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PREFACIO

Este livro tem por finalidade divulgar novos conhecimentos adquiridos e
aperfeicoados sobre temas inseridos no binomio Satide-Doenga em seres humanos, bem como
em outros animais. Os capitulos escritos na lingua portuguesa tiveram seus resumos
traduzidos para a lingua inglesa. Como novidade e visando uma maior abrangéncia de
publicos leitores, o corpo editorial também aceitou artigos totalmente escritos em inglés e que
também tiveram seus resumos traduzidos para o portugués. O presente livro é composto por
temas relevantes como Malaria, problema de importancia mundial. Também traz estudos
sobre a agao de plantas com potencial terapéutico, como o Bacupari para tumores de Mama,
bem como o papel de Citocinas como a IL-10 nestes processos patoldgicos. Novas acdes para
o processamento do leite humano, visando um melhor manejo para garantir qualidade em
bancos de Leite humanos. Bem como procedimentos inovadores para tratamento de micoses
em unhas, também foram descritos. Temas de cunho social importantes como disttrbios
alimentares e estudos em populagdes menos assistidas como LGBTs, também tiveram espago
para divulgacdo em capitulos especificos. Para finalizar, mas ndo menos importante aparece o
tema estresse abordados em capitulos de estudos em profissionais de satide e até uma
proposta de anti-estresse proporcionada pela massoterapia em humanos. Também é
apresentado um estudo de enriquecimento ambiental visando diminuir o estresse em
cativeiro para macacos Bugio. Esperamos com este livro permitir uma leitura agradavel e
compreensiva a todos os interessados.

Dr. Edson Fredulin Scherer
Dra. Adenilda Cristina Honorio-Franga
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PREFACE

This book aims to disseminate new acquired and improved knowledge on themes
inserted in the Health-Disease binomial in humans, as well as in other animals. The chapters
written in Portuguese had their abstracts translated into English. As a novelty and aiming at a
wider range of readers, the editorial board also accepted articles entirely written in English and
that also had their abstracts translated into the Portuguese. This book is composed of relevant
topics such as Malaria, a problem of worldwide importance. It also brings studies on the action
of plants with therapeutic potential, such as Bacupari for Breast tumors, as well as the role of
Cytokines such as IL-10 in these pathological processes. New actions for the processing of
human milk, aiming at better management to ensure quality in human milk banks. As well as
innovative procedures for the treatment of mycoses in nails, they have also been described.
Important social issues such as eating disorders and studies in less-assisted populations such as
LGBTs also had room for dissemination in specific chapters. Finally, but not least, the theme
stress addressed in chapters of studies in health professionals and even an anti-stress proposal
provided by massotherapy in humans appears. An environmental enrichment study is also
presented to reduce captive stress for Howler monkeys. We hope with this book to allow a
pleasant and comprehensive reading to all interested parties.

Dr. Edson Fredulin Scherer
Dra. Adenilda Cristina Honorio-Franga
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Resumo

A maldria é uma doenca causada por protozoarios do género plasmodium transmitidas aos seres
humanos por mosquitos do géneroAnopheles. Atualmente cinco espécies sao reconhecidas por causar
doenca em humanos. A resposta imunoldgica é desenvolvida para diversas formas evolutivas do
parasito. A imunoglobulina A é o segundo anticorpo em maior abundancia no plasma. A ligagao da
IgA ao receptor FcaRIpode ativar os mecanismos intracelulares de macroéfagos. Este trabalho avaliou
a expressao de receptor FcaRI na superficie de eritrécitos e a concentragdo de IgA no soro de
individuos com P. vivaxe P. falciparum. Os participantes eram pacientes da Amazonia brasileira. A
avaliacdo da parasitemia foi feita como preconizado pelo ministério da satide. A determinacao da
concentracao de IgA total no soro foi baseado em um método de turbidimetria. A expressao do
receptor FcaRI (CD89) foi analisada por citometria de fluxo (FACS Calibur, BD Bioscience, USA),
através do software Cells Quest. As analises estatisticas foram feitas com o programa BioEstat 5.0. A
pesquisa teve um total de 25 pessoas participantes. A concentracdo de IgA total no soro de pacientes
com maldria causada por P. vivaxestava aumentada, porém a expressao de FcaRI estava normal. A
expressao de FcaRI em individuos estava aumentada, porém a concentragao de IgA total estava
normal. Nossos resultados sugerem que na malaria causada por P. vivaxcomo a concentragao de IgA
pode levar a ativagao celular. Enquanto que na maldria causada por P. falciparum a concentragao de
IgA pode levar ao desenvolvimento de sinais inibitdrios.

Palavras-chave: Malaria, Anticorpo, Receptor.

Expression of FcaRI (CD 89) receptors and concentration of IgA in
human malaria

ABSTRACT

The protozoa of the genus plasmodium cause Malaria. This protozoa is transmitted to humans by
mosquitoes of the genus Anopheles. Currently, five species are recognized for causing disease in
humans. The immune response is developed for several evolutionary forms of the parasite.
Immunoglobulin A is the second most abundant antibody in plasma. The binding of IgA to the FcaRI
receptor may activate the intracellular mechanisms of macrophages. This study evaluated the
expression of the FcaRI receptor on the erythrocyte surface and the concentration of IgA in the serum
of individuals with P. vivax and P. falciparum. Participants were patients from the Brazilian Amazon.
The parasitemia assessment was carried out as recommended by the Ministry of Health. The
determination of the total IgA concentration in the serum was based on a turbidimetry method. The
expression of the FcaRI receptor (CD89) was analyzed by flow cytometry (FACS Calibur, BD
Bioscience, USA), using the Cells Quest software. Statistical analyzes were performed using the
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BioEstat 5.0 program. The survey had a total of 25 people participating. The concentration of total IgA
in the serum of patients with Malaria caused by P.vivax was increased, but the expression of FcaRI
was normal. FcaRI expression in individuals was increased, but the total IgA concentration was
normal. The results suggest that Malaria caused by P.vivax as the concentration of IgA can lead to cell
activation. Whereas in Malaria caused by P. falciparum, the concentration of IgA can lead to the
development of inhibitory signals.

Keywords: Malaria, Antibody, Receptor.

1. INTRODUCTION

Malaria is a disease with wide distribution caused by protozoa of the genus Plasmodium
transmitted to humans by mosquitoes of Anopheles. Classically, four species are known to cause
diseases in humans: Plasmodium falciparum, Plasmodium vivax, Plasmodium malariae and
Plasmodium ovale [1,2]. In addition, a new species, Plasmodium knowlesi, has been described in
Southeast Asian countries. This occurs naturally in monkeys and is now recognized as the fifth
plasmodium that causes malaria in humans [3,4].

In Brazil, malaria is caused by three species: P. vivax, P. falcilparum and P. malarige (a small
portion of the cases). So far, there is no autochthonous transmission of P. ovale and P. knowlesi [5]. The
most pathogenic species is P. falciparum. The evolution of infection by this species can lead to a clinical
picture with cerebral manifestations known as cerebral malaria. The pathogenesis of cerebral malaria
is not fully understood, but the cytoadherence of parasitized cells to the vascular endothelium and the
individual's immune response are involved [6]. P. Vivax is the most common cause, accounting for
more than 80% of reported cases. Although it is common for the literature to address infection caused
by P.vivax as benign, recent studies have shown a variable increase in severity, showing that it can
also lead to severe malaria resulting in significant morbidity and mortality [7-9].

The interaction of plasmodium with the immune system results in the generation of immunity.
This immunity can protect the individual from the clinical symptoms of malaria or develop the
disease with less consequences. Protection starts with the first contact and disappears a few years
later without reinfections [10].

The immune response is developed for various evolutionary forms of the parasite. Antibodies
help protect against infections and clinical disease. However, antibody levels change over time if re-
exposure does not occur. Specific anti-plasmodium IgA, IgE, IgG and IgM antibodies produced in
malaria have already been identified [11-13].

Although the literature has already described the finding of specific IgA antibodies against
Plasmodium spp, little is known about the role of IgA in protecting against human malaria.
Experimental studies report that IgA does not seem to have a relevant role in malaria infection, but
they attribute a lower protective capacity for IgA to the experimental model used [14].

Immunoglobulin A is the second antibody in greater abundance in plasma and is present in
monomeric form. IgA is in the dimeric form in mucous membranes and constitutes the antibody in
greatest concentration at these sites. IgA is involved in several effector functions, such as
phagocytosis, antibody-dependent cytotoxicity, production and release of cytokines, all of which
depend on the binding of IgA to cellular receptors. Recent studies suggest an important role for IgA
against infection by Plasmodium yoelii, a mouse plasmodium [15].

Recently, several types of cellular IgA receptors have been discovered. However, some of these
have not yet been fully elucidated. For example, the Fc receptor for IgA (FcaRI or CD89) has been
described as present on several blood cells' surface. Furthermore, the binding of IgA to FcaRI is
known to have an ambiguous effect on immunity, being considered both anti-inflammatory and pro-
inflammatory [16].

The binding of IgA to the FcaRI receptor may activate the intracellular mechanisms of
macrophages. After binding, macrophage internalization occurs and probably participates in specific
immune responses to various antigens [17]. Thus, FcaRI expression can play an important role in the
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defense of various infections [18-20]. However, there is no report in the literature on the role of this
receptor and its interactions with IgA in infections by Plasmodium spp.

Thus, studies that seek to understand the role of host immunity about released mediators and
their interactions with receptors may help elucidate malaria's immunoparasitological mechanisms.
serum from individuals with P.vivax and P.falciparum.

DEVELOPMENT

Blood samples were collected from patients seen at health units in Cruzeiro do Sul in Acre and
Porto Velho in Rondodnia, after being diagnosed by examining the thick gout and before starting
treatment for individuals infected with Plasmodium spp. Individuals who agreed to participate in the
survey received information about the work's objectives, risks, and benefits and signed the Free and
Informed Consent Form. The Research Ethics Committee approved this Federal University of Mato
Grosso Campus Araguaia research, opinion n® 479,675.

Positive samples for Plasmodium vivax or Plasmodium falciparum, confirmed by the thick drop
test. The parasitemia estimate was made as recommended by the Ministry of Health through the
quantitative method.

Blood samples were collected with volumes of approximately 8ml. The blood was centrifuged
for 15 minutes at 160G. Then, the plasma was removed and the cells were separated in a density
gradient with Ficoll-Paque (Pharmacia) for 40 minutes at 160 G, under a temperature of 40C. The ring
rich in MN cells was removed and reserved and the rest of the cells will be subjected to sedimentation
by Dextran for 1 hour at 37°C to obtain PMN cells and erythrocytes. The cells were counted in a
Newbauer chamber, and cell concentrations adjusted to 2 x 106 cells / ml.

The total IgA concentrations were determined by the turbidimetry method. Blood samples were
diluted 1:12 (v / v) with saline (9 g / L). The levels of total IgA in the blood of individuals positive for
Plasmodium spp were determined using an serum anti-IgA (Bioclin) diluted 1:12 (v / v). MultiCal
(Bioclin) calibrator was used to determine the standard curve. The analysis was performed according
to instructions of the manufacturer. Reading was performed on a spectrophotometer at 340 nm.

After separating the blood cells from individuals positive for Plasmodium spp, as described in
item 3, the cell suspension was washed with Phosphate Buffer (PBS) plus BSA (bovine serum
albumin) for 10 minutes at 4°C. Then the cells were pre-incubated with 10 ul with monoclonal
antibodies specific for FCaRI - anti-CD89 labeled with PE (IgGlk - 0.1mg / ml) for 30 minutes. Soon
after the samples were washed and resuspended with PBS-BSA (5mg / ml) and analyzed by flow
cytometry (FACS Calibur, BD Bioscience, USA), using the Cells Quest software.

The analysis of the results obtained on the immunoglobulin A (IgA) concentration in serum and
the expression of FcaRlI receptor (CD89) in red blood cells was used statistical treatments carried out
by the BioEstat 5.0 program. Since the t test was used for IgA concentration, the ANOVA test was
used to evaluate the expression of CD89 receptors. Descriptive statistics and the making of the graphs
were performed using the Microsoft® Excel version 2013 program.

The research had 25 participants, where: 12 were not infected by plasmodium and 13 infected by
parasite. All people positive for plasmodiums are residents of an endemic area, were not receiving
treatment for malaria, were in the initial period of symptoms (mean of 2, 46 days) and with low
parasitemia (mean of 1976 parasites per ul of blood). Table 1 shows the main characteristics of
individuals infected and not infected by plasmodium.
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Table 1 Characterization of uninfected and Plasmodium-infected individuals spp.

Characteristics Non-infected Infected
N¢ individuals 12 13
Age (MeantSD) 24+7.8 242+5.5
Sex (%) M 75 8/13 (61.53)
F 25 5/13 (38.47)
Symptoms (Days) (Mean + SD) 0 25+1.0
Education level (%) fundamental 0 84.62
Medium 50 15.38
Higher 50 0
Treatment (%) No 100 100
Yes 0 0
Parasitemia (mean + SD) 0 1977 .+ 651
Endemic area (%) Nao 100 0
Sim 0 100

The measurement of the total serum IgA concentration was made from fifteen samples: five
samples from individuals not infected with Plasmodium spp, called the control group; five samples
from people infected with Plasmodium vivax and five samples from people infected with Plasmodium
falciparum. Figure 1 shows the IgA concentration in the control group and in the malaria group
(P.vivax and P.falciparum). The concentration of IgA in the serum of individuals infected with
Plasmodium spp was higher when compared to the control group.

300

250 T

8

150

IgA levels (mg/dL)
8

(%)
(=]

Control Malaria

Groups

Figure 1. Total IgA concentration in control and malaria groups. IgA concentration in serum from
individuals infected and not infected by Plasmodium spp. The results were expressed as mean and
standard error. *p<0.05 (Student t test).

When the total IgA concentration in serum of individuals infected with Plasmodium vivax,
Plasmodium falciparum and control was evaluated separately, it was observed that IgA increased
significantly in serum of individuals infected with Plasmodium vivax in relation to the control. But
there was no difference between the levels of IgA present in the serum of individuals infected with
Plasmodium falciparum when compared to the levels found in the serum of uninfected individuals.
Figure 2 represents the results of the measurement of the IgA concentration in the serum of
uninfected individuals, infected with P.vivax and infected with P.falciparum.
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Figure 2. Total IgA concentration in control, P. vivaxand P. falciparum groups. IgA concentration in
the serum of uninfected and Plasmodium vivax or Plasmodium falciparum infected individuals. The
results were expressed as mean and standard error. *P<0.05 (Anova).

To evaluate the expression of CD89 receptors in erythrocytes, fourteen samples were
analyzed, seven from individuals infected with Plasmodium spp (malaria group) and seven from
uninfected individuals (control group). The expression of the FcaRI receptor in erythrocytes in the
control and malaria group are shown in figure 3. It is observed that there was no statistical difference
in the expression of the IgA-specific receptor (CD89) in erythrocytes from infected and non-infected
individuals with Plasmodium spp.

10

CD89 (%) expression

Control Malaria

Groups

Figure 3. Expression of FcaRlI in red blood cells in the control and malaria group. Percentage of CD89
receptor expression in erythrocytes from uninfected and Plasmodium spp. The results were expressed
as mean and standard error. P>0.05 (ANOVA).

When the Plasmodium species found (P. vivaxand P. falciparum) were evaluated separately
and the control group observed increased expression of the CD89 receptor in erythrocytes from
individuals infected with P. falciparum compared to the control group and also compared to P. vivax,
however there was no statistical difference between the control and P.vivax groups (Figure 4).
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Figure 4. Expression of FcaRI in red blood cells in the control, P.falciparum and P.vivax groups.
Percentage of CD89 receptor expression in erythrocytes from uninfected and Plasmodium vivax or
Plasmodium falciparun-infected individuals. Results were expressed as mean and standard error.
*p<0.05 (ANOVA).

This study investigated the concentration of total IgA and the expression of FcaRI receptor
in blood cells of individuals with malaria caused by: P.vivax or P.falciparum. Participants were
naturally exposed people living in different endemic locations in the Brazilian Amazon. Exposure-
related factors such as age and parasitemia were also analyzed.

In this research, the participants were young adults with an average age of 24.5 years and
had low parasitemia (average of 1976 parasites per pl of blood). In a study carried out in Turkey on
the concentration of antibodies and their relationship with age and parasitic burden in malaria,
demonstrated that age and parasitic burden did not correlate with the concentration of antibodies
[21].

The total concentration of IgA antibodies in malaria caused by P.vivax was increased in the
present study. In another study carried out in Brazil with P.vivax, P.falciparum and P. malariae, the
total IgA concentration was normal [13]. However, we emphasize that the total IgA dosage was not
separated by species as in the present study, but by clinical picture. And that they also worked with
a third species of plasmodium, P. malariae, which was not found in this research.

Levels of IgA antibodies have been reported to be increased in other parasitic diseases
caused by protozoa. Work carried out on the total IgA concentration in the serum of individuals
with giardiasis when compared with individuals who did not have the disease. They found an
increase in the total concentration of IgA in the serum of people with giardiasis and concluded that
the concentration of IgA may correlate more with giardiasis than the levels of IgE [22]. However, the
role of IgA in the immunology of these diseases is still not well understood. However, for other
infectious pathologies, a protective role for IgA has been reported. In one study, prophylactic
treatment with purified human IgA was performed in mice exposed to Mycobacterium tuberculosis.
In which IgA-treated mice had less bacterial load and less granulomas than the untreated group.
This suggests that IgA reduced the infectious potential of the pathogen [23].

However, in P.falciparum, IgA concentration remained normal in this study. There is
growing interest in the relationship between IgA and malaria. Due to recent studies suggesting an
association between IgA-mediated nephropathy and malaria caused by P.falciparum [24,25].
However, the exact mechanism responsible remains unknown.

IgAs antibodies are recognized for having a dual function in the immune system. They can
both have a pro-inflammatory effect and stimulate phagocytosis, antibody-dependent cell

Novas perspectivas em saiide humana e animal: o conhecimento na criag¢do de um futuro multidisciplinar 7



cytotoxicity and neutralization, as well as trigger an anti-inflammatory effect by inhibiting cell
activation and inducing synthesis and release of cytokines such as IL-10. For IgA to perform a large
part of its functions, it is necessary to interact with its specific receptor, FcaRI / CD89 [26-28].
However, the role played by this antibody in malaria has not yet been elucidated.

The dual role played by IgA in immunity is mediated by binding to FcaRlI, so the receptor is
a regulator of IgA's anti and pro-inflammatory functions. It can trigger a potent ITAM (Itami)
inhibitory signal along the FcRy chain. Resulting in a signaling cascade that promotes the
recruitment of tyrosine phosphatase SHP-1 inducing the inhibition of activation signals in several
types of cells. Conversely, cross-linking of FcaRlI to IgA induces a high intensity signal that leads to
the recruitment of tyrosine kinaseSyk and causes cell activation. [15] This is the first work to
correlate the expression of FcaRI and IgA in human malaria.

FcaRI is a membrane receptor expressed in different cell types, mainly in cells of the
myeloid lineage, such as monocytes, macrophages, neutrophils, eosinophils, but it can also be
expressed in dentritic cells and platelets [29]. FcaRI has the ability to interact with the two isotypes
of immunoglobulin A, being able to bind to both IgA1 and IgA2 [16].

The binding of IgA to the FcaRI receptor can trigger a potent immune response. The
response produced is based on the activation of effector cells. The mechanisms that can be activated
include: phagocytosis, antibody-dependent cell cytotoxicity, respiratory explosion and production
and release of cytokines and chemokines [30].

The binding of monomeric IgA (predominant form in serum) to FcaRI is recognized for
generating signals of cellular inhibition. Whereas the binding of immune complexes or the cross-
linking of IgA to its receptor leads to signs of activation [15,16].

In vitro studies have shown that FcaRI can trigger the death of tumor cells by activating
neutrophils. And that FcaRI-mediated destruction is more efficient than that mediated by other
receptors [31]. In another study on the concentration of IgA and expression of FcaRI in diabetic
patients it was observed that the binding of IgA to its receptor can trigger phagocytosis of bacteria
by the activation of macrophages [20].

In the present study, the expression of FcaRlI in blood cells in malaria caused by P.vivax was
normal, but the total IgA concentration in that malaria was increased. In contrast, the expression of
FcaRI in malaria caused by P.falciparum was increased, but the concentration of total IgA in malaria
caused by this species was normal.

FcaRI expression has already been found altered in other pathologies. A study carried out in
individuals infected with the human immunodeficiency virus found a decrease in the expression of
that receptor in people in this group and correlated this lower expression with an increase in serum
IgA levels [32]. On the other hand, in a survey of patients with bacteremia caused by gram-negative
bacteria, an increase in FcaRI expression was observed, but the expression did not correlate with
serum IgA levels [33]. However, the role of IgA and its interaction with its specific receptor
constitutes an open field for further investigation, more studies are needed to better understand the
role of IgA and FcaRI in human malaria.

