphnodendron obovaium {barbatimdo)
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RESUMO

Investigou-se o efeito da administragio oral do extrato
aquoso de sementes de Stryphnodendron obovatum em
ratos. Foram analisadas variages em pardmetros hemato-
légicos e bioquimicos do sangue e urina. Observou-se
aumento do hematdcerito, leucopenia e tendéncia de dimi-
nui¢do da excregdo da uréia, células epiteliais e leucocitos
no grupo experimental, em relagdo ao grupo-controle.

ABSTRACT

The effect or oral administration of agueous extracts of
Stryphnodendron obovatum seeds in rats was investigated.
Variations in haematological and biochermical parameters of
blood and urine were analysed. We observed an increase of
the globular volume and leukopenia, and a decreasing
tendency of the excretion of urea, leukocyte and epitelial
cells in the experimental types in relation to the control
type.

INTRODUCAO

O barbatimdo (Stryphnodendron obovatum) tem, segundo crengas po-
pulares do Norte ¢ Nordeste do Brasil, propriedades anticonceptivas; ja no Sul do
pafs, atribui-se a ele efeito cicatrizante e anti-hemorrdgico. Dele sfo usados extratos
de sementes, raiz, caule e folhas.
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Atualmente, vdrios pesquisadores tém procurado avaliar cientificamente
essas crencas. Assim, AZOUBEL et alii (1981) demonstraram que o extrato aquoso
de sementes de barbatimdo provocou diminui¢do do peso e retarde de crescimento
em ninhadas de ratas tratadas por 7 dias v.0.. Estudando o efeite do referido extra-
to sobre a placenta da rata, SALA et alii (1982) conclufram que, nos animais tra-
tados, o peso e o volume da placenta foram significativamente menores em relagfo
aos do grupo-controle,

Experiéncias realizadas por GIORGINI et alii (1982) demonstraram
que 0 uso tépico de infusdes de casca de barbatimfo para a cicatrizagio de feridas
cuténeas de ratos, produz, dentre outros efeitos, proliferacio epitelial mais acelera-
da sob a crosta de fibrina, diminui¢do da espessura do tecido de granukagfio e redu-
¢do, em nimero e calibre, dos capilares sanguineos neoformados do tecido de rege-
neragao.

Estudos dos efeitos do extrato aquoso de sementes de barbatimfo
sobre as glindulas lacrimais (CONTRERA et alli, 1982a) e salivares (CONTRERA
et alii, 1982a) foram realizados.

Nosso intuito, no presente trabalho, é o de avaliar, através de variagGes
de parimetros fisiolégicos induzidas pelo extrato aquoso de sementes de barbati-
mdo em ratos, o potencial toxicoldgico do vegetal em questdo.

MATERIAL E METODOS

1- Obtencdo do extrato

Quantidade conhecida de sementes de barbatimdo trituradas a péd foi
diluida em 4gua até a concentragfo de 72 mg/ml. Este material foi entdo acondi-
cionado em recipiente hermeticamente fechado, que foi autoclavado por 15 mi-
nutos, findos os quais a solugdo foi resfriada, filtrada e mantida em congelador
a - 40C, até sua utilizagdo.

2- Animais

Foram utilizados 20 ratos Wistar machos, com peso, ao inicio do expe-
rimento, de 150 gramas ¢ provenientes do biotério da Faculdade de Ciéncias Agrd-
rias e Veterindrias de Jaboticabal — UNESP.

Ap6s um periodo de adaptagiio de uma semana, os animais foram divi-
didos em dois grupos de dez (sorteados ao acaso). Um dos grupos, considerado de
controle, recebeu durante todo o perfodo experimental um volume de 2 ml de
dgua, através de gavagem. O outro grupo (experimental) recebeu o extrato aquo-
so de semente de barbatimfo na dose de 96 mg/kg de peso, contidos em 2 mi,
pela mesma via.

3 - Aparato experimental e coleta de amostras

Para as coletas de urina foram utilizadas gaiolas metabdlicas conve-
nientemente preparadas, onde. os animais permaneciam por um pericdo de 15 ho-
ras, com ragdo e dgua “ad libitum”’.
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As amostras de sangue eram coletadas através de um corte na extre-
midade distal da cauda dos ratos (no infcio do experimento), e através da pun-
¢io card{aca (2o final do experimento),

Durante os 30 dias da administragio do extrato foram coletadas 3
amostras de urina (ao inicio, 15 ¢ 30 dias de experimento) ¢ 2 amostras de san-
gue, uma ao inicio e outra ao término do experimento.

Os animais foram pesados aos 10, 20 e 30 dias do experimento.

4 - Parametros analisados
- Ganho de peso
~— Urina

— volume urindrio

— sedimento (Prescott &Brodie, 1964)

- avaliagfo semiquantitativa de leucocitos, nitritos, glicose, bilirru-
bina, urobilinogénio, corpos cetdnicos, sangue e proteinas (Com-
bur Test-9)

— creatinina (Labtest)

— uréia (Labtest)

— proteina (biureto por Gornall et alii, 1949)

— Sangue

— hematderito

— hemograma

— leucograma com contagem diferenciai

- glicose — método da hexoquinase “gluco-quant” (Boeringer)

— uréia (Labtest)

— creatinina (Labtest)

— protefna (biureto por Gornall et alii, 1949)

- TGO/TGP (Labtest)
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FIGURA 1: Hematécrito(%). Grupos I (———— controle); If (— — —yexperimentat).
A diferenga entre os grupos ¢ significativa a 10%. As barras verticais representam

o erro-padrio da média. n = 10,
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FIGURA 2: Leuciditos sanguineos. Grupo 1 ( , controle); grupo Il (— — -—, experi-
mental). A diferenga entre os grupos & significativa a 10%.As barras verticais
representam o erro-padrio da média. n = 10.

5 - Analise estatistica

A andlise estat{stica dos resultados obtidos foi feita usando-se o teste
“t” de STUDENT para experimentos ndo-pareados, estabelecido o nivel' de signi-
ficAncia de 10% SNEDECOR (1956).

RESULTADOS

Nio foram observadas entre os animais dos dois grupos, diferengas
significativas no percentual de ganho de peso e volume urindrio excretado em 15
horas,

O exame direto de urina ndo revelou alteragGes, assim como os niveis
de creatinina excretada ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos.

Por outro lado, a avaliagio quantitativa de uréia e sedimento urindrio
demonstrou uma tendéncia de diminuigdo da excregdo de uréia, células epiteliais
e leucacitos no grupo experimental, embora nfo-significativa no modelo proposte.

FIGURA 1
No sangue ocorreram significativos aumentos do hematédcrito (fig.
1) e leucopenia (fig. 2), nos animais do grupo experimental em relagdo ao grupo-
controle. Os niveis de urdia, TGO/TGP, glicose e creatinina nio apresentaramn di-
ferengas significativas entre os grupos.

