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PESSOAS COM DEFICIENCIA VISUAL: CONSUMO E MOBILIDADE URBANA

1 Danilo Machado de Oliveira Aimeida (IC- discente de IC com bolsa); 'Marina Dias de Faria(orientadora).

1 - Escola de Administragdo Publica, Centro de Ciéncias Juridicas e Politicas; Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro.

Palavras-chave: Mobilidade Urbana; Instituto Benjamin Constant; Pessoas Com Deficiéncia Visual.

INTRODUGAO

Tendo em vista que a proporgéo de pessoas com deficiéncia visual atinge a marca de 18,6% da populagéo, mais de 35
milhdes de habitantes (IBGE, 2010), fica clara a relevancia de buscar um objetivo de pesquisa que tenha estes como pu-
blica alvo. Além disso, Baker(2006) reforga a necessidade de que os académicos devem investigar como o consumo pode
impactar na formag&o da identidade, individual ou coletiva, da pessoa com deficiéncia.

0 estudo dos habitos de consumo das pessoas com deficiéncia visual pode ser considerado relevante para alunos do cur-
so de administrag&o publica e demais discentes e docentes, como aponta Baker, Stephens e Hill (2002), que recomendam
que sejam realizados estudos académicos em servigos para que os administradores e gestores dos negdcios possam
operacionalizar a acessibilidade a estes servigos.

Para Tavares, et al,(2015) mobilidade urbana é um dos maiores problemas enfrentados pela populagdo mundial que reside
em centros urbanos. Considera também, que o sistema de transporte publico é uma boa alternativa para facilitar a circula-
¢ao de um grande nimero de pessoas. No Brasil, parece que se caminha em outra dire¢éo, pois o brasileiro se transporta
principalmente em meios de transporte individual e privados, como carros particulares, em ruas e rodovias, geralmente
utilizando combustiveis fosseis. Analisar como esses fatores afetam o grupo especifico de pessoas com deficiéncia visual
ajuda a enfatizar que as demandas dos consumidores com deficiéncia ainda ndo séo atendidas. Faria (2015) defende que
a relevancia desse destaque e a autora também reforga a importancia de investimentos em mobilidade visando o consumo
por parte das PCD com um argumento que diz respeito ao impacto no consumo de uma familia na qual existe a presenca
de uma pessoa com deficiéncia.

OBJETIVO
Objetivos Intermediarios

a. Analisar habitos de consumo dos deficientes visuais moradores da cidade do rio de janeiro
b. Identificar as principais questdes enfrentadas pelas pessoas com deficiéncia visual no que diz respeito a mo-
bilidade urbana.

OBJETIVO FINAL
Analisar a influencia da mobilidade urbana no consumo das pessoas com deficiéncia visual na cidade do Rio de Janeiro

METODOLOGIA

Para pesquisa, foi realizada uma coleta de dados por entrevistas, individuais ou em grupos de até trés pessoas, com roteiro
semiestruturado, para familiarizar o pesquisador com o cotidiano de pessoas com deficiéncia visual congénita total ou
parcial e deficiéncia visual adquirida total ou parcial, quanto consumo e mobilidade urbana na cidade do Rio de Janeiro.
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Para Mattos e Lincoln (2005), entrevistas semi estruturadas possibilitam que, embora o investigador possua um roteiro
pré-estabelecido, possa se reformular as questdes durante o decorrer da entrevista e das necessidades que surgirem.

Como a pesquisa deseja saber o que é considerado importante no consumo de produtos ou servigos para PcD deve
valer-se de métodos que pressuponham contato direto entre o pesquisador e seus sujeitos (TURMUSANI,2004). Com
o intuito de relacionar as caracteristicas da mobilidade urbana com suas decisdes de consumo, foram convidadas pes-
soas com deficiéncia visual, residentes da cidade do Rio de Janeiro, de forma n&o probabilisticas por conveniéncia e
acessibilidade, para as entrevistas. Esses foram entrevistados independente de serem pessoas com deficiéncia visual
total ou parcial, congénita ou adquirida. Por ser um centro de referéncia a nivel nacional, possuir uma escola, capacitar
profissionais da area da deficiéncia visual, assessorar instituicdes, produzir material especializado como impressos em
Braille e publicagdes cientificas, o Instituto Benjamin Constant, possibilita a sele¢do de pessoas com deficiéncia visual,
maiores de idade.

As visitas foram registradas em &udio para que pudessem ser transcritas a posteriori, como indicou Hunter (2002). Dentre
as limitagdes dos métodos da pesquisa, séo feitas criticas constantes as técnicas qualitativas por serem altamente subjeti-
vas. Além disso, a subjetividade e a sele¢ao nédo probabilistica por conveniéncia, ndo permitem a generalizacéo estatistica
(LAVILLE & DIONE, 1999; SHAO, 2002).

RESULTADOS

Foi possivel identificar alguns habitos de consumo dos deficientes visuais moradores da cidade do rio de janeiro, com
isso a elaboragéo do seu perfil de consumo indica um grupo de pessoas que prefere adquirir produtos e servigos em
localidades proximas a sua residéncia, trabalho ou estudo, geralmente acompanhados por outros deficientes visuais,
principalmente quando relacionados ao lazer. Consumidores fiéis e propagadores de estabelecimentos onde foram bem
atendidos e de boas experiéncias. Como se trata de um grupo especifico de pessoas que néo recebem as informagdes
pelos meios de comunicagdo massiva, como jornais e televisdes, além do préprio ponto de venda, seu consumo fica res-
trito aos itens que consome regularmente, sem grande entrada de outros produtos e inovagdes. Além disso, sua tomada
de deciséo é baseada, principalmente, na recomendagéo de outros deficientes, funcionarios dos estabelecimentos de
confianga e radios.

Cabe ressaltar que em ambientes como loja de roupas e mercados, o atendimento é o principal fator que influencia direta-
mente na decisdo de compra. Clientes que néo receberam o devido tratamento néo se sentiram confortaveis para recom-
pra ou até mesmo desistiram da compra. Por outro lado, o bom atendimento leva a fidelizagdo dos clientes e impulsiona
recomendagdes voluntarias.

Quando questionados sobre consumo de produtos relacionados a cuidado com corpo e aparéncia, como roupas e ma-
quiagens, foi possivel perceber que o cuidado pessoal é uma ferramenta para afastar o estigma de deficiente visual que
faz com que a sociedade os segregue de forma inconsciente. Quando alguém vé um deficiente fisico ou visual, fica facil
identifica-lo, diferente do deficiente auditivo, que geralmente ndo depende de objetos para se locomover pela cidade.

O grupo entrevistados identificou alguns dos principais problemas enfrentados pelas pessoas com deficiéncia visual no
que diz respeito a mobilidade urbana, tendo como mais recorrentes a dificuldade de solicitar um 6nibus e se localizar
durante o percurso, a auséncia de sinalizagdo sonora e pisos tateis em toda cidade, a falta de qualidade das calgadas,
além de descumprimentos de normas de ordem publica como calgadas ocupadas por camelds, carros e cagambas de
lixos. Entretanto o bom atendimento do trem e do metrd faz com que o deficiente visual prefira esses modais, além da sua
agilidade e educag&o por parte dos passageiros.

O perfil tragado anteriormente pode, em muito, ser justificado pela sensagéo percebida por eles no que tange a mobilidade
urbana na cidade do Rio de Janeiro, quando, por exemplo, apontam que seu consumo se restringe a regides de seu coti-
diano, evitando buscar novas localidades que néo estdo familiarizados com os obstaculos e os problemas de mobilidade
urbana percebidos na cidade. Os obstaculos presentes na cidade fazem da bengala um objeto de uso constante e como
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consequéncia influencia no habito de consumo do deficiente visual. A compra de roupas, cosméticos além de diversos
produtos e servigos que tem como proposito de cuidarem da aparéncia s&o utilizados a fim de reduzir a estigmatizagéo do
deficiente, como citado anteriormente.

CONCLUSOES

Os obstaculos presentes na cidade e enfrentados pelas pessoas com deficiéncia visual como a dificuldade de solicitar um
onibus e se localizar durante o percurso, a qualidade deste modal, a auséncia de pisos tateis em toda cidade e sinalizagao
sonora, a falta de qualidade das calgadas, além de descumprimentos de normas de ordem publica como calgadas ocupa-
das por camelds e outros obstéculos fisicos tais quais os carros e cagambas de lixo, afetam diretamente o consumo das
pessoas com deficiéncia visual na cidade do Rio de Janeiro.

Os principais problemas apontados por eles moldam sua idiossincrasia, seu modo de agir e consumir. O deficiente visual
carioca tem seu consumo restrito a regides as quais sao familiarizados, pela dificuldade de superar ambientes com obs-
taculos e caminhos que néo estdo habituados, além de perder a capacidade de se locomover pela cidade, pois 0 meio de
transporte mais capilarizado da cidade, o dnibus foi indicado como o pior modal para os deficientes.

Munido destas informagdes o aluno e o profissional de administragao e de outras matérias podem conhecer e assim melhor
atender as demandas de mais de 15% da populagéo brasileira, com capacidade de consumo e que sempre foram margi-
nalizados. Corrigir uma injusti¢a social, assegurando o direito ao consumo e assim se perceber e serem percebidos pelos
préximos como aceitaveis sem que o ambiente inflexivel reforce o rétulo de que consumidor deficiente visual como alguém
que nao faz parte dos “consumidores normais” como apontava BAKER (2006).
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(PARA) ALEM DO QUE OS OLHOS PODEM VER: PARADESPORTO E LEGADO
DOS JOGOS RIO 2016 NA PERSPECTIVA DE DEFICIENTES VISUAIS

'Thales Fernandes de Abreu Jodo (IC-discente com bolsa); ' Marina Dias de Faria (IC- docente orientadora).

1 - Centro de Ciéncias Juridicas e Politicas; Escola de Administragdo Publica; Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro.

Apoio Financeiro: Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO/PROPG
Palavras-chave: deficiéncia visual, pessoa com deficiéncia, Jogos Rio-2016, legado, paradesporto.

INTRODUGAO

Segundo dados do ultimo Censo Demografico (IBGE 2010), 24 milhdes de brasileiros declaram ter algum tipo de deficiéncia,
sendo 20,1% desta populagdo composta por deficientes visuais. Nao obstante a representatividade do grupo, Azevedo e
Barros (2004) indicam que as pessoas com deficiéncia foram sujeitas a um processo de excluséo social historico com impli-
cagdes para sua salde fisica e mental. Nesse sentido, é possivel identificar conceitos que ainda restringem a deficiéncia a
“anormalidade de uma estrutura corporal” (D’ANTINO e MAZZOTTA 2011, pag. 378) ou a uma “condigao desviante” (BARROZO
et. al. 2012, pag. 17). Assim, Lawthers et. al. (2003) sustentam que este processo gera a estigmatizagao do deficiente, criando
barreiras que podem dificultar o acesso a servigos bem como a comunicagéo e a compreensao de seus desejos e neces-
sidades. Fundamentou a proposta deste tema de pesquisa entdo um apanhado de estudos encontrados na literatura que
sugerem a cada vez maior valia do esporte, aqui considerado na dimensé&o da pratica esportiva, ndo sé6 como um instru-
mento de reabilitagdo e manutengéo de uma vida saudavel (LEHNARD, MANTA e PALMA 2012, p. 46), mas também como
um importante meio de afirmagdo da pessoa com deficiéncia. Numa outra perspectiva, os estudos buscaram contemplar
ainda a conversao do esporte em habito de consumo, fendmeno marcado pela modernizag&o ou profissionalizacéo de mo-
dalidades esportivas antes amadoras em eventos “espetacularizados” (ALMEIDA, NUNES E VLASTUIN 2008 apud AFONSO,
2004; MARCHI JR, 2004; PRONI, 1998) e que tem nos Jogos Olimpicos e Paralimpicos uma de suas maiores expressdes.
Mas, sem embargo do movimento de profissionalizagdo do esporte desde os anos 1950 no mundo, bem como a cada vez
maior expectativa sobre as potenciais mudangas promovidas no planejamento urbano das cidades-sede de megaeventos
esportivos, Marques et. al. (2014) indicam que o esporte paralimpico ainda encontra-se em processo de afirmag&o social e
econdmica. Tanto no papel de praticantes do esporte como no papel de consumidores, os deficientes, embora constituam
um segmento de compra importante e poderoso (GOODRICH e RAMSEY 2011 apud BATISTA et. al. 2012), ainda parecem
precisar superar estere6tipos que sugerem sua inaptidao também para o consumo (FARIA 2016).

OBJETIVOS

Assim, tendo em vista a realizagdo dos Jogos Olimpicos e Paralimpicos no Rio de Janeiro em 2016, definiu-se como per-
gunta problema desta pesquisa: Jogos Rio 2016 — qual o impacto do evento na percepgdo dos deficientes visuais no que
tange ao legado esportivo e urbano da cidade? Para buscar respostas, foram propostos quatro objetivos; trés intermedia-
rios € um principal. Objetivos Intermediérios: (i) identificar quais modalidades esportivas dos Jogos Paralimpicos Rio 2016
mais despertaram o interesse entre os cidaddos com deficiéncia visual; (i) identificar a representatividade das marcas
patrocinadoras dos Jogos Paralimpicos Rio 2016 na lembranga e nas inten¢des de consumo do publico deficiente visual e
(iii) verificar a existéncia de politicas implementadas ou planejadas pelo Poder Publico para a promog&o de acessibilidade
urbana e pratica de esporte na cidade sede dos jogos, na perspectiva do deficiente visual. Objetivo principal: analisar o
impacto do evento na percepgao dos deficientes visuais em relagéo ao legado esportivo e urbano da cidade.
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METODOLOGIA

Para cumprir com os propdsitos e alcangar os objetivos enunciados, a pesquisa adotou metodologia qualificada como
exploratéria e descritiva, quanto aos fins, e bibliografica sucedida por pesquisa de campo, quanto aos meios (VERGARA
1998). Os trabalhos dividiram-se em dois momentos: (i) revisao de literatura, que buscou reunir um robusto corpo tedrico de
publicagdes relacionadas ao tema da deficiéncia e o consumo ligados ao esporte e (i) coleta de dados via campo, feita com
autoridades publicas, profissionais do esporte e cidaddos com deficiéncia visual. Em alinhamento ao principio da participa-
¢a0 na pesquisa com deficientes, proposicdo formulada por French e Swain (1997), os esfor¢os da coleta de dados estiveram
especialmente voltados para o registro dos pontos de vista, sentimentos e experiéncias de pessoas com deficiéncia visual
em relagéo ao esporte. Para tanto foram realizadas 11 entrevistas com alunos deficientes visuais — nove homens e duas
mulheres — do curso técnico de Massoterapia oferecido pelo Instituto Benjamin Constant, referéncia nacional na educagéo
de pessoas cegas ou com baixa visao. As entrevistas foram semiestruturadas em 4 categorias de informagao a priori: (i)
sentido da deficiéncia; (i) papel do paradesporto; (iii) legado dos Jogos Rio 2016 e (iv) identificagdo com patrocinadores.
A posteriori, a categoria “sentido da deficiéncia” foi substituida por “organizagao dos Jogos Rio 2016”, consideragdo muito
presente na fala dos entrevistados. As respostas as perguntas, apds gravadas com o consentimento dos respondentes e
transcritas, deram origem ao resumo dos resultados modelados a partir da técnica de analise de conteudo e apresentados
graficamente na pagina seguinte.

RESULTADOS

ESPORTEE...

Para todos uma pratica util na vida da pessoa com deficiéncia. Foram mais
citados como beneficios: incluséo da pessoa com deficiéncia, manutengéo
do psicoldgico saudavel e melhora de orientagdo e mobilidade. Natagéo,
PAPEL DO PARADESPORTO futebol, judd e volei como modalidades preferidas. Apesar disso, apenas
1 dos 11 respondentes pratica esporte atualmente. Medo e falta de opgao
como barreiras.

CONSIDERAGOES POSITIVAS

Audio-descrigao nas competicées, bem organizado, boa acessibilidade, ce-
riménia de abertura emocionante, entretenimento, maior inclusao da pessoa
com deficiéncia e realizagdo foram elogios.

ORGANIZAGAO DOS JOGOS CONSIDERAGOES NEGATIVAS
RIO-2016 Atendimento menos prestativo nas Olimpiadas, auséncia de &udio-descri-

¢a0 na cerimdnia de abertura das Paralimpiadas, falta de variedade nas
opgdes de alimentagéo, filas imensas e nenhuma graga foram criticas.
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BENEFICIOS

Barcas, BRT, Metrd Linha 4, Trens, estradas e rodovias, infraestrutura do
Aeroporto do Galedo e empoderamento da Policia Federal citados como
legados positivos. Destaque para o transporte publico, citado por 8 respon-
dentes: BRT e Metr6 Linha 4 como mais citados.

MALEFicIOS

LEGADO DOS JOGOS R10-2016 Auséncia de sinais sonoros, BRT, calcadas em ma conservagio, Centro
Olimpico de Tiro, corrupcao, degradagéo de estadios e centros esportivos,
Parque Radical de Deodoro, falta de policiamento, Velédromo Olimpico do
Rio e Vila Olimpica citados como legados negativos. Boa parte das conside-
ragdes associadas ao abandono dos equipamentos esportivos construidos.

OPINIAO SOBRE O PATROCINIO ESPORTIVO

6 respondentes consideraram “positivo” 0 apoio das marcas a eventos

e causas ligados a deficiéncia. Agéo vista sobretudo como: bom chama-

; riz para os seus produtos, investimento no atleta paralimpico e marketing

IDENTIFICACAO COM social. Outros 5 respondentes consideraram “indiferente” ou “negativo” o
PATROCINADORES apoio: agdo restrita a eventos de grande porte e mera busca pelo lucro

foram razdes apontadas.

MARCAS CITADAS COMO APOIADORAS DA CAUSA DEFICIENTE
Adidas, Bradesco, Banco do Brasil, Caixa, Empresas cervejeiras, Empresas
de material esportivo, Google, Olympikus, Nike e Topper. Destas, apenas o
Bradesco, citado duas vezes, patrocinou oficialmente os Jogos Olimpicos e
Paralimpicos Rio-2016.

Uma breve andlise dos dados apresentados acima indica algumas constatagdes interessantes, ratificando ou até mesmo
contrariando alguns achados na literatura. Percebeu-se, por exemplo, em conformidade com Barrozo et. al. 2012, que 0
esporte é de fato percebido pelos deficientes como um potencial mecanismo de inclusao social, além de constituir pratica
saudavel. De forma contraproducente, entretanto, sua préatica se encontra distante da realidade de muitos, principalmente
por elementos que funcionam como “barreiras de fazer” (THOMAS, 1999) como o medo, a falta de investimento ou mesmo
de opgdes para pratica. Em relagéo ao legado dos Jogos Rio-2016, foi possivel verificar que as consideragdes positivas fei-
tas sobre beneficios deixados para a cidade concentraram-se em mengdes as recentes inovagdes em mobilidade urbana
promovidas no Rio de Janeiro: Bus Rapid Transit (BRT), Metrd Linha 4 e Veiculo Leve sobre Trilhos (VLT). Ja em termos
esportivos, as mengdes foram curiosamente negativas, citando o abandono das instalagdes esportivas como marca desse
legado tido como ruim. Isso, por sua vez, vai de encontro ao proposto por Andrade et. al. (2016), que sugere que as politicas
publicas criadas durante o ciclo olimpico devem contemplar 0 acesso ao esporte € a atividade fisica, especialmente entre
as pessoas com deficiéncia. Finalmente, em relagdo ao patrocinio esportivo, nova constataco interessante: muito embora
considerem de modo geral valida as agdes de vinculagdo das marcas a causa deficiente, ao serem questionados sobre
possiveis marcas que se encaixariam neste perfil os entrevistados mencionaram apenas uma empresa patrocinadora dos
Jogos Paralimpicos de 2016: o Banco Bradesco. Nesse sentido, a constatagéo pode sugerir algum nivel de inadequagao
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entre as agdes de patrocinio esportivo feitas pelas marcas do evento e seu publico-alvo. Para Giacomini e Almeida (2013) 0
consumo de eventos desponta como principal forma do fa expressar sua conexao com o esporte, 0 que para as empresas
pode se converter em oportunidade de negécio. Pode ajudar a compreender tal fendmeno, contudo, constatagéo de que
dos 11 entrevistados, 6 declararam ter ido em alguma competigdo dos Jogos Paralimpicos enquanto 5 declararam nao
ter ido. Um acompanhamento relativo deste evento por seu publico-alvo, ja que as competi¢des ndo foram amplamente
divulgadas pela TV.

CONCLUSAO

Os achados desta pesquisa indicam um “legado com ressalvas” dos Jogos Rio 2016 na perspectiva dos deficientes vi-
suais. Se aspectos como a organizagéo das instalagdes durante o evento e a mobilidade urbana pos-evento receberam
consideragdes positivas, 0 mesmo néo se pode dizer do incentivo ao esporte pds-evento, tendo sua nulidade representada
pelo abandono das mesmas instalagdes outrora elogiadas. Destaca-se, ainda, a divisao de opinides quanto a legitimidade
do patrocinio paralimpico como um indicativo da baixa identificagao dos entrevistados com as marcas patrocinadoras dos
Jogos, sinalizando a necessidade das empresas intensificarem ou mesmo readequarem suas estratégias de Marketing
para este publico. Tais apontamentos podem contribuir para futuros estudos acerca do aperfeicoamento e desenvolvimen-
to de politicas publicas para este segmento de cidad&os, considerando os aspectos positivos e negativos citados como le-
gados, bem como para um amplo estudo mercadolégico sobre 0 comportamento do consumidor esportivo com deficiéncia
visual, dado o potencial ainda subaproveitado de fidelizagéo.
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OS INTRUMENTOS DE PESQUISA DAS INSTITUIGOES CUSTODIADORAS DE ACERVOS
ARQUIVISTICOS NA CIDADE DO RIO DE JANEIRO
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INTRODUGAO:

Descrigéo Arquivistica é o Conjunto de procedimentos que leva em conta os elementos formais e de contetido dos docu-
mentos para elaboragéo de instrumentos de pesquisa. (Dicionario brasileiro de terminologia arquivistica. Rio de Janeiro:
Arquivo Nacional, 2005). Este & um processo em que o arquivista cria representagdes de um determinado acervo arqui-
vistico, e onde explicita o contexto e contelido do mesmo. E uma atividade intelectual e que demanda de interpretagéo
de texto, conhecimento histérico acerca do produtor, da época e compreensao da lingua que esta sendo produzidas as
informagdes descritivas.

Yakel (2003) denomina a descrigdo arquivistica como representacgéo arquivistica, a representagéo se refere tanto ao pro-
cesso de arranjo documental, respeitando ou ndo a ordem original, da descri¢do arquivistica e da criagdo de instrumentos
de referéncia, quanto aos guias, catalogos, inventarios, repertorios etc. Ela também contemplou na definicéo de represen-
tagdo arquivistica a criagdo de sistemas, incluindo as bases de dados e de informagdes arquivisticas estruturadas, bem
como os documentos de Descrigdo Arquivistica Codificada (EAD-DTD). Assim, a pesquisa em desenvolvimento partiu de
leitura de textos produzidos pela area, sobre o referido tema, de um estudo sobre a institui¢do custodiadora de acervo
arquivistico Fundacao Biblioteca Nacional, se esta possui instrumentos de pesquisa? Quais sdo estes? Se a descrigdo dos
documentos vai de acordo com as regras estabelecidas pela NOBRADE (Norma Brasileira de Descrigdo Arquivistica)? Se
ndo regidas pela NOBRADE, se estas possuem outro tipo de normalizagao?

OBJETIVO:

Investigar a intuigdo sediada no municipio do Rio de Janeiro Fundagao Biblioteca Nacional, da qual anuncia ter por finali-
dade 0 acesso de seu acervo a populagdo, analisando quais s&o os obstaculos a ampliagdo do acesso aos documentos
de arquivo pela populagéo, através de mapeamento dos recursos de pesquisa que sado disponibilizados pela entidade
custodiadora de acervo arquivistico e fazer uma analise dos instrumentos de divulgagao das fontes arquivisticas, tendo em
vista 0 seu papel de mediagao entre os usuarios e o contetdo dos acervos;

METODOLOGIA:

Ametodologia deste trabalho se deu através pesquisa bibliografica e estudo de caso, onde foi feita uma investigagéo dos ins-
trumentos de pesquisa disponibilizados pelas entidades custodiadoras de acervos arquivisticos de cunho Bibliotecondmico
na cidade do Rio de Janeiro, a analise foi feita na institui¢&o Biblioteca Nacional -BN, através de investigacéo de sua base
de dados e visita técnica no local, buscando saber quais eram os instrumentos disponibilizados aos usuarios do acervo,
se estes possuiam normalizagao, quais eram as fontes bibliograficos e como era dado esse acesso e se estes possuiam
cunho arquivistico.
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RESULTADOS:

Foi analisado a sessdo de manuscritos que se tem como acervo arquivistico da instituigdo Fundag&o Biblioteca Nacional,
esta tem como miss&o da BNDiigital (http://bndigital.bn.gov.br/acervodigital/) materializa duas das tradicionais missdes das
bibliotecas nacionais: preservar a memoria cultural e proporcionar o amplo acesso as informagdes contidas em seu acervo.
Pode-se ver a seguir a base de dados BNDigital, base de dados que utiliza o software SophiA Biblioteca.

Figura 1: Pagina principal onde é feito a busca.
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Figura 2: Busca feita na aba de Manuscritos
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Figura 3: Detalhes da obra consultada
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Figura 4: Parte onde mostra 0 Marc e outros elementos que s&o utilizados como ferramenta de descrigdo pela
Biblioteca Nacional.
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Figura 5: Quantidade de Acessos da BNDigital
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Fonte: http://bndigital.bn.gov.br/sobre-a-bndigital/estatisticas-da-bnd/

CONCLUSOES:

Neste trabalho chegou-se a conclusao de que mesmo havendo uma interdisciplinaridade no setor de manuscritos, pois
os funcionarios do setor sdo de diversas areas, na equipe encontram-se arquivistas, historiadores, bibliotecarios entre
outros, de que o uso da Norma Brasileira de Descri¢ao Arquivistica - NOBRADE, nesta instituigao nao é utilizada, por ela
ser de cunho bibliotecondmico existe certa resisténcia a utilizagdo da NOBRADE e utiliza-se de normas préprias da area
como MARC 21, e em meados de 2016 foi feita a atualizagao do software SophiA biblioteca e a inser¢&o dos documentos
digitalizados na base.

A BNDigital em 2014 a BNDigital possuia cerca de 20 mil itens disponiveis e em média cerca de 130 mil acessos mensais,
hoje séo disponibilizados cerca de 42 mil itens, possui cerca de 3 milhdes de acesso mensal e 42.202 itens encontram-se
digitalizados e disponibilizados na base, 0 que possibilita 0 acesso ao documento na sua integridade € com maior facilida-
de, ou seja, ela nos ultimos aos ampliou a disponibilidade de documentos na integra e teve um aumento na visita ao site.

Contudo podemos inferir que mesmo com a n&o utilizagdo da NOBRADE a Fundagao Bibgioteca Nacinonal faz um étimo
trabalho na disseminagéo da informacao.
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'Catarina Costa Coelho Alves (IC-FAPERJ); 2Jodo Marcus Figueiredo Assis (orientador)

1 - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
2 — Departamento de Estudos e Processos Arquivisticos; Escola de Arquivologia; Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro

Apoio Financeiro: FAPERJ.
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INTRODUGAO

Relevante quest&o nos estudos de 1964 é o acesso a informagao. Por tratar-se de um periodo de repressao politica mui-
tos documentos oficiais, ou ndo, contém informagdes sobre abusos € nomes de agentes do estado envolvidos, 0 que por
consequéncia dificulta o acesso e utilizagdo de arquivos. Essa dificuldade foi explicitada por Marina Joffily®:

Cinco pontos provocaram algum tipo de aversdo da parte dos setores conservadores. O primeiro
concerne ao “esclarecimento circunstanciado dos casos de torturas, mortes, desaparecimentos
forgados, ocultagéo de cadaveres e sua autoria ainda que ocorridos no exterior” (Art. 3°, inciso Il).
Ainda que a comiss&o n&do possua o poder de estabelecer um processo juridico de responsabiliza-
¢ao criminal, em decorréncia da recente recusa do STF a rever a interpretacdo da Lei de Anistia, a
indicacdo da responsabilidade dos agentes do estado deve surtir efeitos sobre a sociedade brasi-

leira. (JOFFILY, 2012, p. 132)

O projeto tem como finalidade mapear, identificar e analisar acervos documentais, tanto publicos quanto privados sobre
o periodo ditatorial no Brasil. O recorte espacial, temporal e social sdo respectivamente o ambito do estado do Rio de
Janeiro, o periodo da ditadura civil-militar e agentes religiosos. A escolha do recorte social por agentes religiosos se deu
por sua notoria atividade durante o periodo da ditadura militar brasileira. Tanto no apoio quanto na resisténcia, como mos-
tra Michael Lowy* em seu livro A guerra dos deuses. O autor ressalta o apoio dado pela alta hierarquia: “Através desse
argumento?® - legitimag&o eclesiastica dos golpes militares na América Latina — a igreja deu sua beng&o ao estabelecimento

1 Aluna de Graduagdo da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) e Bolsista de Iniciagdo Cientifica
pela Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ)

2 Doutor em Ciéncias Sociais pela Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Professor Adjunto do
Departamento de Estudos e Processos Arquivisticos (DEPA) e do Programa de Pés-Graduagdo em Gestdo de Documentos
e Arquivos (PPGARQ) da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). Professor dos Cursos de
Arquivologia e da Licenciatura em Ciéncias Sociais.

3 Pés-doutora em Historia pela Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), com bolsa do CNPq e pela Brown
University (Estado Unidos). E professora adjunta de Histéria da América da Universidade do Estado de Santa Catarina
(UDESC) e atua como professora permanente no Programa de Pés Graduagdo em Historia. Membro da Comissao de
Altos Estudos do Centro de Referéncia Memorias Reveladas, Arquivo Nacional (2014-2016). Atualmente ¢ membro do
Conselho Consultivo do projeto Opening the Archives, da Unviersidade de Brown.

4 Socidlogo, formado em Ciéncias Sociais pela Universidade de Sao Paulo (USP)

5 Refere-se a declarag@o de apoio ao golpe, que foi emitida no aniversario de 50 anos da instaura¢do da ditadura. Ela foi
emitida pela Conferéncia Nacional dos Bispos Brasileiros (CNBB) e assinada pelo Cardeal Raymundo Damasceno Assis,
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de um regime militar que suspenderia as liberdades democraticas no Brasil pelos vinte anos seguintes.” (LOWY, 2000, p.
140-141). Ressalta ainda a resisténcia feita pela esquerda inflada pela Teologia da Libertagéo: “Originalmente, a esquerda
cristd foi esfacelada pela repressdo e marginalizada. No entanto, nos anos que se seguiram, com o surgimento de uma
oposicéo a ditadura na sociedade civil, um nimero cada vez maior de catdlicos (bem como de protestantes, é claro) incluin-
do padres, religiosos, freiras e até uns poucos bispos, comegaram a passar para o lado da oposigdo.” (LOWY, 2000, p.141)

OBJETIVO

Falando mais propriamente do objetivo da pesquisa temos a questdo chave que ¢ identificar e clarear ligagbes entre
agentes religiosos e sua atuagéo no periodo ditatorial que se instaurou em 1964. O mapeamento dos acervos com docu-
mentacdo sobre a época nos da a chance de entendermos o que foi guardado e com que finalidade optou-se por guardar
aqueles documentos, afinal “O documento ndo € qualquer coisa que fica por conta do passado, € um produto da sociedade
que o fabricou segundo as relagdes de forgas que ai detinham o poder. S6 a analise do documento permite a meméria
coletiva recupera-lo e ao historiador usa-lo cientificamente, isto €, com pleno conhecimento de causa.” (LE GOFF, 1996,
p. 545). Nesse sentido, a identificagdo de acervos publicos, privados e pessoais é destacada nessa pesquisa como forma
de ressaltar a relevancia e possibilitar o incentivo aos seus usos e apropriagées sociais para o aprofundamento do conhe-
cimento sobre o periodo.

METODOLOGIA

O trabalho foi se moldando com a leitura das comissdes da verdade, no caso, a Nacional, a Estadual (CEV-RIO), e as
comissdes locais. Com a leitura dos relatérios, finais ou parciais, foi possivel identificar os arquivos usados pelas comis-
sbes e sendo assim, ver 0s que potencialmente teriam arquivos ou acervos privados ou pessoais ligados aos a atuagao
de agentes religiosos. Para isso foi desenvolvida, durante a disciplina Seminario de Arquivistica (2016.1) uma ficha para
levantamento de informagdes relevantes nos sites das Comissdes da Verdade do Estado e de Municipios do Estado do Rio
de Janeiro. Foram pesquisados os sites das seguintes Comissdes da Verdade do Rio de Janeiro: 1) Comiss&o Estadual
da Verdade — RJ; 2) Comiss&o da Verdade Chico Bravo — Nova Friburgo; 3) Comisséo da Verdade Dom Waldyr Calheiros
- Volta Redonda; 4) Comisséo da Verdade de Niterdi; 5) Comissdo Municipal da Verdade de Petrdpolis; 6) Comiss&o da
Verdade de Duque de Caxias; 7) Comissédo da Verdade de Macaé; 8) Comissao da Verdade de S&o Jodo de Meriti; 9)
Comisséo da Verdade de Seropédica.

Arcebispo de Aparecida e Presidente da CNBB, por Dom José Belisario da Silva, Arcebispo de Sdo Luis do Maranh@o e
Vice Presidente da CNBB, e pelo Dom Leonardo Ulrich Steiner, Bispo Auxiliar de Brasilia e Secretario Geral da CNBB
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CONCLUSOES

A pesquisa ainda ndo foi concluida, como primeiras impressdes e conclusdes apresento a auséncia de area dedicada a
atuacao religiosa nos relatérios das comissdes, sendo assim é necessério ver as ligacdes religiosas dispersas no texto dos
relatérios. A Comissao Nacional da Verdade (CNV) é a tnica comissao por mim trabalhada, na qual existiu um grupo de
trabalho (GT)%, para a elaboragdo de uma area especifica para as igrejas catolicas e protestantes e as violagdes de direitos
humanos sofridas por agentes das mesmas. Outro fator relevante ¢ a falta de referéncias a outras religides que ndo fossem
as cristds. Como plano para a segunda parte do projeto de pesquisa temos a ida aos arquivos para andlise dos acervos,
para entao podermos coloca-los como parte desse mapeamento.

Foi possivel perceber que ha um distanciamento metodoldgico e de aprofundamento dos relatdrios finais das Comissdes
Municipais para com o relatério da Comissao Estadual do Rio de Janeiro. Nao conseguimos aprofundar essas questoes
qualitativas, o que exigiria um investimento em entrevistas e trabalho de campo mais apurado. Conseguimos, entretanto,
compreender, por meio do levantamento, os niveis de aprofundamento das questdes, a identificagdo de locais, agentes
tanto de militantes quanto dos quadros de agentes dos dérgaos de informagao e de represséo, indicagdes de acervos,
acontecimentos, recorréncias a documentos de arquivos ou a testemunhos orais.

Cabe ressaltar que o Projeto ao qual este Plano de Trabalho esta vinculado recebeu aprovagéo da FAPERJ, porém, ndo
foi liberado o financiamento, impossibilitando grande parte do trabalho de investimento em trabalho de campo junto aos
acervos.

6 Trata-se do GT “O papel das Igrejas durante a ditadura”
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GOVERNANGA ARQUIVISTICA CONTEMPORANEA: TRAJETOS E (RE)CONFIGURAGOES
DAS POLITICAS DE SISTEMAS PUBLICOS DE ARQUIVOS NO BRASIL
SOB 0S NOVOS CENARIOS SOCIAIS E INFORMACIONAIS.

'Evilyn Oliveira Merlo (PIBIC-CNPq);'José Maria Jardim (orientador).
1 - Departamento de Estudos Arquivisticos; Escola de Arquivologia; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

Apoio Financeiro: PIBIC-CNPq.
Palavras-chave: Arquivologia; Governanga; Governanga Arquivistica.

INTRODUGAO

O projeto, orientado pelo professor Dr. José Maria Jardim, foi iniciado pela aluna Raquel Silva da Cruz, que por motivos
pessoais ndo pode dar continuidade as atividades que vinha desenvolvendo, sendo substituida por mim em novembro
de 2016. Apds assumir a vaga, continuamos o trabalho de levantamento bibliografico sobre o conceito de Governanga.
O objetivo era percebermos como esse conceito pode ser aplicado na Arquivologia e suas implicagdes diretas na gestao
arquivistica.

Analisamos configuragdes das politicas e sistemas de arquivo nos érgdos publicos federais, como Ministérios e Secretarias
de governo, através de um questionario enviado a esses 6rgaos pelo Sistema Eletronico do Servigo de Informagao ao
Cidad&o E-SIC do Governo Federal. Foi desenvolvido também um levantamento acerca dos investimentos dos setores de
fomento como a CAPES e CNPq no que tange as areas de Arquivologia e Ciéncia da informag&o.

OBJETIVO
Identificar, de forma preliminar, os padrdes de governanga e os sistemas de politicas publicas arquivisticas dos Poderes
Executivos Federais a partir de pesquisas realizadas no Sistema Eletronico de Servigo ao Cidadao e-sic.

METODOLOGIA

Buscando o desenvolvimento da nossa pesquisa, num primeiro momento, realizou-se um levantamento bibliografico so-
bre o0 tema. Procurou-se alcangar ancoragem teorica através de trabalhos académicos que discutiam o uso do conceito
de Governanga na area da Arquivologia. A identificacdo de uma bibliografia de referéncia foi importante para pesquisa e
apropriacdo do conceito, assim como a compreensao das aplicabilidades e possibilidades de uso no campo Arquivistico.

Na busca pelo cenério bibliografico relativo ao tema, foi realizado um trabalho quantitativo no portal de teses e dissertagdes
do CAPES e CNPq, identificando trabalhos incluidos nas subareas de Arquivologia e Ciéncia da informagao, financiados
para o desenvolvimento de pesquisas de Doutoramento e Mestrado. Este trabalho abrangeu em especial paises como
Portugal, Canada e Estados Unidos, desde os anos de 2005 até 2016, sendo possivel identificar um relativo aumento de
trabalhos financiados no periodo pesquisado.

Através das buscas no E-SIC do Governo Federal, desenvolvemos um trabalho de investigagao a respeito da existéncia
de arquivos permanentes nos Ministérios e Secretarias do Governo Federal, através dos resultados obtidos no questio-
nario pretendeu-se identificar se os Ministérios pesquisados aplicavam as normas arquivisticas determinadas pela Lei de
Arquivo 8.159/91. Na consulta ao E-SIC foram solicitadas as seguintes informagdes:

1) Existe um arquivo histérico ou permanente em algum 6rgao desse ministério?
2) Em caso negativo, qual a raz&o?
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3) Em caso positivo:

A. qual é o setor responsavel pelo arquivo?

B. Qual a data do documento mais antigo e do mais recente?
C. o arquivo é aberto ao publico?

D. Qual o local ou locais (cidade e endereco) desse arquivo?

E. Ha informagbes sobre 0 arquivo no site do ministério? Se existem, indicar o link.

Esse levantamento foi realizado de entre Abril e julho de 2017. Foram obtidas respostas de 21 Ministérios (95.45%) dos
22 érgéos solicitados.

RESULTADOS

Nossos resultados foram bastante significativos, sobretudo, ao que se refere as pesquisas realizadas no Sistema Eletronico
de Informacdo ao Cidadao. As respostas obtidas nos questionarios enviados nos possibilitaram perceber que Ministérios e
Secretarias de governo ndo aplicam completamente as diretrizes definidas pela Lei de Arquivos 8.159/91, que dispde que
todos os documentos produzidos pelos 6rgaos federais devem passar por um processo de avaliagéo e aplicagdo de uma
tabela de temporalidade aprovados pelo Arquivo Nacional- AN, depois recolhidos para guarda permanente. Identificamos
que poucos Ministérios fazem o trabalho de recolhimento de sua documentagéo ao Arquivo Nacional, em alguns casos
criando setores especificos de guarda de documentos permanentes ou, em casos mais graves, ndo havendo diferenciagao
entre documentos correntes, intermediarios e permanentes.

A seguir, 0 panorama dos dados coletados:
Arquivos Permanentes e Histéricos nos Ministérios

Lei 13341/16 mudou a estrutura do Executivo Federal em setembro de 2016
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2015-2018/2016/lei/L13341.htm

Ministério Possuem Arquivo | Consulta Abertaao | Tém Informagdes
Permanente? Publico? No Site?
Ministério
da Transparéncia Em Andamento - -
e Controladoria Geral da Unido
Mlmsten.o da Agricultura, Pecuaria e Néo N0 Néio
Abastecimento.
Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovacdes e Sim Resposta inconclu- | Resposta inconclu-
Comunicagdes. siva* siva
Ministério da Cultura. Nao Néo N&o
Sé para servidores.
Ministério da Defesa. Sim Par.a mdadags S0 N&o
mediante pedido no
e-sic
Ministério . . .
da Educagéo. Sim Sim Sim
Ministério da Fazenda. Néo Respostg inconclu- Respostg inconclu-
siva siva
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Ministério da Industria, Comércio : . <

Exterior e Servigos. Sim Sim Ndo
Ministério da Integragéo Nacional. Sim Sim Néo
Ministério da Justica e Segurancga Publica. N&o - -

Ministério da Previdéncia Social. Sim Sim N&o
Ministério da Saude. N&o N&o N&o
Ministério das Cidades. Sim Né&o \ED)
Ministério das Relagbes Exteriores. Sim Sim Sim
Ministério do Desenvolvimento Agrario. N&o Néo N&o
Ministério do Desenvolvimento Social. Sim Sim Nao
Ministério do Esporte. Néo Nao N&o
Ministério do Meio Ambiente. N&o Nao N&o
Ministério de Minas e Energia Sim Sim Nao
g/lénsltsglo do Planejamento, Orcamento e Néo N0 Néio
Ministério do Trabalho. Sim Sim N&o
Ministério dos Transportes. . Respost.a Néo N&o

inconclusiva

Nossa pesquisa foi realizada através de um questionario, apresentado acima, e filtramos as respostas obtidas reduzindo
os resultados nas trés questdes apresentadas no presente quadro. Entretanto, por especificidades dos érgdos algumas
respostas ndo puderam ser alcangadas. Portanto, segue a explicacdo sobre cada resposta inconclusiva encontrada nes-
S€es casos:

1. Ministério da Ciéncia, Tecnologia, Inovagdes e Comunicagdes: os documentos referentes a este Ministério estdo
custodiados pelo SEARB- Secretaria de Arquivo e Biblioteca, por isso ndo conseguimos chegar a respostas
conclusivas para as questdes presentes acima.

2. Ministério da Fazenda: Os documentos do Ministério da Fazenda identificados como histoéricos se encontram
no Museu da Fazenda Federal ou no museu Casa dos Contos. Entramos no site dos Museus mais ndo havia
informagdes sobre o acervo.

3. Ministério dos Transportes: “De acordo com a estrutura organizacional do Ministério, existe uma Divisdo de
Gestdo Documental que supervisiona as atividades do arquivo central. Esta em curso um projeto de analise
e digitalizagéo do acervo documental que, resultara na aplicacdo da Tabela de Temporalidade, seguindo di-
retrizes do CONARQ. ] Dessa forma, possibilitara a separacdo do acervo histérico e permanente. A previséo
de conclusao é para o exercicio de 2017. Assim, atualmente, ndo ha a separagdo da documentagdo entre
histérico e permanente.” (Resposta obtida pelo e-sic.) A partir dessa resposta, compreendo que ha no érgéo
documentos de carater permanente. Entretanto, devido a falta de tratamento arquivistico eles ainda n&o foram
identificados como tal.

CONCLUSOES

O trabalho que foi desenvolvido ao longo desses nove meses, tempo referente a substituicdo da bolsa de pesquisa, nos
possibilitou alcangar resultados muito importantes. Conseguimos recolher dados e informagdes que sdo essenciais para
compreender 0 percurso e 0s avangos que a Arquivologia vem enfrentando nos ultimos 10 anos. Constatou-se a impor-
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tancia da adogao de padrdes de governanga arquivisticas, por parte do Arquivo Nacional, nos Ministérios e Secretarias de
governo para que estes sigam as orientagdes arquivisticas dispostas na lei de Arquivo 8.159/91.

Com base nos dados, refletimos sobre a importancia de continuar investindo em pesquisas e projetos que tenham como
objetivo pensar a Arquivologia como uma area estratégica para institui¢des. Além disso, incentivar ainda mais através de
projetos e cursos de pés-graduagado a formagédo continuada do profissional, impulsionando o crescimento da area e seu

reconhecimento por parte da sociedade.
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ACERVO FREI TITO DE ALENCAR LIMA:
TRATAMENTO ARQUIVISTICO PARA USOS SOCIAIS

'Isabela Barbosa Ramalho Brito Veloso (IC-UNIRIO);2Jodo Marcus Figueiredo Assis (orientador).
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Apoio Financeiro: CNPq
Palavras-chave: Arquivologia; Documentos; Frei Tito, Dominicanos.

INTRODUGAO

Frei Tito de Alencar Lima foi um frade dominicano perseguido, torturado e exilado durante o periodo do regime militar no
Brasil. No exilio, Tito falou abertamente sobre as torturas as quais foi submetido. O Relato de tortura de Frei Tito se tornou
conhecido em diversos paises, trazendo para foco a importancia da defesa dos direitos humanos. A partir de sua trajetoria,
Tito passou a ser reconhecido por diversos movimentos como uma personalidade que lutou em prol da democracia e por
isso sua memoria continua sendo revisitada. A proposta deste trabalho é apresentar a relevancia social das informagdes
contidas nesse conjunto documental, bem como ampliar a visibilidade e 0 acesso aos documentos coletados durante a
pesquisa.

OBJETIVOS
Estudar documentos produzidos e/ou coletados pela provincia dominicana no Brasil sobre sua atuagao e sobre as acdes
dos 6rgéos de represséo que atuaram contra os frades dominicanos e contra as organizagdes por eles apoiadas;

Analisar conjuntos e itens documentais sobre vigilancia, priséo, e tortura dos freis dominicanos no Brasil;
Analisar a organizagao arquivistica desses documentos e 0s mecanismos para sua acessibilidade a consulta publica;

Refletir sobre a produgéo de documentos no periodo ditatorial civil militar no Brasil (1964-1985), assim como sua organi-
zagao atual para 0 acesso.

Colaborar com a ampliagéo de conhecimentos sobre a colegao de registros documentais para constituigdo de memorias so-
bre o processo criminal e repressivo contra Frei Tito e os demais frades durante a ditadura civil-militar no Brasil (1964-1965).

METODOLOGIA

Foi utilizado o método qualitativo de pesquisa, por meio de analise bibliografica sobre o tema e analise arquivistica de
conjuntos documentais do Arquivo dos Dominicanos (Belo Horizonte — MG). Buscamos elaborar uma forma de descrigdo
desses documentos visando facilitar sua identificacdo quando a disponibilizarmos para acesso. Segundo Lopez, “Os ins-
trumentos de pesquisa séo as ferramentas utilizadas para descrever um arquivo, ou parte dele, tendo a fung&o de orientar
a consulta e de determinar com exatidao quais s&o e onde estdo os documentos. ” (2002, p.10). Os documentos coletados
durante a pesquisa ndo sdo documentos natos digitais, mas como sua coleta se deu por meio de fotografia digital, estes
documentos por nds selecionados, estudados e descritos podem ser considerados digitalizados.

Por meio da literatura € normas arquivisticas, buscamos esclarecimentos sobre os processos de descri¢do de documentos
arquivisticos. A dificuldade que encontramos ao tratar esses documentos esta em compreender a forma como os docu-
mentos acumulados estao relacionados. Mesmo assim, os desafios apresentados nos levaram a buscar mais conheci-
mento sobre esses documentos para néo realizarmos apenas uma analise superficial sobre sua posigao na organizagéo
hierarquica do acervo.
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Tomando a Norma Brasileira de Descrigéo Arquivistica (NOBRADE) como base, partimos para os “elementos de descri-
¢éo”. Dentre os elementos apresentados por esta Norma, apenas oito sdo obrigatérios, sendo eles: codigo de referéncia;
titulo; data(s); nivel de descrigao; dimenséo e suporte; nome(s) do(s) produtor(es); condi¢des de acesso. Esses elementos
s8o utilizados para todos os tipos de documentos, mas em casos em que existam informagdes especificas sobre algum
tipo documental, elas deveréo ser acrescidas a descrigao.

Por trabalharmos descrevendo unidades documentais, dentro de seu conjunto de documentos, optamos pela elaboragéo
de um catélogo como instrumento de pesquisa. Esse tipo de instrumento permite que sejam observadas as rela¢des entre
documentos de forma mais ampla.

RESULTADOS

Heloisa Bellotto (2004, p. 253), ao tratar dos chamados Arquivos Privados, os apresenta como “produto das atividades
pessoais ou institucionais no ambito privado”. No caso da documentagao analisada, € possivel perceber que seu surgi-
mento se da a partir da vida e da figura de Frei Tito, estando eles interelacionados em seu processo cumulativo, o qual
ocorreu progressivamente. Ainda sob o espectro dos Arquivos Privados, a mesma autora apresenta uma nogao acerca
dos Arquivos Sociais, nos quais podemos compreender o Arquivo dos Dominicanos. Para Bellotto, “Os chamados arquivos
sociais abrangem um grande numero de arquivos importantes, sobressaindo-se os religiosos, os notariais e os de movi-
mentos e entidades politicas” (2004, p. 255).

Entretanto, como o tratamento dado pelo Arquivo dos Dominicanos & documentag&o culminou em um arranjo dividido
em temas e nesse sentido a ordem original estaria comprometida, cabe aqui citar o trabalho de Macneil (2008). A autora
propde que seja repensado o principio da ordem original e defende que a cada “rearranjo” e descrigao as relagdes entre 0s
documentos vao adquirindo possiveis ressignificagdes, ou seja, o entendimento de como aqueles arquivos estéo relacio-
nados, pode ser diferente. Para Macneil a ordem original é construida e ndo encontrada pelo arquivista. Ainda segundo ela,

The survival and ongoing preservation of the records mean that they are in a continuous state of
becoming as their physical and intellectual orders are shaped and reshaped, contextualized and re-
contextualized, initially by their creators and subsequently by their custodians. These acts of alterity
are part of the history and meaning of those records and, therefore, need to be accommodated and
documented within archival arrangement and description systems. (2008, p. 21)'

Partindo desta perspectiva, podemos considerar que a ordem da documentag&o encontrada no Arquivo dos Dominicanos
referente a Frei Tito reflete o significado de seu produtor. A quantidade de publicagdes pds-morte e todas as comemora-
¢Oes em memoria de Tito que estéo ali representadas por documentos podem ser compreendidas como uma forma de
revisitar a imagem do frade.

Amemoria de Tito é revisitada por diversos movimentos sociais populares, pois a representagéo de Tito como personagem
de uma luta em prol da libertagdo e da democracia, promove processos de identificagéo por parte de diversos grupos so-
ciais. Essa relagdo entre meméria e questdes identitarias é explicada por Pollak (1992) quando afirma que:

1 “Asobrevivéncia e a preservacéo continua dos arquivos demonstra que eles estdo em um estado continuo de tornar-se como suas
ordens fisicas e intelectuais sdo moldadas e remodeladas, contextualizadas e recontextualizadas, inicialmente por seus criadores e,
posteriormente, por seus guardides. Esses atos de alteridade fazem parte da histdria e do significado desses arquivos e, portanto,
precisam ser acomodados e documentados dentro dos sistemas de arquivamento e descri¢do. ” (Tradugéo nossa).
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Além desses acontecimentos, a memaria é constituida por pessoas, personagens. Aqui também
podemos aplicar 0 mesmo esquema, falar de personagens realmente encontradas no decorrer
da vida, de personagens freqlientadas por tabela, indiretamente, mas que, por assim dizer, se
transformaram quase que em conhecidas, e ainda de personagens que ndo pertenceram necessa-
riamente ao espago-tempo da pessoa (POLLAK, 1992)

A partir do levantamento de sites que citam o nome de Tito, foi possivel perceber que existem diversos tipos de instituicdes
com propositos voltados para a organizagao social que levam o seu nome. Podem ser citados como exemplos, a Agéncia
de Informacé&o Frei Tito para a América Latina (ADITAL), o Espaco Cultural Frei Tito de Alencar Lima (ESCUTA), o coletivo
Frei Tito Vive, o Centro Ecuménico Publicacdes e Estudos Frei Tito de Alencar Lima. Além dessas instituicdes, existe
também uma escola em Fortaleza, um centro de salde e diversas ruas espalhadas pelo pais que levam o nome de Tito.
As comemoragdes e liturgias em lembranca da morte de Tito séo eventos que ocorrem periodicamente com a presenca de
pessoas proximas a ele, dos movimentos sociais e de pessoas da comunidade local.

A presenga da memoria do martirio de Tito como forma de constituicdo de uma identidade para esses movimentos de-
monstra a importancia da valorizagdo do conhecimento que se tem sobre ele, do acervo acerca de Tito e dos frades
dominicanos.

Devido a relevancia social as informagdes ali contidas sobre o frade, pretendemos disponibilizar o material coletado de
forma que amplie sua proje¢do, uma vez que o Arquivo dos Dominicanos possui limitagdes em relagao a visibilidade dada
ao acervo fisico. Nossa escolha foi criar um site. Foram analisadas algumas opgdes e o Wordpress foi a plataforma gratuita
escolhida por possuir maior variedade e facil adaptagdo de templates para o objetivo do trabalho. O site ainda se encontra
em construcdo e apresenta interface simples. Planejamos elaborar um manual de auxilio ao usuario ou uma espécie de
FAQ? para esclarecer quaisquer duvidas relacionadas ao acesso. Os documentos estardo disponiveis no site para visua-
lizagdo e download. Serdo previstas também formas de indicagdes para utilizagdo das imagens em vista de referéncias e
adverténcias quanto a ética de utilizagéo.

CONCLUSOES

0O estudo dos documentos encontrados no acervo da Provincia dos Dominicanos no Brasil sobre as a¢des e a atuagio dos
6rgéos de represséo, nos mostra que a imagem de Tito de Alencar Lima tornou-se importante para diversos movimentos
sociais e religiosos. Entre os documentos analisados foi possivel encontrar homenagens, cartas e telegramas de solida-
riedade as comemoragdes da morte de Tito, que reforcam essa ideia da relevancia de Tito para os movimentos sociais.

Os documentos produzidos, coletados e organizados projetam memérias para o espago publico, demonstrando a relevan-
cia deste conjunto documental no contexto dos chamados “Arquivos Sociais”. Analisar, descrever e facilitar o acesso a
essa documentagédo nos permitiu ter contato diretamente com a pratica arquivistica no ambito de uma instituigéo religiosa,
na qual a documentagao esta sob a posse de uma instituido privada e autbnoma. Foi possivel perceber que este arquivo
religioso possui como uma de suas caracteristicas documentar a memaria histérica a partir da vivencia de seus membros
de geracdes passadas e das instituicdes da Igreja que produziram diferentes conjuntos de documentac&o e acervos.

Entretanto, a falta de instrumentos de pesquisa e de um catalogo no site do Arquivo dos Dominicanos identificando a do-
cumentaco ali alocada dificulta seu acesso, conhecimento e usos. Nosso trabalho visa ndo sé conhecer a documentagao
e identificar as praticas arquivisticas possiveis de serem implementadas ali, mas pensar e planejar agdes que proponham
a facilitagdo de seu acesso e uso social.

2 FAQ é uma sigla para a expresséo “Frequently Asked Questions” que pode ser entendida em uma tradugéo direta como “Perguntas
Mais Frequentes”.
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A participacdo como Bolsista de Iniciagao Cientifica contribuiu para minha formagao académica, estimulando o desenvolvi-
mento de pensamento critico, agregando conhecimento acerca do fazer arquivistico e despertando interesse pela pesquisa.
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INTRODUGAO

No contexto das novas tecnologias digitais de informagéo e comunicagéo, significativas mudangas nas dinémicas de
produgao, fluxo, disseminagao e acesso a informag&o perpassam o fendmeno arquivistico, alterando padrées e comporta-
mentos de seus usuarios. Nesse cenario, uma gama de recursos técnicos disponibilizados pela internet afetam os meios
de recuperacgao e acesso as informagdes em rede, estimulando novas possibilidades de difusdo dos arquivos.

No ambito do processo de descri¢do arquivistica, a emergéncia de uma nova geragao de instrumentos de referéncia online
envolve aspectos de ordem tanto tecnoldgica quanto comunicacional, incutindo um potencial de ampliagdo do uso social
dos acervos de instituicdes arquivisticas. E permeada, assim, por multiplos e fecundos campos do saber.

Considerando a relagédo de interagdo entre usuarios e instituigdes arquivisticas, a interlocugao entre a Arquivologia e as
areas afetas ao User Experience (UX) Design, tal qual o Design de Interagdo e a Arquitetura da Informag&o, oportuniza
contribui¢des tanto tedricas como praticas ao campo dos arquivos.

Nesse sentido, investiga-se a experiéncia de uso do Sistema de Informagdes do Arquivo Nacional (SIAN), principal base de
dados do Arquivo Nacional brasileiro, tendo em vista a importancia da interface usuario-sistema para a difusdo arquivistica
do acervo custodiado por esta instituicdo. Especificamente, buscou-se qualificar o comportamento do usuario na utilizagao
dessa ferramenta, explorando-se o design da interag&o virtual entre ambos. Além disso, verifica-se se o referido instrumen-
to fornece ao usuario o apoio necessario para ampara-lo durante a sua experiéncia de pesquisa aos acervos arquivisticos.
Para tanto, parte-se de revis&o bibliogréfica, seguindo-se pela coleta e anélise dos dados obtidos.

Sem embargo, objetiva-se averiguar em que medida a navegabilidade pelos instrumentos de referéncia online atende ao
propdsito de difusdo dos acervos arquivisticos a sociedade, efetivamente, contemplando sua compreens&o esclarecida
como um elemento vital para 0 acesso.

OBJETIVO

Aanalise empreendida teve o proposito de avaliar as percepgdes dos usuarios sobre o Sistema de Informagdes do Arquivo
Nacional (SIAN) e identificar seus recursos e funcionalidades passiveis de alteragdes, a fim de facilitar e otimizar a expe-
riéncia dos usuarios, contribuindo para uma imagem mais popular e acessivel dos arquivos.

METODOLOGIA
Para lograr os objetivos deste estudo de natureza exploratdria seguiu-se aos seguintes procedimentos teérico-metodolé-
gicos: revisao bibliogréfica, definicdo do campo empirico, coleta e andlise dos dados.
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Partiu-se da revisao bibliografica sobre a descrigao arquivistica, a evolugdo da web e estudos sobre User Experience (UX)
Design e usabilidade, recorrendo-se a diversos autores das respectivas areas. Apds a delimitagdo do campo empirico,
justificada pela relevancia tanto da instituigdo arquivistica como da ferramenta analisada em si, procedeu-se a coleta de
dados, promovendo-se uma verificagdo empirica da percepgdo dos usuérios selecionados sobre o SIAN conforme suas
experiéncias de uso. Como instrumento para a realizagdo dessa etapa, optou-se por um questionario do tipo survey, de-
senvolvido através da plataforma online Google Forms.

O questionario desenvolvido dividiu-se em uma apresentacéo que expde brevemente, o propésito da investigacéo, a fim
de contextualizar o usuario respondente quanto a pesquisa empreendida, além de duas outras partes. Na primeira delas,
quatro perguntas fechadas envolvem informag6es sobre o usuério, como o seu perfil, idade, formag&o e interesse. Em
seguida, a segunda parte do questionario consiste em 11 perguntas fechadas e uma aberta, com foco direto sobre as
percepgdes dos respondentes quanto ao uso do SIAN. Dessa forma, em sua totalidade, o questionario & composto por 16
perguntas.

Como caminho de investigagdo para as percepgdes dos usuarios sobre 0 SIAN propds-se uma adaptagdo do método
empirico de avaliagdo de usabilidade System Usability Scale (SUS) de Brooke (2013) A partir dela, as respostas obtidas
que escapavam aos critérios de avaliagdo do SUS foram, complementarmente, analisadas sob o prisma de duas normas
técnicas relacionadas a usabilidade, a saber, ISO 9126 e NBR SO 9241-11, ou da avaliagdo heuristica de usabilidade
proposta por Nielsen (1995).

RESULTADOS

A partir da analise empirica realizada, os dados coletados apontam para a compreenséo da percepgéo dos usuarios sobre
o SIAN a partir de sua experiéncia de uso, identificando aspectos do sistema passiveis de melhorias e estimulando agdes
corretivas, no intuito de facilitar e otimizar o acesso e a inteligibilidade desse instrumento, de modo a lograr maior grau de
satisfagdo por seus usuarios.

Como problemas de usabilidade mais criticos, apontam-se: a clareza do sistema para os usuarios; a necessidade de re-
cursos de ajuda para melhor orienta-los quanto aos mecanismos de busca na base de dados; o uso excessivo de termos
técnicos, a ponto de prejudicar o0 desempenho das buscas realizadas; e a complexidade da linguagem utilizada, de manei-
ra geral. Todos esses pontos ratificam as principais impressdes dos usuarios respondentes sobre os sistemas, reforgando
a dificuldade, o estranhamento e a frustragdo quanto ao uso do SIAN.

As respostas a pergunta aberta também foram importantes para verificar a reincidéncia de comentéarios predominante-
mente concentrados sobre a clareza da interface, da linguagem utilizada e da acessibilidade. Muitas dessas respostas
mencionam a necessidade de um acesso mais simples para o “usuario comum”, “usuario em geral” ou, ainda, “grande
publico”. E sintomatico notar que embora a maior parte dos respondentes desta pesquisa seja familiarizada com a rea de

arquivos ou com pesquisas em outras areas (91,3%), muito se critica sobre a linguagem utilizada.

CONCLUSOES
A dimensé&o social dos arquivos se relaciona intimamente a sua capacidade de se comunicar com a sociedade, o0 que
ultrapassa o mero provimento de acesso a informagao contida nos arquivos aos cidadaos.

Desse modo, a investigagéo realizada confirmou um pressuposto geral que norteou a execugéo da pesquisa: o potencial
comunicacional dos arquivos reside na capacidade deste difundir seus acervos sob a forma de produtos e servigos, de
modo a tornar a informacg&o esclarecida para o publico que deles faz uso. A geragao de conhecimento para os cidad&os
depende, portanto, da significagao das informagdes contidas nos arquivos.

Nesse sentido, em que pesem o0s recursos tecnoldgicos ja utilizados pelo Arquivo Nacional para a ampliagéo dos usos e
usuarios de seus acervos, importa incentivar maior quantidade e diversidade de investigagdes sobre a relagdo sistema-
-usuario. Por ora, ha indicios de que o SIAN deva ser revisto, considerando a melhoria dos pontos mais fragilizados; em

33

&
U L Diretoria de

UNIRIO el Pesquisa



Universidade Federal do

@ P
WS UNIRIO ectaco do Rio de Janeiro

especial, a inteligibilidade, a operacionalidade e a apreensibilidade do sistema, abarcando a composig&o plural do publico
que acessa 0s arquivos, assim como aquele que ndo o visita comumente.

Assim, o UX Design desponta como um possivel caminho para qualificar o acesso aos arquivos, apostando em critérios de
usabilidade para aprimorar recursos e funcionalidades dessa nova geragao de instrumentos de referéncia online.
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INTRODUGAO

Nos Ultimos tempos, a humanidade tem presenciado um crescente aumento da cultura do registro, € o nimero de docu-
mentos gerados por pessoas e organizagdes tem sido cada vez maior. O ser humano desenvolve inlmeras fungdes e
atividades ao longo de sua vida. Viver em sociedade implica produzir, receber e acumular documentos. Estes registros
s80 instrumentos essenciais para o funcionamento da vida em sociedade e, portanto, testemunhos da trajetéria de quem
o produziu. A fung&o instrumental é condi¢&o primordial para que exista o arquivo, sem preocupagdes com o olhar alheio
e 0 do futuro. Nesse sentido, exploramos e analisamos a hipdtese de que os arquivos pessoais s&0 arquivos como outros
quaisquer, e assim a forma de organizagao dos mesmos deve respeitar os principios arquivisticos, levando-se em consi-
deracéo as especificidades e complexidade que envolve este tipo de documentagéo.

Objetivo: Fazer um levantamento de conceitos de arquivos pessoais, comparar os conceitos encontrados, verificar o status
do conceito de arquivos pessoais no campo cientifico da Arquivologia, indicar a grande importancia da gestdo desses ar-
quivos, dada tamanha demanda nos dias atuais, tal como identificar seus usos e a importancia atribuida a eles pelos seus
produtores/acumuladores, e igualmente reconhecer neles o valor cultural e de memdria.

METODOLOGIA

Com a finalidade de alcancar os objetivos listados acima, buscamos os subsidios necesséarios na literatura especializada
sobre arquivos pessoais, memoria e uso social para compreender algumas discussdes e discursos que encontramos na
area a respeito desta tematica.

RESULTADOS

0 arquivo é um conjunto articulado de documentos produzidos, recebidos e acumulados, de carater instrumental. A varie-
dade de tipos documentais encontrados nos arquivos pessoais € extensa. A trajetéria de cada pessoa delimita especifici-
dades ao conjunto documental acumulado por ela. O que se encontra em um arquivo podera néo existir em outro, pois as
pessoas sdo Unicas e desenvolvem atividades, fungdes e papéis distintos no contexto em que atuam.

Gabrieli Fonseca (2015) expde que nos arquivos pessoais a acumulagdo representa a compreensao dos arquivos em
toda sua importancia, inclusive a meméria. Aponta, entdo, que esse destaque e retorno social apenas ocorre quando ha
a compreenséo e tratamento adequado dos documentos. Deste modo, a autora explica que os documentos encontrados
nos arquivos pessoais representam as relacdes e atividades do individuo que os acumulou.

Alguns arquivistas, tais como algumas correntes de pensamento, sugerem que 0s arquivos pessoais, diferentemente dos
institucionais - que segundo eles sao imparciais, produzidos naturalmente, sem intencionalidade - carregam em si uma
inten¢do de perpetuar algo para o futuro, cheios de parcialidade. Em oposigao a esta ideia, Terry Cook descreve uma
semelhanca entre os arquivos pessoais e os publicos. Segundo ele, ambos séo artefatos de registro derivados de uma
atividade; os arquivos sao evidéncias das transagdes da vida humana, seja ela organizacional, e, por conseguinte oficial,
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seja individual, e portanto pessoal (COOK, 1998). Diferentemente de livros, programas de televisdo ou obras de arte, eles
nao séo intencionalmente criados por motivos proprios, com a possivel excegao dos textos autobiograficos, mas surgem,
antes, dentro de um contexto, como parte de alguma outra atividade ou necessidade, seja pessoal, seja institucional.

O Centro de Pesquisa e Documentag&o de Histéria Contemporanea do Brasil (CPDOC) publicou em seu site um pequeno
verbete sobre o que s&o os arquivos pessoais. Neste texto, 0 CPDOC delimita que cartas, fotografias, documentos de
trabalho, registros de viagem, diérios e diplomas quando reunidos em conjunto s&o responsaveis por revelar trajetorias de
vida, gostos, habitos e valores, formando, deste modo, um arquivo pessoal. De forma clara e objetiva, explica que arqui-
VOS pessoais sao: “conjuntos documentais, de origem privada, acumulados por pessoas fisicas e que se relacionam de
alguma forma as atividades desenvolvidas e aos interesses cultivados por essas pessoas, ao longo de suas vidas”. Essa
acumulagéo resulta da sele¢do dos documentos a serem guardados, entre todos os papéis manuseados cotidianamente,
e vai sendo feita ao longo do tempo. Muitas vezes, principalmente no caso de arquivos privados de pessoas publicas, essa
selecao também é feita por auxiliares e, ap6s a morte do titular do arquivo, por familiares e amigos.

Para Natalia Bolfarini Tognoli e Thiago Henrique Bragato Barros, os arquivos pessoais s&o formados a partir da acumula-
¢ao de documentos ali encontrados com caracteristicas muito particulares, porque estéo relacionadas a trajetéria de vida
do titular a sua obra. Em seu trabalho, os autores expdem que o0s arquivos pessoais nao podem ser compreendidos como
uma ramificagdo dos arquivos privados, haja vista suas propriedades distintas. Segundo Tognoli e Barros:

O arquivo pessoal é a materialidade mais contundente na relagédo que se estabelece entre a me-
méria individual e a coletiva, a medida que os documentos ali encontrados fazem parte do ideério
individual de uma pessoa, que fez parte de um grupo politico e/ou artistico e produziu documentos,
ou seja, ele foi influenciado e influenciou os saberes e discursos produzidos em uma determinada
época. (TOGNOLI e BARROS, 2011, p. 6)

Visitando os arquivos pessoais podemos nos deparar com o esperado, mas também na mesma proporgdo, com o inespe-
rado. Segundo Heloisa Bellotto,

muito a sociedade podera ganhar com essas fontes inestimaveis que s&o 0s registros pessoais,
todos eivados de uma imprescindivel “sinceridade”, ainda que nem sempre de “verdade”, como
discutirdo alguns dos préximos conferencistas (BELOTTO, 2006, p.202).

Ainda segundo Bellotto, os arquivos pessoais s&o interdisciplinares por exceléncia, e ddo motivos a infinitas abordagens
e olhares.

Como dito acima, os arquivos pessoais podem ser compostos por diferentes tipos de documentos em diferentes suportes,
dentre eles as fotografias. Segundo Aline Lacerda, ainda hoje se discute se fotografias deveriam ser ou ndo conside-
radas documentos de arquivo, considerando que sua forma de constituicio estaria mais proxima dos itens de cole¢éo
(LACERDA, 2009). No fundo, documentos fotograficos ainda sdo vistos como ‘especiais’, tanto na area arquivistica, quanto
na dos estudos historicos que se servem dela como fonte ou objeto. Lacerda critica o fato de que muitas vezes a biblio-
grafia sobre fotografia se prende a abordar apenas o tratamento técnico desta documentacéo, de separar os documentos
iconograficos do restante do acervo do qual fazem parte, para fins de tratamento especifico (LACERDA, 2009).