3. FINAL CONSIDERATIONS

The results suggest that in malaria caused by P.vivax as the concentration of IgA is increased
and the expression of FcaRlI is decreased, there is a greater chance of cross-linking of IgAs to the
receptor, which can lead to cell activation. Whereas in malaria caused by P.falciparum the
concentration of total IgA is normal, but the expression of the receptor is increased. This increases the
chances of monomeric IgA binding to the receptor, which would result in the development of
inhibitory signals.
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Resumo

O Brasil é uma importante fonte terapéutica devido a grande diversidade de vegetais. Dentre as
plantas com potencial terapéutico se destaca a Garcinia brasiliensis (bacupari), que apresenta varias
atividades bioldgicas, inclusive acao anti-tumoral. Estudos de projecdo futura estimam que muito
individuos irdo morrer de cancer no Brasil, entre estes, o cancer de mama. Sendo assim o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos do bacupari sobre morte de células de tumor de mama (MCF-7). O
extrato etanolico foi obtido das folhas do bacupari. Foram avaliadas células de sangue e células de
adenocarcinoma mamario (MCF-7- ATCC) o indice de apoptose por citometria de fluxo. Observou-se
que houve aumento de apoptose em células MCF-7 quando tratadas pelo bacupari. A necrose foi
maior tanto em células do sangue como em célula MCF-7 quando tratadas pelo extrato da planta.
Esses dados sugerem que o aumento de morte de células tumorais induzido pelo extrato do Bacupari
podem ser promissores para terapias no tratamento de tumor de mama. Estudos adicionais devem ser
realizados visando elucidar os mecanismos pelos quais ocorrem a inducao de morte destas células.

Palavras-chave: Bacupari, Morte celular, Apoptose, Necrose.

Modulation of death induction of MCF-7 cells in the presence of
Garcinia brasiliensis extract

Abstract

Brazil is an important therapeutic source due to the great diversity of vegetables. Among the plants
with therapeutic potential, Garcinia brasiliensis (bacupari) stands out, with several biological
activities, including anti-tumor action. Future projection studies estimate that many individuals will
die of cancer in Brazil, including breast cancer. Therefore, this work aimed to evaluate the effects of
bacupari on breast tumor cell death (MCEF-7). The ethanol extract was obtained from the leaves of
bacupari. Blood cells and mammary adenocarcinoma cells (MCF-7-ATCC) were evaluated for the
apoptosis index by flow cytometry. It was observed that there was an increase in apoptosis in MCF-7
cells when treated with bacupari. Furthermore, necrosis was greater in both blood cells and MCF-7
cells when treated with the plant extract. These data suggest that the increase in tumor cell death
induced by Bacupari extract may hold promise for therapies in treating breast tumors. However,
additional studies must be carried out to elucidate the mechanisms by which the death induction of
these cells occurs.

Keywords: Bacupari, Cell death, Apoptosis, Necrosis.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui grande biodiversidade vegetal, com mais de 40.000 espécies diferentes de
plantas, representando 20% da flora mundial. Portanto, é uma importante fonte de produtos
terapéuticos, mas minimamente explorada (OLIVEIRA et al., 2012; SOUZA et al., 2008).

Garcinia ou Rheedia pertence a familia Guttiferae, apresenta uma diversidade de
metabolitos, como xantonas, flavonoides, acidos fenodlicos e benzafenonas (NEVES et al., 2007;
COELHO et al., 2008; DEROGIS et al., 2008).

A espécie Garcinia brasiliensis ou Rheedia brasiliensisé originaria da floresta Amazonica e mata
Atlantica, mas atualmente cresce em trés grandes biomas brasileiros: na mata Atlantica, no Cerrado e
no Amazonas (COELHO et al, 2008). A arvore, com suas folhas verdes lustrosas e formato simétrico
e bonita como ornamento. Esta planta é popularmente conhecida como bacuri, bacuripari,
bacupari,bacopari ou bacuparé (ALMEIDA et al,, 2008; MARTINS et al., 2001). Os seus frutos sao
amarelos com polpa mucilaginosa branca comestivel, usado na medicina popular para o tratamento
de tlcera péptica, patologia urinarias e vérios tipos de tumores (SANTA-CECILIA et al., 2011).

As atividades bioldgicas ja descritas desta espécie sao: propriedade anti-anafilatica (NEVES
et al., 2007), anti-inflamatdria (NALDONE et al., 2009), efeito antiproliferativo em células de cancer
humano (MURATA et al., 2010), potente agente anticdrie e antibiofilme (MURATA et al., 2010),
atividade leishmanicida (PEREIRA et al., 2010), atividade antitumoral (MARTINS et al., 2009) e
propriedade inibitoria sobre HIV (MARTINS et al., 2007).

Estudos detalhados sobre a atividade antimicrobiana das gutiferonas e das epiclusianonas
isoladas das sementes da Garcinia brasiliensis mostram que esses compostos apresentam atividades
citotoxicas, inibi¢ao da sintase do oxido nitrico, quimioprevengao do cancer, atividades antifiingicas,
atividades antitumorais e inibicao de Staphylococcus aureus (NALDONI et al., 2009).

Analise dos extratos hexanicos das folhas da Garcinia brasiliensis revelou a presenca de
xantonas tetra-oxigenadas que possuem atividade antifiingica, da garciniafenona e da gutiferona
(PEREIRA et al., 2010) com atividade anti-aflatoxina. A analise do pericarpo da fruta levou ao
isolamento da epiclusianona e da gutiferona, que sao antibacterianos (ALMEIDA et al., 2008) e
antifiingicos, além da bioatividade contra a Leishmaniose (PEREIRA et al., 2010), a inibigao do virus
HIV (MARTINS et al., 2009) e a inibi¢ao da protease da Leishmania. A moreloflavona, detectada nos
extratos etandlicos das folhas, possui atividade hipocolesterolémica. Outros relatos indicam que as
folhas desta planta contém lupeol e outros triterpenos que tém sido associados com atividades
antioxidantes e anti-inflamatdrias (MARTINS et al., 2008).

Estima--se que mais de um milhdo de individuos irdo morrer de cancer por ano a partir de
2030 no Brasil (GOSS et al., 2013; SILVA; MAGALHAES, 2013). Assim,o estudo dos mecanismos
imunoldgicos do uso do extrato de plantas com atividade antitumoral, em especial o bacupari, pode
ser uma ferramenta inovadora para o desenvolvimento de drogas capazes de aumentar de
restabelecer o organismo frente a essa doenga.

2. DESEVOLVIMENTO

Preparacao do extrato

Folhas de Garcinia brasiliensis (bacupari) foram coletadas para obten¢ao do extrato vegetal,
na cidade de Pontal do Araguaia - MT, Brasil, Lat. 15° 55'08"S Long. 52° 16'44"W, com altitude de
365m. Um exemplar da planta se encontra depositada no Herbario do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas e Ciéncias da Satide — Campus Universitario do Araguaia, Universidade Federal de Mato
Grosso. A coleta foi realizada da entrecasca. A seguir foi utilizado um ralador em inox, para
obtencao de po vegetal seco (500mg/mL). O extrato etanoélico foi preparado colocando o p6 vegetal
(500 mg/mL) em 3600mL de etanol P.A.. O material foi mantido por quinze dias em temperatura
ambiente, sendo misturado uma vez por dia. Apos este periodoo preparado foi filtrado com um
funil analitico e algodao vegetal totalizando 1450 ml de extragao etandlica. A seguir o extrato vegetal
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foi rotaevaporado (RotaevaporadorFisatom 801) 500 ml do extrato etanolico resultando em 13,75
gramas de extrato seco (Estufa Biopar 527).

Separacdo de células sanguineas

Foram coletadas seis amostras de sangue, cerca de 10 mL em tubos heparinizados, para
obtengao de leucocitos. A separagao das populacoes celulares foi realizada por gradiente de
densidade com Ficoll-Paque (Pharmacia) durante 40 minutos sob centrifugacdo com rotacao de
1500rpm. Apds esse periodo obteve um anel enriquecido de fagdcitos mononucleares que foi lavado
por duas vezes em meio de cultura 199 (Gibco). As células foram contadas em camara de Neubauer,
e as concentragOes celulares ajustadas para 2 x 106células/ml. Apds esse periodo, as células foram
incubadas com 50 pl de extrato de bacupari. Foi realizado um controle de células mantidas em meio
199. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de FEtica local e todos os participantes assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Obtencao de células tumorais

As células das linhagens de adenocarcinoma mamario humano MCEF-7 foram mantidas em
garrafas de cultura contendo meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA), suplementado com
soro fetal bovino (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA) a 10% em estufa de CO2. Apdés uma semana,
quando apresentaram confluéncia, essas células foram removidas por tripsinizagao. Para isso, as
células aderidas foram lavadas duas vezes com solugao salina tamponada e adicionado 1mL de
tripsina (Sigma-Aldrich, St.Louis, USA). As células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos.
Apos a lavagem, as células tumorais foram quantificadas, ajustadas para 2x104 células.
Posteriormente, as células foram incubadas com e sem 50 pL de extrato.

Ensaio de Apoptose

Para o ensaio de apoptose as células foram ressuspendidas com 500 pL com binding buffer
contendo 5pLofannexinV-FITC (Annexin V-FITC ApoptosisDetection Kit, AlexisTM, San Diego,
USA) e 5 pLof PE e entao incubadas por 10 min a temperatura ambiente. A fluorescéncia das
células foi analisada por citometria de fluxo (FACSCalibur system; BD, San Jose, USA). Os dados
obtidos foram analisados por meio dosoftwareCellQuest.

Analise estatistica

Os dados obtidos no experimento foram submetidos ao teste de Andlise de Variancia
(ANOVA), seguido de comparacdes mdultiplas pelo teste de Tukey, considerando diferenca
estatistica quando p<0.05.

Resultados e Discussao

Observa-se na figura 1 o resultado do avaliacao de apoptose realizado com células normais e
tumorais com e sem o extrato. Nota-se um aumento significativo no grupo célula tumoral e extrato
quando comparado com o grupo controle espontaneo contendo apenas células tumorais.
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Fig. 1: indice de apoptose (%) em células normais e tumorais com ou sem o estimulo
extrato de Bacupari.

Na figura 2 é observa-se o resultado do teste de necrose realizado com células normais e
tumorais com e sem o estimulo. Nota-se um aumento significativo tanto no grupo experimental
célula normal e estimulo quanto no grupo célula tumoral e estimulo.
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Fig. 2: Indice de necrose (%) em células normais e tumorais com ou sem o estimulo extrato
de Bacupari.

A morte celular fisiolégica é um processo essencial para a manutengdo da homeostasia
corporal, sendo que uma das principais caracteristicas adquiridas pela célula tumoralé a evasao da
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morte celular programada ou apoptose (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

Portanto, muito tem se investido em tratamentos para o cancer que visam a inducao da
morte celular alvejando desde as proteinas da familia Bcl-2 até o gene p53 (WONG, 2011).

Na busca por novas formas de tratamentos inclui-se testar a utilizacdo de varias plantas
medicinais e seus metabdlitos secundarios sob a apoptose de células tumorais, plantas essas que
comprovaram seu efeito farmacoldgico (SAFAZARDEH, et al., 2014).

Baseado na ideia destes estudos o extrato do Bacupari demonstrou ser uma forma de induzir
a morte celular programada com um pico de apoptose em células das linhagens de adenocarcinoma
mamario humano MCF-7 em mais de 50%. Outras plantas medicinais também obtiveram resultados
semelhantes em diferentes linhagens de células tumorais, como o Ipé-Roxo em hepatomas HepG2
(WOO et al., 2006).

Um fungo usado tradicionalmente na medicina chinesa, A. camphorata,apresentou
resultado semelhante ao observado com o extrato de Bacupari, inibindo o crescimento e induzindo
apoptose em linhagem de células MCF-7 associado principalmente aos niveis de proteinas Bax e a
geracao de espécies reativas de oxigénio (YANG et al., 2006).

Diferentemente da apoptose, a necrose é um processo de morte celular que devido ao
extravasamento do contetdo citoplasmatico da célula induz um processo inflamatdrio ao individuo
(ROCK & KONO, 2008).

Assim, o aumento no indice de necrose nos grupos experimentais comparados aos grupos
espontaneos observado na figura 2, poderia ser observado como algo desfavoravel ao paciente, porém
o conceito de morte celular desregulado e acidental dado a necrose em comparacao com a apoptose
vem mudando na ultima década e apesar das inimeras nomenclaturas, todas as mortes nao
apoptoticas podem ser classificadas como necroseregulada (BERGHE et al., 2014).

3. CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta de inibidores quimicos (DEGTEREV et. al,, 2005), assim como das vias de
ativacdo da morte celular ndo-apoptotica sugeriram que a necrose também seja um mecanismo
regulado e, dessa forma, sua manipulagaopoderia ser explorada como fim terapéutico (SUN et al.,
2012).

Os conhecimentos atuais acercados mecanismos intrinsecos moleculares das células
tumorais revelam que estas tém a capacidade de evadir-se da apoptose, mas nao de outros métodos
de morte celular, assim a indu¢do da necrose por vias farmacoldgicas vém sendo amplamente
estudadas (MOHAMMAD, 2015 et al.; CONRAD, et al., 2016).

Modelos de necrose regulada como a ferroptosisforam induzidos em tumores mamarios
triplo negativos (YANG et al, 2014), a inducdo da ferroptosisfarmacologicamente em células
tumorais pode estar ligada a regulagdo do gene p53 e mostra ser bem promissora no tratamento de
diversos tipos de cancer (JIANG et al., 2015).

Assim como fim terapéutico para o tratamento do cancer de mama, tanto o aumento na
necrose quanto na apoptose de células tumorais induzido pelo extrato do Bacupari demonstraram ser
bem promissores e 0os mecanismos pelos quais ocorre esta indugao ainda precisam ser completamente
elucidados.
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Resumo

A melhoria de métodos alternativos relacionados ao tratamento e combate ao cancer foi fundamental
para o desenvolvimento de novas diretrizes de estudo, como a imunoterapia. Varios estudos afirmam
que a capacidade de modelar o sistema imunoldgico e direciona-lo contra varias patologias, incluindo
tumores, tem se mostrado devidamente promissora em relagao as formas tradicionais de tratamento.
O cancer de mama € a principal patologia que mais afeta as mulheres em todo o mundo. Sinais
proteicos que regulam o sistema imunolégico, chamados citocinas, sao importantes aliados na
imunomodulacdo. No entanto, varias avaliagdes do IL-10 revelam seu papel conflitante em relacdo a
sua propriedade tumoricida. As células NK fornecem um dos mecanismos de defesa mais
importantes contra tumores no corpo, e sua atividade citotdxica pode estar intimamente ligada ao IL-
10. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade imunomodulatéria do IL-10 e a
expressao de células NK em coculturas com linhas de células tumorais mamarias MCF-7. Para isso,
foram utilizados métodos de imunofenoftipagem e analise por citometria de fluxo de células
sanguineas (MN e NK CD16 +) coculturadas com células tumorais mamarias MCEF-7. Os resultados
observados indicaram que a presenca de IL-10 ndo interfere na expressao celular do NK CD16+,
mantendo sua expressao diminuida em fungdo do tempo. A expressao celular MN ¢é alta em fungao
do tempo, apesar da presenca de IL-10. A expressao celular das células NK CD16+ foi atenuada em
fungado do tempo na cocultura; no entanto, quando a cocultura foi estimulada pelo IL-10, observou-se
um aumento na expressao das células NK CD16+ em 72 horas. Por outro lado, a expressao de MN na
cocultura estimulada pelo IL-10 mostrou declinio, revelando uma interferéncia significativa do IL-10
no sistema.

Palavras-chave: Células NK, IL-10, MCF-7

Interleucin-10 as an immunomodulating agent in NK and MCEF-7 cell
cultures

ABSTRACT

The improvement of alternative methods related to the treatment and fight against cancer was
fundamental for developing new study guidelines such as immunotherapy. Several studies maintain
that the ability to model the immune system and target it against various pathologies, including
tumors, has shown to be duly promising about traditional forms of treatment. Breast cancer is the
main pathology that most affects women worldwide. Protein signals regulating the immune system,
called cytokines, are important allies in immunomodulation. However, several assessments of IL-10
reveal its conflicting role about its tumoricidal property. NK cells provide one of the most important
defense mechanisms against tumors in the body, and their cytotoxic activity may be closely linked to
IL-10. Thus, this study aimed to evaluate the immunomodulatory activity of IL-10 and the expression
of NK cells in cocultures with MCF-7 breast tumor cell lines. For this, we used methods of
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immunophenotyping and analysis by blood cell flow cytometry (MN and NK CD16 +) cocultured
with MCEF-7 breast tumor cells. The observed results indicated that the presence of IL-10 does not
interfere with the cellular expression of NK CD16+, maintaining its expression decreased as a function
of time. On the other hand, MN cell expression is high as a function of time, despite the presence of
IL-10. The cellular expression of NK CD16+ cells was attenuated as a function of time in the coculture;
however, when the coculture was stimulated by IL-10, an increase in the expression of NK CD16+
cells was observed in 72 hours. Conversely, the expression of MN in the coculture stimulated by IL-10
showed a decline, revealing a significant interference of IL-10 in the system.

Keywords: NK Cells, IL-10, MCF-7

1. INTRODUCTION

The innovation of alternative methods to fight cancer has been strongly represented by
clinically efficient immunotherapeutic procedures when compared to traditional therapeutic
methods. In such a way, the ability to model and strengthen the immune system has become allied
with the fight against tumors and other infectious diseases (CHENG et al,, 2013). Often using
inhibitory and cytotoxic resources, such as inflammatory and apoptotic mechanisms, mainly of T
and NK cells (natural killer) so that these cells can act directly in the elimination of tumor cells,
immunotherapy is based on dynamically performing the positioning and modulation of the immune
system against the needs of the immunological microenvironment (TAN; LI; ZHU, 2020; RILEY et
al., 2019).

Protein stimulatory signals called cytokines are important molecules in the modulating
contribution of the immune system, which make them fundamental resources for the development
of immunotherapy (ANGRISH et al., 2016; BERRAONDO et al., 2019). Studies using interleukin-type
cytokines as modulating agents have revealed that in addition to several molecular mechanisms
influenced by tumor presence, interleukins can also promote an ideal in vitro environment for T cells
to act against tumor survival (ANESTAKIS et al., 2015). On the other hand, some mechanisms of
tumor evasion to cellular responses of T lymphocytes consist of the expression of suppressors that
attenuate the effects of these cells. The pleiotropic and anti-inflammatory cytokine interleukin-10 (IL-
10), for example, can ratify this evasive process, normally characterized by the inhibition of the
secretion of inflammatory cytokines by CD4+ T lymphocytes and the indirect functional inhibition of
APCs (ANESTAKIS et al., 2015; RUTZ and OUYANG, 2016; SHEIKHPOUR et al., 2018). In addition,
the relationship between IL-10 and regulatory T and B lymphocytes (Treg and Breg) is described as
another possible mechanism of tumor evasion to the immune system, since the immunosuppressive
activity of these cells may be favorable to the progression of cancer (SARVARIA, MADRIGAL and
SAUDEMONT, 2017; SHITARA and NISHIKAWA, 2018). However, due to its controversial effects
related to activity in tumor microenvironments (HOWELL and ROSE-ZERILLI, 2006), IL-10 proves
to be a paradox to be unveiled in the scientific community, since, at the same time, reports its
favorable contribution to tumor development, also reveal its cancer-suppressing characteristic
(WANG et al., 2013; MANNINO et al., 2015).

Among the most common public health problems in the world, cancer is the main pathology
with the highest number of incident cases (SIEGEL et al., 2018). Currently, among the most common
malignant tumors, breast cancer appears to be the most responsible for the death of women and the
second most lethal, behind only lung cancer (BRAY et al., 2018). Several studies have evaluated the
effect of natural immunomodulators on blood cell coculture in the presence of MCF-7 breast tumor
cell lines to stimulate apoptosis and minimize the cell viability of breast tumor cells (DA SILVA et
al., 2017; RIBEIRO et al., 2018; DE ARAG]O et al., 2019). It is understood that NK cells are the
main method of attack by the immune system against metastatic tumors. This includes preventing
the growth and spread of neoplastic cells by mechanisms that are not always elucidated (CHENG et
al., 2013; CHIOSSONE et al., 2018). The activity of NK cells against tumors is deferred by the direct
elimination of target cells stimulated by activation signals, normally linked to levels of expression of
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MHC class I molecules (MORVAN and LANIER, 2016). However, the possible pro/antitumor
relationship between NK and IL-10 cells could be shortened in tests performed on mice, with the
finding that IL-10's antimetastatic activity is lost in suppression of NK cells in deficient T cell mice.
(KUNDU and FULTON, 1997; ZHENG et al., 1996).

Again, reports indicate IL-10 as a probable positive prognosis for malignant breast
tumors, with an increase in the serological level of IL-10 in patients with breast cancer being noted
several times (HAMIDULLAH et al,, 2011), but possible antitumor effects can also be stimulated
through the dosage of IL-10 antagonists (HAMIDULLAH et al., 2011; SHEIKHPOUR et al., 2018).

Thus, further studies should be conducted regarding the elucidation of the true
immunomodulatory role of IL-10 in the tumor microenvironment, especially in breast cancer. In this
case, the objective of this study was to evaluate the immunomodulatory role of IL-10 in cocultures of
NK cells with tumor cell lines of mammary adenocarcinoma (MCEF-7).

2. DEVELOPMENT

Materials and Methods

Sample characterization and collection

Blood samples were donated by 6 clinically healthy nulliparous women aged between 20
and 28 years. None of them had addictions such as smoking or alcoholism or had chronic diseases,
such as diabetes, hypertension or neoplasms. The study was approved by the ethics committee of the
Federal University of Mato-Grosso, Campus Araguaia (CAAE - Protocol Number: 1,415,375), and all
volunteers signed an informed consent form. Approximately 5 mL of blood was collected from each
volunteer, and subsequently, the samples were stored in tubes containing EDTA anticoagulant.