FIGURA 2
As avaliagbes dos niveis de proteinas, tanto na urina como no plasma,
nio foram consideradas em virtude de problemas técnicos surgidos quando da
mensuragdo deste componente na espéeie animal utilizada,

172



Revista Unimar, Maringd, 6{1);: 169-173, out,, 1984

DISCUSSAD
Os dados obtidos, embora relevantes em alguns aspectos, nio sio
conclusivos no que se refere a um possivel efeito toxico do barbatimfo. Entre-
tanto, estes dados sugerem que o vegetal estudado pode alterar niveis de compo-
nentes séricos e urindrios, relacionados a possiveis altera¢des das fungSes hepd-
tica e renal, bem como o quadro hematologico.
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RESUMO

A investigagdo sorolégica realizada no periodo de junho a
dezembro de 1983, em 100 magarefes da cidade de Marin-
ga (PR), cuja idade variava de 16 a 56 anos, revelou uma
freqiiéncia de 40% de reagGes positivas ao teste de imuno-
florescéncia indireta.

Nos 40 soros positivos ao teste, foram encontrados 16 com
titulo 1/16, 15 com 1/64, 7 com 1/256 e 2 com 1/4096,
nao sendo detectado nenhum soro reagente para o titulo
1/1024.

ABSTRACT

The sorological investigation carried out in the pericd of
June-December of 1983, on 100 slawghterer in the city of
Maringd, State of Parand, showed a frequency of 40%
positive to the indirect immunofluorescence, whose ages
varied from 16 to 56 years old.

In the 40 positive serum to the test, were found 16 with
title 1/16, 15 with 1/64, 7 with 1/256 and 2 with 1/4096,
it was not found any reacting serum to the title 1/1024.

INTRODUGAO

O Toxoplasma gondii (Nicolle e Manceaux, 1909) é um pro-
tozodrio com distribuigdo geografica mundial, com prevaléncia bastante alta: cerca
de 40% ou mais da populagdo pode apresentar sorologia positiva (Neves, 1982).
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\ Como essas reacOes soroldgicas indicam, simultaneamente,
infecgOes passadas e presentes, e, por outro lado, a maioria dos individuos adultos
parece tolerar perfeitamente o parasitismo, nfio apresentando sintomas aprecidveis,
a prevaléncia de reagfes positivas nfo indica a prevaléncia de toxoplasmose-doenga
(Pessoa & Martins, 1982).

" Entretanto, como a doenga se mostra com extensa varieda-
de de manifestagBes morbidas, assumindo uma grande variedade de aspectos clini-
cos, capaz de determinar nos adultos um quadro agudo febril, e nas criangas uma
forma subaguda de encefalomielite e coriorretinite (Rey, 1973), tem-se destacado
nos tltimos anos a relevante importdncia da toxopiasmose em Patologia Humana.

Predispdem ao contdgio certas atividades profissionais, co-
mo aquelas desenvolvidas pelos trabalhadores de redes de esgotos, de matadouros,
agougueiros, varredores e coletores de lixo. Castanho et alif (1982}, em Jundiaf (SP),
analisaram soros de 253 trabalhadores responsdveis pelo servigo de limpeza publica
daquele municipio e, utilizando a técnica de imunofluorescéncia indireta, observa-
ram um indice de 74,70% de positividade,

O presente trabalho tem por objetivo estudar a prevaléncia
da infec¢do toxopldsmica em trabalhadores de matadouros.

MATERIAIS E METODOS

Foi efetuada investigagio sobre toxoplasmose em magare-
fes do Frigorifico Maringd S/A (FRIGMA), situado no municipio de Maringd (PR),
no periodo de junho a dezembro de 1983.

Os profissionais analisados possufam idade minima de 16 e
mdxima de 56 anos e desempenhavam suas fungdes em diversos setores, como ma-
tanga, preparagio de carnes, preparagiio de visceras, carregamento e graxaria. Nas
suas atividades, abatem quase que exclusivamente gado bovino e sufno.

O material de estudo foi representado por 100 amostras de
soros de sangue colhido no préprio ambiente de trabalho, através de puncio venosa
na quantidade de 5-10 ml, e levado ao Laboratério Piloto de Andlises Clinicas da U-
niversidade Estadual de Maringd. Na retirada do sangue, nio se observou jejum ou
ingestdo prévia de alimentos, fazendo-se, todavia, a coleta sempre das 8 ds 9 horas.

Foi utilizada a técnica de imunoflorescéncia indireta, con-
jugando-se flucresceina com anti-imunoglobulinas humanas IgG, IgM ¢ IgA (Hyland).
O teste foi considerado positivo em titulos iguais ou superiores a 1/16.

A maijoria dos individuos eram do sexo masculino, perfa-
zendo um total de 71, para apenas 29 mulheres.

RESULTADOS

Em 100 magarefes submetidos ao teste de imunoflorescén-
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cia indireta para pesquisa de anticorpos antitoxopldsmicos, constatou-se a positivi-

dade (titulos iguais ou superiores a 1/16) em 40% dos soros estudados.

Nos 40 soros positivos ao teste, foram encontrados 16 com
tftulo 1/16, 15 com 1/64, 7 com 1/256 e 2 com /4096, ndo sendo detectado ne-
nhum soro reagente para o titulo 1/1024.
A representacio grifica da freqiiéncia dos titulos de anti-
corpos antitoxopldsmicos consta na figura 1.
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DISCUSSAO

Entre as investigagdes realizadas a fim de estudar a preva-
¥ncia dessa parasitose, considerando-se a popula¢do em geral, encontramos os da-
dos de Nussenzweig (1957), que pesquisou 370 doadores de sangue de Sde Paulo,
com idade de 20 a 40 anos, demonstrando 71,3% de casos positivos com titulo
1/16 ou mais, sendo 1/64000 o mais alto.

Deane et alii {(1963), em pesquisa realizada no territdrio
do Amap4, examinaram 354 individuos, encontrando 68,1% de casos positivos em
majores de 10 anos.

Jamra (1964), em pesquisa realizada em 300 pessoas da ci-
dade de Sdo Paulo, cuja idade variava de 5 meses a 82 anos, encontrou um
alto indice de positividade,

Ainda Deane et alii (1963), na cidade de Cachoeira de Ara-
ri (Ilha de Maraj6é}, pesquisaram 323 individuos maiores de 10 anos, encontrando
83% de casos positivos.

Giovannoni et alii (1982), em pesquisa realizada em 320
académicos de Medicina de Curitiba (UFPR), evidenciaram 164 (56,2%) soros rea-
gentes.

A positividade de 40% de soros reagentes nos trabalhado-
1es de matadouros observados no presente trabalho é relativamente baixa, quando
comparada com aquela encontrada em Sorocaba (SP) por Gomes (1970), que de-
tectou 86,4% de positividade nesse mesmo grupo de profissionais, aproximando-se,
no entanto, dos dados divulgados por Starzyk et alii (1953) que encontraram 66,6%.