As fotografias s&o tradicionalmente vistas como registros autorreferentes, imagens de ‘alguma coisa’, sem conexao clara
com a entidade produtora e responsavel pela existéncia do conjunto, as imagens acabam sendo tratadas por seu contetdo
intrinseco, ndo sendo percebidas como portadoras de um vinculo arquivistico, que as remetem a outros documentos €, em
Ultima instancia, as ligam ao proprio titular do arquivo, responsavel pela produgéo e acumulagao dos documentos. Aautora
chama a ateng&o para a importancia fundamental de se olhar para a natureza e o grau de informagbes sobre as imagens.
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Somadas as caracteristicas de conteddo (assunto, retratados, autor, local e data), informagbes
sobre as relagbes dos documentos fotograficos com o titular do arquivo, bem como com 0s outros
documentos do acervo, séo importantes chaves para o entendimento do contexto de produgéo da
documentagdo, na maioria das vezes negligenciadas pelas operagdes institucionais de tratamento
documental (LACERDA, 2009, p. 119).

Mais ligados aos dias atuais, temos ainda os registros fotograficos pessoais digitais, aqueles que se encontram em forma
virtual e também os hospedados em plataformas de internet, tais como redes sociais. Defendemos nesta pesquisa que
também estes sdo considerados documentos de arquivo. E é importante destacar que ainda ha uma certa resisténcia por
parte dos profissionais da area arquivistica, em reconhecer estes registros fotogréficos em redes sociais e outros tipos
de documentos “né@o convencionais”, como documentos de arquivo, e por isso ndo dao a devida atengdo aos mesmos,
negligenciando seu tratamento.

Porém, defendemos aqui que qualquer imagem pode ser considerada um documento uma vez que o conceito amplo de
documento diz respeito a qualquer informag&o registrada num suporte. E uma vez consideradas documento, as imagens
a que nos referimos neste artigo podem ser consideradas documentos de arquivo na medida em que imagens como do-
cumentos de arquivo sao aquelas que, além de veicular contelidos os mais diversos, séo antes e sobretudo produto das
acdes e transagdes de ordem burocratica e/ou sociocultural responsaveis pela sua produgéo.

Segundo Aline Lopes de Lacerda, relaciona-las ao seu universo ‘gerador’ deveria ser atribui¢&o do tratamento arquivistico,
a partir de uma abordagem menos naturalizada com relagéo a esses registros. A fotografia nos arquivos pessoais, sobre-
tudo nas redes sociais podem ser consideradas um modo representacéo de identidade. Para a autora, o valor documental
dos arquivos pessoais esta ligado a fungao ou ao uso da imagem em relagdo a vida do titular do arquivo, devendo, entdo,
ser considerada em estreita relagdo ao conceito de acumulagéo. Lacerda expde que:

Um individuo pode nunca ter produzido imagens como forma de provar agdes ou por obrigagbes
funcionais provenientes de sua atividade profissional, mas pode ter colecionado, acumulado ima-
gens ao longo da vida por diversos motivos e sdo esses motivos que podem revelar a utilidade da
colegéo de registros ao longo da trajetéria, tanto publica quanto privada, da vida de um individuo
(LACERDA, 2012, p.295).

Por isso, tratamos aqui esses documentos como documentos arquivisticos, entendendo a necessidade da area arqui-
vistica de trazer para si tal desafio. Podemos dizer, por exemplo, que o album de fotografia anal6gico é comparavel em
estrutura e fungao social ao album criado digitalmente, mesmo que possuam entre si elementos distintos, principalmente
no que dizem respeito as peculiaridades da criagdo da fotografia e seu uso. Considerando o conceito de documento de
arquivo, a fotografia digital nas redes sociais pode ser vista como o produto das agdes e transagdes de ordem burocratica

elou sociocultural responsaveis pela sua produgéo.

CONCLUSOES

Defendemos neste trabalho que os arquivos pessoais s&o arquivos e néo colegdes, na medida em que o processo de
acumulacéo se da de forma natural, em funcéo das atividades desempenhadas por um individuo ao longo de sua trajet6-
ria, isto €, ndo existe uma intencionalidade ou parcialidade na construgdo desse acervo. Podemos concluir também que
0s arquivos pessoais sdo dotados de complexidade e por isso merecem atencdo dos arquivistas, sendo este tratamento
arquivistico especifico e adequado a este tipo de documentagéo, que é diferente do trabalho realizado em relagdo aos
arquivos publicos e institucionais.
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INTRODUGCAO

Nos dias atuais, a fotografia & completamente presente no cotidiano dos individuos: nas redes sociais, nos celulares e
em outros aparatos tecnoldgicos diversos, em que pese 0 acesso cada vez mais facilitado a ela. Nesse sentido, pode-se
dizer que a fotografia tornou-se algo, até mesmo, banal, ao passo que a completude da realidade é agora “fotografavel”,
dispensando que ocorra um evento especial para obté-la. Nunca foi t&o facil sacar um celular e tirar uma ou varias dezenas
de fotografias de um acontecimento, uma refei¢do, uma pessoa ou um grupo, por exemplo, para depois publica-las em
diversas redes sociais.

Neste cenério, cabe as ciéncias humanas voltarem suas atencdes as fotografias, empreendendo um novo olhar sobre es-
tas, a fim de questionar n&o apenas o sentido que a massificagdo da fotografia assume nas relagdes humanas, porém, os
impactos que acarreta sobre a memoria e sua construgdo. Em meio a multiplos e novos debates, compete a Arquivologia,
enquanto ciéncia social aplicada, entender o lugar das fotografias nos arquivos, de modo geral, e, mais especificamente,
Nos arquivos pessoais, ja que estes sao os mais afetados pela grande massificagdo das fotografias pessoais. Assim, esta
discusséo se faz necessaria no ambito arquivistico, na medida em que € possivel aportar suas teorias e métodos para que
as fotografias recebam um tratamento adequado, de modo que sejam preservados os seus contextos. Esta pesquisa tem
como escopo compreender as especificidades dos acervos fotograficos, com énfase nos de cunho pessoal. Nesse sentido,
pretende-se investigar a relagdo entre as fotografias, os arquivos pessoais e a memoria, buscando depreender como esta
relagdo se manifesta.

OBJETIVO

Verificar as especificidades e usos dos acervos fotograficos, com énfase nos de cunho pessoal, e sua relagdo com a me-
moria. Investigando a relagdo das fotografias com os arquivos pessoais, entendendo como essas podem ser constructos
de meméria. Buscar definir diretrizes basicas para leigos sobre organizagéo de fotografias em arquivos pessoais.

METODOLOGIA

Para atingir os objetivos apresentados para esta pesquisa foram percorridos caminhos metodolégicos complementares.
Nesse sentido, parte-se de revisdo da literatura especializada, de modo a desenvolver um arcabougo tedrico-metodolégico
que guiasse as investigacdes de campo e a viabilidade da pesquisa, tal como proposta. Esse levantamento bibliografico
contou com materiais sobre acervos pessoais, memaria, acervos fotograficos e a conceitua¢do do status desses acervos
no ambito arquivistico, quanto a sua organizagao e tratamento. Pretendeu-se observar o lugar das fotografias nos arquivos
pessoais dentro do campo arquivistico, se ja houve a preocupacdo em estuda-los ou nao. Ao realizar este levantamento
bibliogréafico, para o estudo sobre a constru¢do do conceito de arquivos pessoais, arquivos fotogréficos e, ainda, sobre
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arquivos fotograficos que fazem parte dos arquivos pessoais, observou-se qual o tratamento dispensado a esses tipos de
acervo pela area arquivistica.

De modo a trazer toda a discussé&o tedrica sobre a relagao da fotografia e meméria para a realidade tacita e os atuais desa-
fios de manutencéo do vinculo entre os documentos fotograficos e seu contexto de existéncia, utilizou-se um questionario
com perguntas basicas sobre a manutengéo das fotografias frente as inovagdes digitais. Optou-se por um questionario
aberto, na Internet, na plataforma Google Formularios, de modo a obter o maior nimero possivel de respostas. Foram
obtidas 635 e foram coletados dados sobre a organizagéo dispensada por pessoas diversas, a fim de verificar como os
individuos lidam com as suas fotografias pessoais, que instrumentos utilizam para guarda-las e organiza-las. Procurou-se
observar se ha preocupagéo com o método de organizagéo, buscando perceber a importéncia da organicidade dos arqui-
VOS pessoais e como ela pode ser mantida.

Dessa forma, objetivou-se construir, em uma terceira etapa, sugestdes simples para aplicagao ao publico leigo, para que
se efetue a guarda e organizagéo desses documentos da maneira mais arquivisticamente correta possivel, sem perder
de vista a organicidade dos conjuntos. Para este intento, foi utilizada literatura especializada, principalmente um manual
escrito por RONDINELLI e ALBUQUERQUE (2015) e nas diretrizes do e-ARQ Brasil.

RESULTADOS

O levantamento bibliografico realizado indicou que os arquivos pessoais tém como caracteristica a diversidade de tipos
documentais em sua composi¢do, ou seja, neles podem ser encontradas, por exemplo, cartas, cartdes-postais, convites,
documentos de identificagao civil, recortes de jornais e etc. Heymann (2009) observa “as especificidades dos conjuntos do-
cumentais de natureza pessoal - que dizem respeito a tipologia de documentos que abarcam, a informalidade que caracteri-
za 0 arquivamento e as razdes para a acumulagdo” (HEYMANN, 2009, p.49). Outro documento muito presente em arquivos
pessoais sdo as fotografias, que desde a sua popularizagéo, tem importancia, cada vez maior, nos conjuntos documentais
pessoais. As fotografias representam as vivéncias, sociabilidades, festejos, eventos e todo tipo de passagem e recortes da
vida do produtor do arquivo. Dessa forma, concluiu-se que 0s arquivos pessoais sdo diversos, complexos e especificos e
necessitam de ateng&o especial da Arquivologia, assim como as fotografias que se encontram inseridas neste contexto.

Além disso, pode-se perceber ao longo da pesquisa e leitura da literatura especializada que a fotografia e os arquivos
pessoais estdo diretamente ligados a memoria e sua construgao, pois 0s arquivos, e as fotografias neles inseridos, séo
ferramentas de memoria e formag&o de discursos. Dessa forma, n&o se pode perder de vista que os arquivos s&o também
construgdes sociais, que reproduzem determinados cédigos sociais, disputas de poder, de discursos e de memoria. Assim,
pode-se perceber a importancia desses espagos enquanto lugares de memoria, ou seja, onde a meméria tem lugar, no
s6 de guarda, mas de construgdo de si mesma pelos grupos ou pesquisadores que dela se apropriam. Para Pierre Nora
(1993) “os lugares de memoria s&o, antes de tudo, restos” (NORA, 1993, p. 12), pois sao nesses lugares que sdo guarda-
dos aqueles artefatos ou documentos que servirdo para rememorar € escrever a historia.

Foi a partir das reflexdes extraidas da bibliografia, que o questionario aplicado se desenvolveu. Nele pode-se perceber que
a maioria das pessoas que responderam ja perderam fotografias digitais e que muitos no organizam as suas fotografias. O
padréo de respostas, onde a maioria afirma ndo organizar as fotografias pessoais, se torna preocupante principaimente ao levar
em consideracéo a quantidade de informagao e fotografias geradas pelos individuos nos dias de hoje. Essa despreocupagao
com a organizagao das fotografias, em especifico, e de outros documentos, no geral, pode vir a acarretar problemas de identifi-
cacéo e de organizag&o arquivistica. Tal dificuldade sera cada vez maior, gragas a profuséo de informagdes geradas, podendo
causar a perda de organicidade e contexto dessas fotografias, fazendo com que as fotografias percam seu valor probatério
ou contextual, o que as faria voltar ao estégio, apontado por Lacerda (2008), de funcionarem apenas como meras ilustragdes.
Assim, acredita-se que é preciso manter ao maximo o contexto de captura das fotografias e que ele seja mantido, identificando
essas fotografias, mesmo que minimamente possivel, de modo que elas ndo percam seu valor probat6rio ou informacional.
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Mediante as respostas dos participantes do questionario, decidiu-se como produto final a indicagao de algumas sugestoes
basicas para organizagao de fotografias pessoais. Baseado na literatura, essas diretrizes so agdes basicas para evitar a
perda das fotografias e de seu contexto, seu motivo de existir. Essas sugestdes surgem da necessidade de evitar a perda
do contexto das fotografias com o restante do arquivo pessoal, de modo que a meméria ou sua constru¢do nao sejam mais
afetadas no futuro. Ou seja, as sugestdes simples, listadas ao final da pesquisa tem como objetivo final evitar a perda do
contexto, da informag&o e dos vinculos entre os documentos, de modo que futuramente os arquivos pessoais, mesmo que
em meios digitais, possam ser fontes de pesquisa e que possam alimentar a construgao de diversas memérias e discursos
divergentes. Os arquivistas devem trabalhar no hoje para que no futuro existam arquivos organizados e inteligiveis aos
pesquisadores, desse modo, é importante pensar no arquivista enquanto agente e construtor de meméria.

CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo entender a relagdo entre fotografias, arquivos pessoais € a memoria, buscando refletir
como a organicidade pode ser afetada com a grande quantidade de fotografias pessoais nos dias atuais. Assim, com-
preendendo que é um imperativo atual observarmos esses arquivos e refletir sobre eles a luz da Arquivologia, buscou-se
perceber como os arquivos fotograficos existentes nos arquivos pessoais se conformam, s&o analisados ou n&o pela
Arquivologia e como a questdo da memoria perpassa esse processo. Além disso, a pesquisa demonstrou que as mais di-
versas pessoas — leigas quanto a Arquivologia, ainda ndo tem a nogao de como a tecnologia afeta seu acumulo documen-
tal e como a desorganizacéo de suas fotografias pode gerar lacunas em seus arquivos e memdria familiar. E imperativo,
entdo, pensar novamente no papel do arquivista perante a sociedade, de modo que essa situagéo de perdas e acimulo
desordenado de documentos seja minorado.

A pesquisa apresentada buscou, entdo, propor o inicio de um pensar arquivistico sobre as fotografias pessoais, que séo
cada vez mais presentes no cotidiano da maioria dos individuos. Nesse sentido, entende-se que a Arquivologia n&o pode,
e nem deve deixar de entrar nessa discussao e que deve tomar para si também o pensar sobre as fotografias pessoais,
evitando perdas e falta de organicidade no futuro. Esse projeto de pesquisa deixa como legado principal a necessidade de
a Arquivologia se voltar mais para os fendmenos contemporaneos, que ja afetam e afetaréo cada vez mais os arquivos no
futuro, mas que ainda nao s&o o foco de atengdo da area. O tema proposto na linha de pesquisa é um assunto totalmente
relevante, mas que nem sempre é visto como um tema importante, mesmo que a area venha mudando seu foco de aten-
¢ao durante o passar do tempo. Percebe-se, ainda, muita desconfianga com temas que fogem aos canones arquivisticos
classicos e que s&o, muitas vezes, tratados como meras curiosidades e excentricidades.
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NOVAS INSTITUCIONALIDADES NA CIENCIA
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Apoio Financeiro: Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro — UNIRIO
Palavras-chave: Ciéncia aberta. Producéo cientifica. Organizagao do conhecimento cientifico.

INTRODUGAO

Novas dindmicas de trabalho no campo de pesquisa voltados a produgéo e organiza¢do do conhecimento cientifico tor-
naram-se possiveis principalmente apos a web 2.0. Ha cada vez mais redes de pesquisa formadas por cientistas e “ndo-
-cientistas”, que produzem conhecimento através de uma dinamica diferente do paradigma classico (onde o conhecimento
é fixo, estabelecido e restrito a um grupo “credenciado”), isto é, de forma mais aberta, discutivel, editavel e construida
colaborativamente. Nestas novas dindmicas de fazer ciéncia surgem experimentagdes e possibilidades diferenciadas de
‘descoberta cientifica’ e ‘vivéncia multiprofissional’, ou seja, constituem-se institucionalidades positivas da ciéncia no con-
texto das tecnologias abertas, promovendo inclus&o, novas descobertas, ampliagdo da melhoria dos resultados e visibili-
dade das redes cientificas.

OBJETIVOS

Para compreender essas dindmicas procurou-se identificar abordagens tedricas relevantes no campo da produgéo e orga-
nizagdo do conhecimento cientifico e analise de ambientes/redes abertas; e identificar as ferramentas tecnoldgicas mais
tém sido utilizadas nestas dindmicas.

METODOLOGIA

Abase tetrica da pesquisa privilegiou a dimens&o qualitativa e conceitual para a analise e discussao, e teve como autores
mais relevantes Thomas Kuhn, llya Prigogine e Karin Knorr-Cetina. O estudo “etnologico” de Knorr-Cetina, desenvolvido
durante trinta anos no CERN (Centro Europeu de Fisica Nuclear), forneceu contribuigdes fundamentais para a elaboragao
deste trabalho. A autora afirma que as novas dinamicas de produgéo do conhecimento cientifico superam o modo de tra-
balho corporativo, rompendo o paradigma da autoria e propriedade intelectual em prol de uma ciéncia comum ou ciéncia
do comum. No campo da organizag&o do conhecimento cientifico e analise da estrutura classificatoria, os autores de maior
relevancia tedrica foram Ranganathan e Ingetraut Dahlberg, principalmente para a segunda fase do projeto. Ainvestigagéo
foi executada em duas fases: identificacdo e selegao dos sites/locais de coleta de dados que empregaram dindmicas aber-
tas e colaborativas de produgéo e organizagdo do conhecimento cientifico; analise e discussdo dos resultados.

RESULTADOS

A primeira fase teve como resultado a sele¢do de sites nas areas de Matematica (Polymath), Genoma (HapMap e
1000Genomes) e Astronomia em geral (AStroPT). Na segunda fase, ocorreu uma analise da estrutura classificatoria dos
seguintes sites: Blog do projeto Polymath; site do International MapHap Project (que transferiu suas atividades para o
site do 1000Genomes Project e passou a funcionar apenas como diretério FTP); blog AstroPT. A anélise da estrutura
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classificatéria compreendeu trés niveis e respectivos parametros, os quais: a area do conhecimento, ou seja, o contexto
do site/blog; as unidades de conhecimento, ou seja, a situagdo que o site/blog apresenta; os elementos da estrutura clas-
sificatoria dos topicos, ou seja, a forma como esses topicos se relacionam entre si no site/blog. Cabe pontuar que o site
do Internarional HapMap Project, a partir de junho de 2016, passou a funcionar apenas como diretério FTP (File Transfer
Protocol/ Protocolo de Transferéncia de arquivo - uma forma pratica e versatil de transferéncia de arquivos. Por este motivo,
optou-se por analisar também a estrutura do site 1000Genomes. Portanto, analisou-se a estrutura classificatoria de qua-
tro sites/projetos/blogs: Polymath, HapMap, 1000Genomes e AstroPT. No primeiro nivel, relativo ao contexto, buscou-se
identificar as subareas de conhecimento que esses sites abarcavam, as comunidades de usuarios, as principais atividades
realizadas nos sites e a mecanismos de administragdo. Com relagdo a comunidade de usuarios, observou-se que nos sites
do HapMap e 1000Genomes o publico-alvo sdo os pesquisadores da area de Genoma, principalmente, por esses sites
disponibilizarem muitos materiais que podem ser utilizados em projetos futuros na area. Ja os sites do Polymath e AstroPT
convida todos os interessados e pesquisadores da area a participar dos projetos realizados nesses locais, independente
do grau de formagéo do usuario. Com relagéo as atividades realizadas nos sites, dois destaques s&o o site 1000Genomes
que funciona, principalmente, como um banco de dados de livre acesso dos Projeto HapMap e 1000Genomes. Outro des-
taque é o blog AStroPT, principalmente, pela quantidade de atividades que 0 mesmo realiza (dentre elas um mailing list e
uma astrowiki, por exemplo). Com relagéo a administragao dos sites, tanto o site do Hapmap quanto o do 1000Genomes
sdo administrados por institutos voltados para pesquisas cientificas. No entanto, os sites do Polymath e AstroPT possuem
diversos administradores/coordenadores € Moderadores/colaboradores (Polymath: 4 coordenadores e diversos modera-
dores; AstroPT: 9 coordenadores e 64 colaboradores). No segundo nivel, relativo as estruturas das unidades de conhe-
cimento, alguns pontos merecem destaque: a hospedagem dos sites em plataformas gratuitas ou préprias; o Polymath e
o0 AstroPT categorizam as suas postagens de acordo com o0s assuntos existentes, € o AstroPT permite a categorizagao
através de Tag onde os usuarios podem participar dessa atividade; os sites do Polymath e 1000Genomes apresentam uma
preocupagao com o armazenamento dos material bibliografico produzido neles; Nenhum dos site parece possuir um local
de armazenamento das mensagens/discussdes externo ao site; os sites Polymath, 1000Genomes e AstroPT possui um
sistema de recuperagao da informagao, nesse caso o destaque vai para o sistema encontrado no site 1000Genomes, entre
outros pontos. No terceiro nivel, relativo aos elementos das estruturas classificatrias dos topicos encontrados nos sites,
podemos destacar que: os sites Polymath, 1000Genomes e AstroPT apresentam um local nos seus menus das categorias
onde as postagens estdo agrupadas de acordo com o assunto. O sistema de categorizagdo que mais merece destaque é 0
do site AstroPT, que além de uma lista de categorias possui também uma lista das Tags com maior nimero de postagens.
O Unico site que trabalha com o sistema de Tagging € o AstroPT. Os sites Polymath, 1000Genomes e AstroPT possuem um
sistema de referéncias cruzadas com outros links, com destaque, para o site 1000Genomes, entre outros pontos.

CONCLUSOES

Apos a analise dos resultados, observou-se que o site que melhor promove a participagdo, comunicagao e produgao aberta
de conhecimento (incluindo a produgao de material bibliografico) € o blog do Projeto Polymath, pois, desde a proposta da
investigagao, passando pelas discussdes que levanta até a conclusdo da pesquisa, as ferramentas sdo abertas para a
participagdo dos usuarios, além de possibilitar o armazenamento do material resultante dos projetos que foram conclui-
dos (uma pagina Wiki do projeto). O Blog AstroPT e o site do projeto 1000Genomes sao menos eficazes na produgéo de
conhecimento cientifico aberto. O Blog AstroPT apesar de apresentar uma estrutura classificatoria mais elaborada que a
encontrada no blog Polymath néo produz material bibliogréfico e ndo armazena algumas das discussdes suscitadas em
sua pagina. O site do projeto 1000Genomes tem como atividade principal funcionar como um banco de dados de livre
acesso, sendo assim, apesar de auxiliar na producéo cientifica mais aberta ela ocorre de forma indireta, diferente da ob-
servada no blog do Projeto Polymath. E importante destacar que as ferramentas online ndo s proporcionaram um espago
compartilhado como também um espago de discussdes ageis (rapidamente editaveis ou refutadas). Portanto, uma nova
forma de realizar descobertas cientificas apresenta-se, constituindo uma institucionalidade positiva da ciéncia. Segundo
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Knorr-Cetina (1999), essa institucionalidade evidencia a esséncia original da Ciéncia: o principio do “comum”, suscitando
novas reflexdes sobre as nogdes de autoria, propriedade intelectual e ética na pesquisa. A investigacéo da estrutura clas-
sificatoria dos sites Polymath, HapMap, 1000Genomes e AstroPT suscitou ainda um nova questao de pesquisa - a fungéo
do método cientifico nessas novas dindmicas tecnolégicas, além de apontar para a necessidade de aprofundamento na
investigagao de possibilidades de construgéo de novas epistemologias na Ciéncia Aberta.
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Apoio Financeiro: UNIRIO.
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INTRODUGAO

Ainternet € um lugar do hibrido, de coexisténcias de discursos e que atores sociais podem ser observados a um clique na
tela ou do mouse. Sendo assim, no ambiente online, é possivel que pessoas de géneros e sexualidades diversos encon-
trem menos dificuldade em discutir sobre tais tematicas, visto que nesse espago eles/as estariam protegidos pela amplitu-
de, anonimato e as multiplas possibilidades oferecidas pela rede (PARREIRAS, 2009). Por meio de blogs, redes sociais,
plataforma de videos, entre outros, torna-se possivel contar outras histdrias, desconstruir as dicotomias, sem o receio da
depreciagéo ou da hostilidade doface a face. Concomitantemente, a web é também um ambiente em que essas mesmas
pessoas podem ser erotizadas, expostas, desejadas, consumidas, cujo o préprio corpo é ressignificado pela figura, por
exemplo, de avatares, segundo a autora.

OBJETIVOS
Investigar as praticas discursivas de género e sexualidade observadas no Canal das Bee.

Analisar os discursos de género e sexualidade em videos veiculados no canal em quest&o.

METODOLOGIA:

Este é um estudo qualitativo-interpretativista, pois compreende o pesquisar pelo viés sdcio-histérico, entendendo que
a produgéo de verdades a respeito dos objetos de conhecimento sdo produgdes discursivas situadas (MOITA LOPES,
1994:331).

O Canal das Bee, que teve seu inicio no trabalho de conclus&o do curso de Comunicagao e Multimeios de Jéssica Tauane,
na PUC-SP,é um canal da plataforma YouTube no ar desde 2012. Seu principal objetivo é disseminar informagdes a res-
peito da comunidade LGBTI e debater questdes relacionadas a mesma. Formado por Tauane e Victor Larguesa, o canal
possui diversos programas. O programa escolhido para o estudo & o Pergunte as Bee, onde sdo levantadas questdes
sobre o universo LGBTI, que s&o protagonistas de seus discursos no video. No Pergunte as Bee de niimero 116, Mola
(integrante do canal) estd acompanhado de Maria Clara Aradjo. O tema da conversa é Educagéo LGBT.

O material de andlise neste estudo foi o video intitulado “Educagéo LGB”, e nimero 116 do programa Pergunte as Bee,
produzido pelo Canal das Bee. Ele consta de uma entrevista postada em 19 de margo de 2016. Nesse programa, integran-
tes do canal e convidados (todos LGBT) esclarecem questdes pertinentes da comunidade, abordando temas néo vistos
com facilidade nas midias de grande acesso. Esse video foi escolhido por fazer a relagdo de LGBT e a escola é o principal
assunto. A escola pode ser um ambiente perigoso para criangas que fogem do padrdo heterocisnormativo. Violéncias
verbais e fisicas sdo comuns nos relatos de pessoas LGBT e grande parte delas vem do ambiente escolar. A convidada do

47

&
U . - Diretoria de

UNIRIO w1l Pesquisa



Universidade Federal do -

*
50 UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro Diretoria

Pesguisa

programa, Maria Clara Araujo, é estudante de pedagogia e, enquanto mulher transexual, pretende questionar a educagéo
brasileira, como mostra a Figura 1, e foi entrevista por Mola.

Figura 1: A convidada do programa, Maria Clara Aratjo, sendo entrevistada por Mola

Vale ressaltar que Maria Clara Aratjo, de 20 anos, é uma militante que atua principalmente em redes sociais e blogs,
sendo também palestrante em diversos eventos LGBTI e negros pelo pais. Maria Clara é estudante de pedagogia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), se intitula como afrotransfeminista (uma vez que € mulher transexual ne-
gra) e foi a primeira garota-propaganda transexual do Brasil - segunda do mundo.

Para a andlise das praticas discursivas e dos discursos sobre género e sexualidade, recorro aos indices linguisticos de
Silverstein (2003), compreendidos como marcas linguisticas que indicam as agdes semidticas, ou seja, observarei 0s
tragos linguisticos que possibilitam estudar os discursos aqui citados. Enfatizados, contudo, que estes elementos linguis-
ticos estdo condicionados a forma como s&o empregados e mobilizados com base em convengdes linguisticas (TANNEN,
1984/2005). Assim, focalizou-se em déiticos, modalizagdes, predicagdes e referéncias (WORTHAM, 2001). Para as ana-
lises de possiveis imagens, seguimos a proposta de Kress & Leuman (1996).

RESULTADOS

Com base na figura 2, em primeiro plano estéo os participantes do video, Maria Clara e Mola, ambos em destaque na tela.
Mola tem barba, um corte de cabelo curto, veste uma camisa colorida, pulseiras nos dos bragos e um corddo, todas essas
caracteristicas e esses acessorios marcam sua masculinidade ndo hegeménica. J& Maria Clara usa brincos grandes em
formato triangular, tem unhas grandes e usa batom, itens que marcam feminilidade. Todos esses itens estdo em tons de
vermelho, uma cor quente e vibrante, associada ao desejo, refor¢cando um padréo de feminilidade.

Maria Clara e Mola estdo sentados em um sofa de cor branca com uma manta bege cobrindo seu encosto. Na parede,
observamos quadros, alguns em lingua inglesa e alguns em lingua portuguesa. O quadro na extremidade esquerda tem
os dizeres “Make Art Not War”, faga arte, ndo guerra (traducao literal). Esses dizeres tém relagéo direta com a proposta
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do canal, que visa o fim do 6dio a populagdo LGBT. Vemos também um quadro que faz referéncia ao filme Star Wars e
também a uma frase dita pela cantora americana Lana Del Rey.

JUCACAQ LGET - Pergunte As Bee 116

P »l ) 7T/ B

Figura 2: A convidada do programa, Maria Clara Araujo, sendo entrevistada por Mola

A participante do video Maria Clara Araujo é a voz principal durante todo o programa. Seu discurso é academicamente
embasado e ha muita subjetividade presente também, uma vez que a estudante sofrera violéncias de cunho LGBTfdbico
durante o percurso escolar. Toda a experiéncia de Maria Clara é relatada por ela mesmo, ou seja, ela é a protagonista do
préprio discurso. Embora haja falas sobre a questéo racial (em que a estudante também possui a voz principal), o recorte
é nas questdes de género e sexualidade.

Maria Clara, enquanto mulher transexual que tem sua identidade de género questionada e negada constantemente em
diversos espagos, busca — consciente ou inconscientemente — reforgar um estere6tipo de expressao de género feminino,
através do uso de maquiagem, batom, esmaltes coloridos nas unhas e brincos. Mola, por outro lado, rompe com o padréo
de expressao de género masculino que impde cores neutras e poucos acessorios. Para além disso, ela se constréi linguis-
ticamente no feminino pelas pistas linguisticas que faz uso.

CONCLUSOES

Ao longo da entrevista foi possivel perceber que Maria Clara encena performances discursivas de feminilidade se cons-
truindo como uma mulher trans feminina, os brincos, unhas pintadas, vestimenta e acessorios reforcam esta construgéo,
uma vez que sdo marcadores do que € considerado como feminino no contexto social. Mola, por outro lado, quebra um
pouco a questdo dos marcadores masculinos ao usar acessorios € roupas coloridas, mas ainda performa masculinidade
através da barba por exemplo. O discurso do video é forte, tratando de um assunto delicado e que gera muita polémica
tanto social e politicamente quanto na academia. Educar sobre género e sexualidade é uma questdo relevante e é de
extrema importancia termos pessoas LGBT verbalizando suas vivéncias, seja na militancia ou na academia. Vidas LGBTs
sdo importantes e é necessario debater e construir espagos de educagdo seguros para esses corpos.
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A REPRESENTAGCAO DESCRITIVA NO BRASIL: SEUS TEXTOS FUNDAMENTAIS.

1Débora Milena Niedzeilski Ferreira (IC-UNIRIO); 1Naira Christofoletti Silveira (orientador).

1 - Departamento de Estudos e Processos Bibliotecondmicos; Escola de Biblioteconomia; Universidade Federal do Estado
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Palavras-chave: Representagéo Descritiva no Brasil; Embasamento Teodrico.

INTRODUCAO

Subprojeto do projeto de pesquisa “A Representagao Descritiva no Brasil: seu caminho até o contexto atual’, o qual busca
o estudo da Representagao Descritiva no ambito nacional, quanto as suas fundamentagdes teoricas a partir de seus textos
mais utilizados. Tem como finalidade a construg&o de um quadro estruturado para que se possa compreender a influéncia
da Representagdo Descritiva, por exemplo influéncias americanas ou europeias, com base em textos mais citados nas
referéncias presentes nos artigos publicados no Brasil.

OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo geral a discussao da Representagdo Descritiva no Brasil. Com relagdo aos obje-
tivos especificos, tem-se: a) identificar os textos utilizados na Representagéo Descritiva; b) caracterizar os textos em sua
cronologia; ¢) mapear a origem dos textos, se sdo de autores nacionais ou internacionais; d) categorizar o contetido dos
textos como sendo tedricos, préaticos, fundamentagéo etc. Com relagdo ao Ultimo objetivo especifico elencado, optou-se
por seu desenvolvimento em trabalhos posteriores a este.

METODOLOGIA

Pesquisa de carater exploratorio, a qual utilizou-se da analise documental como forma de instrumento de coleta de dados.
A principio foi realizada, entre agosto e setembro de 2016, a revisdo de literatura para fins de maior compreensao da
tematica da pesquisa. De entéo, foram selecionados os termos de busca, bem como as bases de dados onde seriam reali-
zadas as buscas e 0 universo e/ou tipo de documento a ser estudado (artigos). A busca e recuperagéo dos artigos ocorreu
entre setembro e outubro de 2016. Optou-se pelo acesso direto a 15 periodicos da area da Biblioteconomia e Ciéncia
da Informagao, presentes no Portal de Periddicos da CAPES, e ndo do uso de uma unica base de dados. Os 15 periddi-
cos citados anteriormente, sdo: Biblos; Brazilian Journal of Information Science; Ciéncia da Informag&o; DataGramaZero;
Em questdo; Encontros Bibli; Informagao & Informagéo; Informagdo & Sociedade: estudos; Perspectivas em Ciéncia da
Informagao; Ponto de Acesso; Revista ACB; Revista Brasileira de Biblioteconomia e Documentagao; Revista Digital de
Biblioteconomia e Ciéncia da Informagao; LIINC em Revista; Transinformagéo.

Abusca nos periddicos supracitados foi realizada sob cinco termos: Catalogagao; Representagdo Descritiva; Representagdo
Documental; Representagdo Documentaria; Representagao Bibliografica. Vale ressaltar que a busca foi realizada sem
filtros. Foram recuperados 301 artigos, os quais foram analisados. Muito embora recuperados sob os termos de bus-
ca relacionados a Representagdo Descritiva, alguns deles ndo contemplavam a tematica da pesquisa. Em razao disso,
foi realizada a andlise das palavras-chave, tendo como critério de selegdo, trés ou mais palavras-chave relacionadas a
Representagédo Descritiva. O universo da pesquisa foi reduzido para 31 artigos, de 51 autores, publicados entre os anos
de 2000 e 2015. Posteriormente, os 31 artigos foram lidos na integra para a identificagdo do embasamento tedrico dos
autores, através da analise de citagdes. Foram contabilizadas 369 citagdes, onde, 47 autores foram citados em, no mini-
mo, 2 dos 31 artigos os quais compdem o universo da pesquisa. A Base Virtual Internacional de Autoridade (VIAF, Virtual
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International Authority File) foi utilizada para a identificagdo dos autores. Dos 47 autores-base, 26 séo de origem estran-
geira e 21 de origem nacional. Dentre as nacionalidades, tem-se: (21) brasileiros; (11) norte-americanos; (3) nacionalidade
nao identificada; (2) britnicos; (2) espanhdis; (2) noruegueses; (1) canadense; (1) portugués; (1) belga; (1) croata; (1)
francés; (1) mexicano.

RESULTADOS
A partir dos dados coletados foi construido o quadro abaixo com a listagem dos 47 autores utilizados como embasamento
tedrico da area da Representagdo Descritiva.

Quadro 1 — Autores mais citados e quantidade de artigos em que foi citado

Autor Quantidade de artigos em que foi citado

©

Eliane Serréo Alves Mey
Fernanda Passini Moreno
Arlene G. Taylor

Barbara Tillett

Maria Izabel Fugisawa Souza
Peter P. Chen

Christina Dotta Ortega

Maria Rosa Garrido Arilla
Martha M. Yee

Michael Gorman

Terezinha Batista de Souza
Alice Principe Barbosa

Carlos Henrique Marcondes
Marcos Antonio Siqueira
Marisa Brascher

Miguel Angel Mardero Arellano
Placida Leopoldina Ventura Amorim da Costa Santos
Robert Harold Burger

Stuart Weibel

Tom Delsey

Angela Maria Saraiva de Moura
Anna Elizabeth Gauvao Coutinho Correia
Betty Furrie

C. Monch

Chris Oliver

Dick R. Miller

Eeva Murtomaa

Elaine Svenonius

Elvis Fusco

Eric Miller

Fernando Modesto

Frank Manola

Gisele Vasconcelos Dziekaniak
Jaime Robredo
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Jenifer E. Rowley

José Carlos Abbud Gracio
Kevin S. Clarke

Knut Hegna

Marysia Malheiros Fiuza
Naira Christofoletti Silveira
Paola Picco

Patrick Le Boeuf

Paul Otlet

Rafael Rodrigues Relvao
Rosa Maria Rodrigues Correa
Trond Aalberg

Virginia Ortiz Repiso

NINDINININDININININDIN N ININ

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme relatado, 26 dos autores tem origem estrangeira e 21 origem nacional, sendo, no ambito dos autores interna-
cionais, 11 norte-americanos (42,30%) e 10 europeus (38,46%), 0 que comprova que a area da Representagéo Descritiva
sofre influéncia tanto americana quanto europeia, ndo havendo predominancia de uma sobre a outra Além disso, pdde ser
percebido o crescimento da area no &mbito nacional, visto que 21 autores (44,68%), num universo de 47 autores, sdo na-
cionais. Dentre os autores mais citados, conforme o quadro acima, tem-se as autoras Eliane Serrao Alves Mey e Fernanda
Passini Moreno, citadas em 9 e 8 artigos, respectivamente, e Arlene G. Taylor, Barbara Tillett, Peter P. Chen e Maria |zabel
Fugisawa Souza, os quais foram citados em 5 artigos.

Quadro 2 - 6 autores mais citados, tematica dos textos e quantitativo das citagbes

Autores

Tematica/s do/s texto/s

Quantidade de artigos em que

foi citado
Eliane Serréo Alves Mey Catalogacéo; Ensino de RD 9
Fernanda Passini Moreno FRBR; MARC 21 8
Arlene G. Taylor Catalogagéo; FRBR 5
Barbara Tillett RDA; FRBR 5
Peter P. Chen Modelo Entidade-Relacionamento 5
Maria Izabel Fugisawa Souza Metadados; Dublin Core 5

Fonte: Dados da pesquisa.

CONCLUSOES

A analise dos resultados permitiu verificar que a fundamentagéo da area da Representacéo Descritiva, no Brasil, ainda
esta fortemente ligada ao ambito internacional. Com este trabalho foi possivel verificar influéncias tanto europeias quanto
americanas, ndo havendo preeminéncia de uma sobre a outra. Como ponto positivo observado, tem-se o desenvolvimento
e reconhecimento da pesquisa dessa area no dmbito brasileiro, uma vez que houve quantidade significante de autores na-
cionais utilizados de embasamento tedrico. Quanto a questéo da categorizagao dos artigos, fica para trabalhos posteriores
em detrimento de maior necessidade de tempo para engajamento na quest&o.

REFERENCIAS
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EM BUSCA DE UMA ABORDAGEM HISTORICA EM DESENVOLVIMENTO DE COLEGOES
A PARTIR DAS OBRAS IDENTIFICADAS POR JACQUES-CHARLES BRUNET

' Diane Ferreira da Silva (Bolsista IC-UNIRIO); * Simone da Rocha Weitzel (orientadora)

1 - Departamento de Estudos e Processos Bibliotecondmicos; Escola de Biblioteconomia; Universidade Federal do Estado
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Apoio Financeiro: IC/UNIRIO
Palavras-chave: Biblioteconomia; Desenvolvimento de colegdes.

INTRODUCAO

O presente estudo tem a finalidade de apoiar o projeto de pesquisa “Em busca de uma abordagem historica em Desenvolvimento
de Colegdes a partir das obras identificadas por Jacques-Charles Brunet”, coordenado pela Prof. Simone da Rocha Weitzel e tem
por objetivo instrumentalizar a coleta de dados daquele projeto, a partir da identificag&o de obras do campo da Biblioteconomia,
relacionadas com o desenvolvimento de colegdes nos volumes (tomos) | e Il da bibliografia de Jacques-Charles Brunet intitulada
Manuel du libraire et de 'amateur dés livres em sua quinta edicdo publicada entre 1860-1865.

OBJETIVOS

O objetivo geral do plano de estudos visa a realizar o levantamento dos dois primeiros tomos da bibliografia de Brunet
em que sua quinta edigdo possui originalmente seis volumes (tomos) em oito. Os respectivos tomos, alvo da pesquisa,
sdo: a) Tomo I: Aa-Chytraeus (1902 colunas) e b) Tomo II: Ciacconius-Gyron (1.848 colunas). Sao objetivos especifi-
cos neste estudo: a) identificar e reunir em forma de lista as obras no campo da Biblioteconomia, especialmente com o
tema Desenvolvimento de Colegdes, arroladas por Brunet nos dois primeiros tomos; b) localizar as obras anotando sua
notag&o ou link e biblioteca de origem, especialmente aquelas que nao fazem parte da lista das obras identificadas nos
estudos anteriores. Pretende-se trazer, com os resultados a identificagdo e localizagdo de uma parte do corpus teorico
da Biblioteconomia, especialmente em Desenvolvimento de Colegdes, nos séculos anteriores ao século XX mapeando as
principais obras identificadas por Brunet no século XIX. Esse esforgo permitira o aprofundamento das questdes e lacunas
evidenciadas em estudos anteriores (WEITZEL, 2007-2016) sobre a teoria em desenvolvimento de cole¢des, seja para
confirmar os resultados ja obtidos, seja para avancar nas reflexdes sobre as teorias existentes ao longo do tempo.

METODOLOGIA

Os métodos empregados referem-se a pesquisa documental e levantamento e pesquisa bibliografica. Para a consecu-
cdo dos objetivos deste estudo foram planejadas trés etapas principais: a) identificagdo das obras sobre o campo da
Biblioteconomia (especialmente com o tema Desenvolvimento de Colegdes) nos dois primeiros tomos da bibliografia de
Brunet. A bibliografia de Brunet esta disponivel na Biblioteca do Real Gabinete Portugués de Leitura (formato impresso) e
na Gallica da Biblioteca Nacional da Franga (em meio digital). Uma lista sera elaborada em planilha eletrénica, em colunas,
contendo as seguintes informagdes: autor; titulo; descri¢do do item com o respectivo resumo; pagina e tomo localizado na
bibliografia de Brunet; conforme os itens forem identificados indicando a pagina e o respectivo tomo que a obra foi citada.
b) em um segundo momento sera verificado se as obras ou autores citados em Brunet sdo os mesmos (ou nao) identi-
ficados em estudos anteriores de Weitzel (2012 2007-2016). Os dados ser&o incluidos na planilha eletrénica em novas
colunas. c¢) na ultima etapa as obras deverdo ser localizadas, preferencialmente, em bibliotecas do municipio do Rio de
Janeiro ou em bibliotecas digitais. Devera ser transcrita na planilha a anotagéo da obra ou link bem como a biblioteca de
origem, especialmente aquelas que ndo fazem parte da lista das obras identificadas nos estudos anteriores.
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RESULTADOS

Na primeira etapa da pesquisa que se refere a identificagdo das obras com o perfil desejado nos tomos | e Il da Bibliografia de
Brunet foi realizada com certo grau de dificuldade e ainda encontra-se em curso. As principais dificuldades estdo concentradas
em trés pontos: a) Idioma: dificuldade de lidar com a identificagdo de referéncias em diversos idiomas pouco familiarizados,
tais como latim, grego, hebraico, alemao, italiano, entre outros exigindo a consulta a dicionarios especializados para sanar
duvidas com relagéo a pertinéncia do item; b) o formato das referéncias e a diagramagéo da bibliografia: séo elementos que
espelham uma prética do século XIX pouco familiar para a compreensao da descrigdo bibliografica daquele século; c) estrutu-
ra e arranjo da bibliografia: foi necessario dedicar algumas semanas para explorar a estrutura e o arranjo da bibliografia com
a finalidade de compreender e dominar suas funcionalidades. Até o presente momento, na analise das 35 paginas dos tomos
I e Il (Identificag&o das obras), ndo foram encontrados verbetes relacionados como perfil orientado para pesquisa no campo
da Biblioteconomia ou para a area de Desenvolvimento de Colegdes. Devido as dificuldades enfrentadas no decorrer do
processo de pesquisa, ja elencadas anteriormente, ndo houve tempo habil para produzir resultados relacionados a pesquisa,
incluindo o fato da ndo obtengdo de dados a serem compilados. As paginas trabalhadas na bibliografia foram revistas duas
vezes, levando-se em conta, sobretudo, os problemas com o idioma e arranjo da obra. Por outro lado, o estudo da bibliografia
de Brunet, em si, foi bastante proveitoso em relagéo a estratégia anteriormente adotada. A verificagdo de centenas de paginas,
que primeiramente seria realizada uma a uma, foi substituida por uma forma otimizada de levantamento concentrado nos
verbetes apresentados no tomo V1. A formatagao da planilha eletronica para coleta de dados também foi aprimorada incluindo
a fonte extraida por Brunet das referéncias elencadas, além do resumo critico, se agregarem valor a obra. Os métodos a
serem empregados para coleta e analise de dados continuam sendo o levantamento e pesquisa bibliografica e a pesquisa
documental tendo a bibliografia de Brunet como base. As verificagbes de dados levantados na bibliografia em outras fontes
e a localizag&o das obras levantadas em bibliotecas também estéo incluidas nas etapas. Os pontos positivos observados na
pesquisa foram: 0 empenho da equipe que observou a particularidade da obra de Brunet que apresenta um indice remissivo
por assunto, facilitando o trabalho de coleta de dados e diminuindo o nimero de paginas a ser observado. A experiéncia com
0 manuseio do material foi muito importante, proporcionando maior velocidade no levantamento. Foram estabelecidas novas
estratégias para identificar as obras concentrando o trabalho nos verbetes proprios da area e nos comentarios do proprio au-
tor, a partir do que j& foi identificado no tomo VI onde esta concentrado a maior parte das referéncias com o perfil da pesquisa.
Posteriormente serd compilada uma lista com todas as referéncias de interesse conforme os itens descritos na metodologia.

CONCLUSOES

Ao final desta fase do estudo verificou-se que a pratica de levantamento e pesquisa bibliografica neste projeto de pesquisa
de iniciagéo cientifica relacionado a area da Biblioteconomia e Formagéo e Desenvolvimento de Colegdes - apesar de nao
ter alcangado os objetivos propostos - € possivel identificar que os passos no processo da pesquisa estdo se ajustando ao
que se espera em relagdo aos resultados. Foram estabelecidas novas estratégias para identificar as obras concentrando o
trabalho nos verbetes prprios da area e nos comentarios do proprio autor a partir do que ja foi identificado no tomo VI. Os
dados serdo de muita utilidade para mapear a literatura da area nos séculos anteriores ao século XIX.
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Palavras-chave: acesso aberto; repositorios institucionais; via verde no Brasil.

INTRODUGAO

O presente trabalho, intitulado “mapeamento dos repositérios institucionais brasileiros: regiées Norte e Centro-Oeste” tem
como fung&o apoiar a pesquisa da professora Doutora Simone da Rocha Weitzel “a via verde no Brasil” oferecendo os
resultados e discussdo do mapeamento dos repositdrios institucionais destas regiées. Em fungao da diversidade de tipos
de repositorios coletados foi adotada a definicio da Declaragao de Budapeste (2002) e a de Harnad e outros (2004) para
caracterizar os Rl orientados pela Via Verde.

AVia Verde se caracteriza pelo arquivamento de artigos em repositorios institucionais publicados em periédicos comerciais
especializados a fim de promover 0 acesso, a visibilidade e potencializar o fator de impacto dessa produgéo cientifica. No
entanto, a pesquisa realizada identificou varias apropriagdes dos Rl para além da Via Verde categorizadas a posteriori pela
coordenadora do projeto conforme foi estabelecido na metodologia.

OBJETIVO

Tendo em vista a contribuigdo para o projeto de pesquisa “A Via verde no Brasil: principais tendéncias dos repositorios
institucionais” coordenado pela Profa. Simone da Rocha Weitzel, 0 objetivo geral deste plano de estudo é mapear os repo-
sitdrios institucionais brasileiros (RI) das regides Norte e Centro-Oeste. Para isso, foi necessario identificar os Rls nas fon-
tes pertinentes e analisar as seguintes categorias: tipo de colegdes (identificando o nimero total de artigos de periddicos
comparando com o total de todos os tipos de itens do repositério), tipo de financiamento, politica adotada e posicionamento
no ranking mundial de repositorios.

METODOLOGIA

Conforme o cronograma do plano de estudos original, as principais atividades executadas foram o levantamento de dados
sobre os Repositorios institucionais que consistia em duas partes: a primeira em realizar o levantamento dos repositérios
nas fontes pertinentes — a saber: lista de repositorios do IBICT, lista de instituigdes que receberam apoio da FINEP para
implantacdo de repositorios no pais por meio do edital da FINEP, lista de usuarios do DSPACE, OpenDoar, Roarmap,
Roar bem como repositérios listados no The Ranking Web of World Repositories. Em seguida observar nos repositérios
levantados a correspondéncia e valores do nimero de artigos com volume total dos diversos itens do repositério, o tipo de
financiamento, verificar se o repositério foi ranqueado ou ndo pelo The Ranking Web of World Repositories. Esta Ultima
etapa funciona como indicador de qualidade, apontando se os repositorios sdo qualificados ou néo.

A segunda parte consistiu em tabular, analisar e discutir os dados coletados com a equipe e com a professora Simone
Weitzel. Em fung&o dos diferentes tipos de repositdrios a coordenadora do projeto categorizou-os conforme os dados co-
letados e a literatura para auxiliar a padronizagao no processo de coleta nas regides contempladas pelo presente estudo
conforme segue abaixo:
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a) Repositério Tematico — € um repositorio especializado em uma area do conhecimento que possui artigos de periédicos
entre outros tipos de materiais;

b) Repositorio tematico com artigos mesclados — € um repositério especializado em uma area do conhecimento que possui
artigos de periodicos entre outros tipos de materiais mas néo é possivel contd-los, pois a colegéo de artigos de periddicos
esta mesclada com outra colecao;

c) Repositério tematico sem artigos — & um repositorio especializado em uma area do conhecimento que ndo possui artigos
de periodicos mas contém outros tipos de documentos.

d) Repositério Institucional — & um repositorio que contém a produgéo gerada pelas pessoas que fazem parte da instituigao
incluindo varios tipos de documentos desde artigos, capitulos de livros, trabalhos apresentados em eventos até teses e
dissertagdes, entre outros tipos de publicagoes.

e) Repositorio institucional com poucos ou nenhum artigo — & um repositério que contem diversos tipos de produgdo gerada
pelas pessoas que fazem parte da instituicdo mas o nimero de artigos é da ordem de 0 a 5. Ou seja, a colegao de artigos
de periddicos esta zerada ou possui poucos documentos.

f) Repositorio institucional sem artigo — é um repositério que contem a produgéo gerada pelas pessoas que fazem parte da
instituicdo mas néo contem qualquer artigo de periddicos, mas contém outros tipos de documentos.

g) Repositério institucional de Teses & Dissertagdes — & um repositdrio institucional que retine teses e dissertagdes defen-
didas na instituigdo de origem e ¢é dedicado somente a esse tipo de documento, isto €, ndo possui artigos de periodicos.

h) Repositério institucional com artigos mesclados — & um repositorio que contém diversos tipos de producdo gerada pelas
pessoas que fazem parte da instituicio incluindo artigos de periddicos mas n&o é possivel conta-los pois a colecdo de
artigos esta mesclada com outra coleg&o.

i) Repositorio institucional hibrido — & um repositério que contem diversos tipos de producédo gerada pelas pessoas que
fazem parte da instituicdo mas uma parte das colegdes exige login e senha para acesso ao texto integral.

j) Repositorios institucionais de acesso restrito — é um repositdrio que contém diversos tipos de producdo gerada pelas
pessoas que fazem parte da instituicdo mas, exige login e senha para acesso ao texto integral.

k) Biblioteca Digital — € uma biblioteca digital que contém a produgao institucional e/ou colegdes bibliograficas digitalizadas.

RESULTADOS:

Apbs 0 mapeamento exaustivo dos repositdrios das regides Norte e Centro-Oeste e da categorizagdo dos repositorios,
foram identificados 27 repositérios no total, dentre os quais, 4 foram excluidos por ndo apresentar o perfil delineado no
estudo. Os demais, isto & 23 repositérios apresentaram diversas tipologias conforme as varidveis estabelecidas na meto-
dologia representados nos quadros abaixo:

Quadro 1: repositérios excluidos

Tipo de repositorio Regido Norte | Regi@o Centro-Oeste
Link quebrado 1 2
Objetos educacionais 0 1
Total 1 3

Fonte: O autor (2017)
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Quadro 2: levantamento dos repositérios das Regides Norte e Centro-Oeste

Tipo de repositério Regido Norte | Regido Centro-Oeste
Repositério Institucional 2 12
Repositorio Institucional de Teses e Dissertagdes 1 1
Repositorio Institucional com poucos ou nenhum artigo 1 1
Biblioteca Digital 0 2
Repositorio Institucional sem artigo 0 2
Repositorio Institucional de acesso restrito 0 1

Total 4 19

Fonte: O autor (2017)

CONCLUSOES

Apbs a tabulagéo e anélise de dados com a equipe foi constatada a necessidade da criagdo de padrfes nacionais para
repositérios institucionais e politicas para o desenvolvimento dos mesmos. Também foi verificada a importancia de monito-
rar sistematicamente os repositorios brasileiros a fim de acompanhar seu desenvolvimento. Estudos do tipo survey podem
ser importantes para esse fim mobilizando as instituicbes de ensino superior e de pesquisa abrindo possibilidades para
futuras pesquisas. Nao houve possibilidade técnica por parte dos proprios repositérios para viabilizar o levantamento de
todos os titulos de periédicos depositados nos repositérios a fim de verificar quais estariam indexados no Web of Science.
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INTRODUGAO

Como apresentado no plano de estudos, a presente pesquisa da continuidade ao subprojeto anterior, “A produgéo cienti-
fica sobre Bibliotecas Publicas nos campos da Biblioteconomia e Ciéncia da Informag&o: uma analise comparativa entre
os periddicos nacionais e internacionais”, seguindo, apenas, para uma outra dire¢do mas ainda dentro do mesmo escopo.
Nesse sentido, os objetivos originais do plano de estudo foram analisar as ementas dos curriculos de Biblioteconomia de
determinadas universidades brasileiras a fim de realizar um estudo sobre a presencga da tematica Bibliotecas Publicas (ou
equivalente) como disciplina oferecida aos discentes nos cursos de formagao de bibliotecarios no pais.

A primeira parte da pesquisa concentrou-se na aproximacao de questdes metodoldgicas e aquisicdo de um aporte tedrico
no que se refere aos processos de construgao curricular.

Partindo, em segundo momento, para o estudo das matrizes curriculares e formas de apropriagéo das mesmas no campo
da Biblioteconomia, houve paralelamente a realizagéo levantamento dos cursos no Brasil e suas respectivas ementas.

A pesquisa buscou, assim, coletar dados a partir do site do e-Mec com relagdo ao quantitativo de universidades no pais
que possuiam o curso de Biblioteconomia/Ciéncia da Informac&o e, em seguida, no site da ABECIN (Associag&o Brasileira
de Educagédo em Ciéncia da Informagao) para conferéncia das informagdes.

Finalmente, houve a andlise da presenga da temética Bibliotecas Publicas nos cursos selecionados.

OBJETIVO

Apresenta como objetivo geral mapear a tematica “Biblioteca Publica” existente nas matrizes curriculares dos cursos de
Biblioteconomia/Ciéncia da Informag&o no Brasil. Em relag&o aos objetivos especificos, se propunha a: compreender a
formacg&o das matrizes curriculares no nivel superior; localizar e analisar as matrizes curriculares de cursos selecionados;
buscar elementos e ferramentas que permitissem o recorte dentro do universo dos cursos no Brasil.

METODOLOGIA

A metodologia empregada para o estudo foi analise de contetdo sob a ética de uma abordagem quantitativa, verificando
a frequéncia e ocorréncia do termo “Bibliotecas Publicas” nas matrizes curriculares dos cursos de Biblioteconomia/Ciéncia
da Informag&o selecionados.

Para tanto, o procedimento sistematico seguido, foi 0 apresentado por Bardin (1977) que resume as fases que fazem parte
da analise de contetido em: 1) a pré-analise; 2) a exploragao do material; 3) o tratamento dos resultados, a inferéncia e a
interpretag&o.

RESULTADOS

Foram encontradas 48 instituigdes que oferecem a graduagao em Biblioteconomia / Ciéncia da Informagao ou Gestao da
Informacao, incluindo aquelas a distancia. Deste total, no site da Abecin constam apenas 36 cursos. A maioria que néo
esta incluida faz parte da rede privada.
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A pesquisa das matrizes curriculares retornou com 36 instituices que disponibilizam a(s) informagéo(des). Devido a
alguns sites néo serem claros, algumas universidades federais possuem mais de uma matriz, ndo sendo evidente qual a
vigente atualmente. H instituicdes ndo possuem exatamente uma matriz curricular, apenas uma lista com as disciplinas
oferecidas no curso; algumas segmentaram por periodos/ciclos outras néo.

Dentre os 26 estados brasileiros e o Distrito Federal, encontrou-se uma distribui¢do bastante desigual no nimero de cursos
de graduagao de Biblioteconomia/Ciéncia da Informagao por regido.

Em seguida, estabeleceu-se que o recorte a ser realizado teria por base os piores resultados no ENADE. Entretanto,
tendo em vista os resultados incongruentes encontrados - farto material informacional que mostra desde cursos até uni-
versidades inteiras que boicotam o exame por acreditar que ele néo seja um medidor justo de qualidade, beneficiando as
entidades que visam lucro em detrimento de uma avaliagéo que mega o que evidentemente ha de progresso/deterioragéo
no curso em questdo - optou-se por ndo estabelecer este critério para o recorte do universo da pesquisa. Houve, ainda, a
tentativa de selecionar os cursos a partir do PIB dos estados. No entanto, ndo foi possivel adotar este critério, tendo em
vista que alguns dos estados com menor PIB, ndo possuem o curso de Biblioteconomia. Sendo assim, optou-se por sele-
cionar aleatoriamente, uma universidade de cada estado brasileiro, para a realizagao da analise das matrizes curriculares.

CONCLUSOES

Tendo cumprido a pré-anélise e a exploragéo do material a pesquisa direcionou-se para a Ultima etapa da andlise de con-
teudo: o tratamento dos resultados, a inferéncia e a interpretagéo. Dos dados que foram elencados os que destacaram-se
como pertinentes para nesse primeiro momento da pesquisa compreender a nogéo de “Bibliotecas Publicas” que emerge
da colegdo s&o: a “ocorréncia de idiomas” e o “periodo das publicagbes’. Com base nesses dados é possivel inferir que a
construgéo da nogdo de Bibliotecas Publicas no Brasil teve seu alicerce em literatura norte-americana e principalmente em
literatura francesa. Apenas com os dados sobre a ocorréncia do idioma nao é possivel afirmar que a literatura no idioma
“inglés” foi proveniente dos EUA, mas ao associar esses dados aos da cidade de publicagdo chegou-se a tal conclus&o.
Com a continuidade do projeto para o periodo 2015 — 2106 pretende-se aprofundar a anélise em torno da emergéncia do
termo “Bibliotecas Publicas” em nossa sociedade consultando diretamente a colegéo e as ementas do curso ministrado
pela Fundagao Biblioteca Nacional. Pretende-se ainda verificar a construgdo de sentidos que foram sendo atribuidos a
tematica nos anos de formagao da Biblioteconomia no pais.
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INTRODUGAO

O projeto de pesquisa “A Via verde no Brasil: principais tendéncias dos repositérios institucionais” coordenado pela Profa.
Simone Weitzel tem o objetivo geral de mapear os repositdrios institucionais brasileiros (RI). Nesta parte da pesquisa fo-
ram identificados os Rls pertencentes as regides Nordeste e Sul do pais, de forma exaustiva, listados em diversas fontes
disponiveis na internet por meio de um levantamento. Os 32 repositorios identificados nas regides Nordeste e Sul estéo
em pleno funcionamento e apresentam caracteristicas distintas categorizados por Weitzel (2017) conforme foi verificado
por meio da observagao direta e comentada ao longo deste relatério.

OBJETIVO
O objetivo geral da pesquisa & mapear os repositorios institucionais (RIs) das regiées Nordeste e Sul do Brasil.

Como objetivos especificos destacam-se:
a) ldentificar os repositorios institucionais das regides Nordeste e Sul brasileiras em diretorios nacionais e internacionais;

b) Levantar os dados referentes as colegdes (verificagdo do total de artigos comparando com volume total dos diversos
itens do repositério), tipo de financiamento e posicionamento no ranking mundial de repositérios.

METODOLOGIA

As etapas apresentadas a seguir foram plenamente concluidas e o projeto podera ser encerrado.

1- |dentificagdodos RI das regides Nordeste e Sul, através das listas apresentadas no projeto de pesquisa dos Rls que
estdo em funcionamento e se estes atendem os requisitos que caracterizam os repositérios institucionais;

2- Levantamento exaustivo de outros Rls que ainda nao tinham sido listados pelo projeto por meio de consultas as fontes
e diretorios identificados em buscas no google que arrolam repositérios brasileiros. Sao eles: lista de repositérios do IBICT,
lista de instituigdes que receberam apoio da FINEP para implantag&o de repositorios no pais por meio do edital da FINEP,
lista de usuarios do DSPACE, OpenDoar, Roarmap, Roar bem como repositorios listados no The Ranking Web of World
Repositories;

3- Coleta de dados e transcrigdo em planilha online obedecendo a categorizagao prévia (tipo de colegdes, tipo de financia-
mento, politica adotada e o posicionamento no ranking mundial de repositérios) a fim de possibilitar o compartilhamento
dos dados entre a equipe.

4- Compilagéo dos dados coletados para discussao e apresentagdo a comunidade académica.

RESULTADOS
A partir da consulta e verificag&o dos links dos repositorios listados em cada fonte consultada foram identificados o total de
39 repositorios, sendo 22 na Regido Sul do Brasil € 17 no Nordeste.
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Foram excluidos 7 itens do computo geral de repositérios devido aos seguintes casos: links quebrados, repositérios cadas-
trados por setores diferentes da mesma institui¢do ocasionando a duplica¢&o e erro de categorizagdo. O quadro 1, abaixo,
apresenta os casos excluidos da contagem geral. Assim, dos 39 repositorios levantados nas fontes, foram analisados 32
que estavam ativos representando quase 84% do total identificado.

Quadro 1: Repositorios excluidos do levantamento

Repositérios excluidos Ocorréncias
Link Quebrado 4
Duplicados 2
Categorizado de forma errada 1
TOTAL 7

Fonte: O autor (2017)

a) coordenadora do projeto categorizou os diferentes tipos de repositorios conforme os dados coletados e a literatura para
auxiliar a padronizagdo no processo de coleta nas regides contempladas pelo presente estudo conforme segue. A alinea
indica a variavel extraida:

b) Repositorio tematico com artigos mesclados — € um repositério especializado em uma area do conhecimento que possui
artigos de periodicos entre outros tipos de materiais mas néo é possivel conta-los, pois a colegéo de artigos de periddicos
esta mesclada com outra colecao;

d) Repositorio Institucional — € um repositdrio que contem a producao gerada pelas pessoas que fazem parte da instituigao
incluindo varios tipos de documentos desde artigos, capitulos de livros, trabalhos apresentados em eventos até teses e
dissertagdes, entre outros tipos de publicacoes.

e) Repositorio institucional com poucos ou nenhum artigo — & um repositério que contem diversos tipos de produgdo gerada
pelas pessoas que fazem parte da instituigdo mas o nimero de artigos é da ordem de 0 a 5. Ou seja, a colegao de artigos
de periddicos esta zerada ou possui poucos documentos.

f) Repositorio institucional sem artigo — € um repositdrio que contem a produgao gerada pelas pessoas que fazem parte da
instituicdo mas ndo contem qualquer artigo de periddicos, mas contém outros tipos de documentos.

g) Repositdrio institucional de Teses & Dissertagdes — & um repositorio institucional que reline teses e dissertagdes defen-
didas na instituicdo de origem e é dedicado somente a esse tipo de documento, isto &, ndo possui artigos de periédicos.

Em relacdo a primeira variavel foi possivel verificar que do total da produgéo depositada em 32 repositérios, 16 reposito-
rios categorizados como “Repositério Institucional” (item d) concentraram a maior parte da produgéo representando 50%
do total conforme demonstrado no quadro 2. Considerando os dados levantados, é possivel afirmar que o Acesso Aberto
Verde nos termos da BOAI é representado por essa categoria que concentra 99% do total de artigos presentes nos 32
repositérios identificados.

Dentre os 16 repositorios restantes (50%), 19% néo tem artigos ou possui poucos artigos (isto &, sdo repositdrios que pre-
viram colegdes de artigos de periddicos mas ainda ndo possuem esses itens ou séo poucos), 22% do total de repositorios
dedicam-se exclusivamente as teses e dissertagdes e 6% ndo possui qualquer artigo embora colecionem outros tipos de
colecOes se afastando do objetivo original de um repositorio institucional.

64

&
U . - Diretoria de

UNIRIO w1l Pesquisa



VSFuNIRIO

Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro

Quadro 2: Dados totais dos Repositorios com as variaveis

. .

Varidveis Ocorréncias % do t? ta! de Totais de artigos Total de |.t<?n_s
ocorréncias do repositdrio

b) Repositdrio Tematico mesclado 1 3% Nao ha. (?omo 317

quantificar

d) Repositdrio Institucional 16 50% 37852 263350

e) Repositdrio mshtucpnal com 6 19% 9 33315

poucos ou nenhum artigo

f) Repo§|tor|o institucional 9 6% 0 101196

sem artigo

1) Reposnpno |nst|~tu0|onal de 7 229% 0 17896

Teses & Dissertacoes

TOTAL 32 100,00% 32854 386074

Fonte: O autor (2017)

O quadro 3, apresenta a distribuicdo das cinco categorias concentradas em somente duas conforme descrito acima nas
alineas ‘b’ até ‘g’ do quadro 2 a fim de destacar os quantitativos dos repositérios institucionais das Regiées Nordeste e Sul

do Brasil que efetivamente estdo cumprindo sua misséo na Via Verde e quantas ndo estdo cumprindo tendo em vista as

variaveis estabelecidas no estudo.

Quadro 3: Distribuigao resumida dos totais de todos o0s repositorios

o o . . Total de itens % do total de itens
Variaveis ocorréncias | Totais de artigos r o
do repositorio do repositorio
Repositorios Institucionais (d) 16 37,852 263,350 50%
Reposnongs sem artigos ou com 16 9 152,724 50%
poucos artigos (b, €, f, 9)
TOTAL 32 37,854 416,074 100.00%

Fonte: O autor (2017)

A terceira variavel que verifica tipos de financiamento, foi observado que do nimero total de repositérios levantados, 12
receberam recursos provenientes do Edital da FINEP os quais foram categorizados conforme segue no quadro 4. Esses
repositérios representam 55% do total de artigos de periédicos depositados nos 32 repositorios identificados e um pouco
mais de 38% do total da producéo de repositdrios. Chama a atengéo a baixa representatividade dos repositdrios em rela-
¢80 ao numero de itens depositados apesar dos recursos recebidos pelo Edital da Finep. Grande parte do total de artigos
(70%) esta concentrada em 85% dos 12 repositorios os quais pertencem a abordagem do Acesso Aberto Verde - isto &,
possuem artigos em suas colegdes.

Né&o foi possivel verificar se houveram outras fontes de financiamento nos demais repositérios pois faltam dados nos repo-

sitérios que descrevam informagdes como essas.
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Quadro 4: Repositorios financiados pelo Edital da FINEP

Variaveis Ocorréncias | Totais de artigos Total de !tgqs
do repositorio

d) Repositdrio Institucional 10 29665 235711

e) Repositdrio institucional com poucos ou nenhum

. 1 1 1351

artigo

f) Repositdrio institucional sem artigo 1 0 94802

TOTAL 12 29666 331864

Fonte: O autor (2017)

CONCLUSOES

Apesar das dificuldades em identificar repositérios das Regides Nordeste e Sul os objetivos foram plenamente alcangados
uma vez que os dados foram coletados com o objetivo de mapear quais s&o de fato os repositdrios das Regides contem-
pladas. Conclui-se que para garantir 0 mapeamento dos repositdrios institucionais brasileiros ainda € preciso esforgos
sistematizados em nivel nacional para manter a lista obtida com os resultados dessa pesquisa sempre atualizada.
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UM BREVE ESTUDO SOBRE A REPRESENTAGAO DO ETNOCONHECIMENTO
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INTRODUGAO

Muito se discute, atualmente, sobre diversidade; liberdade de expresséo; interculturalidade, desde costumes, vestimentas,
culinaria até a oralidade — a lingua e as apropriacdes de diferentes termos/terminologias que usamos em nosso cotidiano.
O presente trabalho apresenta um breve estudo de como o etnoconhecimento é passado por geragdes através, principal-
mente, da oralidade, e como poderia se da a sua representa¢do para melhor recuperar a informagao ja documentada e
organizada em acervos e bases de dados de instituigdes que possuem esse tipo de material.

Estabelecemos aqui que etnoconhecimento é todo conhecimento produzido por determinado povo, neste caso, o conheci-
mento da religido afro Ketu em diferentes partes do mundo que s&o transmitidos por geragdes, mais comumente de forma
oral perifericamente a formalidade. Encontra-se em constante processo de adaptagdo, mas embasado solidamente numa
estrutura de costumes, valores e formas de vida cotidiana. Simplificando assim “Podemos, entéo, considerar etnoconhe-
cimento o conhecimento produzido por diferentes etnias em diferente locais no globo terrestre a partir do saber popular. ”
(MIRANDA, 2009)

Um sistema de organizagao do conhecimento consiste em sistema conceitual estruturado numérica ou semanticamente
que relaciona termos, definigdes e conceitos. Neste caso, cumpre o objetivo de padronizagdo terminoldgica para orientar
a busca do usuario pela informagao que provém dos povos afrodescendentes. Usamos aqui a Classificagdo Decimal de
Dewey, em sua 232 edi¢éo (CDD23). Nela encontramos o conhecimento dividido em dez grandes classes principais. Para
entender a relagdo etnoconhecimento X organiza¢do do conhecimento, vamos voltar nossa atengéo a classe 200 da
CDD23 cujo assunto é Religiao.