Isolation of mononuclear cells (MN)

Blood samples with EDTA were centrifuged for 40 minutes (160 x g) in a density gradient
with Ficoll-Paque (Pharmacia, Upsala, Sweden), thus obtaining a monolayer of MN cells. The
purified cells were resuspended in PBS medium and subjected to centrifugation for 10 minutes.
After the second wash, the cell concentration was adjusted to 2x106 cells.mL-1 (Honorio et al., 2013).

Once obtained, MN cells were preincubated with or without 50 puL of IL-10 (100 ng / mL)
and then subcultured in incubation plates with RPMI 1640 medium supplemented with 10% bovine
fetal serum (SFB - Sigma, St. Louis, MO, USA), penicillin (100 pL), and streptomycin (100 pL) for 24
and 72 hours at 27 °C and 5% CO2. Then, MN cells were washed twice.

Cultivation and Preparation of MCF-7 cells

The MCF-7 cell line derived from human breast adenocarcinoma was purchased from ATCC
(American Type Culture Collection, USA).

The MCEF-7 cell layer was treated in RMPI 1640 medium supplemented with 10% fetal
bovine serum (SFB) (Sigma, St. Louis, MO, USA), HEPES, penicillin (100 uL), streptomycin (100 uL)
and sodium bicarbonate and maintained at a temperature of 37 °C to 5% CO2 in a humid
atmosphere. After trypsinization (Sigma, St. Louis, USA), the cell concentration was adjusted to
1x105 cells.mL-1 and incubated with or without 50 uL of IL-10 (100 ng / mL) for a period of 24 and
72 hours at temperatures from 37 °C to 5% CO2. The preparation of the MCEF-7 cell line is similar to
the protocol performed by De Aratjo et al. (2019).

Coculture of MCF-7 and MN cells

The procedure for incorporating MCF-7 and mononuclear blood cells follows the same
procedure described above. All samples were incubated in plates for 24 and 72 hours. The coculture
was washed twice after incubation, and subsequently, the cells were subjected to gradual flow
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cytometry analyses due to suspension in the fluid medium.

Immunophenotyping and flow cytometry

After incubation of the coculture for 24 and 72 hours, anti-CD16 markers (10 pL) were added
and washed and resuspended in PBS-BSA after refrigeration for 30 minutes. Flow cytometry analysis
(FACSCalibur, BD Bioscience, USA) - CellQuest software (BD Bioscience, USA) evaluated aspects
such as size, granularity and fluorescence intensity of at least 5,000 suspended cells.

Statistical analysis

Statistical calculations of analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's multiple
comparison test were used to determine the cellular expression of NK and MN cells and in coculture
with MCE-7 cells with or without the presence of IL-10. The results were obtained considering the
level of significance p <0.05.

Results

Expression of NK cells (CD16 +) in the presence or absence of IL-10

The expression of NK cells, labeled with CD16+, was observed by flow cytometry after 24
and 72 hours (Figure 1). Cell concentration was suppressed, regardless of the presence of IL-10,
within 72 hours
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Figure 1: Percentage of NK cells in the blood expressing the CD16 + marker in the presence or not of
IL-10 (Control Group). Expression of NK cells (CD16 +) (A). Expression of NK cells (CD16 +) treated
by IL-10 (B). * Statistically significant when compared to 24 hours with p = 0.0002 in (A) and 0.0458 in
(B) (ANOVA (p) <0.05).

Figure 2 compares the expression of MN cells that do not express the CD16+ marker in the
presence or absence of IL-10 as a function of time. Unlike NK cells (CD16+), other blood
mononuclear cell types showed a high expression tendency, regardless of the presence or absence of
IL-10, after a period of 24 hours.
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Figure 2. Percentage of blood mononuclear cells not labeled with CD16 + in the presence or not of IL-
10 (Control Group). Expression of blood MN cells (A). Expression of blood MN cells treated with IL-
10 (B). * Statistically significant when compared to 24 hours with p = 0.0002 in (A) and 0.0458 in (B)
(ANOVA (p) <0.05).

The results of the expression of blood NK cells that express the CD16+ marker in coculture
with MCE-7 cells in the presence or absence of IL-10 are represented as a function of time by figure 3.
Even in the presence of MCF-7 tumor cells, the expression of NK (CD16+) was attenuated in a period
of 72 hours (Figure 3 A). However, after 72 hours, there was a tendency for IL-10 to prolong the
cellular expression of NK (CD16 +) in blood together with MCF-7 cells (Figure 3 B).
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Figure 3. (CD16 +) in co-culture of MCEF-7 cells in the presence or not of IL-10. Expression of blood
NK (CD16 +) cells (A). Expression of NK cells (CD16 +) treated with IL-10 (B). * p = 0.0377 in (A) and
0.0742 in (B) (ANOVA (p) <0.05).

In figure 4, the results of the cellular concentration of MN in the blood that did not express
the CD16+ marker in coculture with MCF-7 breast tumor cells in the presence or absence of IL-10 are
plotted against time. Even after 72 hours of incubation, the blood MN cells maintained a high
expression profile (Figure 4 (A). However, figure 4 (B) reveals the interference of IL-10 in the system
by suppressing, in 72 hours, the expression of mononuclear cells in the presence of MCF-7 tumor cell
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Figure 4. Expression of MN cells not labeled with CD16 + in MCF-7 cell co-culture in the presence or
not of IL-10. ). Expression of blood MN cells (A). Expression of blood MN cells treated with IL-10 (B).
*p=0.0377 in (A) and 0.0742 in (B) (ANOVA (p) <0.05).

Discussion

The advancement of immunotherapeutic methods based on cytokine dosages was
fundamental for the development of new therapies against cancer (AMEDEI and PRISCO, 2013). In
the present study, we tested the effects of interleukin-10 on the expression of NK CD16+ and MN
blood cells cocultured with human breast tumor cell lines (MCF-7). IL-10 demonstrated an influence
on the expression of NK CD16+ and MN blood cells when cocultured with MCF-7 cells, suggesting
possible cooperation between cytokines and tumor cells.

IL-10 is considered an anti-inflammatory cytokine because it is able to suppress the activity
of immune responses. Its effects are summarized from the inhibition of the production of pro-
inflammatory cytokines to the impairment of stimulatory signals that are fundamental for the
regulation of cell-mediated immunity and may act, however, as a factor of growth and cell
differentiation (WALTER, 2014). We demonstrate here that the presence of IL-10 does not modify the
expression profile of NK CD16+ cells when compared to the control group. Cytotoxicity tests
performed with NK cells in vitro in the presence or absence of interleukin-10 reveal the ability of this
cytokine to raise the cytotoxic profile of NK cells by stimulating genes involved in regulating the
cytotoxicity of these cells. However, IL-10 was unable to stimulate the migration and proliferation
activity of NK cells, with positive regulation being verified in genes linked to apoptosis and
inhibition of the cell cycle (MOCELLIN et al., 2004).  The cellular expression of MN in the control
group, unlike NK CD16+ cells, remained high after 72 hours of incubation. Similarly, Patpan et al.
(2019), when comparing the viability of blood MN cells treated or not with serum from patients with
Transplant Dependent Thalassemia (DTT), found that the viability of untreated cells (control)
increased after the 72-hour period, which was inversely evidenced in the cells treated with the
serum. As with the control group, there was an increase in MN cell expression as a function of time
despite the presence of IL-10 in the culture. The treatment of IL-4 and IL-10 in human peripheral
blood mononuclear cell cultures exposed to extracts of Plasmodium falciparum was decisive for the
survival of these cells, thus preventing the induction of programmed cell death (apoptosis) by
mechanisms not involved in cellular activation (BALDE et al., 2000). This makes evident the capacity
in which IL-10 can act as a survival factor, since its presence did not interfere negatively with cell
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viability. Originating from lymphoid parents, NK cells are the innate part of the immune system and
act in the defense of the organism against viral infections and cancer cells (MALE and BRADY,
2014). After the interspersed incubation periods, flow cytometry analyses defined the expression
profile of NK CD16+ cells cocultured with MCEF-7 cells. Despite the presence of the tumor line, NK
CD16+ cells were not stimulated, with a percentage of cell expression retracted after 72 hours of
incubation. The performance of NK cell cytotoxic activity is compromised after co-cultivation with
different cell types (JOHANN et al., 2010; PELIZZO et al., 2018; ZHAO et al., 2019), indicating that
NK cells are liable to suffer immunosuppressive actions, especially in relation to other blood
mononuclear cells.

Treatment with IL-10 in the cocultured NK CD16+ and MCE-7 cells promoted a prolongation
in the expression of CD16+ NK cells in 72 hours. In a related way, the antimetastatic action of IL-10
in murine breast tumor models was stimulated in a manner dependent on the cellular activity of NK,
having this property receded in the absence of these cells (KUNDU et al., 1996). This suggests that
the antimetastatic activity of NK-dependent IL-10 may stimulate the survival of NK cells in the
presence of tumor cells. Nevertheless, other studies, however, safeguard an inversely proportional
relationship regarding the serum level of IL-10 and NK-mediated cytotoxicity in the support of
gastric neoplastic cells, which indicates, in this case, a protective effect against stomach cancer
promoted by cytokine IL-10 when at high serum levels (SZKARADKIEWICZ et al., 2010).

In this study, we demonstrated that the MCF-7 breast tumor line does not influence the
viability of MN cells when cocultured. Similarly, in an attempt to verify the tumoricidal effect of
BaCl2 adsorbed on polyethylene glycol (PEG) carrier biocomposites (MCF-7 tumor cell lines), it was
noted that the viability of MN blood cells cocultured with MCE-7 cells was not affected even with
the presence of microspheres (DA SILVA et al., 2017)

However, the presence of IL-10 in the coculture has been shown to be effective in retracting
MN cell expression from the blood. The comparison between the levels of IL-10 produced in vitro by
blood monocytes from healthy women and those with breast cancer indicated higher levels of IL-10
expressed by cells of patients with breast cancer compared to those from healthy patients , suggesting
that the tumor presence has a relevant influence on the expressed cytokine profile (MERENDINO et
al.,, 1999). It is extremely important to note that the conditioning of regulatory T and B cells under the
effect of IL-10 in tumor microenvironments is capable of promoting immunosuppressive effects and,
consequently, attenuating immune responses against tumors (SCHWARTZ, ZHANG and
ROSENBLATT, 2016, FUJIO, YAMAMOTO and OKAMURA, 2017). In this sense, cell inhibition
mediated by regulatory lymphocytes appears to be an important defense mechanism used by tumors
as a means of evading the immune system.

3. FINAL CONSIDERATIONS

The results suggest the activity of the pleiotropic cytokine IL-10 as an important
immunomodulatory agent with regard to the performance of MN cells, specifically NK cells. Thus, a
possible contribution to the advancement of new immunomodulatory therapies against cancer is
evident. However, further studies and under different conditions and concentrations are required so
that their interactions during coculture are revealed and better understood, thus being able to develop
greater possibilities for the development of treatments against breast tumor cells (MCF-7).
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Resumo

O leite humano é a principal fonte de nutrientes que o recém-nascido necessita nos primeiros seis
meses, considerado um alimento completo e suficiente tem como finalidade suprir todas as
necessidades nutricionais e imunologicas. A amamentagao é um ato biologicamente natural que além
de proteger a crianga, e trazer beneficios pds-parto para a mae, cria um vinculo afetivo que vao refletir
no desenvolvimento garantindo beneficios futuros. E importante garantir o sucesso da amamentagio,
que nao depende apenas da capacidade da produgao de leite da méae, nem da capacidade da crianga
sugar. A eficacia relaciona com fatores histdricos, psicoldgicos e sociais, além do apoio familiar,
comunitario e profissional. Por isso é preciso fazer a manutengao e conferir a eficacia dos bancos de
leite ao disponibilizarem o leite materno para os bebés que nasceram com caréncia nutricional ou que
o leite de sua mae ainda ndo é suficiente. Assim, esse trabalho teve como objetivo analisar a
viscosidade, o teor caldrico e as imunoglobulinas do leite humano pasteurizado em diferentes
estagios de maturacao. Foram avaliadas amostras de colostro (1 ao 7° dia) e leite maduro (a partir do
152 dia) de mulheres, maiores de 18 anos clinicamente saudaveis. Avaliou-se nas amostras de colostro
leite humanos o teor de gordura e caloriais pelo método do crematdcrito, a viscosidade em funcao da
taxa de cisalhamento através do redmetro e a concentracdo de imunoglobulinas pelo método de
turbidimetria. Os resultados foram tabulados e realizados o tratamento estatistico. Conclui-se que o
leite oferecido em banco de leite, do ponto de vista nutricional e imunoldgico em relacao a qualidade,
os padrdes estabelecidos e executados sdo os mais adequados possiveis até o presente momento. Mas
quando tratar-se de criangas recém-nascidas de baixo peso, ou com alta deficiéncia imunoldgica, o
leite administrado deve ser exclusivamente do tipo colostro armazenado no maximo no banco de leite
pelo periodo de 15 dias, a partir de entao, nao é que deva ser descartado, mas sim, administrado para
outras criangas, as que nasceram saudaveis.

Palavras-chave: Colostro, Leite maduro, Pasteurizagao.

Viscosity, caloric content and immunoglobulins in colostrum and
mature milk submitted to pasteurization

ABSTRACT

Human milk is the first and main source of nutrients that the infant needs for the first six months
considered a complete and sufficient food is intended to meet all the nutritional and immunological
needs early in life. Unfortunately, it is not assigned due importance, sometimes for very minor issues
such as body aesthetic or cultural shame. Breastfeeding is a biologically natural act that in addition to
protecting the child, and bring postpartum benefits for the mother, creates an emotional bond that
will reflect on the development ensuring future benefits. It is important to ensure the success of
breastfeeding, which depends not only on mother's milk production capacity, or the child's sucking
ability. Effectiveness relates to historical, psychological and social factors in addition to family,
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community and professional support. So we need to maintain and check the effectiveness of milk
banks by delivering breast milk for babies born with nutritional deficiency or the milk of his mother is
still not enough. Thus, this study aimed to analyze viscosity, calorie and immunoglobulins of
pasteurized human milk and unpasteurized at different stages of maturation. This is a qualitative,
descriptive study. The target audience were women, 18 years, who were breastfeeding their child
from 1st to 7th day colostrum and then from the 15th day mature milk. Seeks to include the objectives
of the study used the content analysis by creamatocrit method to know the fat content and calories
was made rheological parameters of viscosity, and immunoglobulins by immunoturbidimetric tests.
The results were tabulated and performed the statistical analysis. We conclude that milk offered in
milk bank, nutritional and immunological point of view regarding the quality, the standards set and
implemented are the most appropriate possible until now. But when to treat is newborn underweight
children, or high immune deficiency, given milk should be exclusively colostrum type stored for a
maximum milk bank for 15-day period, from then, is not that It should be discarded, but, given to
other children, who were born healthy.

Keywords: Colostrum, Mature milk, Pasteurization.

1. INTRODUCAO

O leite humano é uma secrecao da glandula mamaria produzido sob o estimulo de varios
hormoénios. Esta secrecdo é a principal fonte de nutrientes que o recém-nascido necessita nos
primeiros meses de vida. Diferente do leite comercial, o leite materno possui todas as propriedades
que garante o desenvolvimento saudavel do recém-nascido. Rico em proteina, agtcar, gordura,
vitaminas, dgua e minerais, ele ainda incorpora elementos que o leite adaptado nao consegue, estes
sao os anticorpos e células, que vao garantir o bom desenvolvimento do bebé e protegé-lo de
doengas (SILVA & SOUZA, 2005).

O leite humano € considerado um alimento completo e suficiente até os seis meses de vida
da crianga, ndo precisando de complemento, a ndo ser por especificagdes e prescricdes médicas
(BRASIL, 2002).

Sua produgao tem por finalidade suprir todas as necessidades nutricionais e imunolégicas
no inicio da vida. Nao existindo leite fraco ou forte, como diz popularmente, ele é suficiente,
equilibrado e adequado para seu filho ter um bom desenvolvimento da crianca. Sao inameros os
beneficios que o aleitamento materno pode trazer ao longo do tempo, a principio cria uma forte
ligacao emocional entre mae e filho, desenvolvendo emocionalmente o bebé, passando seguranca e
carinho, e até protegendo a mae de depressdes pds-parto. Vinculos afetivos estabelecidos, que trardo
beneficios futuros, facilitando relagdes interpessoais, e desenvolvimento psicomotor deixando a
crianga mais inteligente (ALMEIDA et al., 2004).

O ato mecanico da amamentagao também garante vantagens, como a melhor flexibilidade na
articulagao das estruturas respiratdrias nasais. O leite materno ¢ um alimento facilmente digerido,
que esta sempre pronto, que nado requer cuidados como demanda o manuseio e esterilizacdo de
mamadeiras, contribuindo na economia familiar. Amamentar confere seguranca a mae, com queima
de calorias, ajuda a retornar ao peso anterior a gestagao, facilita a cicatrizagdao e ao retorno do
tamanho normal do tutero. Protege a crian¢a de inumeras infec¢des e alergias, devido a presenca de
células e de fatores imunolédgicos, além de diminuir cdlicas e estresses (MURAHOVSCHI et al.,
1987).

Frente a tamanha importancia, esse alimento requer obrigatoriamente uma atengao especial.
No entanto, para crian¢as prematuras que apresentam dificuldades em sugar, bem como maes por
varios motivos patoldgicos nao conseguem amamentar seus filhos uma alternativa eficaz é recorrer
aos bancos de leite.

Os bancos de leite sao locais que recebem e processam o leite humano para que seja ofertado
de maneira segura aos recém-nascidos. Neste contexto, este leite passa por varios processos que vai
desde andlises sensoriais, microbioldgicas, bem como tratamentos quimicos (pasteurizagao) e fisicos
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(congelamento). Devido a importancia do aleitamento materno, em especial para as criangas usudrias
de banco de leite, a manuten¢ao das propriedades imunoldgicas e nutricionais do leite humano se
torna fundamental ap6s os diferentes tratamentos. Assim, avaliar os efeitos destes tratamentos sob a
durabilidade e qualidade do leite antes a apds o armazenamento, pode ser de fundamental
importancia para auxiliar os profissionais que trabalham em banco de leite, no sentido de ofertar aos
recém-nascidos um produto de melhor qualidade.

2. DESEVOLVIMENTO

Coleta das amostras

Trata-se de um estudo prospectivo tipo corte transversal desenvolvido no Laboratdrio de
Imunologia materno-infantil, da Universidade Federal do Mato Grosso — Campus Universitario do
Araguaia. O estudo foi realizado com leite humano doado por maes voluntarias que assinaram o
termo de consentimento livre e esclarecido. As coletas foram realizadas no periodo de maio de 2015
a fevereiro de 2016.

Foram coletas 18 amostras de colostro (1° ao 7° dia) e 18 amostras de leite maduro de (apos
15 dias pés-parto) de doadoras clinicamente saudaveis, que ndo apresentavam doengas como
hipertensao, diabetes e sorologia negativa para HIV, sifilis e hepatite. O total de amostras avaliadas
neste trabalho foi de 36 amostras.

Para a realizacdo das coletas, inicialmente foi realizado contato com a possiveis doadoras na
maternidade. Posteriormente as puérpuras foram visitadas em seus domicilios. Antes da coleta as
maes concordaram em doar duas amostras, uma de colostro e outra de leite, e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE). A coleta foi realizada manualmente, dentro das normas de
biosseguranga. Aproximadamente 8 a 10 ml de colostro ou leite maduro foram coletados em tubo
falcon estéril e colocados em caixa de isopor com gelo até o transporte ao laboratério, onde foram
processados

Grupos experimentais
As amostras foram divididas de acordo com o estagio de maturagdo em dois grupos:
Colostro (N=18) e Leite maduro (N=18).
A seguir as amostras foram subdivididas em 5 (cinco) subgrupos: Nao pasteurizado e Nao
congelado (in natura), Pasteurizado nao congelado (PNC), Congelado 15 dias (C15); Congelado 30
dias (C30), Pasteurizado e Congelado 15 dias (PC15) e Pasteurizado e Congelado 30 dias (PC30).

Determinacao do teor de gordura e calorias

O valor caldrico e teor de gordura foram obtidos pelo crematdcrito. Uma parte das amostras
foram separadas em tubos a foram incubadas em banho-maria a 400C por 15 minutos. A seguir as
amostras foram colocadas em tubo capilares (Figura 2) e centrifugadas em centrifuga de capilares
(FANEM®. modelo 250 — Figura 3) por 15 minutos a 10.000 rpm. Para cada amostra de colostro e
leite foram feitos dois capilares. A seguir foi realizado a leitura do capilar, sendo medido com uma
régua a coluna total e a coluna do creme. Foram obtidos os valores de porcentagem do teor de creme
e da coluna total. Através dos resultados obtidos foram calculados o teor de gordura e calorias
através das seguintes formulas descritas a seguir:

1) CREME % = coluna de Creme (mm) x 100 / coluna total (mm)

2) TEOR DE GORDURA % = ( % de creme - 0,59 ) / 1,46
3) KCAL/L = ( % creme x 66,8 ) + 290
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Pasteurizacao
A pasteurizacdo das amostras foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido em
bancos de leite humano. As amostras coletas em tubos de ensaio falcon, vedadas e colocadas em uma
grade foram levadas ao banho-maria a 56 °C por exatos 40 minutos. Apds este periodo as amostras
passaram por um rapido resfriamento até 40C.