Considerando a freqii€ncia dos titulos da reagfo de imuno-
fluorescéncia indireta, os resulfados encontrados neste trabalho sio semelhantes
aos da maioria das pesquisas consultadas, onde se observa a predomindncia de casos
positivos com titulos baixos. Com isso, confirma-se a afirmativa de Neves (1973)
segundo o qual, no homem, a prevaléncia da infecgfo aumenta com a idade, de mo-
do que, em gerai, mais de 60% de adultos ja tiveram a infecgio toxopldsmica, apre-
sentando, portanto, anticorpos com baixos tftulos.
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RESUMO

Utilizaram-se 159 vacas da raga Jersey para o estudo do
comprimento do pélo, altura do pelame e reflectincia da
pele e do pelame num periodo de transi¢do entre verdo e
inverno, visando observar as variagfes que ocorriam nesses
pardmetros. Observaram-se variagdes significativas no com-
primento do pélo e na altura do pelame dos bovinos, o que
indica que, com a aproximagédo do inverno, os animais apre-
sentam modificagdes que possibilitam melhor isolamento
térmico. Os coeficientes médios de reflectdncia da pele en-
contrados neste trabalho variaram de 0,81 a 0,93, ¢ os de
reflectincia do pelame variaram de 0,63 a 0,78, valores
considerados altos na escala de medida utilizada.

ABSTRACT
159 Jersey cows were used to study the lenght of the

hair, its leight and reflectance in the transition period from
March to May. We obhserved significant variations in coat
lenght and hides height, These results indicated that the
approach of winter turns the animals more efficient in
thermal isclation. The coefficient of reflectance of the
skin found in this report oscilated from 0,81 to 0,93 and
the coefficient of reflectance of hides from 0,63 to 0,78.
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INTRODUGAOQ

Os efeitos do ambiente tropical, especialmente o stress caldrico,
sAo bastante evidentes na criagio de bovinos, afetando a sua reprodugio, o seu
crescimento ¢ a produgio de leite e carmne.

As altas temperaturas agem sobre a fisiologia do animal, reduzindo
a ingestfo de alimentos, diminuindo o metabolismo e afetando o sistema endo-
crino. MONTY TR. & WOLFF (1974), trabalhando com animais da raga Holstein -
Friesian em ambiente quente, observaram significativas redugdes na fertilidade.
O periodo entre a parigdo & a subseqiiente prenhez foi muito extenso, e o estro
foi significativamente diminuido nos animais expostos a altas temperaturas. Se-
gundo HAFEZ {1973), a diminui¢gdo no rendimento licteo se apresenta aos 21°C
nos bovinos da raga Holstein, entre 240C e 270C nas da raga Jersey, € aos 320C
nos zebufnos,

O pélo, juntamente com a pele, serve como envoltério do corpo, para
protegdo, percepgio do meijo, excre¢io e termorregulagfo. O pelame (pele + pe-
los) é extremamente adaptdvel ds altera¢gGes de meio interno e externo.

As variagBes na coloragio da pele e dos pélos sfo controladas genetica-
mente e resultam de modificagBes quantitativas de melanina. O grau desta pigmen-
tagfo estd associado 4 radiagfio solar, segundo MULLER (1978). A pigmentagdo
negra da pele absorve totalmente a radia¢o ultravioleta, sendo que a pele sem
pigmentac¢io é muito susceptivel ds queimaduras do sol e pode sofrer danos por
fotossensibilizagio,

O pélo de cor clara, como o branco e o creme, reflete maior propor-
¢io de calor que o pélo vermelho ¢ o negro. Uma pelagem branca e lisa estd as-
sociada a uma menor elevagio da temperatura corporal, HAFEZ (1973) afirma
que a energia refletida de uma pelagem clara é 40% maior do que a de uma pela-
gem escura, mesmo que tenha o mesmo comprimento e textura,

A espessura do pelame é menor no verdo e maior no inverno; BAR-
NABE (1975) verificou que a espessura do pelame varia conforme a regido do
corpo e difere em fungdo das estages do ano. A correlagdo entre espessura do
pelame e produgio de leite indica uma tendéncia de animais de pelame menos
espesso apresentarem indices de lactagio mais elevados.

Dentro deste contexto, procurou-se neste trabalho avaliar o com-
primento do pélo, a altura do pelame e a reflectincia da pele e do pelame de bovi-
nos da raga Jersey num periodo de alteragfio do pelame (outono),

MATERIAL E METODOS
Foram utilizadas 159 vacas da raga Jersey com idade compreendida
entre 2 e 17 anos, da Fazenda Santa Maria, situada no municipio de Ribeirio
Bonito, regifo de Sio Carlos, estado de So Paulo.
Os pardmetros considerados foram: altura do pelame, comprimento
do pélo e reflectincia da pele e do pelame,
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O esquema experimental constou de observagfes dos pardmetros
em periodo compreendido entre as 15 e as 18 horas, durante os meses de mar-
¢o, abril e maio. Nos dias de observagdo, os animais ficavam presos em um gal-
pio de alvenaria, sendo que as medidas foram efetuadas da seguinte maneira:
ptimeiramente media-se a altura do pelame e o comprimento do pélo, utilizan-
do-se uma régua metdlica milimetrada e provida de cursor; em seguida, com 0
auxilic de uma méquina de tosquiar ¢ aparelho de barbear, raspavam-se os pé-
los de uma regifo previamente determinada, para posteriores medidas de reflec-
tincia da pele. As medidas de reflectincia do pelame foram tomadas em regifo
também previamente determinada (fig. 1).

O aparelho utilizado para efetuar as medidas de reflectdncia foi um
reflectdmetro especialmente desenvolvido para este trabalho, elaborado pelo
professor Dr. Roberto Gomes da Silva, da Faculdade de Ciéncias Agrdrias ¢ Vete-
rindrias — campus de Jaboticabal — UNESP.

O esquema de andlise estatistica foi o de quadrados minimos, contro-
lando fatores que afetavam a produgdo de leite durante o experimento, como o pe-
riodo de coleta de dados, a idade do animal e o estdgio de lactagfio da vaca,

A coleta dos dados foi feita durante os meses de margo, abril ¢ maio,
e esse perfodo foi dividido em 6 grupos:

1 -26/03/82: 4 - 30/04/82;
2 -02/04/82; 5-07/05/82;
3. 23/04/82; 6 - 14/05/82,

A causa de variagdo idade da vaca foi dividida em 5 grupos, sendo esses:

1 - vacas de até 3 anos;

2 - vacas de 4 a G anos;

3 -vacas de 7 a 9 anos;

4 - vacas de 10 a 12 anos;

5 - vacas de mais de 12 anos;

A causa de variagfo estdgio de lactagfo foj dividida em 3 grupos:

1 - vacas secas,
2 - vacas que produziam até hd 6 meses;
3 - vacas que produziam hd mais de 6 meses.
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FIGURA 1 — Diagrama que demonstra as regiSes onde foram efetuadas as observagdes de;
A - Reflectdncia da pele, B - reflectineia do pelame, C - comprimento do pélo
e a altura do pelame.

Aplicou-se, apds a andlise estatistica, o teste de TUKEY para os pari-
metros que apreseniaram diferencas significativas. O teste foi feito ao nivel de
5% de probabilidade, ou seja, para 95% de sipnificidncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho sfo apresentados nos quadros
1,2,3,4e5.

QUADRO 1 — Anilise de varifincia efefuada para o parimetro altura do pelame.