OBJETIVO

Nossos objetivos sao investigar como o etnoconhecimento esta representado no sistema de organizagdo do conhecimento
CDD23 e como eles estdo sendo adotados pelas unidades de informagdo que possuem esse tipo de acervo; viabilizar
novas formas de representagéo dos saberes da cultura Afro; Valorizar a preservagao do patriménio intangivel e Tornar a
cultura africana mais acessivel aos profissionais da informagao para que seus saberes sejam mais bem representados.

METODOLOGIA
Para que seja viavel a pesquisa, 0s seguintes procedimentos foram adotados:

1. Levantamento bibliografico sobre religido Ketu e sua relagdo com a organizag&o do conhecimento em diferentes
bases de dados e unidades de informacao;

2. Estudo da CDD23 sobre as notagbes que se refiram, de certa forma, a cultura afrodescendente, sobretudo no
que tange as religides;

3. Levantamento de pressupostos e fundamentos tedricos inerentes a cultura afrodescendente
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4. ldentificagdo e extragdo de segmentos da CDD23 para construgdo de amostras documentais em unidades de
informagdo que possuem algum tipo de acervo acerca da cultura afrodescendente;

5. Andlise da indexacao de documentos das unidades de informag&o;

RESULTADOS:

A partir da leitura da introdugao da CDD23, descobrimos como poderiamos entender melhor seu funcionamento. Logo no
inicio ela nos diz o que é e para que serve. Explicando que é um sistema que funciona justamente para organizar o conhe-
cimento representado de qualquer forma por meio as notagdes que s&o os simbolos usados para representar as classes.
Na CDD23 os simbolos s&o nimeros arabicos. Portanto esse niimero, aqui denominado notag&o da um significado Unico
ao conceito, independente de idiomas.

Partindo para as areas do conhecimento observamos a classe 200 — Religido cuja predominéncia nas notagdes é o cris-
tianismo. Para encontrarmos o0 KETU que é uma vertente do candomblé, temos a seguinte cadeia: 299 — Outras Religides
> 299.67 — Cultos especificos > 299.6/73 — Candomblé. A classe n&o abrange nenhum tipo de especificidade da religido,
desde os orixas que sdo cultuados, vestimentas, oferendas, comida votiva, aderegos, até a histéria, cultura e a religido
no Brasil. Bem como os outros cultos do Candomblé, dentre eles os mais conhecidos a Angola e o Jeje Mahin. Buscando

O mesmo podemos falar sobre a classe 299.6/72 — Umbanda que possui as mesmas “deficiéncias” supracitadas.

Ainda na classe 299 — Outras Religides, encontramos a classe 299.69 — Religides de areas especificas da Africa, que
também aglomera todos os tipos de pequenos cultos africanos de diferentes localidades da Africa sem nenhum tipo de
disting&o, a ndo ser a inicial e geral proposta.

Para analisarmos a indexagao de assuntos no uso comum do cotidiano, foram consultadas bases de dados de duas dife-
rentes organizagdes: A Biblioteca Amadeu Amaral (Centro Nacional de Folclore e Cultura Popular), localizada no bairro do
Catete no Rio de Janeiro e a biblioteca da entidade Koinonia Presenga Ecuménica e Servigo, também localizada na cidade
do Rio de Janeiro, no bairro da Gloria.

Na biblioteca Amadeu Amaral a analise se deu em dois momentos; O primeiro onde foi necessaria uma visita ao local para
melhor reconhecimento do acervo e conversa com os bibliotecarios, estagiarios e arquivistas da instituicdo. Verificamos
grande variedade em seu acervo livros, dissertacdes, monografias, anais, folhetos, recortes de jornal, imagens, audios
e videos. Esse material também estava disponivel em sua base de dados online, que foi 0 nosso segundo momento de
pesquisa. O sistema de classificagdo adotado pela biblioteca é a Classificagdo Decimal Universal (CDU), que ndo se
aplica ao estudo no momento, em sua primeira edigao. Os livros, monografias, alguns folhetos, anais, recortes e alguns
periédicos sdo classificados por esse sistema. Em contrapartida as midias (audio, imagem, video e outra parte de folhetos)
sdo classificados com um sistema préprio da biblioteca que consiste em letras e uma sequéncia numérica delegada pela
prépria instituicdo.

O método de pesquisa consiste em busca na base de dados online da instituicdo por palavras-chave. Neste caso, as
palavras chave foram: CANDOMBLE, ORIXA, XANGO CULTO e YORUBA. Para que haja certo limite de assunto e néo
amplificarmos muito o campo. Quando era pesquisado por nagéo como Ketu, Jeje, Angola; a recuperagéo levava para
outros assuntos que nao se referiam exclusivamente a religido. Portanto, a palavra-chave escolhida foi Candomblé, uma
vez que a disting&o de nacao é feita na referéncia da obra.

Ja na busca por Orixa, a indexag&o por palavras chave trazia em sua maioria o orixa que a obra se referia junto com a
palavra ‘orix4’. Como: YEMANJA-ORIXA.

As informagdes foram recolhidas e colocadas e duas planilhas de excel, separando as midias (imagem, video e audio) do
resto do material.
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Na planilha convencional, denominada planilha 1(um), temos a separagao por “tipo de documento”, “titulo da obra”, “refe-
réncia’ e a etiqueta da obra. Onde € encontrada o nimero de CDU. Na planilha de midia, denominada planilha 2(dois), &
separado por ‘referéncia do registro” — uma espécie de nimero de tombo, “etiqueta” e “tipo da midia”.

0 acesso a biblioteca Koinonia foi feito todo remotamente pela sua base de dados online, seu acervo conta com livros,
folhetos, cartilhas etc. e 0 mecanismo de busca e extragdo dos segmentos foi exatamente igual ao da biblioteca Amadeu
Amaral, uma vez que para obtermos resultados similares é necessario 0 mesmo processo. Observamos que a instituigao
usa CDD e seu acervo foi classificado na classe 299 — Outras religiées. Conforme ja mencionado.

Podemos ilustrar da seguinte forma:

Bitedd: onde moram os nagds redes de sociabili- 299.67
LIVRO | NASCIMENTO, Luiz Claudio Dias do dades africanas nas formagéo do candomblé Jéje- '

Nagd no Recdncavo Baiano. N244b
: A « . 299.67

LIVRO | SOUSA JUNIOR, Vilson Caetano de Nagb: a nagéo de ancestrais itinerantes S725
n

O usuario que ndo conseguira estabelecer concordancia com o que ele traz de bagagem, ja que os conceitos étnicos nao
sdo explicitados no sistema de classificagdo CDD23. Faz-se necessaria a elaboragdo de um sistema de organizagéo do
conhecimento que incorpore experiéncias sociais € intelectuais. O que traria resultados relevantes como um nivel maior
de especificidade de busca de etnoassuntos. Além de proporcionar aos profissionais da informacdo melhor entendimento
e aceitacdo, se for o caso, do conhecimento afrodescendente.

CONCLUSOES
Percebemos entdo que a CDD23 ndo é hospitaleira o suficiente

Através das classes da CDD23 que falam sobre religibes de matrizes africanas, percebemos a generalidade
com relagdo ao assunto. Onde a religido é representada como um todo. Considerando um pesquisador que de-
seja estudar sobre um determinado assunto dentro da religi@o, ele encontra dificuldade. Uma vez que todos
os assuntos, a exemplos: Orixds, comida votiva, indumentaria religiosa, aparecem englobadas em uma mes-
ma classe. Gerando assim, de certa forma, atraso em sua pesquisa. Munido deste argumento, enxerga-se a ne-
cessidade de desenvolvimento de representagdo que contemple os assuntos da religido KETU especificamente.
A deficiéncia na representacdo do conhecimento do KETU gera prejuizo ao patriménio intangivel, uma vez que todo o
conhecimento produzido e documentado se perde ou € mal recuperado na generalidade dos sistemas de organizacao
do conhecimento, neste caso, da Classificagdo Decimal de Dewey. Quanto mais a religido afrodescendente for incluida,
discutida e representada, o preconceito e a falta de informag&o que ainda existe por parte de profissionais e pesquisadores
pelo 0 que n&o é convencional tem mais chances de ser diminuido.
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MAPEAMENTO DOS REPOSITORIOS INSTITUCIONAIS BRASILEIROS: REGIAO SUDESTE

' Poliana Ribeiro Teixeira (IC/UNIRIO); 2 Simone da Rocha Weitzel (orientadora)

1 - Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
2 — Departamento de Estudos e Processos Biblioteconémicos; Escola de Biblioteconomia; Centro de Ciéncias Humanas e
Sociais; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

Apoio Financeiro: UNIRIO - Bolsa de Iniciagdo Cientifica e Bolsa de Produtividade PQ-UNIRIO.
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INTRODUGAO

Este trabalho esté vinculado ao projeto de pesquisa intitulado “A Via verde no Brasil: principais tendéncias dos reposito-
rios institucionais”, coordenado pela professora doutora Simone da Rocha Weitzel. Busca-se através deste, mapear os
repositérios institucionais (RIs) brasileiros da regido sudeste, e, a partir deste, contribuir para viabilizar a construgao do
perfil da Via Verde no Brasil. Os repositdrios estdo vinculados diretamente as instituigdes a que pertencem, para tanto
tudo aquilo que neles é depositado preserva a memoria da produgéo académica, possibilita a recuperagéo da informagao
e consequentemente viabiliza a comunidade acesso irrestrito ao que esta sendo produzido. Identificados e localizados os
Rls, busca-se analisar neste estudo as seguintes categorias: tipos de colegdes, tipo de financiamento, politica adotada,
posicionamento nos rankings nacional € mundial de repositérios. Nesta perspectiva, pretendeu-se além da constru¢do do
perfil dos repositérios institucionais, enfatizar a importancia destes em relagéo a produgéo cientifica de qualidade. N&o hou-
ve possibilidade técnica por parte dos proprios repositorios para viabilizar o levantamento de todos os titulos de periédicos
depositados nos repositorios a fim de verificar quais estariam indexados no Web of Science, um dos objetivos especificos
e Unico a ndo ser alcangado.

OBJETIVO

O plano de estudo original intentou cobrir também as Regides Sul e Centro-Oeste incluindo Distrito Federal e as Regifes
Norte e Nordeste. Mas, conforme os dados foram sendo coletados a Coordenadora do projeto realizou uma divisao de
tarefas entre mais duas estudantes voluntarias para cobrir plenamente todas as regidées do pais de forma mais organizada
evitando a sobrecarga de trabalho. O objetivo geral foi entdo redimensionado e buscou identificar os repositérios institu-
cionais brasileiros das regido sudeste; levantar os dados referentes as colegdes, tipo de financiamento, politica adotada,
posicionamento no ranking mundial de repositérios.

METODOLOGIA

De acordo com o plano de estudos, foi feito o monitoramento dos diretérios que arrolam os repositorios brasileiros, bem
como a lista de repositérios do IBICT, lista de instituicdes que receberam apoio da FINEP para implantagdo de reposito-
rios no pais por meio do edital da FINEP, lista de usuéarios do DSPACE, Diretérios da OpenDoar, Roarmap € Roar bem
como repositérios listados no The Ranking Web of World Repositories. Ap6s a identificacdo destes RIs, através das listas
apresentadas no projeto de pesquisa “A Via verde no Brasil: principais tendéncias dos repositérios institucionais” e averi-
guou-se se estes estariam em funcionamento (links ativos) e consequentemente se atendiam os requisitos que caracteri-
zam 0s repositorios institucionais; Também foi feito um levantamento exaustivo de outros Rls que ainda no tinham sido
listados pelo projeto por meio de consultas as variadas fontes pertinentes conforme citado acima. Foi verificado também
as posigdes dos repositorios brasileiros no ranking mundial a fim de verificar sua qualificagdo. A Coleta destes dados foi
estruturada em planilha online obedecendo uma categorizagéo prévia (tipos de colegdes, tipo de financiamento, politica
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adotada e o posicionamento no ranking mundial de repositérios) de forma rigorosa e sistematizada juntamente com os
demais dados coletados.

RESULTADOS

Ao executar o proposto no plano de estudos foi possivel perceber a necessidade de uma anélise exaustiva a respeito
de cada RlIs. Isso porque nédo existe um padrdo especifico sobre 0 que seja um repositdrio. Optou-se por analisar mais
profundamente cada repositério seguindo os critérios apontados pela BOAI (2002). Para concluir esta etapa foi necessario
criar uma categorizagdo para os repositérios, afim de facilitar a analise. A categorizag&o foi definida pela coordenadora do
projeto (WEITZEL, 2017) com base nos dados e na literatura consultada conforme segue: tematico, tematico com artigos
mesclados, temético sem artigos, institucional, institucional com pouco ou nenhum artigo, institucional sem artigo, institu-
cional de teses e dissertacdes, institucional com artigos mesclados, institucional hibrido, institucional de acesso restrito e
biblioteca digital. O levantamento realizado para mapear os Rls da Regido Sudeste totalizou 54 repositérios sendo que 4
repositérios estavam com links quebrados, duplicados ou com a classificagdo equivocada. Também foram eliminados ba-
ses de dados e repositdrios de objetos de aprendizagem do computo geral por ndo apresentar as caracteristicas da BOAI
(2002). Dessa forma, 44 repositdrios estéo distribuidos conforme segue no quadro abaixo.

Tabela 1: Mapeamento dos Repositdrios Institucionais da Regido Sudeste do Brasil

Variaveis Ocorréncias Totais de artigos Total de itens do repositorio
442

a) Repositdrio Tematico 1 8148

b) Repositério Tematico mesclado 0 0 0

¢) Repositorio Tematico sem artigos 2 0 2769

d) Repositdrio Institucional 24 329063 583368

e) Repositdrio institucional com pou-
€os ou nenhum artigo

f) Repositdrio institucional sem artigo 4 73036 142205
g) Repositério institucional de Teses

3 1 18534

& Dissertagdes 2 0 75707
h) Repositério institucional com arti- 4 1604 142025
gos mesclados

i) Repositdrio institucional hibrido 1 9578 51511
i) Repogtonos institucionais de aces- 1 N&o ha como quantificar 724
so restrito

k) Biblioteca Digital 2 0 8829
TOTAL 44 340336 1033820

Fonte: Adaptado de Weitzel (2017)

CONCLUSOES

A dificuldade de identificagdo dos Rls e de suas politicas, os requisitos para ser realmente um repositorio e seu funciona-
mento como fonte de pesquisa confidvel, afetaram no desenvolvimento do trabalho. Quanto ao registro e a disseminagéo
da produgao cientifica, verificou-se que ndo existe uma politica nacional padronizada para se depositar nos Rls, dificultan-
do o acesso. Conclui-se que para tragar o perfil dos repositérios institucionais brasileiros, este estudo precisa ser exaustivo
tanto em relacéo & literatura quanto as préaticas que compdem a configuragao apresentada pelos mesmos. Muitos dos
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repositorios brasileiros ndo aparecem no The Ranking Web of World Repositories denotando problemas internos de gestao
para alavancar a visibilidade, impacto e, reconhecimento desses repositérios no cenario nacional e mundial. Pode-se dizer
que ha necessidade de um esforgo mais vigoroso dos gestores para superar as dificuldades institucionais, mesmo diante
dos entraves referentes ao financiamento e manutengéo destes. Um repositério ndo cumpre sua misséo se néo alcanga
visibilidade e impacto. Sdo muitas as agdes necessarias para que 0s repositdrios brasileiros atendam néo s6 um perfil
mundial, mas também tenha seu funcionamento com as propostas da Via Verde. A conclusdo das etapas de coleta de
dados foi muito importante para contribuir para a construgdo desse perfil no pais.
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CONTRIBUIGOES DAS BIBLIOTECAS PUBLICAS BRASILEIRAS PARA A AGENDA
ONU 2030 DE DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL PARA
COMUNIDADES QUILOMBOLAS, INDIGENAS, CIGANAS E LGBT

'Polyanne Silva (Discente); 2 Eduardo Alentejo (Orientador).

1 — Departamento de Bibiblioteconomia; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
2 — Departamento de Biblioteconomia;; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

INTRODUGAO

Trata sobre as bibliotecas publicas brasileiras no contexto do Desenvolvimento Sustentavel para povos e comunidades
tradicionais, tais como: ciganos, quilombolas e indigenas, geralmente expostos a conflitos culturais, pobreza, racismo e
disputas de territorio. Nessa perspectiva, a biblioteca publica assume em seu coronario os aspectos multiculturais pre-
sentes no Brasil. Esta comunicagao é centrada no grupo de pesquisa intitulado “Inclusdo de valores as Comunidades
Quilombolas, Indigenas, Ciganas e LGBT em bibliotecas publicas”, liderada pelo Professor Dr. Eduardo Alentejo.

OBJETIVO

A partir da Declarag&o de Lyon e de acordo com o quadro da Agenda das Nagdes Unidas de 2030, este estudo objetiva
responder como as bibliotecas publicas brasileiras contribuem para promover o Desenvolvimento Sustentavel para os
povos e comunidades tradicionais.

METODOLOGIA

Mediante pesquisas bibliografica e documental, a revisdo de literatura demonstrou estreitas relagdes porque no contex-
to da Biblioteconomia, aA Agenda de Desenvolvimento Sustentavel de 2030, Legislagdo Federal Brasileira, Instituicdes
profissionais de Biblioteconomia, bases de dados estatisticas oficiais IBGE e o Sistema Nacional de Bibliotecas Publicas
(SNBP) e base de dados FIOCRUZ foram os principais materiais para essa parte da pesquisa.

JUSTIFICATIVAS

O Berasil é signatario dos programas da ONU e comprometido com os Direitos Humanos e com o Desenvolvimento
Sustentavel que para a ONU se baliza por acdes voltadas a incluir aspectos sociais, culturais € de ambientais, tendo a
informagéo e os centros de cultura como alguns dos principais veiculos para o sucesso de suas metas para o desenvol-
vimento sustentavel. Atualmente, a Politica Nacional para o Desenvolvimento Sustentavel dos Povos e Comunidades
Tradicionais incorporou a diversidade cultural como parte das dimensdes ambientais. Sob esta politica, a biblioteca multi-
cultural significa adicionar questdes ambientais da cultura da comunidade tradicional.

RESULTADOS

Como resultado principal, a nogao de multiculturalismo para bibliotecas foi analisada a luz dos ODS. O que envolve diver-
sidade cultural no Brasil. Tornou-se uma dimens&o que também abrange bibliotecas publicas no Pais. Desde 1997. Na Ulti-
ma década, as a¢des para alcangar os objetivos da Politica Nacional Baseada no Desenvolvimento Sustentavel de Povos
e Comunidades Tradicionais sensibilizaram a maioria das instituicdes educacionais e culturais do pais pelo reconhecimen-
to de que os povos tradicionais expressam valores culturais que tornam fundamental a inclusdo social e a cidadania para
dimensdes sociais e ambientais. Os dados coletados através da base de dados SNBP foram comparados e analisados no
ambito dos dezessete objetivos ODS propostas na versdo IFLA. O quadro seguinte sintetiza todos os resultados obtidos:
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Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel Agenda ONU 2030 Bibliotecas Publicas Brasileiras multiculturais

Se 0 acesso a informag&o permite as pessoas maior propriedade
na tomada de decis6es em sua vida particular e no desenvolvimen-
to de sua comunidade, percebe-se a importancia de questionar a

OBJETIVO 1: ACABAR COM A POBREZA EM TODAS AS SUAS FORMAS, | inexisténcia de bibliotecas nas comunidades quilombolas, indige-

EM TODOS OS LUGARES nas e ciganas no Estado do Rio de Janeiro, pois, como garantir
participagao publica efetiva para que haja redugdo da pobreza e
elevando a qualidade de vida a quem n&o tem acesso a informagéo
sobre seus direitos e deveres?

As bibliotecas instaladas em comunidades quilombolas e indige-
nas, ao preservar e promover 0 acesso as técnicas agricolas des-
tes grupos a comunidade geral, cooperam com o desenvolvimento
de métodos para uma agricultura mais inclusiva e ndo-ofensiva

a natureza, atingindo um de seus objetivos sociais, 0 acesso a
informag&o, ao mesmo tempo em que promove a sustentabilidade.

OBJETIVO 2: ACABAR COM A FOME, ALCANCAR A SEGURANGAALI-
MENTAR E MELHORIA DANUTRIGAO E PROMOVER AAGRICULTURA
SUSTENTAVEL

Abiblioteca, ao preservar e incentivar o registro de técnicas
médicas especificas das comunidades quilombolas, indigenas e
ciganas, assegura a preservagao destes conhecimentos para as
geragdes futuras e 0 acesso destas informagdes pela geragéo

OBJETIVO 3: ASSEGURAR UMA VIDA SAUDAVEL E PROMOVER O presente, promovendo técnicas médicas e de salde que podem

BEM-ESTAR PARATODOS, EM TODAS AS IDADES melhorar a vida dos integrantes destas comunidades. Seu apoio e
participagdo em campanhas de vacinagdo governamentais contra
gripe, febre amarela e doengas infantis e atuagdo em campanhas
de combate a Aids, DST e Cancer Cervical, é imprescindivel para a
promogao da saude.

As agdes afirmativas voltadas para as necessidades especificas
das comunidades quilombolas, indigenas e ciganas promovidas
pelas bibliotecas publicas e comunitarias, que envolvem acesso

a educacéo, propiciam um ponto de apoio a mais, junto com as
escolas, para o desenvolvimento educacional destas populagdes.
Apoiando programas culturais e de alfabetizagéo voltados para a
cidadania, as bibliotecas combatem o trabalho infantil e analfabetis-
mo nas areas rurais.

OBJETIVO 4: ASSEGURAR A EDUCAGAO INCLUSIVA, EQUITATIVA E DE
QUALIDADE, E PROMOVER OPORTUNIDADES DE APRENDIZAGEM AO
LONGO DA VIDAPARATODOS

As bibliotecas munem mulheres e criangas com informagdes e
OBJETIVO 5: ALCANGCAR A IGUALDADE DE GENERO E EMPODERAR conhecimentos necessarios para que possam se conscientizar de
TODAS AS MULHERES E MENINAS seus direitos, além de apoiarem programas federais € locais de
combate a violéncia contra mulheres e criangas.

As bibliotecas s&o, principalmente, espagos de guarda, preserva-
¢édo e compartilhamento de informagéo, mas podem ser, também,
locais de incentivo a criagdo de conhecimento sobre o ambiente
cultural e local, habilitando os moradores das comunidades quilom-
bolas, indigenas e ciganas para a gestao de recursos naturais e
uso de agua potavel de um modo especifico para as necessidades
destas comunidades.

OBJETIVO 6: ASSEGURAR A DISPONIBILIDADE E GESTAO SUSTENTA-
VEL DA AGUA E SANEAMENTO PARA TODOS

As bibliotecas podem conscientizar a geragéo presente sobre 0
OBJETIVO 7: ASSEGURAR O ACESSO CONFIAVEL, SUSTENTAVEL, direito ao acesso a energia elétrica, enquanto prepara as préximas
MODERNO E A PREGO ACESSIVEL DE ENERGIA PARA TODOS geragdes para a gestéo de recursos hidrelétricos através de narra-
tivas e outros projetos culturais e esportivos.
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OBJETIVO 8: PROMOVER O CRESCIMENTO ECONOMICO SUSTENTA-
DO, INCLUSIVO E SUSTENTAVEL, EMPREGO PLENO E PRODUTIVO E
TRABALHO DECENTE PARATODOS

OBJETIVO 9: CONSTRUIR INFRAESTRUTURAS RESILIENTES, PROMO-

VER A INDUSTRIALIZAGAO INCLUSIVA E SUSTENTAVEL E FOMENTAR
AINOVAGAO

OBJETIVO 10: REDUZIR A DESIGUALDADE DENTRO DOS PAISES E
ENTRE ELES

OBJETIVO 11: TORNAR AS CIDADES E OS ASSENTAMENTOS HUMA-
NOS INCLUSIVOS, SEGUROS, RESILIENTES E SUSTENTAVEIS

OBJETIVO 12: ASSEGURAR PADROES DE PRODUGAOQ E DE CONSU-
MO SAUDAVEIS

OBJETIVO 13: TOMAR MEDIDAS URGENTES PARA COMBATER A
MUDANGCA DO CLIMA E SEUS IMPACTOS

OBJETIVO 14: CONSERVAGAO E USO SUSTENTAVEL DOS OCEANOS,
DOS MARES E DOS RECURSOS MARINHOS PARA O DESENVOLVI-
MENTO SUSTENTAVEL

OBJETIVO 15: PROTEGER, RECUPERAR E PROMOVER 0 USO SUS-
TENTAVEL DOS ECOSSISTEMAS TERRESTRES, GERIR DE FORMA
SUSTENTAVEL AS FLORESTAS, COMBATER A DESERTIFICAGAO,
DETER E REVERTER A DEGRADAGAO DA TERRA E DETER A PERDA
DA BIODIVERSIDADE

OBJETIVO 16: PROMOVER SOCIEDADES PACIFICAS E INCLUSIVAS
PARA O DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL, PROPORCIONAR O
ACESSO A JUSTIGA PARATODOS E CONSTRUIR INSTITUIGOES EFI-
CAZES, RESPONSAVEIS E INCLUSIVAS EM TODOS OS NIVEIS
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Muitas bibliotecas publicas desempenham o papel de biblioteca
escolar para comunidades, indo além de seu papel basico de
fornecedora de literatura de ficgdo e ndo-ficgdo, promovendo
treinamentos diversos e especificos para as necessidades da
comunidade na qual esta inserida, fortalecendo a dignidade e auto-
nomia da comunidade, garantindo acesso ao mercado de trabalho
e promovendo o crescimento econémico.

As bibliotecas ddo base para que suas comunidades construam
seus proprios conhecimentos técnicos e cientificos, ajudando na
criagéo e propagacao de saberes inovadores tanto para a prépria
comunidade quanto para a comunidade cientifica geral.

As bibliotecas comunitarias sdo mais um local onde as pessoas
podem exercitar sua cidadania, pois fornecem espagos civicos
seguros para todos localizados em areas urbanas e rurais e permi-
tem o acesso a informagéo, liberdade de expresséo, liberdade de
associagao e reunido dentro de seus espagos, visando reduzir a
desigualdade.

Sendo a transmiss&o oral do conhecimento uma pratica comum
das etnias quilombolas, indigenas e ciganas, a biblioteca, ao
promover acesso a informagao, enriquece a identidade cultural
destas populagdes, além de promover o contato e a difusdo deste
conhecimento, e ao promover a produgdo e a materializagéo do
conhecimento por meio de artefatos escritos, cumpre seu papel
de preservadora de patrimdnio cultural. Por isto, a necessidade de
inclusdo de valores sociais pelos bens culturais a estas popula-
¢0es, “visando, entre outras coisas, o registro, a organiza¢éo e a
preservagao de cultura e de memoria do homem negro, indigena,
cigana’.

Todos desempenham um papel fundamental na preservagéo do
conhecimento tradicional da comunidade que servem, inclusive as
bibliotecas, que podem divulgar programas ambientais, desenvol-
ver oficinas de leitura, encontros com especialistas e autores de
livros.

As bibliotecas devem ajudar na conscientizagéo ecologica, e
podem fazer isto por diversos meios, como, por exemplo, oficinas
de leitura, que s&o fonte principal para promover consciéncia
ecolbgica.

As bibliotecas, como organismos adaptaveis ao ambiente em que
estdo inseridas, podem promover conhecimento local e gerencia-
mento de agua para as comunidades localizadas a beira-mar, con-
tribuindo para a conscientizagdo do uso sustentavel dos recursos
marinhos e oferecendo cursos, produtos e informagdes especificos
que atendam as necessidades destas comunidades.

As bibliotecas suprem com conhecimento tedrico as comunida-
des das quais fazem parte, desenvolvem colegdes sobre 0 meio
ambiente e biodiversidade local, e promovem a producéo local
desses temas.

Acesso a biblioteca € acesso a informagao e ao conhecimento,

e, sem este acesso, ndo ha como criar sociedades inclusivas,
pacificas, responsaveis. As bibliotecas, ao apoiar programas de
governos e outros de origem local para organizar, estruturar e usar
informagdes efetivamente para o desenvolvimento, fazem sua
parte para a construgdo de um mundo mais igualitario.
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As bibliotecas, como uma rede mundial de salvaguarda e promo-

OBJETIVO 17: FORTALECER OS MEIOS DE IMPLEMENTAGAO E ¢éo do conhecimento, fundamentadas na missao dos bibliotecarios
REVITALIZ,ARA PARCERIA GLOBAL PARA O DESENVOLVIMENTO em melhorar a sociedade, tém capacidade de mudar o mundo, ao
SUSTENTAVEL apoiar e incentivar agdes de desenvolvimento dentro das comuni-

dades nas quais estdo inseridas.

Fonte: a autora.

DISCUSSAO

A nogéo de diversidade cultural brasileira tornou-se uma dimensao social que caracteriza bibliotecas publicas no pais.
Nesse ponto de vista, esta € uma das principais razdes para desenvolver o conceito de DS para a biblioteca publica. As
bibliotecas publicas brasileiras incorporaram varios temas em sua histéria coronaria, tais como: acessibilidade, estratégias
de motivacéo de leitura, bibliotecas comunitarias, bibliotecas rurais e, recentemente, bibliotecas multiculturais com base
no desenvolvimento sustentavel. Esses temas sdo focados na cidadania e na inclusdo social. Isso significa que as biblio-
tecas publicas e os bibliotecarios sao mais conscientes do seu papel para alcancar a Agenda das Nagdes Unidas para
o Desenvolvimento Sustentavel. De acordo com a Politica Brasileira para o Desenvolvimento Sustentavel dos Povos e
Comunidades Tradicionais, bibliotecas publicas do pais s&o poderosos recursos a atingir os objetivos da Agenda ONU 2030.

CONCLUSAO

Bibliotecas s&o potencialmente instancias multiculturais e de desenvolvimento sustentavel. Isso porque permitem trans-
formagdes positivas: social, econdmica e ambiental. No caso do Brasil, agdes similares por parte das bibliotecas ao que a
IFLA propde e nos permite vislumbrar a conquista dos objetivos da agenda das Nagdes Unidas 2030. A biblioteca publica
brasileira que atende as comunidades tradicionais s&o algumas evidéncias do desenvolvimento da biblioteconomia brasi-
leira para os objetivos da Agenda 2030 da ONU. Ciganos, Quilombolas e Povos Indigenas né&o s&o as Unicas populagbes
tradicionais do pais, mas, essencialmente, sdo grupos humanos suscetiveis a violéncia, porque racismo e conflitos de terra.
A Politica Nacional para o Desenvolvimento Sustentavel dos Povos e Comunidades Tradicionais € um marco na luta contra
as injusticas sociais e a defesa do meio ambiente. As bibliotecas publicas brasileiras tornam-se agentes de Desenvolvimento
Sustentavel sob sua missdo que permitem o acesso ao conhecimento e defendem o patrimdnio material e imaterial das
comunidades que servem, promovem a cidadania sob a consciéncia da diversidade cultural e do meio ambiente.
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MAPEAMENTO DAS OBRAS SOBRE BIBLIOTECONOMIA EM BIBLIOGRAFIA DE JACQUES-CHARLES BRUNET:
UM ESTUDO PARA A AREA DE DESENVOLVIMENTO DE COLEGOES

' S&mia Chantre Dahas (IC-sem bolsa); * Simone da Rocha Weitzel (orientadora).

1 - Departamento de Estudos e Processos Bibliotecondmicos; Escola de Biblioteconomia; Universidade Federal do Estado
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Palavras-chave: bibliografia; desenvolvimento de colegdes.

INTRODUGAO

O trabalho visa apoiar o projeto de pesquisa “Em busca de uma abordagem histdrica em desenvolvimento de colegdes a
partir das obras identificadas por Jacques-Charles Brunet’, coordenado pela Prof.2 Simone da Rocha Weitzel. Consiste na
identificacéo de obras do campo da Biblioteconomia na bibliografia de Brunet intitulada Manuel du libraire et de I'amateur
des livres, em sua quinta edi¢&o, publicada em seis volumes entre 1860 e 1865. O estudo pretende aprofundar as ques-
tdes evidenciadas em estudos anteriores (WEITZEL, 2007-2016) sobre a teoria em desenvolvimento de colegdes, cujos
resultados demonstraram a existéncia de uma literatura do periodo entre os séculos XIX e XX dedicada aos principais
conceitos, métodos e praticas relacionadas a sele¢do, aquisi¢do e desbastamento ainda presentes nas obras contempora-
neas. Esse conjunto de teorias e praticas constituiu o que se convencionou denominar de abordagem baseada no acesso
orientada para as necessidades dos usuarios na area de desenvolvimento de colegdes (WEITZEL, 2012). A pesquisa
identificou autores e obras europeus, no século XIX, e autores e obras angléfonos, no século XX, que, apesar de nao se-
rem citados pelos seus contemporaneos, trouxeram as teorias e praticas construidas ao longo desse periodo (WEITZEL,
2014). Ademais, a pesquisa anterior encontrou indicios de que o histérico do desenvolvimento de colegdes pode ser mais
antigo do que tem considerado a literatura especializada (WEITZEL, 2016). Entretanto, de acordo com Jannuzzi (2001), a
concepgao de bibliotecas voltadas para a acumulagéo e o armazenamento foi um modelo que prevaleceu da Antiguidade
até a Idade Moderna, quando, de acordo com Burke (2002), a profuséo de livros passou a ser sentida a partir do século
XVIII. Logo, as questdes que marcaram o inicio do projeto de Weitzel perduram e s&o objeto de novas investigagdes: quais
seriam as teorias e praticas em desenvolvimento de colegdes (sele¢éo, aquisi¢do, desbastamento, especialmente) reali-
zadas antes do século XIX? Dessa forma — e considerando a importancia da Bibliografia de Jacques-Charles Brunet, que
procurou mapear o conhecimento registrado de seu tempo —, a pesquisa atual esta focada em identificar novos autores e
obras dos séculos anteriores ao século XIX que tratem dos temas Biblioteconomia e, fundamentalmente, desenvolvimento
de colegdes, a fim de contribuir para a histéria e a consolidagéo das teorias e praticas do desenvolvimento de colegdes ao
longo desses ultimos séculos.

OBJETIVO

Os objetivos do trabalho s&o: a) identificar e reunir em uma planilha as obras do campo da Biblioteconomia especialmente
com o tema desenvolvimento de colegbes arroladas por Brunet nos tomos Ill: Haag-Myvyrian (1.476 colunas em 742 péagi-
nas) e IV: Naasefe-Rzaczynski (1.984 colunas em 995 paginas), e b) localizar estas obras em bibliotecas digitais e fisicas,
preferencialmente no municipio do Rio de Janeiro, anotando sua notagdo ou link e biblioteca de origem, especialmente
aquelas que néo fazem parte da lista das obras identificadas nos estudos anteriores.

METODOLOGIA
Os principais métodos empregados sdo a pesquisa documental e a pesquisa € o levantamento bibliografico, realizados
na Bibliografia de Jacques-Charles Brunet e na localizagdo das obras citadas por ele em bibliotecas fisicas, preferencial-
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mente no municipio do Rio de Janeiro, e digitais. Os dados obtidos s&o inseridos em uma planilha organizada em campos
destinados a autor, titulo e demais elementos da obra citada, descrigdo do item incluindo o resumo, coluna, tomo e demais
dados de localizag&o da obra na bibliografia, além de informagdes de relevancia que eventualmente surjam durante a pes-
quisa. As informagdes sobre a notagéo ou o link das obras encontradas, bem como a biblioteca de origem — especialmente
aquelas que ndo fazem parte da lista das obras identificadas nos estudos anteriores —, também seréo inseridas na planilha.

RESULTADOS

Na primeira etapa do trabalho, concentrada na identificagdo das obras de interesse da pesquisa a partir do Manuel du
libraire et de I'amateur des livres, foram encontradas algumas dificuldades que envolveram os idiomas arrolados (alguns
pouco familiares, como latim e alemao), o formato, estrutura e arranjo da bibliografia, de dificil compreensao, e o grande
numero de paginas a serem verificadas (os tomos Ill e IV somam 3.460 colunas em 1.737 paginas). Por outro lado, nesse
periodo, além da coleta de dados que n&o retornou qualquer resultado significativo nas primeiras 70 colunas analisadas
do tomo lI, foi possivel estudar a obra de Brunet em sua totalidade quando foi verificado que os verbetes de interesse da
pesquisa estao indicados no tomo VI, denominado Table Methodique, o que resultou em uma mudanga nos objetivos e
de estratégia metodoldgica. Dessa forma, atualmente o trabalho tem sido concentrado em localizar, nos tomos | a V, os
verbetes de interesse indicados no tomo VI. A mudanga no método de busca, que impactou o trabalho de toda a equipe,
constituiu-se no principal avango da primeira fase do trabalho, visto que nao foram localizadas, utilizando-se o demorado
método de verificagao pagina a pagina, referéncias que atendam aos critérios de busca da pesquisa. Ademais, avangou-se
também no conhecimento sobre a estrutura da obra de Brunet, seu trabalho, suas notas e criticas as obras referenciadas,
0 que certamente otimizou o procedimento do mapeamento que ora se realiza. Espera-se que os resultados apontem para
uma lista com as obras consideradas por Brunet dignas de serem indicadas em sua bibliografia e que espelhem a produ-
¢ao biblioteconémica de periodos anteriores ao século XIX, especialmente as obras dedicadas a selegéo, aquisigao entre

outros processos de desenvolvimento de colegdes.

CONCLUSOES

A nova estratégia estabelecida para coleta de dados concentrou a consulta nos tomos | a V apenas aos verbetes de inte-
resse da pesquisa indicados no tomo VI, o que reduziu o nimero de paginas a serem verificadas e produziu dados mais
consistentes, aumentando a seguranga de cobertura das referéncias. A analise e a compreensao do monumental Manuel
du libraire et de I'amateur des livres de forma mais sistematica serdo fundamentais na identificagdo das obras anteriores ao
século XIX sobre o campo da Biblioteconomia e, mais especificamente, sobre o que hoje se conhece por desenvolvimento
de colegdes, a serem verificadas na continuidade do presente estudo.
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INTRODUGAO

No contexto da organizag&o do conhecimento, a representag&o vinculada aos assuntos referentes & mulher e as questoes
de género apresenta a existéncia de dissimetrias baseadas nos papéis sexuais. Denota-se, portanto, como a hierarquizagao
de descritores nos tesauros reflete tal padrdo. Compreende-se que as abordagens que englobam a criagdo de um tesauro
podem facilitar bem como dificultar a quebra desse padréo de forma a permitir ou embarreirar a insercéo de novos termos.
Considerando que a garantia literaria se ampara na literatura de um determinado dominio, como salienta Barité (et al., 2010),
ha de se confirmar como os tesauros se encontram norteados pelo padréo patriarcal que a literatura sempre possuiu, afinal,
é esta literatura que serve como base para sua elaborag&o. Dessa forma, aponta-se a metodologia botfom up como recurso
capaz de representar de forma mais abrangente termos que néo seriam contemplados de forma coerente na estruturagao
top down, que privilegia o uso de tais hierarquias. A metodologia botfom up, como afirma Barité (et al., 2010), parte do prin-
cipio que, para se obter uma estrutura organizada de conceitos, ha de se coletar e analisar casos, objetos, expressdes de
linguagem especializada, diferentemente da metodologia top down. Da mesma forma, Dodebei (2002) indica que o processo
indutivo, referente ao método bottom up, elege termos provaveis, através de revisdo da literatura corrente. Logo, entende-se
que a metodologia indutiva (bottom up) seja a mais efetiva na organizagéo de um sistema que visa representar o universo
semantico proveniente de temas como género € mulher. Por sua vez, o Tesauro para Estudos de Géneros e sobre Mulheres
(TEG), produzido por Cristina Bruschini, Danielle Ardaillon e Sandra G. Unbehaum, em 1998, explicita a abordagem fop
down em sua elaboragdo em detrimento da abordagem bottom up. Com tais pressupostos e partindo-se da premissa que o
conhecimento se relaciona ao local e tempo no qual o individuo se encontra, como denota Haraway (1991), compreende-se
que o tesauro analisado em seu momento e modo de criag&o utilizou, como mencionado acima, um modo vigente que difere
daquele que seria 0 mais propicio para a organizagdo de um sistema do conhecimento, ou seja, um sistema que seja livre
de eventuais ideias previamente impostas na literatura cientifica e académica. Dessa forma, procura-se analisar 0 uso do
método indutivo como estruturagao valida no que se concerne uma possivel reestruturagao do TEG.

OBJETIVO

O projeto se propde a identificar, através do cotejo de tesauros com o Tesauro para Estudos de Géneros e sobre Mulheres
(TEG), a utilizagéo da estratégia bottom up como forma de constatar se a metodologia em questdo é a mais adequada para
organizag&o de campo de conhecimento interdisciplinar.

METODOLOGIA

Com fins de constatagdo da validade da metodologia boftom up na criagao de tesauros, efetuou-se leitura nas Diretrizes
para elaborag&o de tesauros monolingues do Instituto Brasileiro de Informagao em Ciéncia e Tecnologia (IBICT), elabora-
das em 1984. Constatou-se que ha item que trate da admissao do método indutivo, admitindo-se, portanto, a metodologia
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bottom up como pratica . Dessa forma e apds observagdo da estrutura do Tesauro para Estudos de Géneros e sobre
Mulheres (TEG), realizou-se busca, através do Google, de tesauros que adotassem o método bottom up, com o intuito de
viabilizar a questdo da metodologia como estruturagdo favoravel ao TEG. Constatou-se, porém, a inexisténcia, em ambito
nacional, de tesauro que utilizasse, exclusivamente, a metodologia requerida. Levando tal constatagdo em consideragao,
procurou-se tesauro que possuisse estrutura capaz de suscitar problematicas, assim como as do TEG, afim de explicitar a
necessidade de renovagao. Assim, escolhemos o Tesauro do Supremo Tribunal Federal (TSTF) e o Tesauro do Ministério
da Satde (TMS) por possuirem relevancia e abrangéncia nas tematicas suscitadas pelo Tesauro para Estudos de Géneros
e sobre Mulheres (TEG). Tais escolhas procuraram promover a comparagao com o TEG em ambitos que possuem impor-
tancia na sociedade: direito e salde, de forma a ser possivel, portanto, visualizar a representagao da tematica em locais
importantes numa sociedade. Trata-se, portanto, de pesquisa com caréater exploratorio, visto que o foco foi o levantamento
de dados em tesauros ja existentes, conforme Gil (2010).

RESULTADOS

Através da exemplificagdo da busca de termos especificos no TSTF, no TMS e TEG, podemos realizar eventuais pontua-
¢Oes sobre a representagado de género nestes tesauros. Clara exemplificagéo se da na busca pelo termo “mulher” no TSTF
que remete a “mulher’, "trafico de mulheres”, “trafico internacional de mulheres” e “ex-mulher”. Os resultados para a busca
do termo “homem” sdo: “convenc&o para protegao dos direitos do homem e das liberdades fundamentais”, “declaragao dos
direitos do homem e do cidad&o”, “declaragdo universal dos direitos do homem”, “homem” e “tribunal europeu dos direitos
do homem”. Denota-se, portanto, carater universal e vinculado a humanidade na explicitagéo dos termos vinculados ao ter-
mo homem, enquanto que os termos relacionados a busca por “mulher” sdo estritamente especificos. Ressalta-se a nota
de escopo “esposa’, ja que “mulher casada” ndo se encontra inserida no termo “mulher” no TSTF, enquanto na busca por
“homem” 0 mesmo n&o acontece. Salienta-se como, no caso do TEG, o termo “esposa” existe, enquanto o termo “marido”
e "esposo” sequer sao citados. Da mesma forma, o termo “mulher” também nos remete aos termos “ex-mulher” e “trafico de
mulheres” no TSFT, enquanto que, no TEG, tais termos nédo sdo mencionados. Ja no TMS, a procura pelo termo “mulher”
retornou, dentre inimeros termos relacionados com gravidez, com o termo “planejamento familiar” que, como a terminolo-
gia do préprio tesauro explica: “Entende-se como o conjunto de agdes de regulagio da fecundidade que garanta direitos
iguais de constituicao, limitagdo ou aumento da prole pela mulher, pelo homem ou pelo casal.” No entanto, a procura pelo
termo “homem” nao se vincula ao “planejamento familiar”, da mesma forma que ocorre com o TEG. Entende-se, portanto,
que atribuigdes, que deveriam se vincular ao homem e a mulher, apenas se entrelagam a figura feminina nesse tesauro.
Notou-se, também, uma particularidade no TMS: a busca por “mulher” desencadeia consideravelmente mais respostas
do que a procura por “homem”. Tal constatagdo era de se esperar, devido a questdes de salde que envolvem apenas o
género feminino, como a gravidez, porém percebe-se que o retorno de respostas foi muito além do esperado. Pode-se
afirmar que, enquanto a busca pelo termo “mulher” no Tesauro do Supremo Tribunal Federal retornou com 4 resultados,
no Tesauro do Ministério da Saude 14 resultados foram encontrados em oposi¢do a nenhum resultado no Tesauro para
Estudos de Géneros e sobre Mulheres. Da mesma forma, a busca pelo termo “homem” no Tesauro do Supremo Tribunal
Federal retornou com 5 resultados, no Tesauro do Ministério da Saude 3 resultados foram encontrados em oposicao a ne-
nhum resultado no Tesauro para Estudos de Géneros e sobre Mulheres. Realga-se, contudo, que no caso do TEG, “todos
os descritores de profissdes estdo no masculino plural, a eles podem ser adicionados os termos “mulheres” ou “homens”
se for o caso, ou ainda algum delimitador etario como “adultos jovens” ou ainda outros conceitos como “aposentados” ou
“trabalhadores autdbnomos”, ou “setor publico”. (TEG, 1998, p. 20). Com tal pesquisa, faz-se possivel, portanto, visualizar
a discrepancia entre os géneros nos tesauros analisados, do mesmo modo que se constata o género feminino como inte-
grante do género masculino ao invés de serem tratados igualmente nesses tesauros.
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Tabela 1: Cotejamento das buscas por termos nos tesauros

Tesauro do Supremo Tribunal | Tesauro do Ministério da|Tesauro para Estudos de
Termos i R

Federal Saude Géneros e sobre Mulheres
Mulher 4 resultados 14 resultados 0 resultados
Homem 5 resultados 3 resultados 0 resultados
Total: 9 resultados 17 resultados 0 resultados

Fonte: Elaborada pela autora.

CONCLUSOES

Constata-se, com o cotejamento de tesauros realizado, a dissemetria no tratamento dos géneros masculino e feminino,
dando ao primeiro carater universal ao termo homem em detrimento a especificidade do termo mulher. No entanto, por se
tratar de tesauros de areas importantes dentro de uma sociedade — salde e direito — pressupde-se que tal conotagao se
da como forma de leitura da realidade da mulher dentro da sociedade. Entende-se, nesses tesauros, 0 homem como gé-
nero, se relacionando a questdo da humanidade em si, enquanto a mulher existe nessas hierarquias como parte integrante
do homem. Considerando-se que tais tesauros se utilizaram da leitura académica de suas areas, afirma-se a exclusao
de termos relacionados ao cotidiano assim como denota-se divergéncia da realidade atual principalmente em relagéo ao
tratamento da questdo de género, que se mostra rica em diversidade. Logo, ha de se pensar em estrutura que viabilize
a insercdo de novos termos, visto que apenas a literatura de areas do conhecimento néo é capaz de englobar toda a
gama de nova informacg&o referente a tematica do género, afinal, trata-se de dominio que ganhou relevancia e, portanto,
suas consequentes mudangas na configuragdo da realidade bem como da literatura académica ainda séo relativamente
pequenas. Dessa forma, a utilizagdo do método bottom up, como sugere Moraes (2014), “[...] seria 0 mais apropriado para
uma abordagem critica do conhecimento que se pauta por n&o repetir esquemas hegeménicos de representagio.”, pois
consideraria literatura e comunidades de pratica, viabilizando, assim, a inser¢do de novos conceitos, configurando nova
estruturagéo do género nos sistemas de organizag&o do conhecimento.
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INTRODUGAO

Arelevancia do tema proposto ao curso de Biblioteconomia é a de esclarecer que a classificagdo é uma area multidiscipli-
nar, com 0s pressupostos na filosofia, em Aristételes, que introduziu a necessidade de um sistema de classificagéo para a
estrutura da realidade. O sistema de classificacdo bibliotecondmico de Ranganathan é hierarquico, associativo, notacional
e obedece ao principio de sequéncia Util (do geral ao particular). E flexivel, pois permite a insercéo de novos assuntos e
relagdes entre esses assuntos ad infinitum, devido a notagdo simbdlica que representa um assunto.

O bibliotecario entende a complexidade do processo de classificagdo, suas implicagdes metafisicas e a relevancia do
contexto em que o ente sera classificado. Essa é a razao pela qual os sistemas de classificagdo devem ser livremente fa-
cetados, pois a classificagdo néo acaba no momento em que o ente é representado, visto que o universo do conhecimento
sempre sera continuo e dinamico.

OBJETIVOS

O objetivo principal da iniciagao cientifica foi a investigacdo das categorias sob as perspectivas de Aristoteles e de
Ranganathan para a representagao do conhecimento, refletindo sobre as suas diferengas, semelhancas, desafios, van-
tagens e desvantagens. Buscou-se investigar também se somente as categorias, tanto numa proposta como na outra,
seriam suficientes para a representagao de todo e qualquer dominio do conhecimento.

Objetivou-se, ademais, investigar se as categorias, tanto numa proposta como na outra, sdo suficientes para representar
todo o dominio de um conhecimento.

METODOLOGIA

Atécnica utilizada foi a Documentag&o, que consiste nos critérios para o refinamento da informac&o relevante para a pes-
quisa. Houve a elaboracéo de estratégias de busca com o auxilio de operadores booleanos. Mediante a bibliografia recu-
perada, fez-se a leitura documentaria desses documentos e constatou-se que poucos realmente abordavam criticamente
as categorias. Portanto, nessa etapa ocorreu 0 maior recorte classificatério, pois com a clara delimitagdo do escopo de
assunto desse estudo, descartou-se os documentos agregados de informag&o néo relevante. As técnicas foram utilizadas
no desenvolvimento do trabalho e auxiliaram na investigag&o do conteudo.

Para compreender o sentido das categorias, foi utilizado o método cientifico. Procurou-se definir o conceito de Categoria
mediante o contexto, pois o significado/sentido varia de acordo com a area do conhecimento. Delimitou-se os fatores e
variaveis mais relevantes que influenciam o entendimento do objeto de estudo, as Categorias. Ou seja, houve o recorte
classificatério da area do conhecimento, periodo historico e autor. Diante desses trés critérios, levantou-se questiona-
mentos sobre as Categorias, que foram tratados na interpretagdo dos conceitos bibliograficos recuperados e a anélise
documentaria critica dos mesmos.
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As fontes de informag&o utilizadas neste trabalho foram as seguintes bases de dados: o Portal de Periodicos da CAPES;
BRAPCI; Web of Science; Philpapers.

RESULTADOS
O principal resultado foi a analise critica advinda do resultado pratico desta pesquisa: o conteudo das apostilas. A razao de
escolha da confecgdo das apostilas se deu para facilitar a comunicago cientifica.

Na investigac&o das categorias criadas por Aristoteles e Ranganathan, selecionou-se bibliografia nas éreas da ciéncia da
informagao e filosofia. Na confecgao das apostilas foi constatado que os autores tratavam das categorias com prop6si-
tos diferentes. Aristoteles objetivava investigar a estrutura da realidade natural, enquanto Ranganathan objetivava o uso
das categorias fundamentais para organizar artefatos humanos num sistema de informag&o visando a sua recuperagéo,
com foco no acesso. Esta pesquisa teve como resultado principal a confecgdo de uma apostila sobre as categorias em
Aristoteles e outra apostila sobre as categorias em Ranganathan. Durante a confecgdo das mesmas, algumas questdes
foram investigadas, com base na literatura selecionada e nos dialogos entre a discente e o docente.

Os resultados obtidos nesta pesquisa s&o pertinentes e relevantes na &rea da Ciéncia da Informagé&o (Cl) e Biblioteconomia,
pois a capacidade de se organizar um universo dinamico de assuntos requer tamanha fundamentag&o tedrica que a Cl se
consolidou como uma area do conhecimento auténoma. A propria literatura sobre classificagéo resgata as suas raizes nas
classificagdes filosdficas, que deram origem a classificagao bibliografica.

CONCLUSOES
A classificagdo como disciplina é uma ferramenta essencial que integra a atividade macro de gerenciar informagées numa
biblioteca. Sem ela, os processos de organizac¢do e administragdo de bibliotecas néo ocorreriam.

A biblioteca é considerada por Ranganathan como um organismo vivo, porque n&o funciona no todo sem que todas as
partes estejam em perfeita harmonia. Classificar € uma atividade micro que auxilia no objetivo macro de disseminagao da
informag&o. Para entender os sistemas de classificagdo que sdo as categorias é necessario possuir a “visdo holistica”, pro-
posta por Ranganathan, do todo integrado. E € necessario entender, também, os principios basicos da logica aristotélica,
no que concerne as categorias ou géneros supremos, considerado 0 marco historico da introdugao da necessidade de um
modelo de representa¢do do conhecimento.

A principal conclus&o alcangada pela investigacdo das categorias € que ndo é possivel entender o todo sem entender as
partes. Portanto, a fim de entender a classificagéo, faz-se necessario o dominio das categorias, logo do entendimento da
estrutura de um sistema de classificagdo, de sua importancia na biblioteca, e também compreender que todo o fazer biblio-
tecondmico esta fundamentado nos postulados da ciéncia da informag&o, os quais remetem diretamente a disseminagao
da informagao e ao gerenciamento do acervo.
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Apoio Financeiro: IC-UNIRIO.
Palavras-chave: Organizagéo do Conhecimento; Tesauro; Género.

INTRODUGAO

O movimento feminista no Brasil passou por varios momentos com caracteristicas singulares, € a nogéo sobre género, que
surgiu aproximadamente em 1950, nos Estados Unidos, tomou impulso no Brasil na década de 1980. A década de 1990
no Brasil possui caracteristicas marcantes quando o assunto € género. Algumas dessas caracteristicas sdo o aumento
de pesquisas sobre mulher, consequéncia do crescimento das discussdes sobre género na academia e a elaboragédo do
Tesauro para Estudos de Género e sobre Mulheres.

OBJETIVO

O projeto se propde a identificar o contexto da formagao e da produc&o dos nlcleos universitarios de estudos sobre rela-
¢Oes sociais de género brasileiros na década de 1990, através de um levantamento histérico. Como objetivos especificos,
foi feita uma reviséo de literatura sobre o dominio estudos de género e da mulher em geral e no Brasil na década de 1990
e um levantamento da produgdo do nucleo nos cadernos de pesquisa da Fundag&o Carlos Chagas. Outro objetivo foi
analisar 0 campo semantico dos termos do Tesauro em relagéo a trajetdria do movimento feminista no Brasil.

METODOLOGIA

Com a finalidade de cumprir os objetivos, foi realizada uma pesquisa bibliografica na internet e em livros. Considerando
o material encontrado sobre género, foi realizada uma triagem para poder verificar qual material estaria adequado a pes-
quisa. Feito isso, iniciou-se o processo de leitura e fichamento sobre o material encontrado cujo recorte de local e data foi
Brasil na década de 1990. No que diz respeito aos estudos sobre mulheres, a partir de 1980 muitas autoras escreveram
sobre outras mulheres e sobre suas experiéncias no mundo estruturado na sociedade patriarcal. A principal producao
do nucleo foi sistematizada por Albertina de Oliveira Costa e Cristina Bruschini no artigo: “Uma contribuicdo impar: os
cadernos de pesquisa e a consolidagio dos Estudos de Género” publicada no Cadernos de Pesquisa. Sdo Paulo n° 80,
p.91-99, fev.1992.

RESULTADOS

A revis&o feita nos possibilitou tragar um panorama temporal sobre o feminismo e género para poder chegar ao objetivo
da pesquisa que é centrado na década de 90 e sobre a origem do Tesauro de Estudos de Género de da Mulher. Os re-
sultados s&o provenientes da literatura pertinente, pois trata-se de uma revis&o bibliografica. Os Cadernos de Pesquisa
foram editados de junho de 1971 a agosto de 1991, com a publicagdo de 78 numeros da revista incluindo 550 artigos,
dos quais 14% (ou seja, 70 artigos) foram reservados aos estudos sobre a tematica relagdes de género, sendo que o
numero 15 foi inteiramente dedicado a situagdo da mulher no ano de 1975, organizado pela sociéloga Carmem Barroso.
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Dessa forma, foi identificado que os estudos sobre género comegaram a aflorar no Brasil na década de 70, em sintonia
com o movimento feminista em ambito internacional, que teve na instituicdo do Ano Internacional da Mulher em 1975 uma
importante contribui¢&o. A década de 90 estéa presente na terceira onda do feminismo, que se iniciou no final dos anos 80.
Algumas caracteristicas da terceira onda, presente na década de 90, s&o: desenvolvimento de um conceito liberal dentro
do feminismo, o qual definia que a luta de género e pelas mulheres néo é coletiva, nao é publica e ndo é politica, € algo
individual; destaque das mulheres negras, lésbicas e trabalhadoras rurais na luta e nos estudos sobre género € o inicio do
debate sobre género. Sobre este aspecto de uma viso liberal da luta feminista, segundo Costa (2005 apud Zirbel (2007):
“a bandeira do pessoal é politico, mobilizava para as lutas do movimento de mulheres e, a0 mesmo tempo, questionava 0s
parametros conceituais do politico, até entdo identificado pela teoria politica com o &mbito da esfera pablica e das relagbes
sociais que ai acontecem’. Um exemplo da “bandeira do pessoal é politico” sdo os estudos sobre saude da mulher que
geraram uma bibliografia marcada por uma visao “feminina” do corpo e da especificidade distintiva desta condigao de pro-
tagonistas da reprodugao, mas tal como os estudos de e sobre mulher em outras areas (e tal como a participagao feminina
nao académica na elaborag&o cultural humana), foram ai impressas novas dimensdes. Uma contribuigdo importante para
os estudos de género e sobre a mulher na década de 1990 no Brasil ficou a cargo da elaboragéo do Tesauro para Estudos
de Género e sobre Mulheres, organizado por um grupo de pesquisadoras da Fundag&o Carlos Chagas e financiado pela
Fundagao Ford. Nao menosprezando outras pesquisas e feitos na area. Zirbel (2007) observa que: “A Fundagéo Carlos
Chagas é uma entidade de direito privado, sem fins lucrativos, reconhecida como de utilidade publica. Criada em 1964,
tinha como finalidade a realizagéo dos exames de vestibulares para a area biomédica. A Fundagao Carlos Chagas foi con-
siderada, na época, uma instituicdo importante para a discusséo e estudo sobre a mulher. Parte das pesquisadoras do time
de mulheres da FCCi-era integrante da equipe de elaboragao do jornal Nos Mulheres, cujo primeiro nimero foi langado
em 1976. Zirbel (2007) relata que o jornal “contava com cerca de 30 colaboradoras, muitas filiadas ao Partido Comunista
Brasileiro (...) contribuindo para o avango das ideias feministas pelo pais”, e parou de circular em 1978, pois por ser feito
através de trabalho voluntario, ndo conseguiu prosseguir. Ainda sobre a Fundagao Carlos Chagas, em 1978, segundo
Zirbel (2007), ‘sob a coordenacdo de Carmem Barroso e financiada pela Fundagéo Ford, a Fundagdo Carlos Chagas
organizou o primeiro de uma série de concursos de Dotac&o para Pesquisa sobre Trabalho e Educagdo da Mulher no
Brasil”. Muitos autores, entre eles Bruschini, consideram o trabalho da Fundagéo Carlos Chagas de extrema importancia
e relevancia para o desenvolvimento de um campo de estudos sobre a mulher e para o fortalecimento de um feminismo
académico no Brasil. De acordo com Bruschini e Ubenhaum (2002, p. 22): “A FCC oferecia as melhores condigbes de
aproveitamento dos recursos disponiveis para uma nova area de pesquisa, os estudos sobre mulher, que comegava a se
constituir no Brasil: sélida reputagao profissional, corpo de pesquisadores com destaque no estudo do tema, infraestrutura
organizacional e de comunicagéo.

Entre 1981 e 1983 a Fundagéo sediou o jornal Mulherio. Segundo Pinto, 2003, p. 86 apud Zirbel, 2007, o jornal é con-
siderado pelo seu grau de abrangéncia e por sua durag&o, a mais importante publicagdo feminista da década de 1980.
De acordo com Zirbel (2007), muitos projetos foram feitos na FCC com a elaboragéo das pesquisadoras, entre eles:
“uma bibliografia anotada, um centro de documentagéo, um curso de pesquisa, uma pesquisa sobre vieses sexuais na
avaliagdo de redagdes escolares e uma pesquisa sobre mulher e ciéncia” (Costa; Barroso; Sarti, 1985, p. 12 apud Zirbel,
2007). Foram feitas pesquisas, reunifes e visitas em centros com acervos bibliograficos organizados antes da criagéo
do Projeto Rede de Documentagao sobre Mulher e Género, em 1992, que foi enviado para avaliagdo da Fundagéo Ford,
porém naquele momento n&o foi aprovado. Contudo, a esperanga em prosseguir com o projeto ndo morreu, pois era ur-
gente a necessidade de cumprir 0 objetivo do projeto, de “reunir e sistematizar, em um centro informatizado, referéncias
bibliograficas que cobrissem a produg&o cientifica sobre mulheres e relagdes de género no Brasil para disseminagéo em
todo pais”, e além disso “definir critérios pré-estabelecidos para a indexagéo dos titulos, tendo sido sugeridas a utiliza-
¢ao do Tesauro da UNESCO, adaptado aos interesses de uma rede de titulos referentes a mulheres e género”. Logo, o
Tesauro foi adaptado a partir da politica da UNESCO. Em 1994 o projeto se torna mais viavel de ser realizado, contudo se
observou a necessidade cada vez mais latente de se construir uma linguagem comum, para que a rede tivesse sentido.
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Nesse contexto se iniciou a constru¢do do Tesauro para estudos de género e sobre mulheres. A construgéo do Tesauro
para estudos de género e sobre mulheres foi iniciada pela pesquisadora Danielle Ardaillon (visitante na Fundagéo Carlos
Chagas) e pela assistente de pesquisa da Fundagéo, Sandra. G. Unbehaum. A primeira verséo do Tesauro era constituida
de dois volumes de dificil manuseio. Essa vers&o foi apresentada a Fundagao Ford como relatorio e em seguida, ap6s trei-
namento ministrados por Danielle e Sandra, comegou a ser utilizado. Nessa primeira etapa de uso mostrou a necessidade
de treinamento do manuseio do Tesauro, e com o treinamento do Tesauro como instrumento de indexagao bibliografica se
chegou a conclus&o sobre o seu grande potencial como “instrumento de discuss&o teérico-metodoldgica no campo de es-
tudos de género, uma vez que ele ndo é uma mera lista de palavras, mas uma complexa interrelagao de conceitos e areas
tematicas” (BRUSCHINI, 1998). Por questdes financeiras, por falta de financiamento, o projeto deu uma pausa, sendo pos-
sivel realizar somente um workshop na sede do projeto para os interessados de Sao Paulo. Em 1997, no Ill Programa de
Dotagdes para Pesquisa sobre Mulheres e Relagdes de Género, apoiado pela Fundagéo Ford, o projeto foi retomado com
seminarios, em forma de treinamento, para a divulga¢&o do Tesauro em varias partes do pais. Em vista disso, de acordo
com Bruschini, podemos elencar os objetivos do Tesauro para estudos de género e sobre mulheres: Reunir e sistematizar,
em um centro informatizado, referéncias bibliograficas que cobrissem a produgo cientifica sobre mulheres e relagdes de
género no Brasil, para posterior disseminagéo por todo o pais; Definir critérios pré-estabelecidos para a indexagéo dos
titulos; Indexag&o mais precisa de acervos sobre género e mulheres de qualquer biblioteca; Facilitar o acesso a informa-
¢Oes sobre a condigao femininas e agilizar levantamentos bibliograficos e eventuais mapeamentos dos estudos de género;
Difundir uma linguagem menos sexista que permita apreender um mundo menos discriminatério em relagéo as mulheres.

CONCLUSOES

Concluiu-se que o contexto para a elaboracdo do Tesauro para Estudos de Género e sobre Mulheres foi marcado por
uma intensa discuss@o em torno de um interesse despertado no Brasil por uma nova area de estudos de denominagéo
imprecisa, mas em sintonia com o debate tedrico internacional em que os parametros das ciéncias humanas eram ques-
tionados por ocultar a presenga feminina. O Tesauro é usado até hoje, para difundir uma linguagem menos sexista no
espago académico, onde mulheres estdo cada vez mais conquistando seu lugar, e impulsionou muitas pesquisas sobre o
tema na Fundagao Carlos Chagas. Porém, o TEG, apesar da sua extrema importancia para os estudos de género e sobre
a mulher na década de 90, se restringiu a organizar o campo semantico de uma visdo mais liberal dentro do feminismo,
no qual o feminismo é algo individual, cada mulher com a sua luta. Além disso, foram encontrados poucos termos que
representassem o protagonismo e empoderamento do feminismo negro. No TEG, por exemplo, o termo “mulheres negras”,
esta relacionado com mulheres, anemia falciforme e raga, este Ultimo termo aparece relacionado ao conceito de eqtiidade,
e nédo contemplando o conceito de Interseccionalidade, que estuda as interagbes nas vidas das minorias, entre diversas
estruturas de poder e serve como categoria de andlise para estudar a condigdo ndo apenas da mulher, mas o fato de ser
negra, ser LGBT (Iésbicas, gays, bissexuais, travestis, transexuais e transgénero). O termo “lésbicas” foi relacionado com
“amazonas” e imagens de mulher”, deixando a pergunta sobre o que os estudos indicam com essa relagdo um tanto sem
sentido. E para fechar, ndo foi encontrado nenhum termo especificamente sobre trabalhadoras rurais, mulheres do campo,
sendo que o termo reforma agraria esta relacionado a Ligas Camponesas.
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Apoio Financeiro: UNIRIO.
Palavras-chave: rico dalasam, negritute, homossexualidade, performance, performatividade.

INTRODUGAO

As minorias encontram-se num periodo de grande repercussao e produgdo académica, jornalistica e no meio do entrete-
nimento. A homossexualidade, a negritude, o feminismo e as diferengas econdmicas e sécios culturais ocupam hoje num
lugar que até pouco tempo atras seria considerado ndo pertencentes a elas. A quebra desse padréo de apagamento e “ne-
nhuma voz” deu-se, em grande parte, ao contexto online. Todas essas minorias conseguem ali um lugar de fala, uma voz.
E entre a necessidade da fala e a possibilidade de se fazer ouvido, que surge Rico Dalasam. Nascido Jefferson Ricardo
da Silva em Taboao da Serra (Sao Paulo) surge no mainstream que desconstroi os padrdes de raga, género e sexualidade
que se possam ter em um homem negro, periférico e rapper.

OBJETIVO

Neste estudo, o objetivo geral é investigar as praticas discursivas transgressivas observadas na obra de Rico Dalasam
Como objetivos especificos, analisaremos os discursos de género, raga/etnia e sexualidade na obra do cantor. Dessa
forma, visamos a responder as seguintes perguntas de pesquisa: que praticas discursivas transgressivas sdo observadas
na obra de Rico Dalasam? Que discursos de género, raga/etnia e sexualidade s&o mobilizados nessa obra?

Assim, esta investigagdo se embasa na perspectiva de linguagem como performance e para tal se ancora nos atos de fala
performativos (AUSTIN, ([1962]1990) e que s&do naturalizados pela iterabilidade e citacionalidade (DERRIDA, [1972]1988).
O termo performativo é oriundo das reflexdes de Austin ([1962]1990) sobre como usamos a linguagem para fazer coisas na
vida social. De acordo com o autor, para além dos atos considerados constatativos (verdadeiros ou falsos) haveria os perfor-
mativos (vistos como bem ou mal- sucedidos). Segundo ele, ao enunciarmos uma agao é realizada pela linguagem, ou seja,
ela é performativa, exceto as estiolagdes, ou seja, 0 uso da linguagem no palco, na ficgdo etc. Para Derrida [1972]1988),
nao seriam necessarias condi¢des especificas para que um ato de fala fosse considerado performativo. Para este autor,
os atos de fala performativos também incluem aqueles que, na perspectiva austiniana, ndo atenderiam as circunstancias
contextuais e textuais — ou & prerrogativa da felicidade (AUSTIN, [1962]1990): as estiolagdes. Em outras palavras, de acordo
com Derrida, a linguagem é performativa e como tal todos os atos de fala s&o também performativos. Ainda segundo o estu-
dioso, o performativo é naturalizado pela iterabilidade e citacionalidade; em outras, palavras, pela repeticdo de atos de fala.

Compreendemos, entéo, que a construcéo de género, raca e sexualidade, nas perspectivas das Teorias Queer, ocorra pela
repeticdo de atos de fala performativos desses marcadores nas praticas sociais. Género, raga e sexualidade s&o entendi-
dos, aqui, como construgdes discursivas, sécio-histéricas e performativas que se solidificam pela repeticdo de atos de fala
performativos (Butler, 2004). As O termo queer, em inglés, é normalmente compreendido como estranho, esquisito e ex-
céntrico. Além disso, pejorativamente, é/era utilizado para denominar homossexuais masculinos. No entanto, aqui “queer
significa colocar-se contra a normalizagdo — venha ela de onde vier” (Louro, 2004:38). Assim, queer é uma perspectiva
tedrica que almeja questionar as regras binarizadas e cristalizadas sobre quem somos, independentemente se elas forem
relativas a sexualidade, ao género ou a raga (Sommerville, 2000; Sullivan, 2003; Butler, 2004; Barnard, 2004; Louro, 2004,
Wilchins, 2004). Queer visa a desconstruir a sedimentagéo de atos de fala performativos de género, raca e sexualidade
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que trazem sofrimento humano e/ou marcam certas vidas com inferiores a outras. Pensar em teorias queer é refletir sobre
uma politica pés-identitaria, desatrelada de visdes de fixidez, estabilidade e normalizagées sobre o social.