Andlise dos parametros reoldgicos do leite

Os parametros reologicos foram determinados utilizando o Re6metro MCR 102 (Anton Paar®
GmbH, Ostfilfern, Germany) acoplado ao Software Rheoplus V3.61, com controle permanente do
gap de medicdo com suporte TruGap™ em 0,099 mm, célula de medicao Toolmaster™ CP 50 e
controle preciso da temperatura com recurso T-Ready™.

Para os ensaios foram colocados 600 uL da amostra de colostro ou leite processados ou nao
sobre a superficie da placa de leitura com auxilio de uma seringa de 1 ml, sendo removido o excesso
da amostra, com papel toalha e, para uma nova leitura, é removido da placa a amostra com papel
toalha, depois higienizada com alcool 70%.

Para as curvas de fluxo e viscosidade a tensao de cisalhamento (T) variou de 0 a 5 Pa.s para
curva ascendente e de 5 a 0 Pa.s para a curva descendente, com isso foi possivel determinar a area de
histerese, que representa os niveis de diferenca entre a curva ascendente e a descendente (ida e
volta). Estes ensaios foram realizados em condi¢des isotérmicas a 250C.

Para a curva de viscosidade sob rampa de temperatura, os parametros estabelecidos foram o
controle fixo da tensdo de cisalhamento (T) em 1 Pa.s e a variagao de temperatura de 5+ 0,1 a 45 =+
0,10C com taxa de aquecimento de 1oC/minuto. Serao registrados parametros a cada 0,5 = 0,10C.

Determinagao da concentra¢ao de imunoglobulinas

A concentragdo de imunoglobulinas no colostro e leite foram realizadas no sobrenadante.
Para obtencao deste sobrenadante as amostras de colostro leite humano foram centrifugadas durante
15 minutos a 1500 rpm, sob refrigeracao de 4° C. A centrifugacao permite a separagao do colostro em
trés fases nitidas, a gordura, a porcao fluida intermediaria, e as células mononucleares o “botao”. A
camada superior composta de gordura e a camada inferior o “botao” foram desprezadas, a porcao
intermediaria sobrenadante de cada amostra foi armazenado em tubos eppendorf reservado em
aliquotas para posteriores analises.

Para a determinacao de IgA, IgG e IgM, foi utilizado o método Imunoturbidimétrico
adaptado para o leite humano, onde o anti-soro especifico forma com a imunoglobulina A, G e M,
um complexo insoltvel dando uma turbidez cuja intensidade é proporcional a quantidade de
antigeno determinado em espectrofotdmetro a 340 nm.

Os reagentes sao compostos por anticorpos anti-IgA ou anti-IgG ou anti-IgM,
respectivamente dependendo do kit utilizado para dosar IgA, IgG ou IgM; Tampao Tris 20 mM pH
8,2; PEG 8000 e azida sédica 0,095% p/v. As condi¢Ges de armazenamento e estabilidade devem ser
seguidas de acordo com as especificagdes do kit. Para a determinacado da curva padrao foi utilizado o
Calibrador Multiparametro Biotécnica — CAT BT 21.002.00.

Para o preparo, todas as amostras, calibradores e controlesr previamente diluidos com
solucao salina (NaCl 0,9%) na porcao de 1:5 na IgA, 1:15 na IgG e 1:11 na IgM. A seguir foram
colocados 10 puL de calibrador, 10 pL da amostra e 10 uL dos controles em 1 mL do anti-soro
especifico (R1) para cada imunoglobulina e incubados em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos.
Ap0s este periodo foi realizado a leitura em espectrofotometro a absorbancia de 340 nm.

A concentragao de cada imunoglobulina foi obtida utilizando a férmula descrita abaixo,

Ig (mg/dL)= (Absorbancia da Amostra)/(Absorbancia do Calibrador) x Concentragado Calibrador
(mg/dL)
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Resultados e discussao

O perfil da curva de viscosidade do CP In-natura teve uma alteragao (diminui¢ao) em relacdo
ao de 15 e 30 dias. Diferente do que aconteceu no CNP, houve uma alteragao na viscosidade no
grupo de 30 dias. Ou seja, isso é um indicativo de que o processo de pasteurizagdo do Colostro
contribui para dar mais estabilidade ao seu perfil de viscosidade, ja que o grupo de 30 dias no CNP
teve uma nitida e alta variag@o na viscosidade, enquanto isso nao se revelou no CP.

O perfil da curva de viscosidade do LMP In-natura teve uma alteracdo (diminui¢ao) em
relacao ao de 15 e 30 dias, no entanto foi evidenciado que a curva dos grupos de 15 e 30 dias ficaram
semelhantes. O mesmo aconteceu para o LMNP, a curva dos grupos 15 e 30 ficaram bem préximas.
Ou seja, para o LM o processo de pasteurizagdo nao influenciou, o que causou alteragao foi o
congelamento.

Além da viscosidade deve ser considerado os componentes imunoldgicos presentes na
secregdo. A IgA é uma imunoglobilina presente no leite humano cuja a fungao é conferir protecao
para a crianga de infecgdes bacterianas ou virais nas superficies das mucosas. Este anticorpo € capaz
de de inibir a aderéncia desses agentes patogénicos as células epiteliais. Também é capaz de reduzir
a absor¢do de uma variedade de antigenos ou alerginos, inalados ou ingeridos, que podem
desencadear respostas imunes (Almeida, 1999).

A IgA é a imunoglobulina mais encontrada nas secre¢des mucosserosas (leite, colostro, saliva,
urina, etc.). A associagdo de duas moléculas de IgA, ligadas por uma cadeia J, a uma proteina
chamada componente secretor, sintetizada por células epiteliais, é responsavel pelo transporte da
IgA para o colostro e ainda protege-as da agdao proteolitica quando passam pelo sistema
gastrointestinal. E a principal imunoglobulina presente no colostro e pode ser encontrada sob duas
subclasses: a IgAl (mais encontrada no soro) e a IgA2 (encontrada em grandes quantidades nas
secregOes). A SIgA esta presente no colostro, tem a funcao de inibir a adesao de virus e bactérias e a
exclusdo imune (processo nao inflamatério para manter fora do organismos toxinas,
microorganismos e outros materiais antigénicos perigosos) e pode atuar também como opsonina,
ligando-se a superficie de bactérias, sinalizando para os fagodcitos a presenca de um antigeno,
facilitando o englobamento (CARNEIRO, et al., 1996).

A concentragao de IgA (mg/dL) no colostro In-natura diminuiu em relagao ao de 15 e 30 dias
e, ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos 15 e 30 dias. Para a concentragao de IgA
(mg/dL) no Leite Maduro nao apresentou diferenca significativa entre nenhum grupo, decaindo sua
concentragdao imperceptivelmente. Ou seja, podemos ver que a concentracdao da imunoglobulina IgA
tem sua concentragao maior no Colostro, tanto para In-natura que é elevadissima como para 15 e 30
dias, quando comparado aos grupos do Leite Maduro.

A IgG confere imunidade passiva ao lactente atravessando a barreira transplacentaria e
através do leite materno, apresentando-se em menor quantidade que a IgA, aproximadamente. As
quatro subclasses estdo presentes no colostro, e IgG1 e a IgG3 sao eficientes na ativagdo do sistema
complemento, apresenta atividade opsonizante (proteina que da susceptibilidade a fagocitose) e
atua contra virus, protozoarios, antigenos de salmonela e toxinas bacterianas (REGO, 2004).

A concentracgao de IgG (mg/dL) no Colostro In-natura diminuiu muito em relagdo ao de 15 e
30 dias. E para a concentracao de IgG (mg/dL) no Leite Maduro In-natura diminuiu pouco em
relagao ao de 15 e 30 dias, ou seja, essa imunoglobulina se apresentou em maior quantidade no
Colostro In-natura quando comparada ao LM In-natura, agora para 15 e 30 dias foram semelhantes.

E a imunoglobulina mais eficiente em ativar o sistema complemento por isso é
frequentemente encontrada na resposta a organismos infecciosos antigenicamente complexos.

A IgM é a segunda imunoglobulina mais abundante no colostro, aproximadamente 2,5mg/ml.
A afinidade de IgM pelo receptor da imunoglobulina polimérica das células epiteliais, possibilita sua
secregao na forma polimérica ja ligada ao componente secretor. A IgM, também ¢é resistente a acidez
do sistema digestivo, chegando intactas as fezes do neonato. Os anticorpos IgM de alta avidez
reativos com virus e bactérias podem ter um importante papel na defesa das mucosas no lactente
(ROITT, 2002).
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A concentrac¢ao de IgM (mg/dL) no Colostro In-natura ndo apresentou diferenca significativa
entre nenhum grupo e, ainda apresentou uma baixa concentracdo. Para a concentracdo de IgM
(mg/dL) no Leite Maduro In-natura ndo houve diferenga significativa entre nenhum grupo e, apesar
da sua baixa concentracao, ela ainda foi apresentada em maior quantidade quando comparada com
as concentracdes do Colostro. Contrariando ROITT (2000), que dizia que a IgM é a segunda
inunoglobulina mais abundante no colostro, nessa analise a IgM se apresentou com maior
concentracao no Leite Maduro.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Embasado nessa importancia, esse trabalho partiu do principio de analisar o perfil da
viscosidade, o teor caldrico e as imunoglobulinas IgA, IgG e IgM, no Colostro e no Leite Maduro,
divididos em, aqueles que foram submetidos ao processo de pasteurizacdo e, os que nao foram
pasteurizados, com a colaboracdo de maes que estavam amamentando. Com os resultados obtidos
nas analises e dosagens foi possivel chegar as seguintes consideragdes finais:

® O Teor Caldrico analisado no leite materno, Gordura e Kcal/L, obtiveram resultados in-
natura sempre maiores do que 15 e 30 dias, independente da pasteuriza¢do ou nao, ou seja, ao passar
do tempo (periodo de congelamento) o teor caldrico é decrescente no Colostro e Leite Maduro. Em
alguns casos, houve semelhanga/proximidade na Gordura % e na Kcal/L de 15 para 30 dias;

© A viscosidade do Colostro in-natura do grupo Pasteurizado apresentou um
comportamento alterado, devido ele nao ter passado pela pasteurizagao;

o No Colostro Pasteurizado, os grupos 15 e 30 dias apresentou perfil de viscosidade
semelhante, indicativo que o processo de pasteurizagao melhora a estabilidade do perfil da curva de
viscosidade ao longo do tempo;

o O Colostro Nao pasteurizado reafirmou, através do aumento no grupo de 30 dias, o que
foi apresentado/indicado no Colostro Pasteurizado, que o processo de pasteurizagdo no colostro
confere estabilidade a sua viscosidade;

© O Leite Maduro Pasteurizado mostrou que a pasteurizagdo aproxima o perfil de
viscosidade dos grupos de 15 dias com o de 30 dias em relagao ao in-Natura;

o No Leite Maduro Néao Pasteurizado, qualquer variagao ocorrida no grupo in-natura em
relacao aos demais se deve ao congelamento, até mesmo porque esse grupo nao foi submetido ao
tratamento de pasteurizacao;

o Houve alteracao no perfil de viscosidade do grupo in-natura em relagdo aos grupos 15 e 30
dias, tanto para o Colostro quanto para o Leite Maduro. Tal comportamento nado esta associado ao
processo de Pasteurizagao e sim ao processo de congelamento;

o Embora houve redugao no teor calérico no Colostro pasteurizado, ela ndo se revelou na
viscosidade e, para o grupo nao pasteurizado a reducao de gordura se mostrou evidente no perfil da
curva de viscosidade;

o Comparando a viscosidade com a percentagem de gordura e a quilocaloria/litro no
Colostro Pasteurizado e no Colostro Nao-Pasteurizado houve uma diminuicao gradativa;

® Todas as imunoglobulinas diminuiram com o a periodo de congelamento, ou seja, o tempo
interferiu nos antigenos, apesar de ja serem apresentados em baixas concentragdes;

® A imunoglobulina IgA teve sua concentragao mais elevada no Colostro, do que a IgG e a
IgM;

o Destaque para a imunoglobulina IgM no Leite Maduro In-natura que apesar da sua baixa
concentragdo, se apresentou em maior quantidade quando comparada com as concentra¢des do
Colostro.

Em suma, a amamentagdo € um processo complexo, com muitos fatores envolvidos, de ordem
biologica, social, cultural, étnica/racial, economica e emocional. Devido a sua importancia no curto,
médio e longo prazo para as pessoas envolvidas, em especial para a crianga, torna-se um desafio para
o profissional de satde conduzir adequadamente esse processo, auxiliando a mae a ter uma
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amamentacdo bem sucedida, mas sempre atento as necessidades da crianga, da mae e da familia, e
quando esse ato é de algum modo adiado ou impedido, entra a importancia do trabalho dos
profissionais da 4rea da sauide, que devem sempre estar trazendo novos conhecimentos sobre o leite
materno, desse modo, entendo melhor suas caracteristicas e a melhor forma de armazenamento nos
Bancos de Leite para posteriormente ser ofertado um leite de qualidade a aquelas criangas que
necessitam. Ofertando o leite mais adequado aos recém-nascidos de baixo peso.
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Resumo

A onicomicose é uma infec¢ao fungica, com degradacdo da queratina e da proteina que constitui a
maior parte das unhas. As unhas dos pés sao as mais afetadas, pois lidam mais frequentemente com
ambientes umidos, escuros e quentes. O tratamento da onicomicose hoje em dia e visto pela
populacdo portadora como algo de dificil acesso quando o assunto é tratamento, pois as baixas taxas
de cura sdao o reflexo da dificuldade que existe no tratamento. Ha muitas variedades em
medicamentos antifingicos que muitas das vezes nao sao tao eficazes devido a pouca permeagao na
unha, sendo assim o ideal e fazer a remogao da parte comprometida para melhor permeacdo do ativo.
Visando melhora essa patologia foi pensada em um tratamento com oleo essencial de melaleuca
juntamente com a aplicacao de alta frequéncia afim de potencializar os resultados obtidos pelo dleo
de melaleuca, onde foi obtido resultados positivos.

Palavras-chave: Alta-frequencia. Onicomicose. Oleo de Melaleuca. Micose em unhas.

Potential for antifungal action of tea tree essential oil associated with
high frequency application in the treatment of onychomycosis

ABSTRACT

Onychomycosis is a fungal infection, with keratin degradation and the protein that makes up most of
the nails. Toenails are the most affected, as they most often deal with humid, dark, and hot
environments. The carrier population sees the treatment of onychomycosis today as something
difficult to access when it comes to treatment, as the low cure rates reflect the difficulty that exists in
the treatment. Many varieties of antifungal drugs are often not as effective due to little permeation in
the nail, so the ideal is to remove the compromised part for better permeation of the active. Aiming at
improving this pathology, a treatment with tea tree essential oil was thought of along with the
application of high frequency to enhance the results obtained by tea tree oil, where positive results
were obtained.

Keywords: High Frequency. Onychomycosis. Melaleuca oil. Ringworm on nails.
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1. INTRODUCAO

As unhas sdo formadas por camadas de células queratinizadas que apresentam estruturas
corneas resistentes, transliicidas, com brilho e curvatura caracteristicas e estao localizadas sobre a
superficie dorsal das falanges dos dedos das maos e dos pés, [4]. Sao constituidas por estruturas
epiteliais queratinizadas, sendo elas: as pregas ungueais, o leito ungueal, o hiponiquio e a matriz.

Varios fatores como o sexo, idade, doengas sistémicas ou locais, uso de medicamentos e
cosméticos, e condi¢des ocupacionais e sazonais podem influenciar no crescimento das unhas, o que
determina variagOes significativas na taxa de crescimento entre individuos em diferentes etapas da
vida [1].

Nas unhas as infec¢des de origem ftingicas sao chamadas de micose, podendo aparecer de
forma superficial, cutanea, subcutanea e profunda na pele do individuo. Os fungos que ocupam as
unhas sao nomeados dermatdfitos, eles desenvolvem na queratina que apresenta nas laminas
ungueal [11].

As unhas dos pés sao as mais afetadas por infec¢des fungicas. Esta maior prevaléncia de
infeccdes em unhas dospés pode estar associada ao ambiente Umido, escuro e aquecido,
proporcionado pelo uso de calcados, o que favorece o crescimento destes microorganismos, que
utilizam como principal fonte de nutrientes a queratina [7].

Quando as unhas sao infectadas, chama-se tinha ungueal ou onicomicose. A transmissao
dessas infec¢Oes ocorrem por contato direto ou indireto com os fungos, apds traumas ou ferimentos,
por inalagdo dos fungos provenientes do meio ambiente e, além disso, podem ser decorrentes de
alteragdes no sistema imunolégica, neste caso sao chamadas de micoses oportunistas [9].

O tratamento das onicomicoses sdo dificeis devido a espessura da queratina das unhas e
menor vascularizagao, o que dificulta a penetracao de medicamentos por via sistémica. O tratamento
estabelecido das onicomicoses é feito com a combinacao de medicamentos topicos e sistémicos,
sendo os medicamentos de uso topico, embora menos efetivo, € o mais aceito pelos pacientes. Para
facilitar uma melhor distribui¢cdo do farmaco pela unha e com menos efeitos colaterais, podem ser
utilizado esmaltes antifingicos de aplicacao local [10].

Outra opgao viavel para o tratamento da onicomicoses € a utilizagao do 6leo essencial de
Melaleuca alternifélia. A melaleuca (Melaleuca alternifolia) é uma pequena arvore, suas folhas sao
parecidas com agulhas e as flores sdo amarelas ou arroxeadas [11].

Uma das espécies da Melaleuca ja muito conhecida em variadas regides é a Melaleuca
alternifélia, a qual ¢ utilizada decorrente aos diversos estudos realizados comprovando
suasbioatividades benéficas como, repelente, inseticida, larvicida antimicrobiana, biocida e
antifingica e também como aromatizante, importante areas que vem crescendo para terapias.Entre a
grande maioria dos estudos a Melaleuca alternifdlia vem sendo utilizava na forma de 6leo essencial,
uma forma legitima na medicina em sua eficacias [8] e reconhecida pelo padrao internacional (ISO
4730:2004) o qual o terpinen-4-ol é identificado como o principal ativo responsavel pela agao
terapéutica do 6leo essencial do Melaleuca [2].

Este oleo essencial (OE) é extraido das folhas e ramos, e apresenta como principais
constituintes quimicos terpenos, cineol, pineno, terpinenos, cimeno, sesquiterpenos e alcoois. Dentre
as propriedades bioldgicas possui agdo antisséptica, antimicdtica, bactericida, fungicida, germicida,
cicatrizante[5]. Devido estudos promovidos na composicao do 6leo essencial de Melaleuca, sugere a
sua acao antifungica decorrente ao comprometimento das fungdes e alteracdo das propriedades da
membrana [12].

O tratamento de onicomicoses nem sempre ¢ efetivo, sendo de suma importancia manter os
devidos cuidados durante um longo tempo. A persisténcia do paciente e cuidados de higiene sao
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essenciais para o sucesso e cura da micose [15].

Além de produtos para utilizagdo tdpica como o dleo de melaleuca, também pode-se
associar procedimentos estéticos, como a alta frequéncia. Ondas de alta frequéncia sao utilizadas na
podologia e ajudam no tratamento de onicomicoses, uam vez que o ozonio gerado apresenta efeito
fungicida e bactericida. Também estimula a circulacdao do local, além de ter fung¢ao vasodilatadora e
hiperemiante, o que facilita a penetracdo de medicamentos. Apresenta efeito térmico, cicatrizante,
térmico, analgésico e anti-inflamatdrio, os quais sdo importantes para o tratamento de lesdes da pele.
Devido a agao bactericida e antisséptica, vem sendo utilizada em lesdes dermatoldgicas infectadas
por bactérias e fungos. Portanto, existem varias indicagdes quanto ao uso da corrente de alta-
frequéncia, como, acnes, desinfeccao de lesdes podais, feridas e peles inflamadas, cauterizagdo da
pele pds-extragdo, permeacao de principios ativos e revitalizagao da pele [6].

2. DESEVOLVIMENTO

2.1. Metodologia

Trata-se de um estudo clinico onde foram recrutadas 8 pessoas, do género feminino,
apresentando onicomicose nas unhas, idade superior a 20 anos, que nao estivesse fazendo uso de
algum medicamento oral ou tépico com finalidade antifiingica.

Como toda pesquisa envolvendo seres humanos envolve riscos e beneficios, as mulheres que
integraram o grupo analisado foram informadas de como seria o processo do tratamento,
considerando os cuidados que deveriam ser tomados durante o tratamento para progresso do estudo.

Somente apos assinatura do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE) que o
participante foi incluido no estudo. Esta pesquisa quanto a riscos se caracteriza como baixa, mediante
sua pequena possibilidade de danos. O tratamento foi realizado na residéncia da profissional na
cidade de Santa Fé de Goias-GO. Sendo assim, os participantes sao livres para recusar participar ou
retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa.

O estudo teve durabilidade de 4 meses e deu iniciocom uma limpeza nas unhas sendo realizado
a cutilagem de todos os dedos e desbastamento das partes comprometidas das unhas. Em casa o
tratamento teve continuidade como home care todos os dias pelas pacientes aplicando o 6leo nas unhas
que apresenta a patologia duas vezes ao dia, sendo uma vez de manha e outra a noite antes de
dormir.