CAUSAS DE VARIAGAD G.L. QM. F
Dias de coleta 5 49,1958 31 AB**
Idade do animal 4 27,6925 17,72**
Estdgio de la ctagfio 2 0,3604 0,23NS§
Residuo 147 1,5627 -
TOTAL 158 — —

**sjgnificincia dc 99%
NS nfo-signilicativa

Analisando-se o quadro 1, podemos notar que a altura do pelame
variou significativamente em fun¢fo dos dias de coleta e da idade dos animais,
e ndo significativamente em fungio do estdgio de lactagio. Como houve signi-
ficincia estatistica para os dias de coleta e a idade dos animais, utilizou-se o tes-
te de TUKEY para comparagfo das médias.

Em relagio aos dias de coleta, o teste de TUKEY demonstrou que
houve variaghes significativas, que indicam que a altura do pelame aumentou
no decorrer do presente trabalho. Este fato foi conseqiiéncia da aproximacio
do periodo de inverno, quando os animais tendem a apresentar uma capa isolante
mais eficiente para diminuir as perdas de calor corporal, Os dados obtidos confir-
mam as observacdes de HAFEZ (1973), BARNABE (1975) e HOLMES et alii
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(1980), que afirmam que a altura do pelame varia conforme as estagSes do ano.
DOWLING (1959) conclui ainda que a diferenga de tolerincia de um mesmo
animal ao calor em diferentes estagBes do ano pode ser atribuida a trocas de pélo.

No que se refere 4 idade dos animais, o teste de TUKEY nfo apresentol

diferengas significativas de médias.

QUADRO 2 — Andlise de varidncia efetuada para o pardmetro comprimento do pélo.

CAUSAS DE VARIAGCAQ G.L. Q.M. F
Dias de coleta 5 43,5500 6,12%*
Idade do animal 4 44,1672 6,20%*
Estigio de factagio 2 10226 0,15NS
Res iduo 147 7,1129

TOTAL 158 - -

**gipnificincia de 99%
NS ndo-significativo

Os resultados registrados no quadro 2 demonstram que o comprimento
do pélo variou significativamente conforme os dias de coleta e idade dos animais,
Assim sendo, aplicou-se o teste de TUKEY para a comparagio de médias, e obser-
vou-se que o comprimento do pélo variou no decorrer do experimento, ou seja,
com a aproximagio do perfodo de inverno e a diminui¢fo da insolagdo, os ani-
mais foram apresentando um maior comprimento do pélo. Este fato pode estar
associado 4 variagdo ocorrida na altura do pelame, conforme se comentou ante-
riormente, contribuindo, assim, para um melhor isolamento térmico.

O teste de TUKEY, aplicado para as médias de comprimento do pélo
em fungfo da idade do animal, demonstrou que houve uma diminui¢do no com-
primento do pélo com o avangar da idade. Este fato sugere possiveis modifica-
¢Bes morfofisioldgicas, que procuram aclimatar os animais ds condigdes de tempe-
ratura elevada, visto que variagBes no comprimento do pelo e na espessura do pela-
me influenciam decididamente na homeotermia.

QUADRO 3 — Andlise de varidncia efetuada para o parimetro reflectincia da pele.

CAUSAS DE VAR!ACAO G.L. Q.M. F
Dias de coleta 5 0,0589 25,61%*
Idade do animai 4 0,0034 1, 48NS
Listdgio de lactagao 2 0,0022 0,96 NS
Residuo 147 0,0033 -
TOTAL i58 - -

**gignificancia de 99%
NS nao-sigiificativo
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QUADRO 4 — Anilise de varidncia efetuada para o parimetro reflectincia do pelame.

CAUSAS DE VARIAGCAO G.L. a.m. F
Dias de coleta § 0,1050 1591**
Idade do animal 4 0,0047. 0,7INS
Estdgio de lactagao 2 00118 1,79NS
Residno 147 0,0066 —

TOTAL 158 - —

¥ *significincia de 99%
NS nfo-significativo

Os dados constantes nos quadros 3 € 4 demonstram que somente houve
significdncia estat{stica em relagdo aos dias de coleta. Como os dados foram obtidos
em diferentes animais e em diferentes dias de coleta, era de se esperar que houvesse
variagOes na reflectdncia da pele e do pelame em relagdo aos dias de coleta, jd que a
coloragio da pele e do pelame varia entre ragas e entre individuos de uma mesma
raga, Essa variagdo permite a selegfo dos animais que apresentem menores coefi-
cientes de reflectincia da pele e do pelame, visando 2 aclimatagfo em condigdes
de temperatura elevada.

Os coeficientes médios de reflectdncia para pélo e pelagem encontrados
neste trabalho sfo mostrados no quadro 5.

QUADRO 5 — Coeficientes médios de reflectincia para pele e pelame em funcdo dos dias

de coleta.
COEFICIENTES MEDIOS GRUPQS DE DIAS DE COLETA
1 2 3 4 5 6
Reflectincia da pele 0,92 0,86 0,81 0,84 0,93 0,89
Rellectincia do pelame 0,72 0,64 0,63 0,63 0,78 0,68

STEWART (1933), citado por CENA (1974), usando um espectofoto-
metro para medir a reflectdncia de pélos de bovinos, concluiu que esta depende
fortemente da cor do pelame. Estes coeficientes variam de 0,08, para pelames
pretos, a 0,42, para pelames brancos. CENA (1974), medindo a reflectincia de
pelames de bovinos, encontrou valores entre (0,1, para pelames totaimente escuros,
e 0,42, para pelames brancos. Esse mesmo pesquisador determinou um coeficiente
de reflectincia de pelames claros utilizando o nimero de pélos por unidade de drea
de superficie de pele, o didmetro do pélo, a profundidade do pelame e o compri-
mento do pélo, obtendo o valor de 0,63 para bovinos.

Os valores dos coeficientes médios de reflectincia encontrados no
presente trabalho diferem dos apresentados pelos autores citados, sendo este fato
decorrente de que o aparelho utilizado para tal considera o valor zero (0) para a
coloragdo branca e o valor um (1) para a coloragfo escura (preta), seja para pele ou
pelatne.
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Nota-se pelo quadro 5 que os valores dos coeficientes médios de reflec-
tancia da pele dos bovinos Jersey sdo bastante altos, em fungao de ela ter coloragio
escura. J4 os coeficientes médios de reflectincia do pelame sfo menores, pois ©
pélo dos animais possui coloragio avermelhada, fazendo com que diminua o coe-
ficiente de reflectdncia do pelame como um todo. De maneira geral, pode-se afirmar
que a pelagem dos animais da raga Jersey ndo apresenta uma reflectdncia adequa-
da 4 aclimatago destes animais s condigGes tropicais, necessitando eles de sele¢do
baseada em menores coeficientes de reflectdncia do pelame.

Considerando novamente o quadro 4, os dados obtidos demonstram
que ndo houve significincia estatistica para a idade do animal. Entretanto CENA
(1974) observou que a reflectincia do pelame de bovinos da raca Brahman mostrou
evidéncia de adaptagdo, sendo que o pelame tornou-se mais claro com o aumento
da temperatura ambiente, Talvez este fato pudesse ser observado se o experimento
acomparnthasse o lote de animais por um perfodo de tempo mais longo.