METODOLOGIA

Este plano de estudo se insere no dmbito da pesquisa qualitativo-interpretativista, pois compreende o pesquisar pelo viés
socio-histérico, entendendo que a producdo de verdades a respeito dos objetos de conhecimento s&o produgdes discur-
sivas situadas (MOITA LOPES, 1994:331). Além disso, tal estudo se caracteriza como de caréater etnografico virtual nas
perspectivas de Hine (2000, 2005), Guimaraes Jr (2005), Rutter & Smith (2005). Como tal, buscaremos na web, especifi-
camente, em blogs e jornais internacionais textos que abordaram sobre as tematicas género, raca e sexualidade.

Os dados nesse estudo sao:
- 2 textos multimodais da obra de Rico Dalasam: os videoclipes “Aceite-C” e “Esse Close Eu Dei”.

Estes dois videos foram selecionados, porque a performatividade de Rico Dalasam é considerada importante para as mi-
norias que ele inclui e defende; s&o videos transgressores para parte da sociedade que néo conhece o preconceito brutal
e estrutural que um homem negro, gay e pobre é submetido a cada dia.

Para a analise das praticas discursivas e dos discursos sobre género, raca e sexualidade, recorro aos indices linguisticos
de Silverstein (2003), compreendidos como marcas linguisticas que indicam as ages semioticas, ou seja, observarei 0s
tragos linguisticos que possibilitam estudar os discursos aqui citados. Focalizamos, assim, em déiticos, predicagdes e
referéncias seguindo a proposta de Wortham (2001). Para as anélises das imagens, embasamo-nos na proposta de Kress
& Leuman (1996), especificamente, o posicionamento das imagens que estdo em primeiro plano e as cores.

ANALISE

Na figura 1, extraida do videoclipe “Aceite-C”, Rico com um grupo de pessoas, posicionadas em primeiro plano, descons-
tréi performances de género e de sexualidade hegemdnicas pelo uso de roupas colorida, de estampa de onga. Além disso,
ele se cerca de corpos construidos fora do padrao de beleza padrdo como corpos negros e gordos. Sao pessoas marcadas
de modo negativo por uma sociedade preconceituosa e que assim como Rico, quebram padrbes do que é considerado
correto para um homem ou mulher. Butler (2003) diz que a heterossexualizagéo do desejo requer e institui a producéo de
oposigdes discriminadas e assimétricas entre “feminino” e “masculino”, em que estes sdo compreendidos como atributos
expressivos de “macho” e fémea”. O megafone na mao do cantor representa a voz da minoria negra junto das outras
minorias sendo proferida. Em segundo plano, temos o cenario com pichagdes e a arte do grafite também é marcado nega-
tivamente, por ser atribuido a um movimento vagabundo e marginal:

Figura 1: Videoclipe “Aceite-C”
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Observamos que a letra da musica aborda a relevancia de se aceitar o diferente e além disso, aceitar-se. O uso do C indica
o diferente, uma linguagem coloquial usada na web. O autor mostra assim como na imagem a diversidade de género, se-
xualidade e raga, ou seja, o diverso e o diferente. A transgressao continua a ser observada na ao longo da musica, quando
o cantor relatar sua trajetoria vida “Minha saga € de quem pegou dois buséo e pra faculdade, trampo porque a grana
convém. Vou fazendo contato com os contratos que me vem. Vou mandando um tchauzinho da escada do airplane.
Ai, eu mudei de classe quando eu decide ser quem s6”. Observamos a transgressé@o de um homem, gay, negro que ocupa
espacos de dificil acesso as pessoas negras, de periferia e homoafetivas. Em sua performance transgressiva, o cantor
explicita que ocupara este espago e os incomodados devem ser acostumar: “Essa é minha vidona. Sonho, sempre trago
cada passo. E pros papo de recalque. Mando dedo e um abrago. Esse sou”.

Janafigura 2, extraida do videoclipe “Esse Close Eu Dei”, mostra Rico em vestido com alta moda (como ele diz na musica
esta vestido de Lanvin, famosa grife francesa e de McQueen, grife britanica). Como no exemplo anterior, ele encena uma
performance de género, sexualidade e raga transgressiva ao ser negro e com cabelos loiros e lisos. As correntes em verde
podem mostrar as inumeras tentativas de embranquecimento de pessoas da pele negra por conta do severo racismo
sofrido. No caso dele, essas correntes estdo atras do cantor, indicando a transgressao de ter rompido com o lugar padréo
estipulado para pessoas negras e homoafetivas na sociedade:.

Figura 2: videoclipe “Esse Close Eu Dei”

Essa mesma transgressdo pode ser percebida ao longo da musica, pelas referéncias, predicagdes e expressdes em des-
taque: “Bem lacroix, favela vem hackear, pra quem vem cagoar, vim tumultuar, trazendo batiddo que faz o bumbum
suar. Vem e aceita que onde ninguém foi, eu vou ta. Vé bem e vem, que pra variar. Esse close eu dei”. Nessa outra per-
formance transgressiva, podemos observar a énfase na resisténcia e o reinventar-se de um corpo negro, gay e de periferia
conseguiu chegar a lugares que antes ndo pensava em ocupar e dos quais ndo pretende sair.

CONCLUSOES

Considerando que estamos em um momento de reflexividade sobre nés mesmos, na perspectiva de Rampton (2006),
podemos observar que ao longo dos textos multimodais de Rico Dalasam, ele encena, transgressivamente, performances
discursivas de raga, género e sexualidade que descontroem as performances tradicionais esperadas por um homem, ne-
gro, gay. As praticas transgressivas de raga, género e sexualidade o constroem como um homem negro que adota o cabelo
diferente em cada clipe, com roupas coloridas nas cores amarelas, azuis, calga colada, cabelos loiros cumpridos em um
momento e em outros ndo. Ao longo do estudo, foi possivel perceber que o cantor se reinventa e transgride ao encenar
performances ndo hegemdnicas de raga, género e sexualidade.
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CORPO DO RESUMO

INTRODUGAO

O rinovirus humano, agente causador do resfriado comum, infecta por ano bilhdes de pessoas e esta diretamente relacio-
nado com a exacerbagao dos sintomas, principalmente em populagdes de risco que ja possuem doencas respiratérias agu-
das e cronicas como asma e fibrose cistica, individuos imunocomprometidos, assim como criangas e idosos. (SIKAZWE
etal., 2016a)but little is known about its contribution to disease severity, though viral load appears to be important. Difficulty
in RV-C cultivation and target sequence variation has precluded the development of a PCR based quantification method.
Objective: The aim of this study was to develop and validate reverse transcription quantitative PCR (RT-gPCR

O rinovirus pertence a familia dos picornavirus, possui mais de 150 subtipos que s&o divididos em trés espécies: A (75
tipos), B (25 tipos) e C (50 tipos), de acordo com suas diferengas sorologicas e variagdes nas sequéncias do genoma.
(LEE et al., 2015)

MicroRNAs sao pequenos RNAs nao codificantes que desempenham a fungéo de regulagdo da expressao génica. Estéo
envolvidos em diversos processos celulares como desenvolvimento, diferenciagdo e maturagao celular, e também no pro-
cesso de apoptose. Desregulagdes nos niveis de microRNAs podem acarretar em consequéncias patoldgicas, visto seu
importante papel bioldgico.

Diversas familias de virus séo capazes de manipular a expressdo de microRNAs do hospedeiro em favor da infecgo,
possuem 0s seus proprios microRNAs ou mostram uma capacidade de regulagdo direta ou indireta dos microRNAs do
hospedeiro ou dos préprios microRNAs virais. (BONDANESE et al., 2014)

Compreender os mecanismos de interagdo do virus com o hospedeiro e as possiveis desregulagdes dos microRNAs
envolvidos, é importante para encontrar medidas mais efetivas de prevengéo e tratamento, além de compreender a asso-
ciagdo com outras doencas do trato respiratdrio, melhorando o prognostico desses pacientes.

OBJETIVO

O objetivo geral é avaliar na infecgéo por HRV14 o papel de microRNAs e como objetivos especificos nessa fase inicial do
trabalho temos a determinagéo da: (i) quantidade ideal de células para obtengéo da quantidade necessaria de RNA para
0s experimentos posteriores, (i) procedimentos de lavagens da célula anteriores da extracdo do RNA, (i) MOI ideal de

95

&
U L Diretoria de

UNIRIO el Pesquisa



Universidade Federal do

@ P
WS UNIRIO ectaco do Rio de Janeiro

células:virus para a detecgdo do virus dentro da célula e (iv) tempo de incubagao ideal de célula:virus para a detecgéo do
virus dentro da célula.

METODOLOGIA

A obtengéo das de células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foi feita em colaboragdo com as profas. Landi
Costilla e Vera Bittencourt usando a infra-estrutura dos Labs. De Imunidade Inata e de Investigagdo de Mecanismos de
Imunoregulacdo. Sangue periférico (20mL) foi coletado de doadores saudaveis em tubo heparinizado estéril (Vaccuteiner
BD-Biosciences) e foi depositado lentamente sobre gradiente de densidade Ficoll Paque (GE- Healthcare Life Science) em
tubo conico de 50mL, na proporcao 2:1 (sangue:Ficoll). A centrifugagao foi feita a 2000 rpm por 20 min a 20°C, com ace-
leragdo de 7 e desacelaragdo de 2, para a formag&o adequada das fases. Ao final da centrifugacdo a nuvem de PBMC foi
coletada tomando os devidos cuidados e em seguida foram feitas duas lavagens com PBS e centrifugagéo por 7 minutos,
para garantir que todo o Ficoll-Histopaque tenha sido eliminado devido ao seu caréter citotdxico. Adiciona-se entdo 1000
uL de meio RPMI. A contagem das células foi feita com azul de trypan 0,04% em cadmara de Neubauer.

Para determinar a quantidade minima de células necessarias a ser utilizada em placa de cultura de células de 16 pogos
para obter no minimo 1 ug de RNA por extragao, foram feitos experimentos iniciais sem a coinfecgdo com o virus. Na placa
foram identificados pogos com a quantidade de 108, 3x10° e 6x108, e foram feitas incubagdes de 8 horas e 48 horas. Apos
as incubagdes, foi feita uma lavagem com PBS em cada uma das condi¢fes. Repetiu-se os experimentos para a determi-
nagdo da quantidade minima de células. Foram quatro condigdes em duplicata em duas placas diferentes totalizando oito
condigdes. Na primeira placa foram dois pogos com 231 uL (3x106) e dois pogos de 6x10° com 462 uL e 224 uL (diferentes
doadores com quantidades de PBMC diferentes no sangue) e adicionou-se 2 mL de meio RPMI. A incubagéo foi feita em
18 horas. A extragdo de RNA total foi feita utilizando o protocolo de extragdo com TRIzol reagente ou Quick — Zol. Para a
analise qualitativa da integridade do RNA extraido foi empregada a eletroforese em gel de agarose 1% submerso em TAE
1x a 100 V por 20 min. A anélise quantitativa foi feita utilizando Qubit® 2.0 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) e seu
respectivo Qubit RNA BR assay kit.

Foi feito um experimento para analisar a lavagem feita com PBS ap6s a incubag&o para a precipitagdo e estocagem das
células em freezer -20°C. Em uma placa de seis pogos, adicionou-se 55,5 uL de células nos pogos designados para 3x10,
e 111 uL de células nos pogos designados para 6x10°, adicionou-se meio RPMI o quanto bastasse para completar 2 mL. A
extragao foi feita seguindo o protocolo do reagente Quick - Zol. Analise qualitativa por eletroforese e quantitativa por Qubit.

Com o objetivo de testar diferentes multiplicidades de infecgdo (MOI) de rinovirus 14 e PBMC, investigou-se na literatura
qual seria a MOI ideal levando em consideragao nossas condigdes do experimento. (BONDANESE et al., 2014) (AAB et
al., [s.d.]). Em seguida foi feita a incubagao adicionando em cada pogo 55uL de células PBMC 3x108, 300 uL de rinovirus
em inoculo viral com titulo de 10° e 1,445 mL de meio RPMI, obtendo assim MOI de 0,001. Com o objetivo de se obter
uma MOI 0,01 foi feita a secagem do indculo de rinovirus a vacuo. No total, foram oito condi¢des de incubagao. As mesmas
quatro condi¢des em 8 e 24 horas: PBMC + HRV (MOI 0,01), PBMC + HRV (MOI 0,001), PBMC + MOCK (MOI 0,001),
PBMC + MOCK (MOI 0,01). Foi feita a extragao utilizando o protocolo TRIzol e a quantificagdo de RNA total por Qubit.

O PCR quantitativo em tempo real foi escolhido como a melhor forma de identificagdo de rinovirus de acordo com a lite-
ratura, (SIKAZWE et al., 2016b)but little is known about its contribution to disease severity, though viral load appears to be
important. Difficulty in RV-C cultivation and target sequence variation has precluded the development of a PCR based quan-
tification method. \n\nOBJECTIVE\nThe aim of this study was to develop and validate reverse transcription quantitative
PCR (RT-gPCR, desta forma foram selecionados primers especificos que fossem eficazes na identificagao e quantificagéo
do rinovirus 14, como forma de confirmag&o de que a coinfecgao teve sucesso. (LEE et al., 2015)
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RESULTADOS

No primeiro experimento de quantificagdo minima de células necessarias a ser utilizada nas condi¢des com tempo de 8
horas foram obtidas as concentragdes: 1,36 ug /mL (108), 10,7 pg /mL (3x108) e 68 g /mL (6x10°). No tempo de 48 horas:
15,5 pg /mL (3x10°) e 78 g /mL (6x109%). Nao foi possivel quantificar a concentragdo em 10°. Chegando a concluséo que
a quantidade de 3x10° era suficiente para continuar os experimentos.

O experimento feito para avaliar a lavagem apés a incubagéo teve como objetivo retirar todo material genético inespecifico,
para que a extracdo de RNA seja feita somente com os RNAs presentes no interior das células, visto que o objetivo é
avaliar a interag&o entre rinovirus e PBMC. Logo a lavagem deve ser eficiente e ao mesmo tempo preservar a integridade
das células e consequentemente os RNAs em seu interior. Na condi¢&o onde se excluia as lavagens obtiveram-se para
3x10° e 6x10% 1,31 e 1,38 g de RNA total, respectivamente. Na condigéo onde se lavava somente uma vez para 3x10°
e 6x10% 1,32 e 2,06 g de RNA total, respectivamente. Na condi¢ao onde se lavava duas vezes para 3x108 e 6x10°: 0,35
e 1,49 ug de RNA total, respectivamente. Chegando a conclusdo que o ideal é realizar somente uma lavagem, visto que
com duas lavagens ha perda de RNA.

No experimento que teve como objetivo testar diferentes multiplicidades de infecgéo (MOI) de rinovirus 14 e PBMC, so-
mente nas condi¢des 8 horas MOCK (0,01), 24 horas MOCK (0,001) e 24 horas MOCK (0,01), foi possivel obter leituras
da quantificacdo. A andlise qualitativa da integridade do RNA por eletroforese também se mostrou negativa diversas ve-
zes. Sugerindo que o RNA extraido foi degradado. N&o foi possivel repetir o experimento pela auséncia do fornecimento
do virus devido a baixa produgc&o do mesmo. Essa dificuldade foi superada e em breve novos experimentos testando
diferentes MOls e tempo de incubagéo serdo realizados.

CONCLUSOES

Conclui-se que houve um vasto aprendizado acerca das técnicas utilizadas para a realizagéo do projeto, além de expe-
riencia na investigagdo de novos métodos e resolugéo de problemas. Foi verificado que: (i) a menor quantidade minima
de células para a realizagéo dos experimentos € de 3x106 e (i) uma lavagem com PBS ap6s a incubagao néo leva a perda
excessiva do RNA total extraido se comparada a extragéo realizada em células que néo foram lavadas com PBS.

REFERENCIAS
AAB, A. et al. Human rhinoviruses enter and induce proliferation of B lymphocytes. [s.d.].

BONDANESE, V. P. et al. DICER knock-down increases HRV-1B replication in hu- Identification of host miRNAs that may limit human rhinovirus replica-
tion. World J Biol Chem, v. 5, n. 4, p. 437-456, 2014.

LEE, W. M. et al. Molecular identification and quantification of human rhinoviruses in respiratory samples. Methods in Molecular Biology, 2015.
SIKAZWE, C. T. et al. Reliable quantification of rhinovirus species C using real-time PCR. Journal of Virological Methods, 2016a.
SIKAZWE, C. T. et al. Reliable quantification of rhinovirus species C using real-time PCR. Journal of Virological Methods, v. 235, p. 65-72, 2016b.

97

&
U . - Diretoria de

UNIRIO w1l Pesquisa



Universidade Federal do

@ P
WS UNIRIO ectaco do Rio de Janeiro

TRANSCRIPTOMA DE STAPHYLOCOCUS AUREUS FORMADORA DE BIOFILME PROTEICO
INDUZIDO POR CONCENTRAGOES SUBINIIBTORIAS DE NACL E RINFAMPICINA

1Daiane da Silva Barbosa (IC-UNIRIO); 'Lia Carolina Melo Silva (IC-UNIRIO); 2Agostinho Alves de Lima e Silva (colabo-
rador); 2Renato Geraldo da Silva Filho (colaborador); ' Eduardo de Matos Nogueira (orientador).

1 — Laboratério de Gendmica, Programa de Pés-Graduagdo em Biologia Molecular e Celular; Instituto Biomédico;
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
2 — Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Apoio Financeiro: UNIRIO, FAPERJ
Palavras chave: transcriptoma; S. aureus; biofilme proteico

INTRODUGAO

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococaceae, do grupo dos cocos gram-positivos possui cerca de 35
espécies, sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas (superficie da pele e fossas nasais),
produtoras de catalases, com tamanho aproximado de 0,5 a 1,5 um de didmetro, imdveis, ndo-esporulados e geral-
mente ndo-encapsulados, se organizam em forma de cachos, ndo causam nenhum problema enquanto residentes na
superficie, é tida como problema quando penetra a pele, através de cortes profundos ou queimaduras, sendo associada
a doencas desde 0 ano de 1880, onde atualmente esta bastante ligada a infecgdes hospitalares, principalmente em cen-
tros cirlirgicos e de tratamento de queimaduras. Sua alta capacidade de se adaptar a diversos fatos contribui para sua
proliferacdo nesses ambientes é sua capacidade de sobreviver a diferentes temperaturas (18 a 40°C), e também a altas
concentragdes de NaCl. A S. aureus se tornou objeto de estudos de alguns pesquisadores, pois diversas doengas estéo
ligadas a toxinas por elas secretadas, toxinas essas que podem ser classificadas de acordo com sua localizagdo [1].
Como forma de tentar combater sua alta capacidade de proliferacdo foram desenvolvidos antimicrobianos, alguns anos
depois de comegar a ser comercializado, a S.aureus ja apresentavam resisténcia a esses medicamentos, como é 0 caso
da sulfanilamida, onde comegou a ser comercializada no ano de 1930 e cerca de 10 anos depois ja podiam ser vistas
cepas resistentes, atualmente a S. aureus é resistentes tipos de antimicrobianos, o mais conhecido deles é a penicilina,
onde a S. aureus ja possui uma secrecado de betalactamase que atua na hidrélise do anel betalactamico da penicilina.
Essa propriedade de alta adaptagéo esté ligada a producao de biofilme que consiste em uma substancia secretada por
essas bactérias que faz com que possam se aderir a diferentes tipos de superficies, sendo inertes ou ndo. O biofiime que
pode ser de origem proteica ou ndo, faz com que essas bactérias ndo consigam ser fagocitadas e aumentam a chances
de infecgbes de diferentes areas, como possuem propriedades de crescerem agrupadas, com o biofilme elas permane-
cem unidas podendo se desprender do local que foi infectado primeiramente e migrar através da corrente sanguinea para
outros lugares do corpo humano, causando entdo uma infecgdo generalizada.[2] Alguns métodos foram estabelecidos
para que seja realizado o estudo do biofilme, onde s&o cultivadas cepas de S. aureus in vitro para quantificar a produgéo
a partir de “agentes estressantes”, onde é avaliado o grau de aderéncia, através de técnicas de coloragdo podendo ser
medido através da utilizagdo do espectrofotdmetro e também realizando a anélise da expresséo génica do operon ica
e também do Sar A e SigB, estes s@o genes responsaves pela produgdo de PIA (adesina polissacaridica intercelular )
que é a responsavel pelo biofilme, entendendo como ocorre o funcionamento da produgao de biofilme acreditasse ser
possivel criar um composto capaz de combater diretamente a formacao de biofilme atuando no processo de transcri¢do
desses genes. [3]
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OBJETIVO

Avaliar a expressao génica dos genes sarA, sigB, icaA e icaR nas amostras S. aureus que sdo induzidas a formarem biofil-
me proteico na presenca de concentragdes subinibitdrias de NaCl e rifampicina; comparar o efeito dessas substancias na
expressao génica destes genes e entre cepas selecionadas; comparar os dados obtidos com os descritos anteriormente.

Metodologia: As amostras utilizadas foram fornecidas pelo Departamento de Microbiologia e Parasitologia da UNIRIO. Foram
preparadas as solugdes a serem utilizadas para realizagdo da primeira etapa do experimento, que consiste em através da
medi¢do da absorbancia identificar o crescimento bacteriano e a formagao de biofilme. Para cultura de bactéria foi utili-
zada a solugéo Agar triptona de soja (TSA), onde foi prepara 200ml, gar Miieller-Hinton 40mL, infus&o cérebro-coragio
(BHI) 40mL, caldo triptona de soja (TSB) utilizando as seguintes concentragdes respectivamente: 4g/100mL, 1,46g/40mL ,
1,49/40mL, 4,59/150mL. Todo o material juntamente com as solugdes foram esterilizados antes da realizagao do experimento.
Primeiramente as bactérias foram semeadas em placas com solugéo de TSA, onde foi utilizada a técnica de esgotamento,
deixada durante 24hr em incubacéo a 35°C, depois foi analisada se todas as coldnias cresceram da mesma forma, obser-
vando tamanho e coloragao, confirmada a pureza foram selecionadas de 3 a 5 colnias e transferidas para um tubo de 15mL
contendo 2 mL de TSB e deixado em encubag&o durante 24hr a 35°C, foram feitos estoques das cepas em solugéo BHl e gli-
cerol 300 pL cada, uma microplaca de 96 pogos foi montada para realizar a anélise de crescimento e de producéo de biofilme,
utilizando TSB como solugdo controle e os agentes estressantes NaCl 4% e Rifampicina 4ug/ml, utilizando 200 uL em cada
pogo, a microplaca foi deixada em incubagéo durante 24hr a 35°C, dado o tempo de incubagao, a microplaca foi levada para
leitura no aparelho ELISA utilizando do comprimento de onda 620nm, apds a leitura o contetido dos pogos foi descartado por
inversdo em hipoclorito a 100ppm e lavado utilizando dgua destilada e metanol 200 UL em cada pogo, depois foi feita a colora-
¢ao com cristal violeta 2%, e depois adicionado etanol 96°GL, apés realizado todo o procedimento a microplaca foi novamente
levada para leitura utilizando um comprimento de onda de 570nm. Nos experimentos seguintes foram utilizadas somente as
cepas SA15, pois ja sabia-se previamente que as outras sao biofilme negativo em presenca de agentes estressantes. Foram
feitos testes de concentragéo reduzindo gradualmente para saber qual seria a ideal para os experimentos seguintes, utilizando
entéo para NaCl e Rifampicina a concentragéo de 8% a 0,125% e de 8ug/mL a 0,125ug/mL respectivamente, onde um dos
experimentos foi realizado em incubacédo de 96hr. Para analise molecular foram realizadas incubagdes durante 12hr a 35°C.
O contetdo dos tubos foi transferido homogeneizados com vortex e transferidos para tubos de plastico livres de RNA e foram
entéo centrifugados e transferidos para tubos de 1,5 ml, primeiramente 1 mL foi transferido, centrifugada a 12000 x rcf por 3
minutos a 4°C, desprezando entdo o sobrenadante, o restante das amostras foi adicionado nesse tubo e novamente centrifu-
gado, desprezando o sobrenadante, os tubos foram devidamente etiquetados e congelados em nitrogénio liquido e mantido
em congelamento no freezer -80°C até o dia da extracdo de RNA. Para extrair o RNA foi utilizada o método de Fenol &cido
a 70°C. A eletroforese foi utilizada para confirmar a presenga de RNA. Para a quantificagao foi realizada a leitura em Qubt
utilizando o protocolo do fabricante para verificar a quantidade de RNA presente em cada amostra. As amostras foram tratadas
com DNAse e feita a sintese de 1°fita utilizandos os reagentes 10x TagMan RT buffer; 25nM MgClI2; 10nM dNTP mix; 50nM
random hexamers; RNAse Inhibitor (20U/uL), Multiscrive reverse transcriptase (50U/uL) e H20 DEPC. Apés a sintese de 1°
fita foi realizado o qPCR onde foram utilizados o kit SYBR Green Real-Time PCR Master Mixes da Thermo Fisher e os oligos
GyrB, SarA, IcaA, IcaR e SigB, sendo 0 GyrB usado como controle cosntitutivo (gene de referéncia).

Resultados: Na produgéo de biofilme, foi observada que a cepa SA15 teve uma pequena indugao com rifampicina e NaCl,
mas em proporgdes menores do que observado previamente no laboratorio. Na analise molecular foi feita a analise de 3
experimentos em tubos de vidro com 1 mL da amostra, com alguns resultados também diferentes dos obtidos previamente.
No momento estamos terminando as analises estatisticas dos dados obtidos e comparando com os dados previamente
obtidos pelo nosso grupo.

CONCLUSAO
Pode-se observar que houve alguma indugé@o quando as cepas séo colocadas em contato com os agentes estressantes.
As analises previas dos resultados sugerem que os dados obtidos ndo corresponderam aos dados previamente descritos
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no laboratério tanto para a intensidade da indugéo da formagao do biofilme como na analises da regulagdo dos genes
analisados. Esperamos que o termino das analises esclarega se as cepas foram as mesmas utilizadas previamente na
dissertacdo de mestrado de um ex-aluno do laboratério.
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INTRODUGAO

Os radicais livres e as espécies reativas de oxigénio sdo os principais fatores responsaveis pelo envelhecimento
(FINKEL; HOLBROOK, 2000; HARMAN, 1956) e pelo desenvolvimento de fisiopatologias associadas, como cancer,
distrbios cardiovasculares e doengas degenerativas (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Essas particulas induzem &
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de fungdo bioldgica, danificando células e tecidos. Tal processo
€ conhecido como estresse oxidativo, e decorre do desequilibrio entre a quantidade de espécies reativas geradas
durante eventos fisioldgicos e patolégicos e a capacidade dos sistemas de defesa antioxidante de neutraliza-las
(BARBOSA et al., 2010). A principal estratégia de prote¢do contra os danos oxidativos consiste em um aparato enzi-
matico conversor, que inclui a familia de proteinas Superéxido Dismutase (SOD). Existem trés tipos de SOD descritas
na literatura: a SOD1, enzima intracelular ligada a ions de Cu e Zn; a SOD2, enzima mitocondrial ligada a Mn; e a
SOD3, enzima de atuagéo extracelular ligada a Cu e Zn (ZELKO; MARIANI; FOLZ, 2002). A SOD3 age convertendo
espécies reativas de oxigénio em peroxido de hidrogénio por meio da oxidacéo e reducao de ions de Cu de sua es-
trutura, reduzindo a reatividade dessas espécies, e consequentemente, os danos associados ao metabolismo aerobio
(ROTUNNO; BOSCO, 2013). Variantes de Unico Nucleotideo néo sindnimas (nsSNVs), entretanto, s&o responsaveis
por alterar a fungéo e distribuicdo da proteina, levando ao desenvolvimento de patologias (ADACHI et al., 1996).
Existem trés nsSNVs descritas para a proteina SOD3 humana de acordo com o banco de dados UniProt: A58T, A91T
e R231G (BAIROCH et al., 2005), das quais a A58T e a R231G se destacam por estarem associadas a patologias
de grande importancia, como infarto de miocardio, doencga coronariana (GRAMMER et al., 2009), doenga pulmonar
obstrutiva cronica (SIEDLINSKI et al., 2009), diabete mellitus tipo Il e hipertenséo (TAMAI et al., 2006). Considerando
que o estresse oxidativo € um importante fator para o desenvolvimento de todas essas patologias, conhecer o efeito
de mutagdes na proteina SOD3 associadas a doengas poderia contribuir para a melhor compreensao de seus riscos
associados e auxiliar o desenvolvimento de novos farmacos (DE BAETS et al., 2012). Nesse sentido, seguindo a
metodologia estabelecida por nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; KREBS; DE MESQUITA, 2016;
MOREIRA et al., 2013), empregou-se uma abordagem computacional, in silico, ao estudo das nsSNVs descritas para
a SOD3, tendo em vista que a mesma é efetiva & compreensédo dos efeitos funcionais e estruturais de mutagdes
associadas a doenga (BROMBERG; ROST, 2007; DORN et al., 2014), e ainda apresenta vantagens operacionais €
financeiras sobre as metodologias experimentais (VERLI, 2014).

OBJETIVO
Identificar possiveis alteragdes bioquimicas e estruturais na SOD3 resultantes de nsSNVs utilizando simulagdes computa-
cionais e relacionar as alteracdes observadas as patologias descritas na literatura.
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METODOLOGIA

e acordo com a metodologia estabelecida por nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; KREBS; DE MESQUITA,
2016; MOREIRA et al., 2013), foram desenvolvidas as seguintes etapas: 1- Compilagdo das nsSNVs descritas na literatura
para a SOD3 e selegdo da sequéncia de aminoacidos da proteina nativa, disponivel no banco de dados UNIPROT (PDB
ID: P08294) (BAIROCH et al., 2005), permitindo, assim, a criagdo das sequéncias dessas variantes pela substituigdo de
aminodcidos correspondente. 2- Analise de predi¢do funcional e de estabilidade das variantes da SOD3 utilizando 10 algo-
ritmos: PolyPhen-2, PMUT, nsSNPanalyzer, SIFT, SNAP, SNPs&GO, PhD-SNP, MutPred, I-Mutant 2.0 e SNPeffect4.0. Tal
estratégia permite a identificago de possivel comprometimento de estabilidade ou atividade da proteina por meio do uso
de algoritmos que se baseiam em informagdes obtidas da sequéncia ou da estrutura da proteina, se disponivel, para pre-
dizer o efeito de mutagdes (MOREIRA et al., 2013). 3- Obtengéo do fragmento de estrutura experimental da SOD3 dispo-
nivel no banco de dados Protein Data Bank (PDB ID: 2JLP) (BERMAN; HENRICK; NAKAMURA, 2003). Desenvolvimento
do modelo tedrico completo da SOD3 nativa para estudo utilizando modelagem comparativa € ab initio nos servidores
SwissProt, Robetta, I-TASSER e MholLine. A modelagem comparativa utilizou como molde a estrutura da SOD3 humana
disponivel no banco de dados Protein Data Bank. Os modelos gerados foram alinhados com a estrutura experimental da
SOD3 utilizando o servidor TM-align, e o melhor modelo para o estudo foi selecionado com base na sua similaridade es-
trutural (KREBS; DE MESQUITA, 2016). 4- Validagdo do modelo selecionado usando os servidores de validagéo: ProSa,
QMEAN, PROCHECK e Verify3D. Nesta etapa o modelo tedrico teve sua qualidade avaliada mediante a comparagéo
deste com estruturas resolvidas experimentalmente, analise estereoquimica, e adequagéo de sua estrutura terciaria a pri-
méria (KREBS; DE MESQUITA, 2016). 5- Analise filogenética do modelo tedrico validado no servidor ConSurf. O ConSurf
calcula o grau de conservagao evolutiva de cada residuo de aminoacido de uma proteina baseado na relagéo filogenética
existente entre a proteina e suas sequéncias homélogas por meio da aplicagéo de alinhamentos mdltiplos de sequéncia,
métodos de inferéncia estatistica e aprendizado de maquina (ASHKENAZY et al., 2010). 6- A ferramenta computacional
Visual Molecular Dynamics (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996) foi utilizada para induzir as substituicbes de ami-
noacidos A58T, A91T e R231G no modelo tedrico validado da SOD3 (nativa). 7- Realizag&o das simulagdes de dindmica
molecular (MD) utilizando o pacote GROMACS 5.0.7 seguindo a metodologia estabelecida por nosso grupo (KREBS; DE
MESQUITA, 2016). O GROMACS calcula o movimento de um sistema molecular ao longo do tempo baseado em conceitos
de fisica, quimica e matematica, podendo ser utilizado para simular o comportamento de uma proteina no meio bioldgico.
Essas simulagdes fornecem uma trajetoria molecular contendo informagdes detalhadas sobre alteragdes conformacionais
e interagdes moleculares ao longo do tempo, viabilizando a avaliago de par@metros bioquimicos e estruturais de proteinas
(KHAN et al., 2016). 8- O pacote GROMACS 5.0.7 também foi utilizado para analisar os seguintes parametros das trajeto-
rias moleculares da SOD3 nativa e mutantes: root-mean-square deviation (RMSD), root-mean-square fluctuation (RMSF),
radius of gyration (Rg), superficie de acesso ao solvente (SASA), nimero de pontes de hidrogénio intermoleculares (Hb) e
B-factor. 9- Os resultados obtidos foram ent&o preparados na forma de manuscrito e de monografia. O manuscrito foi submetido a
publicacéo na revista PloS One, ao passo que a monografia foi apresentada pelo discente como trabalho de concluséo de curso.

RESULTADOS

Foram compiladas, ao todo, trés nsSNVs da SOD3: A58T, A91T e R231G. A sequéncia nativa da proteina contém 240
aminoacidos, sendo os 18 primeiros residuos da sequéncia componentes do peptideo sinal da molécula (BAIROCH et
al., 2005). O potencial deletério das variantes A58T e R231G né&o foi predito pela maioria dos algoritmos empregados,
evidénciando a importancia do uso combinado de algoritmos de predi¢do. Todas as mutagdes foram preditas como de-
sestabilizantes pelo I-Mutant, ao passo que nenhuma delas foi predita por afetar a agregag&o proteica, a propenséo a
amiléide e a tendéncia de ligacdo a chaperonas da SOD3. A SOD3 humana teve apenas parte da sua estrutura (PDB ID:
2JLP), determinada experimentalmente por cristalografia de raios-X (BERMAN; HENRICK; NAKAMURA, 2003), de forma
que a porg&o inicial, que contém o peptideo sinal, e a porgéo final, que contém a posi¢do 231 da proteina, ainda ndo
possui estrutura determinada. Nesse sentido, para viabilizar a compreensao do impacto estrutural da mutagédo R231G
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na SOD3, desenvolveu-se um modelo teérico completo da proteina utilizando modelagem ab initio e comparativa. Foram
gerados, ao todo, 12 modelos tedricos, sendo o modelo de nimero trés do servidor Robetta o que obteve a maior simila-
ridade estrutural com o fragmento experimental da SOD3 (RMSD de 0.33 angstroms e TM-score de 0.99611), e foi entdo
selecionado para a etapa de validagdo. A qualidade do modelo foi afirmada pelos servidores de validagdo empregados
indicando que o modelo tem qualidade equiparavel ao de estruturas resolvidas experimentalmente, possui boa qualidade
estereoquimica e adequac&o de sua estrutura terciaria a primaria. A anéalise filogenética indicou que nenhuma das muta-
¢0es da SOD3 ocorria em sitios conservados da molécula, o que poderia explicar a baixa taxa de detecgdo do poténcial
deletério das mutagdes A58T e R231G pelos algoritmos de predicéo funcional empregados, tendo em vista que grande
parte destes utilizam informagdes evolutivas extraidas da sequéncia de aminoacidos para fazer predigdes (MOREIRA
et al., 2013). A anélise da MD sugeriu que as variantes A91T e R231G foram responsaveis por reduzir a superficie de
acesso ao solvente da proteina e aumentar suas dimensdes globais, o0 que poderia indicar maior nimero de reentran-
cias na molécula. Essa anéalise também sugeriu que todas as variantes analisadas foram responsaveis por aumentar a
flexibidade total das proteinas e diminuir a estabilidade proteina-ligante. O manuscrito submetido a revista PLoS One foi
aceito para publicagdo mediante revisdes e o trabalho de conclusao de curso viabilizou ao discente a concluséo do curso
de Biomedicina UNIRIO.

CONCLUSOES

Os resultados apontam para alteraces estruturais e bioquimicas nas variantes estudadas da SOD3 que poderiam afetar
a capacidade da proteina de interagir com outras moléculas e, consequentemente, sua fungao. Isso poderia estar relacio-
nado a associag@o das mutagdes A58T e R231G com as patologias descritas na literatura.
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INTRODUGAO

O céancer é considerado um grande problema de salde publica a nivel mundial (SIEGEL, MILLER e JEMAL, 2016).
Tumores mamarios s&o os tipos de tumor mais comuns em mulheres e, também, s&o os mais prevalentes em cadelas
(YOSHIKAWA, 2015 e MOULTON et al., 1970). Os fatores de risco para cancer de mama compreendem fatores genéticos
e fatores ambientais (AMENDOLA e VIEIRA, 2005). O gene de susceptibilidade ao cancer de mama 2 (BRCAZ2) canino
esta localizado no cromossomo 25, € composto por 27 éxons e codifica a proteina BRCA2, que possui uma sequéncia de
3.446 aminoé&cidos. ABRCA2 canina desempenha papel importante no reparo do DNA e promove a montagem da recom-
binase RAD51 (OCHIAI et al., 2015). Outro gene importante para o desenvolvimento tumoral é o gene “Phosphoglycerate
mutase 1" (PGAM1). O PGAM1 canino encontra-se localizado no cromossomo 28, é composto por 4 éxons e codifica a
proteina PGAM1, que possui uma sequéncia de 254 aminoacidos. A PGAM1 canina é uma enzima glicolitica que catalisa
a conversao de 3-fosfoglicerato (3PG) em 2-fosfoglicerato (2PG) durante a glicélise (FOTHERGILL-GILMORE e WATSON,
1989). Por controlar os niveis intracelulares de 3PG e 2PG, desempenha papel importante na biossintese anabélica em
células tumorais, na proliferagdo de células tumorais e no crescimento tumoral (HITOSUGI et al., 2012).

OBJETIVO

Identificar mutagdes novas e ja descritas em regides codificantes e limites intron-éxon de um gene previamente associado
ao desenvolvimento de neoplasias mamarias (BRCA2) e de um gene candidato (PGAMT) em cées da populagao geral,
sem neoplasias, de ambos o0s sexos e diferentes ragas; estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas na populagao
estudada; realizar a padronizag&o de protocolos de genotipagem; e realizar a predigdo da fun¢éo das variantes néo sinéni-

mas encontradas por meio de algoritmos.

METODOLOGIA:

A selegdo de sequéncias génicas para andlise de mutagdes e desenho dos iniciadores para amplificagdo dos genes
BRCA2 e PGAM1 foi realizada com o auxilio de ferramentas de bioinformatica, utilizando bancos de dados gratuitos, NCBI
e ENSEMBL (PRUITT et al., 2014; YATES et al., 2016). Para realiza¢&o das analises foi utilizado o sangue total periférico
de cadelas registradas no Hospital Veterinario Professor Firmino Marsico Filho, da Faculdade de Veterinaria, da Univer-
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sidade Federal Fluminense (UFF) e armazenado no Biobanco de Tecidos, DNA e RNA Animal do Setor de Anatomia Pa-
tolégica da Faculdade de Veterinaria da UFF, aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFF). A extragdo
de DNA foi realizada utilizando-se o kit Wizard® Genomic Purification (Promega, USA), seguindo protocolo estabelecido
pelo fabricante. Para o estudo de mutagdes, foram selecionadas uma regido do éxon 11 do gene BRCA2 e a sequéncia do
éxon 2 do gene PGAM1, utilizando os iniciadores desenhados para amplificagéo por meio da PCR e sequenciamento do
DNA. Foram realizadas duas PCRs com gradiente de temperatura, para amplificagao da regido alvo de cada gene, com
0 uso de dez temperaturas de hibridizagéo distintas. Esta reagao foi realizada com um volume final de 20 L, contendo 2
L do DNA extraido de sangue de um céo saudavel, 10 pL de “GoTag® Hot Start Colorless Master Mix” (Promega), 1 L
de cada iniciador (a 20 pmol) e 6 UL de agua ultrapura. Apds a escolha da temperatura de hibridizagdo mais adequada
para cada par de iniciadores, as reagdes de PCR foram realizadas considerando-se um volume final total de 50 L para
posterior purificagdo dos produtos de PCR e sequenciamento do DNA. A purificagdo dos produtos da PCR foi realizada
com a utilizag&o do kit “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega, USA), de acordo com as recomendagdes
do fabricante. Apés a purificacéo, os produtos de PCR purificados e seus respectivos iniciadores (os mesmos utilizados
para a amplificagdo por PCR) foram encaminhados para a Plataforma de Sequenciamento de DNA, integrante da Rede de
Plataformas Tecnoldgicas da Fundagdo Oswaldo Cruz. A anélise dos eletroferogramas gerados pelo sequenciamento dos
produtos da PCR foi realizada com a utilizagao da vers&o de demonstragao do programa Sequencher (Genes Codes®). As
sequéncias dos genes BRCA2 (NC_006607.3) e PGAM1(NC_06610.3) foram obtidas no banco de dados do NCBI (PRUIT
etal., 2012) e utilizadas como referéncia para as analises dos eletroferogramas, realizando comparagdes com as sequén-
cias génicas das cadelas estudadas. A predigao funcional dos polimorfismos ndo sindnimos descritos na regido estudada
do gene BRCAZ foi realizada com o uso dos algoritmos PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al., 2010), MutPred-2 (PEJAVER et al.,
2017), SNPs&GO (CALABRESE et al., 2009) and PROVEAN (CHOl et al., 2012).

RESULTADOS:

Visando o desenho de iniciadores para a amplificagéo dos genes BRCA2 e PGAM1, foram realizadas buscas por sequ-
éncias génicas de referéncia destes genes nos bancos de dados do NCBI e ENSEMBL, onde foram obtidas informagdes
sobre as sequéncias de nucleotideos dos 27 éxons, do BRCA2, e dos 4 éxons, do PGAM1, além das regides 5’ e 3’ nao
traduzidas. Ap6s a analise de ambas as sequéncias génicas, pares de iniciadores foram desenhados apenas para ampli-
ficagdo de sequéncias codificantes (éxons) que apresentavam polimorfismos ja descritos nos bancos de dados. A regiao
génica selecionada para confecgédo dos iniciadores no gene BRCAZ foi a parte inicial do éxon 11, por conter variantes ja
descritas. A fim de analisar a sequéncia de nucleotideos da regido selecionada do éxon 11 foram desenhados o iniciador
senso 5— GTCACTTTGTGTCTTCATGC -3, com temperatura de hibridizagdo 55,22 °C e percentual de GC 45,00%, € o
iniciador antissenso 5— GGATAATGTTCCTCAATATCTTTG -3', com temperatura de hibridizagao de 53,58 °C e percentual
de GC 33,33%, que gera um produto de 1.246 pares de base apds a amplificagdo por PCR. A regido génica de PGAM1
selecionada para a confecgdo dos iniciadores foi a regido que compreende o éxon 2, o qual apresenta uma mutagao com
troca de sentido descrita na literatura. A fim de observar a frequéncia desta mutagio nas amostras de caes do estudo,
foram desenhados o iniciador senso 5'-ATTCTGATTCCAGAGTGGACCTG -3, com temperatura de hibridizagao 59,80
°C e percentual de GC 47,83%, e o iniciador antissenso 5~-GCTCAATGGGACTAGGCAGATAC -3', com temperatura de
hibridizagao 60,56 °C e percentual de GC 52,17%, que geram um produto com 442 pares de base ap6s a amplificagéo por
PCR. APCR in silico foi posteriormente utilizada para predigdo do desempenho dos iniciadores desenhados e apresentou
resultados satisfatorios para ambos os pares de iniciadores, os quais foram entdo enviados para sintese. Apds a chegada
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dos iniciadores, foram realizadas as PCRs com gradiente de temperatura, para escolha da temperatura de hibridizagao
mais adequada, que resultasse em amplificacdes especificas. As temperaturas de hibridizagéo, 58°C e 64 °C, foram
escolhidas e utilizadas para amplificacdo de sequéncias do éxon 11 do gene BRCA2 e do éxon 2 do gene PGAM1, respec-
tivamente, considerando os resultados da PCR com gradiente de temperatura. A amplificagdo por PCR de sequéncias do
BRCA2 foi realizada em 10 amostras e a amplificago de sequéncias do PGAM1 foi realizada em 12 amostras. As analises
dos eletroferogramas foram realizadas em conjunto, alinhando-se as sequéncias senso de animais diferentes, seguidas
das sequéncias antissenso dos mesmos animais na mesma ordem, com a respectiva sequéncia de referéncia (NCBI). A
analise dos eletroferogramas de sequéncias do éxon 11 do gene BRCAZ2 de dez amostras caninas resultou na identificagao
de um unico polimorfismo ja descrito na literatura, ¢.2401A>C (p.K801Q), com registro no NCBI: rs23244160 (Figura 1). O
polimorfismo foi identificado em heterozigose em cinco das dez amostras sequenciadas. A analise dos eletroferogramas
de sequéncias do éxon 2 do gene PGAM1 de doze amostras caninas néo resultou na identificagdo de variantes, nem do
polimorfismo rs852845587, registrado no NCBI (¢.376A>G; p.M126V). Em relag&o as analises realizadas para predicao de
fung&o das variantes ja descritas na regido estudada da proteina BRCA2 (p.N669D, p.K801Q e p.I1830V), foi observado que
apenas a variante p.K801Q (a Unica encontrada neste estudo) parece ser possivelmente patogénica de acordo com dois
dos quatro algoritmos de predicéo utilizados: PolyPhen-2 (“possivelmente deletéria”) e PROVEAN (“deletéria”).

Figura 1: Eletroferogramas das sequéncias de nucleotideos do éxon 11 do gene BRCA2, amplificadas com os
iniciadores senso (A) e antissenso (B), ilustrando o polimorfismo ¢.2401A>C (p.K801Q), identificado em heterozi-
gose, em cinco das amostras de caes analisadas .

CONCLUSOES:

As metodologias utilizadas se mostraram eficientes, visto que os iniciadores desenhados para a amplificagdo de ambos
os genes funcionaram corretamente, possibilitando a amplificacdo das sequéncias alvo do estudo, sem a presenca de
sequéncias inespecificas. Quanto a anélise de mutagdes no gene BRCA2, a identificagéo do polimorfismo rs23244160 em
heterozigose, em 50% das amostras estudadas sugere uma alta frequéncia desta variante em cées de diferentes ragas
encontradas no Rio de Janeiro. Ao contrario do esperado, os caes estudados, da populagao geral, apresentaram este poli-
morfismo que parece afetar a fungéo da proteina segundo a predigéo funcional realizada por meio de algoritmos e nenhum
deles apresentou outras variantes descritas na literatura nesta regido do gene, as quais ndo parecem ser patogénicas
segundo a predicao feita por meio de algoritmos. Por outro lado, a alta frequéncia desta variante potencialmente patogé-
nica na populagdo canina de ragas diferentes sugere que esta possa representar um importante fator de risco genético,
contribuindo para a alta frequéncia de neoplasias mamarias descrita em cadelas. Em contraste, nenhum polimorfismo foi
encontrado no gene PGAM1 nas doze amostras de cdes sequenciadas. Corroborando estes achados, apenas uma Unica
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mutagdo ndo sindnima foi identificada no gene PGAM1 canino até o momento (segundo registro dos bancos de genes
NCBI e ENSEMBL), sugerindo que mutages sejam raras neste gene e que a frequéncia do alelo ancestral seja alta na
populacdo de cées em geral. Considerando estes resultados, concluimos que variantes no éxon 2 do gene PGAM1 ndo
parecem representar potenciais marcadores tumorais em cédes. Contudo, o sequenciamento de um nimero maior de
amostras sera necessario para confirmar estes achados e melhor estimar a frequéncia dos polimorfismos de BRCAZ2 (éxon
11) e PGAM1 (éxon 2) em cées da populagdo geral, residentes no Rio de Janeiro.
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INTRODUGAO

O fenébmeno da performance fisica humana em modalidades esportivas especificas sempre foi alvo de interesse de es-
pecialistas em medicina desportiva e fisiologistas do exercicio. Esses profissionais confirmavam niveis outline de perfor-
mance de seus atletas a partir de analises morfoldgicas e funcionais, com técnicas histoquimicas, dosagens bioquimicas
e andlise de parametros cardiopulmonares. Acreditava-se que altos niveis de performance de atletas eram decorrentes de
treinamento e acompanhamento nutricional especificos, essenciais para o desenvolvimento das caracteristicas dos atletas
de elite. No entanto, fatores ambientais, por si sos, se mostraram, ao longo do tempo, insuficientes para caracterizar um
fenotipo de status em performance fisica humana. A partir de entdo surgiu o interesse por um terceiro fator determinante
desse complexo fendtipo para a aptiddo fisica, isto €, a predisposigao genética que, se ndo o mais importante, tem grandes
implicagdes na caracterizagao do individuo como um atleta de destaque.

As diferengas genéticas baseadas em polimorfismos, com potencial em afetar a aptiddo e a performance fisica humana,
comegaram a ser investigadas nos anos de 1990 (Rankinen et al., 2000).

Um fenotipo bem caracterizado em atletas de diferentes modalidades ¢ o tipo de fibra da musculatura esquelética. Em
adultos, esse fendtipo é determinado pela expresséo de trés genes distintos que, quando transcritos e traduzidos, codi-
ficam isoformas de cadeia pesada da miosina (MHC), determinando, em parte, a distribuicio percentual dos diferentes
tipos de fibra no musculo (Simoneau & Bouchard, 1995). Essa distribui¢do constitui-se num dos fatores determinantes da
performance em modalidades esportivas.

Independente da heterogeneidade e da distribuicdo das diferentes fibras na musculatura esquelética, a contragdo mus-
cular é dependente da interagdo das proteinas miofibrilares miosina e actina (Scott et al., 2001). A organizagao estrutural
e a manutengao do aparato muscular contratil séo dependentes ainda de complexos protéicos que ligam os sarcomeros
entre si e 0s sustentam na membrana da fibra muscular. Nesse contexto, a a — actina constitui a proteina predominante.
Ela é uma componente da linha Z sarcomérica (MacArthur & North , 2004), pertencente a familia das proteinas ligantes da
actina, importante no ancoramento dos miofilamentos de actina e manutengéo do arranjo miofibrilar (Clarkson et al., 2005).
Quatro genes para a o-actinina foram descritos em humanos (ACTN1, 2, 3 e 4), sendo as isoformas 2 e 3 constituintes do
citoesqueleto muscular (Blanchard et al., 1989). Sabe-se ainda que a isoforma ACTN3 ¢ especifica das fibras de contragéo
rapida (tipo Il) responséaveis pela geracédo de forca contratil em alta velocidade (Noegel et al., 1987; Gimona et al., 2002;
Yang et al., 2003).

No gene ACTN3 hé a troca do nucleotideo C — T na posigdo 1.747 do éxon 16, mutagao resultante da conversdo do
codon para arginina em um stop codon prematuro no residuo 577 (R577X) (North & Beggs, 1996; North et al., 1999).
Homozigotos para o alelo 577X ndo expressam a a-actinina 3 (Mills et al., 2001) e a deficiéncia da a- actinina 3 néo
resulta em fenétipo patologico como as miopatias (North et al., 1999), sugerindo que a isoforma ACTN2 (81% homodloga
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na sequencia de aminoacidos) compensa a auséncia da a-actinina 3 (Mills et al., 2001). Se a a-actinina 3 desempenha
importante fungdo em fibras musculares do tipo Il, pode-se predizer diferengas na fungdo muscular esquelética entre
individuos com diferentes genétipos (R577X) para ACTN3. Individuos que expressam o gene ACTN3 (genétipos RR/ RX)
podem apresentar vantagem em modalidades de explosdo e forga muscular quando comparados com individuos com
gendtipo XX. (MacArthur & North, 2004).

Em adigao a sua funcéo estrutural na maquinaria contratil muscular, as a-actininas sarcoméricas estdo ainda envolvidas
com proteinas reguladoras do metabolismo e de vias de sinalizagdo, como a frutose 1,6 bifosfato e a glicogénio fosforilase
(MacArthur & North, 2004).

O sistema renina-angiotensina (SRA) enddcrino desempenha importante fungéo no controle e homeostasia do sistema
circulatério humano (Myerson et al., 1999). Produzida pelas células renais justaglomerulares, tipo modificado de célula
muscular lisa em arteriolas aferentes, a renina atua sobre a globulina angiotensinogénio, liberando um peptideo de 10 ami-
noacidos, a angiotensina |. Esse peptideo possui propriedades vasoconstritoras leves, mas, quando clivada num peptideo
de oito aminoacidos, angiotensina Il (Ang Il), por agéo da enzima conversora de angiotensina (ECA), adquire capacidade
vasoconstritora relevantes. Essa resposta fisiologica € mediada predominantemente por agdo em receptores especificos
para Ang Il (AT1 e AT2) localizados na superficie celular (Payne & Montgomery, 2003). Além da ag&o vasoconstritora, a
Ang Il provoca aumento da presséo arterial pela retencéo de sais e dgua nos tubulos renais, secundaria a agéo da aldos-
terona liberada pelas suprarenais (Myerson et al., 1999; Payne & Montgomery, 2003). Tem sido documentada também a
existéncia de SRA nos tecidos cardiaco (Dzau, 1988; Myerson et al., 2001), adiposo (Jonsson et al., 1994) e muscular
esquelético (Dragovic et al., 1996).

Outra fungdo da ECA concentra-se na hidrélise da bradicinina pela remog&o de um dipeptideo da regido C terminal (Coates,
2003), que provoca sua desativaggo. A bradicinina é um peptideo de agéo vasodilatadora e inibidora do crescimento celu-
lar; promove seu efeito por agdo em receptores especificos B1R e B2R (Williams et al., 2004).

0 gene da ECA (21 Kbp) esta no cromossomo 17 q23 e é composto de 26 éxons (Coates, 2003). Uma variante genética
comum no gene da ECA consiste na auséncia (delegao ou alelo “D”) ou presenca (insercéo ou alelo “I") de 287 pares de
base no intron 16. O alelo D esta associado com niveis circulatério e tecidual aumentados de ECA (Costerousse et al.,
1993; Danser et al., 1995). O polimorfismo | /D da ECA tem atraido ateng&o a respeito de sua associagéo com a performan-
ce fisica humana. Estudos demonstraram que o alelo | ¢ mais frequente em atletas de resisténcia, enquanto que o alelo D,
em atletas de forca e explosdo muscular (Hagberg et al., 1998; Myerson et al., 1999).

No coragao, a Ang |l é potente fator de crescimento celular (Touyz et al., 1999). Embora n&o se tenha verificado aumento
da massa ventricular esquerda em individuos com diferentes gendtipos para a ECA (Kauma et al., 1998; Linhart et al.,
2000), a ativacdo do SRA local com conseqiiente aumento da Ang Il em resposta & sobrecarga mecénica induzida pelo
exercicio fisico parece aumentar a sintese protéica no midcito cardiaco via receptores AT1 (Kinugawa et al., 1997; Higaki
et al., 2000). A hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) € uma caracteristica marcante em atletas de elite (Douglas et al.,
1997). Conforme comentado anteriormente, a bradicinina tem efeito antiproliferativo e inibidor do crescimento (Kinugawa
etal., 1997). Portanto, maior degradag&o da bradicinina pode facilitar a hipertrofia do VE. Entretanto, esses resultados néo
permitem a conclusdo de que polimorfismo | /D da ECA é o Unico mediador do desenvolvimento do VE.

Uma baixa atividade enzimatica da ECA no gendtipo Il poderia melhorar a fung&o contratil na musculatura cardiaca e
esquelética via melhora na eficiéncia da oxidagéo mitocondrial, fator este mediado pelo aumento local na concentragéo de
éxido nitrico (Zhao et al., 1999); e a maior eficiéncia muscular poderia estar relacionada a constituicdo das fibras muscula-
res, com o gendtipo |l apresentando maior percentual de fibras do tipo | (fibras de contragéo lenta), que séo mais eficientes
do que as fibras de contrag&o rapida (tipo ) quando a atividade contratil muscular é realizada em baixa velocidade).

Em resumo, dados apresentados sugerem que o alelo | melhora a performance em atletas de resisténcia, mediado pela
maior eficiéncia mecanica da musculatura esquelética e por seu efeito na proporgéo das fibras musculares, enquanto que
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o alelo D mostrou relagdo com o fenétipo de forca e explosdo muscular, mediado pelo efeito hipertrofico muscular, secun-
dério ao aumento na concentra¢do plasmatica e tecidual de Ang Il

OBJETIVO
Associar o perfil genético dos atletas envolvidos com dados de performance fisica previamente analisadas em projetos
correlatos.

MATERIAIS E METODOS

Uma amostra de 10 mL de sangue venoso, foi coletada de cada atleta com jejum de 8-12h, em tubos com EDTA por
técnico flebotomista, para extragdo de DNA. O sangue foi centrifugado (2300 revs.min-1 (rpm)) por 10 minutos a 4°C e as
amostras foram mantidas em refrigeragdo até 0 momento da extragdo, ndo ultrapassando o periodo de 24h pés coleta. O
DNA gendmico foi obtido através do uso, de acordo com o protocolo descrito, do kit de extragdo PureLink® Genomic DNA
Mini Kit Invitrogen. Apos a verificagéo da integridade do DNA e da amplificagédo do gene por PCR (reago em cadeia da
polimerase), em acordo com os primers e analises descritas em McCauleyet al., 2008, foram promovidas as digestes pela
enzima de restricdo Ddel, incubada a 37°C por 4 horas, sendo utilizado 8L de DNA (=6g) da amostra, 1L de tampao
REACT 3 (10X), 1 pL de Ddel (10 U/uL) para um volume final de 10pL.

Foram avaliados os polimorfismos de ACE I/D e ACTN3 R/X utilizando a técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
em acordo com os primers e analises descritas em McCauley et al., 2008.

O perfil genético dos atletas foi associado a dados de performance fisica analisados em projetos correlatos, segundo
teste de avaliagdo propostos pelo Manual de Testes e Avaliagdo do Projeto Esporte Brasil (PROESP-BR). Os dados foram
submetidos ao teste estatistico qui quadrado, adotando- se um nivel de significancia de 5%. Este projeto esta amparado
pelo processo nimero CAA 53.0.313.007.

RESULTADOS

No teste de flexibilidade, observou- se um maior niimero de atletas classificados como na faixa saudavel, segundo manual
PROESP-BR (Gaya & Gaya, 2016), sendo mais frequente o genétipo RX, para polimorfismo do gene ACTN3 e DD para
polimorfismo do gene ACE. O mesmo foi observado no teste de forca e resisténcia abdominal, com genétipos RX para
polimorfismo do gene ACTN3 e DD para polimorfismo do gene ECA como mais frequentes dentre os atletas envolvidos
no estudo.

Tomando como foco atletas de desempenho excelente e muito bom, no teste de for¢a explosiva de membros inferiores,
tem- se a seguinte distribuicdo genotipica; nos atletas de desempenho excelente, 35% tem genétipo RR, 59% genotipo
RX e 6% genotipo XX, nos atletas de desempenho muito bom tem- se 23% com gendtipo RR, 69% com gendtipo RX e 8%
gendtipo XX, para polimorfismos do gene ACTN3. Em relagdo aos polimorfismos do gene ECA, tem- se a seguinte distri-
buicao genotipica; nos atletas de desempenho excelente 71% possuem gendtipo DD, 18% gendtipo DI e 12% gendtipo I,
nos atletas de desempenho muito bom tem- se 76% com genétipo DD, 12% com genétipo DI e 12% gendtipo II.

Nos atletas de desempenho excelente e muito bom, no teste de forca explosiva de membros superiores, tem- se a seguinte
distribuigdo genotipica; nos atletas de desempenho excelente, 15% tem genoétipo RR, 81% gendtipo RX e 4% gendtipo
XX, nos atletas de desempenho muito bom tem- se 40% com gendtipo RR, 56% com genotipo RX e 4% gendtipo XX, para
polimorfismos do gene ACTN3. Em relagdo aos polimorfismos do gene ECA, tem- se a seguinte distribuicdo genotipica;
nos atletas de desempenho excelente 65% possuem genétipo DD, 27% genétipo DI e 8% gendtipo Il, nos atletas de de-
sempenho muito bom tem- se 77% com gendtipo DD, 8% com genétipo DI e 15% gendtipo II.

Dentre os atletas de desempenho muito bom e bom, no teste de aptiddo cardiorespiratéria, tem- se a seguinte distribuicio
genotipica; nos atletas de desempenho muito bom, 11% tem genétipo RR, 78% gendtipo RX e 11% genétipo XX, nos
atletas de desempenho bom tem- se 47% com gendtipo RR, 53% com genétipo RX, para polimorfismos do gene ACTN3.
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Em relagédo aos polimorfismos do gene ECA, tem- se a seguinte distribuigao genotipica; nos atletas de desempenho muito
bom 72% possuem genétipo DD, 22% gendtipo DI e 6% gendtipo Il, nos atletas de desempenho bom tem- se 89% com
gendtipo DD, 11% com gendtipo DI.

Em relagéo aos atletas de desempenho excelente e muito bom, no teste de velocidade de deslocamento, tem- se a seguin-
te distribuicdo genotipica; nos atletas de desempenho excelente, 39% tem gendtipo RR, 52% gendtipo RX e 9% gendtipo
XX, nos atletas de desempenho muito bom tem- se 20% com gendtipo RR e 80% com gendtipo RX, para polimorfismos
do gene ACTN3. Em relag&o aos polimorfismos do gene ECA, tem- se a seguinte distribuicdo genotipica; nos atletas de
desempenho muito bom 72% possuem genétipo DD, 22% genotipo DI e 6% gendtipo I, nos atletas de desempenho bom
tem- se 89% com gendtipo DD, 11% com gendtipo DI.

Ja no teste de agilidade, dentre os atletas de desempenho fraco, Razoavel e muito bom, tem- se a seguinte distribuigao
genotipica; nos atletas de desempenho fraco, 29% tem genotipo RR, 69% genotipo RX e 2% genétipo XX, nos atletas de
desempenho muito bom tem- se 67% com gendtipo RX e 33% com genétipo XX e nos atletas de desempenho razoavel,
13% com genotipoRR, 81% com gendtipo RX e 6% com gendtipo XX, para polimorfismos do gene ACTN3. Em relagéo aos
polimorfismos do gene ECA, tem- se a seguinte distribuicdo genotipica; nos atletas de desempenho fraco 71% possuem
genatipo DD, 16% genotipo DI e 12% gendtipo I, nos atletas de desempenho razoavel tem- se 86% com genétipo DD, 7%
com gendtipo DI e 7% com gendtipo II, nos atletas de desempenho muito bom 100% séo DD.

Através do teste estatistico Qui quadrado, pode- se observar dependéncia estatistica entre o polimorfismo de ambos ge-
nes, com o desempenho fisico dos atletas envolvidos no estudo.

CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente estudo, pode- se sugerir que ha influéncia dos polimorfismos dos genes ACTN3
e ECA, sobre o desempenho fisico dos atletas que compuseram a amostra avaliada pelo projeto. Contudo, néo se deve
tomar o fator genético com aquele Unico e determinante para um status de performance fisica em atletas, visto que fatores
como treinamentos direcionados, acompanhamento nutricional especifico e acompanhamento médico especializado tam-
bém mostram impactar o desempenho de atletas, minimizando risco de lesdes e prolongando suas carreiras.
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TRANSCRIPTOMA DE PLANTAS DE ARROZ SUBMETIDAS A ESTRESSES ABIOTICOS E
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CORPO DO RESUMO

Introduc&o: Existem diferentes tipos de estresse que uma planta pode estar submetida, sendo estresse definido como um
fator externo que exerce influencia desvantajosa sobre a planta. Existem os estresses provocados por fatores ambientais
(abioticos) e os provocados por algum outro organismo vivo (biéticos). As causas mais comuns de estresse abioticos em
vegetais sdo: déficit hidrico, salinidade, calor e luz. Estresse biético em plantas pode ser provocado por micro-organismos
(bactéria, virus, fungo ou parasita) ou por insetos (LINSENMAIR et al, 2001)(GAO et al, 2007). Atualmente alguns tipos de
estresses abidticos estdo tendo cada vez mais importancia na agricultura, devido ao aquecimento global, como: temperatu-
ra, déficit hidrico (ou seca) e salinidade. Segundo Heath (1991), a defesa vegetal pode ser constitutiva, local ou sistémica.
Aresisténcia sistémica envolve a agdo de acido salicilico (AS), jasmonato e etileno. Esses hormdnios regulam a expresséo
de diferentes genes durante o processo de resisténcia sistémica (VAN LOON, 1985). A fungéo da auxina na resisténcia
vegetal ainda ndo é muito clara, podendo aumentar a susceptibilidade e/ou a resisténcia a patdgenos dependendo do
modelo estudado (SHINSHI et al, 1987)(JOUANNEAU et al, 1991)(NAVARRO et al, 2006)(DING et al, 2008). Os niveis dos
horménios envolvidos na resisténcia vegetal e suas vias de sinalizagao s&o regulados durante os diferentes processos de
resposta ao estresse abidtico, desempenhando importantes fungdes nos mecanismos de resposta ao estresse abiotico
(HARB et al, 2010)(MAHOUACHI et al, 2014). Transcriptoma refere-se ao conjunto completo de transcritos (mRNAs,
IncRNAs e microRNAs), sendo atualmente o sequenciamento dos transcritos (RNA-seq) a metodologia mais eficiente
para descrever transcritos pouco abundantes e/ou n&o previamente descritos (VAN VERK et al, 2013). O arroz é uma
planta monocotileddnea, da familia Poaceae. Por ter seu pequeno genoma sequenciado, é considerado planta modelo das
monocotileddneas. Cultivado e consumido em todos os continentes, 0 arroz destaca-se pela produgéo e area de cultivo,
sendo um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capita
necessaria ao homem, e sendo uma cultura extremamente versatil, que se adapta a diferentes condigdes de solo e clima.
Aproximadamente 90% de todo o arroz do mundo é cultivado e consumido na Asia. Sendo a espécie com maior potencial
de aumento de produg&o e, possivelmente de combate a fome do mundo (SABINO, 2007). O Brasil se destaca como o
maior produtor de fora do continente Asiatico, com o arroz sendo um produto de grande importancia no cenario agricola
do Brasil, um dos paises que mais o produz, consome e importa no mundo. Apenas a soja, milho, café e cana-de-agUcar
tém valor bruto maior do que a orizicultura.

OBJETIVO

O objetivo principal do trabalho € determinar o transcriptoma de plantas de arroz submetidas ao estresse biético e abiotico.
Nesta fase inicial do trabalho os objetivos especificos foram: (i) determinar a quantidade ideal de sal capaz de causar
estresse salino e (i) determinar o tempo minimo de resposta aos horménios envolvidos na resisténcia vegetal capazes de
regular a expressdo de genes marcadores de resposta a esses hormonios.
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METODOLOGIA

Foram utilizadas sementes de arroz cultivar Primavera, provenientes da Embrapa, que passaram por processo de esteri-
lizag&o em hipoclorito de sédio. As sementes foram colocadas em potes e cobertas com agua sanitaria (hipoclorito 2%),
passando entdo por agitagdo em Shaker mecanico por 10 minutos, a 250 RPM. Em seguida, foram lavadas com agua
destilada em 5 ciclos de 5 minutos, a 250 RPM. As plantas foram entdo semeadas em substrato Perlita-Vermiculita au-
toclavado e adubado, na proporgéo 1:1, sendo crescidas em estufa, com temperatura ambiente na faixa de 25°a 30°C e
ciclo de iluminagao de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Com aproximadamente um més de crescimento, quando
se encontravam no estagio de crescimento de 3 folhas, foram expostas aos agentes estressantes: solu¢des aquosas de
NaCl, nas concentragdes de 0,4 e 1M. Apos 10 horas, as plantas foram recolhidas, embaladas, identificadas, congela-
das em nitrogénio liquido e guardadas em freezer -80°C para preservacéo. Para a extragdo do RNA, as plantas foram
maceradas, sendo transferidas para tubo de 15 mL contendo 8ml de Quick-Zol até completar o volume de 9ml. Foram
adicionados 1,6ml de cloroférmio ao tubo e incubado em temperatura ambiente por 15 minutos, sendo entéo centrifugado
a 7000 RCF por 20 minutos a 4°C. A fase aquosa contendo 0 RNA foi transferida para um novo tubo de 15ml, adicionados
4ml de isopropanol 100% e centrifugado por 80 minutos a 7000 RCF a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi dispensado
e o precipitado lavado com 5ml de etanol 75%, passando por uma nova centrifugagéo por 5 minutos a 7000 RCF a 4°C.
Apbs secagem & vacuo a 60°C, o precipitado foi ressuspendido em Agua DEPC, passando por uma ultima centrifugagéo
por 5 minutos a 7000 RCF a 4°C. Para analise qualitativa do RNA extraido foi empregada eletroforese em gel de aga-
rose 1,2%, submerso em TAE 1X a 110 V por 20 minutos. Nas solugdes de corrida foram utilizados 1 L de tampao de
amostra, 2 uL de GelRed® 1:500 e 3 pL de amostra de RNA. Foi analisada a presenga ou ndo de RNA ribossomal nas
amostras extraidas. As amostras extraidas com sucesso tiveram seu RNA total quantificado usando o kit Qubit™ RNA
BR Assay e o fluorometro Qubit 2.0. Apds quantificagdo, 1ug das amostras foram tratadas com o kit RQ1 RNase-Free
DNase, da Promega®. O RNA depois de tratado foi utilizado para sintese do ¢cDNA, usando o kit TagMan™ Reverse
Transcription Reagents. Além disso, amostras de RNA extraidas de experimentos prévios também foram tratadas com
o kit de DNase e passaram por sintese do cDNA. Essas amostras foram provenientes de experimentos onde as plantas
de arroz foram borrifadas com solugdo de 3 fitohorménios, com concentragdo de 100 uM: Acido salicilico, jasmonato
e auxina (IAA). Apos a inoculagdo dos hormdnios, as plantas foram recolhidas em diferentes tempos, sendo eles: 3h,
6h, 12h, 24h. Apds sintese do cDNA, foi realizada gPCR em tempo real, onde foram usados primers para 0s genes:
OsACT, OsUBIQ, OslAA1, OslAA10, OslAA21, OsGH3-1 e OsGH3-8. Os genes OslAA1, OslAA10, OslAA21, OsGH3-1
e OsGH3-8 foram escolhidos por serem genes marcadores de resposta ao estresse abiético e aos fitohorménios. Os
genes ACT e UBIQ foram escolhidos como genes referéncia para os ensaios de qPCR. Como reagente para as reagdes
de PCR, foi o utilizado o Power SYBR™ Green Master Mix, da ThermoFisher Scientific® e GoTag® qPCR Master Mix,
da Promega®© . Os resultados das expressdes dos genes nas diferentes condi¢des foram analisados estatisticamente
através do programa GraphPad Prism 6.