Uma vez na semana foi removida a cutilagem da paciente aplicando o dleo e em seguida a alta
frequéncia afim de potencializar os resultados. Na semana seguinte a paciente retornou ao espago
para realizar apenas a aplicagao da alta frequéncia juntamente com o dleo essencial de melaleuca
alternifdlia LeafOil, da marca RHR 100% puro, fabricado em Sao Paulo/SP- industria brasileira. O dleo
foi aplicado pura sobre a unha com a patologia. E assim sucessivamente, até o crescimento completo
das unhas.

A analise dos resultados foi realizada através de fotos tiradas no final de cada sessao,
padronizadas com antes e depois.

2.2. Resultados e Discussio

A escolha de tratamento topico muitas vezes é a forma mais segura para o tratamento de
manifestacdo fungicas presente na unha, pois desta forma a uma maior seguranga em evitar efeitos
adversos que ocorre em relagao ao tratamento oral. Entretanto o ativo a ser usado topicamente deve
apresentar penetragao efetiva e altas concentra¢des na lamina ungueal. Com este intuito o OE de
Melaleuca foi escolha para o estudo em questao. Das 8 pacientes testadas algumas tiveram resultados
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significativos quanto ao controle e cura do fungo onicomicdtico presente nas unhas do dedao do pé.
Geralmente a manifestagao fungica nesta regido € de dificil tratamento, pois o uso de sapato fechado
dificulta o tratamento se ndo tiver uma desinfeccdo do calcado e além de ser uma local de alta
umidade pelo suor dos pés, tornando-se um habitat favoravel para o fungo e quando se faz uso de
calcados abertos torna-se também desfavoravel ao tratamento por estar proximo do solo, local de
muita polui¢ao e contaminantes.

Segundo os estudos e ensaios realizados, a paciente 1 (figura 1) apresentava onicomicose ha 5
meses e ndo possuia histdrico de nenhum tratamento anterior. A paciente apresentava fungo nas duas
unhas maiores dos pés, mas apenas uma foi totalmente comprometida. Foi realizada a remogao de
toda unha, pois o fungo ja tinha tomado conta da matriz. Cumpriu as orienta¢des de aplicar todos os
dias o OE de Melaleuca e realizou a limpeza com a aplicagdo proposta no tratamento. Sendo este o
caso mais critico e que apresentou melhora de 100%.

i

Figura 1 - pacientel:aspecto das unhas no primeiro dia de tratamento e apds 2 meses;

A

Figura 2 - paciente 1 apds 4 meses de tratamento.

Paciente 2 (figura 3) de 32 anos: apresentava onicomicose na lateral da unha por 3 anos, tentou
tratamento com alguns ativos farmacéuticos, mas nao obteve resultado. Com o tratamento proposto
apresentou melhora com apenas quatro meses de tratamento, confirmada por apresentar a unha
colada e com rapido crescimento.
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Figura 3 - Paciente2: antes e depois do tratamento (4 meses) com melaleuca e alta frequéncia.

Paciente 3 (figura 4) de 40 anos: apresentava onicomicose na lateral da unha por 10 anos,
tentou vdrios tratamentos com ativos adquiridos por conta propria em farmacias, porém durante este
periodo nao obteve nenhum resultado. Com o tratamento proposto pode-se observar uma melhora
significativa com apenas quatro meses.

Figura 4- Paciente 3: aparéncia da unha no inicio do tratamento e apds 4 meses.

Paciente 4 (figura 5) de 22 anos: adquiriu fungo no trabalho ha 6 meses, seguindo normas da
empresa a utilizagdo de botas, devido a area ser quente abriu porta para o fungo se alojar. Apos 4
meses de tratamento obtemos resultados positivos.

Figura 5- Paciente 4: antes do tratamento; apos 3 meses de tratamento e apds 4 meses.
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Paciente 5 (figura6) de 44 anos: relatou diferente aspecto na unha devido ambiente de
trabalho umido, onde adquiriu onicomicose. Com seguranga e comprometimento foi possivel obter
resultados positivos.

Al .
Figura 6 - Paciente 5:aspecto da unha antes e depois do tratamento
Paciente 6 (figura 7) de 47 anos: queixa que adquiriu o fungo ha 6 meses através da utilizacao

de materiais ndo esterilizados, nao possui historico de nenhum tratamento ou medicamento utilizado
anteriormente. Pode-se perceber uma melhora significativa através do tratamento proposto.

Figura 8 - resultados inconclusivos do tratamento.

Paciente 7 de 65 anos:os resultados obtidos nesta paciente foram muito pouco satisfatérios
devido poucas aplicagdes, por nao comparecer no local. Na imagem podem perceber que nao
apresenta muita diferenca.
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Figura 9-10 - Antes de depois de 4 meses de tratamento.

Paciente 8 de 37 anos: nao apresentou melhora no aspecto das unhas nesses 4 meses de
tratamento devido a uma alergia que adquiriu em uma de suas viagens afetando os pés, apresentando
entdo resultados inconclusivos.

A

Figura 11- Aplicagao da alta frequéncia, juntamente com OE de melaleuca.

Apds andlise das pacientes testadas, foi observado que seis delas obtiveram resultados positivos
para a evolugao da cura e apenas duas pacientes nao obtiveram resultados desejado pelo fato de ter
ocorrido interferéncias e as unhas ndo terem crescido o suficiente para identificar entao o resultado.

Estudos tem sugerido que a utilizagdo apenas da alta frequéncia em pacientes portadores da
onicomicose resultam em bons resultados, porém demora muito tempo para se observar a melhora
clinica das unhas [10].

3. CONSIDERACOES FINAIS

Devido ao ambiente timido, escuro e aquecido, encontrado dentro dos calgados, aunhas dos
pés sdo as que mais apresentam onicomicose, uma vez que este ambiente favorece o crescimento de
fungos, que utilizam a queratia como principal fonte de nutrientes [7]. Este estudo teve importancia
significativa atuando na satide das unhas e no autoestima das pacientes recrutadas. Foi observado
melhora significativa em seis pacientes, e em duas pacientes os resultados foram inconclusivos devido
interferéncias por parte das pacientes. A eficacia do OE de melaleuca devido sua a¢ao antimicrobiana
contra bactérias, fungos e alguns virus, juntamente com a alta frequéncia, onde o ozénio gerado
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também apresenta efeito fungicida e bactericida, e estimula a circulagio local, facilitando a penetragao
do dleo, parece ser um tratamento alternativo eficaz para a onicomicose .
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Resumo

A sigla LGBT representa Lésbicas, Gays, Bissexuais, Travestis, Transexuais e Transgéneros. A falta de
assisténcia a saude dessas pessoas acontece principalmente pela discriminacdo e o preconceito da
comunidade médica. O trabalho tem como objetivo realizar uma revisao sistematica de literatura para
evidenciar a importancia da inclusao de politicas publicas em sauide destinadas a populagao LGBT.
Foi utilizado o banco de dados online da Medical Publications (PubMed). De acordo com os critérios
definidos, foram selecionados 5 ensaios clinicos, com um total de 1.412 pessoas avaliadas. Apesar do
aumento da aceitacdo e reconhecimento de pessoas LGBT nos ultimos anos, a educagdo sobre as
necessidades em saude dessa populagdao, por parte dos profissionais, ainda é muito atrasada e
deficiente. Com isso, gera-se um acesso restrito desses pacientes, devido a precariedade de
profissionais da drea com competéncia cultural e clinica para atendé-los. O presente estudo mostrou
que as minorias sexuais possuem uma elevada amplitude, complexidade e importancia, das quais
precisam ser devidamente pesquisadas, ensinadas e disseminadas por meio de politicas publicas em
saude especificas, para entao fazer a inclusao dessas pessoas da maneira eficaz e profissional.

Palavras-chave: Assisténcia a saude, Discriminagado, Preconceito, Minorias sexuais

The Importance of Inclusion of Public Health Policies Aimed at the
LGBT Population

ABSTRACT

The acronym LGBT stands for Lesbians, Gays, Bisexuals, Transvestites, Transsexuals and
Transgender. The lack of health care for these people is mainly due to discrimination and prejudice
from the medical community. The work aims to carry out a systematic literature review to highlight
the importance of including public health policies aimed at the LGBT population. The online database
of Medical Publications (PubMed) was used. According to the defined criteria, 5 clinical trials were
selected, with 1,412 people evaluated. Despite the increased acceptance and recognition of LGBT
people in recent years, professionals' education on the health needs of this population is still very
backward and deficient. With this, restricted access of these patients is generated due to the
precariousness of professionals in the area with cultural and clinical competence to assist them. The
present study showed that sexual minorities have a high amplitude, complexity, and importance,
which need to be properly researched, taught, and disseminated through specific public health
policies so that these people can be effectively and professionally included.

Keywords: Health care, Discrimination, Prejudice, Sexual minorities
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1. INTRODUCAO

A sigla LGBT representa Lésbicas, Gays, Bissexuais, Transexuais, Transgéneros e Travestis.
A abordagem conhecida como LGBT atualmente nos anos 2000, no Brasil, iniciou- se com o
movimento gay, sendo o primeiro deles chamado de grupo Somos em 1978 [1]. Foi articulado como
uma maneira de resisténcia contra a ditatura militar, sendo por isso que a homossexualidade ¢
reconhecida recentemente no pais, pois antigamente estava associada a doenga.

A literatura revela que existe um aumento significativo de problemas fisicos e mentais na
populacao LGBT quando comparada a pessoas heterossexuais [2]. Isso acontece porque esse grupo
de pessoas tem mais estresses psicologicos, podendo acarretar em maiores taxas de depressao,
distirbio de imagem, transtornos de ansiedade, comportamentos sexuais de risco, ideias suicidas,
entre outros. Alguns autores definem esse fato como estresse minoritario, no qual é sofrido de
maneira excessiva por individuos de classes sociais estigmatizadas.

A falta de assisténcia a satide dessas pessoas acontece principalmente pela discriminagao e o
preconceito da comunidade médica, sendo extremamente necessaria a implementacao de politicas
publicas de satide destinadas a esse publico, para o preparo adequado dos profissionais sobre as
reais necessidades e particularidades da saude LGBT [3]. O Ministério da Sauide criou a Politica
Nacional de Satude Integral de LGBT em 2011, com o intuito de ampla conscientizagao e valorizacao
de saude, sobre o direito de todos os cidaddos de receber atendimento livre de discriminacao,
negacao ou restricao em virtude da identidade de género ou orientacao sexual.

Essa inclusdao deve levar em conta aspectos sociais, econdmicos, histoéricos, culturais,
bioldgicos, psicoldgicos e ambientais. Apesar de ser fundamental o reconhecimento das
individualidades da satide dessa populagao em todas as areas da medicina, essa qualificacao deve
ocorrer principalmente por médicos da familia e comunidade, visto que atuam na Estratégia Satide
da Familia (ESF), na qual é, na maioria das vezes, o primeiro contato com essas pessoas.

O trabalho tem como objetivo realizar uma revisao sistematica de literatura para evidenciar
a importancia da inclusao de politicas publicas em satide destinadas a populagdo LGBT. A partir da
utilizacdo de banco de dados online da Medical Publications (PubMed) realizou uma busca de
artigos com os seguintes critérios de inclusao: artigos completos publicados nos tltimos 5 anos (de
2015 a 2020), com texto completo livre e que tivessem um desenho de estudo epidemiolégico (estudo
clinico randomizado). Como critérios de exclusdo foram incluidos: artigos com acesso restrito ao
texto completo, as duplicidades e artigos com contetido nao correspondente as regras estabelecidas.

De acordo com os critérios definidos, foram selecionados 5 ensaios clinicos, com um total de
1.412 pessoas avaliadas. Foi criado um quadro sinéptico especialmente construido para a avaliagao,
exemplificagdo e analise dos dados coletados, que contemplou as caracteristicas consideradas mais
pertinentes: nome dos autores e ano de publicagdo, amostragem, metodologia e conclusao.

Para o referencial teérico foi utilizado os bancos de dados PubMed e SciELO. Os critérios de
inclusao foram artigos publicados nos ultimos 5 anos e com texto completo com livre acesso. Nao
foram selecionados os artigos que nao possuissem o acesso completo disponivel, assim como aqueles
que nao abordavam o assunto estabelecido.

2. DESEVOLVIMENTO

Apesar do aumento da aceitagao e reconhecimento de pessoas LGBT nos ultimos anos, além
de igualdade em algumas areas, a educacgao sobre as necessidades em satude dessa populagao, por
parte dos profissionais, ainda é muito atrasada e deficiente. Com isso, gera-se um acesso restrito
desses pacientes, devido a precariedade de profissionais da drea com competéncia cultural e clinica
para atendé-los, promovendo a disseminagao de desigualdades na satde.

As transformagdes e inclusdes necessitam ser feitas nas grades curriculares dos estudantes da
area, por meio do ensino de como abordar e cuidar das particularidades de minorias sociais, bem
como nas politicas publicas em promogao de satde, desde campanhas de vacinagdo a tratamentos
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especificos e direcionados para esse publico [4,5]. A tabela a seguir expde e detalha os pontos
pertinentes de cada artigo selecionado, sobre pesquisas envolvendo algumas politicas publicas em
saude direcionadas, bem como a repercussdao entre o publico alvo apds serem estabelecidas. DE
acordo com os critérios (inclusdo e exclusdo) estabelecidos foram incluidos 5 artigos (Tabela 1),
totalizando 1.412 pessoas abrangidas na pesquisa.

Tabela 1. Dados dos artigos selecionados considerando autor, ano de publicacdo, amostragem,
metodologia e conclusao.

Autoria/Ano Amostra Metodologia Conclusao
de publicagao
MATTHEWS, 345 Ensaio clinico | O artigo comparou um tratamento de
et al.[6] randomizado | cessagao do tabagismo nao direcionado
em relacdao a um cognitivo-
comportamental direcionado  para

fumantes  LGBT. Os  resultados
mostraram que houve maiores beneficios
do tratamento direcionado e associado a
reposicao de nicotina, quando comparado
ao tratamento padrao. Além disso, houve
mais aceitabilidade para iniciar a terapia
de cessagao do tabagismo nos pacientes

que participaram do método

direcionado.
BAUERMEISTER, 474 Ensaio clinico | O estudo com homens jovens e negros
José A etal. [7] randomizado | que fazem sexo com homens, que sao a

maiorias dos novos infectados por HIV
nos Estados Unidos, mostrou que as
experiéncias de estigma externalizado e
internalizado estao ligadas diretamente

ao aumento dos

sofrimentos psicoldgicos nessas pessoas.
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MCREE, Annie Let 141 Ensaio clinico | Foi realizada uma intervencao de vacinacao
al. [8] randomizado | €ontra HPY na Web para jovens adu?tos
gays e bissexuais, que revelou efeitos
positivos na aceitabilidade, nas atitudes e
crengas, fazendo com que essa populagao
obtivesse melhorias das construgoes
associadas a vacinacao contra HPV. Além
disso, o estudo sugere que ha
melhores resultados quando ha uma
intervengao com multiplos

componentes do que uma
abordagem de visdo tinica

YBARRA, Michele 302 Ensaio Realizou-se uma intervengdo por meio
Letal. [9] clinico de mensagens de texto, desenvolvida
randomizado | Para adolescentes bissexuais e gays
com o intuito de melhorar
suasinformacgdes a respeito do  HIV.
Houve um aumento particularmente
maior de informagdes de prevengao nos
jovens sem experiéncia sexual dentro do

grupo de tratamento.

REITER, Paul L et 150 Ensaio Desenvolveu-se  uma intervengao

al. [10] clinico para

randomizado | vacinacdo contra o HPV especificamente
para jovens gays e bissexuais, na qual

mostrou-se uma  estratégia
bastante

promissora e eficaz.

Fonte: Proprio autor.

O estudo de MATTHEWS et al., [6] foi um dos primeiros a estudar os resultados de um ensaio
clinico randomizado sobre a comparacao de uma terapia de cessagao do tabagismo cognitivo-
comportamental direcionada, em relagdo a outra nao direcionada para fumantes LGBT. O artigo
aponta os beneficios alcancados no grupo de tratamento direcionado associado a terapia de
reposicao de nicotina, que foram maiores em relagio ao ndo direcionado, sendo relevantes e
importantes. Ademais, € ratificado também a elevagao da aceitabilidade pelos pacientes, quando
submetidos a um tratamento especifico.

As taxas de finalizagdo do tratamento foram aceitdveis no grupo com terapia cognitivo-
comportamental direcionada, na qual estavam inclusas pessoas de niveis socioecondmicos mais
baixos, minorias étnicas/raciais e aqueles com barreiras conhecidas a conclusdo do tratamento. As
duas intervengdes apresentaram niveis de cessagao do tabagismo semelhantes, porém houve uma
preferéncia de escolha maior, por parte dos participantes, para o grupo com direcionamento do que
o grupo com o estabelecido de forma padrao. Com isso, além dos beneficios aos fumantes, essa nova
terapia foi altamente viavel, eficaz e aceitavel.

No trabalho de BAUERMEISTERet al. [7] foi abordado como o estigma diminui o efeito protetor
do apoio social, sobre o sofrimento psicoldgico entre os jovens negros que fazem sexo com homens.
Foi apontado que o estigma interseccional expde essas pessoas a estressores diarios, dos quais
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aumentam a sua vulnerabilidade a eventos psicologicos e fisicos de discriminagao e ainda ressaltam
a importancia e necessidade de politicas contrdrias ao ato de discriminar.

A relagao entre apoio social e HIV foi diferente de acordo com o status da doenca, sendo o
menor apoio social associado a maior estigma internalizado e externalizado entre os participantes
soronegativos e soropositivos. Os resultados mostraram que a oportunidade de usar o apoio social,
em homens negros vivendo com HIV que praticam relagao sexual com outros homens, para
diminuir o impacto do estigma no transtorno psicolégico, é benéfica.

Na pesquisa de MCREE et al. [8] foi analisada a aceitabilidade e efeitos a curto prazo de uma
intervencao através da Web para vacinacdo contra o HPV para jovens adultos gays e bissexuais. O
estudo sugere que as intervengdes para a vacina contra o HPV sao realmente benéficas quando vao
além da educagao basica, para o aumento do conhecimento, e quando inclui componentes
adicionais.

Os autores ainda sugerem que essa inclusao pode ser feita através de multiplos componentes ao
invés de uma abordagem unica, como estratégias de desenvolvimento de habilidades, recursos para
vacinagao, contetido personalizado e direcionado, entre outros.

No artigo de YBARRA et al. [9] foi realizado um estudo controlado randomizado, abordando o
efeito de um programa de prevengao do HIV através de mensagens de texto em jovens de minorias
sexuais. Uma experiéncia inovadora que incluiu melhora das informagoes, motivagdes e habilidade
comportamentais em adolescentes gays e bissexuais para prevenc¢ao da doenga.

O aumento foi mais significativo no quesito motivagdo e nos jovens que nunca haviam
vivenciado relagdes sexuais, sendo sugerido que as interven¢des deveriam ser iniciadas em
adolescentes o quanto antes para alcan¢ar um maior impacto.

Em REITER et al. [10] foi desenvolvida uma intervencao para vacinagao contra o HPV
especificamente para jovens gays e bissexuais, mostrando-se uma estratégia bastante eficaz e
promissora. Foi revelado também que homens gays e bissexuais dependem muito da tecnologia
para absorver orientagbes e informagdes sobre sauide, sendo os resultados positivos quando
realizaram a intervencao por meio desse veiculo.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Ha cerca de uma década atras, ainda nao haviam informagdes e orientagdes que incluiam o
atendimento de pessoas LGBT nos textos padrdes disseminados. Atualmente, ainda revela-se a
necessidade de desenvolver competéncias essenciais através de um treinamento em satide sobre as
particularidades de lésbicas, gays, bissexuais e transgéneros, de maneira que os alunos treinados
possam utilizar esse aprendizado independente da sua especialidade ou area de atuagao. Além
disso, com esse ensino € possivel criar um ambiente acolhedor e afirmativo para esses pacientes,
para a equipe e estudantes.

O presente estudo mostrou que as minorias sexuais possuem uma elevada amplitude,
complexidade e importancia, das quais precisam ser devidamente pesquisadas, ensinadas e
disseminadas por meio de politicas publicas em satide especificas, para entdo fazer a inclusao dessas
pessoas da maneira eficaz e profissional, para obten¢ao de maiores beneficios a essa populagao.
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Resumo

Distarbios alimentares sdo distarbios psiquidtricos caracterizados por alteracdes nos
comportamentos alimentares, que levam a uma alta taxa de morbidade e mortalidade. Considerando
que a detecgao precoce de predisposicao a transtornos alimentares € muito importante, o presente
estudo teve como objetivo detectar o risco entre académicos ingressantes e concluintes de um curso
de Educagao Fisica. A pesquisa foi realizada em 2019 em uma instituigao de ensino superior privada
do interior de Minas Gerais - Brasil. A amostra foi de 28 académicos sendo 10 ingressantes e 18
concluintes. O risco de distarbios alimentares foi avaliado, nesse estudo, utilizando o Teste de
Atitudes Alimentares (EAT-26). De acordo com os resultados a prevaléncia de alto risco para
transtornos alimentares foi de 46%, um resultado muito alarmante por estar significativamente
acima da média mundial. Através da deteccao de populagdes de risco é possivel realizar agdes
preventivas para reduzir o risco de transtornos alimentares e seus agravos.

Palavras-chave: Distarbios alimentares. Educac¢ao nutricional. Anorexia. Bulimia.