CONCLUSOES

Os bovinos de raga Jersey observados neste trabalho apresentaram
variagOes significativas na altura do pelame ¢ no comprimento do pélo durante o
perfodo experimental. Essas variag@es sdo, possivelmente, devidas & aproximagéo
do perfodo de inverno, quando é necessirio um melhor isolamento térmico, para
diminuir as perdas de calor corporal.

O comprimento do pélo em fungdo da idade do animal foi avaliado,
e notou-se uma diminuigio deste, possivelmente devida a modificacGes morfo-
fisioldpicas, que procuram aclimatar os animais a temperaturas elevadas.

Os coeficientes médios de reflectincia da pele variaram de 0,81 a
0,93, e os de reflectincia do pelame de 0,63 a 0,78, Bsses coeficientes sdo consi-
derados altos na escala de medida utilizada, indicando que os bovinos da raga
Jersey estudados ndo apresentam pelames com grande poder de reflexdo da energia
solar, sendo necessdria a sele¢go dos individuos que apresentem menores coeficien-
tes de reflectincia do pelame em fungdo da produgdo de leite.

BIBLIOGRAFIA

BARNABE, R, C. Variagoes estacionais no pelame de vacas da raga Jersey e sua
correlagio com a produgfo leiteira. Rev. Fac. Med, Vet. e Zoot, Univ. Sdo
Paulo, 12:95 - 106, 1975.

CENA, K. Radioative loss from a animals and man. Heat loss from animals and
man. Assessment and control. England, Page Bros 1td, 1974.

DOWLING, D. F. The significance of the coat in heat tolerance of cattle. Aust.
Vet. Agric. Res., 10(5): 744-748, 1959,

187




Revista Unimar, Maringd, 6(1): 181-188, out., 1984

HA“FEZ, E. S E. Adaptacion de los animales domesticos, Barcelona, Labor 1973,

HOLMES, C. W.; KING, C. T.; SAUWA, P. E. L. Effects at exposure to a hot
measurement on Friesian and Brahman X Friesian cattle, with some measure-
ments of the effects of exposure to radiant heat, Anim. Prod,, 30:1-11,1980.

MONTY Jr., D. E.; WOLFF, L. K. Summer heat stress and reduced fertility in
Holstein-Friesian cows in Arizona, An. Jour. of Vet. Res., 35(12): 1495 - 1500,
1974,

MULLER, P. B. Bioclimatologia aplicada aos animais domésticos. Santa Maria,
Pallotti, 1978,

188



Rlew's:a Unimar, Maringd, 6(1): 189-198, out,, 1984

ESTIMATIVA DE HERDABILIDADE E CORRELACAO DE PESOS EM
DIFERENTES IDADES DE CAMUNDONGOS

SANDRA AIDAR DE QUEIROZ *

RESUMO

Foi formada uma populagdo-base de camundongos a partir
de individuos escolhidos ao acaso no Biotério da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Esta populagie sofreu
selegdo a favor dos individuos de maior peso corporal,
formando-se assim a geragdo Fy. Analisaram-se as médiasde
peso por sexo, ordem de parigdo e familia, sendo que todas
apresentaram diferengas significativas, tanto na populagio-
base como na geragdo Fy. Os sexos diferiram significativa-
mente a partir do peso aos 21 dias, mostrando que o peso
anterior 2 desmama & influenciado por efeitos maternos.
As fémeas produziram progénies mais pesadas apds a pri-
meira parigdo, o que indica que esta nio é a parigdo acon-
selhdvel para a escolha de reprodutores, quando se objetiva
maior ganho de peso. As herdabilidades encontradas mos-
traram valores altos, em alguns casos superiores a 1, ¢ a
explicagdo deste fato estaria numa falha do método de cil-
culo do coeficiente de herdabilidade, Os valores para as
correlagbes fenotipicas, genéticas e ambientais correspon-
deram aos esperados, o que indica que se pode selecionar
camundongos pelo peso aos 42 dias, baseando-se na cor-
relagdo fenotipica, e aos 28 dias, baseando-se na correlagdo
genética,

ABSTRACT

A basic. mice population was formed at random at the
biotron of the Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.
From this population a group of individuals characterized
by their heavier bodily weight was selected. Ceneration
F, was thus formed. Average weights by sex, birth order
and family, were analyzed. All the individuals exhibited
very significant differences not only in the basic population
but also in Generation Fj. After a period of 21 days the

Professora Colaboradora da UEM ¢ aluna do Curso de Pés-Graduagdo em Zootecnia da
Faculdade de Ciencias Agrdrias e Veterindrias — Campus de Jaboticabal - UNESP.
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weight differences between the sexes were significantly
different. This showed that the pre-weaning weight was
influenced by maternal factors. The females produced
heavier off-springs after the first birth. This is an indication
that this birth is not the best choice for reproduction
selections when its aim is to produce heavier animals.
Inherited elements showed high values; in certain cases
superior to 1. The explanation for this fact may resides
in the methodic error for the calculation of the inheritance
coeficiente, Phenotypic, genetic and environment correlation
values were as expected, This indicated that mice can be
chosen by weight in a 42-day period based on phenotypical
correlations; on the other hands, they can be chosen in
a 28-day period hased on genetic correlation.

INTRODUCAO

O peso de um animal, em qualquer estdgio de seu desenvolvimento, ¢é
resultante da interagfo de muitos processos que afetam o crescimento. Os parime-
tros genéticos para peso devem ser estimados em estdgios especificos do desenvol-
vimento animal, facilitando, assim, o estudo e a andlise desses parimetros.

O animal é a menor unidade que pode ser selecionada ou rejeitada, e
o emprego de métodos de selecio provoca alteragbes nas freqiiéncias génicas,
que, nas caracterfsticas quantitativas, serfo detectadas através de alteracOes
fenotipicas observadas nas médias, varidncias e covaridncias,

Dentro deste contexto, os objetivos deste trabalho consistern em:
— estimar os coeficientes de herdabilidade referentes ao peso aos 14, 21, 28, 35,

42,49, 56,63 e 70 dias;
— avaliar 0 panho genético realizado ap6s a aplicagdo de selegdo;
— avaliar as correlagGes genéticas, fenot{picas e ambientais.

MATERIAIS E METODOS

Os dados utilizados neste trabalho foram obtidos junto ac Biotério da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP.

Foram analisados dados referentes a duas geragdes de camundongos da
cepa Swiss. A populagfo-base foi constituida de 7 familias formadas, tomando-se
animais ao acaso, sendo que cada macho foi acasalado com uma dnica fémea duran-
te toda a duragio do experimento. As familias foram formadas logo apds a desmama
{12 dias), e as fémeas da populagio-base tiveram 3 pari¢Ses. Apds a parigio das
fémeas, foram tomadas as medidas de peso aos 14, 21, 28, 35,42, 49,56, 63 e
70 dias.
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A selegdo, visando aos camundongos de maior peso corporal, foi feita
aos 70 dias, e os individuos selecionados pertenciam & segunda pari¢do das fémeas
da populagdo-base. A partir dos individuos selecionados (geragio F1), formaram-se
8 familias de um macho e uma fémea. As mesmas medidas descritas anteriormente
foram tomadas apds a parigio das fémeas da geragio Fy.

O programa utilizado foi o “Least-squares and maximum likelihood
general purpose program”, descrito por HARVEY (1976).