RESULTADOS

Ao se analisar os resultados obtidos das PCR’s feitas com as amostras de plantas submetidas ao estresse salino, foi
possivel observar-se 0 aumento da expressao dos genes OsIAA10, OsGH3-1 e OsGH3-8 nas plantas tratadas com
as solugdes salinas, quando comparada a expressdo dos mesmos genes nas plantas da condi¢do controle. Dentre
as duas concentragdes usadas, 0,4M e 1M, a concentrag¢do que causou maior indugdo da expressdo dos genes foi a
concentragdo de 1M. Em contrapartida, ndo se observou mudanga significativa na expressdo do gene OslAA21 nas
plantas incubadas com as solugGes salinas. Nas amostras obtidas a partir das plantas tratadas com os fitohorménios,
observou-se que a maior indugdo da expressao dos genes OslAA1, OslAA10, OsGH3-1 e OsGH-8 ocorreu no tempo
de 3h. Nos tempos seguintes, 6h, 12h e 24h, observou-se a diminui¢do gradativa da expressdo dos genes, até que
a expressao dos genes nas condigdes tratadas com os horménios se assemelhou a expressdo observada nas condi-
¢oes controle.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram determinar que no estudo da resposta de plantas de arroz submetidas a estresse salino,
a concentracdo de 1M de solugdo aquosa de NaCl apresenta melhor indugdo da expressdo dos genes. Com isso, foi
determinada a utilizagdo dessa concentragéo para experimentos futuros, onde sera avaliada a expresséo dos genes em
plantas submetidas a estresse salino em diferentes tempos. Nos experimentos realizados com os mediadores de resistén-
cia sistémica, os resultados obtidos seguem os relatados em outros estudos, como os de Jain (2009) e que nas nossas
condigdes o tempo de 3 horas apos a aplicagao dos fitohormdnios seja o tempo ideal para estudar as respostas rapidas e
diretas aos fitohormdnios.
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PESQUISA DE MUTAGOES EM DIVERSOS GENES INCLUINDO O SINGLE-MINDED HOMOLOG 1 (SIM-1),
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INTRODUGAO:

As formas monogénicas conhecidas da obesidade s&o divididas em duas categorias: a primeira categoria é a causada por
mutagBes em genes, que tém um papel fisioldgico no sistema melanocortina-leptina, relacionado com o balango de energia
hipotalamica. Essas mutagfes abrangem a obesidade causada por mutagdes nos gene da Leptina (LEP), do Receptor de
Leptina (LEPR), do Receptor de Melanocortin-4 (MC4R) e da Proopiomelanocortina (POMC). A segunda categoria é a obe-
sidade resultante de mutagdes em trés genes necessarios para o desenvolvimento do hipotalamo: Single-minded homolog
1 (SIM1), Fator Neurotrofico Derivado do Cérebro (BDNF) e Neurotrophic Tyrosine Receptor Kinase (NTRKZ). Esses genes
tém um papel importante durante o desenvolvimento do hipotdlamo e podem levar a obesidade grave, quando mutados
(Ranadive, 2008; Barness, 2007).

O gene da Leptina esta localizado no Idcus 7g31.3, enquanto o gene que contém a informagao para codificar o receptor
da leptina situa-se no lécus 1931. Todos os pacientes relatados com genes que afetam o sistema leptina-melanocortina
compartilham o quadro clinico de obesidade grave, hiperfagia e leptina em niveis que séo desproporcionalmente baixos
para o seu IMC. Ao nascimento apresentam peso normal com posterior ganho de peso anormal nos primeiros meses de
vida. Além do fendtipo associado a obesidade, estes pacientes apresentam uma deficiéncia no desenvolvimento puberal
e também nas células T, estas, em niimero e fungéo anormais, caracterizando-se por infecgdes respiratorias frequentes
(Ranadive, 2008).

O gene POMC é precursor de cinco proteinas biologicamente ativas e tem um papel importante no sistema leptina-mela-
tonina, sendo que os neurbnios que o expressam sao alvos de sinalizagdo da leptina. a-Melanocyte-stimulating hormone
(a-MSH) é produto de clivagem de POMC que ativa 0 MC4R. Uma das caracteristicas de deficiéncia de POMC é a insufi-
ciéncia adrenal em recém-nascidos; a outra caracteristica marcante é a hiperfagia que gera obesidade severa, resultante
da falta de ativagdo do MC4R por a-MSH. (Faroogi, 2014; Pritchard, 2002)

A maioria das mutagbes MC4R, presente no lécus 18922, é de heranga dominante, caracterizada por obesidade grave,
hiperfagia, acelerado crescimento linear, hiperinsulinemia infantil e pressao arterial baixa (Faroogi, 2014).

O termo obesidade sindromica refere-se a sindromes genéticas raras, em que a obesidade é acompanhada de uma
série de sinais e sintomas, como o retardo mental, anomalias dismorficas e/ou congénitas, entre outros (D’Angelo, 2014).
Alteragbes no gene SIM1, localizado na regido 6q16.2, tém sido associadas com a obesidade sindromica. Sua dele¢éo
resulta em um fenotipo Prader-Willi-Like. O papel desse gene é fundamental na diferenciagdo neuronal dentro do nlcleo
paraventricular do hipotalamo, responsavel pela saciedade alimentar. As semelhangas fenotipicas entre pacientes com
deficiéncia em SIM1 e deficiéncia em MC4R sugerem que alguns dos efeitos da deficiéncia do SIM1 sdo mediadas por
sinalizagdo de melanocortina alterada. Em alguns casos, a alteragéo genética nos transportadores de SIM1 exibe carac-
teristicas neurocomportamentais do espectro autista. Essas caracteristicas ndo s&o tipicas da deficiéncia em MC4R, mas
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mostram alguma sobreposigao clinica com o fenétipo comportamental, observado em pacientes com Sindrome de Prader-
Willi (SPW). (Barsh, 2000).

Este estudo possibilitara a detecgdo de mutagdes em genes e/ou segmentos cromossdmicos envolvidos na obesidade sin-
drémica, possibilitando uma melhor correlagdo genétipo-fenétipo. Além disso, novas caracteristicas clinicas ocasionadas
pelas mutagdes poderao ser descritas; possibilitando o adequado aconselhamento genético para a familia do paciente, o
que podera prevenir o surgimento de novos casos.

OBJETIVO

1. Investigar mutagdes em diversos genes, entre eles o Single-Minded Homolog 1 (SIM-1), Melanocortin-4 Receptor
(MC4R) e Leptin (LEP) por meio da técnica de Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA) utilizando o kit P220, em
pacientes obesos sindrémicos com diagnostico molecular negativo para a Sindrome de Prader-Willi.

2. Reallizar um levantamento das caracteristicas clinicas de todos os pacientes, a partir de suas fichas presentes no arqui-
vo do ambulatério de genética.

3. Realizar uma reviséo sistematica da literatura de todas as mutagdes dos genes investigados neste estudo, e comparar
o fendtipo final dos individuos portadores de tais mutagdes com o fenétipo dos pacientes deste projeto.

METODOLOGIA
Este projeto de pesquisa foi elaborado seguindo os padrdes vigentes de ética em pesquisa com seres humanos, segundo
aresolugdo 466/12 CNS/MS.

0O atual projeto € uma extenséo do estudo “Investigacéo Molecular da Sindrome de Prader-Willi em pacientes suspeitos”
cuja aprovagao consta nos registros da Comisséo de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée Guinle, de nd-
mero 04/2009 e esta cadastrado na plataforma Brasil sob o nimero CAAE 25858314.9.0000.5258.

Foram selecionados 30 pacientes de ambos 0s sexos sendo critérios de inclusdo a presenca de obesidade/sobrepeso e
atraso no desenvolvimento mental, e diagnosticados molecularmente negativos para a Sindrome de Prader-Willi. Todos
ja faziam acompanhamento no ambulatério de genética do Hospital Universitario Gaffrée e Guinle. Todos os pacientes
foram informados dos objetivos do projeto juntamente com os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, que foram
assinados em duas vias, uma entregue ao responsavel pelo paciente e outra ao pesquisador responsavel pelo projeto.

Para a extragdo do DNA do paciente foram coletados aproximadamente 4 ml de sangue periférico em tubo com EDTA (fras-
co Vacuette® EDTA). A extracdo do DNA foi feita a partir de linfécitos de sangue periférico utilizando o kit GE Healthcare®
em conformidade com o protocolo do fabricante. O DNA extraido foi quantificado através de leitura em espectrofotémetro
(ND-100 Spectrophotometer da NanoDrop®) e armazenado em freezer na temperatura de 14°C.

O MLPA é uma técnica de PCR multiplex capaz de avaliar um possivel aumento ou diminuigdo do numero de cdpias do
material genético, utilizando até 40 sondas que hibridizam em diferentes regiées do DNA e s&o amplificadas por um Gnico
par de primers.

A reagdo MLPA pode ser dividida em cinco passos: (1) desnaturagdo do DNA, (2) hibridizacdo das sondas, (3) reacdo de
ligagéo, (3) amplificagdo por PCR, (4) separag&o dos produtos amplificados por eletroforese capilar e (5) andlise de dados.
(Schouten JP, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de MLPA utilizada para 45 pacientes mostrou uma delegdo do gene 1p31.3. Este gene é o LEPR que codifica o
receptor de leptina. Este genes tem um papel importante no desenvolvimento do hipotdlamo podendo levar a obesidade
grave, quando mutados. (Ranadive, 2008; Barness, 2007)
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Existem trabalhos publicados na literatura cientifica sobre pacientes obesos com deficiéncia mental caracterizados como
Prader-Willi like. Esses individuos Prader-Willi like possuem caracteristicas clinicas da Sindrome de Prader-Willi, mas com
alteragdes genéticas fora da regido 15911-q13 (Rocha, 2014). Pacientes descritos na literatura com a delegao do segmen-
to 1p31.3 com o fendtipo Prader-Willi like possuem atraso de desenvolvimento intelectual, obesidade, deficiéncia mental,
problemas de aprendizado, caracteristicas fenotipicas faciais semelhantes as encontradas em paciente com Sindrome
de Prader-Willi, atraso do desenvolvimento motor (Vauthier, 2012), problemas de comportamento e baixa estatura (Petti,
2011), como pode ser observado na Tabela 1, na qual incluimos também nosso paciente 102 .

Critérios Maiores (1 ponto) Paciente 102 | Petti (2011) Vauthier (2012)

Hipotonia neonatal - - -
Dificuldade de alimentag&o na infancia/retardo do desenvolvi- . . .
mento neuro-psicomotor
Ganho excessivo de peso a partir de 1 ano - - +
Hipogonadismo - NA -
Deficiéncia mental, problemas de aprendizado + + +
Hiperfagia + + +
Caracteristicas faciais (olhos amendoados, labio superior pou- . . .
CO espesso)
Dele¢&o do locus 15q11-q13 em andlise citogenética - - -

Critérios Menores (0,5 ponto)
Diminuic&o dos movimentos fetais - NA NA
Problemas de comportamento - + -
Apnéia do sono NA NA NA
Baixa estatura - + -
Cabelos, olhos e pele mais claros - NA NA
Méos e pés pequenos - + NA
Méos estreitas + NA NA
Miopia - NA NA
Saliva viscosa - NA NA
Defeito na articulagdo das palavras + - NA
Skin piking + NA NA
Total 55 55 5.0
Diagnéstico clinico por Holm e colaboradores (1993) N&o Néo Né&o
NA: ndo avaliado

Tabela 1: Comparagéo entre o paciente estudado com outros encontrados na literatura que apresentam mutagéo
no gene LEPR utilizando o diagnostico clinico por Holm (1993).

CONCLUSOES:

Por meio da técnica de MLPA, foi possivel identificar uma alterag&o cromossomica tipo delegéo da regido 1p31.3, onde
se localiza gene que codifica o receptor da leptina. Tal achado favorece a correlag&o do fenétipo com o genétipo, ja que a
leptina € um horménio produzido principalmente pelo tecido adiposo, com sitio de ligag&o nos receptores localizados no
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SNC e tecidos periféricos, responsaveis pela regulagao da saciedade e peso corporal. Com isso, esta alteragéo no gene
que codifica o receptor da leptina justifica o quadro de obesidade no paciente 102.
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INTRODUGAO

A espécie Cyrtopodium glutiniferum é pertencente a familia Orchidaceae e esta familia € conhecida por possuirem varios
componentes quimicos como alcaloides, flavonoides, fenantrenos e terpendides (YONZONE et al, 2001). Esses compos-
tos s&o usados na terapéutica clinica como bioativos com efeitos bioldgicos terapéuticos apesar de néo possuirem uma
avaliagdo quimica totalmente conhecida, assim as orquideas s&o frequentemente utilizadas na fitoterapia. Ao longo dos
séculos, muitos beneficios & saude humana foram atribuidos ao uso de extratos de orquideas (GONZALEZ et al, 1999).
Porém, componentes quimicos presentes em farmacos e plantas medicinais podem induzir mutagdes que levam a danos
potenciais em células somaticas, sendo totalmente capazes de levar ao desenvolvimento de céncer, e inclusive células
embrionarias, levando a mutages que serdo carregadas por geragdes futuras. De acordo com OECD (Organizagdo para
Cooperagéo e Desenvolvimento Econdmico) recomenda-se que todo produto de origem natural, para ser considerado com
efeitos terapéuticos e uso da populacao, precisa ter avaliagdo genotdxica e mutagénica (OECD, 1997), e sob a legislagao
brasileira, a ANVISA segue as diretrizes de metodologias estabelecidas pela OECD. Nestas diretrizes o seu primeiro nivel
busca detectar eventos mutagénicos em células bacterianas e em segundo nivel em células de mamiferos.

OBJETIVO
Avaliar a mutagenicidade e toxicidade do extrato de Cyrtopodium glutiniferum para o tratamento terapéutico.

METODOLOGIA

O teste de mutagenicidade conhecido como Teste de Ames ou Teste de Reversao em bactéria Salmonella entérica sorovar
Typhimurium com mutagdes preexistentes, de linhagens TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104, foi realizado seguindo o pro-
tocolo original de AMES e MARON (1983). O extrato de Cyrtopodium glutiniferum, foi diluido em salina em concentragdes
de 0,1 pg/ml; 0,5 pg/ml; 5 pg/ml; 50 pg/ml; 500 pg/ml e 5000 pg/ml. Foram incubados em tubos de ensaio 100 pL das
cepas de linhagens bacterianas, 100 yL da diluicdo do extrato e 500 L de tampé&o Fosfato de Sodio (0,2 M pH 7,4), e apos
20 minutos foram adicionados a cada tubo, 2 ml de Agar de superficie enriquecido com solugdo de Histidina e Biotina 0,5
mM, numa proporcéo de 10:1 (pH 7,4 & 45°C) para se obter em meio deficiente ciclos celulares para que pudesse ocorrer
a mutago ao contato com a amostra, e as misturas finais foram vertidas em placas de petri de Agar Vogel-Bonner, onde
estas foram incubadas a 37° C durante 72 horas. As colénias His+ revertentes foram contadas, o indice de mutagenicidade
foi calculado pelo valor médio obtido a partir de cada concentragao, dividido pelo valor médio do controle negativo. Para
determinar o potencial citotoxico, 10 pL da mistura pés-incubagao foi diluida em 0,9% de NaCl, e desta suspensao final
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contida no tubo de ensaio, ap6s diluicdo seriada, continha, para cada amostra, 2 x 10° células/ml. Uma aliquota de 100 pL
desta suspensdo foi plaqueada em Agar nutriente, resultando num namero final estimado de 2 x 102 bactérias/placa. As
placas foram entdo incubadas a 37°C durante 24 horas e porcentagens de sobrevivéncia foram calculadas e comparadas
com o grupo controle negativo (AMES, MARON, 1983; MORTALMANS et al, 2000). Foi realizado também o mesmo teste
com ativagdo metabdlica, neste ha a substituicdo do tampao Fosfato de Sédio (0,2 M pH 7,4) por fragdo microssomal
preparada a partir de figados de ratos machos Sprague-Dawley contendo complexo P450 e portanto sendo capaz de
metabolizar componentes mutagénicos de uma amostra. Todos os testes realizados foram feitos em triplicata.

Na segunda etapa de avaliagdo de toxicidade foi feito o teste Microntcleo in vitro, utilizando linhagens de macréfagos da
linhagem RAW 264.7, foram adicionados 950 WL de meio de cultura suplementado a 37°C, e 50 pL de células em suspen-
s&0 (2x10° células/mL) na placa de microtitulagdo com 24 pogos, contendo laminula circulares previamente tratadas com
acido nitrico 0,1 M, durante vinte minutos, as placas foram incubadas em atmosfera de CO, 5%, a 37°C overnight para
garantir a adeséo das células ao substrato. Apos essa etapa, o meio foi retirado e foram adicionados 900 pL de meio de
cultura fresco, ndo suplementado com Soro Fetal Bovino (SFB). Para o tratamento das células, 100 L das cinco concen-
tragdes do extrato e salina para controle (0,5 ug /ml, 5 pg /ml, 50 ug /ml, 500 pg /ml e 5000 pg /ml) foram adicionados e as
placas foram incubadas durante 3 h ou 24h. Apéds o periodo de incubagdo, o meio foi removido e as células foram lavadas
com 1 mL de meio de cultura ndo suplementado, depois foi adicionado 1 mL de meio suplementado com SFB (10%) e as
células foram novamente incubadas durante 24 h na incubadora com 5% de CO,, 37°C. O controle positivo utilizado foi a
Mitomicina-C (MMS) e o N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). Ao fim, 0 meio de cultura foi removido e substituido
por uma solugéo fixadora de Carnoy, & 4°C, durante 15 min. As células fixadas foram lavadas com solugao tampéo Mc
livane (21,01 g/L de &cido citrico e 35,60 g/L Na,HPO,, pH 7,5) e secadas & temperatura ambiente. Os nicleos das células
foram corados com uma solugé@o DAPI (4-6-diamidino-2-fenilindol 0,2 ug/mL) por 40 min. Ap6s este periodo, foi retirado
e placa lavada com tamp&o Mc llvane por 2 minutos e agua destilada, deixando-se secar a temperatura ambiente. As
laminulas foram analisadas em um microscopio de fluorescéncia com um comprimento de onda de 350 nm, com sistema
de captura de imagens digitais (HEDDLE et al, 1991).

Para determinar o indice total de compostos fentlicos na amostra foi utilizado o teste Folin-Ciocalteu, foi realizada homoge-
neizagdo de 2 mg do extrato em 1 mL de &gua destilada, e a mistura reacional foi de 50 yL das concentragdes respectivas
do extrato e 25 L de solugao Folin. Decorridos 5 minutos foi adicionado 125 L de solugéo aquosa de Carbonato de sddio
(Na2C03, 99,5%) a 75 glL. Apds periodo de incubagéo de 2 horas a 30°C, foi feita leitura da microplaca a absorvéncia de
780 nm.

O ensaio de capacidade sequestradora DPPH foi utilizado para analisar a capacidade antioxidante da amostra. Foram
transferidas, em ambiente escuro, aliquotas de 100 pL de cada diluigdo do extrato ou padrao hidréxi-tolueno butilado (BHT)
para microplaca com 100 uL de DPPH (0,25 uM), foi utilizada solug&o controle de alcool metilico e agua como branco.
Apds 40 minutos, leituras foram feitas em comprimento de 517 nm. A partir dos resultados obtidos, tragou-se os graficos
dos extratos e do padrdo hidroxi-tolueno de butila (BHT) e foi encontrado o valor para a concentragéo efetiva 50 (CE50)
(AINSWORTH et al, 2007).

Para detectar seu beneficio terapéutico e comparar aos resultados prévios, foram utilizados formas de tripomastigotas do
sangue (TS) da estirpe Y que foram obtidas a partir das amostras de sangue de camundongos Swiss infectados no pico da
parasitemia. Os parasitas purificados foram ressuspensos em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado
com 10% de soro bovino fetal bovino (SFB). Apds 2 e 24h de incubagao, o nimero de parasitas viaveis foi contado na
camara de Neubauer e obteve-se 0 CE50, em relagéo ao controle negativo conforme relatado (Timm et al., 2014).

RESULTADOS
Os resultados obtidos no teste de Ames néo detectou que o extrato pudesse causar danos mutagénicos. De acordo com
o0 dano celular demonstrado no mincrondicleo, ocorre aumento do metabolismo celular, ou seja, aumento do evento de
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divisbes celulares, e ha aparecimento de micronucleos porém o extrato ndo demonstrou ser genotéxico pelas anélises
estatisticas. O teor de polifendis encontrados pelo método Folin-Ciocalteu foi de 3,24 mg de catecol/g de amostra, 0 que
demonstra que 0,3% da massa total € de apenas polifenois por grama de amostra. No ensaio DPPH observou-se grande
capacidade antioxidante, na sua maior concentragdo sendo capaz de neutralizar radicais livres em 83%, e sua concentra-
céo eficiente (CE50) encontrado no ensaio de sequestro DPPH foi de 144 pg/mL. A CE50 encontrada com morte de 50%
dos parasitas BT foi de 191 pg/mL.

CONCLUSOES

Podemos concluir que o extrato aquoso da espécie Cyrtopodium glutiniferum ndo demonstra efeito mutagénico e também
nao demonstra efeito genotoxico. Além de possuir potencial efeito antioxidante provavelmente devido ao teor de polifendis
encontrado, este possui baixa CE50 para ser utilizado como possivel etnofarmaco.

REFERENCIAS

AINSWORTH, E.A., GILLESPIE, K.M.; Estimation of total phenolic content and other oxidation substrates in plant tissues using Folin-Ciocalteu reagent.
Nature protocols, 2, 875-877, 2007.

AMES, D. M., MARON, B. N.; Revised methods for the Salmonella mutagenicity test. Mutation Research, v. 4, n. 3, p.173-215, Biochemistry Department,
University of California, Berkeley, US, 1983.

CHINSAMY, M., FINNIE, J.F., VAN STANDEN, J.; Anti-inflammatory, antioxidant, anti-cholinesterase activity and mutagenicity of South African medicinal
orchids, 0254-6299 South Africa Journal of Botany, Pages 88-98, 2014.

ELLIOT, D.D.; KANE, M.E.; ADAMS, C.R.; RICHARDSON, L.; Reproductive biology of Cyrtopodium punctatum in situ: Implications for conservation of an
endangered Florida orchid, Plant Species Biology, 24(2):92 - 103, 2009.

GONZALEZ, R. A. G.; CARNEVALI F. C. G.; Notes on the species of cyrtopodium (cyrtopodinae, Orchidaceae) from Florida, the Grater Antilles, Mexico,
Central and Northen South America, Harvard Papers in Botany, Vol. 4, No. 1, pp. 327-341, Harvard University Herbaria, UK, September 1999.

HEDDLE, J.A., CIMINO, M.C., HAYASHI, M., ROMAGNA, F., SHELBY, M.D., TUCKER, J.D., GREGOR, M.; Micronuclei as index of cytogenetic damage:
past, present, and future. Environ. Mol. Mutagen., 18:277-291., 1991.

MORTALMANS, K.; ZEIGER, E.; The Ames Salmonella/microsome mutagenicity assay, Mutation Research, 455 29-60, Elsevier, California, US, 2000.
OECD. Guideline 471 for testing chemicals, Bacterial Reverse Mutation Test, United States, 1997.

RIBEIRO, R, L; SALVADORI, D, M, F.; MARQUES, E. K.; Teste de mutagenicidade com S. thyphimurium como indicador de carcinogenicidade em poten-
cial para mamiferos, 1ed, p81, Mutagénese Ambiental, Editora Ulbra, Universidade Luterana do Brasil, 2003.

TIMM, B.L;, SILVA, P.B.; BATISTAM.M.;FARAHAT, A.A.; KUMAR, A.; BOYKIN, D.W.;SOEIRO, M.N.C.; In vitro investigation of the efficacy of novel
diamidines against Trypanosoma cruzi, Parasitology. 2014 Setembro ;141 (10):1272-6, 2014.

YONZONE, R., KANRAM, A., BHUJEL, R. B.; Orchids in Ethonobotany, Ethonobotany and Medical Plants, Page 661. Praha, 2001.

123

*
U \ . Diretoria de

UNIRIO Lm0 Pesquisa



|

L 3
W UNIRIO ctacs do Rio go Jansive S

Docr C
FE _.l.ji.'l_-.-l

TDP-43 HUMANA NA ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA E NA DEMENCIA FRONTOTEMPORAL:
ANALISES IN SILICO E DINAMICA MOLECULAR
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Introduc&o: A esclerose lateral amiotréfica (ELA) é uma doenga neurodegenerativa grave de inicio tardio, caracterizada
pela morte de neurdnios motores, de apresentagéo clinica bastante heterogénea abrangendo desde o acometimento motor
seletivo até envolvimento cognitivo e comportamental, configurando junto com a deméncia frontotemporal (DFT) extremos
do espectro da mesma doenga (Figura 1). A presenca de inclusdes citosdlicas de agregados da proteina TDP-43 é uma
das mais importantes caracteristicas observadas em neurdnios afetados pela ELA e DFT (KLEMANN et al., 2016; RINALDI
etal., 2016; SWINNEN; ROBBERECHT, 2014).
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\ ELA ELAdec ELA-DFT DFT-DNM
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VAPR U TRARDAT  FIN

Figura 1. Espectro da Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) e Deméncia Frontotemporal (DFT). Desenho esquema-
tico com as areas do sistema nervoso central afetadas, principais sintomas e sinais clinicos e principais alvos de
alteragdes genéticas ja descritas em ambos os extremos de ELA e DFT.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar os impactos estruturais e funcionais das variantes descritas da TDP-43 bem como obter
um modelo tedrico estrutural da proteina para avaliar o efeito de mutagdes por simulagdes de dindmica molecular, podendo
assim predizer os impactos na fungao bioldgica e seu papel na fisiopatologia neurodegenerativa.

METODOLOGIA

Conforme metodologia previamente estabelecida por nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; KREBS; DE
MESQUITA, 2016; MOREIRA et al., 2013), foram utilizados algoritmos como SNPs&GO, nsSNPAnalyzer, SIFT, PhD-
SNP, PROVEAN, PolyPhen-2, SNPEffect, INPS e I-MUTANT para predi¢do funcional dos efeitos das variantes. Os mo-
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delos estruturais da TDP-43 foram gerados com métodos ab initio e de modelagem comparativa usando algoritmos como
[-TASSER, Rosetta, Phyre2, Swiss Model e Modeller (Figura 2A). As estruturas mutantes foram geradas através do mu-
tator plug-in do software Visual Molecular Dynamics (VMD). As simulagdes de dindmica molecular (DM) foram realizadas
usando o pacote GROMACS 5.0.7, com campo de forga AMBER99-SB e moléculas de agua TIP3P para quatro variantes
selecionadas de acordo com relevancia na literatura.

RESULTADOS

Os algoritmos de predicao funcional falharam em classificar algumas variantes como deletérias. Os resultados da analise
de conservagéo filogenética sugeriram que a maioria das mutagdes se encontra em regides evolutivamente variaveis
(Figura 2B), o que pode estar relacionado a falha de predigdo, uma vez que muitos algoritmos usam a avaliagdo da
conservagéo como unico parémetro. Os resultados da DM para as quatro mutantes analisadas sugeriram diminui¢&o da
estabilidade da proteina, mudangas nas dimensdes estruturais, na area da superficie acessivel ao solvente e no nimero
de pontes de hidrogénio.

N =

Varishls Aversge

Figura 2. Estrutura modelada da TDP-43 humana. (A) Representagéo grafica obtida com o visualizador PyMOL
Molecular Graphics System, verséo 1.5.0.4, da estrutura nativa da TDP-43 modelada in silico com os melhores
resultados de acordo com os critérios de validagdo apos refinamento em que os dominios de reconhecimento de
RNA - RRM1 e RRM2 - est&o coloridos em verde, a sequéncia de localizag&o nuclear em vermelho e a porgéo
C-terminal rica em glicina propensa a agregagédo em lilas. (B) Estrutura nativa da TDP-43 modelada in silico com os
resultados da analise filogenética de conservagao estrutural, pelo algoritmo Consurf, plotados em cada residuo de
acordo com uma escala colorimétrica em que residuos muito varidveis estéo coloridos em azul-turquesa e aqueles
muito conservados em bordo.

CONCLUSAO

As variantes K263E, G335D, M337V e Q343R afetam a estrutura da TDP-43, o0 que pode ter impacto nas fungdes protei-
cas e estar relacionado a patogenia da ELA/DFT. A compreens&o dos mecanismos precisos pelos quais a TDP-43 esta
relacionada ao desenvolvimento da doenga e a forma como as mudancas estruturais podem influenciar a localizagéo e
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a funcéo da proteina, fornecem informagdes importantes para orientar abordagens de medicina de preciséo e desenho
racional de farmacos.

REFERENCIAS

DE CARVALHO, M. D. C.; DE MESQUITA, J. F. Structural Modeling and In Silico Analysis of Human Superoxide Dismutase 2. PLoS ONE, v. 8, n. 6, p.
65558, 2013.

KLEMANN, C. J. H. M. et al. Integrated molecular landscape of amyotrophic lateral sclerosis provides insights into disease etiology. Brain Pathology
(Zurich, Switzerland), 2016.

KREBS, B. B.; DE MESQUITA, J. F. Amyotrophic Lateral Sclerosis Type 20 - In Silico Analysis and Molecular Dynamics Simulation of hnRNPA1. PloS
One, v. 11, n. 7, p. €0158939, 2016.

MOREIRA, L. G. A. et al. Structural and Functional Analysis of Human SOD1 in Amyotrophic Lateral Sclerosis. PLoS ONE, v. 8, n. 12, p. 81979, 2013.
RINALDI, F. et al. High content analysis in amyotrophic lateral sclerosis. Molecular and Cellular Neurosciences, 2016.

SWINNEN, B.; ROBBERECHT, W. The phenotypic variability of amyotrophic lateral sclerosis. Nature Reviews Neurology, v. 10, n. 11, p. 661-670, 14
out. 2014.

126

*
U " Diretoria de

UNIRIO Lt Pesquisa

.
UU NIR'O Estado do Rio de Janeiro Diretoria



Universidade Federal do

@ P
WS UNIRIO ectaco do Rio de Janeiro

TRANSCRIPTOMA DE Staphylococus aureus INDUZIDO
POR CONCENTRAGOES SUBINIBITORIAS DE AGENTES ESTRESSANTES

'Lia Carolina Melo Silva (IC-UNIRIO); 'Daiane da Silva Barbosa (IC-UNIRIO); 2Agostinho Alves de Lima e Silva (colabora-
dor); 2Renato Geraldo da Silva Filho (colaborador); 'Eduardo de Matos Nogueira (orientador).

1 — Laboratorio de Gendmica, Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Molecular e Celular; Instituto Biomédico;
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
2 — Departamento de Microbiologia e Parasitologia

Apoio Financeiro: UNIRIO, FAPERJ
Palavras-chave: transcriptoma; S. aureus; rifampicina

INTRODUGAO

Ha uma grande quantidade de bactérias que se diferenciam por sua morfologia, dependendo do género e das condigdes
em que se encontram. Elas podem ser encontradas em trés formas bésicas: cocos, bacilos e espirilos. O primeiro gru-
po — cocos — é caracterizado por serem células arredondadas, as quais podem ser ovoides ou achatadas quando estéo
aderidas a outras células. Os cocos quando se dividem para se reproduzir podem permanecer unidos uns aos outros, 0
que os classificam em: diplococos; estreptococos; tétrades; sarcinas; ou estafilococos. Esse Ultimo é onde se encaixam
os Staphylococus aureus, bactérias gram-positivas que séo capazes de se dividir em multiplos planos e produzir cachos
(CARVALHO, 2010, p.30). Os membros dessa espécie séo anaerdbios facultativos. E algumas caracteristicas contribuem
para a sua patogenicidade. Como por exemplo, o fato de crescerem sob condigdes de presséo osmética elevada e baixa
umidade. Além disso, essas bactérias produzem muitas toxinas, como a enterotoxina que causa vomitos e nausea. A S.
aureus € também muito conhecida por resisténcia a diversos antibiéticos, dentre eles a penicilina. Sendo assim, acarreta
muitos riscos a pacientes em ambientes hospitalares (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012, p.315).

Essas bactérias também possuem grande habilidade de aderir a superficie do epitélio. Caracteristica que tem sido justifi-
cada pela sua capacidade de produzir biofilme, o qual pode ser definido como: agregados de microorganismos embebidos
em uma matriz polimérica e aderidos a uma superficie sélida. Esse tipo de conformagéo é extremamente vantajoso, pois
fornece protegao contra diversos fatores como desidratagdo, colonizagéo por bacteridfagos, além de adquirir resisténcia
das bactérias formadoras de biofiime a antibiéticos (MELO et al., 2012, p.94-99). O biofilme pode se formar tanto em teci-
dos vivos quanto em materiais inertes, 0 que aumenta o risco de infecgdes em implantes protéticos articulares ou cardia-
cos, desencadeando até a retirada do mesmo. A rifampicina € um dos antibioticos utilizados como alternativa terapéutica
para o tratamento de infecgdes por S. aureus, por ela ter se mostrado eficiente em penetrar o biofilme e erradicar a bactéria
internamente, o que ocorre devido o impedimento da transcricdo de RNA de bactérias gram-positivas pela rifampicina
(BARBOZA, 20153, p.7-8).

Diversos métodos para analise da producao de biofilme foram desenvolvidos. Os mais utilizados sdo o teste qualitativo em
tubo de ensaio e o teste quantitativo em placas de microdiluigdo. O teste qualitativo analisa a presenga ou ndo de biofilme
de acordo com a colorag¢do. Enquanto, o teste quantitativo é feito por leitura espectofotométrica e permite analisar a quanti-
dade de matriz de biofilme corada presente no extrato alcodlico. Ambos os testes detectam biofilme independente da com-
posi¢do quimica da matriz extracelular produzida. Além desses testes fenotipicos, tém sido utilizadas técnicas moleculares
de PCR como um método rapido para a detecgao de genes do operon ica. Esse operon possui mecanismos que implicam
na regulagéo da sintese de adesina polissacaridica intercelular e consequentemente na produgéo de biofilme. Entre eles
estéo os genes reguladores dos determinantes de viruléncia de estafilococos: sarA e sigB (BARBOZA, 2015b, p.12).
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OBJETIVO

Avaliar a expressdo dos genes sarA, sigB, icaA e icaR nas amostras S. aureus selecionadas crescidas na presenga de
diferentes agentes estressantes; comparar o efeito dos agentes estressantes por meio da analise de expressao destes
genes € entre cepas selecionadas.

METODOLOGIA

Foram obtidas cepas selecionadas de S. aureus isoladas de materiais clinicos de pacientes internados no Hospital Geral
dos Servidores do Estado (hospital terciario da rede publica federal), pertencentes a cole¢do de culturas do Laboratorio de
Fisiologia Microbiana da UNIRIO.

Foi produzido 200mL de TSA (&gar triptona de Soja) a 4g/100mL, 40mL de MHA (agar Miieller-Hinton) a 1,46g/40mL, 40mL
de BHI (infusdo cérebro-coracéo) a 1,49/40mL e 150mL de TSB (caldo triptona de soja) a 4,59/150mL. Todas as solugdes
foram esterilizadas em autoclave logo apds serem feitas. Foi realizada também a esterilizagdo do material a ser usado para
0 experimento como gazes, placas de vidro, tubos plasticos e de vidro.

As cepas de bactérias SA40, SA06, SA15 e SA18 foram semeadas em placas de TSA pela técnica de esgotamento e
colocadas em estufa a 35°C por 24 horas. No dia seguinte, foi analisada a pureza das col6nias cultivadas conforme sua
coloragéo e forma. Foram coletadas de 3 a 5 colonias e cultivadas em 2mL de solugdo de TSB, que foi incubada por 24
horas a 35°C. Além disso, também foram feitos estoques das cepas em 300uL de BHI e 300uL glicerol.

Para analise da produgéo de biofilme foi feita uma microplaca com as quatro cepas de bactéria (SA06, SA15, SA18 e
SA40) 200uL em cada pogo a 4% de NaCl e Rifampicina a 4ug/ml, além do controle feito com TSB, que foi incubada por
24 horas a 35°C.

Nos experimentos seguintes foram feitas microplacas também com pogos contendo 200uL de solugdo com diferentes
concentragdes de agentes estressantes, sendo, essas concentragdes feitas por dilui¢io graduada pela metade de 8% a
0,125% de NaCl e de 8ug/mL a 0,125ug/mL de Rifampicina somente para as cepas SA15 e SA40, que foram incubadas
por 96 horas e 24 horas. Todos esses procedimentos foram realizados dentro de estufa previamente esterilizada.

Apbs o tempo de incubagao foi realizada a analise do crescimento bacteriano e da produgéo de biofilme através da leitura
da microplaca pelo nivel de absorbéncia em um leitor ELISA. O crescimento foi lido a 620nm. Posteriormente o contetdo
dos pogos foi descartado em solugéo de hipoclorito a 1000ppm. Os pogos foram entdo lavados com agua destilada e
metanol, e fez-se a coloragdo usando cristal violeta a 2%. Adicionou-se entdo etanol comercial 96°GL e foi realizada nova
leitura de absorbancia a 570nm.

Para analise molecular das amostras, as cepas SA15 e SA40 foram semeadas em meios TSA e inoculas em TSB, da
mesma forma que para a analise de biofilme, no entanto o experimento foi feito em tubos de vidro pelo mesmo esquema
de diluigdo graduada, porém de 1% a 0,25% de NaCl e 1ug/mL a 0,25ug/mL de Rifampicina, e incubados por 12 horas a
35°C. As amostras contidas nos tubos de vidro foram transferidas para tubos de plasticos novos (RNAse free) ap6s serem
homogeneizados com vortex. Foi entdo transferido 1mL de cada amostra para tubos de 1,5mL novos e os tubos foram
centrifugados a 12000 x rcf por 3 minutos & 4°C. O sobrenadante foi desprezado e os tubos foram cheios com o resto das
amostras e o processo repetido. Cada tubo foi rotulado com nome da amostra e data, congelados em nitrogénio liquido
e guardados em freezer -80°C. Posteriormente foi realizada a extragdo de RNA pelo método de extragdo de fenol &cido a
70°C. Os experimentos foram realizados em triplicata, e os tubos ficaram incubados por 96 horas a 35°C. Ap6s esse tempo
foi realizada a extragdo de RNA das amostras, que foram verificadas por eletroforese e quantificadas com Qubit conforme
recomendacdes do fabricante. As amostras que ndo obtiveram a concentracéo ideal de RNA foram reprecipitadas até que
pudesse ser obtido uma concentragdo de RNA maior que 38ng/mL. Apds essa concentragéo ser obtida, as amostras foram
tratadas com DNAse, para que caso houvesse qualquer resquicio de DNA extraido na amostra, esse fosse eliminado e
nao interferisse na amplificagdo de DNA via qPCR. Essas amostras foram usadas entdo para sintese de 23pL de primeira
fita de DNA a ser usada na amplificagdo e analise da expressao génica via qPCR. Para a sintese de primeira fita foram
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utilizados os seguintes reagentes: 10x TagMan RT buffer; 25nM MgCl2; 10nM dNTP mix; 50nM random hexamers; RNAse
Inhibitor (20U/uL), Multiscrive reverse transcriptase (50U/uL) e H20 DEPC. O gPCR foi realizado para cada experimento,
utilizando o kit SYBR Green Real-Time PCR Master Mixes da Thermo Fisher, sendo utilizado GyrB como controle e anali-
sados a expressdo dos genes SarA, IcaA, IcaR e SigB.

RESULTADOS

Quanto a andlise da produgéo de biofilme, houve indugéo em presenga de rifampicina a 4ug/mL nas cepas SA06, SA15
e SA40, sendo a ultima a que mais foi induzida, seguida pela SA06 e SA15. Sabia-se que as cepas SA06 e SA18 sdo
biofilmes negativos, logo, a indugéo da SA06 n&o foi 0 esperado comparando a literatura prévia. Nenhuma cepa induziu
biofilme na presenca de NaCl 4%. Para prosseguir com os experimentos, foram selecionadas somente as cepas SA40 e
SA15, devido ao seu carater de induzir biofilme.

Nessa nova analise de formagéo de biofilme, a SA40 teve melhor indugdo da produgéo de biofilme em altas concentragdes
de NaCl e baixas concentragdes de rifampicina. J& a SA15 teve uma pequena indugéo de biofilme com NaCl e rifampicina.

Na analise de expressao génica por gPCR, foram realizados 3 experimentos de cultivo das cepas SA15 e SA40 em tubos
de vidro contendo 1mL das amostras cultivadas em TSB puro ou com concentragdes de 1%, 0,5% e 0,25% de NaCl e
1ug/mL, 0,5pg/mL, 0,25ug/mL de rifampicina, pois foram as concentragdes que mostraram resultado mais significativo
na producao de biofilme. Apos a extragdo de RNA as amostras que obtiveram resultados positivos por eletroforese foram
quantificadas e obteve-se concentragdes que variaram de 0,0998ug/mL (amostra com rifampicina) a 0,423ug/mL (amostra
com NaCl). Durante a sintese de primeira fita foi padronizado a concentragdo de RNA nas amostras que ficou definida
como 58,9ug/mL. Essas primeiras fitas foram utilizadas entéo para realizagdo do qPCR. Os resultados obtidos estdo sen-
do comparados estatisticamente com os resultados prévios do laboratério, mas analises preliminares dos dados obtidos
sugerem um padrdo de resposta diferente dos genes analisados aos agentes estressantes.

CONCLUSOES

Foi possivel comprovar a influéncia dos agentes estressantes na producéo de biofilme através da anélise espectofotomé-
trica. No entanto, as cepas de S. aureus nao responderam da maneira esperada conforme experimentos anteriores e a
literatura prévia. No momento estamos terminando as andlises estatisticas comparando os dados atuais com os dados
previamente obtidos. Analises preliminares dos dados obtidos sugerem uma diferenga entre os resultados atuais e os da-
dos prévios do laboratorio. Essas diferengas podem sugerir que (i) as cepas que estamos trabalhando podem n&o ser as
mesmas cepas previamente caracterizadas ou (i) que o estoques das cepas podem estar contaminados.
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CORPO DO RESUMO

Introdugdo: A Hepatite C é a inflamagéo do figado causada pela infecgdo pelo virus da hepatite C (HCV), transmitido
através do contato com sangue contaminado. Essa inflamag&o ocorre na maioria das pessoas que adquire o virus e,
dependendo da intensidade e tempo de duragéo, pode levar a cirrose e cancer do figado. Ao contrario dos demais virus
que causam hepatite, o virus da hepatite C ndo gera uma resposta imunolégica adequada no organismo, o que faz com
que a infec¢do aguda seja menos sintomatica, mas também com que a maioria das pessoas que se infectam se tornem
portadores de hepatite crénica, com suas consequéncias a longo prazol”.

A hepatite C é causada por um virus tipo RNA, membro da familia Flaviviridae, a mesma da dengue e da febre amarela.
Ha varios gendtipos deste virus, sendo 6 as mais importantes (1 a 6), e estes estdo subdivididos em mais de 50 subtipos
(1a, 1b, 2a). Esta divisdo é importante porque cada subtipo tem caracteristicas proprias de agressividade e resposta ao
tratamento. Gendtipos 1 e 4 tem maior resisténcia ao tratamento com interferon que os 2 e 3. Variagdes podem “enganar”
o sistema imunolégico e dificultar muito a produgao de vacinas, entre outras complicages!".

Vérias estratégias de tratamento da hepatite C foram empregadas ao longo dos ultimos anos. O interferon peguilado em
monoterapia ou combinado a ribavirina tornou-se tratamento padrao utilizados nos pacientes®. Porém, esse tratamento
continua a produzir nimero substancial de eventos adversos e pode se associar ao desenvolvimento de cepas resistentes
devido as frequentes mutagdes no genoma de RNA do HCV e que resultam da baixa fidelidade da sua RNA polimerase.

Com isso, tem se descoberto que os miRNAs tém importante implicagdo na regulagéo do ciclo biologico do HCV e pare-
cem atuar como mediadores na terapia antiviral com IFN. Os microRNAs (miRNAs) s&o um grupo de pequenos RNAs néo
codificadores de proteinas, com aproximadamente 19 a 25 nucleotideos. Eles possuem a capacidade de modular uma
enorme e complexa rede regulatoria de expressao dos genes. Os miRNAs s&o sintetizados a partir de genes especificos
ou de determinadas regides génicas que nao estdo relacionadas a produgéo de proteinas, os introns. Com o auxilio de um
complexo enziméticos denominado Complexo de Indugéo do Silenciamento do RNA (RISC), se ligam ao RNA mensageiro
alvo (RNSm-alvo) impossibilitando que os ribossomos consigam acessar a informagéo genética contida nos RNAm acar-
retando a diminuigao da sintese proteica especifica deste gene. ©

Objetivo: Como objetivo geral do trabalho temos a avaliagdo da relagdo entre os miRNAs circulantes no plasma nos
pacientes monoinfectados pelo HCV tratados com Peg-IFN-a2a/2b e Ribavirina. Como objetivos especifico nessa etapa
inicial do trabalho temos a avaliagao de protocolos eficientes para a extragéo de RNA total de plasma de pacientes.

Metodologia: O sangue dos pacientes do Hospital Universitario Gaffreé e Guinle (HUGG) com hepatite C foram coletados,
e separado o0 soro, que foi armazenado adequadamente no freezer a -80°C. Com esse soro, foi realizada extragdes do
miRNA circulantes pelo método do fenol &cido e pelo kit miRNeasy Serum/Plasma da Qiagen. Primeiro as amostras foram
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centrifugadas por 10 minutos a 16.100 x g a 4°C. As extragdes usando o kit miRNeasy Serum/Plasma da Qiagen seguiu as
recomendagdes do fabricante. No método do fenol &cido segui-se os seguintes passos descritos abaixo.

Foram passados para um novo tubo de 1,5 mL, 300 uL do sobrenadante. Junto a ele, foi adicionado 100 L de &gua DEPC
e 200 uL da fase superior do fenol acido (previamente agitado). A solugéo foi homogeneizada por 10 segundos em vortex,
e incubada por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada uma centrifugagao por 5 minutos a 12.000
x RCF a 4°C. Uma fase superior, aquosa € entdo formada, e transferida para um novo tubo de 1,5 mL, cerca de 240 pL.
Junto a ela, sdo adicionados 1,5 volumes de alcool isopropilico (certa de 396 L) e 0,1 volumes de acetato de sodio (cerca
de 24 uL). Essa solugéo ¢ entdo agitada no vortex por 10 segundos e em seguida encubada por no minimo 1 hora a -20°C.
Ao fim do tempo de incubagéo, a amostra é entéo centrifugada a 20.000 RCF durante 1 hora & 4°C. Passadas esse tempo,
foi adicionada a amostra 1 mL de etanol 75%, e o tubo invertido 5 vezes para lavar o precipitado. Em seguida, foi realizada
uma nova centrifugagéo por 5 minutos a 20.000 x RCF a 4°C. Depois disso, o sobrenadante foi dispensado, e dado um
spin na centrifuga e retirado com a pipeta o excesso de sobrenadante. Foi utilizado o speed-vac por 2 minutos a 30°C para
secar o restante de sobrenadante, e adicionado 25 L de 4gua DEPC, fazendo-se a homogeneizagéo inicial com a pipeta
para misturar o precipitado e a agua. As amostras entdo foram colocadas sobre o gelo por 5 minutos para dissolver antes
de serem guardadas no freezer -80°C.

Para se fazer a quantificagdo do RNA extraido foi utilizado o método de Qubit. Para tal, & necessario primeiro preparar
a solugéo de trabalho, com 199 L x N de amostras de Qubit buffer e N de amostras para o Qubit reagente. E separado
entdo, dois tubos que serdo o padrdo 1 e 0 padréo 2, e mais N tubos para a quantidade de amostras que serdo quantifica-
das. Com isso, sdo adicionadas no tubo do padrdo 190 L de solugéo trabalho com 10 WL do padréo. Para os tubos onde
serdo quantificadas as amostras, foram adicionadas 198 pL da solugéo trabalho e 2 L da amostra. Os dados foram entao
anotados para seguir com 0s préximos passos.

RESULTADOS

Na primeira etapa do projeto, em que consistia fazer a extragdo do miRNA, foram feitas varias extragdes com diferentes
reagentes e métodos, e o que melhor teve resultado foi o com fenol &cido. Ele foi o unico em que foi possivel observar
a olho nu o precipitado formado e com melhor rendimento dentre os outros métodos. E isso foi comprovado através da
quantificagdo do RNA pelo Qubit. As amostras tinham concentragdes variadas de miRNA. Para exemplificar alguns resul-
tados, temos como exemplo as amostras 7, 17 e 22. A amostra 7 que teve 200 ug/ml de RNA, o que equivale a 4000 ng
de RNA totais. A amostra 17 obteve 107 pg/ml de RNA, obtendo-se 2140 ng de RNA totais. Por sua vez, a amostra 22 teve
um resultado de 156 pg/ml que significa que na solugdo havia 3120 ng de RNA totais. No momento estamos avaliando a
qualidade dos RNA extraido e o perfil dos tamanhos de RNAs obtidos por eletroforese microfulidica.

CONCLUSOES
Um bom método para extrag@o de RNA total de plasma € a extragéo pelo Fenol &cido, visto que apresenta bom custo-be-
neficio e maior eficacia em comparagdo com os outros métodos avaliados.
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INTRODUCAO

O polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP) identificado como rs9939609 (ID NCBI: dbSNP) encontra-se no intron 1 do
gene FTO e é um dos polimorfismos mais estudados com associagbes consistentes com a obesidade. O gene FTO
esta localizado na regido cromossémica 16q12.2 (sequéncia gendmica NC_000016.10) e o SNP rs9939609, previamente
associado a obesidade, esta descrito na posi¢do genémica como g.53786615T>A. Em relagdo a sequéncia codificante
do gene FTO, o polimorfismo rs9939609 é descrito como ¢.46-23525T>A, ou seja, 23.525 nucleotideos a montante do
primeiro nucleotideo do éxon 2, cuja posigao na sequéncia codificante de nucleotideos do gene FTO é 46 (sequéncia do
RNA mensageiro: NM_001080432.2). Outro gene associado a obesidade é o gene MC4R, que esta localizado na regiéo
cromossdmica 18921.32 (sequéncia genémica NC_000018.10) e é altamente expresso no hipotalamo, associado ao con-
trole central da alimentag&o e do balango energético corporal (BELL; WALLEY; FROGUEL, 2005). Estudos revelaram uma
associagéo negativa entre as variantes rs2229616 (c.307G>A; p.V103I) e rs52820871 (c.751A>C; p.1251L) do gene MC4R
com a obesidade. Segundo estudos que analisaram as variantes do MC4R, portadores da variante rs2229616 possuem
um efeito protetor contra a obesidade comum (YOUNG et al., 2007) e individuos portadores da variante rs52820871 pos-
suem maior predisposicéo para perda de peso durante dietas e apds intervengdes cirrgicas, além de possuirem menor
risco para diabetes tipo 2 (MIRSHAHI et al., 2011).

OBJETIVOS

Identificar mutagdes nos genes FTO e MC4R em individuos da populagao geral, brasileiros, residentes no Rio de Janeiro,
e estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas na populagdo estudada, realizando a padronizagao de protocolos de
genotipagem, com o desenho de oligonucleotideos para a amplificagdo por meio da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) e sequenciamento do DNA. Realizar a predi¢ao da fungao das variantes ndo sindnimas por meio de algoritmos.

METODOLOGIA

Polimorfismos dos genes FTO (no intron 1) e MC4R (na regido codificante) foram selecionados para o estudo devido
as suas reconhecidas associagdes com o desenvolvimento da obesidade por meio de pesquisas na area de nutrigenéti-
ca. Inicialmente, as respectivas sequéncias génicas, anotadas em bancos de dados disponiveis gratuitamente tais como
“National Center for Biotechnology Information” — NCBI (PRUITT et al., 2014) e “The European Bioinformatics Institute”,
parte do “European Molecular Biology Laboratory” - ENSEMBL (YATES et al., 2016), foram identificadas e analisadas. Em
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seguida, foi realizado o desenho de iniciadores espécie-especificos com posterior realizagéo da PCR in silico (por meio do
programa “Primer BLAST — Basic Local Alignment Search Tool” - NCBI) para a pesquisa de regides de similaridade entre
sequéncias, visando prever o desempenho dos iniciadores recém-sintetizados e evitar a amplificagdo de sequéncias ines-
pecificas. Apos o estudo ter sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUGG/UNIRIO, realizou-se a coleta de
sangue total periférico para a extragéo de DNA com a utilizag&o do kit “Wizard® Genomic DNA Purification” (Promega, EUA),
seguindo as recomendagdes do fabricante. Os DNAs de cinco amostras foram extraidos e avaliados quantitativa e quali-
tativamente com o uso do equipamento NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). As PCRs foram padronizadas com o uso de
gradientes de temperatura, visando selecionar a temperatura de hibridizag&o mais adequada para a amplificagao especifica
da sequéncia alvo. Os produtos de PCR foram purificados a fim de serem sequenciados para confirmagdo da amplificagao
especifica da sequéncia génica de interesse com a metodologia utilizada. O sequenciamento foi realizado na Plataforma
de Sequenciamento da FIOCRUZ, com a utilizagao do kit “Big Dye terminator cycle sequencing” (Applied Biosystems, CA).
Os eletroferogramas resultantes do sequenciamento foram analisados com a utilizagao do software Sequencher (versao
de demonstracdo; Gene Codes Corporation, Ann Arbor) e comparados a respectiva sequéncia de referéncia dos genes
(FTO: NC_000016.10; MC4R: NC_000018.10) segundo os registros do banco de genes do NCBI (PRUITT et al., 2014). A
analise funcional de polimorfismos n&o sindnimos foi realizada de forma preditiva com a utilizag&o de algoritmos, incluindo o
MutPred2 (PEJAVER et al., 2017), PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al., 2010) e SNPs&GO (CALABRESE et al., 2009).

RESULTADOS

Um par de iniciadores (FTO- F1/R1) foi desenhado para a identificagdo do polimorfismo rs9939609 no intron 1 do gene
FTO (F1: 5-GGCTCTTGAATGAAATAGGATTC-3'; R1: 5-ATGTCCAAACAGTAGGTCAGG-3) Para a identificagdo
dos polimorfismos rs2229616 e rs52820871 do gene MC4R foram desenhados dois pares de iniciadores, MC4R-F1/
R1 (F1: 5-CTGCATCTGAATCTGTGTCACCCTG-3’; R1: 5-CAAGCAAGGAGCTACAGATCACC-3') e MC4R-F2/R2 (F1:
5-GGAGAATATCTTAGTGATTGTGGC-3’; R2: 5-AGCACGCAAAGTGTCCAATGC-3'). Antes de serem enviados para sin-
tese, os trés pares de iniciadores foram testados com sucesso por meio da PCR in silico, utilizando a ferramenta “Primer
Blast” (NCBI). Apds o recebimento dos iniciadores desenhados, foram realizadas as PCRs com gradiente de temperatura
com o objetivo de escolher a temperatura de hibridizagao dos iniciadores mais adequada para a amplificagdo da sequéncia
alvo. Atemperatura selecionada para amplificagao de sequéncias do intron 1 do gene FTO com os iniciadores desenhados
foi 58°C e a temperatura em que ambos os pares de iniciadores MC4R-F1/R1 e MC4R-F2/R2 hibridizaram mais especi-
ficamente a sequéncia alvo (sem sequéncias inespecificas) foi 64°C. A analise dos eletroferogramas de sequéncias do
intron 1 do gene FTO de trés amostras de DNA humano resultou na identificacdo do polimorfismo rs9939609, revelando
que dois dos individuos analisados sdo portadores da mutagdo em homozigose e um em heterozigose. Outro SNP, 24pb a
montante do SNP rs9939609, também foi identificado nestes mesmos individuos. Na Figura 1, podemos visualizar o SNP
rs9926289 (A) (c.46-23549G>A ; g.53786591 G>A) e 0 SNP rs9939609 (B) (c.46-23525T>A; g.53786615T>A), ambos
no intron 1 do gene FTO. Segundo mapas de haplétipos (HapMap), estes polimorfismos se encontram em desequilibrio
de ligacao, justificando a identificagdo do SNP rs9939609 sempre em conjunto com o SNP rs9926289 (FRAYLING et al.,
2007). Além disso, um estudo realizado na Pomerania (ROSSKOPF et al., 2011), mostrou que individuos com menos de
55 anos, que possuem os dois alelos de risco do SNP rs9926289 do gene FTO (gendtipo AA), exibiram niveis mais baixos
do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) . O IGF1 é expresso no figado e faz a mediagéo da maioria
das agdes enddcrinas do hormdnio de crescimento (GH), incluindo a regulagdo mitética das células, sintese proteica e
modulagéo da composigao corporal. Os autores deste estudo também identificaram o polimorfismo rs9926289 como outra
variante fortemente associada ao indice de massa corporal (IMC). Em relagdo ao estudo de variantes no gene MC4R, a
analise dos eletroferogramas de trés amostras de DNA humano, mostrou que nenhum dos individuos testados apresentam
sequer uma mutagao em toda a regido codificante do gene, o qual possui apenas um éxon (Figura 2).
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FIGURA 1. Eletroferograma da sequéncia de nucleotideos do intron 1 do gene FTO, ilustrando a presenca e a
proximidade dos polimorfismos rs9926289 (A) e rs9939609 (B), ambos em heterozigose na amostra analisada.
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FIGURA 2. Eletroferograma da sequéncia de nucleotideos de uma parte da regio codificante do gene MC4R,
ilustrando que o individuo analisado possui 0 genétipo homozigoto selvagem, ou seja, ndo apresenta mutagdes, de
acordo com a sequéncia de referéncia utilizada, depositada no banco de genes (NCBI: NC_000018.10).

Quanto a andlise funcional com o uso de algoritmos, s6 foi possivel realizar a predigao da fungdo de SNPs n&o sindnimos
do gene MC4R visto que as variantes analisadas no gene FTO encontram-se em uma regido genémica néo codificante
(intron 1). A predigao de funcéo das variantes p.V103l e p.I1251L da proteina MC4R foram realizadas (apesar de nao ob-
servadas neste estudo) e, ao contrario dos resultados clinicos, a andlise realizada com o uso de algoritmos revelou que
ambas as variantes parecem n&o resultar em efeitos deletérios.

CONCLUSOES

Os achados deste estudo, ainda que iniciais, demonstram que variantes do gene FTO estéo presentes na populagao estudada
e, portanto, possuem potencial importancia para os estudos em nutrigenética que tenham como objetivo contribuir para a pre-
vengao da obesidade nesta populagao. Em contraste, apesar de existirem 490 variantes ja descritas no gene MC4R, nenhuma
variante foi encontrada nas amostras estudadas, levantando duvidas a respeito da contribuicdo dos estudos de SNPs na
regido codificante do gene MC4R para a prevenc&o da obesidade na populagao alvo do estudo. Contudo, 0 sequenciamento
de um nimero maior de amostras certamente sera necessario para melhor estimar a frequéncia das variantes dos genes FTO
e MC4R nesta populagdo. Posteriormente, com o conhecimento das variantes mais frequentes e, portanto, mais relevantes
para o estudo da obesidade nesta populacgéo, poderao ser desenvolvidos testes de genotipagem para a identificagéo espe-
cifica destas variantes, que sejam menos custosos e laboriosos que o sequenciamento do DNA, tal como a PCR-ASO (com
o uso de iniciadores alelo-especificos). Certamente, a identificacéo de portadores de variantes génicas de maior risco para a
obesidade trara beneficios aos individuos desta populagao com a possibilidade de prevengéo e de uma dieta personalizada.
Desta forma, ap6s a conclus&o deste estudo, espera-se contribuir para a realizagao de valiosos estudos clinicos, servindo de
base para os avangos na area de nutrigenética associados a obesidade em individuos da populag&o brasileira.
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HA INTERAGAO ENTRE LACTOFERRINA BOVINA (BLF) E ANTIGENO
DE SUPERFICIE PNEUMOCOCICA A (PSAA)? A UTILIZAGAO DE TECNICAS
ESPECTROSCOPICAS PARA ELUCIDAR ESSA QUESTAO.
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INTRODUGAO

A Lactoferrina (Lf) foi inicialmente descrita por Montreuil (1960) é uma glicoproteina basica com um ponto isoelétrico (pl)
entre 8.0-8.5 de 80 kDa com cerca de 700 aminoacidos. A estrutura saturada por ferro é chamada de holo-lactoferrina
(holo-Lf) e & mais estével, apresenta forte resisténcia a protedlise (Susana et al., 2009). A forma livre de ferro da Lf é cha-
mada apo-lactoferrina (apo-Lf) possuindo uma conformagdo menos compacta e apresentando um comportamento mais
dindmico em relagéo a holo-Lf.

APsaA é uma lipoproteina de 37 kDa com 309 residuos de aminoacidos, a qual foi proposta originalmente como um antige-
no que reagia com anticorpos monoclonais de pneumococcus ndo encapsuladas (Rajan et al., 2008). Ela pertence a familia
das psaBCA. Sua estrutura consiste de dois dominios (a/B)4 dispostos de maneira pseudosimétrica (Lawrence et al., 1998).

As infecgBes motivadas por S. pneumoniae causam cerca de 1 milh&o de mortes anuais em criangas menores de 5 anos tanto
em paises desenvolvidos quanto em paises em desenvolvimento (Golden et al., 2015). Sendo a PsaA outra proteina relaciona-
da a viruléncia da S. pneumoniae buscar uma possivel interagao entre ela e a bLf se faz necessario para melhor entender quais
mecanismos usados pela bactéria na sua colonizagéo e verificar a potencialidade de atuag&o Lf como agente antibacteriano.

OBJETIVOS
- Analisar através de técnicas espectroscopicas, uma possivel interacdo entre a lactoferrina bovina, nas formas apo-bLf e
holo-bLf e a PsaA;

MATERIAIS E METODOS

Preparo de apo-lactoferrina

A Apo-bLf foi preparada a partir de uma capsula contendo 300mg de proteina. Essa capsula foi adicionada a 3 ml de
tampéao PBS e entdo solubilizada. Com o objetivo de remover a celulose contida na capsula a amostra foi centrifugada
em quatro ciclos. Por fim a amostra foi filtrada em membrana de nitrocelulose com poro de 0,22 um (Millipore, EUA) e
congelada a -20°C.

Preparo de holo-lactoferrina:

A holo-bLf (forma saturada de ferro) foi preparada a partir da apo-bLf aliquotada anteriormente de acordo com o método
descrito por Bokkhin et al. (2013). A proteina foi dosada utilizando o espectrofotdmetro em 280 nm, com o coeficiente de
extingdo molar de 1.27 M-1 cm-1 (holo-bLf). Posteriormente, a amostra foi aliquotada e congelada a -20°C.
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Obtencgdo da PsaA

A PsaA recombinante (residuos de aminoacidos 22-310) foi expressa e purificada de acordo com o protocolo descrito em
Larentis et al., (2011) e através de um gel SDS-PAGE 12% foi verificada sua integridade e homogeneidade. A proteina foi
aliquotada e armazenada a -200C.

Marcagéo da bLf por FITC
Ambas as lactoferrinas bovinas (formas Apo-bLf e Holo-bLf) foram marcadas para os experimentos de fluorescéncia utili-
zando o fluoréforo extrinseco, FITC (Isotiocianato de Fluoresceina) dissolvidos em DMF.

Espectroscopia de fluorescéncia e desnaturagdo térmica

Os espectros de fluorescéncia foram medidos em um espectrofluorimetro JASCO modelo FP-6500 (Jasco Corp., Toquio,
Japdo). A excitagdo usada foi 495 nm e a emissao foi varrida na regi@o entre 502-600 nm, obtendo-se pico maximo de
emissdo em 520 nm.

Desnaturagdo Térmica

As amostras foram diluidas em tampao Tris 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5 para um volume final de 600 L. Foram tirados
0s espectros para solugdes contendo somente lactoferrina e para ela complexada com a PsaA. A temperatura foi variada
de 25-850C. Os dados experimentais foram analisados e tratados posteriormente no GraphPad Prism 5™,

Dicroismo Circular

Os espectros de CD foram realizados em um espectropolarimeto JASCO 815 (Jasco Corp., Toquio, Japao). Foi utilizada
uma cubeta de quartzo com caminho 6tico de 0,1 cm e os espectros analisados na faixa de 260-190 nm. Os dados expe-
rimentais foram analisados e tratados posteriormente no GraphPad Prism 5™,

Polarizagao e Anisotropia

As medidas de polarizagao foram realizadas utilizando a concentragdo de 100 pg/mL de lactoferrina bovina marcado com
FITC. Os espectros foram analisados num espectrofluorimetro modelo ISSK2 (1SS Inc., Chapaing, IL, USA) com excita¢éo
em 495 nm. Os dados experimentais foram analisados e tratados posteriormente no GraphPad Prism 5™,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos com fluorescéncia utilizando FITC mostraram que os picos de intensidade de fluorescéncia foram mais
baixos de uma forma geral na apo-bLf quando comparado a holo-bLf sendo eles, 309 U.A. e 434 U.A. respectivamente.
Eram esperadas variagdes nos espectros do FITC mas elas ocorreram de forma muito sutil o que poderia indicar uma
interac&o fraca entre as proteinas ou mesmo auséncia de interacdo. Esse Aumento também foi observado ao avaliar a es-
tabilidade frente a temperatura que é corroborado com um trabalho de Wong (2013) que comprova o ganho de estabilidade
térmica e quimica da albumina sérica bovina (BSA) induzido pelo mel de abelha.

Nos experimentos de dicroismo circular foi observado que a apo-bLf e holo-bLf apresentaram uma elipticidade negativa
com vales em torno de 220 e 210 nm indicativo de uma maior predominancia de a-hélice o que é corroborado por Anderson
(1989). Uma menor quantidade de estrutura secundaria foi observada para PsaA o que era esperado por ser uma proteina
pequena com dois dominios (a/B)4 (Lawrence et al., 1998). A manutengao dos espectros indicou que ndo ocorreram mu-
dancas na estrutura secundéria das proteinas e sim apenas um somatério das estruturas de cada proteina.

Por tltimo, para avaliar de forma mais direta a interacdo entre a bLf e a PsaA realizou-se
um experimento de anisotropia. No entanto ndo foi observado mudangas na anisotropia
quando adicionado concentragdes crescentes de PsaA. As variagdes observadas nos expe-
rimentos foram em torno de 0.02 unidade de anisotropia o que segundo Nienhaus (2005)
ndo representa variacdes significativas nos valores de anisotropia, que no caso podem estar
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ocorrendo devido a presenga do fluor6foro livre em solugdo. Eram esperados valores como

visto em Ano Bom (2009) quando se calculou a anisotropia para a ligagdo da proteina p53C
a fragmentos de DNA em solug¢des com diferentes pH verificou-se variagdes na anisotropia

de até 0,2 nm.

CONCLUSAO

Neste trabalho foram utilizadas diversas técnicas de biologia estrutural, sendo possivel
desenharmos um fluxo de experimentos e estudo para mapear interagdes entre a proteina
antigeno de superficie pneumococica A (PsaA) e a lactoferrina bovina (bLf). Os experimen-
tos de fluorescéncia e desnaturacao térmica nao forneceram dados que pudéssemos afirmar
ou negar a presenca dessa interacao. Os experimentos de anisotropia deram fortes indicios
da ndo existéncia de interagdo entre as proteinas. Este desenho experimental podera ser
utilizado para as proximas etapas do projeto.
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INTRODUGAO

A obesidade & considerada uma desordem hereditaria. E firmada quando o individuo apresenta um indice de Massa
Corporal superior a 30 kg/m?. Devido ao aumento de sua incidéncia é considerada tema de saude publica, €, para um maior
conhecimento dos danos fisicos, organicos e mentais sao necessarios estudos a respeito do seu desenvolvimento e suas
origens genéticas e/ou fisiopatoldgicas.

Existe associagdo do sistema nervoso central, como ferramenta controladora do peso, comprovada por pesquisas que
demonstraram a presenca de 32 locus génicos associados a obesidade.

Desse modo, muitas sindromes genéticas que cursam com alteragdes no desenvolvimento mental podem afetar genes do
circuito central envolvido no balango energético.

A técnica de citogenética molecular Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA) é capaz de detectar microdeleces e
microduplicacdes a partir da amplificagdo do material genético, previamente hibridizado com sondas especificas para cada
regido de interesse. A visualizagdo dessas amplificagdes pode ser feita por eletroforese capilar e sua analise é feita por
programas especificos de genotipagem.

Tendo em vista a grande variabilidade fenotipica, o que dificulta que o diagndstico seja baseado apenas em critérios clini-
cos, torna-se de extrema importancia o uso de ferramentas moleculares para que um diagnéstico conclusivo seja obtido.

OBJETIVO

O estudo tem como objetivo detectar microduplicagdes e microdelegdes por meio da técnica de Multiplex Ligation Probe
Amplification (MLPA), utilizando o kit P064 em pacientes com obesidade e deficiéncia mental, o que possibilitard a corre-
lacéo gendtipo-fenétipo. Além disso, realizar uma reviséo sistematica da literatura cientifica sobre as alteragdes genéticas
detectadas nos pacientes deste estudo.

METODOLOGIA

Foram selecionados pacientes de ambos os sexos que fazem acompanhamento no Ambulatério de Genética do Hospital
Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG). Os critérios de inclus&o estabelecidos para este estudo foram: presenca de obesi-
dade/sobrepeso e atraso no desenvolvimento mental.