Application of the EAT-26 test to screen for eating disorders

ABSTRACT

Eating disorders are psychiatric disorders characterized by changes in eating behaviors, leading to a
high morbidity and mortality rate. Considering that the early detection of predisposition to eating
disorders is very important, the present study aimed to detect the risk among undergraduate and
graduate students of a Physical Education course. The research was conducted in 2019 in a private
higher education institution in the interior of Minas Gerais - Brazil. The sample consisted of 28
students, 10 incomings, and 18 graduates. The risk of eating disorders was evaluated in this study
using the Eating Attitudes Test (EAT-26). According to the results, the prevalence of high risk for
eating disorders was 46%, a very alarming result because it was significantly above the world
average. By detecting at-risk populations, it is possible to carry out preventive actions to reduce the
risk of eating disorders and their injuries.

Keywords: Eating disorders. Nutritional education. Anorexia. Bulimia.

1. INTRODUCAO

A imagem corporal e sua percepcao é descrita como a imagem que um individuo tem sobre
o seu tamanho e sua forma corpoérea, estando ligada a diversos fatores biopsicossociais [1].

Uma insatisfagdo com a imagem pessoal, princialmente relacionada ao ganho excessivo de
peso, é relatada como uma das mais importantes varidveis ligadas ao risco de desenvolvimento de
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transtornos alimentares [2]. As caracteristicas pessoais, como a autoestima e o humor, além de
presenca de sintomas depressivos ou relacionados ao prfeccionismo, e também a propria morfologia
corporal sdo relatados como fatores relacionados aos comportamentos presentes em transtornos
alimentares [3].

Vomitos autoprovocados, restri¢des alimentares e dietas restritivas criadas pelos préprios
pacientes, o uso excessivo de laxantes e diuréticos sao alguns exemplos de comportamentos de risco
para transtornos alimentares. Estes sdo prejudiciais a satide e evidéncias indicam prevaléncia desses
comportamentos para transtornos alimentares de até 25% em toda populagao mundial [4].

A anorexia é caracterizada pela recusa alimentar e a tentativa do paciente em manter em
uma faixa minima o peso corporal, o que nas mulheres pode levar a problemas como queda de
cabelo, amenorréia, unhas fracas, entre outros. A bulimia, por sua vez, esta presente nos casos
repetidos de compulsdes alimentares, seguidos por tentativa de comportamentos compensatorios
inadequados, como vOmitos auto-provocados, bem como o uso de laxantes e diuréticos, promogao
de jejuns intermitentes ou um excesso de exercicios fisicos tendendo a exaustao. A perda de peso é
mais evidénciada nos casos de anorexia em comparagao com os casos de bulimia. Além disso, é
comum em ambos disttrbios psicologicos o um temor ao ganhar peso, assim como alteracdes na
percepgao da forma e do prérpio peso corporal [5].

A auséncia de ovulagdo é um problema frequentemente presente nesses distiirbios
alimentares, constituindo-se de uma reacgao adaptativa do organismo a condigao extrema de inani¢ao
e resultando em alteracdbes hormonais no eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal feminino.
Semelhantemente, em homens, ocorre uma reducao de testosterona, gerando um quadro de
hipogonadismo levando a perda de libido e a disfungdes sexuais. O aumento da secregao de cortisol
e a diminuicdo da fungdo tireoidiana também estardo presentes nos quadros de disttrbios
alimentares, sendo essa ultima ativada pelo préprio organismo em uma tentativa de redugado de
gasto energético e tentativa compensatoria aos poucos recursos nutricionais disponiveis [6, 7].

Um quadro de ma nutrigao, somado ao elevado cortisol e a deficiéncia de esterdides sexuais
promovem uma maior queda dos niveis de calcio, fésforo e magnésio presentes no sangue, o que
pode levar a outras consequéncias, como a perda de massa 9ssea, a diminuigao do crescimento ésseo
e, por fim, quadros clinicos de osteoporose [8].

Em geral, o graduando de Educacao Fisica preocupa-se muito com sua imagem corporal,
exercicios fisicos e alimentacdo, o que, na maioria das vezes € algo positivo. Entretanto, quando isso
se torna uma preocupagdo excessiva pode levar a transtornos psicoldgicos e alimentares. Neste
contexto, o presente estudo torna-se relevante, pois ao identificar possiveis riscos de transtornos
alimentares entre os graduandos de Educacao Fisica, medidas educativas e preventivas podem ser
desenvolvidas, contribuindo para a saide e bem estar desses alunos. O presente estudo buscou
avaliar as atitudes alimentares de alunos do curso de Educagao Fisica de uma instituicdo de ensino
do interior de Minas Gerais pelo EAT-26.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Materiais e Métodos

A pesquisa foi quantitativa, exploratdria e transversal. A amostra foi composta pelos alunos
ingressantes e concluintes do curso de Educagdo Fisica, no ano de 2019, em instituicao de ensino
superior de um municipio do interior de Minas Gerais, Brasil. Para divulga¢ao da pesquisa foram
realizados contatos pessoalmente nos horarios de intervalos de aula e por e-mail com os estudantes
informando os objetivos da pesquisa e o link de acesso online ao formulério. Foram incluidos todos os
graduandos que concordaram em participar da pesquisa, mas foram excluidos os que nado estavam
presentes nas ocasides de divulgacao e tentativa de coleta de dados.

Utilizou-se do Teste Atitudes Alimentares (EAT-26) online aplicado na amostra durante os
meses de setembro e outubro de 2019, apos a aprovagao ética do projeto pelo Centro Universitario do
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Planalto de Araxa (Protocolo 002563/62). O teste foi desenvolvido por Garner e Garfinkel (1979) [9]
para fins de diagnosticar, inicialmente, quadros clinicos de anorexia nervosa. Entretanto, tornou-se o
teste mais aplicado a todas disfun¢Ges alimentares. Os resultados obtidos mostraram nao ser possivel
fazer o diagndstico de distirbios alimentares, mas foi verificado que com o teste é possivel a detecgao
de casos clinicos em populacdes de alto risco e identificagdo de individuos com preocupacoes
excessivas sobre alimentacdo e peso corpoéreo, ou seja, individuos em situagao de rico e maior
predisposicao aos disturbios alimentares. A escala adaptada (EAT-26) possui apenas 26 dos 40
originias parametros avaliados, sendo importante destacar que 14 desses parametros foram excluidos
por fins de redundancia, logo formando uma escala mais simples e rdpida no quesito de aplicacao,
embora haja muita correlacao com a escala original de 40 parametros.

A versao em portugués [10] esta validada e amplamente referenciada. Segue a pontuagao:

e Sempre = 3;

e Muitas vezes = 2;

e Asvezes=1 ;

e Poucas vezes, quase nunca e nunca = .

A questdo 25 possui uma pontuagao dita invertida, pois as alternativas “sempre”, “muitas
vezes” e “as vezes” sdo apresentadas com o peso 0, a resposta “poucas vezes” apresenta peso 1, além
de “quase nunca” apresentar peso 2 e “nunca” apresentar o valor 3. A partir da soma das respostas €
possivel o calculo do escore. Resultados de risco para transtorno alimentar: Escore 20 ou mais: risco
alto; Escore de 10 a 19: baixo risco; Escore de 0 a 9: fora de risco [10].

A opgao foi por uma coleta de dados online (Google Docs Forms). A busca por métodos e
instrumentos praticos e confiaveis para coletar informacdes, é constante na area da epidemiologia. O
avango das tecnologias e meios de comunicagao tem sido uma importante contribuigao, a internet nos
ultimos tempos tornou-se também uma ferramenta de levantamento de dados [11].

A tabulagdo inicial dos dados se deu automaticamente pelo Google Docs Form, em seguida
foi realizada estatistica descritiva, com ntimeros e percentuais para cada parametro avaliado.

2.2. Resultados e Discussio

Os transtornos alimentares apresentam severidade significativa em varios aspectos, podendo
ser destacados: risco consideravel de comprometimento emocional, psicossocial e sexual. Acrescente-
se ainda o alto risco de morbidade e mesmo mortalidade [12].

O presente estudo buscou conhecer o risco de transtornos alimentares entre alunos
ingressantes e concluintes de um curso de Educagdo Fisica, cujos profissionais, em geral,
intrinsicamente, apresentam significativa preocupagao com a imagem corporal.

De acordo com a figura 1 quase metade da amostra (46%) tem alto risco, 43% tem baixo risco
e apenas 11% esta livre de risco. Esses dados corroboram com outro estudo brasileiro recente que
também encontrou alto risco em 49,9% da amostra [13].

Estudos de Fiattes e Salles (2001) [14] mostraram que 25,4% dos estudantes do curso de
nutricdo apresentavam risco. Além disso, um outro estudo [15] identificou que 26,1% dos
universitdrios da area da saide no Brasil correm o risco de desenvolver transtornos alimentares em
algum momento da vida, principalmente por causa de preocupagdes anormais sobre dieta e peso
corporeo.

Esses resultados encontrados sdo alarmantes, considerando que a prevaléncia de EAT-26 de
alto risco foi bem acima da média mundial. Sendo em geral até 8% considerados baixos e acima de
20% requerem atencao [16].
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Figura 1. Distribuicao da amostra quanto ao risco de desordens alimentares segundo o EAT-26.

Quando os dados sao analisados separadamente para ingressantes e concluintes (Tabela 1),
nota-se que houve similaridades, indicando que o nivel académico ndo proporcionou interferéncias
relevantes, reforcando que, entre os académicos, o risco para transtornos alimentares foi alto para
toda a amostra.

Tabela 1. Distribui¢do dos académicos ingressantes e concluintes quanto ao risco de desordens

alimentares.
Ingressantes Concluintes
N % N %
Alto risco 4 40 9 50
Baixo risco 4 40 8 44
Fora de risco 2 20 1 6
10 100 18 100

3. CONSIDERACOES FINAIS

Por meio da deteccdo de populagdes de risco é possivel programar e intensificar agdes
educativas voltadas para a nutri¢ao, bem-estar e qualidade de vida das pessoas, reduzindo os riscos
para os transtornos alimentares.

Diante dos resultados é possivel concluir que a amostra tem risco para desordens
alimentares e seus impactos. E necessério adotar estratégias efetivas para a modificagio de
comportamentos restritivos da dieta e a insatisfacdo corporal, especialmente entre jovens, e, mais
ainda, entre académicos e profissionais da Educacao Fisica.
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Resumo

O estresse € um conjunto de alteragdes no mecanismo fisioldgico, promovendo modificagoes
quimicas, bioldgicas e fisicas no corpo humano. Profissionais da satide podem possuir niveis maiores
de estresse, bem como académicos da area da saude, principalmente pelo fato de possuirem rotina
laboral voltada para muitos atendimentos em pouca quantidade de tempo, que culminam em
exaustao, maus hébitos alimentares, diminuicao do lazer, privacao de sono, entre outros. Além disso,
é possivel perceber que nessa drea outro fator estressor presente é a constante necessidade dos
profissionais e académicos lidarem com a morte de pacientes, cuidados paliativos, rotinas de urgéncia
e emergeéncia. Por fim, a correta qualidade de vida e o controle do estresse devem ser promovidos e
incentivados desde a rotina académica dos cursos da area de satde até mesmo nos ambitos
hospitalares de trabalho dos profissionais da satide.

Palavras-chave: Estresse. Profissionais da satide. Estudantes da satide.

The impact of stress on health professionals and students

ABSTRACT

Stress is a set of changes in the physiological mechanism, promoting chemical, biological and physical
changes in the human body. Health professionals can have higher levels of stress and academics in
the health area, mainly because they have a work routine focused on many visits in a small amount of
time, which culminate in exhaustion, poor eating habits, decreased leisure, sleep deprivation, among
others. In addition, it is possible to notice that, another stressing factor present in this area is the
constant need for professionals and academics to deal with the death of patients, palliative care, and
urgent and emergency routines. Finally, the correct quality of life and stress control should be
promoted and encouraged from the academic routine of health courses to even in the hospital areas of
work of health professionals.

Keywords: Stress. Health professionals. Health students.

1. INTRODUCAO

O estresse ¢ um elemento presente em patologias, sendo fator relacionado a mudangas na
estrutura quimica corpdrea. Biologicamente, o estresse consiste em uma ameaga real ou potencial a
homeostase, levando a perda de equilibrio. O estresse apresenta a caracteristica de se manifestar
através da Sindrome Geral de Adaptagao (SGA), promovendo altera¢des. Desse modo, a Sindrome
Geral de Adaptagao é o conjunto de respostas nao especificadas capazes de ocorrerem em trés fases:
a primeira denominada fase de alarme, onde ha manifestacdes agudas sintomaticas, a segunda
denominada fase de resisténcia, quando as manifestagdes agudas desaparecem e a terceira, chamada
fase de exaustao, quando ha a volta das reacdes da primeira fase e pode haver o colapso do
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organismo. Dessa forma, o estresse apresenta manifesta¢Oes fisiologicas diferentes dependendo da
fase. Também ¢é importante ressaltar que o estresse mais grave leva a fase de exaustao, podendo ou
nao ter passado anteriormente pelas outras fases [1].

O trabalho na area da satde apresenta um carater descrito muitas vezes como estressante,
fazendo com que a satde mental dos profissionais envolvidos seja motivo de preocupagdo. A
natureza do exercicio da profissao médica e da organizacdo desse trabalho podem gerar distirbios
emocionais, nao s6 em profissionais da area da satde, mas também em estudantes dos cursos
relacionados [2].

A literatura descreve varios momentos considerados potenciais estressores na vida do
académico da area de saude [3, 4]. Como exemplos de fatores estressores nesse publico destacam-se
o vestibular que exige extremo esfor¢o e competitividade, a metodologia de ensino atualmente
pautada no modelo Problem Based Learning (PBL) que ¢ diferente da usada durante o periodo de
ensino fundamental e médio, além do ritmo dos rodizios do internato e a escolha da futura possivel
especialidade [5].

O primeiro contato dos estudantes da area da satide com pacientes e o término da faculdade,
também podem ser considerados momentos criticos, onde o receio de atuar profissionalmente pode
eventualmente surgir [5].

O estresse no trabalho influencia diretamente a qualidade de vida [6]. Na area da satde, um
ambiente saudavel de trabalho, proporciona melhores atuagdes desses profissionais no ambiente de
trabalho e também sobre suas relagdes familiares, bem como melhora o aspecto de realizagbes
relacionadas a anseios, vontades pessoais e demais compromissos [7,8], agindo também como
mecanismos de prevencao do estresse.

O elevado nivel de estresse promove queda na qualidade de vida, tendo resultados negativos
que impactam na forma como os estudantes e profissionais da satide interagem nas diversas areas da
sua vida [9].

2. DESEVOLVIMENTO

Os niveis de estresse na area da satde pode ser alto [10]. Logo, entender o processo
fisiopatologico do estresse, bem como suas causas e consequéncias € importante [11,12].

O estresse é uma resposta adaptativa a uma série de processos de tentativa de mantimento
da homeostase [13]. Durante esse mecanismo ocorrem alteracdes em érgaos e sistemas, de modo que
promova agdes diretas em diversas estruturas do sistema neuroimunoenddécrino [14,15].

Tanto profissionais de satide, quanto estudantes estdo sujeitos a reagdes de estresse
frequentes, sendo que pesquisas demonstram principalmente a presenca dos chamados “fatores
estressantes/estressores” desde a época da faculdade, bem como as consequéncias desses fatores
para a saude dos futuros profissionais [16,17].

O estresse nos estudantes e profissionais da satide ¢ preocupante, pois além de afeta-los
fisicamente, também afeta os ambitos psicoldgico e cognitivo. Desse modo, ocorre prejuizo na
qualidade de vida, no aprendizado e pode alterar o cuidado ao paciente, tornando o bem-estar
desses profissionais e estudantes, uma questdao de saude individual e um problema de saude
publica, pois os fatores estressores quando presentes geram maleficios que podem recair também
sobre pacientes [11, 18, 19].

Como fatores estressores nesse publico, tém-se o estilo de vida e suas mudangas, as
exigéncias quanto a aprendizagem, o tempo insuficiente para realizagao de atividades domésticas e
para o lazer, o ambiente de competicdo na academia e também em alguns aspectos no ambiente
cientifico, além de aspectos pessoais, financeiros e familiares que podem promover alteragdes [20-
22].

Também é relevante que o contato com doengas graves, com a morte e o cuidado clinico
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paliativo contribuem como fatores estressores nesse meio [23].

Estudos enfatizam que menores niveis de estresse e melhor qualidade de vida de estudantes
e profissionais da satide sdo meios para promocdo da criatividade e iniciativa, tornando
principalmente os estudantes capazes de lidar de modo integral com os pacientes e suas demandas
[24,25]. Além disso, o médico capaz de manter um maior quociente emocional é capaz de controlar
emogdes no trabalho e ensinar o paciente a agir da mesma maneira [26]. Também é importante
ressaltar que profissionais e estudantes saudaveis sao, geralmente, exemplos de estilos de vida
saudaveis para seus pacientes [27].

O sono é um importante parametro da qualidade de vida e a privacdao de sono em
estudantes e profissionais da satide pode afetar diretamente na satde biopsicossocial dessa
populacdo, sendo caracterizada pela constante mudan¢a no hordrio de dormir e de acordar,
principalmente durante estagios profissionalizantes ou plantdes noturnos. Isso pode afetar de forma
negativa a saude destes e comprometer a memorizagao, a atenc¢ao, a capacidade de resolugao de
problemas e o desempenho académico-profissional [28,29].

Por fim, a qualidade de vida desse grupo também ¢ afetada pela alimentacao
desregulada em hordrios e muitas vezes caracterizada como nao saudavel, justificada pela
consideravel falta de tempo e a busca por uma alimenta¢ao mais imediata, mais rapida, que tende a
ser mais industrializada, ou ainda também ¢é justificada pela quantidade de refei¢des que acabam
nao ocorrendo devido a pressa [30].

3. CONSIDERACOES FINAIS

Dessa maneira, qualidade de vida em profissionais da satde e em estudantes de cursos da
area da satde é um fator importante para o bem-estar préprio do profissional ou aluno e para um
bom desempenho destes em relacao aos pacientes.

O controle do estresse € algo que deve ser promovido e incentivado desde o inicio da jornada
académica na area da saide, bem como constantemente relembrado diante do meio hospitalar-
profissional, de modo que cada vez mais esses profissionais e académicos busquem maior equilibrio
entre as atividades laborais e uma adequada qualidade de vida.
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Resumo

O trabalho teve como objetivo geral analisar os beneficios da massagem relaxante em policiais
militares na melhoria da satde. O tipo de pesquisa que foi realizada foi exploratdria experimental
onde foram analisadas as variantes para compreender os procedimentos técnicos e beneficios da
massagem relaxante, para melhoria da saude em policias militares do género feminino das
corporagdes de Barra do Gargas-MT e Aragarcas-GO. Os resultados encontrados foi que a técnica da
massagem relaxante melhorou o funcionamento de todo o corpo apds uma rotina estressante na
corporagao militar, propiciando condi¢es necessarias a recuperagao e a melhoria nas condicdes de
saude. Ressalta-se no estudo a importancia dessa técnica que associe, entre outras possibilidades,
praticas integrativas e complementares de satide, como a massagem relaxante no tratamento
convencional indicado pelo profissional esteticista na area de satde apos rotina exaustiva de
trabalho na corporagao militar.

Palavras-chave: Massagem. Relaxante. Policia. Terapia.

Relaxing massage as an alternative practice to relieve muscle pain in
military police

ABSTRACT

The work aims to analyze the benefits of relaxing massage in the military police in improving health.
The type of research that was carried out was exploratory experimental. The variants were analyzed
to understand the technical procedures and benefits of relaxing massage to improve health in female
police officers from the military corporations of Barra do Gargas-MT and Aragarcas-GO. The results
found were that the relaxing massage technique heard an improvement in the functioning of the
whole body, providing the necessary conditions for recovery and improvement in health conditions.
The study emphasizes the importance of this technique that combines, among other possibilities,
integrative and complementary health practices, such as relaxing massage, in the conventional
treatment indicated by the esthetician professional in the health area after exhaustive work routine in
the military Corporation.

Keywords: Massage. Relaxing. Police. Therapy.
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1. INTRODUCAO

A massagem relaxante de acordo com Galeno (131-201ac) era indicada antes e depois dos
grandes combates, pois a crenga era de que o procedimento de massagem preparava os musculos
dos atletas para o exercicio limpando o corpo dos fluidos aumentando a capacidade fisica dos atletas
[1].

A aplicagdo terapéutica, desde a antiguidade, da massagem relaxante é utilizada como
método alternativo no tratamento para alivio das dores ou cura deferimentos [2].

Esse procedimento é um excelente auxiliar na promocao do bem-estar, para o tratamento
das lesdes e disfungdes, como as entorses, luxacdes, no alivio de cansaco e os desconfortos
esqueléticos musculares [3]. Sua origem vem em regides européias e asiaticas (China, India, Japao,
Grécia e Roma), tendo como sua referéncia mais antiga um texto medico chinés chamado Nei Ching,
escrito em meados de 2500 a.C [4 ].

De forma geral, os beneficios da massagem relaxante utilizando as técnicas ocidentais e
oriental sao a melhoria da percepgao e sensibilidade de seu corpo, ampliando a consciéncia corporal
e o cuidado ofertado durante a sessao de massagem, gerando uma maior confianc¢a e sensacao de
acolhimento e bem-estar. Outros beneficios dessa técnica é diminuicdo da ansiedade, da caréncia
emocional, como também amenizagado no uso de drogas como alcool, tabaco e acelerando o processo
de cura nos casos de dores nas contusdes, como também o efeito calmante [5].