O modelo linear usado foi o seguinte:

Yij = u+Fj+ejj (1) onde:

Yjj = resposta para cada varidvel dependente;
u = médiageral;
F; = efeito das varidveis independentes discretas: sexo, ordem de
parto e familia;
ejj = erro aleatdrio.

O coeficiente de herdabilidade foi calculado segundo BECKER (1975),
através da férmula:

B 25%g (I) onde:
8% + a‘%-
h? = coeficiente de herdabilidade
82 = componente da varidncia de familia;

'8.2 = componente da varidncia residual.

O coeficiente de herdabilidade para a andlise conjunta da populagéo-
base e da gerago Fq foi ponderado da seguinte maneira:

BSLYERY h2®  (II) onde:

2

hp Ki + Kz

hp2 = coeficiente ponderado de herdabilidade;

hy* = coeficiente de herdabitidade da caracteristica da populagfo-
base;

ha? = coeficiente de herdabilidade da caractersstica para a geracdo
Fi3

K{ = nimero de observagBes por animal na populagdo-base;

K2 = nimero de observagdes por animal na geragdo F.

As médias de peso para a andlise conjunta dos diferentes estdgios de vida
dos animais foram ponderadas pelo nimero de individuos analisados, sendo
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obtidds médias para sexo, ordem de parigio e familia.
O ganho genético foi obtido calculando-se a diferenga entre o peso
dos animais da geracfio F{ e dos da populagdo-base, ou seja:

R = XF; — Xp (2)onde:

= ganho genético;
F1 = peso médio dos individuos da geragdo Fy;
= peso médio dos individuos da populagdo-base.

> =

<
o

RESULTADOS E DISCUSSAOD

Os quadros 1 e 2 referem-se aos quadrados médios obtidos na andlise
de varidncia, e a significincia do teste F neles ¢ indicada.

QUADRO 1 — Quadrados médios e significincias do teste F para as diferentes idades rs!erer_\tes A populagio-base.

Causas da variagfo 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Saxo IZ!,ZOME 11,13 80,77 186,60 738,76 9B146* 1066,221246 85* 1349 69
Ordem de parigio 24 86™ 9881 12326™ 120,17 22672" 14656™ 148,74 147.07™ 20268
Famflia 21,63™ 70477 164,24% 12109% 504" 64522  40.10* 4326 4644
Resfduo 051. 2,06 5,21 10,36 9,54 9,34 8,67 5,83 9,88
QUADRAG 2 — Quadrados médios e significincias do teste F para as diferentes idadss referantos 3 garagéo Fy.
Causas de Varlagie 14 21 28 36 42 49 - 58 63 70
Saxe 0.04m 233 3,28 36,44 24642 47589 547,68*" 672,16™ 762,04%
Famiiia 326" 2881™ 5941* 8076™ 6266 2642 3384% §731% 1986™
Resfdua . 0,08 0,63 2,84 6,04 6,07 5,66 5,40 5,04 5,94

Ubserva-se que, tanto para a populagfio-base como para a geragio Fy,
0 peso dos animais passou a diferir significativamente conforme o $exo, a partir do
peso aos 21 dias, podendo-se notar, no quadro 4, que os machos eram mais pesados
que as fémeas, para as duas geragSes analisadas e em todas as idades. Esses resulia-
dos condijzem com os verificados por NAGAT (1972), que ndo encontrou diferen-
¢as significativas no peso dos animais dos dois sexos aos 12 dias, e sim a partir dos
25 dias. O fato de haver diferencas entre sexos a partir dos 21 dias pode estar dire-
tamente associado 4 desmama, que ocorre nesta idade. Além disso, os valores dos
quadrados médios aumentam no intervalo de tempo estudado, indicando que ©
peso dos animais dos dois sexos se diferencia sensivelmeute com o aumento da
idade, fato este que pode estar associado com fatores hormonais relativos 4 forma-
¢o de musculos nos machos, devido 4 presenga de testosterona.

QUADRO 3 — Médias {em gramas} de pesos ndo-ajusiadas as diforantes idades e ganho genético reafizarlo,

Caracte- _Populagda-base Gerago Fyq Ganhqg
ristica gens-
Dias n Mp sltn) n MF? siin) tico,

(A)
14 121 6,28 0,07 67 5,02 0,04 -1,26
2 121 9,95 0,14 87 9,00 0,09 0,95
28 i 16,77 0,23 657 15,18 0,21 -149
a5 121 22,45 0,32 57 21,91 0,31 -0,54
42 121 25,65 0,3t 57 25 58 0,31 0,07
49 121 27,84 0,31 67 28,47 0,30 0,63
=] 121 29,76 0,31 67 0,43 0,29 0,67
83 121 31,23 0,31 67 J1,68 —0,28 0,45
70 121 32,46 0,32 67 33,39 0,31 093

R=FMp — 8; n=nlmero de individuos observados; M= média da populagdo-base; ¥, = média da geragho
F4; slin}= erro-padréo da média. 2 1
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O quadro 3 mostra as médias ndo ajustadas de pesos e o ganho genético
realizado, E possivel verificar que a populagdo-base mostrou médias de peso
maiores que as da geragio Fi até o peso aos 42 dias, quando a geragio F{ passou
a mostrar melhores resultados. EISEN (1973) avalicu a resposta & selegdo para peso
da ninhada de camundongos aos 12 dias e obteve resultados que indicam que a

Iy

resposta 4 selegdo € primeiramente devida a4 média dos efeitos diretos, e que os
efeitos maternos contribuiram pouco para a resposta. Esses pesos menores anterio-
res aos 49 dias, encontrados neste trabalho, podem ser devidos u condigGes
de meio ambiente nfo-adequadas 4 expressio do maior potencial genético para
ganho de peso dos individuos selecionados. Sabe-se que a herdabilidade da carac~
teristica peso, de maneira geral nas espécies mualtiparas, aumenta com a idade, e
a selecfo anterior 4 desmama ¢ pouco eficiente. Isto ndo foi observado neste tra-
balho, mas serve para tentar justificar o fato de o ganho genético realizado ter
sido negativo no intervalo entre o nascimento e os 42 dias, quando comegou
a crescer, mostrando que a seleg@io a favor dos individuos mais pesados passou a
apresentar resultados.