Todos os responsaveis pelos pacientes foram informados dos objetivos deste projeto e, ao aceitarem participar, assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido em duas vias.

Foi realizada revisdo de literatura na base de dados www.pubmed.com.br, no periodo compreendido entre 2002 a 2017,
com as palavras-chaves “22q11.21 duplication” e “22q11.21 duplication syndrome”.
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Extragdo de DNA

Para a realizagdo da técnica de MLPA, foram colhidos aproximadamente 3 ml de sangue periférico em tubo com EDTA
(frasco Vacuette® EDTA). Para a extragdo do DNA, a partir de linfocitos de sangue periférico, foi utilizado o Kit da GE
Healthcare® conforme o protocolo do fabricante. O DNA extraido foi quantificado por meio da leitura em espectrofotémetro
(ND-100 Spectrophotometer da NanoDrop®) e armazenado em freezer.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Dentre varios kits de MLPA, foi selecionado o kit P064 de microdelegdes cromossémicas (Citogem Biotecnologia), que
utiliza sondas de DNA que se hibridizam em regides envolvidas em muitas sindromes genéticas as quais cursam com
obesidade e deficiéncia mental. Todas as regides cromossdmicas que foram investigadas estdo descritas no quadro 1.

Quadro 1: Regides cromossdmicas analisadas pela técnica de MLPA

REGIOES CROMOSSOMICAS

1p36 (Monossomia 1p36) 5p15 (Sindrome de Cri du Chat)

15q11 (Sindrome de Prader-Willi/Sindrome de Angelman) 20p12 (Sindrome de Alagille)

17p11 (Sindrome de Smith-Magenis) 17p13 (Sindrome de Miller-Dieker)
4p16 (Sindrome de Wolf-Hirschhom) 5035 (Sindrome de Sotos)

16p13 (Sindrome de Rubinstein-Taybi) 7p21(Sindrome de Saethre-Chotzen)
7911 (Sindrome de Williams-Beuren) 22q11 (Sindrome de DiGeorge)

11p13 (Sindrome WAGR) 22q13 (Sindrome de Phelan-McDermid)

Interpretagdo dos dados
O resultado da separagdo dos amplicons por eletroforese capilar foi analisado pelo software Coffalyser® que forneceu
informagdes sobre a perda ou ganho de material genético para cada paciente.

RESULTADOS
Foram avaliados 37 pacientes com obesidade e deficiéncia mental e/ou fenétipo Prader-Willi like, entre 6 anos e 3 meses
a 43 anos de idade, sendo 18 do sexo feminino e 19 do sexo masculino.

Dentre as possibilidades de sindromes de microdelegdes e microduplicagdes investigadas por meio da técnica de MLPA
com o kit P064, foi detectada no paciente de nimero 4 uma duplicagdo do segmento cromossomo 22g11.21.

Relato de caso

Paciente masculino, de 18 anos, encaminhado ao Ambulatdrio de Genética do HUGG aos 8 anos e 1 més, devido a obe-
sidade, hiperatividade, deficiéncia mental e hiperglicemia. Gestagdo sem intercorréncias, nascido a termo, com 2200g, hi-
potdnico, apresentou dificuldade de sucgo e atraso nas marcos de desenvolvimento infantil. Iniciou hiperfagia aos 2 anos,
com ganho de peso ponderal e demonstrou dificuldade de aprendizado na escola. Foi submetido a eletroencefalografia e
audiometria em campo livre, as quais foram normais. RX de cranio mostrou reducéo dos didmetros cranianos.

Na revis&o bibliografica foram encontrados 36 artigos, sendo selecionados 8, os quais relatam casos com a mesma dupli-
cagao, totalizando um total de 16 individuos.

Dessa amostra, 11 s&o do sexo masculino e 5 feminino. Dentre os estudos que publicaram o tamanho da duplicagéo en-
contrada, encontramos um intervalo que varia de 367Kb a 3,6Mb.

A principal caracteristica clinica encontrada em 11 individuos, representando uma frequéncia de 68,75 % da amostra, foi
a presenga de alterag@o cognitiva, que também estava presente no nosso paciente-caso. Em seguida estdo as anorma-
lidades musculoesqueléticas e de fissura palpebral com 9 e 7 casos, respectivamente. Entretanto, nosso paciente ndo
apresentou essas caracteristicas. Também, com 43,75% esta a hipotonia, presente no nosso caso.
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Os demais achados clinicos do nosso paciente foram hiperfagia, obesidade, olhos amendoados, abio superior fino, disli-
pidemia, problemas comportamentais, defeito na articulagao das palavras e lesdes de pele (skin piking). Dentre essas, so-
mente problemas comportamentais e labio superior fino foram encontradas em 2 casos distintos dentre os 16 individuos.

CONCLUSAO

A técnica de MLPA empregada permitiu o diagndstico genético de um paciente, que permanecia sem diagnéstico. Este
fato por si s6 justifica o esforgo investigativo, pois o diagnéstico preciso de doencgas genéticas propicia o aconselhamento
genético adequado, diagnéstico diferencial e determinagao do prognéstico. Soma-se a isso a padronizag&o de uma técnica
importante de biologia molecular, na UNIRIO, que serve como alternativa quando as técnicas de citogenética classica,
FISH e PCR-Metilagao especifica ndo sdocapazes de identificar alteragao na regido 15q11-q13, que esta alterada na SPW.
O MLPA kit P064, para identificagdo de causa cromossémica de retardo mental, foi capaz de mostrar a regido cromossé-
mica alterada em um de nossos pacientes com SPW-like.
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INTRODUGAO

As neoplasias mieloproliferativas BCR-ABL negativas sdo doengas clonais da célula tronco hematopoiética, nas quais ha
proliferagdo e maturagdo de uma ou mais células da serie mieloide, levando a aumento da massa eritrocitaria, trombaticos
elou leucocitose. As neoplasias mieloproliferativas crénicas BCR-ABL negativas classicas se dividem em policitemia vera
(PV), mielofibrose (MF) e trombocitemia essencial (TE). O diagndstico molecular desses pacientes é feito pela pesquisa da
mutagdo ¢.1849G>T (p.V617F) em JAK2 (na regido cromossdmica 9p24.1), insergdes ou delegdes em CALR (localizado
no cromossomo 19p13.2) e mutagdes no gene MPL (localizado na regido cromossémica 1p34.2) que resultam em altera-
¢Oes nos residuos 505 e 515 da proteina MPL. Amutagao p.V617F em JAK2 é a mais frequente, estando presente em 98%
dos casos de policitemia vera e entre 50-60% dos casos de trombocitemia essencial e mielofibrose. Essa mutagao leva a
ativacéo constitutiva da via de JAK-STAT. Nos casos de PV negativos para a mutacéo p.V617F em JAK2 podem ser encon-
tradas outras mutag6es no exon 12 do mesmo gene, sendo praticamente todos os pacientes positivos para mutagdes em
JAK2. Cerca de 60 a 84% dos pacientes com trombocitemia essencial e mielofibrose negativos para a mutagéo p.V617F
em JAK2, podem apresentar mutagdes no éxon 9 de CALR. Mutagdes em MPL podem estar presentes em 3% dos pacien-
tes diagnosticados com TE e de 5 a 10% dos pacientes diagnosticados com mielofibrose. As mutagdes em JAK2, CALR
e MPL s&o geralmente mutuamente exclusivas. No entanto, 10 a 15% dos pacientes ndo apresentam um marcador mole-
cular diagnéstico e sao classificados como triplo negativos. Recentemente, diante desses casos, iniciaram-se pesquisas
fora dos éxons onde comumente se encontram as mutagdes classicas e notou- se a existéncia de outras mutagdes que
poderiam auxiliar no diagndstico desses pacientes. Foram encontradas mutagdes fora do éxon 10 de MPL e dos éxons 12
e 14 de JAK2 em aproximadamente 20% dos casos de triplo-negativos de trombocitemia essencial e mielofibrose.

Objetivos: Pesquisa das novas mutagdes descritas em JAK2 e MPL detectadas em pacientes com TE e MF triplo negati-
vos, assim como a validag&o das variantes encontradas em nossa coorte pela analise por NGS, com o objetivo de auxiliar
na melhor caracterizagdo molecular desses pacientes.

METODOLOGIA

Aanalise de JAK2 (p.V617F) foi feita por PCR alelo especifico. A detecgao de insergdes e dele¢des no éxon 9 de CALR (dels
52pb e ins 5pb) foi feita por PCR seguido de analise de fragmentos. Mutagdes no exon 10 de MPL (que resultam nas muta-
¢Oes p.S505N e p.W515L/K na proteina MPL) foram detectadas por PCR seguido de sequenciamento direto. Os iniciadores
para analise das mutagdes ndo classicas de MPL, nos exons 3 (resultando na mutagéo p.T119l), 4 (resultando nas muta-
cOes p.S204P/F e p.E230G), 6 (resultando nas mutagdes p.R321Q e p.C322G) e 12 (resultando na mutagdo p.Y591L/D);
e de JAK2, nos exons 13, 16, 17 e 21 (resultando nas mutagdes p.F556V, p.L696I, p.P727T e p.Y931C, respectivamente),
foram desenhados no software Primer 3 e analisados quanto a especificidade no NCBI (Nacional Center for Biotechnology
Information). As reagtes de PCR para a amplificagéo de sequéncias de cada xon foram padronizadas quanto a concentra-
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céo de MgCI2 e temperatura de anelamento dos iniciadores, e os amplicons foram analisados por sequenciamento direto.
O sequenciamento e analise de fragmentos foram realizados em um equipamento 3130xI (Applied Biosystems) e os dados
obtidos foram analisados nos softwares Mutation Surveyor 3.0 e Chimer Marker (SoftGenetics, LLC).

RESULTADOS

Inicialmente, pacientes de TE e MF negativos para JAK2 (p.V617F) foram analisados para mutagdes no éxon 10 de MPL e
insercdes ou delegdes no éxon 9 de CALR. Uma vez determinado os pacientes triplo negativos, estes foram investigados
para as novas mutagdes. A padronizagao da PCR para a amplificagao de sequéncias dos exons selecionados foi realizada,
obtendo-se os melhores resultados no éxon 3 de MPL com 1,0mM de MgCI2 e T= 58°C, no éxon 4 de MPL com 0,75 mM
de MgClI2 e T= 54°C, no éxon 6 de MPL com 2,0 mM de MgCI2 e T= 58°C, no éxon 12 de MPL com 1,0 mM de MgCI2
e T=54°C, e no éxon 21 de JAK2 com 1,5 mM de MgCI2 e 56°C. Nos éxons 3, 6 e 12 de MPL, nenhuma das amostras
analisadas apresentou mutagdes. No éxon 4 de MPL, o codon 204 também n&o apresentou nenhuma mutag&o. Estudos
anteriores afirmam uma ligac&o entre mutagdes no cédon 204 do transcrito de MPL com uma menor taxa de transformagao
leucémica no periodo de 6 anos, de modo que a presenga desta mutagdo seria considerada um fator de bom prognéstico
(MILOSEVIC FEENSTRA et al., 2016). Ainda na analise do exon 4 de MPL, néo foi encontrada a variante que resulta
na mutagdo p.E230G, entretanto, dois pacientes apresentaram uma mutacéo sindnima na mesma posicéo (p.E230E).
Essa variante é considerada benigna, esta relatada na literatura como presente em pacientes com TE e foi descrita como
germinativa, o que ndo pode ser confirmado em nossa coorte devido a auséncia de amostras de outros tecidos. Todos os
pacientes de MF foram investigados para uma variante no exon 21 do gene JAK2 (que resulta na mutagéo p.Y931C), mas
nenhuma mutag&o foi encontrada entre nossa coorte. A auséncia dessa mutacéo é considerada benéfica, uma vez que ela
pode conferir resisténcia ao inibidor de JAK1/2 Ruxolitinibe (Jakavi, Novartis)(DESHPANDE et al., 2012).

Conclusdes: Em nossa coorte, a analise de amostras de pacientes com mielofibrose por sequenciamento de nova geragao
identificou quatro novas variantes de MPL e JAK2 também em outros exons n&o incluidos na analise cléssica. Essas mu-
tacdes podem ser de grande importéncia para o diagnostico molecular de pacientes triplo negativos, assim como para a
compreenséo da fisiopatologia dessas doengas. Ao decorrer do proximo semestre, serdo padronizadas as PCRs para am-
plificagdo de sequéncias dos exons restantes ( xons 12, 15, 16 e 17 de JAK2), e a coorte sera investigada para mutagdes
nestas regiées do gene. Por fim, os resultados moleculares seréo correlacionados com os dados clinicos dos pacientes.
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INTRODUGAO

O Rinovirus humano (Human Rhinovirus - HRV) pertence ao género Enterovirus da familia Picornaviridae. Essa familia
contém 11 géneros e mais de 200 sorotipos descritos (SIMMONDS et al., 2010). Causador do resfriado comum, é respon-
savel pelo terceiro maior motivo de visitas médicas nas grandes cidades (HSIAO et al., 2010). Como era costumeiramente
associado somente ao resfriado comum e a presenga de sintomas brandos, sua ag&o limitava-se ao comprometimento
de vias aéreas superiores. Porém, um estudo recente tem sugerido que o Rinovirus pode propagar-se até as vias aéreas
inferiores, sendo um importante contribuinte para o desenvolvimento de sintomas mais graves, como a obstrugédo das vias
aéreas e tosse, que podem evoluir para bronquiolite ou pneumonia, por exemplo (MOSSER et al., 2005)it is unclear how
important bronchial infection is to these processes. To study the kinetics, location, and frequency of RV appearance in lower
airway tissues during an acute infection, immunohistochemistry and quantitative polymerase chain reaction analysis were
used to analyze the presence of virus in cells from nasal lavage, sputum, bronchoalveolar lavage, bronchial brushings,
and biopsy specimens from 19 subjects with an experimental RV serotype 16 (RV16. Apesar de inimeros tipos de virus
serem reportados como sendo responsaveis causadores de doengas cronicas respiratérias, as rinoviroses mostram-se
fortemente associadas a outros quadros de doengas respiratérias além do resfriado comum, tais como asma, bronquiolite
e pneumonia (INOUE; SHIMOJO, 2013), onde seriam responsaveis pela exacerbagéo de tais quadros patolégicos (M.
KHADADAH et al., 2010)tumor weight correlated with the tumor growth time and also with the number of metastases in
lymph nodes and organs. The dorsal ear space between the skin and cartilage enables both lymphatic and hematogenous
metastatic spread. The model should be useful to study the mechanism of melanoma metastasis and to develop therapy

for this currently untreatable disease.”, “author” : [ { “dropping-particle” : *, “family” : “M. Khadadah, S. Essa, Z. Higazi, N.
Behbehani”, “given” : “and W. Al-Nakib”, “non-dropping-particle” : ", “parse-names” : false, “suffix” : “ } ], “container-title” :
“Anticancer Research”, “id” : “ITEM-17, “issue” : “12”, “issued” : { “date-parts” : [ [ “2010”]]}, “page” : “4799-4804", “title” :
“A clinically relevant, syngeneic model of spontaneous, highly metastatic B16 mouse melanoma”, “type” : “article-journal”,
“volume” : “30” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=7d9e48b0-2e78-4306-b4dc-f37342d818f4" ] } ],
“mendeley” : { “formattedCitation” : “(M. KHADADAH, S. ESSA, Z. HIGAZI, N. BEHBEHANI, 2010. A internalizacéo do
material genético viral ativa os receptores endossémicos TLR7/8, que reconhecem RNA viral de fita simples (SSRNA) e
TLR3, que reconhece RNA viral de fita dupla (dsRNA) da mesma forma que o receptor MDA-5, por exemplo (XAGORARI;
CHLICHLIA, 2008). Nas células epiteliais do sistema respiratério, esse tipo de interagéo das proteinas do capsideo viral
juntamente com seu receptor é capaz de induzir a liberagdo de inumeras citocinas, quimiocinas e mediadores antiinfla-
matorios, as quais atuam como atrativo para as células do sistema imune, como células NK, granulécitos, mondcitos e

linfécitos até o sitio de infecgdo do Rinovirus, contribuindo, desse modo, para o desenvolvimento da imunidade adaptativa
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(GOYA et al., 2003). Doengas cronicas respiratérias sao frequentemente associadas ao aumento do nimero de células
T no tecido pulmonar e nas vias aéreas, sugerindo que tais células tenham um papel importante na progresséo dessas
doengas (MERCER et al., 2005)Robert M. Rogers, Frank C. Sciurba, Harvey O. Coxson”, “given” : “and Peter D. Par\
u00e9”, “non-dropping-particle” : “*, “parse-names” : false, “suffix” : “* } ], “container-title” : “The New England Journal of
Medicine”, “id” : “ITEM-17, “issue” : “26”, “issued” : { “date-parts” : [ [ “2004” ] ] }, “page” : “1045-1057", “title” : “The Nature
of Small-Airwa Obstruction in Chronic Obstructive Pulmonary Disease”, “type” : “article-journal”, “volume” : “350” }, “uris” :
[ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=57194698-cbcf-4098-9b67-7efdf1378caf" ] }, { “id” : “ITEM-2, “itemData” :
{“DOI” : “10.1007/s00005-008-0005-6", “ISBN” : “0000500800056”, “ISSN” : “0004069X”, “PMID” : “18250971”, “abstract”
: “INTRODUCTION: The role of CD4+ T cells in the immunopathogenesis of asthma is well documented. Little is known
about the role of CD8+ T cells. The aim of this study was to assess peripheral blood subsets of CD4+ and CD8+ T cells
expressing naive/memory markers (CD45RA+/RO+. De acordo com alguns estudos, porém, a proliferagéo local (SAETTA
etal., 2002), o aumento no recrutamento de células T circulantes até o sitio de infecgdo (GOYA et al., 2003), ou até mesmo
a reducado de apoptose (HENSON et al., 2006) podem ser possiveis mecanismos que justificariam esse grande acumulo
celular. Entretanto, apesar do grande nimero de estudos que relatam o aumento no actumulo celular exercido frente a
uma infecgéo por Rinovirus com relagéo a doengas cronicas respiratorias, ha aqueles que reportam a redugéo do nimero
celular (CARAMORI et al., 2003)there is little information available on inflammatory markers during an exacerbation and
the relationship with severity or time course of recovery. A study was undertaken to investigate the sputum cell and cytokine
characteristics of COPD when stable and during an exacerbation. METHODS: Induced sputum samples from 57 patients
with moderate to severe COPD were analysed (44 samples were taken during a stable period and 37 during an exacerba-
tion. De acordo com Hodge, S.J. e colaboradores (2003), células T oriundas do sangue periférico de pacientes que apre-
sentavam quadro de doengas cronicas respiratérias estariam mais propensas a sofrer apoptose quando comparadas com
células T de individuos saudaveis. Por mais que a apoptose seja um processo fundamental para o combate ao patégeno e
eliminac&o do excesso de células imune que se encontram ativadas no sitio de infecgéo, o efeito desse mecanismo de for-
ma desenfreada sobre células T pode resultar no comprometimento das defesas do hospedeiro frente a patologia (HODGE
et al., 2003). Portanto, ainda que as células T sejam bem reconhecidas pelo papel que desempenham em quadros de
doencas cronicas respiratorias, € possivel observar que ha a falta de elucidagdo principalmente no que se diz respeito ao
mecanismo molecular que causa o acumulo ou redugdo no nimero de células no sitio da infecgao e/ou corrente sanguinea
durante o progresso da patologia, de modo a contribuir ou ndo para seu desenvolvimento e exacerbagao.

OBJETIVO
Investigar, in vitro, a capacidade imunomoduladora do HRV-B14 em linfdcitos obtidos de células mononucleares de sangue
periférico humano, com o intuito de identificar possiveis mecanismos imunossupressores.

METODOLOGIA

Isolamento de linfocitos a partir do PBMC (células mononucleares de sangue periférico humano)

20 mL de sangue de voluntarios foram colocados sob 10 mL de Ficoll e centrifugado por 20 min. Apés a centrifugagéo a
nuvem contendo células mononucleares foi coletada e lavada 2x com 25 ml PBS. As células mononucleares foram deposi-
tadas em garrafas de cultura e mantidas em estufa para adeséo durante 1h. Apds a incubagéo, o sobrenadante contendo
os linfécitos foi coletado e lavado 2x com PBS gelado.

Cultura dos linfécitos com HRV- B14

2,5x108 de linfécitos/ml foram cultivados em placa de 24 pogos e 1x108 linfocitos/ml foram cultivados em placa de 96 pogos
por 120h com somente 0 meio ou com 10 pg/mL de anticorpo monoclonal anti-CD3 e 10 ug/mL do composto antiviral WIN
na presenca ou ndo de HRV-B14 na MOI de 10:1.
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Citometria de fluxo

Os linfécitos foram incubados com anticorpo monoclonal bloqueador da regi&o Fc de imunoglobulinas ou plasma san-
guineo por 30 min. Posteriormente, foram incubados com os anticorpos monoclonais especificos para as subpopulagdes
e para avaliagdo da ativagao e apoptose. Anticorpos anti-CD4 (PE) e anti-CD8 (PeCy7) foram utilizados para avaliar a
frequéncia das subpopulagdes de linfocitos. Anticorpo anti-CD95 (FITC) foi utilizado para a avaliagéo da ativagéo e 7AAD
e Caspase 3 ativa para avaliagdo da morte celular. A marcagao para Caspase 3 ativa foi realizada pelo kit CaspGIOW™
Fluorescein Active Caspase-3 Staining kit da eBioscience. Para cada ensaio foram adquiridos 10.000 eventos de cada
amostra e cada variavel estudada foi analisada dentro da regido do gate caracteristico de linfécitos.

Anilise estatistica
Os dados obtidos foram analisados com o programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, in.). Para comparagao das
amostras pareadas, foi empregado o teste t de Student com intervalo de confianga bilateral de 95%.

RESULTADOS

Observamos que HRV-B14 induz a proliferagdo celular ap6s 120h de interagdo, uma vez que quantificamos aumento
significativo no namero de linfécitos T totais. O mesmo perfil de proliferagdo pode ser observado com relagao a conta-
gem das células T CD8*. Ja para as células T CD4* observamos que somente sob interagdo com HRV-B14 e anti-CD3
as mesmas apresentam maior celularidade. Uma vez que a interagdo com HRV-B14 induz a proliferagao celular na
cultura de linfocitos (ILARRAZA et al., 2013), analisamos a expresséo de CD95 como um marcador precoce de ativa-
¢ao efou susceptibilidade ao processo apoptotico. HRV-B14 parece induzir uma maior expressdo de CD95 quando
comparada com o controle. A expressdo de CD95 pelos linfécitos aumenta ainda mais quando sob interagdo com
HRV-B14 em conjunto com anti-CD3. O mesmo perfil pode ser observado com relagdo as subpopulagdes de células
T CD4* e CD8". Posteriormente, realizamos a marcagdo de Caspase 3 ativa e também de 7AAD, um intercalante de
DNA, de modo a verificar se esta expressao precoce poderia estar associada a ativagdo dos mesmos ou a susceptibi-
lidade de sofrer apoptose. Adicionalmente, foi incluida uma condigéo de cultura em que se apresenta o composto WIN
52084, interagindo na cultura de linfocitos com HRV-B14, na presenga ou ndo de anti-CD3. Os compostos WIN sdo
moléculas hidrofébicas que impedem a interagdo da particula viral com o receptor da célula do hospedeiro, inibindo
a infeccdo pelo virus e, consequentemente, a replicagéo viral (SHEPARD; HEINZ; RUECKERT, 1993). HRV-B14 nao
parece aumentar o numero de linfécitos totais que expressam Caspase 3 ativa ap6és 120h de interagdo somente com
meio de cultura. Porém, quando os linfécitos sdo ativados com anti-CD3 sob interagdo com HRV-B14, a expressado de
Caspase 3 ativa parece aumentada com relagdo a condigdo onde os linfocitos sdo ativados somente por anti-CD3.
Para os linfécitos T totais, T CD4* e T CD8* é possivel observar que, na cultura de linfécitos acrescidas de somente
meio de cultura, HRV-B14 parece induzir uma maior expresséo de 7AAD apds tempo de incubagdo de 120h. De forma
semelhante, quando as células sao acrescidas de anti-CD3 na presenga de HRV-B14, a expressao de 7AAD mostra-se
aumentada com relagdo a condi¢do onde anti-CD3 esta sozinho. Como a membrana celular é semipermeavel ao 7AAD
e a permeabilidade aumenta conforme a membrana perde a integridade, as células em apoptose captam pouco 7AAD,
enquanto que as células em necrose captam uma quantidade maior. Portanto as células 7AAD™" foram consideradas
em apoptose e as células 7AAD"9" foram consideradas em necrose. Observamos que as células T CD4* e T CD8* ndo
apresentam diferenca para a marcagdo de 7AAD"9" (necrose), enquanto que para a expressdo de 7AAD'“" (apoptose),
observamos que as células T CD8* acrescidas somente de HRV-B14, ativadas com anti-CD3, apresentam significativa-
mente mais marcagdo em comparagéo as que estdo expostas a anti-CD3 sozinho. J& T CD4* exibe significativamente
mais apoptose quando as células estdo somente na presenca de anti-CD3 e sob interagdo com HRV-B14 na presenga
de anti-CD3. Células T sdo as Unicas capazes de serem conduzidas por um processo de apoptose precedido de ativa-
¢ao, chamado AICD, o qual ocorre por meio da repetida estimulagdo celular e caracterizado pela co-expressao de CD95
e sua molécula ligante (CRUZ et al., 2016).
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CONCLUSAO.

Nossos dados preliminares sugerem que HRV-B14 afeta a resposta protetora mediada pelos linfécitos, comprometendo o
estabelecimento e ativagdo da resposta imune adquirida mediante a promogao da apoptose, acarretando em um possivel
mecanismo de imunossupressao que dificultaria a resolugéo do quadro infeccioso.
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INTRODUGAO

Ja foi apontado que a microbiota endofitica é capaz de influenciar positivamente o crescimento das plantas por: (i) au-
mentarem a ciclagem de nutrientes, (i) suprimirem patdgenos pela produgéo de antibioticos, sideréforos ou substancias
antagonistas de fungos e bactérias e (iii) produzirem substancias biologicamente ativas como auxina e outros hormdnios
vegetais [1]. Esse processo se prova importante para orquideas, uma vez que a identificagdo dessa microbiota pode ser
utilizada no processo de aclimatagdo em parques naturais visando a restauragéo de biodiversidade de florestas tropicais
degradadas, como a mata atlantica.

Esse trabalho € inédito, pois ele nunca foi realizado em orquideas. Aidentificagdo da diversidade da microbiota nessas plantas
pode resultar em correlagdes dessa diversidade com: (i) os habitos de vida da planta, (ii) com o clima em que elas so cultiva-
das e (iii) com a composi¢&o da planta. A identificagdo de algum microorganismo benéfico cultivavel nessas plantas, através
da metodologia empregada, pode resultar na produgéo de um produto inoculante, o qual pode aumentar a taxa de sucesso
de reintroduc&o de orquideas ameagadas de extingdo em seu ecossistema original. O conhecimento da diversidade da mi-
crobiota de plantas ameagadas de extingdo também pode ser importante em estratégias de conservagéo desse ecossistema.

OBJETIVO

Como objetivo principal temos a identificagdo da microbiota de orquideas. Como objetivo especifico nessa fase inicial do
trabalho temos: (i) Identificar um método de extracéo eficiente do DNA gendmico das orquideas; (ii) identificar as espécies
de orquideas coletadas por barcoding (matK e rbcl); (iii) identificar os microorganismos endofiticos de orquideas por bar-
coding (16s e ITS).

METODOLOGIA

As orquideas foram coletadas de locais de ocorréncia natural (in situ) em unidades de conservag&o. As plantas foram co-
letadas de forma aleatdria conforme fossem encontradas e identificadas morfologicamente, quando possivel. Para desin-
festacdo de amostras foi realizado processo de lavagem e esterilizagao de superficie antes da conservagao das amostras
[2]. O tecido vegetal foi segmentado em parte aérea (caules, folhas e bulbos) e raiz, congelado em nitrogénio liquido e
conservado a -20°C.

A extracdo do DNA total das amostras foi feita por meio do método CTAB a quente de Doyle & Doyle [3] com modi-
ficagdes para utilizagdo de grandes volumes. A amostra macerada foi adicionada a tamp&o de extragdo CTAB 2% e
B-mercaptoetanol. Apds incubagdo em banho-maria & 65°C, o0 DNA foi extraido duas vezes da mistura, uma com fenol pH
8, cloroformio, alcool isoamilico (25:24:1 v/v) e outra com cloroférmio, alcool isoamilico (24:1 v/v). O extrato foi precipitado
em isopropanol & -20°C por uma noite. O DNA foi centrifugado, para entéo ser lavado duas vezes com etanol 70% e res-
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suspendido em 3mL de &gua milli-Q estéril antes de ser conservado a -20°C. Outra variante do método de Doyle e Doyle,
chamada de CTAB 2, foi utilizada nas amostras em que o método CTAB principal falhou. O DNA foi extraido trés vezes
da mistura com cloroférmio, alcool isoamilico (24:1 viv). O extrato foi precipitado com solu¢éo de CTAB 10%, NaCl 1,4 M
mais de isopropanol & -20°C por uma noite. O DNA foi centrifugado e lavado duas vezes com etanol 70% e uma vez com
etanol absoluto. O DNA foi eluido em 1 mL de &gua milli-Q. O kit DNAzol (ThermoFisher) também foi usado para extrair
DNA, como descrito por fabricante.

Para analise qualitativa do DNA extraido foi empregada eletroforese em gel de agarose 1%. Em caso de falha na extragéo
ou baixa visibilidade da banda na eletroforese, empregou-se método de reprecipitagdo do DNA em NaOAc 2M e etanol
absoluto a -20°C por uma noite. Seguiu-se lavagem com etanol conforme protocolo CTAB e ressuspens&o em 300 pL de
agua milli-Q estéril. Entdo, a amostra foi avaliada novamente em eletroforese.

Foram feitas reagbes de PCR com primers para os genes matK e rbclL, ambos de plastidio, como recomendado pela
Consortium for the Barcode of Life (CBOL) para barcoding de plantas terrestres [4]. Os produtos de PCR (~650 pb rbcL
e ~850 pb matK) foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1,2%. Kits de purificagdo foram empregados nas
amostras de DNA para resolugéo de reagdes negativas visando a remog&o de inibidores de PCR e contaminantes, dentre
os quais Agencourt AMPure XP, MO BIO PowerClean, MP TurboClean e Invitrogen Purelink. Os PCR positivos foram
purificados pelo kit Agencourt AMPure XP e quantificados utilizando fluorimetro Qubit (ThermoFisher). Foi preciso refazer
alguns PCR e ajustar a concentrag&o dos produtos.

A metodologia escolhida para a determinagéo da sequencia do barcoding das orquideas foi a de Sanger [5] utilizando o
protocolo BigDye Terminator da ThermoFisher. Foram feitas reagdes de sequenciamento para ambos as diregbes dos
produtos de PCR seguindo o protocolo descrito pelo fabricante. As reagdes de sequenciamento foram precipitadas pelo
método etanol/EDTA. A andlise foi feita por eletroforese capilar em um Genetic Analyzer 3500 (Applied Biosystems™) com
condigbes de corrida predefinidas e programa abrangendo sequéncias de mais de 850 nucleotideos. Os resultados do
sequenciamento foram analisados pela ferramenta de alinhamento de sequencias de DNA BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) do NCBI (National Center for Biotechnology Information Search database) e do BOLD Systems (Barcode of
Life Data Systems). Utilizando-se as sequéncias de ambas as diregdes, foi construida uma nova sequéncia contendo as
regides ndo alinhadas (extremidades do gene) e a alinhada (centro do gene), verificada na ferramenta BLAST de duas
sequéncias. A nova sequéncia fundida e aprimorada foi entdo pesquisada nos bancos de dados citados.

Os dligos usados para a amplificagdo do 16S rDNA de bactéria e do ITS de fungo ja possuem a sequencia adaptadora
da tecnologia lllumina [6, 7, 8]. A regido utilizada para fungos foi a do ITS2. No caso do 16S rDNA de bactérias foi usada
apenas a sequencia da regido variavel 4 (V4), além dos 6ligos bloqueadores da amplificagdo do rDNA de mitocondria e
cloroplasto conforme descrito por Lundberg et al [7]. Reagdes positivas foram purificadas pelo kit Agencourt e quantificadas
por fluorimetria.

RESULTADOS

Foram coletadas 86 orquideas de 8 localidades diferentes, das quais 66 foram classificadas como epifitas, 15 rupestres e
5 terrestres. A analise qualitativa das extragdes por eletroforese indica que foram obtidas amostras de DNA de parte aérea
elou raizes de 60 orquideas. Dessas 60 plantas 40 séo epifitas, 15 rupestres e 5 terrestres. 27 foram identificadas por
meio da morfologia, 10 das quais apenas a nivel de género. Ndo foram encontradas orquideas rupestres e/ou terrestres
em diversas localidades. De fato, nos trépicos ha predominancia de epifitas, enquanto plantas terrestres e sapréfitas sao
mais encontradas em regides temperadas [9].

O protocolo CTAB 2 apresentou 6timos resultados produzindo extratos de DNA de amostras com as quais falharam outros
métodos. J& haviam sido testados alguns protocolos antes de se alcangar o método tradicional deste trabalho, o que deno-
ta a dificuldade em se obter um protocolo unanime para extragdo de DNA de orquideas [10]. Contudo, 0 método CTAB 2 se
mostrou melhor quando comparado ao tradicional por apresentar 85% de eficiéncia contra 72% do tradicional.
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O PCR de 93 amostras de DNA para os genes rbcl e matK resultaram em 79 amostras amplificadas com pelo menos um
gene, das quais 37 amplificadas com ambos, 34 apenas com rbcl e 8 apenas com matK. De todas obteve-se pelo menos
uma amostra (parte aérea e raiz) amplificada por pelo menos um gene (rbcL e matK). Nota-se que o gene rbcl é mais facil
de amplificar do que matK, o que ocorre pois este ndo é um alvo muito facil para reagdes de PCR, porém seu poder de
discriminagao entre espécies é melhor do que rbcl [11].

A reagdo de sequenciamento foi bem sucedida em 77 dos DNAs amplificados permitindo identificagdo de todas as or-
quideas usadas. No entanto, a analise dos dados tem se mostrado dificil devido a obtengao de sequéncias falhas ou a
discordancias nos resultados. Como citado na literatura, a escolha de um gene unanime para barcoding de plantas ndo é
tdo simples quanto para identificagdo de animais, sendo sempre recomendada a combinagao de 2 ou mais genes [11]. De
fato, quando é possivel comparar as sequéncias dos dois genes a andlise se torna mais simples, desde que os resultados
sejam convergentes. A identificagdo morfoldgica de 12 plantas foi confirmada pelo método. 64 amostras de orquideas e 5
amostras de solo foram utilizadas no PCR de 16S, sendo 51 reagdes positivas com DNA de plantas e 1 positiva com DNA
de solo. No caso do ITS houve uma falha aparentemente nos 6ligos que esta sendo verificada antes do prosseguimento
do projeto, pois néo foi possivel amplificar nenhuma das amostras de DNA.

Conclusdes: Como primeira etapa do projeto, 0 método CTAB 2 se mostrou como solugéo para a dificuldade na extragao
de DNA de orquideas por ser mais eficiente do que o0 método CTAB. Em seguida, as reagdes de PCR com dligos para
matK e rbcL precisaram ser padronizadas, além de terem sido testados diversos métodos de purificagdo. Foi observado
que amostras de DNA que apresentam cor quase sempre precisam ser purificadas, porém ndo ha unanimidade quanto
a0 método, sendo a escolha atual o kit Agencourt. E necessario continuar estudando os resultados e consultando a biblio-
grafia para resolver as incertezas na analise dos dados do sequenciamento de genes vegetais. Uma das solugdes sendo
experimentada é a construgdo de sequéncias curadas mais completas, como descrito na metodologia. Também sera
estudado se existem sindnimos dentre as espécies identificadas.
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TRABALHADORES DE POSTOS DE COMBUSTIVEIS DO CENTRO E ZONA SUL DO
MUNICIPIO DO RIO DE JANEIRO APRESENTAM AUMENTO NA FREQUENCIA DE
MICRONUCLEOS, UM INDICADOR DE EFEITO GENOTOXICO
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Palavras-chave: Exposigdo Ocupacional. Efeito genotdxico. Microntcleos

INTRODUGAO

A maioria dos casos de cancer esta relacionado a exposi¢do ambiental. Neste contexto, trabalhadores de postos de com-
bustiveis s&o cronicamente expostos ao benzeno através da inalagéo e também pelo contato dérmico durante a jornada
de trabalho uma vez que esse composto esta presente na gasolina (MS, 2015). A Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC), classifica-o como um agente carcinogénico pertencente ao grupo | (IARC, 2012). Agentes carcinogénicos
nao apresentam um valor seguro de exposigao, possibilitando o desenvolvimento de leucemia entre os expostos aos vapo-
res do benzeno nos ambientes de trabalho. Deste modo, se faz de grande valia ampliar a base de conhecimento sobre os
efeitos genotoxicos relacionados aos vapores do benzeno e assim contribuir na proposigao de estratégias de prevengao,
controle e vigilancia do cancer, favorecendo um ambiente de trabalho seguro.

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar a frequéncia microndcleos em trabalhadores com exposigdo aos com-
bustiveis por vias inalatorias e/ou dérmica.

METODOLOGIA

Este € um estudo transversal, aprovado pelo CEP/INCA n°121/09. A sele¢do dos postos revendedores de combustiveis
foi por conveniéncia e participaram voluntarios maiores de 18 anos com tempo superior a seis meses na fungdo e sem
problemas comportamentais como alcoolismo, agressividade e problemas mentais que impossibilitassem a entrevista. Os
trabalhadores que tivessem realizado radioterapia e/ou exame de raio-X nos 3 meses anteriores a coleta de sangue foram
excluidos do estudo. Para avaliar o potencial genotéxico, foi realizado o Teste do Micronucleo com blogueio da citocinese
(SALVADORI et al, 2003). As amostras de sangue (1mL) foram adicionadas a 5 mL de meio de cultura (meio RPMI1640
acrescido de soro fetal bovino 20% e fitohemaglutinina 2%) e mantidas em estufa por 44 horas a 37°C e 5% de CO,. Em
seguida a citocalasina B (4ug/mL) foi adicionada para obter linfocitos binucleados e mantidas em estufa até completar 72
horas de cultura. Ao final das 72 horas as amostras passaram por tratamento hipotonico (KCI 0,075M) e fixag&o (metanol
e 4cido acético, 3:1), as laminas foram preparadas por gotejamento e coradas com solugéo de Giemsa a 5%. As [dminas
foram lidas ao microscépio 6ptico, para avaliar a frequéncia de micronlcleos e outros marcadores de danos citogenéticos
(ponte nucleoplasmatica e broto nuclear) em 2 mil linfocitos binucleados (potencial genotdxico) e o indice de proliferagéo
celular em mil linfécitos (potencial citotdxico).
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RESULTADOS

Participaram deste estudo 350 voluntarios de 21 postos de combustiveis localizados na Zona Sul (12) e no Centro (9) do
Rio de Janeiro. Como este é essencialmente um ensaio comparativo, também houve a participacéo de 100 trabalhadores
do setor administrativo do INCA e da UNIRIO para compor o grupo controle, sem exposi¢éo ocupacional aos combustiveis.
Os individuos do sexo masculino (91%) foram predominantes entre os individuos do grupo com exposigao direta, diferente
do grupo com exposigao indireta que foram predominantemente do sexo feminino (68%) (Tabela 1). Enquanto os trabalha-
dores de postos, em sua maioria, possuem nivel médio (45%), os trabalhadores do grupo controle possuem nivel superior
(73%). A maioria dos trabalhadores de todos os grupos nunca fumou (56%), mas fazem a ingestéo de bebida alcodlica
(49%). Com relacdo ao tempo de trabalho, a faixa com que contempla a maioria dos voluntarios de todos os grupos é a de
1 a 10 anos na fungéo (Tabela 1).

Tabela 1. Descri¢&o das variaveis sociodemograficas e habitos de vida da populagdo de estudo.

Variaveis demograficas Exposto Direto | Exposto Indireto Nio Exposto
N=150(%) N=100(%) N=100(%) pvalor
Masculino 137 (91,3) 32 (32,0) 52 (52,0)
Sexo = <0,001"
Feminino 13(8,7) 68 (68,0) 48 (48,0)
ldade Mediana (min-max)* 37 (20-70) 30 (20 - 67) 40 (23 - 68) <0,0012
N&o brancos® 119 (79,3) 75 (75,0) 56 (56,0) <0001
Cor da pele Brancos 31(20,7) 24 (24,0 44 (44,0
NS/NR® 00 (0,0) 01(1,0) 00 (0,0)
Casado 90 (60,0) 44 (44,0) 54 (54,0) 0.045"
Estado marital | Solteiro, vivo ou separado 60 (40,0) 56 (56,0) 45 (45,0
NS/NR® 00 (0,0) 00 (0,0) 01(1,0)
Variaveis socioecondomicas
Ensino fundamental 42 (28,0) 25 (25,0 12 (12,0)
Escolaridade | Ensino médio 97 (64,7) 61 (61,0) 15 (15,0) <0,001'
Ensino superior 11(7,3) 14 (14,0) 73 (73,0)
Habitos de vida
Nunca fumou 102 (68,0) 78 (78,0) 71(71,0)
Tabagismo Ex fumante 26 (17,3) 15 (15,0) 20 (20,0) 0,262"
Fumante 22 (14,7) 07 (7,0) 09 (9,0)
Menos de 10 09 (6,0) 03 (3,0) 05 (5,0)
11a20 10 (6,7) 02 (2,0 03 (3,0)
Cigarros /dia | 21a30 02 (1,3) 00 (0,0) 00 (0,0) 0,637°
Mais de 30 01(0,7) 01(1,0) 01(1,0)
NS/NR® 128 (85,3) 92 (92,0) 91 (91,0)
Ingestao de N&o 51 (34,0) 43 (43,0) 34 (34,0)
bebidas alcoo- | . 0,287
lcas Sim 99 (66,0) 57 (56,0) 66 (66,0)
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1 a 2 vezes por semana 68 (45,3) 27 (27,0 29 (29,0
Frequéncia 3 a4 vezes por semana 10 (6,7) 08 (8,0 07 (7,0)
de consumo 5 a 6 vezes por semana 02 (1,3) 01(1,0) 01(1,0) 0.003°
de bebidas Diariamente 08 (5,3) 01(1,0) 04 (4,0) ’
alcoolicas Outra frequéncia 11(7,3) 20 (20,0) 26 (26,0)

NS/NR® 51(34,0) 43 (43,0 33(33,0)
Variaveis Ocupacionais

1210 anos 116 (77,3) 88 (88,0) 69 (69,0)
Tempo de 10 a 20 anos 21(14,0) 10 (10,0) 19 (19,0) o011
trabalho Mais de 20 anos 13(8,7) 01(1,0) 1 (11,0)

NS/NRS 00 (0,0) 01(1,0) 01(1,0)
'teste Qui-quadrado excluindo a categoria NS/NR; 2teste Kruskal-Wallis; *teste exato de Fisher excluindo a categoria
NS/NR; “Min-max: limites inferior e superior; Pretos, pardos, amarelos e indigenas; *Nao sabe/Nao respondeu.

Com relag&o a fungéo exercida nos postos de combustiveis as principais ocupagdes relatadas foram frentista (44%) e ge-
rente (14%) entre aqueles com exposigéo direta e, trabalhadores da loja de conveniéncia (29%), entre os que apresentam
exposi¢ao indireta aos combustiveis (Figura 1).

Figura1. Distribuicdo absoluta das principais ocupacdes exercidas nos postos de combustiveis.

Expostos: Ocupacio

B Frentista

W Gerente

# Lulsrificador

o Lavador de carros

B Loy de conveaméncn

o Chilros

Para o potencial genotdxico, os resultados ainda s&o parciais entre os trabalhadores expostos aos combustiveis, tendo
sido finalizada a leitura para 75 voluntarios com exposigao direta (ED) e 62 com exposicdo indireta (El). A exposigao
ocupacional aumenta o indice de proliferagdo celular, de forma estatisticamente significativa, nos dois grupos, quando
comparados ao grupo controle (Tabela 2). Em relagéo ao efeito genotdxico, a exposi¢do ocupacional acarretou aumento
das células binucleadas com micronucleos em ambos os grupos expostos (ED: 8,4+4,5 e El: 6,2+3,4), comparados aos
individuos do grupo controle (3,7+2,2), com p-valor <0,001. O mesmo padrao foi observado ao avaliar a frequéncia do total
de micronucleos encontrados nos linfécitos binucleados de expostos e nédo expostos (Tabela 2).

Também foi avaliada a frequéncia de ponte nucleoplasmatica (resultado de rearranjo cromossdmico e expresso como um
filamento unindo os dois nucleos) e de broto nuclear (indicador de instabilidade gendémica e observado como uma projegao
do nucleo, possivelmente decorrente de DNA amplificado e expulso do nlcleo durante a fase S do ciclo celular). Ao analisar
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os resultados é possivel observar, na Tabela 2, que apenas a frequéncia de broto nuclear foi aumentada entre os expostos,
de ambos os grupos (ED: 0,7+0,9 e El: 0,6+0,7), em compara¢&o ao grupo controle (0,2+0,4), com p-valor <0,001.

Tabela 2. indice de Proliferacéo Celular, frequéncia de células binucleadas contendo micronticleos, total de micro-
nucleos nos linfécitos binucleados e Frequéncia de outros marcadores de dano citogenético avaliados para os trés
grupos de exposi¢ao.

Frequéncia Exposto direto Exposto indireto Né&o exposto ovalor
(Média + DP) (n=75) (n=62) (n=100)

IPC’ 1,33+0,17 1,28+0,11 1,24+0,13 <0,001
p-valor* <0,001 0,009

p-valor* 0,088

MN-BN / 1000BN? 8,40+4,49 | 6,22+3,39 3,71£2,23 <0,001
p-valor* <0,001 | <0,001

p-valor* 0,002

tMN-BN / 1000BN? 9,11£5,01 | 6,65+3,63 3,93+2,44 <0,001
p-valor* <0,001 | <0,001

p-valor* 0,002

P o n t e 0,1040,45 0,28+1,15 0,14+0,24 0,739
Nucleoplasmaética

p-valor* NR® NR®

p-valor* NRS

Broto Nuclear 0,73+0,94 0,56+0,72 0,24+0,39 <0,001
p-valor* <0,001 <0,001

p-valor* 0,404

"Indice de Proliferagdo Celular; 2Linfécitos binucleados contendo micronicleos em 1000 linfécitos binu-
cleados; *Total de micronucleos encontrados em 1000 linfécitos binucleados; *Teste Kruskal-Wallis; *Néo
realizada analise estatistica comparativa entre os grupos pois p-valor >0,05; *Teste Mann Whitney compa-
rando exposicdo a combustiveis (direta ou indireta) com grupo controle; *Teste Mann Whitney os grupos de
exposicao direta e indireta aos combustiveis.

CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados s&o parciais, uma vez que as leituras do Teste do microntcleo (efeito genotoxico) estao
em fase final de avaliag&o. No entanto, ainda assim € possivel observar um risco genotéxico consideravél para trabalhado-
res expostos ocupacionalmente ao benzeno presente na gasolina, mesmo em baixos niveis de concentragdes.

REFERENCIAS

IARC MONOGRAPHS ON THE EVALUATION OF CARCINOGENIC RISK TO HUMAN. Vol. 100F. 2012. Disponivel em: [http://monographs.iarc.fr/ENG/
Monographs/vol100F/index/php]. Acesso em 30 de Julho de 2017.

MARTINS, L.G. Avaliagdo da influéncia das emissdes da indUstria siderurgica na exposicdo ndo ocupacional ao benzeno. 2009. Dissertagdo (Mestrado
em Engenharia Ambiental) - Universidade Federal de Ouro Preto — 2009.

156

&
U L ‘- ' Diretoria de

UNIRIO B 5] Pesquisa



i PROPG|
"ornada ; ﬁu NIRI Universidade Federal do m

selniciaczle 0 Estado do Rio de Janeiro Diretoria de
izntifica Pesquisa

MINISTERIO DA SAUDE. Portal da Satde, SUS. Disponivel em: [http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-ministe-
rio/1117-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/contaminantes-quimicos/contaminantes-quimicos-linha1/16194-benzeno]. Acesso em 20 de agosto de 2017.

MORO et al. Genotoxicity and oxidative stress in gasoline station attendants. Mutation Research 754: 63-70, 2013.
RUIZ, et.al. Hematologic changes in patients chronically exposed to benzene. Rev Saude Publica. 27(2):145-51, 1993.

SALVADORI DMF, RIBEIRO LR, FENECH M. Teste do micronticleo em células humanas in vitro. In: RIBEIRO LR, SALVADORI DMF, MARQUES EK
(Org.), Mutagénese Ambiental. Ed. ULBRA, 2003, p.201-223

v
m Diretoria de
UNIRIO % 5| Pesquisa

Diretoria de



Universidade Federal do

@ P
WS UNIRIO ectaco do Rio de Janeiro

AVALIAGAO DA SEGURANGA CARDIOVASCULAR DA PLANTA MEDICINAL BACCHARIS TRIMERA EM MODELO
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INTRODUGAO

As Doengas Cardiovasculares (DCVs) s&o a maior causa de morte mundial, representando 31% de todos os dbitos ao
redor do mundo, e gerando 17,3 milhdes de mortes anuais (WHO, 2017). Como forma de prevencéo, a American Heart
Association (Associagdo Americana do Coragao) lista sete fatores de comportamento modificaveis, sendo um destes o
controle glicémico (Lloyd-Jones et al., 2010), que se associa diretamente ao Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2), doenga clas-
sificada como maior fator de risco para as DCVs (Mozaffarian et al., 2015). Uma das complicagdes cronicas do DM2 é a
cardiomiopatia diabética, que esta relacionada a hipertrofia cardiaca e a disfungao ventricular, culminando com insuficién-
cia cardiaca (Holscher et al., 2016), alteragdo que possui altos niveis de letalidade (Bui et al., 2011). O tratamento correto
e eficaz do DM2 pode retardar a progressédo dessas complicagdes, reduzindo a mortalidade das DCVs. No entanto, recen-
temente, a literatura tem demonstrado uma associag&o entre o tratamento farmacolégico do diabetes e 0 aumento do risco
cardiovascular (Baldoni et al., 2014; Kalra et al., 2015; Bain et al., 2017; Ke et al., 2017), tornando-se promissor o estudo
de novos alvos terapéuticos. Nesse ambito, destaca-se a planta medicinal carqueja (Baccharis trimera), que atua como
hipoglicemiante (Karam et al., 2013) e antioxidante (Paiva et al., 2015), devido a sua alta concentragao de flavonoides
(Karam et al., 2013). Entretanto, é necessario investigar se seu uso é seguro para o sistema cardiovascular dos diabéticos.

OBJETIVO
Avaliar os efeitos do 6leo essencial de carqueja (Baccharis trimera) sobre os parametros de hipertrofia cardiaca em ratos
diabéticos.

METODOLOGIA

Ratos Wistar machos, pesando 250g, foram divididos em quatro grupos experimentais: controle (ContVei; N=7), controle
tratado com carqueja (ContCar; N=7), diabético (DMVei; N=4) e diabético tratado com carqueja (DMCar; N=6). Os grupos
tratados receberam 6leo essencial de carqueja, enquanto os demais receberam o veiculo diluente do dleo essencial
(Tween 80), ambos através de sondagem orogastrica intermitente (gavagem), na dose de 20 mg/kg/dia. Induziu-se o dia-
betes mellitus por dieta de cafeteria (3 semanas) seguido de injegao Unica de estreptozotocina (35 mg/kg ip.). O ecocardio-
grama transtoracico foi realizado com os ratos em decubito dorsal sob sedag&o com isoflurano 1%. A avaliagéo transversal
do coragéo permitiu a andlise do volume do ventriculo esquerdo (VE) ao término da sistole (VVEFS), a fragdo de ejegéo do
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VE (FEVE) e a espessura da parede anterior na sistole (EPS). Ainda durante a sedagéo, houve implantag&o dos eletrodios
subcuténeos, para posterior registro do eletrocardiograma na derivagdo D2, no qual se avaliou o intervalo QT corrigido
(QTe), intervalo Tpeak-Tend (Tp-e), e amplitude da onda T. Ap6s o término das condigdes experimentais, os grupos foram
submetidos a eutanasia através de anestesia com tiopental sodico (80 mg/kg, ip.) e cada animal teve o coragdo removido
e pesado. A divisao do valor do peso do coragdo pelo peso corporal (HW/BW) foi utilizada como indice de hipertrofia
cardiaca. Os resultados foram expressos em média £ E.P.M. Para comparagao entre as médias foi utilizada analise de
varidncia (one-way ANOVA) com pos-teste de Bonferroni. P < 0,05 foi considerado significativo. O presente estudo possui
aprovagao no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO),
cujo nimero é CEUA-UNIRIO/2012014-2 encaminhado em 11 de setembro de 2014 e aprovado em 10 de agosto de 2015.

RESULTADOS

Arelagdo HW/BW, amplamente utilizada como indicativo de hipertrofia cardiaca em modelos animais (Yang e Peng, 2010;
Radovits et al., 2015) foi maior (P < 0,01) no grupo DMVei (4,3 + 0,1 mg/g) e no grupo DMCar (4,4 £+ 0,1 mg/g) quando
comparados ao grupo ContCar (3,7 + 0,1 mg/g), demonstrando que os animais diabéticos desenvolveram hipertrofia
cardiaca, corroborando o ja relatado na literatura (Radovits et al., 2015), e sugerindo que o tratamento com dleo essencial
de carqueja néo reverte, porém ndo agrava esta alteragao. O intervalo QTc se demonstrou aumentado nos grupos DMVei
e DMcar (210,7 + 6,3 e 215,4 £ 6,6 ms) quando comparado aos grupos ContVei e ContCar (157,6 £ 7,3 e 1554 + 3,4
ms), sendo P < 0,001. De forma semelhante, houve prolongamento (P < 0,001) do intervalo entre o pico e o final da onda
T (Tp-€) nos grupos DMVei e DMCar (46,9 + 1,8 e 51,9 £ 1,4 ms), 0 que n&o foi apresentado pelos grupos ContVei e
ContCar (32,9 £ 1,3 e 31,5 £ 1,0 ms), como pode ser visto na figura 1A. A amplitude da onda T também foi maior no grupo
DMCar (0,9 £ 0,1 mV) e DMVei (0,8 + 0,1 mV) do que no ContVei (0,3 £ 0,1 mV). Tais alteragdes, que estao atreladas a
propria fisiopatologia do DM2 (Voulgari et al., 2011), indicam a existéncia de hipertrofia nos animais diabéticos, e sugerem
que o tratamento com carqueja ndo promove alteragdes eletrofisiologicas em ratos diabéticos e n&o diabéticos. Dentre os
parametros ecocardiograficos, a EPS foi reduzida (P < 0,05) no grupo DMVei (2,0 £ 0,2 mm) comparado ao ContVei (2,7
+ 0,2 mm), e 0 VVEFS foi maior (P < 0,05) no DMVei (287,7 £ 26,4 L) comparado ao ContVei (187,8 + 19,05uL). Além
disso, a FEVE (figura 1B) também foi reduzida (P < 0,05) no grupo DMVei (49,9 + 3,9%) com relagéo ao ContVei (62,3 +
3,1%), sugerindo que ratos diabéticos no tratados possuem sinais de insuficiéncia cardiaca. O tratamento com carqueja,
comparando os grupos ContCar e DMCar, ndo alterou a EPS (2,8 £0,2 vs 2,2 + 0,2 mm), 0 VVEFS (162,3 + 24,5 vs 245,2
+ 21,7 yL) e a FEVE (66,5 £ 4,3 vs 51,39 £ 3,4%), confirmando sua seguranga sobre a fungéo contratil cardiaca.
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Figura 1: Intervalo Tpeak-Tend e Fragao de Eje¢&o do Ventriculo Esquerdo.

Em A, intervalo entre o pico e o final da onda T (Tp-€), em milissegundos. Em B, fragdo de ejecéo do ventriculo esquerdo
(FEVE), em porcentagem. Comparagéo dentre os grupos ContVei (N = 7 animais), ContCar (N = 7 animais), DMVei (N = 4
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animais) e DMCar (N = 6 animais). Resultados expressos em média + E.P.M. ***P < 0,001, *P < 0,05. Andlise estatistica
realizada através do teste paramétrico One-Way ANOVA com pés-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes.

CONCLUSAO

Os resultados sugerem que os ratos diabéticos apresentam disturbio de repolarizagéo ventricular e cardiomiopatia hiper-
tréfica com piora na fungdo ventricular esquerda, e que o tratamento cronico com dleo essencial de carqueja nao reverte,
porém nao agrava tais alteragdes eletro e ecocardiograficas, sendo seguro para uso em diabéticos.
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INTRODUGAO

Terapia larval (TL) ou bioterapia consiste no uso de larvas vivas de moscas necrobiontéfagas em tratamentos médicos para
o desbridamento rapido de feridas necrosadas. As larvas de dipteros vivas e estéreis se alimentam somente dos tecidos
necrosados, ou seja, desvitalizados, preservando os tecidos vivos. Pode-se considerar que a TL € uma miiase induzida e
acompanhada diferindo da miiase acidental, no qual, os ovos s&o postos por fémeas de dipteros em feridas ou mucosas
desenvolvendo-se e alimentando-se dos tecidos vivos ou mortos do hospedeiro.

Atualmente, foram comprovadas através de estudos clinicos e laboratoriais, cinco a¢des benéficas da terapia larval sobre
as lesbes: desbridamento do tecido necrosado, descontamina¢&o microbiana, estimulo ao tecido de granulagio e agéo
anti-inflamatéria. Além de atuag&o sobre o biofime bacteriano, bem como, maior seguranga e facilidade na aplicagao
(Sherman, 2009).

A digestao extracorporal das larvas de moscas necrobiontéfogas é feita devido a liberagdo de enzimas proteoliticas (co-
lageno, tripsina e quimiotripsina), mecanismo através do qual as feridas sdo limpas. O desbridamento é auxiliado pela
ingestao do tecido liquefeito e também devido ao rastejamento das larvas sobre o leito da ferida, além da maceragéo feita
pelos ganchos existentes na boca (Dallavacchia, 2011).

Hé& estimulo a migragéo de fibroblastos auxiliando na remodelagéo da matriz-extracelular, assim como o aumento da ativi-
dade angiogénica, atividade antimicrobiana, impulso & uma resposta anti-inflamatéria e inibidora pro-inflamatéria, quebra
do biofilme no leito da ferida e alteragéo do pH da ferida, diminuindo assim, o tempo de cicatrizagdo (Muncuoglu et al.,
2001; Prete, 1997; Horobin et al., 2006; Zhang et al., 2010, Cazander et al., 2009, 2010; Van Der Plas et al., 2010).

Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) & uma espécie de mosca varejeira, originaria da Africa, Mediterraneo e Oriente
Médio (Gagné, 1981). No Brasil, foi introduzida na década de 1970 e, atualmente, encontra-se amplamente distribuida por
todo o pais, desde areas urbanas, onde s&o mais comuns (Marinho et al., 2003), rurais (Singh & Moore, 1985) e até flo-
restais (Ferraz et al., 2010). Esta espécie apresenta caracteristicas biolégicas e comportamentais que a torna promissora
para uso na Terapia Larval no Brasil.

Torna se necessario a realizagéo de estudos aprofundados em laboratério para se estabelecer uma metodologia de con-
servagao das larvas de C. megacephala, de modo que se mantenham vidveis e possam ser transportadas até hospitais /
clientes que necessitem da terapia larval.

OBJETIVO
Objetivou-se esterilizar ovos de C. megacephala para obtencéo de larvas estéreis e estudar a tolerancia das larvas estéreis
a baixa temperatura (10°C) por 72 horas.
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METODOLOGIA

A coldnia de C. megacephala foi formada por espécimes coletados no Jardim Zooldgico do Estado do Rio de Janeiro,
RioZoo. Os insetos adultos foram capturados com o auxilio de armadilhas semelhantes as descritas por Mello et al. (2007)
e encaminhados ao Laboratério de Estudo de Dipteros (LED), do Departamento de Microbiologia e Parasitologia, do
Instituto Biomédico, da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). Adultos de C. megacephala foram
transferidos para gaiolas de polietileno com abertura frontal de tecido de nailon em forma de manga de camisa. Foram
oferecidos aos adultos 20 mL de agua, 20 mL de uma mistura de 50% &gua e 50%glucose €, 50 gramas de moela de
frango como proteina para alimentagao e substrato para oviposicao, O experimento foi realizado em etapas as quais seréo
detalhadas em ordem de realizagéo.

Etapa 1: Esterilizagao dos ovos

Aesterilizagao dos ovos, foi realizada com 20 mL de Glutaraldeido (Glutacin 28®) e 0,6 mL de seu ativador (Glutacin 28 ati-
vador®), um esterilizante liquido comumente utilizado na esterilizagdo de materiais hospitalares. Na avaliagao da eficacia
do procedimento de esterilizagao foi utilizado teste de esterilidade microbiolégica, por adigdo em meio liquido, com base
no método de inoculagao direta descrito pela farmacopeia brasileira.

Massas de ovos provenientes de fémeas de C. megacephala coldnia estoque pertencentes a 32 geracéo, foram transferi-
das para uma placa de Petri e pesadas em balanga analitica até alcangar o peso total de 0,100 mg, repetindo o processo
quatro vezes, ou seja, por tratamento, utilizaram-se 0,400 mg. Apds, as massas de ovos foram transferidas para placas de
Petri foram misturadas com 4 ml de agua destilada estéril para desagregar os ovos, sendo estes dissociados mecanica-
mente com ajuda de um pincel n° 0.A suspenséo de ovos obtida foi transferida, assepticamente, para um tubo Eppendorf
de 50 mL, contendo 20 mL de solugéo Glutaraldeido (Glutacin 28®) e 0,6 ml de seu ativador (Glutacin 28 ativador®).0
conteudo do tubo, foi filtrado através de um disco de papel filtro colocado em um suporte plastico estéril, tendo um kitasato
para reter o filtrado. Apos filtragdo, o material foi rinsado com 30 mL de Caldo Soja Tripticaseina (TSB), para neutralizar
qualquer residuo de glutaraldeido que possa ser tdxico sobre os ovos. Em condigdes assépticas, os ovos foram transfe-
ridos para a superficie de placas de Petri com seus respectivos filtros, em seguida hidratados com soro fisioldgico estéril
e apos as placas foram lacradas com filme plastico de PVC e colocadas em cdmara climatizada regulada a 10°C,12 h de
fotofase e 70+10% de UR.Todos os experimentos foram realizados em friplicata, sendo 0 manuseio dos materiais feitos
em Cabine de Seguranca Bioldgica tipo Classe II.

Etapa 2: Avaliagao da viabilidade de Larvas (L1)

As placas de Petri contendo papel filtro com 0,100g de ovos estéreis (T1), em quatro repeti¢des, foram transferidas para
camara climatizada regulada a 10°C, 12 h de fotofase e 70+ 10% de UR, onde o material permaneceu por um periodo de
72 h. Apds o tempo predeterminado (72 horas), as placas foram retiradas da cdmara climatizada e 30 neolarvas foram
aleatoriamente selecionadas e transferidas para 40g de moela de frango acondicionadas em Becker de 100 mL e esses
inseridos em beckers maiores de 400mL com maravalha esterilizada servindo de substrato para pupariagao. Os recipientes
foram devidamente lacrados com tecido de nailon e identificados. O grupo controle consistiu em individuos que néo foram
expostos a baixa temperatura, sendo levados diretamente a capela de criagéo de insetos contendo termohigrografo. Apos
a ecloséo dos ovos, 30 larvas foram transferidas para a dieta de acordo com a metodologia utilizada para as larvas T1.
Apds o abandono das larvas, lotes de cinco larvas em 3° instar foram pesados em balanga analitica e transferidas para
tubos de ensaio contendo 2g de maravalha estéril, esses foram vedados e identificados. A observagao foi realizadadiaria-
mente até a emergéncia dos insetos.

RESULTADOS
O experimento encontra-se em andamento.
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CONCLUSAO
A esterilizagéo dos ovos de moscas necrobiontéfogas oferece uma nova alternativa para a utilizagéo de larvas estéreis no
tratamento de feridas necroticas, principalmente em pés diabéticos.

Atualmente, muito se tem discutido sobre os cuidados avangados na salde, dentre os quais a preocupagéo com a preven-
¢ao e os tratamentos das feridas. A terapia larval oferece aos pacientes com sofrem com Ulceras necréticas um tratamento
alternativo e eficiente que diminui a dor, o odor e diminui o tempo de internagao, diminuindo assim os custos hospitalares..

O aprimoramento das técnicas desenvolvidas no Laboratério de Estudo de Dipteros, juntamente com o laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro e a especializagdo dos profissionais da saude perante
a elas, irao aumentar a rapidez na aplicagdo da TL e com isso podera recuperar a salde de varios pacientes que ha anos
sofrem com Ulceras do pé diabético.
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INTRODUGAO

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) se referem a infecges que acometem o paciente durante
elou devido ao tratamento ao qual ele foi submetido, incluindo internagdes, atendimento em postos de salde e cui-
dados domiciliares, e causam um grande impacto negativo ao sistema de saude, devido a fatores como aumento do
tempo de internagdo, alto custo dos cuidados e tratamentos, e elevada taxa de mortalidade (WHO, 2015). O surgi-
mento da resisténcia a antimicrobianos e o0 aumento das condigdes que levam a internagdo de pacientes em estado
grave conferem as IRAS especial relevancia como questéo de saude publica, principalmente para paises em desen-
volvimento, onde a incidéncia destas é maior (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014). Duas grandes classes de patégenos
causadores de IRAS s&o os cocos gram-positivos e as enterobactérias, dos quais destacam-se Staphylococcus
aureus e Escherichia coli, respectivamente, como as principais espécies envolvidas (WHO, 2017) devido a sua ca-
pacidade de gerar quadros graves e a ampla distribuigdo de amostras resistentes (LEIMBACH et al., 2013)"author” : |

{ “dropping-particle” : ", “family” : “Casey”, “given” : “A. L.”, “non-dropping-particle” : “*, “parse-names” : false, “suffix”
"}, { “dropping-particle” : *, “family” : “Lambert”, “given” : “P. A.”, “non-dropping-particle” : *, “parse-names” : false,
“suffix” : " }, { “dropping-particle” : *”, “family” : “Elliott”, “given” : “T. S J”, “non-dropping-particle” : *”, “parse-names” :

] "o«

false, “suffix” : "} ], “container-title” : “International Journal of Antimicrobial Agents”, “id” : “ITEM-1, “issue” : “SUPPL.
3, “issued” : { “date-parts” : [ [ “2007"]]}, “page” : “S23-S32”, “title” : “Staphylococci”, “type” : “article-journal”, “vo-
lume” : “29” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=d0ea2bc5-a0b4-49a8-80e0-1ae6f599f9af” | }, {
“id” : “ITEM-2", “itemData” : { “DOI" : “10.1007/82_2012_303", “ISBN” : “0070-217X (Print. A antibioticoterapia é uma
das principais formas de combate as infecgdes bacterianas em seres humanos (ANVISA, 2016), porém a constante
exposicdo dos micro-organismos a estes farmacos desde o inicio da era da penicilina levou a um grande aumento
do numero de cepas com eficientes mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos nas mais variadas espécies,
tidas como patogénicas ou néo. Isso se deve principalmente ao uso irresponsavel destes medicamentos. Torna-se
necessario, além do uso consciente dos antimicrobianos ja disponiveis, que sejam realizados estudos buscando
novas alternativas de tratamento para estas patologias, a fim de controlar infecgdes causadas por cepas resistentes
de bactérias e reduzir o uso de antimicrobianos apenas aos casos de estrita necessidade. E comum que farmacos
ja aprovados e amplamente utilizados pela populagéo tenham mecanismos de acao e efeitos que néo o de sua pres-
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cricdo original ainda desconhecidos (LIAO; LAUFS, 2005). Dentro do préprio grupo dos antimicrobianos, um estudo
recente envolvendo avaliagao da toxicidade e mutagenicidade da isoniazida e dos derivados PFTI 00712 e BTl 026
empregando teste de Ames (MARON; AMES, 1983) demonstrou elevada toxicidade destes compostos em cepas de
Salmonella enterica sorovar Typhimurium (BRANCO, 2015), uma enterobactéria recorrentemente ligada a quadros
de intoxicagéo alimentar (CHRISTENSON, 2013), levantando a hipotese de que o efeito antimicrobiano destes far-
macos poderiam se estender a outras espécies que ndo as micobactérias. Como outro exemplo, pode-se citar as
estatinas, os farmacos mais utilizados para o controle da hipercolesterolemia e preven¢édo de doencas cardiovascu-
lares, e que possuem uma série de efeitos pleiotrdpicos (CAMPO; CARVALHO, 2007). Estudos recentes apontam
que dentre estes efeitos estariam os potenciais antifingico (GALGOCZY et al., 2011) e antimicrobiano (JERWOOD;
COHEN, 2008), sendo a atorvastatina o farmaco da classe de maior destaque contra S. aureus e E. coli (MASADEH
et al., 2012). Além de buscar tratamentos novos dentre os farmacos ja existentes, outra alternativa € aprofundar os
estudos em extratos naturais, tendo em vista que estes produtos podem se tornar medicamentos extremamente
Uteis quando devidamente testados e purificados (ELISABETSKY, 2003). Neste ambito, as orquideas do género
Cyrtopodium spp. sdo conhecidas popularmente por suas propriedades cicatrizante, antitussigena e até antitumoral
e especialmente recomendadas na forma de pomada de uso topico anti-inflamatério para o tratamento de furinculos,
enfermidade comumente causada por S. aureus (SILVA, 2013). Um estudo de FERNANDES, 2015, avaliou o poten-
cial fotoprotetor de extratos dos musgos amazdnicos Holomitriopsis laevifolia e Leucobryum laevifolium, € do musgo
antartico Sanionia uncinata, bem como seu risco toxicolégico, cujos resultados tornaram interessante a avaliagéo de
seus potenciais antimicrobianos.