No entanto, a terapia da massagem manual facilita a circulagdo sanguinea ha relatos
cientificos que também promove a reabsor¢ao de diversas toxinas e reativa a circulagao de proteinas
do meio intersticial celular [6].

Outros estudos, como o de Dougans [7] evidenciam que essa abordagem terapéutica ajuda a
aliviar os efeitos do estresse, como a hipertensao, dulceras, doencas infecciosas, disttrbios
gastrointestinais, insonia, dores de cabeca, ansiedade e depressao. Além disso, a massagem libera
endorfinas (peptideos com propriedade analgésica) estimulando a atividade cerebral com a
producao de diversas substancias que atuam no Sistema nervoso central.

A massagem relaxante pode ser bastante efetiva no manejo de condicoes
musculoesqueléticas, pois ela visa estimular o metabolismo muscular e excitar a sensibilidade dos
nociceptores celulares, preparando o sistema neuromuscular para os esfor¢os bruscos e rapidos. E
ap0s o esforgo fisico, permite que o organismo ajude na elimina¢ao dos detritos metabdlicos e na
facilitagao do retorno do relaxamento, gerando bem estar, favorecendo na recuperagio e reparagao
das lesdes musculares

A justificativa pela pesquisa do tema se deu durante a minha formagdo académica onde
interessei pela area de massagem relaxante. A alternativa terapéutica € importante para profissionais
esteticistas na saude, principalmente durante a sua formagdo académica, para adquirem
conhecimentos sobre os recursos complementares na estética. Os pacientes, deve-se orientando e a
indicagdo como métodos preventivos na terapia no tratamento da saude. O uso da massagem
relaxante como uma terapia alternativa por profissionais da estética tem muitos beneficios
fisiologicos ajudando o relaxamento do sistema nervoso, aumentando a circulacdo sanguinea e
linfatica, beneficiando a distribuicao de oxigénio fortalecendo energia para células o que ocasiona
um maior fortalecimento muscular das fibras elasticas. Além disso, aumenta a produgao de colageno
e também reduzindo a ansiedade e o estresse. E importante salientar que a técnica de massagem
ap6s um trauma ¢ feita através do toque em um dos sete segmentos de couraga espalhados no corpo
(olhos, boca, pescogo, alto do térax e diafragma, abdomen e pélvis). Por isso, a massagem psiquica
de conscientizagao (massagem focalizando o individuo para suas sensagdes corporais através de
uma breve inducao), ou através da propria expressao de fala do paciente, pode fazé-lo tomar
consciéncia do tipo de defesa que guarda naquela regido e relaxar. Por isso, a importancia desse
estudo realizado utilizando a massagem relaxante como recurso adicional complementar na saude
dos policias militares apds longa jornada de trabalho.

O trabalho tem como objetivo geral analisar os beneficios da massagem relaxante em
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policiais militares na melhoria da saude. Como objetivo especifico averiguar as aplica¢des da
massagem na melhoria das dores musculares. Avaliar o uso da massagem relaxante no tratamento da
ansiedade e stress, relatar a importancia da massagem relaxante como pratica preventiva de doengas,
divulgar a massagem relaxante como pratica terapéutica na estética corporal.

2. DESENVOLVIMENTO

2.1. Materiais e Métodos

O tipo de pesquisa que feita foi exploratdria com base experimental, onde foram analisadas as
variantes para compreender os procedimentos técnicos e beneficios da massagem relaxante para
melhora na satide em policias do género feminino das corporacdes militares de Barra do Garcas-MT
e Aragargas - GO.

Os critérios de inclusao utilizados foram ser policial militar feminino, encontrar-se na faixa
etaria de 26 a 40 anos ser residente nos municipios de Barra do Garcas-MT e Aragarcas-GO. Foram
excluidos do estudo pacientes portadores de neoplasias malignas, processos inflamatdrios agudos
infecciosos e doengas malignas. Ao todo participaram do estudo cinco (5) policiais.

Todas as participantes incluidas no estudo preencheram o termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), autorizando e concordando com a sua participagao na pesquisa.

Além disso, no periodo que foi feito o experimento foi aplicado um questionario antes do
procedimento de massagem relaxante onde foi analisado os parametros do controle da dor muscular,
niveis de insonia, diminuicdo do alivio da tensdo e da ansiedade, nivel de estresse cansaco fisico e
mental, insonia, irritabilidade o nervosismo e fadiga

O local onde foi realizado a parte experimental de estudo foi na sala de estética localizado na
Rua Ricardo Pereira Dos Santos, Quadra.11, Lote.5, s/ n com esquina do Hospital Municipal Getulio
Vargas na Vila Ceara em Aragargas-Go.

A técnica da massagem relaxantes foi aplicada nessas 5 voluntdrias policiais femininas da
corporagao de Barra do Gargas-MT e Aragarcas - GO. O experimento foi realizado em dias alternadas
por um periodo de 15 dias duas vezes por semana em cada uma das voluntdrias. Além disso, foram
analisados e comparados os resultados através de uma ficha de anamnese fazendo comparagdes ao
longo de secao dos pacientes relatados nas fichas de evolugao de sua evolugao clinica. Em relagao a
terapia manual foi observado se houve alguma melhora nos indicativos de satde muscular nas
jornadas de trabalho antes e depois do termino de suas escalas de plantao na corporacgao militar.

A técnica utilizada é massagem manual relaxante baseada nos manuscritos de texto do
médico Nei Ching escrito 2800 A.C. A pratica dessa técnica manual de massagem relaxante foi feita
com as etapas comegando primeiramente com a ficha de anamnésia.

A técnica foi iniciada com procedimento de massagem pelos pés com manobra de
deslizamento suave e com flexdes nos membros inferiores e superiores (cervical, dorsal e lombar). O
tempo de cada massagem foi de 40 minutos a 60 minutos. A finalizagdo da massagem ocorreu com
deslizamento suave em todos os membros superiores e inferiores das costas e pés do paciente.

Os dados obtidos foram tabulados e analisados com auxilio do Programa Microsoft Excel,
posteriormente apresentados no corpo do trabalho na forma de tabelas e graficos.

2.2. Resultados e Discussio
A média de tempo das policiais militares da corporac¢ao militar da policia foi de 15 anos,
sendo que uma das policiais tinha 11 anos de corporagao e duas 17 anos, outras duas 15 anos de

corporagao.
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Os resultados obtidos demonstram que as participantes da pesquisa relataram antes do
procedimento de aplicacdo da massagem relaxante. Percebe-se através dos resultados relatados que
sdo apresentados na figura 1, onde a grande maioria das policias militares apresentam valores em
porcentagem altos de tensao muscular (80%), angustia (60%), stress (90%), fadiga (70%), nervosismo
(60%), dores de cabega (60%) e fadiga (70%). O trabalho arduo dessas policiais na sua rotina, muitas
vezes, em escala de plantao causa sintomas acima relacionado. Todas as cinco (5) participantes
relataram antes de a massagem ser aplicada ter alteracdo de humor, tensdo muscular, nivel de stress,
fadiga, irritabilidade e insonia e trés (3) delas sentem também dores de cabeca e outros sinais e
sintomas como: nostalgia, sentimento de derrota e fraqueza, angustia e dificuldade de concentragao
antes da realizagao das cinco sec¢des de massagem terapéutica.
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Figura 1. Representacao da sintomatologia apresentada pelas policiais antes da aplica¢ao da
massagem relaxante. Fonte: Pascoal, 2020.

A “massoterapia”’, em um contexto latino, vem da unido do termo “masso” que significa
“massagem” e “therapia”, cujo significado € “tratamento”. A massagem desde o principio, tem como
base funcional na clinica os beneficios no relaxamento, ao passo que essa técnica melhora a mecanica
do organismo fisico, juntamente com sistema neural, a fisiologia do funcionamento neuromuscular e
a quimica que se relaciona aos diversos fatores emocionais no organismo [8].

A massagem relaxante é um procedimento de uso terapéutico ndo invasivo apresentando-se
como uma alternativa para manter a sauide, prevenindo desequilibrios, promovendo o bem estar e
melhoria na qualidade de vida dos pacientes que a utilizam. Além disso, sua agao associada a outras
terapias na medicina, proporciona uma maior eficacia nos tratamentos de satide e bem estar fisico e
mental [7]. Por isso, a massagem relaxante é aplicada com movimentos firmes e suaves sobre a pele
proporcionando principalmente o relaxamento muscular e sensacdo e bem-estar no organismo
humano [9].

Estudos de Marques, fala que os sintomas com humor deprimido, redugao do interesse ou
prazer em todas ou quase todas as atividades de trabalho humano podem provocar perda ou ganho
de peso, insdnia ou excesso de sono, agitacao ou retardo psicomotor, fadiga ou perda de energia,
sentimentos de desvalia ou culpa nas pessoas o que ocasiona a redugao da concentragao e ideias de
morte ou suicidio [10]. Os resultados obtidos antes da realizacdo da massagem relaxante corroboram
com o que foi dito apresentado neste trabalho pois os policiais militares apoés longa jornada de
trabalho exaustivo percebe-se o seu visivel estresse do dia a dia na rotina da corporagdo, aumentando
sua sobrecarga e o estresse emocional.

De acordo com estudos de Carvalho e Almeida [11], a massagem relaxante libera varios
processos quimicos no organismo, que sao capazes de restabelecer a imunidade natural inata,
restaurando o humor, reequilibrando fungdes vitais, que podem levar a desencadeamento de estagios
de dores fisicas e mental no nosso organismo.
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Pode-se destacar no momento do estresse uma situacdo de pressao, o corpo passa por alguns
ajustes fisioldgicos e musculares. Nesse sentido, os batimentos cardiacos modificam-se acelerando,
devido ao coracdo ter que bombear mais sangue para os musculos que precisam receber mais
sobrecarga de energia. Por isso, observa-se um aumento da frequéncia respiratdria e da pressdo
arterial, entre outros fatores fisiologicos que vao modificar o funcionamento normal do corpo
humano. Quando nosso corpo passa por esses ajustes fisioldgicos nao hé liberagao de adrenalina que
se acumula no organismo que acaba gerando o estresse. A resposta a isso quando acontece, o corpo
da alguns sinais de que estd com estresse entre eles é possivel destacar: a alteracdo de sono, tensao
muscular, problemas na pele, hipertensao, alteragdes de humor, ansiedade, entre outros sinais [12].

No presente estudo foi também observado os resultados encontrados apds as 5 secgdes que se
encontram representados na figura 2, verifica-se uma a melhora significativa nos quesitos analisados
como as tensdes e dores musculares e o nivel de estresse.

Esses resultados sao semelhantes ao encontrados por Cangado [13] que diz que a massagem
terapéutica produz inumeros beneficios, sendo capaz de proporcionar bem-estar fisico e mental aos
pacientes que a utilizam frequentemente essa técnica. Sdo intimeros os beneficios da massagem, logo,
além do relaxamento do corpo e de uma sensacdo de bem-estar, incluem também o controle do
estresse; a diminuicao da ansiedade; o alivio da tensdo e das dores musculares; uma significativa
melhora da circulagao sanguinea; o aumento da elasticidade da pele e da imunidade; a diminuicao da
pressao arterial, no caso de pacientes hipertensos; o alivio de dores de cabega; a redugao do cansacgo; a
estimulagao e o equilibrio fisico e mental.
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Figura 2. Resultados encontrado apos a realizagao da técnica da massagem relaxante em 5 sessoes
nos policiais militares femininos. Fonte: Pascoal, 2020.

Os resultados em estudo de massagem relaxante relatam que segundo a teoria Cezimbra [14],
as fibras musculares promotoras de movimento tém suas fun¢des mecanicas danificadas pela tensao
em excesso provocada pela dor, mas o estimulo neuroldgico promovido pela massagem descontrai a
tensdo e possibilita a recuperagao natural dos movimentos perdidos. Os resultados apds a massagem
relaxante como demonstrado no presente estudo foi verificado a melhoria em varios quesitos
relatados pelos policias militares como alivio de tensdo e dores musculares, como sensagao de
descanso e bem estar fisico e mental proporcionado por essa técnica de massagem relaxante. Além
disso, todos as cinco policias militares apresentaram indice de melhora em mais de 80% em varios
quesitos, como diminui¢dao do estresse, alivio das dores de cabega e um aumento da motivagao apos
fazer o uso dessa técnica. Este estudo vem colaborar com outros estudos realizados utilizando essa
terapia complementar na satide para o beneficio do trabalhador.

A massagem relaxante cura o paciente como um todo, ndo s6 no processo apenas de doencga,
mas também os motivos causadores da doenga, que na grande maioria das vezes pode ser o estresse
emocional, fisico e mental. Por isso, outros fatores podem desencadear doengas como também
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bloquear o tratamento medicamentoso nesses casos, por isso o uso de tratamento complementares
como da massagem relaxante podem ser propostos como novas alternativas na terapéutica da satide
[15].

O resultado verificado no trabalho percebe-se uma nitida melhora com o uso da massagem
relaxante na pratica na satde do trabalhador. Nesse sentido, a técnica da massagem apds longa escala
de plantdo desses policiais é muito importante a sua utilizagao, para alivio de suas tensdes e stress no
trabalho. A rotina em que estes trabalhadores da seguranca ficam expostos fica muito evidente em
termos de saude a importancia do estudo na qualidade de vida dos policiais militares femininos no
dia a dia da corporagao.

Por outro lado, um estudo relatou que cada individuo possui um desenvolvimento fisico e
mental diferente do outro [16], por isso em relacdo aos parametros de dores, algumas pessoas sao
mais sensiveis a dores do que outras. Nesse sentido, quando um individuo passa por um periodo
prolongado de dor seu humor muda muito drasticamente podendo tornar-se uma pessoa mal-
humorada ou uma pessoa muito em baixa estima tendo muita tristeza podendo até em casos mais
graves entrar em depressao apos jornadas de trabalho excessiva. Para que individuos possam ter uma
qualidade de vida, nao é apenas um emprego bom com um saldrio excelente, mas também com uma
rotina no seu dia a dia de trabalho junto a sua familia que facam bem a essa pessoa.

Esses resultados encontrados nesse estudo também foram evidenciados nas policias militares
em nosso estudo, pois todos os cincos apresentavam altos niveis de tensdao muscular antes da
massagem e apds as cinco secgdes muito desses fatores diminuiram o que comprova a eficacia da
técnica de massagem relaxante como uma das alternativas complementares no tratamento do stress e
dores musculares em trabalhos exaustivos como realizado pela corporacao militar feminino no seu
dia a dia de trabalho.

Outro resultado importante que foi obtido nos experimentos foi de que todas as cinco
policiais militares apds a realizagao das 5 sec¢Oes de terapia com a técnica da massagem relaxante,
relatam que por unanimidade em afirmar que a técnica foi ttil para tratamento do stress do trabalho e
melhoria na qualidade de vida dentro da corporagao militar.
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Figura 3. Indicagao da massagem relaxante como técnica de alivio das dores musculares decorrente
das tensdes e stress no dia a dia no trabalho de policiais militares. Fonte: Pascoal, 2020.

No entanto, o toque na massagem relaxante apazigua os sentimentos e afetos, pois ele é um
tipo de cuidado onde se libera substancias neuroquimicas como endorfina e serotonina,
desencadeando numa profunda sensacao de prazer e bem estar em quem recebe tal procedimento.
Neste sentido, o profissional que realiza massagem deve ter uma visdo de satde ampla sobre o
individuo a ser tratado, usando de todos os artificios e técnicas disponiveis na area de saude para
tratar o seu paciente em niveis emocional como também corporal, mental e espiritual.
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Diante do resultado exposto no presente estudo, observa-se ainda que os beneficios fisicos e
mentais propiciados pela massagem relaxante também estao associados a melhora do efeito calmante
e o nivel de stress, como também diminui a ansiedade e as dores musculares, como foi relatado no
presente experimento nos policiais militares feminino.

3. CONSIDERACOES FINAIS

Portanto, percebe-se que as origens da massoterapia, nos primdrdios da civilizagao, que a sua
pratica é muita antiga e era utilizada para promover bem-estar fisico e mental. Nesse sentido a
massagem relaxante pode ser utilizada como uma técnica na melhoria da qualidade de vida das
policias militares femininos. Pois, os beneficios dessa técnica vao além do relaxamento, na
melhorando o funcionamento fisiolégico de todo o corpo, reequilibrando-o e propiciando condicoes
necessarias a recuperacao e a melhoria nas condi¢des de satide.

Ressalta-se no estudo a importancia dessa técnica que associe, entre outras possibilidades,
praticas integrativas e complementares de satide, como a massagem relaxante, no tratamento
convencional indicado pelo profissional esteticista na area de satide. Os resultados do estudo podem
colaborar para aumento da qualidade de vida em processos patologicos agudos e cronicos na
melhoriana sensagdo de relaxamento, bem como a diminuicao do estresse, melhor produtividade no
trabalho e em atividades do cotidiano e aplicada a rotina dos policias militares.
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Resumo

Primatas do género Alouatta sao encontrados em toda a América neotropical. A criagao de primatas
em cativeiro representa um ambiente ndo natural e, o sucesso depende de procedimentos de manejo
que devem considerar as necessidades comportamentais dos animais em cativeiro. O objetivo deste
estudo foi verificar a influéncia do enriquecimento ambiental no comportamento de macacos Alouatta
caraya em cativeiro e seu impacto no estresse em cativeiro. Na fase de enriquecimento ambiental do
estudo, foram introduzidos varios tipos de alteragdes ambientais: alimentares, estruturais, sociais,
ocupacionais e sensoriais. A observacdao comportamental foi realizada usando a técnica de
amostragem de varredura e, em seguida, as medidas de cortisol foram analisadas para determinar o
estresse. Observou-se que as classes de comportamento apresentam alteragdes ao longo do processo
de enriquecimento ambiental. As classes de manutengao e interacdo social foram as mais
influenciadas pelo enriquecimento ambiental. O enriquecimento ambiental nado influenciou as
concentragdes de superdxido dismutase e a liberagao de anion superdxido. Houve redugao nos niveis
de cortisol no sangue dos macacos em cativeiro. Estes dados reforcam a ideia de que o
enriquecimento ambiental diminui os agentes estressores em animais em cativeiro e, interfere nas
respostas comportamentais ou fisioldgicas.

Palavras-chave: Ambiental, Enriquecimento, Comportamento, Alouatta caraya, Estresse, Cativeiro

The Influence of Environmental Enrichment on Behavior and Stress
of Alouatta Caraya in Captivity

ABSTRACT

Primates of the Alouatta genus are found throughout neotropical America. The creation of primates
in captivity represents an extreme non-natural environment and success depends on management
procedures that should consider the behavioral needs of captive animals. The aim of this study was to
verify the influence of environmental enrichment on the behavior of Alouatta caraya monkeys in
captivity and its impact on stress in captivity. In the environmental enrichment phase of the study,
various types of environmental alterations were introduced: food, structural, social, occupational and
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sensory. Behavioral observation was carried out using the scan sampling technique, and then cortisol
measurements were analyzed to determine stress. In this work, we verified that behavior classes
presented changes through the process of environmental enrichment. The classes of maintenance and
social interaction were those that were most influenced by environmental enrichment. Environmental
enrichment did not influence the superoxide dismutase concentrations and the superoxide anion
release. The cortisol levels in the blood of the captive monkeys decreased. This research supports the
idea that environmental enrichment decreases stressor agents for captive animals and interference in
the behavioral or physiological responses.

Keywords: Environmental, Enrichment, Behavior, Alouatta caraya, Stress, Captivity

1. INTRODUCTION

Primates of the Alouatta genus are found throughout neotropical America. They are arboreal species
and largely folivores, eating leaves, flowers and occasional fruits and spend much of the day feeding
and resting (Prist et al., 2005).

Alouatta caraya primates present variable height of 30 to 75 cm and weigh up to 9 kg. Males are
black-brown with a few reflections on the feet, hands and tail. When naked the skin is black. The
female is light brown, tending to straw with darker reflections and naked parts are black. They live
in flocks of three to twelve individuals of both sexes and various ages, headed by an adult male.
Their habitat is arboreal, they are not very active and their slow movement is aided by a prehensile
tail (Auricchio, 1995).

This animal is classified in an international agreement between governments in Appendix II of
CITES (Convention on International Trade in Species) of Wild Fauna and Flora in Danger of
Extinction, ensuring that international trade does not threaten the survival of specimens of wild
animals and plants. Appendix II lists species that are not necessarily threatened now with extinction
but may become so unless trade is closely controlled (Cites, 2008) The

creation of primates in captivity represents an extreme non-natural environment and success
depends on management procedures that should consider the behavioral needs of captive animals
(Boere, 2001). It is known that behavioral changes in animals are reflected in physiological
parameters as with the hormone cortisol (Cavigelli, 1999), in oxidative cellular processes through the
release of active metabolites of oxygen and its product enzymes, among them, the superoxide
dismutase (SOD) enzyme, which is responsible for the metabolism of anion (Jiménez, et al., 2000).
Thus, knowledge of behavioral categories in species of Alouatta in captivity may be important in
minimizing the effects of stress in captivity.