QUADRD 4 — Médias de pesos {em gramas) em diferentes idades, de acorde com o sexo
Caracte- i Populagiio-basy Geragio Fy Andlise Conjunta
ristica Machas Fémaas Machos Fémeas Machos Férneas

Oias  n M sl n M sfint n M st n M siint n M [ Y]
14 60 632 0,11 81 6,23 0,10 32 8,04 005 35 498 005 92 587 96 5,87
21 80 10,29 0,21 &1 9,61 020 32 68% 0,13 35 9,19 0,13 92 878 886 9,46
28 60 17,70 0,34 61 1585 0,32 32. 521 030 35 1534 0,30 92 16,83 96 15,66
35 60 2447 048 61 2042 045 32 2266 044 35 21,16 043 92 2384 98 20,69
42 60 2846 046 61 2286 043 32 27564 044 35 2362 043 92 28,13 96 23,14
49 60 31,07 045 61 2462 042 32 31,19 042 35 2575 042 92 31,11 968 26,03
56 60 33,11 046 61 2642 043 32 3335 04t 36 2751 041 92 33,19 96 26,82
.63 60 3486 047 61 27589 043 32 3497 040 35 2845 0,40 92 3488 96 27,90
38,24 4 044 32 3681 043 35 2996 043 92 3644 96 79156

n=ndamere de individuos obhservados;
m= média de pesos em diferentes idades;
sith) = erro-padrédo da média,

A ordem de pari¢o, na populagdo-base, apresentou resultados significa-
tivos, tendo nascido, a partir da segunda pari¢fo, filhos mais pesados, o que pode
ser observado no quadro 5. Esse fato é comum em algumas espécies multiparas e é
importante para indicar quando se deve fazer a sele¢do de fémeas. No quadro 5,
verifica-se que da segunda e da terceira pari¢fes nasceram individuos mais pesados,
e esta superioridade foi mantida em todas as medidas, tendo sido significativas as
diferengas em todos as idades observadas. Observaram-se filhos mais pesados apds a
primeira pari¢do, o que indica que as fémeas nio devem ser selecionadas por esta
paricio, pois ainda ndo apresentamn toda a capacidade para gerar filhos mais pesados.

As médias dos pesos das familias, mostradas no quadro 6, também
diferiram significativamente, tanto na populagio-base como na gera¢io Fy, mas
observa-se que os valores de quadrados médios foram aumentando até aos 28 dias
para a populagfio-base e até aos 35 dias para a geragiio Fi, quando comegaram a
diminuir. E possivel que, se tivessem sido tomadas medidas de peso em maior
intervalo, as diferencas entre familias tenderiam a ser menores, ou mesmo nio-
significativas. Resultados semelhantes obteve NAGAI (1971) ao estudar o peso
pos-desmama como medida de produgfo de leite em camundongos.
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A superioridade de algumas familias sobre outiras pode estar relacionada
com o fato de algumas mdes serem melhores produtoras de leite ou possuirem
malor habilidade materna do que outras. Apds a desmama, as familias tenderam ao
equilfbrio, pois este fator jd ndo mais influiu.

QUADRO 5 - Médias de pesos {em gramas} de camundongos segundo a or-
dem de parigdo - Populagdo-hase,

Caracte- Ordem de parigéo
ristica 1 2 3
Dias n W s{im) n M s{ifn}  n M s{fn)

14 4 558 0,12 52 583 0,10 28 742 0,16
21 4 8,64 0,24 B2 895 020 28 1226 031
28 41 1490 038 52 1623 032 28 1920 049
35 41 2033 053 52 2252 048 28 2449 0,70
42 41 2285 051 52 26533 044 28 2797 067
49 41 2530 051 52 2825 043 28 2998 (.66
56 41 2736 051 52 3010 044 28 31.83 067
83 41 2883 052 52 31,59 044 28 33,26 088
70 41 2967 052 52 32,75 045 28 3496 0,68

n = ndmero de individuos;
M = mégia de pesos;
s{m) = erro-padrio da média,

QUADRO 6 — Médias de pesos {em gramas) em familias de
camundongos em diferentes idades,

Caracte- Populagdo-base  Geragdo Fy Andlise conjunta
ristica . _ _ B

Dias n M n M n M
14 124 6,11 67 493 188 5,69
21 121 9,76 67 8,72 188 9,39
28 121 16,51 67 1497 188 15,96
35 121 22,16 67 21,62 188 21,97
42 121 26,56 67 2541 188 25,51
49 121 27,18 &7 28,35 188 27,98
56 121 29,75 67 30,63 188 30,06
63 121 31,23 67 31,60 188 31,36
70 121 32,40 &7 33,32 188 32,73
n  =nlmero de individuos observados;

m == média de pesos,

O quadro 7 mostra os coeficientes de herdabilidade para a caracteris-
tica peso em diferentes idades. Como se pode observar, alguns coeficientes sdo
superiores a 1, o que € incorreto teoricamente. Esse fato pode ser explicado por
uma falha do método de cdlculo do coeficiente de herdabilidade, pois, segundo
BECKER (1975), a [6rmula utilizada para o cilculo do coeficiente de herdabilidade
para irmfos completos ¢ a seguinte:

oo 205 (1
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O componente da variincia a; estima 50% da varifincia genética
aditiva, 25% da varidncia de domindncia, vdrias quantidades de varidncia epistdtica,
e 100% da varidncia devida aos efeitos maternos. Quando $e multiplica esse valor
por 2 para obter 100% da varidncia aditiva, multiplicam-se por 2 todos os outros
valores, 0 que pode acarretar uma superestimativa dos valores do coeficiente de
herdabilidade. Além disso, o niimero de animais observados (121 na nopulago-
base ¢ 67 na geracdo FFy) ndo foi adequado, por ter sido pequeno, podendo, devido
a isso, ter-se incorrido em erros,

FALCONER (1981) encontrou o valor 0,35 para o coeficiente de
herdabilidade do peso corporal de camundongos com 6 semanas (42 dias)’ sendo
esse valor bastante menor gue o obtido neste trabalho,

De maneira geral, os resultados para os coeficientes de herdabilidade
encontrados diminuem 4 medida que aumenta a idade dos animais. Tal fato pode
ser entendido se se observar que a varidncia devida aos efeitos maternos diminui
apos a desmama (21 dias), influindo cada vez menos no caloulo do coeficiente de
herdabilidade, e fazendo com que o valor deste também diminua.

QUADRO 7 — Coeficientes de herdabilidade para o peso em
diferentes idades e respectivos erros-padedes.

Caracte- Populagdo-base Geragdo Fq Andlise
ristica Kp = 15,62 Kg =8,28 Conjunta
Dias h2 sth2) n  h2  sh2) n hg n
14 145 0,23 121 1,61 0,18 67 1,51 188
21 1,36 0,26 12t 1,72 0,14 &7 1,48 188
28 1,32 0,27 121 141 0,26 67 1,35 188
35 081 030 121 120. 029 67 094 188
42 061 028 121 0826 0232 67 0,73 188
49 055 027 121 083.031. &7 058 188
56 042 023 121 0,78 032 67 0,54. 188 .
63 0,36 022 121 045 0,28. 67 0,39 188
70 038 0,22 121 044 0,28 67 0,40 188

h2 = coeficiente de herdabilidade;
§{h2) = erro-padriio do coeficiente de herdahilidade;
n = namero de individuos cbservados.

Os quadros 8 e 9 referem-se aos valores das correlagOes fenotipicas,
paraa caracteristica peso em diferentes idades. Espera-se que as correlagBes entre 08
pesos sejam mais altas quanto mais proximos estiverem entre si os pesos, o que pode
ser observado através dos resultados obtidos.

QUADARO B — Caorrelagtes fenot {picas para a caracteristica peso em diferentes idades
{populagio-base)

14 2 28 a5 42 49 56 63 70
14 100 0,771 0,777 0864 0543 0479 0421 0368 0333
21 — 100 D908 0802 0720 0617 0524 0449 0369
28 - = 100 0016 0842 0778 0,696 0619 0,532
35 - = - 1,00 0882 0838 0769 0685 0,563
42 - - - - 1,00 0840 0897 0837 0,711
49 - - - - - 100 0950 0,898 0,783
1 - - - - 1.00 0955 0854
63 - - - - - - - oo 0,877
70 - = — - - — - - 1,00
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QUADRO 9 — Correlagdes fenotfpicas para a caracteristica peso em diferentes idades
{geragdo F1).