OBJETIVOS

- Avaliar o potencial antimicrobiano, seletividade e espectro de agdo dos compostos atorvastatina, seus derivados
PCSR009.12 (P9) e PCSR010.13 (P10), isoniazida, seus derivados BTl 026 e PFTI 007,12, e dos extratos aquoso da
orquidea Cyrtopodium glutiniferum, e extratos aquosos, hidroalcodlicos e etandlicos dos musgos Holomitriopsis laevifolia,
Leucobryum laevifolium e Sanionia uncinata.

METODOLOGIA

Foram utilizadas neste estudo as cepas (gram-positiva) ATCC 25923 de Staphylococcus aureus e (gram-negativa)
ATCC 25922 de Escherichia coli, cedidas pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) da
FIOCRUZ. As cepas foram inicialmente estocadas a -4 °C, em tubos contendo Agar Mueller Hinton — MHA (DIFCQ®).
As estirpes bacterianas foram ativadas em Caldo Soja Tripticaseina — TSB (ACUMEDIA®) a partir do estoque. O caldo
de ativacao foi incubado sem agitagdo por 24h a 35 °C e semeado em Agar Soja Tripticaseina — TSA (ACUMEDIA®).
Apo6s 24h a 35 °C foi confirmada a pureza das culturas e deste crescimento foram preparadas suspensdes aliquotadas
em 1 mL de Caldo Mueller Hinton - MHB (DIFCQO®) e estas armazenadas a -4 °C para posterior realizagdo dos experi-
mentos. A concentragdo das aliquotas foi ajustada de acordo com o padrdo 0,5 da escala de McFarland (CLSI, 2005),
correspondendo a uma densidade de aproximadamente 1,5 x 100 ufc/mL. Os compostos heterociclicos isoniazida, ator-
vastatina e seus respectivos derivados BTl 026 e PFTI 007.12, e PCSR009.12 e PCSR010.13 foram confeccionados e
cedidos a este estudo pelo grupo da Dra. Nubia Boechat, da FIOCRUZ. O extrato aquoso da orquidea C. glutiniferum foi
obtido e cedido a este estudo pela Dra. Andrea Furtado Macedo da UNIRIO, e os extratos dos musgos pela Dra. Andréia
da Silva Fernandes Campos da UERJ. A atividade antimicrobiana dos compostos e extratos foi avaliada utilizando a
técnica de determinagdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) em placas de microtitulagdo, segundo as diretrizes
do Manual de Testes de Suscetibilidade a Antimicrobianos do Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI, 2005),
e o resultado foi determinado espectrofotometricamente através da leitura da Densidade Optica da cultura (DOg) a
620 nm apds 24h a 35°C. Os compostos heterociclicos e extratos que apresentaram atividade inibitéria nas amostras
testadas nos testes de CMI foram selecionados para avaliag&o do potencial bactericida. A partir dos pogos das placas
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de microtitulagao nos quais se encontravam os interferentes em que foi observada atividade inibitoria, foram semeados
cinco spots de 10 uL em placas de TSA. Apés incubagao por 24h a 35 °C, a avaliagdo do crescimento bacteriano nos
spots foi realizada visualmente.

RESULTADOS

Adicionalmente ao que é determinado pelo CLSI, neste estudo exclusivamente foi definido como critério para a determi-
nagdo da CMI a inibigdo de 90% do crescimento bacteriano em relagéo ao controle negativo de inibigdo do crescimento
(MHB + in6culo), ou semelhante ao Branco (apenas MHB), segundo analise espectrofotométrica. Dentre os compostos
heterociclicos, ndo foi observada interferéncia dos compostos no crescimento de S. aureus. A isoniazida e o derivado BT
026 apresentaram algum grau de inibig&o em E. coli (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliagdo do crescimento da amostra de Escherichia coli ATCC 25922 exposta a isoniazida e seus

derivados.
Crescimento de Escherichia coli ATCC 25922
C°'t‘;zos' BR | CN [1000 | 333 | 111 | 37 | 124 | 41
Isqnia- - + / + + + + +
zida
BTI 026 - + / + + + + +
PFTI
00712 . + + + + + + +

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibi¢do do crescimento. As concentra-
¢Oes dos compostos encontram-se em uM. CMI dos controles de inibi¢ao: tetraciclina 0,3 ug/mL; ampicilina 3 ug/
mL. Categorias: Crescimento sem inibi¢&o: + (igual ou >80% do CN), inibi¢&o parcial: / (entre 10% e 80% do CN),
inibigao total do crescimento: - (<10% do CN ou semelhante a BR).

A atorvastatina e seus derivados ndo demonstraram qualquer influéncia no crescimento bacteriano de ambas as
estirpes testadas. Dentre os extratos naturais, foi observada inibigdo do crescimento na cepa de S. aureus apenas
pelos musgos H. laevifolia e L. laevifolium, sendo o extrato etandlico deste Ultimo o Unico dentre o universo amostral
a apresentar inibicao total do crescimento (CMI), na concentragéo de 0,01 mg/mL (Tabela 2). N&o foi observada
interferéncia dos extratos no crescimento de E. coli.
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Tabela 2 - Avaliagéo do crescimento da amostra de Staphylococcus aureus ATCC 25923 exposta ao extrato aquo-
so de Cyrtopodium glutiniferum, e aos extratos aquosos, hidroalcodlicos e etandlicos dos musgos Holomitriopsis
laevifolia, Leucobryum laevifolium e Sanionia uncinata.

Crescimento de Staphylococcus aureus ATCC 25923
EA BR| CN 3 1 10,33({0,11]0,04( 0,01
C. glutiniferum | - + + + + + + +
H. laevifolia - + / / / / / +
L. laevifolium - + / / / / / /
S. uncinata - + + + + + + +
EH
H. laevifolia - + + + + / / +
L. laevifolium - + + / / / / +
S. uncinata - + + + + + + +
EE
H. laevifolia - + + + + + + +
L. laevifolium - + + + / / - -
S. uncinata - + + + + + + +

Legenda: BR - Branco (controle de esterilidade); CN — Controle Negativo de inibi¢&o do crescimento; EA — Extrato
aquoso; EH — Extrato hidroalcodlico; EE - Extrato etandlico; As concentragdes dos extratos encontram-se em mg/
mL. CMI dos controles de inibigao: tetraciclina 30 ug/mL; ampicilina 0,05 pg/mL. Categorias: Crescimento sem ini-
bigao: + (igual ou >80% do CN), inibi¢&o parcial: / (entre 10% e 80% do CN), inibicao total do crescimento: - (<10%
do CN ou semelhante a BR).

Analisando as curvas de leitura espectrofotométrica dos extratos de H. laevifolia e L. lagvifolium, notou-se que as mesmas
nao se comportavam da maneira usual para este tipo de teste. Ao invés de uma reta crescente vinculando maiores valores
de interferente (extrato) a um menor valor de DOg, as mesmas formavam uma parabola positiva, sugerindo que em valo-
res intermediarios de interferente ocorria uma redugéo do crescimento bacteriano e concentragdes abaixo e acima destes
valores ndo provocavam inibigdo do mesmo. Esta distor¢do provavelmente se deve a forte coloragdo esverdeada das
diluicdes mais concentradas dos extratos, as quais o espectrofotdmetro néo foi capaz de diferenciar da turbidez causada
pelo crescimento bacteriano. Nao foi observado efeito inibitério dos extratos testados em E. coli. Foram selecionados para
o teste de atividade bactericida os extratos aquoso, hidroalcodlico e etanélico de Leucobryum laevifolium e os extratos eta-
nélicos de Holomitriopsis laevifolia e Sanionia uncinata. Apenas o extrato etandlico de L. laevifolium apresentou atividade
bactericida, observada nas concentragdes a partir de 0,11 mg/mL.

CONCLUSAO

A atorvastatina e seus derivados, bem como o derivado PFTI 00712 de isoniazida e o extrato de C. glutiniferum néo
demonstraram atividade antimicrobiana relevante detectavel com a metodologia aplicada nas condigdes de teste. A iso-
niazida e seu derivado BTl 026 provocaram inibi¢ao parcial do crescimento de E. coliem 1000 uM. Foi observada inibigdo
parcial do crescimento de S. aureus nos extratos aquoso € hidroalcodlico, de 0,04 mg/mL a 3 mg/mL, e no extrato etandli-
co, de 0,33 mg/mL a 3 mg/mL do musgo H. laevifolia. O extrato aquoso do musgo L. laevifolium demonstrou inibi¢&o parcial
do crescimento de S. aureus em todas as concentragdes testadas, de 0,01 mg/mL a 3 mg/mL. O extrato hidroalcodlico do
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musgo L. laevifolium demonstrou inibigéo parcial do crescimento de S. aureus nas concentragdes de 0,04 mg/mL a 3 mg/
mL. O extrato etanélico do musgo L. laevifolium demonstrou atividade bacteriostética nas concentragdes de 0,01 mg/mL
e 0,04 mg/mL, e atividade bactericida nas concentragbes de 0,11 mg/mL a 3 mg/mL, sendo a CMI menor que 0,01 mg/
mL. Os extratos do musgo S. uncinata ndo exerceram atividade inibitdria do crescimento bacteriano. Nenhum dos extratos
naturais exerceu efeito inibitorio em E. coli.
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INTRODUGAO
O Transtorno Depressivo Maior (MDD) continua sendo um dos maiores contribuintes para a morbidade e mortalidade
atualmente. E caracterizada pela ocorréncia de um ou mais episddios de depressdo que persistem por pelo menos duas
semanas e sdo caracterizados por humor depressivo, interesse diminuido ou falta de prazer em todas as atividades
(SUZUKI, 1999).

VRK2 é uma serino proteina quinase. Sua ativacdo resulta na fosforilagédo de proteinas chave e reduz a transcri¢do do
gene MEK (KERNER et al., 2013)complex, and severe psychiatric disorder with cyclical disturbances of mood and a high
suicide rate. Here, we describe a family with four siblings, three affected females and one unaffected male. The disease
course was characterized by early-onset bipolar disorder and co-morbid anxiety spectrum disorders that followed the onset
of bipolar disorder. Genetic risk factors were suggested by the early onset of the disease, the severe disease course, inclu-
ding multiple suicide attempts, and lack of adverse prenatal or early life events. In particular, drug and alcohol abuse did not
contribute to the disease onset. Exome sequencing identified very rare, heterozygous, and likely protein-damaging variants
in eight brain-expressed genes: IQUB, JMJD1C, GADD45A, GOLGB1, PLSCRS, VRK2, MESDC2, and FGGY. The variants
were shared among all three affected family members but absent in the unaffected sibling and in more than 200 controls.
The genes encode proteins with significant regulatory roles in the ERK/MAPK and CREB-regulated intracellular signaling
pathways. These pathways are central to neuronal and synaptic plasticity, cognition, affect regulation and response to chro-
nic stress. In addition, proteins in these pathways are the target of commonly used mood-stabilizing drugs, such as tricyclic
antidepressants, lithium, and valproic acid. The combination of multiple rare, damaging mutations in these central pathways
could lead to reduced resilience and increased vulnerability to stressful life events. Our results support a new model for psy-
chiatric disorders, in which multiple rare, damaging mutations in genes functionally related to a common signaling pathway

contribute to the manifestation of bipolar disorder.”, “author” : [ { “dropping-particle” : “*, “family” : “Kerner”, “given” : “Berit”,
“non-dropping-particle” : ", “parse-names” : false, “suffix” : “ }, { “dropping-particle” : **, “family” : “Rao”, “given” : “Aliz R”,
“non-dropping-particle” : *, “parse-names” : false, “suffix” : “ }, { “dropping-particle” : “, “family” : “Christensen”, “given”
: “Bryce”, “non-dropping-particle” : *, “parse-names” : false, “suffix” : " }, { “dropping-particle” : **, “family” : “Dandekar”,
“given” : “Sugandha”, “non-dropping-particle” : ", “parse-names” : false, “suffix” : “" }, { “dropping-particle” : *, “family” :
“Yourshaw”, “given” : “Michael”, “non-dropping-particle” : *”, “parse-names” : false, “suffix” : * }, { “dropping-particle” : ",
“family” : “Nelson”, “given” : “Stanley F”, “non-dropping-particle” : **, “parse-names” : false, “suffix” : “” } ], “container-title”

: “Frontiers in psychiatry’, “id” : “ITEM-1", “issue” : “November”, “issued” : { “date-parts” : [ [ “2013" 1]}, “page” : “154”,
“title” : “Rare Genomic Variants Link Bipolar Disorder with Anxiety Disorders to CREB-Regulated Intracellular Signaling
Pathways.”, “type” : “article-journal”, “volume” : “4” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=d70809c0-4e-
ca-4a51-b293-986dcf261de0”, “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=b8e5637b-b401-44e1-a671-6¢87bbcce358” |
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"o,

}1, “mendeley” : { “formattedCitation” : “(KERNER et al., 2013. Foi visto anteriormente que niveis reduzidos de mRNA de
VRK2 estdo envolvidos no mecanismo do desenvolvimento de esquizofrenia (TESLI et al., 2016).

OBJETIVO

Realizar a anélise computacional in silico das mutagdes da proteina VRK2 humana com a finalidade de determinar se estas
mutacOes afetam a estrutura, atividade ou estabilidade da proteina e desenvolver um banco de dados online e gratuito
com os resultados obtidos.

METODOLOGIA
Seguindo a metodologia ja estabelecida em nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; KREBS; MESQUITA,
2016; MOREIRA et al., 2013) pode-se determinar por modelagem computacional a estrutura tridimensional das proteinas

com variagdes genéticas bem como predizer os efeitos funcionais destas mutagdes.

A sequéncia de aminodacidos da proteina VRK2 humana e a compilagdo das mutagdes foram obtidas no banco de dados
UNIPROT (BATEMAN; MARTIN; ZHANG, 2015)which has doubled in size to 80 million sequences during the past year.
This growth in sequences has prompted an extension of UniProt accession number space from 6 to 10 characters. An in-
creasing fraction of new sequences are identical to a sequence that already exists in the database with the majority of se-
quences coming from genome sequencing projects. We have created a new proteome identifier that uniquely identifies a
particular assembly of a species and strain or subspecies to help users track the provenance of sequences. We present a
new website that has been designed using a user-experience design process. We have introduced an annotation score for
all entries in UniProt to represent the relative amount of knowledge known about each protein. These scores will be helpful
in identifying which proteins are the best characterized and most informative for comparative analysis. All UniProt data is

provided freely and is available on the web at http://www.uniprot.org/.”, “author” : [ { “dropping-particle” : *, “family” :
“Bateman’”, “given” : “Alex”, “non-dropping-particle” : *, “parse-names” : false, “suffix” : “’ }, { “dropping-particle” : *, “family”
: “Martin”, “given” : “Maria Jesus”, “non-dropping-particle” : **, “parse-names” : false, “suffix” : * }, { “dropping-particle” : ",

n o« "o CE T

“family” : “Zhang’”, “given” : “Jian”, “non-dropping-particle” : “”, “parse-names” : false, “suffix” : " }], “container-title” : “Nucleic
Acids Research”, “id” : “ITEM-1", “issue” : “D1", “issued” : { “date-parts” : [ [ “2015" ] ] }, “page” : “D204-D212”, “title” :
“UniProt: A hub for protein information”, “type” : “article-journal’, “volume” : “43"}, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/docu-
ments/?uuid=6b256b6e-8939-493f-b02e-af3e63088af1” ] } ], “mendeley” : { “formattedCitation” : “(BATEMAN; MARTIN;
ZHANG, 2015. A estrutura da proteina foi obtida no Protein Data Bank (2V62) (BERMAN et al., 2000). Foi realizada a
predigdo funcional de variantes néo sindnimas (nsSNV) utilizando sete algoritmos, nsSNPAnalyzer (BAO; ZHOU; CUI,
2005), PhD-SNP (CAPRIOTTI; CALABRESE; CASADIO, 2006)Parkinson’s and Creutzfeldt-Jakob's diseases. The quality
and completeness of presently available SNPs databases allows the application of machine learning techniques to predict
the insurgence of human diseases due to single point protein mutation starting from the protein sequence.\n\nRESULTS: In
this paper, we develop a method based on support vector machines (SVMs, PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al., 2010), SIFT
(NG; HENIKOFF, 2001)which sorts intolerant from tolerant substitutions, classifies substitutions as tolerated or deleterious.
A higher proportion of substitutions predicted to be deleterious by SIFT gives an affected phenotype than substitutions
predicted to be deleterious by substitution scoring matrices in three test cases. Using SIFT before mutagenesis studies
could reduce the number of functional assays required and yield a higher proportion of affected phenotypes. may be used

"o«

to identify plausible disease candidates among the SNPs that cause missense substitutions.”, “author” : [ { “dropping-parti-
cle”:*, “family” : “Ng”, “given” : “P C”, “non-dropping-particle” : ", “parse-names’” : false, “suffix” : " }, { “dropping-particle” :
“ “family” : “Henikoff’, “given” : “S”, “non-dropping-particle” : “*, “parse-names” : false, “suffix” : “ } ], “container-title” :
“Genome research”, “id” : “ITEM-1", “issue” : “5”, “issued” : { “date-parts” : [ [ “2001", “5" ] ]}, “page” : “863-74", “title” :
“Predicting deleterious amino acid substitutions.”, “type” : “article-journal”’, “volume” : “11” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.
com/documents/?uuid=ada4f076-181a-4a09-9a84-1a5d85bbe808” 1 } ], “mendeley’ : { “formattedCitation” : “(NG;
HENIKOFF, 2001, SNAP (BROMBERG; ROST, 2007)as well as SNPs that increase the fitness of particular phenotypes.

Here, we introduced comprehensive data sets to assess the performance of methods that predict SNP effects. Along we

170

&
U L4 -4 Diretoria de

UNIRIO 1 Pesquisa



Universidade Federal do

@ P
WS UNIRIO ectaco do Rio de Janeiro

introduced SNAP (screening for non-acceptable polymorphisms, SNPs&GO (CALABRESE et al., 2009)also valuable as
genetic markers of disease susceptibility. The most investigated SNPs are missense mutations resulting in residue substi-
tutions in the protein. Here we propose SNPs&GO, an accurate method that, starting from a protein sequence, can predict
whether a mutation is disease related or not by exploiting the protein functional annotation. The scoring efficiency of
SNPs&GO is as high as 82%, with a Matthews correlation coefficient equal to 0.63 over a wide set of annotated nonsynon-
ymous mutations in proteins, including 16,330 disease-related and 17,432 neutral polymorphisms. SNPs&GO collects in
unique framework information derived from protein sequence, evolutionary information, and function as encoded in the
Gene Ontology terms, and outperforms other available predictive methods.”, “author” : [ { “dropping-particle” : **, “family” :
“Calabrese”, “given” : “Remo”, “non-dropping-particle” : “ 1, { “dropping-particle” :
“family” : “Capriotti”, “given” : “Emidio”, “ ", { “dropping-| part|cle
2™, “family” : “Fariselli”, “given” : “Piero”, }, { “dropping-particle”
", “family” : “Martelli”, “given” : “Pier Luigi”, "}, { “dropping-par-
tlcle”'“” “family” : “Casadio”, “given” : “Rita”, “non-dropping- partlcle”'“”, “parse-names” : false, “suffix” : “’ } ], “container-ti-
tle” : “Human mutation”, “id” : “ITEM-1", “issue” : “8”, “issued” : { “date-parts” : [[ “2009”, “8” 1]}, “page” : “1237-44”, “itle” :
“Functional annotations improve the predictive score of human disease-related mutations in proteins.”, “type” : “article-jour-
nal”, “volume” : “30” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=399fa43¢-835d-4ab9-9e9e-976afadbf8ac” | } |,
“mendeley” : { “formattedCitation” : “(CALABRESE et al., 2009 e PROVEAN (CHOI et al., 2012)bioinformatics tools are
being developed to provide computational predictions on the functional effects of sequence variations and narrow down the
search of casual variants for disease phenotypes. Different classes of sequence variations at the nucleotide level are in-
volved in human diseases, including substitutions, insertions, deletions, frameshifts, and non-sense mutations. Frameshifts
and non-sense mutations are likely to cause a negative effect on protein function. Existing prediction tools primarily focus
on studying the deleterious effects of single amino acid substitutions through examining amino acid conservation at the
position of interest among related sequences, an approach that is not directly applicable to insertions or deletions. Here, we
introduce a versatile alignment-based score as a new metric to predict the damaging effects of variations not limited to
single amino acid substitutions but also in-frame insertions, deletions, and multiple amino acid substitutions. This align-
ment-based score measures the change in sequence similarity of a query sequence to a protein sequence homolog before
and after the introduction of an amino acid variation to the query sequence. Our results showed that the scoring scheme
performs well in separating disease-associated variants (n = 21,662. Foi utilizado o SNPEffect (DE BAETS et al., 2012)to-
gether with copy number variation, the primary source of variation in the human genome and are associated with phenotypic
variation such as altered response to drug treatment and susceptibility to disease. Linking structural effects of non-synony-
mous SNVs to functional outcomes is a major issue in structural bicinformatics. The SNPeffect database (http:/snpeffect.
switchlab.org, que analisa propenséo a agregacao (TANGO), propenséo amil6ide (WALTZ), tendéncia a ligagéo de chape-
rona e estabilidade da proteina (FoldX);
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As simulagdes de dinanima molecular foram realizadas no servidor MDWeb (HOSPITAL et al., 2012). Foram realizadas
com a proteina VRK2 nativa e suas variantes N50D, 1157M, 1167V e N211S usando o pacote GROMACS. As trajetorias
foram analisadas pelo desvio médio quadratico (do inglés “root mean square deviation” - RMSD), raio de giro (do inglés
“radius of gyration” - RG), flutuagdo média quadréatica (do inglés “root mean square fluctuation” - RMSF) e fator termodina-
nimico (do inglés “B-factor”).

Foi realizada a analise de conservagéo estrutural da proteina VRK2 humana, utilizando o algoritmo ConSurf (ASHKENAZY
et al., 2010)starting from protein structure and sequence, respectively. Here, we present the new version of the ConSurf
web server that combines the two independent servers, providing an easier and more intuitive step-by-step interface, while
offering the user more flexibility during the process. In addition, the new version of ConSurf calculates the evolutionary
rates for nucleic acid sequences. The new version is freely available at: http://consurf.tau.ac.ill.”, “author” : [ { “droppin-
g-particle” : “*, “family” : “Ashkenazy”, “given” : “Haim”, “non-dropping-particle” : **, “parse-names” : false, “suffix” : “ }, {
“dropping- partlcle” ., “family” : “Erez’, “given” : “Elana”, “non-dropping-particle” :

" o,own "o«

RN Y

, “parse-names” ; false, “suffix” : * },
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non-dropping-particle” : *”, “parse-names” : false, “suffix” : " },
”:*, “parse-names” : false, “suffix’ : "},

)

{ “dropping-particle” : *, “family” : “Martz’, “given” : “Eric”,
{ “dropping-particle” : *, “family” : “Pupko”, “given” : “Tal", “non-dropping-particle” :

{ “dropping-particle” : **, “family” : “Ben-Tal’, “given” : “Nir", “non-dropping-particle” : *", “parse-names” : false, “suffix”
}1, “container-title” : “Nucleic Acids Research”, “id” : “ITEM-17, “issue” : “SUPPL. 27, “issued” : { “date-parts” : [ [ “2010" ] ]
}, “page” : “5629-533", “title” : “ConSurf 2010: Calculating evolutionary conservation in sequence and structure of proteins
and nucleic acids”, “type” : “article-journal”, “volume” ; “38" }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=eee1b-
35¢-7¢f0-4fc8-8d2b-9405d7a98b67” ] } ], “mendeley” : { “formattedCitation” : “(ASHKENAZY et al., 2010, que colore cada
residuo da proteina de acordo com sua conservagéo filogenética.
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Aestrutura da proteina VRK2 humana teve sua qualidade aferida utilizando os algoritmos de validagao da plata-
forma SAVES, que apresentou resultados do Verify3D (EISENBERG; LUTHY: BOWIE, 1997), ProSA-web (WIEDERSTEIN;
SIPPL, 2007)the quality scores of a protein are displayed in the context of all known protein structures and problematic parts
of a structure are shown and highlighted in a 3D molecule viewer. The service specifically addresses the needs encountered
in the validation of protein structures obtained from X-ray analysis, NMR spectroscopy and theoretical calculations. ProSA-
web is accessible at https:/prosa.services.came.sbg.ac.at.”, “author” : [ { “dropping-particle” : *, “family” : “Wiederstein”,

“given” : “Markus”, * ", { “dropping- partlcle , “family” : “Slppl”,
“given” : “Manfred J.”, “non-dropping-particle” : *, “parse-names” : false, “suffix” : “" } ], “container-title” : “Nucleic Acids
Research”, “id” : “ITEM-17, “issue” : “SUPPL.2", “issued” : { “date-parts” : [ [ “2007" ] ] }, “page” : “407-410", “title” : “ProSA-
web: Interactive web service for the recognition of errors in three-dimensional structures of proteins”, “type” : “article-jour-
nal’, “volume” : “35” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=687e3edd-e71d-471b-b4c0-c1739a09b18¢” |
}1, “mendeley” : { “formattedCitation” : “(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007, QUEAN (BENKERT: KUNZLI; SCHWEDE, 2009)
since ultimately the accuracy of a model determines its usefulness for specific applications. Usually, in the course of protein
structure prediction a set of alternative models is produced, from which subsequently the most accurate model has to be
selected. The QMEAN server provides access to two scoring functions successfully tested at the eighth round of the com-
munity-wide blind test experiment CASP. The user can choose between the composite scoring function QWEAN, which de-
rives a quality estimate on the basis of the geometrical analysis of single models, and the clustering-based scoring function
QMEANCclust which calculates a global and local quality estimate based on a weighted all-against-all comparison of the mo-
dels from the ensemble provided by the user. The web server performs a ranking of the input models and highlights poten-
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tially problematic regions for each model. The QMEAN server is available at http:/swissmodel.expasy.org/qgmean.”, “author”
: [{ “dropping-particle” : “*, “family” : “Benkert”, “given” : “Pascal’, “non-dropping-particle” : “*, “parse-names” : false, “suffix”
), { “dropping-particle” : *, “family” : “K\u00fcnzli”, “given” : “Michael”, “non-dropping-particle” : “*, “parse-names” : false,
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suﬁlx” .}, { “dropping-particle” : *, “family” : “Schwede”, “given” : “Torsten”, “non-dropping-particle” : ”, “parse-names”

false, “suffix” : " }1, “container-title” : “Nucleic Acids Research”, “id” : “ITEM-1, “issue” : “SUPPL. 2, “issued” : { “date- parts’
(120097111, “page” : “510-514”, “title” : “QMEAN server for protein model quality estimation”, “type” : “article-journal’,
“volume” : “37” }, “uris” : [ “http://www.mendeley.com/documents/?uuid=7050e4d4-7f22-4¢c3b-816d-b37807047175” 1 } |,
“mendeley” : { “formattedCitation” : “(BENKERT, K\u00dcNZLI; SCHWEDE, 2009 e ERRAT (COLOVOS; YEATES, 1993).

RESULTADOS

Os resultados da predicao funcional, mostraram que quatro dos sete algoritmos classificaram alguma mutagdo como de-
letéria, enquanto os outros trés classificaram todas as mutag6es como neutras. A analise do FoldX mostrou que apenas a
mutagdo N211S reduziu a estabilidade da proteina, enquanto todos os outros consideraram que a proteina néo foi afetada.

A analise do RMSD mostrou que ndo houve grande desvio da estrutura das proteinas mutadas durante a trajetdria em
relagdo a proteina nativa (WT), no entanto pode-se observar que a partir do snapshot 23, ocorreu uma diminui¢&o no
desvio das proteinas nas mutagdes 1157M e 1167V em relagdo a WT. O grafico de RMSF apresentou picos de flexibilidade
da proteina na mutagdo N50D nos residuos de aminoacidos 160 (isoleucina), 400 (fenilalanina) e 486 (isoleucina). A mu-
tagao 1167V apresentou picos nos aminoacidos 248 (acido aspartico) e 517 (isoleucina). E a mutagéo 1157M apresentou
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picos nos aminoacidos 340 (prolina), 535 (arginina) e 541 (lisina). A analise do B factor apresentou picos nos mesmos
aminodcidos obtidos no RMSF. A anélise do Raio de Giro, mostrou a compactagdo da proteina durante a trajetéria, a partir
do snapshot 17, a compactac&o de todas as estruturas mutadas aumentou em comparag&o a estrutura da proteina WT.

Analisando os resultados obtidos no algoritmo Consurf, pode-se relacionar as proteinas localizadas em regides mais con-
servadas diretamente & predigao funcional de variantes n&o sinbnimos, uma vez que as mutagdes consideradas deletérias
pelos algoritmos de predigao funcional sdo as que geralmente se encontram em regiées mais conservadas.

A analise da validag&o estrutural, apresentou um score de 95.16% no Verify3D. O ProSA-web classificou a estrutura da
proteina VRK2 em uma qualidade equiparada a de difragdo de Raio X. O QMEAN apresentou um Z-score de 0.23, que
é considerado bom, por ser menor de 1. O ERRAT apresentou um quality factor de 90.972%, sendo considerada uma
estrutura de qualidade.

CONCLUSOES

A estrutura da proteina VRK2 foi validada e foi considerada de boa qualidade em todos os algoritmos de validag&o.
Pode-se observar também, que as mutagdes encontradas em regides mais conservadas da proteina, como 1157M, 1167V
e N211S foram consideradas mais deletérias do que a N50D, encontrada em regido neutra. Além disso, as dindmicas
moleculares realizadas no MDWeb mostraram uma maior compactagéo da estrutura nas proteinas mutadas em relagéo a
selvagem. Portanto, as mutagdes 1157M, 1167V e N211S s&o patogénicas e alteram a estabilidade da estrutura proteica
podendo estar correlacionadas com o de desenvolvimento de Transtorno Depressivo Maior.
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Extratos naturais dE Synadenium grantii favorecem in vitro a expansao de células T
envolvidos na protegdo contra diferentes patogenos em pacientes com Aids
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INTRODUGAO

Desde o inicio da epidemia da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (Aids), causada pelo Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), mais de 20 milhdes de individuos morreram por causas associadas a imunossupressdo severa na qual
o paciente é condicionado (OMS, 2017). Na atualidade, a infecgdo continua sendo um grave problema de satde publica
com grande impacto socioecondmico. Apesar do virus ser capaz de invadir mondcitos/macrofagos e células dendriticas,
a patogénese da infecgao pelo HIV envolve principalmente a infecgéo e a replicagéo do virus no interior das células mais
importantes do sistema imunoldgico, os linfécitos T CD4* (LANE, 2010). A perda funcional e numérica dessas células com-
promete a habilidade dos pacientes em controlar infecgdes oportunistas e malignidades (TANTISIRIWAT & POWDERLY,
1999). Felizmente, a introdug&o da terapia antirretroviral de alta eficiéncia (TARV), baseada na combinag&o de diferentes
drogas que bloqueiam a invas&o e replicagdo do HIV nas células-alvo, mudou o cenério da Aids, antes uma condigao
clinica fatal para uma doenga crénica (LI et al., 1998; MORA CARPIO & BHIMJI, 2017). Entretanto, a capacidade da TARV
em reconstituir a funcionalidade de fenétipos de células T CD4* e T CD8* nobres, capazes de produzir as citocinas inter-
leucina (IL)-2, IL-21 e interferon (IFN)-y, é limitada nos pacientes com Aids (VIARD et al., 2001; SAINZ et al., 2013). Outro
grande obstaculo é a ineficiéncia da terapia em remover os reservatorios de células T CD4* que contém o DNA pré-viral do
HIV-1 inserido ao genoma humano, o que impede a cura da infecgdo (CONTRERAS, LENASI & PETERLIN, 2006). Nesse
sentido, a busca por novos compostos que ativem os reservatdrios virais latentes € de extrema importancia. Os novos
compostos reativadores de virus latentes quando utilizados em conjunto com a TARV serdo capazes de eliminar os virus
transcricionalmente inativos, resultando na erradicagao da infecgao pelo HIV. No entanto, esforgos clinicos destinados a
eliminar o reservatorio latente com o uso de IL-2 recombinate ou anticorpos anti-CD3 OKT3, ambos capazes de ativar a
replicagdo viral, produziram resultados desanimadores (CONTRERAS, LENASI & PETERLIN, 2006). Diferentes moléculas
com potencial terapéutico tém sido mencionadas como possiveis candidatas a eliminar os reservatdrios de HIV latentes.
Na tentativa de exterminar os santuarios de HIV no organismo, agonistas da proteina quinase C (PKC) tém sido estuda-
dos. Entre esses compostos, muitos sdo derivados do metabolismo secundario de plantas, como terpendides, polifenéis,
alcaldides e ésteres de forbol, alguns dos quais obtidos da familia Euphorbiaceae (HASSEN et al., 2012; MEKKAWY et
al., 2000; PANDELO, 2014). O uso medicinal de plantas dessa familia, tal como Synadenium grantii, é bastante difundido
na América do Sul, Africa e Asia. O uso de extratos dessa planta, conhecida popularmente com o nome de Janatba, se
justifica, sobretudo pelo amplo espectro de agdo medicinal dessas plantas, como por exemplo o tratamento do cancer
(MELO-REIS, 2010; ROGERIO AP, et al., 2007; ORTENCIO, 1997).
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OBJETIVOS
Avaliar o potencial de ésteres diterpenos do tipo forbol, agonistas de PKC, obtidos da Synadenium grantii, em modular a
replicacdo viral e a produgao de citocina pelas células T CD4* e T CD8* de pacientes com Aids.

METODOLOGIA

Pacientes: Para o nosso estudo, amostras de 20 mL de sangue periférico de pacientes com Aids submetido & terapia
antirretroviral de alta eficiéncia (TARV) foram colhidos dos pacientes atendidos no ambulatério do Prof. Paulo Damasco
do HUGG. Foram excluidos pacientes que faziam uso de drogas imunossupressoras, usavam rogas ilicitas ou possuiam
co-morbidades de mediagao imune, tal como alergia e autoimunidade. Dados referentes aos pacientes, da contagem das
células T CD4* e T CD8" e da carga viral plasmatica (CVP) foram obtidas a partir dos prontuarios médicos dos pacientes.

OBTENGAO DOS EXTRATOS DE JANAUBA:
Extratos de ésteres diterpeno do tipo forbol foram obtidos de folhas da Synadenium e identificados como sendo rico em
3,4,12,13-tetraacetilforbol-20-fenilacetato e 4-despxiforbol,12,13-ditiglato foram cedidos pelo laboratério KyoLab (Valinhos — SP).

OBTENGAO E ESTIMULAGAO DAS CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO (CMSP):

Para obtencdo das CMSP, o sangue total foi centrifugado em gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Up) a 2000
rpm por 20 minutos e as células avaliadas quanto a viabilidade com azul de Trypan (Sigma-Aldrich Co). Em seguida, 2
x 108 CMSP viaveis foram mantidas em placas de 24 pogos de fundo chato com 2 mL de RPMI 1640 completo (Thermo
Fischer), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de penicilina/estreptomicina, por 4, 8 e 24 horas na presenga
s6 de meio de cultura (controle) ou na presenga de diferentes concentragdes dos extratos de terpeno da janatba (0,01 pg/
mL, 0,1 pg/mL e 1 pg/mL). Como controle positivo, algumas culturas foram mantidas na presenca de ativadores da PKC,
0 acetato miristato de forbol (PMA, Sigma-Aldrich Co) a 20 ng/mL e lonomicina (IO, Sigma-Aldrich Co) a 600 ng/mL. Para
otimizar a marcagéo de citocina intracelular por citometria, 1 pL de brefeldina A (10 ug/mL, Sigma-Aldrich) foi adicionado
4 horas antes do tempo de término da cultura. As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO,.
Vale a pena ressaltar, que ap6s os diferentes tempos de incubagdo os sobrenadantes das culturas foram recolhidos e
congelados a -20 °C para futura determinagéo da carga viral.

ANALISE FENOTIPICA POR CITOMETRIA DE FLUXO:

A frequéncia e o perfil fenotipico das células TCD4* e TCD8* foi definida através da marcagdo com mAbs fluoroceinados
em diferentes combinagdes: 1gG anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC, anti-CD8-FITC. Ap6s a marcagéo de superficie, as células
foram submetidas tanto a lise das hemécias quanto a fixagdo e permeabilizacdo e, em seguida, submetidas a marcagao
intracelular usando IgG anti-IL-17-PE-Cy5, anti-IFN-y-PE-Cy7, anti-IL-10-PE-Cy5 e anti-IL-21-APC. A viabilidade celular
também foi avaliada através da marcagéo das células com 7ADD. Todas as analises foram conduzidas apés a aquisigao
de 200.000 eventos usando o Attune (Thermofisher, USA) e o software FlowJo. Os linfécitos foram determinados através
dos padrdes de tamanho e granulosidade ap6s a exclus&o de células mortas e debris.

ANALISE ESTATISTICA:
Todas as analises estatisticas do estudo foram conduzidas pelo programa de grafico GraphPad Prism versdo 5.0 para
Windows (GraphPad software). A significancia para todos os experimentos foi definida como p<0,05.

RESULTADOS
Em nosso estudo 10 pacientes com Aids, 05 mulheres e 05 homens com idade média de 51 £ 12,3 anos e sob terapia com
TARV foram recrutados. O tempo médio decorrido desde o diagnéstico confirmatério de infec¢éo pelo HIV-1 foi de 16,8 + 7,5
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anos. As contagens médias de células T CD4* e T CD8" periféricas foram de 873,7 + 381,5 e 872,7 + 367,9 por microlitro. A
maioria dos pacientes (8/10) tinha carga viral plasmatica indetectével. A razao do nao controle da CVP em 02 pacientes foi de-
vido ao recente inicio da TARV ou baixa ades&o do paciente ao esquema terapéutico. Com relagéo aos nossos dados, a curva
dose-resposta demonstrou que a Janatba na maior dose testada (1 pug/mL) causou a morte de mais de 60% dos linfécitos,
sendo essa morte especifica das células T CD4*, provavelmente pelo favorecimento da replica¢éo do HIV-1. Esse fendmeno foi
observado em todos os tempos de cultura testados (4, 8 ou 24 h). Diante desse dado, os ensaios continuaram, porém com as
outras duas doses escolhidas (0,01 e 0,1 ug/mL). Na cinética de curva dose-resposta, a dose de 0,1 pg/mL de Janauba foi a
melhor em induzir a produgdo de IFN-y e IL-21 pelas células T CD4* e T CD8", principalmente no tempo de 24h de incubagao.
Uma anélise mais ampla de citocina demonstrou que, em 24 h, 0,1 pug/mL de Janaliba foi superior a combinagao de PMA/IO em
elevar a porcentagem de células T CD4* e TCD8* capazes de produzir IL-21, sozinha, ou em associagdo com IFN-you com a IL-
17. De forma interessante, a Janauba reduziu a propor¢ao das células TCD4* e T CD8" produtoras apenas de IL-17. Nenhuma
diferenca foi observada com relagéo a porcentagem de células T CD4* e TCD8* capazes de produzir IL-10 ou apenas IFN-y.

CONCLUSOES

Nossos dados sugerem que apesar de elevadas concentragdes de Janalba favorecerem a intensa replicagéo do HIV-1 em
culturas de células de pacientes com Aids, menores doses dos extratos dessa planta podem exercer um efeito imunomo-
dulador, favorecendo a expansao de fenétipos de células T CD4* e TCD8* conhecidos por aumentar a resposta protetora
contra diferentes patdgenos, como virus (ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H.; PILLAI, 2012). Apesar de preliminares, os
dados obtidos nesse estudo podem revelar outro grande beneficio do uso de extratos dessa planta, exercer efeitos adju-
vantes na reconstituicdo imune dos pacientes com Aids.
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AVALIAGAO DOS HABITOS E PREFERENCIA DE ALIMENTOS POR ESCOLARES

' Camilla Oliveira Forell Bevilacqua (IC — UNIRIO); * Prof.Dr Paulo Sérgio Marcellini (orientador).

1 - Departamento de Biogquimica; Instituto Biomédico; Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude; Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro.

Apoio Financeiro: CNPq
Palavras-chave: Criangas; Habitos alimentares; Obesidade; Preferéncias alimentares.

INTRODUGAO

E no inicio da vida que o habito alimentar comega a ser formado, sendo necessaria uma compreenséo dos seus fatores
determinantes. No comportamento alimentar humano podemos verificar que bebés iniciam a vida consumindo uma dieta
lactea e logo suas experiéncias dietéticas comegam a se diferenciar. Neste periodo a alimentagéo do lactante depende
inteiramente dos adultos que Ihe dispensam cuidados. Se a crianga é amamentada ao seio a quantidade e qualidade
do leite produzido vai depender do estado nutricional e dos habitos alimentares da mae. Se a crianca é alimentada
artificialmente outros fatores ambientais estardo em jogo. (Quaioti & Almeida, 2006).

Entretanto, a partir dos dois anos de idade as mensagens veiculadas mudam drasticamente (Schwartz & Puhl, 2003), com
as criangas se tornando alvos da publicidade de uma infinidade de itens alimentares ndo saudaveis. E é neste ambiente
de pouca informagdo e muita propaganda que cada crianga vai desenvolver seu proprio padrao de aceitagdo ou rejeigao
de alimentos (Birch, 1999).

Se o grupo familiar consome uma dieta equilibrada e saudavel as chances da crianca aprender bons habitos alimentares
s80 grandes. Caso contrario corre-se o risco da crianga iniciar o estabelecimento de habitos alimentares incorretos com
sérios riscos para a saude no futuro. Em pré-escolares é comum o habito alimentar caracterizar-se por preferéncias, pois
nessa idade as criangas acabam consumindo, na maioria das vezes, somente os alimentos de que gostam, evitando
aqueles de que n&o gostam (Birch, 1998)

A alimentagéo € um dos fatores que contribui para o aparecimento de doengas cronico-degenerativas no ser humano, que
s&o hoje a principal causa de mortalidade no adulto (Drewnowski, 1997). E consenso que modificacdes no comportamento
alimentar se imp&em para prevenir doengas relacionadas a alimentagao e promover a satde do individuo. Uma vez que é
na infancia que o habito alimentar se forma, é necessario o entendimento dos seus fatores determinantes, para que seja
possivel propor processos educativos efetivos para a mudanga do padrao alimentar da crianga (Angelis, 1995).

No contexto escolar, a auséncia de referéncias tedrico-metodologicas que subsidiem as praticas de EAN também prevale-
ce. Compreende-se que a formagao dos habitos alimentares é influenciada por fatores fisiolégicos, psicoldgicos, sociocul-
turais e econdmicos e que tém sua formag&o iniciada na infancia (Deminic & Laus, 2007). Avalia-se, nesse contexto, habito
alimentar como um repertorio de praticas alimentares que tendem a se repetir ao longo do tempo, e se frisa, nesse sentido,
que é nessa fase da vida que o individuo sai do convivio basicamente familiar e penetra no contexto escolar, no qual expe-
rimentara outros alimentos e preparagdes e tera oportunidade de promover alteragdes nos seus habitos alimentares pelas
influéncias do grupo social e dos estimulos presentes no sistema educacional (Pacheco, 2011)

OBJETIVO
Avalliar a escolha de alimentos por consumidores infantis
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METODOLOGIA
Foi realizado um estudo transversal descritivo com 104 criangas na faixa etaria de 7 a 10 anos de idade, no periodo de
setembro a dezembro de 2016, nos municipios de Petropolis e Rio de Janeiro, em trés escolas particulares distintas.

As escolas foram selecionadas por conveniéncia, destaca-se a dificuldade de aceitagdo por parte das escolas desse
estudo

RESULTADOS

Participaram da pesquisa 104 criangas, sendo 58 (55,77%) do sexo feminino e 46 (44,23%) do sexo masculino, tendo sido
observada uma média de idade de 8,53. Deste total, 30,77% eram estudantes da escola C, 60,58% estudavam na escola
B e 8,65% estavam matriculadas na escola A do Rio de Janeiro.

Com relag&o aos resultados obtidos, observamos que a maioria das criangas pertencentes a classe econdmica B1 (70%),
foram consideradas eutréficas e 30% apresentaram-se acima do peso. Ja na classe econdmica B2, encontramos a mesma
porcentagem de criangas eutréficas e com sobrepeso (43%). No entanto, ao analisarmos o total de criangas acima do peso
nesta classe, verificamos que 57% se enquadram nesta classificagdo. Foi observada certa similaridade no percentual de
criangas obesas nas classes B1, B2 e C1, variando entre 14 e 15%. Ao compararmos as classes C1 e C2, observarmos
resultados bastante proximos no que se refere ao percentual de criangas eutréficas (85% e 80% respectivamente) e obe-
sas (15% e 20% respectivamente).

Durante a aplicagéo do questionario de habitos alimentares, verificamos que de forma geral as criangas tem o habito de
realizar as 5 refei¢Bes diarias, principalmente o almogo e o jantar, realizado por 100% dos participantes. No entanto, foi
verificado que apenas 57,28% das criangas realizam o lanche da manha.

Ao analisarmos a frequéncia das escolhas saudaveis e ndo saudaveis por refeigéo, temos os seguintes resultados:

Tabela 1. Associagao entre habitos alimentares e estado nutricional

Classificagdo do estado nutricional ~ Opg¢des ndo saudaveis  Opgdes saudaveis Total
Eutrofia 612 (32%) 1288 (68%) 1900

Sobrepeso 194 (38%) 316 (62%) 510

Obesidade 174 (33%) 347 (67%) 521

Total Geral 980 1951 2931

Valor de p = 0,046

Os alimentos foram categorizados de acordo com os critérios estabelecidos no Guia Alimentar para a populagao brasi-
leira (BRASIL, 2014), que classifica os alimentos em: in natura ou minimamente processados, alimentos processados e
ultraprocessados. O consumo dos alimentos in natura e minimamente processados deve ser estimulado, uma vez que
constituem a base para uma alimentagdo balanceada, composta por frutas, legumes, verduras, leite, leguminosas, ovos,
entre outros (BRASIL, 2014).

Em contrapartida, os alimentos processados recebem adigao de sal, aguicar ou outra substancia culinaria e devem ser
consumidos em quantidade limitada segundo o novo Guia Alimentar (BRASIL, 2014), ja que durante o processamento
a composigéo dos alimentos é alterada. Desta forma, os alimentos apresentados nos questionarios que pertenciam ao
grupo dos ultraprocessados foram considerados ndo saudaveis.

O valor de p encontrado na tabela 1 (p=0,046) demonstra haver associag&o entre o estado nutricional das criangas e seus
habitos alimentares, onde verificou-se que independente do estado nutricional, os percentuais de op¢des saudaveis mos-
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traram-se superiores. No entanto, podemos observar que as criangas eutréficas e obesas tiveram mais opgdes saudaveis
do que as criangas com sobrepeso. O consumo de alimentos saudaveis em maior quantidade reflete no estado nutricional
das criangas eutrdficas. Ja os resultados encontrados referentes as criangas obesas podem ser atribuidos a um estilo de
vida sedentéario ou talvez por ja terem consciéncia do proprio corpo e terem sido alertadas sobre os alimentos saudaveis
pelos pais, educadores de saude e/ ou profissionais de saude.

0 teste Qui-quadrado (X?) também foi utilizado para verificar se houve relagéo entre as refeigdes e o tipo de alimentos
(saudavel ou ndo saudavel). Os resultados desta analise estao representados na tabela 2.

Tabela2. Associagéo entre refeicdo e perfil dos alimentos

Refeicdo Opcdes ndo saudaveis Opcoes saudaveis Total
Almogo 152 (17%) 726 (83%) 878
Café da Manha 215 (41%) 311 (59%) 526
Jantar 175 (22%) 627 (78%) 802
Lanche da Manha 123 (56%) 98 (44%) 221
Lanche da Tarde 319 (61%) 206 (39%) 525
Total Geral 984 1968 2952
Valor de p < 0,001

De acordo com o valor de p encontrado (p<0,001), foi possivel concluir que existe associagéo entre o perfil de alimentos
consumidos e as refeigdes realizadas. No almogo e no jantar, por exemplo, nota-se ampla preferéncia por alimentos sau-
déveis (83% e 78%, respectivamente), sendo observado o inverso nos lanches da manha (44%) e da tarde (39%) onde
houve maior preferéncia por alimentos néo saudaveis (56% e 61%, respectivamente).

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que é nas pequenas refeigdes que as criangas tendem a consumir gulo-
seimas, alimentos gordurosos como biscoitos e salgadinhos, constituidos de alto percentual de gordura saturada, sédio e/
ou agucares. Tais alimentos contribuem para 0 aumento de peso e estao relacionados com o desenvolvimento de doengas
cronicas néo transmissiveis conforme anteriormente mencionado.

Foi possivel concluir que existe associagao entre o perfil de alimentos consumidos e as refei¢des realizadas. No almogo e
no jantar, por exemplo, nota-se ampla preferéncia por alimentos saudaveis (83% e 78%, respectivamente), sendo obser-
vado o inverso nos lanches da manha (44%) e da tarde (39%) onde houve maior preferéncia por alimentos ndo saudaveis
(56% e 61%, respectivamente).

CONCLUSAO

Foi verificada associagdo positiva entre: estado nutricional e perfil socioeconémico X habitos alimentares das criangas, o
que reforca a importancia de serem incentivados habitos alimentares saudaveis desde a infancia bem como o desenvolvi-
mento de programas governamentais de saude/nutricdo direcionados para o publico infantil.

As preferéncias alimentares por sua vez, ndo tiveram associacdo com o estado nutricional e a renda socioeconémica
familiar. O fato de a crianga preferir determinado alimento perante outro, ndo significa necessariamente que esse alimento
faz parte de seus habitos de consumo. Além disso, outros fatores como a pratica de exercicios fisicos e a hereditariedade
podem interferir no estado nutricional do individuo.

O conhecimento dos pais em nutricdo mostrou-se superior ao dos filhos, demonstrando a importancia e responsabilidade
que os pais possuem em introduzir alimentos saudaveis dentro de seus domicilios. Essa pratica sendo realizada podera
contribuir positivamente para a manutengdo de bons habitos alimentares desde a infancia.
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EFEITOS DA ELETROESTIMULAGAO TRANSCUTANEA EM PONTOS DE ACUPUNTURA
SOBRE O BALANGO AUTONOMICO DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS
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Apoio Financeiro: Projeto sem fomento de agéncias.

Palavras-chave: Variabilidade da frequéncia cardiaca; acupuntura; eletroestimulag&o transcutdnea em ponto de acupun-
tura; Neiguan; PC6; cardiovascular; sistema nervoso autbnomo; modula¢do autondémica; balango autondmico; simpatico;
parassimpatico.

INTRODUGAO

Com mais de 17 milhdes mortes por ano, as Doengas Cardiovasculares (DCVs) s&o a maior causa de mortalidade no
mundo (Mendis et al., 2011). O fendmeno conhecido como precondicionamento isquémico pode ser caracterizado como
uma prote¢éo adquirida pelo coragao, apds um ou varios curtos periodos de isquemia, reduzindo a injuria celular ao ser
submetido a uma isquemia prolongada com potencial letal. Acredita-se que essa cardioprotegéo se deve a liberagéo de
fatores humorais (Costa et al., 2013), e que essa liberagdo poderia depender da estimulagdo nervosa (Mastitskaya et
al., 2012). Ja foi demonstrada a importancia do sistema nervoso auténomo (SNA) na mediagdo do precondicionamento
isquémico através do bloqueio completo de ganglios simpatico e parassimpético, implicando no bloqueio da sua agéo, o
que eliminou a cardioprote¢do (Mastitskaya et al., 2012), e também que a estimulagéo do nervo Vago reduz a injuria mio-
cardica de reperfusdo (Mioni, 2005). Além disso, 0 SNA atua na manuten¢do da homeostase cardiovascular. No entanto,
em alguns estados de doenga, como na insuficiéncia cardiaca, diabetes mellitus, doenga arterial coronariana, infarto agudo
do miocardio e hipertenséao arterial sistémica, a regulagao autondémica cardiaca apresenta, em maior ou menor grau, uma
deficiéncia na manutencéo das condigdes fisioldgicas ideais, ou seja, hd um desbalango autondmico do coragéo (Junior
e Silva, 2000). A aplicagdo de métodos capazes de modular a resposta autondmica de forma n&o invasiva pode ser uma
intervengéo terapéutica eficiente para melhorar a qualidade de vida de individuos que apresentam disfungdo autonémica
cardiovascular. A Acupuntura € um método da medicina tradicional chinesa baseado na estimulag&o neural periférica pela
introdugdo de agulhas em regides especificas da superficie do corpo, denominadas acupontos ou pontos de acupuntura,
com o intuito de promover alteragdes organicas e funcionais para fins terapéuticos ou simplesmente neuromodulagao
(Tonezzer et al., 2012). A aplicagdo de corrente pulsatil por eletrodos na regido da pele, conhecida como eletroestimulagéo
transcutanea, ao estimular pontos de acupuntura pode ativar os tecidos mais profundos e, ainda assim, induzir os efeitos
desejados da acupuntura sem que seja necessaria a invas&o por agulhas, sendo esta técnica denominada Estimulagéo
Elétrica Transcutanea em Pontos de Acupuntura (Ma et al., 2015). Estudos recentes demonstraram em modelo animal
e humano que a estimulagdo do acuponto PC6 atua na indugdo de cardioprotegdo em modelo de injdria de isquemia e
reperfuséo (Tsou ef al., 2004) e em pacientes submetidos a cirurgia de troca valvar (Yang et al., 2010), além de modificar
parametros cardiovasculares relacionados a modulagdo do SNA de individuos com disturbios cardiovasculares (Meng,
2004; Tsou et al., 2004; Wang et al., 2015). Interessantemente, ndo ha estudos que relatem os efeitos da TEAS no acupon-
to PC6 sobre a modulagéo autondmica em individuos saudaveis, muito menos em pacientes com DCVs. A variabilidade da
frequéncia cardiaca (VFC) compreende um método capaz de avaliar as alteragdes induzidas pelo SNA, permitindo avaliar
o balango simpatico-parassimpatico do coragdo. A VFC avalia oscilagdes de intervalos RR consecutivos, ou seja, avalia
alteragdes que ocorrem entre batimentos cardiacos sucessivos, mediadas pela influéncia do SNA sobre o nodo sinusal
cardiaco (Voss et al., 2015). Sabe-se a ocorréncia de diversos distlrbios cardiovasculares estao relacionados a redugao da
VFC prévia ou sdo acompanhados desta alteragéo fisiolégica. Desta forma, mudangas no padrdo da VFC s&o um forte e
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sensivel indicador antecipado de comprometimento na salde, sendo sua anélise uma importante ferramenta para a inves-
tigagao de diversos estados de doenga (Junqueira Jr., 1998). Baseado nos apontamentos acima, a hipétese apresentada
neste trabalho € de que a eletroestimulagéo transcutanea sobre o ponto de acupuntura Neiguan (PC6) exerga suas agdes
remotas no sistema cardiovascular sendo capaz de modular o balango autondémico de individuos saudaveis.

OBJETIVO
Avaliar os efeitos da eletroestimulagao transcutanea no ponto de acupuntura Neiguan PC6 sobre o balango autondmico
de individuos saudéveis.

METODOLOGIA

Para dar inicio ao estudo foi necessaria a aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro (CEP-UNIRIO), conforme Parecer CAAE n° 47780515.3.0000.5285, e cadastro na Plataforma Brasil por
se tratar de uma pesquisa com humanos. Voluntarios homens entre 18 e 30 anos foram recrutados no Instituto Biomédico
da UNIRIO de forma aleatoria. Ao aceitarem participar do estudo, os individuos receberam um questionario de saude
para a coleta de informagdes relevantes (idade, sexo, histérico de doencas, fatores comportamentais etc.). Foram consi-
derados saudaveis todos os voluntérios que declararam n&o possuir patologias agudas ou cronicas e que na avaliagao
inicial ndo apresentaram nenhum dos critérios de exclus&o (idade maior do que 30 e menor do que 18 anos, presenca de
dispositivo marca-passo cardiaco ou cardiodesfibrilador intermitente, dispositivos auditivos, trauma de cranio, injuria cere-
bral, status epiléticus, tétano, sindrome da angustia respiratdria no adulto (SARA), doencgas hepaticas cronicas, doengas
renais cronicas, pacientes em uso de Sulfonilurea ou Glibenclamida, ou que ja tenham realizado cirurgia cardiaca prévia).
Apos o recrutamento, os voluntarios foram alocados randomicamente, através de sorteio eletrénico com software Excel
(Microsoft, EUA) em um grupo que recebeu eletroestimulagio nervosa transcutanea no ponto de acupuntura (TEAS, N=13
individuos), em outro grupo que recebeu apenas um placebo sem estimulagao elétrica (PLACEBO, N=14 individuos) e um
grupo sem nenhuma intervengdo (Controle, N=14 individuos). Mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) os individuos foram submetidos a medigdes biométricas (peso, altura, circunferéncia abdominal, cir-
cunferéncia do quadril e relagdo cintura-quadril) e em seguida, ao protocolo experimental. Para dar inicio ao experimento,
os voluntarios deveriam estar deitados, em posicao confortavel, e 0 ambiente silencioso com temperatura controlada de
23°C, sempre no periodo da manha. Foram posicionados eletrodios, na superficie cutanea referente ao ponto de acupun-
tura Neiguan (PC6), o eletroestimulador (Neurodyn Portable TENS/FES, IndUstria Brasileira de Equipamentos Médicos,
EIRELI, Brasil), o sistema de registro de presséo arterial (Esfigmomanometro Digital MA100, G-Tech, Onbo Electronic
(Shenzhen) Co, LTD, China) e o monitor de frequéncia cardiaca (Polar Rs800cx ®). O protocolo experimental consistiu em:
periodo de acomodagéo, com duragao de 20 minutos; periodo de eletroestimulagdo, com duragao de 40 minutos; e periodo
de recuperagao, com duragdo de 30 minutos. A frequéncia cardiaca (FC) e a presséo arterial sistémica foram obtidas a
cada 10 minutos, a partir do inicio do periodo de acomodagao até o fim do periodo de recuperagéo. A eletroestimulagao
foi realizada com uma intensidade de 0,8 a 1,9 mA e com uma frequéncia de estimulag&o de 5 a 30 Hz por 40 minutos.
A FC e os intervalos RR foram registrados durante todo o protocolo experimental para a obtengéo dos indices da VFC
no dominio do tempo e no dominio da frequéncia. Dentre esses, analisou-se: indice simpato-vagal (LF/HF), componente
de muita baixa frequéncia, do inglés very low frequency (VLF), componente de baixa frequéncia, do inglés low frequency
(LF), componente de alta frequéncia, do inglés high frequency (HF), média dos intervalos RR (MNN), desvio padrao de
todos os intervalos RR normais registrados em um intervalo de tempo (SDNN), Média da Frequéncia Cardiaca (FC), raiz
quadrada da média do quadrado das diferengas entre intervalos RR normais consecutivos (rMSSD), niumero de intervalos
RR sucessivos que possuem diferenga de duragdo maior que 50milissegundos (NN50), porcentagem obtida entre a divisdo
do indice NN50 pelo nimero total de intervalos RR (pNN50). Os intervalos R-R de cada registro foram processados com
software especifico (Kubios HRV v. 2.2, UEF, Finlandia). Ainda, foi realizada a analise da variagao de presséo arterial (PA).
Foram calculadas a variagdo da presséo sistdlica (APS), variagdo da press&o diastdlica (APD) e variagdo da presséo
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arterial média (APAM). As diferengas de presséo foram determinadas tendo como referéncia a fase final do periodo de
Acomodagao. Ademais, a partir dos registros de presséo sistolica e de frequéncia cardiaca foi calculado o duplo-produto
(DP) e sua variagéo (ADP) em relagdo ao momento final do periodo de acomodag&o. Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, California, USA), com nivel de signifi-
cancia estabelecido em P<0,05. Ainda, foram calculadas a média e erro padréo da média (E.P.M.).

RESULTADOS

A eletroestimulagao no grupo TEAS induziu alteragdes em indices do dominio da frequéncia, demonstrando seu efeito
agudo. Durante a eletroestimulagdo houve um aumento significativo (p<0,01) do indice simpato-vagal (LF/HF) no grupo
TEAS (2,1 + 0,4) quando comparado aos grupos Controle (1,0 + 0,1) e Placebo (1,0 £ 0,1). Isto n&o se manteve no perio-
do de recuperacao. A relagao LF/HF reflete as alteragdes no equilibrio entre os componentes simpatico e parassimpatico
do SNA, o que caracteriza o balango simpato-vagal sobre o coragéo (Vanderlei et al., 2009)2009. Também foi possivel
observar que o indice LF (n.u.), um indicador de atividade simpatica, durante o periodo de eletroestimulagéo, obteve um
aumento no grupo TEAS (61,9 + 3,7), e que se mostrou maior (p<0,05) que os grupos Controle (47,4 + 3,2) e Placebo (47,8
+ 3,7) durante este periodo. Observou-se, ainda, uma redugao do indice HF (n.u.) no grupo TEAS (38,1 + 3,7) durante a
eletroestimulagéo (P<0,05), quando comparado aos grupos Controle (52,6 £ 3,2) e Placebo (52,2 + 3,7), demonstrando
redugdo da atividade parassimpatica. Ainda, foi analisada a variagdo do DP, uma variavel relacionada ao consumo de
oxigénio pelo miocardio, obtido pela associagdo da FC com a PS, considerado o mais fidedigno indicador néo invasivo
do trabalho miocardico (Maior et al., 2007)2007. Apesar de nao alterar de forma significativa os valores de PA, a variagao
do duplo-produto (ADP) ao término do periodo de eletroestimulagéo foi maior (p<0,05) no grupo TEAS em relagdo ao
Controle. Estes resultados podem ser corroborados com outros achados da literatura, em que a estimulagéo do ponto PC6
teve um efeito simpato-excitatdrio. Alguns estudos demonstraram que ao estimular o ponto PC6 se obteve efeitos na he-
modinamica cardiovascular, como 0 aumento do débito cardiaco, aumento do tdnus vasomotor e venomotor e aumento da
fung&o cardiaca, mediados pelo aumento da atividade do sistema nervoso simpatico (Syuu et al., 2003; Arai et al., 2008).
Em estudo recente, ratos anestesiados foram submetidos a EAno PC6 e observou-se um aumento significativo dos indices
SDNN e LF/HF, demonstrando aumento da atividade simpatica (Wang et al., 2015). Sendo assim, a modulag&o autondmica
com consequente impacto simpato-excitatério poderia ser uma terapia empregada em doengas que apresentam dener-
vagao simpatica cardiaca, como em pacientes transplantados, restaurando a VFC e diminuindo o risco de complicagdes,
melhorando o progndstico destes pacientes.

CONCLUSOES

Os resultados sugerem que a TEAS no ponto de acupuntura PC6, em individuos saudaveis, pode modular o balango
autondmico de forma aguda, aumentando o ténus simpatico e reduzindo o parassimpatico, e aumentando o consumo
miocardico de oxigénio.
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INTRODUGAO

A carqueja (Baccharis trimera), uma planta nativa da América do Sul, tem sido utilizada pela medicina popular no trata-
mento de desordens do trato gastrointestinal, em processos inflamatérios, doengas hepaticas e diabetes. Apesar disso,
poucos estudos cientificos foram realizados até o0 momento para verificar o real potencial fitoterapico dessa erva. Oliveira e
colaboradores (2005) demonstraram que o extrato aquoso da carqueja apresenta ag¢&o hipoglicemiante em camundongos
Swiss diabéticos. Assim como, um estudo recente realizado pelo nosso grupo comprovou que o 6leo essencial de carqueja
possui potencial efeito hipoglicemiante em ratos diabéticos (dados n&o publicados). Ja o extrato hidroalcodlico apresentou
atividade antioxidante em tecido hepético (Padua et al., 2014) e em células neurais, reduzindo a toxicidade B-amiloide
(Paiva et al., 2015). O diabetes é uma das doencas que mais avangam no mundo. Em 2012 eram cerca de 250 milhdes
no mundo, sendo 10 milhdes s6 no Brasil (Portal Brasil, 2014). Em 2015 o percentual de brasileiros com diabetes subiu
de 4% para 6,2% da populagdo adulta. As mulheres apresentam a maior propor¢éo da doenga (7%), enquanto que o0s
homens 5,4% (Portal Brasil, 2015). Mais recentemente, uma série de estudos com base na populagdo demonstraram que
a prevaléncia de deméncia € aumentada em pacientes com diabetes tipo 2 (Meneilly e Tessier, 2015). Tem sido proposto
que a resisténcia a insulina, elo com a diabetes (Lyra et al, 2006), desempenha um papel na patogenia do Alzheimer (AD)
e outras deméncias. Ha receptores de insulina localizados no hipocampo e cortex temporal medial, sugerindo que a insu-
lina influencia a memoria, em parte através da absorgao de glicose (Craft et al, 2012; De Felice et al, 2015). Os cérebros
com AD exibem sinalizagdo de insulina defeituosa, niveis alterados e/ou ativagao aberrante de componentes da via de
sinalizagdo da insulina e, mais importante ainda, diminui¢do da capacidade de resposta a insulina (Felice et al, 2014). A
insulina também reduz a formagao e protege contra a toxicidade causada pelos peptideos B-amiloides, responsaveis pela
diminui¢&o das sinapses. Ja se sabe que em modelos animais de AD, a ingestao de dietas hipercaloricas pode aumentar
a carga amiloide cerebral e comprometer a meméria, pois a dislipidemia tem importante papel no desenvolvimento da re-
sisténcia insulinica (Craft et al, 2012). Assim, se o 6leo da carqueja (OBt) for capaz de reduzir a glicemia de camundongos
C57BI/6 insulino-resistentes, poderia também ter uma ag&o positiva sobre a meméria?

OBJETIVO

Desta forma, o presente estudo tem como objetivo geral estudar o potencial do 6leo essencial de carqueja (Baccharis
trimera) como hipoglicemiante e na memoéria de camundongos insulino-resistentes. Sendo assim, nossos objetivos espe-
cificos séo:

- Avaliar se o OBt apresenta agao hipoglicemiante em camundongos C57BI/6 submetidos a uma dieta hipercaldrica por 5
meses;
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- Estudar se camundongos insulino-resistentes, apds submissao a uma dieta hipercalérica, tratados com OBt apresentam
ganho na memoria através do teste de comportamento do Labirinto aquatico de Morris;

- Avaliar se a idade promoveu nesses camundongos alteragéo cognitiva quando submetidos ou ndo a dieta e ao tratamento
com OBt.

METODOLOGIA

Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UNIRIO (CEUA 2016.1). O éleo
essencial de carqueja (OBt), foi obtido por hidrodestilagio com aparelho de Clevenger a partir de macerado de folhas. Os ca-
mundongos C57BI/6J, com idade de 6 meses, foram divididos em quatro grupos: i) Controle (n=7), submetidos a dieta padr&o;
ii) OBt (n=6), submetidos a dieta padréo e posteriormente, na idade de 11 meses, tratados com 6leo essencial de carqueja (OBt)
a 10 mg/kg/dia por gavagem; iii) HC (n=8), tratados com dieta hipercaldrica de cafeteria (ragdo comercial, amendoim torrado,
chocolate ao leite e bolacha maisena na proporgao 3:2:2:1) por 5 meses; e iv) HC+OBT (n=8), submetidos a dieta hipercalérica
de cafeteria por 5 meses e posteriormente tratados com OBt a 10 mg/kg/dia por gavagem. A avaliagéo da meméria/aprendizado
foi realizada com os camundongos C57BI/6 aos 6 meses de idade (antes da submissao a dieta hipercalérica), 11 meses (apds
a constatacdo da resisténcia insulinica decorrente da dieta hipercaldrica) e 12 meses (ap6s o tratamento ou ndo com OBY) e,
para tanto, utilizamos o teste do labirinto aquatico de Morris (LAM) no qual a laténcia para encontrar a plataforma escondida é
utilizada para avaliar o desempenho na memoria/aprendizagem. A glicemia foi sendo dosada ao longo do experimento através
de um glucdmetro. A resisténcia insulinica foi determinada através do teste de tolerancia oral a glicose na qual é ministrado, por
gavagem, 2g/kg de glicose e, posteriormente, a glicemia é medida por glucémetro em diferentes tempos: 0, 15, 30, 45, 90 e 120
minutos. Apds o Ultimo teste de LAM, os animais sofreram eutanasia, e soro e amostras de tecidos foram retiradas para futura
realizagdo de western blot. A partir das amostras de soro realizamos a medigéo dos niveis de colesterol total e triglicerideos
através de kits de dosagem (Bioclin/Quibas, MG, BR). Todos os resultados serdo apresentados pela média = EPM. A analise
de variéncia One-Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni ou o teste ¢ Student ndo pareado foram utilizados para
avaliarmos as diferengas entre os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

Underwood e Thompson (2016) constataram que ratos Long-Evans, se tornaram obesos e apresentaram rapida elevagéo da
glicose plasmatica e das concentragdes séricas de insulina (ambos indicadores de diabetes tipo 2), quando tratados com ragao
hipercalérica. Como consequéncia, apresentaram prejuizo quanto a sua memoéria de reconhecimento espacial, indicando dimi-
nui¢éo das fungbes do hipocampo. No nosso trabalho, observou-se um aumento mais proeminente do peso nos grupos tratados
com a dieta hipercalérica quando comparado com os controles que mantiveram um peso relativamente constante. Apos o trata-
mento com o 6leo essencial de carqueja, houve um leve redugéo no peso no grupo OBt e uma redugao significativa (p<0,05) no
peso do grupo HC+OBt. Um grupo demonstrou que a Baccharis trimera proporciona a diminuigdo dos niveis de colesterol quan-
do administrada na mesma dose utilizada no nosso estudo, e nos niveis de triglicerideos em dose maior (Souza et al, 2012). A
diminuicdo desses parametros ndo foi observada na nossa pesquisa. Apds a introdugao da dieta hipercalérica, era esperado
um aumento dos niveis glicémicos que indicassem intolerancia a glicose, constatada através do Teste de tolerancia a glicose
oral (Veloso, S. 2016). Com o inicio do tratamento, foi possivel notar que o 6leo essencial de carqueja reduziu significativamente
(P<0,05) a glicemia dos camundongos no grupo HC+OBT, bem como nos animais que ingeriram ragéo comum (OBT). Quando
analisamos a laténcia para o encontro da plataforma no Labirinto de Morris foi possivel observar uma redugéo da cognigdo dos
animais a medida que envelheciam no grupo Controle e OBT (11 meses). Possivelmente, o mesmo n&o foi observado com 12
meses, em fung&o do curto espago de tempo entre um teste e outro (4 semanas). A dieta hipercalérica de alguma forma diminuiu
significativamente a perda da capacidade de cognigéo tanto no grupo HC como no grupo HC+OBT, entretanto, ao ser ministrado
0 6leo de carqueja (12 meses) houve uma redugao significativa (p < 0,05) na capacidade de memorizag&o/aprendizado dos
animais. Desta forma, fica claro que o OBt ndo favorece um aumento na cognicéo, porém devido ao comportamento passivo
dos animais, € possivel que ele apresente uma agao sedativa. Os dados sobre a meméria séo reforgados quando observamos
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o percentual de tempo gasto dos animais no quadrante 1 (Q1), local no qual se encontra a plataforma, em relagéo ao quadrante
3 (Q3), que esta diametralmente oposto & plataforma. E possivel observar que aos 6 meses (P) os animais no t5 aprenderam
onde a plataforma estava, visto que o percentual de tempo no Q1 é significativamente (p <0,05) maior. Posteriormente aos 11
meses (D) esse percentual de tempo decai no grupo Controle, no entanto, no grupo HC é significativamente (p <0,05) maior,
demonstrando que a dieta hipercaldrica trouxe algum beneficio para a memoéria dos animais. Ja aos 12 meses (T), com a
administracdo do 6leo de carqueja, ndo houve uma variagdo no percentual de tempo gasto dos animais no quadrante Q1 e Q3
nos grupos OBT e HC+OBT. O mesmo foi observado no grupo Controle, possivelmente em fung&o do envelhecimento. Até o
presente momento, as analises de western blot ainda estéo sendo realizadas.