Neotropical primates are characterized by complex neural structures and sophisticated ways to deal
with the environment. Enrichment can reduce stress and improve welfare, increasing the quality of
life and bringing management to acceptable ethical standards, stimulating the standard repertoire of
behavior, reducing mortality and increasing the reproductive rate, since environmental enrichment
is a set of techniques that modify the environment, resulting in an improvement in quality of life of
animals to satisfy their behavioral needs (Boere, 2001).

Lack of an explicit theoretical framework for environmental enrichment is a current problem in
applied ethology. In the literature works are often vague, the choice of assessment parameters
perplexing and the results difficult to interpret. Promoting natural behavior and improving animal
welfare are two commonly stated, overlapping goals of environmental enrichment research
(Newberry, 1995).

Although there are several studies in the literature about environmental enrichment (Boinski et al.,
1994; Kerl et al, 1996), there is still a need to better understand captivity and environmental
enrichment among species of primates (Boere, 2001).

The aim of this study was to verify the influence of environmental enrichment on the behavior of
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Alouatta caraya monkeys in captivity and its impact on stress in captivity.

2. DEVELOPMENT

Materials and methods

This work was developed in the Conservation Breeding Center of Companhia Brasileira de
Mineragao and Metalurgia (CBMM), latitude 19°4023", longitude 46°54'13.5", altitude 1,095.00 m,
located in the city of Araxd, Minas Gerais, Brazil.

The Conservation Breeding Center is regulated by the Brazilian Institute for the
Environment and Natural Renewable Resources (IBAMA) based on decree 139N/93. The Center is
the only one of its kind in Brazil specialized in scrubland fauna and is a pioneer in maned wolf
reproduction.

The study was carried out from July to November 2004 with a group of monkeys composed
of 4 adult males and 3 adult females of the Alouatta caraya species, aged between 3 and 12 years and
divided into 4 groups. The study was conducted in two phases, pre-enrichment and during
enrichment.

Prior to enrichment, groups were composed of a pair of monkeys and by 3 adult single
males, distributed in 4 areas. The animals were distributed in 4 enclosures that were 6.8m wide, 6.6m
long and 4.7m high that included a covered area in the rear and a maintenance area. The side and
back walls were of masonry and the front was screened. The enclosures contained vegetation and
Bambusa sp, ropes, platforms for resting, food baskets, water and shelter. The eating area was made
of PVC.

During the pre-enrichment phase, 16 h of observations were performed using the ad libitum
technique, at times random, for 15 d to collect the relevant behavioral events of the species, and also
to draw an ethogram (Cullen et al., 1997). The terms and structure of ethology followed existing
models of ethograms (Porto et al., 2005) with appropriate adaptations made for the characteristics of
the species observed in captivity.

The first behavioral observation phase used the scan sampling technique, in which all
individuals in the group were observed and recorded separately on individual behavior ethograms
(Bateson et al., 1993). We performed 57 h of scan sampling observations during the pre-enrichment
phase, for 60 d. The comments consisted of 30 m duration, at intervals of 60 s, each animal was
observed once a day, 4 d a week. At this stage, all the handling procedures previously implemented
at the Conservation Breeding Center were maintained. The animals were fed with a daily diet of
fruit, cooked vegetables, boiled eggs, vegetables, leaves and a diet with 18% protein (Lester-Scalon).
Once a week ground beef, French bread and cow's milk were served. Four times a week multi-
colored Hibiscus cooperi leaves and flowers, cabbage leaves (Brassica oleracea L.) and blackberry
leaves (Morus nigra) were given. The food was offered at the same time, at 10:00 am, within the
management area.

At this stage, approximately 8 ml of blood samples were collected from 5 animals to obtain
serum to determine levels of the superoxide dismutase enzyme and the cortisol hormone. Also 8 ml
of blood samples were collected with heparinized tubes for phagocytes analysis. The cells were
fractioned by centrifugation (160 xg, 30 min.) through gradient density (density 1,077 g/l) using
Ficoll-Paque (Pharmacia, Uppsala, Sweden). This procedure resulted in 95% purity for the
mononuclear (NM) and 92% purity for the polymorphonuclear (PMN), examined by optical
microscope. Purified MN and PMN phagocytes were re-suspended independently in serum-free
medium 199 (Gibco, MD, USA) and washed twice. The resulting MN and PMN phagocyte
suspensions were adjusted at a final concentration of 1 x 106 cells/ml (Hondrio-Franga et al., 2001).

During the environmental enrichment phase, 52 h of scan sampling observations were
performed over 60 d. The comments were similar to the pre-enrichment phase. Various types of
environmental enrichment including food, structural, social, occupational and sensory were
introduced in the second phase of the study.
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Food enrichment consisted of dividing the Conservation Breeding Center recommended diet
over different times and locations in the enclosure. In addition, surprise boxes containing hidden
food, food hidden in baskets previously lined with grass, and food distributed in places and hidden
among branches of vegetation were also used. Structural enrichment consisted of distributing a
greater number of ropes of different length and thickness around the entire enclosure. Social
enrichment consisted of releasing 2 female monkeys among 2 single males. The introduction of
essences (lavender, roses) with nature sounds (waterfall, birds) and classical music were used as
sensory enrichment. Rubber balls were employed as occupational enrichment. The environmental
enrichment activities were carried out with a frequency of 2 to 3 times per week.

In the second phase, approximately 8 ml of blood samples were collected from 7 animals to
obtain serum for determining levels of the superoxide dismutase enzyme and the hormone cortisol.
Also 8 ml of blood samples were collected with heparinized tubes for phagocytes analysis. The
procedures for obtaining phagocytes followed the same protocol as described in the first phase.

The behavioral records obtained by scan sampling were analyzed in terms of the absolute
and relative frequencies of the actions or behavioral events involved. Absolute frequency was
measured by noting the number of records of actions or behavioral events by each individual during
the sampling period. Relative frequency was measured using the following formula (Cullen, 1997):

RF (%)=AF x 100  where:
TE
RF = relative frequency
AF = absolute frequency
TE = total number of events recorded during sampling period

Records were used to prepare a behavioral repertoire for the species in captivity in
accordance with Del-Claro (2004).

Cortisol levels were determined at the TECSA laboratory (PET Diagnostics - Belo Horizonte,
Minas Gerais - BRAZIL). Cortisol values were determined using specific tests of chemiluminescent
used routinely in that laboratory.

The release of superoxide was measured by determining cytochrome C (Sigma) reduction
according to the technique described by Pick et.al (1981) and adapted by Honorio-Franga et al (1997).
The MN and PMN phagocytes were centrifuged twice at 160 x g, for 10 min at 4°C and 500 ml of de
phagocytes was re-suspended in phosphate buffered saline (PBS with 2.6 mM CaCl2 and 2.0mM
MgCl2) containing cytochrome C (2 mg/ml). The MN and PMN phagocytes were stimulated with
melatonin hormone (100 ng/ml) was simultaneously carried out (Franga et al., 2005). The
suspensions (100 el) were incubated for 60 min at 370C on culture plates. The reaction rates were
measured by absorbance at 630 nm and the results were expressed as nmol/O2-. All experiments
were performed in duplicate or triplicate.

The SOD enzyme analysis was made from the plasma using the method of reducing the
Nitro Blue Tetrazolium (NBT-Sigma) and reading was detected in spectrophotometer to 560 nm
(Novelli et al., 1993, Endo, 2007).

The analyzed superoxide dismutase was calculated by the following relationship:
calculation = (Ab standard - Ab sample / Ab standard) x 100 = % reduction of NBT / SOD. The results
were expressed in international units (IU) of SOD.

The quantitative data for the behavioral categories were analyzed using the BioEstat
program, version 2.0 and non-parametric test (Wilcoxon) for two related samples. The data
determining cortisol and SOD enzyme were evaluated using the BioEstat program, version 2.0 and
the Student t-test related to two samples. The statistics were significant when the p-value was less
than 0.05 (p <0.05).
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Results

There were 13,035 events registered in 218 sessions of behavioral scanning, totaling 125 h of
observations. In the first phase, there were 6,668 records in 114 sessions of scanning; totaling 57 h of
scan sampling. In the second stage, 6,108 records were obtained in 104 sessions of scanning, totaling
52 h of scan sampling.

Twenty-one behavioral categories were observed, identified and described based on 16 h of
ad libitum observations. The behaviors were grouped into the following: food, locomotion,
maintenance or rest, social interaction, stereotyped behavior and location.

Food - When the individual pursues, manipulates or eats any food, also includes the act of
drinking water involving the use of hands or just the mouth; Search for the food: the animal pursues
and selects that which seems most attractive.

Eating: animal takes food items to its mouth and chews. Drinking: the animal usually drinks
sitting up using the hands or just the mouth.

Locomotion - when the individual moves, may be individually or in groups. Moves
individually: uses the four members to support itself and moves slowly, with the tail slightly raised.
This movement occurs on platforms, branches and ground. Includes races with small jumps.

Moves in groups: move next to each other and start small displacements, one following the
other.

Maintenance/Rest - when the individual remains stopped or still, may be sitting, lying
down, hanging by the tail, sleeping or not. It also includes the act of defecation and urination.

Defecate: seated, the body forming an angle of about 45°, the tail rolled in a branch parallel
or slightly sideways with the tip rolled in the same branch that offers support.

Urinate: usually happens during defecation, or after, and uses the same body posture.

Stand/Sit: supported by a branch, or ramp, members are close to the chest, the tail remains in
the branch or coiled around the body.

At rest: the animal is lying on the platform in the fetal position. At rest -- tensioned: the
animal supports its back on the platform and extends the four members.

Social Interaction: interaction with individuals of other species or among the same species.

Vocalization: the vocal repertoire consists of continuous noise and rhythms such as hiccups
and snoring.

Playing: interacting with other individuals in a friendly manner, consists of races to pick up
objects, struggles with simulated bites and stresses of the tail. Playing hanging vertically, the branch
arrested by the tail swinging the body, sometimes breaking the foliage. Playing hanging
horizontally, tail and one or two members on the same side of the animal, reaching to opposing
branches.

Attack: interacting with other animals in an antagonistic way, act of investing, fighting or
attacking the other animal.

Copula: the female lays on the stomach with ventral region or with the four members
supported by the platform. The male takes the position to mount from behind, stomach supported
on the back of the female. The male performs movements with the pelvic region.

Qatar: the animal manipulates itself or is manipulated by another animal with the eyes,
head, face, back, side and lumbar region.

Stereotyped Behavior

Pacing: walking from one side to another. Characterized by at least one trip around the same
track. Pacing always presents in the same place. It is the most common stereotyped behavior.

Masturbation: the animal secures the genital organ, making repeated movements with the
hand.

Location: Nest: bottom of the enclosure, rings platform near the nest, on top of and inside
the nest. Maneuver: bottom of the enclosure, on top of the maneuver. Ring branchs: central area of
the enclosure, rings and ropes. Vegetation: front of the enclosure, vegetation and screen.
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Quantitative Analysis

The average absolute frequencies (AF) and relative frequencies (RF) for behavior classes,
recorded before enrichment and during enrichment, are described in Table 1. There was a significant
difference for the class maintenance / rest and social interaction (p<0.05). The behavioral class food
and location tended toward significance (0.05<p<0.10).

Table 1. Mean of absolute frequency (AF) and relative frequency (RF) of monkey behavior (Alouatta
caraya), registered before enrichment and during enrichment. (Wicoxon Test p <0.05).

CLASS FREQUENCY
Before Enrichment Environmental Statistical
Enrichment
AF RF AF RF z P
Maintenance 2696 39.24 1958 31.76 2.02 0.043
Food 201 2.92 293 4.75 1.75 0.079
Locomotion 328 4.77 6.17 10.01 1.48 0.13
Social Interaction 89 1.29 162 2.63 2.03 0.042
Stereotyped behavior 147 2.14 24 0.40 1.60 0.108
Location 3409 49.62 3111 50.46 1.82 0.067

Table 2 lists the mean absolute frequencies (AF) and relative frequencies (RF) for the
behavioral categories recorded before enrichment and during enrichment. The -categories
maintenance / free sitting, maintenance / at rest tensioned and social interaction / vocalization
showed significant differences (p<0.05). The categories food / eating, locomotion / group and social
interaction / mating tended toward significance (0.05<p<0.10). There was an increase in mating, food,
interaction in the group and vocalization.

Table 2. Mean of absolute frequency (AF) and relative frequency (RF) of categories of behavior in
monkeys (Alouatta caraya) registered before enrichment and during enrichment with significant
differences (Wilcoxon test, p <0.05) or trends toward significance (Wilcoxon test, 0.05 <p <0.10).

CLASS/CATEGORY FREQUENCY
Before Enrichment Environmental Statistical
Enrichment
AF RF AF RF z P
Maintenance / Stand Sitting 1393 20.28 882 14.31 2.02 0.043
Maintenance / At Rest -- 106 1.54 53 0.86 2.03 0.042
Tensioned
Food / Eating 185 2.69 272 4.41 1.75 0.079
Locomotion / Group 64 0.93 271 4.40 1.82 0.067
Social Interaction / 2 0.03 8 0.13 2.80 0,041
Vocalization
Social Interaction / Copula 0 0 23 0.37 1.83 0.067
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Table 3 represents the averages and standard deviations of superoxide anion released by
phagocytes in peripheral blood of monkeys (Alouatta caraya) before and during environmental
enrichment. It appears that there was no significant difference as to the production of superoxide
anion.

Table 3. Mean superoxide anion (O2-) concentration by mononuclear phagocytes (NM) and
polymorphonuclear (PMN) from peripheral blood of monkeys (Alouatta caraya) before and during
environmental enrichment. The statistical differences were observed using analysis of variance
(ANOVA) with the statistical calculation of F and a p-value lower than 0.05 (p <0.05) considered
significant.

Before Enrichment Environmental Statistical
Enrichment t p
Phagocytes MN PMN MN PMN

Spontaneous 17.1+2.59 15.4+3.6 18.1+£2.3 17.8+0.6 0.83 0.1

Melatonin 16.2+2.5 16.5+4.8 17.3+1.5 16.3+2.5 0.72 0.55
F 0.39 0.22 0.09 0.65
P 0.54 0.64 0.77 0.54

In Table 4 the results of quantitative analyses of the concentration of the cortisol hormone
and SOD enzyme are presented. Environmental enrichment decreased levels of the cortisol
hormone. There were no significant changes regarding concentrations of the superoxide dismutase
enzyme.

Table 4. Mean serum concentrations of cortisol hormone and superoxide dismutase (SOD) enzyme in
monkeys (Alouatta caraya) before and during environmental enrichment. Statistical differences were
observed using the student’s t-test, being considered significant when the p-value was lower than 0.05
(p <0.05).

Before Environmental Statistical
Enrichment Enrichment t p
Cortisol (mcg/dL) 68.3+23.1 46.3+5.8 3.19 0.049
Superoxide Dismutase — 419+19.1 39.7+19.0 1.00 0.99

SOD (UI)
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The success of the creation of primates in captivity depends on management and procedures
capable of addressing the behavioral needs of captive animals. In this study, environmental
enrichment influenced the physiological and ethological parameters of monkeys (Alouatta caraya).
The main factors considered in enrichment programs include hygiene, space, complexity, diet, social
composition, and involved personnel.

In this work, we verified that behavioral classes present changes in the frequency of execution of
category components through environmental enrichment. Furthermore, the classes of maintenance
and social interaction were those that were most influenced by environmental enrichment.
Environmental enrichment can improve the biological functions of animals in captivity, promoting
changes in their environment (Newberry, 1995), increasing lifelong reproductive success, fitness
(Grafen, 1991), and improving health.

One way to provide better living conditions for animals in captivity is through environmental
enrichment (Hohendorff, 2003). In this study, environmental enrichment led to improvement in the
feeding of captive animals.

The postures adopted by monkeys during feeding indicate an attempt to reduce energy costs
(Albuquerque et al., 2006). Although animals in captivity do not need to search for food, the division
of the diet over different times and locations of the enclosure and boxes of food containing hidden
surprises helped stimulate the animals to increase the frequency of the eating behavior.

On the other hand, we observed a decrease in the category rest at bedtime. The literature reports
that studies involving primates show the animals' increase in locomotion or activity, an increase in
antagonistic behavior, and a decrease in grooming and/or affiliated behaviors (Hosey, 2008). This is
the suite of behavioral changes that were first suggested by Chamove et al. (1988) to indicate
stressful excitement in animals.

Animals housed in artificial habitats are confronted by a wide range of potentially provocative
environmental challenges. Confinement-specific stressors such as restricted movement, reduced
retreat space, forced proximity to humans, reduced feeding opportunities, maintenance in abnormal
social groups, and other restrictions of behavioral opportunity are considered (Morgan et al., 2006).

Studies about stereotypic behavior and stress are not consistent. This could be since stereotypes
are rather heterogeneous (Mason,1991a,1991b). However, it is also possible that developing
stereotypes are more successful in reducing stress than established ones. Therefore, a profitable
approach would be to follow individuals and measure stress before, during, and after the
development of stereotypes (Wechsler, 1995).

On the other hand, the literature shows that enrichment techniques positively influence the
behavioral repertoire and welfare of captive lion-tailed macaques by decreasing levels of abnormal
behaviors and increasing the levels of natural behaviors exhibited (Mallapur et al., 2007).

In the research, the stimulus provided by environmental enrichment, specifically the
introduction of females into the enclosure, boosted social interaction between these animals.
Furthermore, studies about social interaction in primates showed that groups with a lower
proportion of adult females and a more uniform distribution in the number of individuals across
matrilines exhibited higher social power and lower fragmentation. Thus, by manipulating group
composition and matriline configuration of social groups to promote social cohesion and stability,
behavioral managers may reduce the level of aggression (MacCovan et al., 2008).

The behaviors of vocalization and mating between the animals increase during environmental
enrichment. Thus, vocalizations are an important communication mechanism in the group
(Albuquerque et al, 2006) and can be associated with the increased stimuli provided by
environmental enrichment.

Ethological indicators are more easily accessible and detect inadequate individual needs in
captivity. Some behaviors are particularly disturbed by stress. Social environment, group
interactions, quantity, and quality of food present are important mechanisms in the stress-reduction
process. They decrease behavioral disorders, reduce mortality and increase reproductive rates
(Carlstead et al., 2000). The absence of play in captivity can indicate little stimulation, inadequate
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social surroundings, or sickness (Poole, 1991).

According to Shepherdson (1998), environmental enrichment is a principle in animal
manipulation that seeks to expand the quality of life of animals in captivity through the
identification and provision of the environmental stimuli needed to achieve physiological and
psychological welfare, stimulating behaviors typical of the species, reducing stress and making the
captive environment more complex and diverse.

Structural aspects of the environment can influence physiological and immunological
parameters and animal behavior (Belz, 2003). Captivity is a limiting factor, with some species unable
to adapt to life in captivity (Fedullo, 2001).

In this study, it was observed that environmental enrichment did not alter the functional
activity of phagocytes, as evidenced by the release of superoxide anion. The phagocytes in monkeys'
blood can produce the superoxide anion and showed no change when stimulated by the melatonin
hormone. The functions of the melatonin hormone are still only partially understood. It may be
linked to phagocytes and has been linked to several cases of the oxidative body (Franga, 2005).
Depending on the dose, melatonin can be an effective anti-oxidative, including the "scavenging" of
the radicals derived from oxygen (Finocchiaro, 1991; Osseni et al., 2000). On the other hand, it has
been reported that the pro-oxidative action of this hormone is dose-dependent (Ianas et al., 1991).

Some studies try to explain the possible mechanisms of regulation of free radicals in animals,
having been granted a protective effect of the SOD. However, this study did not demonstrate a
change in the concentration of the SOD enzyme in the blood of monkeys in captivity. The action of
the SOD to reduce free radicals can associate itself with the immune system since there is the
involvement of cytokines, in particular the TGF-[Beta] (Asaba et al., 2007). Also, there are reports in
the literature that the action of the melatonin hormone may be influenced by the cortisol hormone
(Maestroni, 1986).

The increased levels of cortisol influence the immune response, inhibit the inflammatory
response, change T cells' function, and decrease the chemotaxis of leukocytes. In addition, if stress is
experienced, cortisol damages tissues, inhibiting growth and bone marrow somatic cells.

Various potential stressors may adversely affect animals living in captivity. These include
abiotic, environmental sources of stress such as artificial lighting, loud sound or aversive exposure,
arousing odors, and uncomfortable temperatures or substrates.

In this work, environmental enrichment reduced levels of cortisol in the blood of the monkeys.
The strength of corticosterone in primates may be a parameter in the validation of welfare in
enrichment programs, as primates in captivity often reduce or even eliminate their natural behavior,
which leads to the elimination of reproduction and sometimes death (Hohendorff, 2003).

Studies of the behavior of animals in captivity contribute to the welfare of these animals and
assist in the formulation of more effective methods for the development of environments and
management techniques as well as for reproduction in captivity and reintroducing the animals into
the wild (Carlstead et al., 2000).

The provision of a better quality of life for animals in captivity should seek better reproduction
rates and animal well-being. The norm for appropriate environmental design should thus be the
animal's active role, not economic cost. A successful environment will enhance this role, measured
by exploration, play, social interaction, and general liveliness. The related literature does not
describe exactly what makes such an environment a good one but indicates when an acceptable
standard of welfare has been achieved (Wemelsfelder, 1997)

3. FINAL CONSIDERATIONS
This research supports the idea that environmental enrichment decreases stressors in captive
animals and interferences in behavioral or physiological responses. Practices to improve the
environment may be an alternative for adjusted captivity and promote better quality of life and health
for these animals.
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