14 21 28 35 a2 49 B6 63 70
t4 100 0617 0293 0299 0163 0206 0,152 0084 0000
21 - 100 0,782 0779 0670 0,600 0588 0481 0341
28 - = 1.00 0862 0878 0763 0656 0532 0450
3/ - - - 1,00 0944 0848 0,754 0618 0522
42 - = - - 1,00 0934 0843 0,757 0660
49 - - - - - 1,00 0892 0844 0,774
56 - e - - - - 1.00 0811 0822
63 - - - - - - - 1.00 0,929
0 - - - ~ = - - ~ 1000

A correlagio fenotipica indica que os efeitos ambientais e genéticos
atvam juntos sobre ¢ fenétipo no valor da correlago, e isso € muito importante
do ponto de vista da sele¢do, pois é com base nela que se pode fazer mais cedo a
escolha dos melhores animais.

Os individuos da populagfo-base poderiam ter sido selecionados em
fungio do peso aos 42 dias, pois este apresenta correlagio de 0,711 com o peso
aos 70 dias, sendo esta correlago alta e, portanto, indicada como referéncia para a
sele¢fio. O mesmo poderia ser dito da escolha dos melhores individuos da gerago
F1, sendo que a selegdo destes pode ser baseada no peso aos 42 dias, que apresenta
correlagfo de 0,660 com o peso aos 70 dias.

As correlagBes ambientais sdo mostradas nos quadros 10 e 11, Pode-se
notar que houve correlagSes negativas na populagdo-base para o peso aos 14 dias
com os pesos 20s 21 ¢ 28 dias, e do peso aos 21 dias com o peso acs 28 dias, entre
outros. Isto pode ter sido devido & desmama, que ocorreu aos 21 dias, indicando
ter havido uma mudanga sensivel nas condi¢gSes de meioc ambiente, O mesmo pode
ser verificado na geracdo Fy, reforcando a conclusio de que a desmama é um

importante fator de alteragfo do meio.
QUADRO 10 — Correlages ambientais para a caracter(stica peso em diferentes idades (po-
pulagdo-base),

14 21 28 35 42 49 56 63 70
14 1,00 -1,260 -1,373 1,270 0,629 0,506 0,268 0,078 0,329
21 - 1,00 -1,243 1,016 0,354 0,290 0,143 0,044 0,166
28 - - 1,00 0,462 0,065 0,004 0,242 0,242 0,036
35 — - - 1,00 0837 1,010 1,026 0,991 0,629
42 o - —_ - 1,00 0,888 0904 0,846 0,638
49 - — - - .- 1,00 0,942 0,888 0,665
56 -~ - — - — = 1,00 0,938 0,780
63 - - - - — - - 1,00 0,822
70 — - o — - — - — 1,000
QUADRO 11 — Correlagdes ambientais para a caracter {stica peso em diferentes idades {ge-
ragdo Fi).
14 21 28 35 42 49 56 63 70
14 1,00 0812 0,292 0,382 0,352 0,272 0,369 0,160 0,167
21 - 1,00 0829 -1,106 1,998 0,549 0,788 0,366 0,241
28 - —_ 1,00 -1,130 2,046 0,374 0,609 0,192 0,114
35 - — - 1,00 1,449 0,011 0,399 0,063 0,169
42 - - - - 1,00 1,697 1,120 1,727 1,881
49 - — - - — 1,00 0,913 0,889 0,909
56 - - — — - e 1,00 0,96F 0920
63 - — - - - - - 1,00 0916
70 — — — - — — e - 1,000
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Os quadros 12 e 13 referem-se ds correlagdes genéticas para a carac-
teristica peso em diferentes idades. A correlagio genética entre duas caracteristicas
indica que os genes que afetam uma caracteristica afetam a outra no valor da
correlagdo, € esse Seria, portanto, o parimetro mais adequado para a escolha dos
melhores individuos para a reprodugdo.

QUADRO 12 — Correlagfies genéticas para a caracteristica peso em diferentes idade
{populagéo-basel :

14 21 28 35 42 49 56 63 70

14 — 0910 0938 0955 0814 0795 0,718 0570 0,681
21 - - 0993 1,017 0938 0852 0783 0,675 0620
28 - - - 0995 0964 0914 0846 0,742 0727
3/ - — - - pge3 0813 0,735 0631 0,634
2 - - - - - D981 0924 0886 0,823
a9 - - - - -~ - 0975 0949 D942
56— - - - - - - 0984 . 0966
63 - - - - - - - - 0970
0 - - — - — — - - —

QUADRO 13 -- Correlagfes genéticas para a caracter(stica peso em diferentes idades
{geragdo Fq).

14 21 28 35 42 49 56 63 70
14 - D694 0291 0311 0166 0334 0255 0,199 0,109
21 o~ — D792 0834 0778 0854 0,782 0,781 0566
8B - - —~ 0980 0974 0969 0772 0778 0,639
T - - 0096 0083 0868 0,808 0641
42 - - - - - 0958 0856 0,769 0,593
49 - - - - - - 0902 0828 0,681
56 -~ - - - - - - 0967 0850
63 - - - - - - - - 0945
70 - - - - - - - - -

A sele¢io dos individuos, no presente trabalho, visando & escolha dos
mais pesados, poderia ser feita para a popula¢iio-base aos 28 dias, 0 mesmo ocot-
rendo para a geragio Fi, pois o peso aos 28 dias tem cotrelagdo genética de
0,727 e 0,639 para a populagio-base ¢ a geragfo F1, respectivamente.

CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados do presente trabalho, observou-se que os
machos apresentaram maior ganho de peso que as fémeas e que essa diferenca foi
significativa a partir do peso & epoca da desmama (21 dias), quando os efeitos
maternos diminuiram.

No que se refere & ordem de parigdo, observou-se que as fémeas produ-
ziram progénies mais pesadas a partir da segunda pari¢fo, ndo devendo, portanto,
ser selecionadas pelo peso da progénie da primeira pari¢io.

As vérias familias também apresentaram diferengas significativas quan-
to ao peso em diferentes idades, mas observou-se uma tendéncia ao equilibrio, o
que indica uma provivel influéncia de efeitos maternos.
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Os coeficientes de herdabilidade para a caracteristica peso nas diferen-
tes idades mostraram valores maiores que 1, o que pode ser explicado por uma
falha do método de cdlculo deste coeficiente.

As correlagOes fenotipicas, ambientais e penéticas apresentaram resul-
tados compativeis com os esperados, ¢ as correlages fenotipicas indicam que os
animais da populagio-base poderiam ser selecionados pelo peso aos 42 dias, o
mesmo podendo ser dito para a peragio Fi.

A selegdo, se baseada nas correlagdes genéticas, poderia ser realizada aos
28 dias, tanto para a populagfo-base como para a geragdo Fy.
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