CONCLUSOES

Apbs a analise dos dados, constatamos que a introdugao da dieta hipercalérica diminuiu a perda da cogni¢&o nos grupos
tratados, sendo necessarios novos estudos para compreensdo desse resultado. Além disso, concluiu-se que o 6leo es-
sencial de carqueja ndo favoreceu o ganho de memoéria nos camundongos insulino-resistentes, apesar de demonstrar um
efeito hipoglicemiante e emagrecedor.
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INTRODUGAO:

0 espectro de doencas da Neuromielite Optica (NMOSD) é um conjunto de doencas autoimunes inflamatérias idiopaticas
do sistema nervoso central, que diferente da esclerose multipla (EM), cursa principalmente com episodios simultaneos ou
sequenciais de neurite dptica (NO) e/ou mielite transversa aguda (MTA) extensa (WINGERCHUK et al., 2015). Ademais,
diferente da EM, a fisiopatogenia da NMOSD envolve principalmente a produgdo de anticorpos contra antigenos do SNC,
particularmente IgM e IgG anti-aquaporina 4 (AQP4), um canal de dgua expresso em altos niveis nos astrocitos (LENNON
et al., 2004, 2005; LUCCHINETTI et al., 2002). Apesar do progndstico ser variavel, os pacientes com NMOSD com soro-
logia positiva para os anticorpos anti-AQP4 apresentam a forma mais grave da doenga (LENNON et al., 2004, 2005). A
severidade da NMOSD nesses casos deve estar relacionada aos mecanismos de les&o celular mediados pelos anticorpos
dirigidos contra as células que expressam AQP4, tais como a ativagéo das proteinas do sistema complemento e a cito-
toxicidade celular executada pelas células NK (LUCCHINETTI et al., 2002). Ademais, a exuberancia das lesdes ndo se
restringe a barreira hematoencefélica, como também & bainha de mielina dos nervos 6pticos e da medula espinhal, carac-
terizado clinicamente por dois eventos indices, a NO e MTA (WINGERCHUK et al., 2015). Apesar do carater mais humoral
das NMOSD, a produgao de anticorpos patogénicos pelos linfocitos B depende de sua interagdo produtiva com as células
T CD4", particularmente as células T CD4* foliculares, ou células T_, (CROTTY, 2011). Em humanos, essas células T_,, cir-
culantes sdo caracterizadas pela expressao do receptor de quimiocina CXCRS, o receptor de morte programada PD-1, do
coestimulador induzivel ICOS, e pela produgéo da citocina interleucina (IL)-21, aliado a uma baixa expressao do receptor
de quimiocina CCR7 (LOCCl et al., 2013). Além de produzir IL-21, subtipos de células T, podem também produzir IL-6, IL-
4, 1L-10, IL-17 e interferon (IFN)-y (MESQUITA et al., 2016). Funcionalmente as células T_, regulam o desenvolvimento da
imunidade humoral, por auxiliar na formag&o dos centros germinativos através de sinais necessarios para a proliferagao,
sobrevivéncia (TANGY et al., 2013), maturag&o e diferencia¢do dos linfocitos B em plasmdcitos secretores de anticorpos e
em células B de memoria longa (CROTTY, 2015; PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWA, 2012). Devido aos fenémenos de
troca de cadeia pesada e maturagéo de afinidade, esses anticorpos tém maior capacidade em neutralizar o antigeno, con-
tribuindo de forma eficiente na resposta imune protetora contra diferentes patégenos (SHULMAN et al., 2013; TANGY et
al., 2013). Entretanto, essas células tém sido igualmente implicadas em doengas autoimunes humorais graves, tais como
lupus (Sawaf, DUMORTIER, MONNEAUX, 2016). Acreditamos que a gravidade das formas de NMOSD com sorologia
positiva para os anticorpos anti-AQP4 esta associada ao subtipo de células T, dominante nesses pacientes.

OBJETIVO
Determinar a proporgao de diferentes subtipos de células T, no sangue periférico de pacientes com NMOSD com sorolo-
gia positiva e negativa para anticorpos anti-AQP4.
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METODOLOGIA

Pacientes, obtengdo e cultivo das amostras: Para o nosso estudo, amostras de sangue (5 mL) de 10 pacientes com soro-
logia positiva e 10 pacientes com sorologia negativa para anticorpos anti-AQP4 e com diagndstico de NMOSD recorrente
remitente, segundo os critérios de WINGERCHUCK e colaboradores (2015), foram recrutados dos Hospitais Gaffrée e
Guinle/UNIRIO e Federal da Lagoa (Rio de Janeiro, Brasil). Como controle da normalidade, todos os ensaios foram tam-
bém conduzidos em individuos saudaveis (n=10) pareados pela idade e género. Todos os pacientes estavam na fase de
remissao clinica, livres de drogas imunomoduladoras/imunossupressoras e sem diagnéstico clinico de doengas infeccio-
sas no momento da coleta da amostra. Para o nosso estudo, amostras de sangue total foram mantidas em cultura por 4
h na presenca, ou ndo, de PMA (600 ng/mL, Sigma Co) e ionomicina (20 ng/mL, Sigma Co). Para otimizar a marcagéo
intracelular das citocinas, 1 pug/mL da Brefeldina (BD Biosciences) foi adicionado no inicio do tempo de cultura. Todas as
culturas foram mantidas a 37 °C e a 5% de CO2.

Citometria de fluxo: A frequéncia de diferentes subtipos de células T, foi definida através da marcagéo com anticor-
pos monoclonais dirigidos contra os seguintes marcadores humanos: CD4, CXCRS5, IL-21, IL-6, IL-17, IL-10 e IFN-y (BD
Bioscience, San Diego, CA, USA). Resumidamente, as amostras de sangue total, ativadas ou n&o por 4 h, foram submeti-
das a marcagao de superficie com anti-CD4 e anti-CXCR5, incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e protegidas
da luz, de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante. Em seguida as hemacias presentes nas amostras foram
lizadas e as células fixadas usando a solugdo de lise/fixagédo (BD Bioscience, San Diego, CA, USA), permeabilizadas
usando cytofix/cytoperm (BD Bioscience, San Diego, CA, USA) e tratadas com anticorpos dirigidos contra as citocinas. As
células foram lavadas com PBS suplementado com 1% de SFB e analisadas através do citémero Accuri utilizando o sof-
tware FlowJo. Anticorpos de isotipo controle e amostras marcadas com um Unico anticorpo foram usados como controle.
Apbs a aquisicdo de 100.000 ou 200.000 eventos, os linfocitos foram determinados através dos padres de tamanho e
granulosidade ap6s a exclusdo de células mortas e debrits.

Parémetros clinicos: O status de incapacidade dos pacientes foi avaliado utilizando a escala do EDSS (Expanded Disability
Status Scale) (KURTZE, 1983).

Anélise estatistica: Todas as analises estatisticas dos ensaios foram conduzidas usando o programa de grafico GraphPad
Prism vers&o 5.0 para Windows. A significancia em todos os experimentos foi definida como p < 0,05.

RESULTADOS

Quando comparado ao grupo controle, a frequéncia de células T, IL-21*foi significativamente superior nas amostras de
pacientes com NMOSD quando comparado ao controle (p < 05). Quanto aos dois grupos de pacientes nenhuma diferenca
significativa foi observada. Quanto aos subtipos celulares, a proporgéo das células T, IL-21* capazes de produzir IL-6
(p=0,0121) e IL-17 (p=0,0322) foi significativamente superior nas amostras de pacientes soropositivos para anticorpos
anti-AP4. Em contraste a percentagem do subtipo de células T, IL-21* produtor de IL-10 foi inferior nos pacientes com
NMOSD e anti-AQP4 positivos (p=0,0417). Nenhuma diferenca foi observada quanto a proporgéo das células T, IL-21*
IFN-y* em ambos os grupos de pacientes. Finalmente, uma correlagdo forte e positiva foi observada entre a frequéncia
de celulas T, IL-21* capaz de produzir IL-6 com o grau de incapacidade neuroldgica dos pacientes, determinada pela
pontuagéo do EDSS (r= 0,6788; p=0,0233).

CONCLUSOES

Apesar do estudo ter sido conduzido em um nimero pequeno de pacientes, nossos dados apresentados revelam uma ex-
panséo de células T_, IL-21* produtora de IL-6 ou de IL-17 no sangue de pacientes com NMOSD e sorologia positiva para
anticorpos anti-AQP4. Adicionalmente, a percentagem das células T, IL-21* IL-6" foi diretamente associado a severidade
da doenca. Esses resultados, se confirmados em um niimero maior de pacientes, podem ajudar no desenho de novas
ferramentas terapéuticas em favor dos pacientes com NMOSD.
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INTRODUGAO

Canabinoides sdo compostos estruturalmente heterogéneos, porém com componentes associados farmacologicamente,
como anadamida e 2-araquidonoil glicerol (2-AG), incluindo canabinoides derivados de plantas, substancias sintéticas e
canabinoides endégenos. Canabinoides possuem fungdes analgésicas, agao antiemética e antineoplasica, esse por seus
efeitos sobre vias de sinalizago envolvidas na proliferagao, diferenciagdo e sobrevivéncia celular. O sistema canabinoide
é formado por receptores, transportadores e enzimas de sintese e degradagdo. Os principais receptores desse sistema
s&o receptores canabinoides tipo 1 e 2 (CB1 e CB2), sendo ambos pertencentes a familia de receptores acoplados a
proteina G (GPCR) e estao localizados no sistema nervoso central e periférico (Ellert-Miklaszewska et al., 2013). O ATP é
um importante mitégeno no desenvolvimento da retina. Essa purina enddgena estimula a proliferagéo celular através da
ativacdo dos receptores P2Y, que aumentam a sintese de DNA pela ativagéo das vias da PKC, MAPK e PI3/Akt (Sanches
etal., 2002).

OBJETIVO
O objetivo deste trabalho é investigar a agao do canabinoide sintético WIN 55,212-2 sobre a proliferagéo e morte de células
de retina de galinha em cultura e a sua relagéo com o efeito proliferativo do ATP.

Metodologia: Analisamos entdo a agdo de canabinoides sobre a incorporagdo de [*H]-timidina e a viabilidade celular em
culturas de retina de E7 tratadas com canabinoides e nucleotideos. Este trabalho possui aprovagdo em comité de ética;
CEUA-UNIRIO 2016.02. Culturas mistas de células de retina foram obtidas de embrides de galinha White-Leghorn com
sete dias de desenvolvimento embrionario ( E7). As células foram semeadas em placas de petri estéril na densidade de
4,16 x 10° células por mm? e cultivadas por 24 horas em estufa & 37°C com de 5% de CO,,

Resultados: Culturas de células de retina de galinha em E7C1 foram incubadas com concentracdes crescentes de WIN
55,212-2 (0,5, 1,0 e 5,0 uM) por 24 horas, e submetidas ao protocolo de incorporagéo de [*H]-timidina. Averiguou-se um
decrescimento significativo (p<0,05) da incorporagéo de [*H]-timidina (% de efeito em relagdo ao controle * erro padrao.
Controle =100 + 3,0; WIN 0,5 uM = 64,37 £ 4,5; WIN 1,0 uM = 29,89 + 4,39; WIN 5,0 uM = 14,0 + 3,0. n = 3). Aredugdo na
incorporagao de [3H]-timidina pode ser devido a morte celular. Para investigar a possivel morte celular, culturas de células
de retina de galinha em E7C1 foram tratadas com concentragdes crescentes de WIN 55,212-2 (0,5, 1,0 e 5,0 uM) durante
24 horas, e submetidas ao ensaio de viabilidade celular (MTT). Apenas as concentragdes de 1,0 e 5,0 uM de WIN foram
capazes de reduzir significativamente (p<0,01) a viabilidade celular (% de efeito em relagéo ao controle + erro padrao.
Controle = 100 + 2,3; WIN 0,5 uM =98 £ 7,0; WIN 1 uM = 64 £ 2,3; WIN 5,0 uM = 40 £ 2,6. n = 4). Em conseguinte,
analisou-se o efeito do canabinoide sobre a proliferagdo celular induzida por ATP. O tratamento com WIN 0,5 uM, durante
24 horas, inibiu significativamente (p<0,05) a proliferagéo celular induzida por ATP 100 uM (% de efeito em relagéo ao
controle + erro padrdo. Controle = 100 + 0,63; ATP 100 uM =212 + 32,23; WIN 0,5 uM = 63,83 £ 7,91; ATP + WIN = 120,2
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+ 11,87. n = 3). Além disso, investigamos também se o efeito de WIN sobre a proliferagdo celular poderia ser revertido,
implicando assim num possivel mecanismo de diferenciagao celular. Para isso, pré-incubamos as células em E7C0 com o
WIN 55,212-2 0,5 uM durante 24 horas. Ap6s isto, as células foram entéo lavadas e o WIN adicionado totalmente removido,
e tratadas com ATP 100 uM por 24 hs. O efeito de WIN sobre a incorporagéo de [3H]-timidina n&o foi reversivel (média cpm/
cultura  erro padréo. Controle = 1357 £ 110,5; ATP 100 uM = 4452 + 554,0; WIN 0,5 uM = 519,8 + 148,5; ATP + WIN =
1465 £ 287,9; pré-incubagao: WIN 0,5 uM = 576,0 + 146,9; ATP + WIN = 1559 £ 173,1. n = 2).

Conclusao: Nossos resultados sugerem que WIN 55,212-2, um agonista misto de receptores canabinoides CB1 e CB2,
inibe a proliferagéo celular induzida por ATP, sendo este um efeito irreversivel. Possivelmente, o efeito de WIN sugere
morte e/ou diferencia¢éo celular.
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INVESTIGAGOES SOBRE DETERMINANTES BIOLOGICOS ASSOCIADOS
A SINDROME METABOLICA: ANALISES ANTROPOMETRICAS, BIOQUIMICAS,
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INTRODUGAO

A Sindrome Metabdlica deve ser compreendida como uma sucessao de transtornos de risco cardiovascular, geralmente,
relacionadas com a deposicao central de gordura e a resisténcia a insulina, no entanto, diversas outras caracteristicas po-
dem estar presentes. A predisposi¢ao genética, a alimentagio inadequada, a inatividade fisica e o baixo condicionamento
cardiorrespiratério s&o os principais fatores de risco para aumento da prevaléncia de casos de Sindrome Metabdlica (1, 2,
3,4). A Sociedade Brasileira de Cardiologia (5) considera o diagndstico de Sindrome Metabdlica, quando, dentre uma série
de fatores (apresentados na tabela 1) o paciente apresente pelo menos trés, sendo a existéncia de resisténcia a insulina

o fator de inclus&o principal para construgao da base fisiopatoldgica da doenga.

Os determinantes bioquimicos da sindrome metabolica sdo tema de pesquisa em evolugdo e uma das enzimas que
pode ter associagdo com este quadro é a Paraoxonase 1 (PON1), uma enzima que pertence a uma familia de proteinas
que também inclui PON2 e PON3. Seus genes estéo conjuntamente agrupados no cromossomo humano 7 (q21.22) (4).
Fisiologicamente, PON1 é responsavel por impedir modificagdes oxidativas que ocorrem nas lipoproteinas plasmaticas.
Essa parece ser uma fungéo crucial de PON1 para a prevencao de varias doengas humanas, tais como a doenca corona-

riana, a aterosclerose e outras doencas associadas (3).

0 enfoque dado nessa pesquisa para investigacdo dos fatores de risco para Sindrome Metabdlica foram as variaveis
antropométricas (peso, estatura, perimetro da cintura, medida do quadril, relagdo cintura — quadril e presséo arterial), as
andlises de atividade de paraoxonase e de seu polimorfismo génico e andlises bioquimicas como a glicemia de jejum,

colesterol total e fragdes e triglicerideos, assim como variaveis associadas a dieta e estilo de vida.
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Tabela 1 - Componentes da sindrome metabdlica

Componentes Niveis
Obesidade abdominal por meio de circunferéncia
Homens 102 ¢cm
Mulheres 88 cm
Triglicerideos > 150 mg/dL
HDL Colesterol
Homens <40 mg/dL
Mulheres <50 mg/dL
Pressao arterial = 130 mmHG ou = 85 mmHg
Glicemia de jejum =110 mg/dL
OBJETIVOS:

Analisar diversas variaveis antropométricas e biologicas com o objetivo de estabelecer correlagdes entre os niveis de ati-
vidade de paraoxonase, seu polimorfismo génico, variaveis de bioquimica clinica (glicemia e lipidios) resultante do estudo
em uma coorte de voluntarios. Também avaliar variaveis antropométricas para caracterizar possiveis correlagées com as
variaveis metabdlicas e assim contribuir com o conhecimento sobre importantes disfungdes com impacto sobre a salde,
tais como dislipidemias e sindrome metabdlica. Tragar a prevaléncia e suscetibilidade de casos de sindrome metabdlica
em estudantes da area de salde da universidade federal do estado do rio de janeiro (UNIRIO) objetivando estabelecer cor-
relagdes entre determinantes sociais, bioldgicos e de estilo de vida. é objetivo do trabalho também correlacionar os dados
dos estudantes com o de uma populag&o de agentes da policia civil do estado do rio de janeiro no intuito de observar se ha
alteragdes relevantes referentes a idade, estado nutricional, estresse e suscetibilidade a sindrome metabolica

METODOLOGIA:

O presente trabalho envolveu anélises de indicadores antropométricos e bioldgicos em grupo de voluntarios, conforme
preconizado pela resolugdo 466 do Conselho Nacional de Salde, que trata de trabalho ético em pesquisa com seres
humanos. O projeto de pesquisa esta cadastrado sob o nimero CAAE 0018.0.313.000-07 e nimero no CEP 78/2007.

O recrutamento dos voluntérios foi realizado por demanda espontanea e o desenho de estudo foi por amostragem néo
probabilistica por conveniéncia.

As analises de atividade de paraoxonase e arilesterase foram realizadas utilizando-se paraoxon e fenilacetato como subs-
tratos, respectivamente.As anélises foram feitas por medidas cinéticas da formagao de p-nitrofenol e fenol ao longo do
tempo, em comprimento de onda de 412 nm e 280 nm, respectivamente.

A atividade PON1 foi investigada em um grupo de voluntarios saudaveis em comparagado com um grupo de individuos que
demonstravam distUrbios lipidicos. Foram estudados 40 voluntarios saudaveis e 47 voluntarios com niveis anormais de
trigliceridios, LDL, HDL ou colesterol total (totalizando 87 voluntarios). As variaveis estudadas incluiram atividade PON1,
atividade arilesterase, polimorfismos génicos L55M e Q192R, colesterol sérico, HDL, LDL, VLDL e trigliceridios. Analise de
correlacdo, teste T e ANOVA foram utilizados para analise estatistica.

Também foram estabelecidos os parametros de HRM-PCR para anélise de polimorfismos de nucleotideo unico do gene
PON1 em um método de baixo custo, rapido e preciso. As amostras de DNA de 87 individuos foram purificadas de sangue
periférico utilizando-se kits QlAamp™ DNA Blood Mini Kits (Qiagen). Para a amplificagdo de DNA foram utilizados os se-
guintes ciclos de PCR: 40 ciclos de 10 min a 95°C, 30 segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C seguidos por 90 segundos
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a 60°C. HRM foi padronizado por rampa de temperatura de 75 ° C até 85 ° C, com aquisi¢do de fluorescéncia em cada
variagdo de 0,1°C. Cada ensaio em placa, compreendendo 36 amostras em duplicata foram padronizadas em anélise de
1 hora e 45 minutos.

As andlises de massa corporal foi feita por metodologia de analise por densitometria de dupla emiss&o de raio x (DEXA).
Foram realizadas andlises de 58 voluntarios (destes 43 eram alunos de curso de graduagéo da UNIRIO e 15 profissionais
da Policia Civil) do total da amostra com auxilio do DEXA até o més de agosto de 2017.

RESULTADOS

Com a analise de paraoxonase e de seus polimorfismos foi possivel caracterizar a atividade PON1 em um grupo de
voluntarios saudaveis (40 voluntarios) em comparagdo com um grupo de individuos que mostram distdrbios lipidicos (47
voluntarios) e investigar se a dieta e estilo de vida pode afetar a atividade. Foi realizada tal comparagao entre os estudan-
tes de graduacao (jovens adultos) e agentes da Policia Civil, dados os quais estdo sendo coletados ao longo dos meses
de agosto e de setembro de 2017.

Observamos associagdes significativas entre 0 aumento dos niveis de atividade de PON1 e altos niveis de LDL (p =
0,007), e também de colesterol total (P = 0,053). Ndo foram observadas associagées importantes entre a atividade PON1
e consumo de nutrientes. Quando os grupos foram dicotomizados, usando o primeiro quartil da distribuigdo de atividade
PON1 como um ponto de corte, houve associag&o significativa entre os niveis mais baixos de PON1 e maior ingestéo de
carboidratos, gordura total e colesterol.

Até 0 més de agosto, 58 voluntarios ja haviam sido submetidos ao DEXA, analise antropométrica e responderam a ques-
tionarios envolvendo questdes alimentares e qualidade de vida. 43 voluntarios desses eram estudantes de graduagao da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, tinham idade entre 19 e 30 anos, sendo 13 homens e 30 mulheres.
Foi possivel observar tendéncia a alimentagao e realizagao de atividade fisica inadequadas em 65% dos estudantes (28
alunos). Baixa qualidade do sono e ansiedade foram as principais informagdes acerca da qualidade de vida, uma vez que
30 (69,7%) dos alunos sofrem com elas. No que concerne aos dados obtidos através da analise de massa corporal por
densitometria por dupla emiss&o de raio x (DEXA), 6 estavam com sobrepeso, sendo todos homens e correspondendo a
13% do total e 28 (65%) possuiam percentual total de gordura inadequado ( acima de 30%). Os dados de profissionais da
policia Civil (15 voluntarios) foram colhidos e estdo sendo analisados ao longo do més de setembro. Os dados dos outros
voluntarios seréo coletados e analisados ao longo do més de setembro de 2017.

CONCLUSOES

Foi possivel observar que a anélise de pardmetros antropométricos por uma metodologia sofisticada como a utilizada no
aparelho de analise densitométrica por dupla emissdo de raio x (DEXA) associados a dados biolégicos s&o altamente
acurados e podem auxiliar na caracterizagdo de quadros associados a sindrome metabdlica e disturbios associados.
Concluimos que a metodologia de HRM/PCR é apropriada para analisar os polimorfismos de PON1, L55M e Q192R,
demonstrando a vantagem de baixo custo, baixo do tempo de reagao e preciséo.

Nossos resultados mostram que existem correlagdes positivas entre 0 aumento dos niveis de LDL e colesterol total e a
atividade aumentada de PON1 associadas a determinado polimorfismo. Observa-se também que a dieta pode, possivel-
mente, afetar a atividade PON1 e isto aponta para a necessidade de mais estudos, uma vez que pouco se sabe sobre as
interacdes ambientais com o polimorfismo do gene PON1.
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INTRODUGAO

Desde a sua identificagdo em 1981, o virus da Imunodeficiéncia humana (HIV), causador da Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida humana (Aids), tornou-se um grave problema de saude publica mundial. Estima-se que o nimero de casos
positivos de infecgdo pelo HIV em todo 0 mundo possa chegar a 35 milhdes de pessoas, com 6.000 novas infecgdes por
dia (KHARSANY & KARIM, 2016). Segundo estimativas do Ministério da Satde (2016), cerca de 12 mil gestantes por
ano sao diagnosticadas com infecgdo pelo virus HIV. Desde o ano 2000 até junho de 2016, ja foram notificados 99.804
casos de gestantes infectadas pelo HIV. Alguns estudos sugerem que a presenca de anticorpos IgG anti-HIV-1 capazes de
neutralizar diferentes isolados do virus fornece valiosa protegao contra a progresséo da infecgdo para Aids (LOCCI et al.,
2013). A produgéo desses anticorpos depende, no entanto, de complexas interagdes entre as células B as células T CD4*
foliculares, conhecidas como as células T auxiliares foliculares (T_.,). Fenotipicamente, as células T_, so identificadas pela
alta expresséo do fator de transcricdo Bcl-6 (do inglés, B cell lymphoma-6), do receptor de morte programada-1 (PD-1), do
coestimulador induzivel (ICOS, do inglés inducible T-cell costimulator), do receptor de quimiocina CXCR5 e da produgao
de interleucina (IL)-21 (ONABAJO et al., 2013). Funcionalmente, as células T,,, regulam o desenvolvimento da imunidade
humoral (CROTTY, 2011), por auxiliar na formagao dos centros germinativos através de sinais necessarios para a proli-
feragao, sobrevivéncia (TANGYE et al., 2013), maturagao e diferenciagdo dos linfocitos B em plasmocitos secretores de
anticorpos e em células B de meméria longa (PALLIKKUTH; PARMIGIANI; PAHWAR, 2012; CROTTY, 2011). Mais recen-
temente, subtipos de células T, circulantes tém sido identificados (LOCCI et al., 2013) e, de forma interessante, recente
estudo publicado pelo nosso grupo demonstrou que a gestacédo favorece a expanséo dessas células, que foi diretamente
correlacionado aos niveis sistémicos de estrogénio (MONTEIRO et al., 2017). Esse achado sugere que apesar da gesta-
¢ao inibir resposta imune celular materna potencialmente embriotoxica relacionada aos fenctipos T,1 e T,17 (HEL et al.,
2010; LUO et al., 2011; ZANG et al., 2002), o incremento nos niveis de estrogénio potencializaria a produgéo de anticorpos,
podendo esse fendmeno estar relacionado, ao menos em parte, a um aumento na proporgéo das células T, (MONTEIRO
etal., 2017). Mediante a infecco pelo HIV-1, a resposta imune protetora materna contra o virus contrasta dramaticamente
com 0s eventos imunes responsaveis pela tolerancia ao feto durante a gestagdo (GRAFF-DUBOIS; ROUERS; MORIS,
2016; GROHMANN et al., 2001). No entanto, o risco de progresséo clinica da doenga ndo é aumentado pela gestagao,
mesmo na auséncia da terapia antirretroviral (TARV) (GRAY & MCINTYRE, 2007), e isso pode estar relacionado ao
aumento na produgéo de IgG anti-HIV como consequéncia do aumento na frequéncia das células T.,,. Nesse sentido, a
introdug&o da TARV pode ajudar a preservar o status funcional dessas células em gestantes infectadas pelo HIV-1, o que
pode ajudar a reduzir o risco de transmisséo do virus para o concepto.
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OBJETIVOS

Avaliar o impacto TARV na frequéncia das células T, circulantes em gestantes infectadas pelo virus HIV-1 e sua relagéo
com a concentragdo plasmatica dos hormdnios gestacionais (estrogénio e progesterona) e a produgéo de anticorpos 1gG
especificos contra o HIV.

METODOLOGIA

Pacientes: Apos a aprovagdo do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffreé e Guinle, 14
gestantes (15 a 37 anos de idade) HIV-1 positivas, assim como 19 gestantes (20 a 33 anos de idade) saudaveis, HIV-1 e
HIV-2 negativas, foram recrutadas do Instituto Fernandes Figueira (Fiocruz/RJ). Nas gestantes infectadas, as amostras
de sangue foram colhidas antes (primeiro trimestre, T0) e apds (lltimo trimestre, T1) da introdugéo da TARV. Em nos-
so estudo, foram excluidas mulheres portadoras de doengas autoimunes e neoplasias, tabagistas, imunodeprimidas ou
usuérias de substancias ilicitas. Ademais, nenhuma paciente incluida em nosso estudo apresentava alguma indicagéo
clinica ou sorologica de infecgao por influenza, HCV e HBV. Obtencéo e estimulagdo das células do sangue periférico ex
vivo: Amostras de 10 mL de sangue periférico foram colhidas das participantes do estudo. Volumes de 2 mL foram man-
tidos em placas de 24 pogos de fundo chato na presenga ou na auséncia dos estimuladores Acetato meristado de forbol
(PMA, Sigma-Aldrich Co) a 20 ng/mL e lonomicina (IO, Sigma-Aldrich Co) a 600 ng/mL, além de brefeldina A (10 ug/mL,
Sigma-Aldrich), visando otimizar a marcagao intracelular de citocinas. As amostras foram incubadas por 4 horas a 37°C
em atmosfera Umida com 5% de CO,. Obtencéo e estimulaggo das células mononucleares do sangue periférico (CMSP):
O volume restante de sangue (em torno de 6 mL) foi centrifugado em gradiente de Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, Up) a
2000 rpm por 20 minutos e as células avaliadas quanto a viabilidade com azul de Trypan (Sigma-Aldrich Co). Em seguida,
2 x 108 CMSP viaveis foram mantidas em placas de 24 pogos de fundo chato com 2 mL de RPMI 1640 completo (Thermo
Fischer), acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de penicilina/estreptomicina, por 6 dias na presencga sé de
meio de cultura (controle) ou na presenga dos seguintes antigenos do HIV-1: proteina p24 (p24HIV-1GAG, Sigma Co) a
1 ug/mL ou uma combinagéo de peptideos sintéticos imunodominantes da proteina do envelope (ppHIV-1ENV) a 1 pg/
mL. A estimulagdo HIV-1-especifica foi potencializada pela presenca de IL-2 recombinante (20 U/mL, Sigma Co). Apés 6
dias, as culturas mantidas na presenca dos antigenos virais foram rapidamente estimuladas com PMA (Sigma-Aldrich) a
20 ng/mL e 10 (Sigma-Aldrich) a 600 ng/mL. Para otimizar a marcag&o intracelular de citocinas, todas as amostras foram
mantidas na presencga de brefeldina A (10 ug/mL, Sigma-Aldrich) pelo tempo de 2 horas em atmosfera umida a 37°C e a
5% de CO,. Para avaliagao dos niveis sistémicos dos horménios gestacionais (progesterona e estrogénio) e dos titulos de
IgG anti-HIV-1, os plasmas obtidos foram congelados a -20°C até o momento de uso. Analise fenotipica por citometria de
fluxo: A frequéncia e o perfil fenotipico das células T,,, foi definida através da marcagéo com mAbs fuoreceinados em dife-
rentes combinagdes: IgG anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC/PECy7, anti-CXCR5-PECy7/PE e anti-PD1-APC. Apds a marcagéo
de superficie, as células foram submetidas tanto a lise das hemacias quanto a fixagdo e permeabiliza¢do e, em seguida,
submetidas & marcag&o intracelular usando 1gG anti-IL-6-PE, anti-IFN-y-PE/APC, anti-IL-10-FITC/APC e anti-IL-21-PE/
APC. As analises foram conduzidas ap6s a aquisigdo de 100.000 eventos usando o citdmetro Accuri C6 (Accuri™, Ann
Arbor, MI, USA) e o software Cflow (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA). Os linfocitos foram determinados através dos padrdes
de tamanho e granulosidade apds a excluséo de células mortas e débris. Dosagem de estrogénio e progesterona e de IgG
Anti-HIV: As anélises dos hormdnios gestacionais, assim como dos titulos de anticorpos anti-HIV foram realizadas através
da técnica de ELISA. Analise estatistica: Todas as analises estatisticas do estudo foram conduzidas pelo programa de
grafico GraphPad Prism verséo 5.0 para Windows (GraphPad software). O A significancia para todos os experimentos foi
definida como p<0,05.

RESULTADOS
Nossos dados demonstraram que a TARV aumentou de forma significativa a contagem média das células T CD4*
(T0=474,4, dp=206 e T1=693,3, dp=334, p=0,0037) e diminuiu a carga viral plasmética média (T0=37.821 cdpias/mL,
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dp=69.878 e T1=1.445 copias/mL, dp=5.046, p=0,0049). Por outro lado, a proporgéo das células T, periféricas totais (p=
0,0 074), assim como o subtipo que expressava PD-1 (p=0,0273), foi diminuida mediante a introdu¢éo da TARV. Como
relagdo ao perfil de citocina, nds observamos que a TARV aumentou de forma significativa o percentual de células T,
capazes de sintetizar IFN-y, tanto nos pogos controles (p=0,0156) quanto nos estimulados com PMA e 10 (p=0,0078). Em
contraste, a terapia diminuiu a proporgéo do subtipo celular produtor de IL-10 (p=0,0170). Nenhuma mudanga foi observa-
da quanto a percentagem de células T, IL-21*. Muitos dos distlrbios que levam a Aids tém sido associados aos efeitos dos
antigenos virais (CHAO; WANG; HO, 2017; IVANOQV et al., 2016; WANG, 2013). Em nossos resultados, observamos que
0 antigeno Env, mas n&o o Gag, foi capaz de aumentar de forma significativa a proporgao das células T_,, totais nas cul-
turas do periodo TO (p=0,0046), mas ndo de forma significativa apds a TARV (p=0,1420). Ao mesmo tempo, o tratamento
diminuiu o percentual das células T_, que expressavam PD-1 no periodo T1 das culturas estimuladas por Env (p=0,0156).
Quanto & sintese de citocinas por essas células, apesar do tratamento ter aumentado o percentual das células T_, IL-6*
(Peonr=0.0098, p,,,,=0,0270 e p,,,=0,0316), a adi¢éo dos antigenos virais diminuiu a proporg&o dessas células na cultura
em T1 (p,,,=0,0015 e p,,=0,0039). Quanto as células T, IL-10*, a terapia aumentou a proporgéo dessas células sob esti-
mulagé&o com o antigeno Env (p=0,0313). Apesar de o tratamento n&o ter modificado o percentual das T, IL-21*, 0 estimu-
lo com os antigenos virais diminuiu o percentual dessas células nas culturas do periodo TO (p,,,=0,0020 e p,,,=0,0010).
Em estudo recente publicado por nosso grupo, conduzido com mulheres adultas jovens e saudaveis foi demonstrado que
a gestacéo, através do aumento do estrogénio plasmatico verificado no Ultimo trimestre da gravidez, beneficia o fenétipo
de células T, e eleva os titulos de anticorpos IgG anti-HBsAg do virus da hepatite B (MONTEIRO et al., 2017). Entretanto,
quando comparadas as gestantes saudaveis ndo infectadas pelo HIV, a infecgdo diminuiu a proporgéo das células T_,
circulantes totais (p=0,0001) e do subtipo celular PD-1* (p=0,0001) em nossas gestantes HIV-1 positivas. Quanto a sintese
de citocinas, a infecgao pelo HIV-1 em gestantes diminuiu o percentual das células T, produtoras de IL-6 (p=0,0017), IL-21
(p=0,0001) e de IL-10 (p=0,0001). Além de n&o ter elevado a porcentagem das células T_, IL-21*, a introdug&o da terapia
nao modificou os titulos de IgG anti-HIV-1 nas gestantes infectadas no ultimo trimestre de gestagdo. Essa menor resposta
humoral pode estar relacionada a menor concentragdo plasmatica de estradiol que foi observada nas gestantes infectadas
pelo HIV-1, quando comparado as pacientes do grupo controle (p=0,0123).

CONCLUSOES

Apesar de a introducéo da TARV ter elevado a contagem das células T CD4* periféricas e reduzido a viremia nas gestantes
infectadas pelo HIV-1, a proporgéo das células T, circulantes foi reduzida. Infelizmente, a terapia n&o foi capaz de elevar
a proporgéo das celulas T, capazes de produzir IL-21, a principal citocina relacionada a esse fenctipo de célula T CD4".
Essa incapacidade da TARV em reconstituir as células T, nas gestantes infectadas pelo HIV-1 pode estar associada a
dois fendmenos n&o excludentes: o pouco tempo de tratamento e os efeitos adversos dos antigenos o HIV sobre o status
funcional dessas células.
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INTRODUGAO

Cerca de 80% dos casos de cancer estado relacionados a exposigado a agentes carcinogénicos
presentes nos ambientes onde se vive e trabalha ou mesmo decorrente do estilo de vida e de
fatores ambientais produzidos ou alterados pela atividade humana (WHO, 2002).

O benzeno, tolueno e o xileno (BTX) sao hidrocarbonetos aromaticos e sao utilizados em di-
versos processos industriais e possuem um alto risco a saide do trabalhador.

O &cido hipurico (AH) é o principal metabdlito urinério do tolueno, sendo este o indicador bioldgico da exposigao ao solven-
te. Ele é um metabdlito encontrado naturalmente no organismo humano e também pode também advir de dietas ricas em
acido benzoico, como alimentos conservados com benzoatos, antidepressivos e drogas de abuso. O AH possui seu Limite
Bioldgico de Tolerancia de até 2,5 g/g de creatinina e seu valor de referéncia é de até 1,5 g/g de creatinina

O é&cido metil hiparico (AMH) n&o esta normalmente presente na urina e sua determinagdo quantitativa pode ser usada
como indice para a avaliagdo da exposi¢cao ao xileno. A primeira fase da excregao ocorre nas primeiras 10 horas e a
segunda em torno de 48 horas apés exposi¢do. O AMH possui seu Limite Biolégico de Tolerancia (LTB) de até 2,5 g/g de
creatinina (NR 7) e o seu indice Biolégico Maximo Permitido (IBMP) & de até 1,5 g/g de creatinina.

O &cido trans, trans-mucénico (ATTM) é utilizado como biomarcador de exposi¢do adotado pela legislagao brasileira para a
monitorizag&o da exposi¢do ocupacional ao benzeno. A biotransformagao do benzeno em ATTM apresenta uma concentra-
¢d0 maxima 5,1 hora ap6s o inicio da exposi¢ao e por este motivo a coleta de urina dos trabalhadores & sempre realizada
ao final da jornada de trabalho. A porcentagem de benzeno absorvido e excretado pela urina na forma de ATTM é de 2,00
a 3,9%. De acordo com a portaria 34/2001 do MTE, a concentragdo de ATTM deve estar abaixo de 0,5 mg/g creatinina em
trabalhadores ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno.

OBJETIVO

Avaliar o nivel de exposicao de trabalhadores de postos de revenda de combustiveis no municipio do Rio de Janeiro aos
solventes organicos presentes na gasolina (tolueno, xileno e benzeno) através da utilizagdo dos biomarcadores de exposi-
¢ao (AH, AMH e ATTM) a fim de quantificar e comparar a presenca desses metabdlitos na urina dos trabalhadores e com
isso caracterizar os riscos relacionados a exposi¢do ocupacional desses trabalhadores.

METODOLOGIA
Realizou-se um estudo epidemioldgico transversal em trabalhadores de postos de gasolina localizados nos bairros da
Zona Sul e Centro do municipio do Rio de Janeiro. Os voluntarios foram recrutados, tendo a participacéo de trabalhadores
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expostos ao benzeno e grupo controle (sem a exposigéo ocupacional), ambos com idade superior a 18 anos, tendo as in-
formagdes sdcio-demograficas, clinicas, ocupacionais e referentes a exposigao a substancias quimicas coletadas através
de questionarios, ap6s o aceite do termo de consentimento livre e esclarecido.

Nesta pesquisa incluiram-se 9 (nove) postos de revenda de combustiveis localizados na regido central (Centro) e
12 (doze) postos da Zona Sul do municipio do Rio de Janeiro. Foram recrutados e entrevistados 207 trabalhadores, carac-
terizados como expostos diretamente ao benzeno, que sao os trabalhadores que abastecem veiculos e que apresentam
contato direto, por via inalatoria e/ou dérmica, com a gasolina (frentistas e similares); 109 trabalhadores, caracterizados
como indiretamente expostos ao benzeno por exposigao a gasolina no ambiente de trabalho, por via inalatéria, mas que
nao trabalham diretamente com o combustivel (lojas de conveniéncia; limpeza). Para formar o grupo controle, ou seja, tra-
balhadores n&o expostos ocupacionalmente ao benzeno, foram recrutados e entrevistados 119 trabalhadores de escritorio
do Instituto Nacional de Céncer (INCA) e da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

As amostras coletadas (aliquotas de 50 mL de urina) no final da jornada de trabalho foram encaminhadas para o laboraté-
rio, para analise dos niveis urinarios do AH, AMH e ATTM por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector UV. A
normalizag&o dos resultados foi feita pela corregdo com Creatinina, determinada por método colorimétrico com ponto final
(kit comercial). Amostras de urina foram coletadas em tubos tipo falcon de 50 mL ao fim do expediente de trabalho. Apds
a coleta, as amostras de urina foram acondicionadas em caixa de isopor contendo gelo reciclavel (aproximadamente 4 °C)
e transportados a Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).

AVALIAGAO DO AH E AMH

Utilizou-se 0 método de Inoue et al. (1991) com algumas modificagdes para a determinagéo do acido hiprico e acido me-
til-hiparico urinarios por HPLC: 1 mL de urina foi transferido para tubos de centrifuga, acrescentado de 1 mL de metanol, os
tubos foram vedados com Parafilm “M”, agitados por 20 segundos e centrifugados a 3000 rpm por 7 minutos. Aliquota de
20 uL do sobrenadante foi injetada no aparelho HPLC. A coluna cromatogréfica utilizada foi a Lichrosorb RP18 (244 x 4mm)
com particulas de 5 mm da Merck®. A fase mével utilizada foi a mistura de agua:metanol:acido acético (792:200:8 v/v), em
fluxo de 1,3 mL/min. A temperatura do termostato da coluna foi mantida a 40 °C e a detecgao realizada em A = 257 nm.

AVALIAGAO DO ATTM URINARIO

O método para HPLC proposto por Ducos et al., 1990 foi selecionado para a analise das amostras, com algumas modifica-
¢Oes realizadas durante a etapa de validagéo analitica. As amostras foram preparadas através da extragdo de fase sélida
para posteriormente serem injetadas no HPLC. Utilizou-se como fase mével metanol: acido acético 1:10. Os cartuchos
(Applied Separations, N+ Quaternary Amino - SAX, 500 mg/3mL) foram acondicionados da seguinte forma: 3 mL de meta-
nol, 3 mL de &gua ultrapura. Foi adicionado 1 mL de urina, seguida de pré-lavagem de 3 ml de &cido acético 1%. Por fim, a
eluicdo ocorreu em &cido acético 10% (pH 2,7), injetou-se uma aliquota de 20 pL no HPLC, por meio de injegdo manual. O
comprimento de onda do detector UV foi de 264 nm. A temperatura do termostato da coluna foi mantida a 40 °C e o tempo
total da corrida cromatografica ocorrem em 12 minutos.

RESULTADOS

Ao todo foram analisadas no laboratdrio 436 amostras de urina, das quais 118 do grupo controle e 317 de trabalhadores
expostos ocupacionalmente. Para cada amostra de urina foram executadas as seguintes andlises: creatinina urinaria,
acido hipurico, acido metil hipurico e &cido trans, trans mucdnico.

No presente estudo nenhum trabalhador apresentou valor de acido hipdrico acima do valor de referéncia (até 1,5 g/g crea-
tinina), assim como 100% dos frentistas avaliados estavam com valores abaixo de 0,1 g/g de creatinina (limite detectavel
pelo método). Mesmo com esses dados, ndo € possivel afirmar que ndo ocorreu exposi¢do ao tolueno e xileno, pois a
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co-exposicao ao benzeno pode interferir nos resultados, ja que 0 mesmo pode inibir competitivamente a biotransformagao
do tolueno (FUNDACENTRO, 2012).

Ao comparar os valores de ATTM entre grupo controle (trabalhadores ndo expostos) e trabalhadores expostos ocupacio-
nalmente aos solventes, pode-se perceber que a média (ATTM) dos trabalhadores expostos ocupacionalmente foi pratica-
mente o dobro (0,29 mg/g creatinina) da média encontrada no grupo controle (0,15mg/g creatinina).

Observando o percentual de conformidade para os valores de referéncia estabelecidos para o ATTM (0,5mg ATTM/g creati-
nina) foi possivel perceber que 2,5% (trés pessoas) dos trabalhadores ndo expostos apresentaram valor de ATTM acima da-
quele preconizado na Portaria 34/2001, contra 15,8% de alteragdes observadas no grupo exposto ocupacionalmente (50/317)

Valores de ATTM urinario em torno de 0,9 a 1,9 mg/g de creatinina correlacionam-se com a exposi¢ao a 1,0 ppm de benze-
no no ar (Scherer et al.,1998). Dessa forma, apesar de ter sido encontrado um valor médio dentro da normalidade, alguns
trabalhadores apresentaram-se fora deste limiar (15,8%), indicando uma elevada exposic¢éo ocupacional a solventes car-
cinogénicos, que podem levar a danos futuros.

Segundo a OMS, estima-se que no mundo, cerca de 1% dos trabalhadores estéo expostos ocupacionalmente ao benzeno
a concentragdes acima de 10 ppm; 4% na faixa compreendida entre 1 € 5 ppm e 95% expostos a niveis néo superiores a 1
ppm (Pezzagno, 1995). No Brasil, trabalhadores de postos de revenda de combustivel devem sujeitar-se a uma exposi¢éo que
nao exceda 1 ppm de benzeno no ar, em conformidade ao anexo Xlll-A da NR 15 (BRASIL, 1978), que determina o Valor de
Referéncia Tenologica. Vale ressalar que mesmo que haja conformidade em relagéo ao nivel de exposi¢éo (1 ppm) tal limite ndo
exclui o trabalhador do risco, visto que nao existe limite seguro de exposi¢do a substéncias carcinogénicas, como o benzeno.

CONCLUSOES

Como visto anteriormente, ao comparar os valores de ATTM entre grupo controle (trabalhadores n&o expostos) e trabalhado-
res expostos ocupacionalmente aos solventes, foi possivel observar que os niveis de ATTM foram maiores entre grupo ex-
posto, onde 15,8% apresentaram valor de ATTM acima daquele preconizado na Portaria 34/2001 (0,5mg ATTM/g creatinina).

Do ponto de vista epidemioldgico, os resultados desse estudo poderdo ser comparados com outros semelhantes que estéo
sendo realizados em varios estados brasileiros, permitindo mensurar a situagao do Brasil em relagao ao problema mundial.
Com todos esses resultados, pretende-se subsidiar estratégias para a vigilancia ambiental e em saude de populagdes
vulneraveis aos efeitos nocivos desses contaminantes, assim como estabelecer estratégias de promogao da saude e de
comunicagéo de riscos, visando ampliar o conhecimento publico sobre o potencial toxico desse agente quimico. Desta
forma, os resultados obtidos neste projeto poderdo produzir conhecimento sobre a exposigdo ambiental e ocupacional
a agentes quimicos, possibilitando a adogao de agdes mais amplas que resultem em medidas de protegéo efetivas que
favorecam a salde dos trabalhadores, que permitira potencializar a obtengao de resultados e o desenho de modelos com
sentido bioldgico e de salde publica.
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INTRODUGAO

O Rinovirus pertence a familia Picornaviridae € é a principal causa do resfriado comum e a causa mais frequente de
infecgdo do trato respiratério superior, além de estar associada as exacerbagdes de doencgas cronicas pulmonar, de-
senvolvimento da asma e bronquiolite grave em lactentes e criangas, bem como pneumonia fatal em adultos idosos e
imunocomprometidos (BUSSE WW., et al., 2010; JACOBS., et al., 2013). Em virtude dos mdiltiplos mecanismos de defesa
contra os virus, grande parte das infecges virais é assintomatica ou tem uma apresentagao subclinica com manifestagdes
inespecificas. Todavia, varias infecgdes virais progridem, e o dano tecidual pode ocorrer. A patologia associada a infecgéo
viral pode estar relacionada com um efeito citopatico do virus, reagao de hipersensibilidade e fendmenos auto-imunes. Em
comparagdo com outros virus, o HRV causa um pequeno dano (MACHADO RL., et al., 2004). Aresposta de defesa contra
0 HRV envolve ativagdo da imunidade inata e adquirida. Os interferons tipo | sdo produzidos por células infectadas por
virus e, ao interagir com uma célula n&o infectada, tém a propriedade de protegé-la contra a infeccéo, além de colaborar
com a resposta imune adaptativa. O IFNy também atua contra as infecgdes virais mediante a ativagdo dos macréfagos
com destruico dos virus e também através das células NK (CHADHA KC., et al., 2004). Adicionalmente, a IL-12 possui
participacdo importante na fase inicial, sendo produzida por macréfagos e outras células apresentadoras de antigenos,
estimulando as células NK a exercer citotoxicidade e a produzir mais IFN-y, que por sua vez aumenta o potencial micro-
bicida dos macréfagos. (WATFORD WT,, et al., 2004). A IL-17, uma citocina pro-inflamatéria produzida por linfécitos T,
presumivelmente envolvida em respostas fisiologicas a infecgdo. A agéo pré-inflamatoria de IL-17 esta relacionada a sua
capacidade de ativar neutréfilos e células epiteliais (LIN E., et al., 2000). O radical livre éxido nitrico (NO) é também um
importante componente da defesa do hospedeiro ndo sé contra HRV, mas contra outras infecgdes virais. Células epiteliais
infectadas por HRV induzem expressao de o6xido nitrico sintase induzida (iNOS), tanto in vitro quanto in vivo. O aumento
da expresséo de iNOS epitelial durante infec¢des experimentais por HRV in vivo correlaciona-se com niveis de produgao
de NO. Os efeitos do NO podem ser mediados ndo somente pela sua capacidade de inibir a replicagao de HRV em células
epiteliais, mas também por inibir a produgéo de citocinas e quimiocinas proé-inflamatérias induzidas por HRV epiteliais
controlando as lesdes teciduais (KOETZLER R., et al., 2009). A imunidade adaptativa contra os antigenos virais ocorre
com ativagéo de células TCD8+ que véo exercer citotoxicidade pelo reconhecimento de antigenos virais via MHC classe |
nas células alvo, e consequente liberagdo de granzima e de perforinas causando apoptose das células infectadas. Estudos
demonstraram que HRV utiliza como mecanismo de imunomodulagao a ativagao direta de linfécitos T sem prévia ativagao
de células da imunidade inata, o que poderia explicar o excesso de inflamago e subsequentes agravamentos da asma e
doencas do trato respiratério (ILARRAZA M., et al., 2013). Apesar da relevancia clinica das infecgdes causadas por HRV
ainda ndo estao completamente elucidados os mecanismos de imunomodulagéo.

OBJETIVO
Investigar, in vitro, a capacidade imunomoduladora do HRV-B14 em células mononucleares de sangue periférico, com o
intuito de identificar possiveis mecanismos facilitadores de co-infecgdes.
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METODOLOGIA

Isolamento dos PBMCs (células mononucleares de sangue periférico humano)

20 mL de sangue de voluntarios foram colocados sob 10 mL de Ficoll e centrifugado por 20 min.. Apds a centrifugacéo a
nuvem contendo células mononucleares foi coletada e lavada 2x com 25 ml PBS.

Cultura dos PBMCs com HRV14

2x10° de PBMCs/ml foram cultivados em placa de 24 pogos por 24h, 48h e 120h com somente o meio ou com 2,5 ug/
mL de anticorpos monoclonais anti-CD3 e 2,5 pg/mL anti-CD28 ou com IFN-y recombinante (2ng/ml) e LPS 10 (ng/ml) na
presenga ou ndo de HRV-B14 na proporcéo de 10:1 ou 1:1.

Quantificagdo Celular
O sobrenadante da cultura foi coletado e as células foram quantificadas através do teste de viabilidade por excluséo de
azul de tripan (0,4%) em c&mera de neubauer.

Dosagem de éxido nitrico

O sobrenadante da cultura foi colocado em placa de 96 pogos, na proporgao de volume 1:1 com o reagente de Griess. O
Reagente de Griess € preparado na proporgao de 1:1 de 1% de sulfanilamida em H3PO4 5% com 0,1 % de sulfanilamida
em H3PO4 5%. Em seguida efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540nm.

Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas IFN-y, IL-12 p70, IL-17AF foi feita pela técnica ELISA sanduiche em uma placa de 96 pogos com
0 uso do kit para ELISA sanduiche da eBioscience. A reacéo foi avaliada em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda
450 nm e 570 nm.

Andlise Estatistica

Os dados obtidos foram analisados com o programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, inc.). Para comparagao
das amostras pareadas, foi empregado o teste T de Student com intervalo de confianga bilateral de 95%, ou seja, foi con-
siderado significativo o valor de p>0,05.

RESULTADOS

Em 48 horas de co-cultura PBMC-HRVB14 observamos que na propor¢do 10:1 ocorreu aumento do nimero de células em
relagdo ao controle sem rinovirus, podendo indicar indugdo de proliferagdo celular. Ja na proporgao 1:1 ndo foi observado
aumento do nimero de células em relagao ao controle sem interagdo com HRV-B14. Com o intuito de ativar os linfécitos T
presente na cultura de PBMCs, as células foram ativadas com anticorpos agonistas anti-CD3 e anti-CD28 e desafiadas com
rinovirus simulando uma ativagédo de linfocitos T policlonal. Ao quantificarmos as células da cultura apds 48h de ativagéo
ndo observamos aumento da celularidade independente da presenca do HRV. Como préximo passo, investigamos se a
interagdo com HRV-B14 resultava na produgéo de 6xido nitrico (NO). NO que tem sido descrito como produzido por células
epiteliais infectadas por HRV, apresentando papel tanto no controle da replicagdo viral como na inflamacgéo (SANDERS S.
P, et al.,1998; KOETZLER R,, et al., 2009). Dessa forma era esperado observar producéo de NO em culturas de PBMCs
devido a presenga de mondcitos. Na presenca de HRV-B14 apés 48h na proporgao de 10:1 foi observado produgéo de NO
semelhante ao observado quando as células foram ativadas com anti-CD3 e anti-CD28. Na proporgao 1:1 néo foi observado
produgdo de NO, semelhante as células cultivas somente com o0 meio. Nao foi observada alteragdo na producéo de NO
quando as células ativadas estavam na presenca de HRV-B14 na proporgao de 10:1. Ja na propor¢éo 1:1 a ativagdo das
células T resultou em aumento de NO em niveis semelhantes aos encontrado na proporgéo 10:1. Analisando a produgao de
citocinas de mondcitos apos 48h que poderiam responder pela indugéo de NO quantificamos os niveis de citocina IL-12p70,
e constatamos niveis basais de produ¢do em qualquer proporgao de interagdo com HRV-B14 independente de ativagao de
linfécitos com anti-CD3 e anti-CD28. IL-12 é considerada uma citocina fundamental para promover as respostas NK e Th1
apos infecgdes bacterianas ou parasitarias, porém seu papel na imunidade antiviral € menos claro. Ja quando analisamos os
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niveis de producéo de IFN-y ap6s 48h, esta citocina foi produzida quando as células T foram ativadas mesmo na presenca
de HRV-B14. Ha evidéncias de que, em algumas infecgdes virais, as respostas de IFN-y e talvez de IL-12 sejam indepen-
dentes. Outros estudos sugeriram que IFN-y e IL-12 podem ser induzidos simultaneamente, o que foi ndo foi observado em
nosso trabalho (PAPADOPOULOS NG., 2002). Em seguida, com o intuito de simular precocemente a ativagao de mondcitos/
macréfagos indiretamente mediada pela ativagdo com anti-CD3 e anti-CD28, ativamos a cultura adicionando proteina IFN-y
recombinante e LPS, que s&o ativadores classicos de macréfagos para a produgdo de NO. Analisando os dados, observa-
mos que a citocina IL-12p70, citocina essencial na ativagdo de células T, produzido pelos mondcitos pela estimulagdo de
IFN-y e LPS é produzida em 24 horas somente ap6s ativagdo com IFN-y e LPS e é mantida mesmo apds interagdo com
HRV-B1410:1. Curiosamente a produgédo de IL-12p70 ndo ocorreu nas células ativas € em interagdo com HRV-B14 na
propor¢ao 1:1. Apos 48 horas de co-cultura PBMC-HRVB14 observamos que na proporgao 10:1 ocorreu aumento do nime-
ro de células em relagao ao controle sem rinovirus, podendo indicar indugéo de proliferagao celular. Ja na proporgao 1:1 ndo
foi observado aumento do nimero de células em relagdo ao controle sem interagdo com HRV-B14. Ja nas células ativadas
com IFN e LPS foi observado que a celularidade se mantem com interagdo com HRV-B1410:1. Porém ap6s interagdo com
HRV-B14 1:1 ocorre diminui¢do do nimero de células. Tendo observado esta diminuigao da celularidade, simulamos apés
uma semana a ativagéo celular, tempo de maturacéo de mondcitos em macréfagos. Notamos que a citocina inflamatéria IL-
17AF, associada a doengas do trato respiratorio pela caracterizagao de infiltragdo neutrofilica, foi produzida, em altos niveis,
somente apds 120h pelas células ativadas. Altos niveis de IL-17AF também s&o vistos em células T de pacientes com asma.
Aproducéo de IL-17AF de células ativadas com IFN/LPS e interagdo com HRV 1:1 se mostrou maior que a de 10:1 apoiando
que essa citocina pode modular respostas a infecgdo de HRV (WIEHLER S. e PROUD D., 2007).

CONCLUSAO

Nossos dados preliminares sugerem um possivel mecanismo de imunossupressdo mediado pelo rinovirus através do
blogueio da produg&o inicial de IL12 e consequente supressédo da produgdo de NO, que normalmente seria induzida no
inicio da resposta imune inata e potencializado apds uma semana de interagdo e recrutamento da ativagéo da imunidade
adquirida.
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INTRODUGAO

A Esclerose Multipla (EM) é uma doenga autoimune inflamatéria crénica do Sistema Nervoso Central (SNC) com curso
clinico heterogéneo e caracterizada pela inflamagéo e desmielinizagdo no parénquima cerebral, degeneragdo axonal e
gliose (DECK et al., 2013). A EM afeta mais de 2,5 milhdes de pessoas em todo 0 mundo, € é a principal causa de inca-
pacidade neuroldgica cronica em adultos jovens (20-40 anos), tendo, portanto, um forte impacto socioecondmico (CORES
et al., 2014). A maioria dos pacientes com EM (85% - 90%) apresenta a forma recorrente-remitente (RR) da doenga, ca-
racterizada por recaidas clinicas seguidas de remiss6es (DECK et al., 2013). Para esses pacientes o répido diagndstico e
inicio do tratamento com terapias modificadoras da doenga (TMD) pode, felizmente, alterar o curso clinico da doenga por
controlar eventos imunes mediados pelas células Th17 e Th1 encefalitogénicas associados as recaidas clincias e leséo
neuronal (LOCK et al., 2002; LOVETT-RACKE, YANG & RACKE, 2011; TEIXEIRA et al., 2013; FERREIRA et al., 2014;
WING et al, 2015).

As TMD sao usadas nos pacientes com EM no periodo de remisséo da doenca e que tém como objetivo maior prevenir a
ocorréncia de novas atividades clinicas e radiologicas da doenga, reduzindo o risco de progressdo. Entretanto, as TMD
devem ser criteriosamente escolhidas, levando em consideragéo a individualidade do paciente, tal como a existéncia de
comorbidades (FARBER & SAND, 2015). Dentre as TMD aprovadas para uso na EM temos os interferons (IFN) f-1a e -1b,
dimetil-fumarato e o fingolimode (LINKER & GOLD, 2013). Apesar desses agentes possuirem diferentes mecanismos de
acéo, todos tém como objetivo prevenir a migragao de células T autorreativas para o SNC e controlar a resposta imune
(KIESEIER, 2014). Enquanto os interferons e o dimetil-fumarato inibem a produgéo de citocinas inflamatérias relacionadas
aos fendtipos Th1 e Th17 (ZHANG & MARKOVIC-PLESE, 2010; RAMGOLAM & MARKOVIC-PLESE, 2010; AXTELL et
al., 2013), o fingolimode altera o padréo de recirculagdo dessas células, favorecendo a retengéo das células T virgens e de
memoria central nos ganglios linfaticos (CHUN & HARTUNG, 2010). Esse fendmeno ocorre pela habilidade do fingolimode
em inibir o receptor da esfingosina 1-fosfato, responsavel pelo egresso das células T para o sangue periférico (CHUN &
HARTUNG, 2010). Isso deve alterar toda a homeostase imune dos pacientes.

OBJETIVO
Avaliar a impacto do tratamento com fingolimode na composigéo das células T e de mondcitos em pacientes com EM.

METOLOGIA
Pacientes, obtengao e cultivo das amostras: Para o nosso estudo, amostras de sangue (10 mL) de 46 pacientes com EM
remitente recorrente, na fase de remissao clinica, foram recrutadas a partir do servigo de neurologia do Hospitais Gaffrée
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e Guinle/UNIRIO. Quanto & terapia, alguns pacientes ndo estavam recebendo nenhuma TMD (n=11), ou estavam sendo
tratados com dimetil-fumarato (n=17), interferon (n=6) ou fingolimode (n=12). Como controle, 15 individuos saudaveis
foram recrutados. Para o nosso estudo, os leucécitos foram rapidamente estimulados pela combinagéo de PMA (600 ng/
mL, Sigma Co) e ionomicina (20 ng/mL, Sigma Co) por 4 horas. Para otimizar a marcag&o intracelular do IFN-y, 1 ug/mL
da Brefeldina (BD Biosciences) foi adicionado no inicio do tempo de cultura. Todas as culturas foram mantidas, durante as
4 h de incubac&o, a 37 0C e a 5% de CO2. Vale ressaltar que o estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa do
HUGG/UNIRIO, inscrito sob 0 CAAE 43009015.6.00005258, e as amostras sé foram colhidas ap6s cada participante ter
dado seu consentimento oral e por escrito, através da assinatura do consentimento livre e esclarecido

Citometria de fluxo: A frequéncia de células T virgens, memoria efetora, meméria central e das células T terminalmente
diferenciadas (TEMRA) foi determinada a partir da marcagao dos linfécitos usando diferentes combinagdes de anticorpos
monoclonais fluoroceinados dirigidos contra os seguintes marcadores humanos: CD3, CD4, CD8, CD45RA, CCR7 (BD
Bioscience, San Diego, CA, USA). Adicionalmente, a habilidade dessas células em produzir IFN-y foi determinada através
da marcag&o com anticorpo anti-IFN-y. A determinag&o da porcentagem de mondcitos foi também avaliada por citometria
usando anticorpos anti-CD14, anti-HLA-DR, anti-CD80 e anti-CD86. De forma resumida, as amostras de sangue total,
ativadas ou ndo por 4 h, foram submetidas a marcagéo de superficie com anti-CD3, anti-CD4, anti-CD8, anti-CCR7, anti-
-CD45RA, anti-CD14, anti-CD80 e anti-CD86, incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente e protegidas da luz, de
acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Em seguida as hemécias presentes nas amostras foram lizadas e as
células fixadas usando a solugéo de lise/fixagdo (BD Bioscience, San Diego, CA, USA), permeabilizadas usando cytofix/
cytoperm (BD Bioscience, San Diego, CA, USA) e tratadas com anticorpo dirigido contra a citocina IFN-y. As células foram
lavadas com PBS suplementado com 1% de SFB e analisadas através do citémero Accuri utilizando o software FlowJo.
Anticorpos de isotipo controle e amostras marcadas com um Unico anticorpo foram usados como controle. Apos a aquisi-
¢éo de 100.000 ou 200.000 eventos, os linfécitos foram determinados através dos padrbes de tamanho e granulosidade
apds a exclusdo de células mortas e debrits.

Andlise estatistica: Todas as anélises estatisticas dos ensaios foram conduzidas usando o programa de gréfico GraphPad
Prism vers&o 5.0 para Windows. A significancia em todos os experimentos foi definida como p < 0,05.

RESULTADOS

Em nosso estudo, a percentagem das células T CD4+ periféricas totais foi menor nos pacientes com EM e tratados com
fingolimode quando comparado ao todos os outros grupos estudados. Nenhuma diferenca foi observada quanto a propor-
¢ao dessas células nos individuos saudaveis ou com EM, ndo tratados ou sob terapia com interferon ou dimetil-fumarato.
Quanto as células T CD8+, apenas uma tendéncia foi observada entre o tratamento com fingolimode e menor percentagem
dessas células no sangue periférico. Dentre todos os grupos de individuos estudados, a porcentagem das células T CD4+
virgens (CCR7+CD45RA+) e de memoria central (CCR7+CD45RA-) foi significativamente menor (p< 0,05) nas amostras
obtidas dos pacientes com EM e tratados com fingolimode. Por outro lado, a proporgao dos subtipos de células T CD4+
de meméria efetora e TEMRA foi superior nesses pacientes (p<0,05). No compartimento das células T CD8+, resultados
semelhantes foram observados nos pacientes sob terapia o tratamento com fingolimode. Quanto a produgao de IFN-y,
nds observamos uma severa incapacidade das células T CD4+ e T CD8+ circulantes dos pacientes com EM e tratado cm
fingolimode em sintetizar essa citocina. De forma interessante, nos pacientes néo tratados a percentagem de linfécitos T
CD4+ IFN-y+ foi superior em todos os subtipos celulares, principalmente nas células T CD4+ virgens. Finalmente, elevada
percentagem de monacitos ativados foi detectado no sangue periférico dos pacientes com EM e tratado com fingomilode,
quando comparado a todos os outros grupos experimentais.

CONCLUSOES
Nossos resultados sugerem que o fingolimode ndo apenas altera a dindmica dos subtipos de células T circulantes, como
também compromete a produgéo de IFN-y, uma citocina que, apesar de estar envolvida na atividade da doenga, (LOVETT-
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RACKE, YANG & RACKE, 2011), também é importante nos mecanismos de protegéo contra diferentes patogenos
(MCKINSTRY et al., 2010). Coletivamente, nossos achados sugerem que, quando comprado a outras TDM, o fingolimode
ndo apenas reduz a frequéncia de células T virgens e de meméria central, como também compromete a funcionalidade
dos subtipos circulantes, as células T de memaria efetora e TEMRA. Acreditamos que, numa tentativa de compensar essa
perda na imunidade adquirida, a proporgdo de monacitos circulantes ativados aumente.
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INTRODUGAO

Terapia Larval (TL) é uma técnica utilizada para desbridamento de feridas, utilizando larvas de moscas necrobiontéfogas,
eclodidas de ovos previamente esterilizados. Esta bioterapia tem sido reportada desde épocas remotas, sendo utilizada
atualmente em cerca de trinta paises, dentre eles os Estados Unidos, Reino Unido, Alemanha, Holanda e Suécia. Nos
EUA, Ulceras consideradas intrataveis respondem por 25-50% das internagbes hospitalares, e a maioria das 60.000 a
70.000 amputagdes anuais sdo decorrentes de complicages do diabetes. Em estudo realizado com 25 pacientes em
um hospital de Israel, 15 com idade entre 35 a 88 anos (média 64,9 anos), apresentando doengas como estase venosa,
paraplegia, hemiplegia, Doenga de Birger, linfoestase, talassemia, policitemia, deméncia e carcinoma basal celular; foram
realizados tratamentos com larvas estéreis, obtendo-se uma média aproximada de quatro semanas para desbridamento
completo de 88,45% das feridas. No Hospital Federal do Andarai, objetivou-se desenvolver estratégias para divulgacéo da
TL e investigar aceitabilidade desta terapia entre os pacientes atendidos.

METODOLOGIA

0 estudo foi desenvolvido no HFA, Rio de Janeiro e (apds a comunidade tomar ciéncia do projeto e haver aceitagéo, foi lido
e assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido), posteriormente foi realizada divulgag&o, entrevista e orienta-
¢ao sobre a TL para os pacientes do Ambulatério de Prevengao e Tratamento de Feridas desta instituigdo. As estratégias
foram: apresentagdes expositivas, distribuicdo de panfletos e blog. Visitas foram realizadas quinzenalmente.

RESULTADOS

Participaram do estudo 22 pacientes, sendo 59% mulheres e 41% homens; 10% dos pacientes tinham idade entre 50 a 59 anos,
45% entre 60 e 69 anos e 45% entre 70 e 81 anos. As localizagdes das feridas foram 50% nas pernas, 18% nos tornozelos,
27% nos pés e 5% na regido sacral. A idade média das lesdes foi de 14,88 anos. As comorbidades mais prevalentes foram:
Hipertens&o Arterial Sistémica (45%), Diabetes Mellitus (27%), Insuficiéncia Venosa Cronica (27%), Trombose Venosa Cronica
(18%), Erisipela Cronica (22%). Outras de menor prevaléncia foram: Obstrucéo Arterial, Cancer de Mama, Anemias, Alzheimer
e Insuficiéncia Cardiaca. Os medicamentos usados pelos pacientes foram anti-hipertensivos e diuréticos (Losartana, Enalapril,
Nifedipino, Furosemida, Hidroclorotiazida), medicamentos flebotdnicos (Diosmina e Castanha da india), medicamentos que evi-
tam o Infarto Agudo do Miocardio e o Acidente Vascular Cerebral (Sinvastatina, Acido Acetilsalicilico, Clopidogrel) além de anal-
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gésicos e antibioticos relacionados ao tratamento das feridas (Sulfadiazina, Dipirona, Diclofenaco). Em relag&o ao conhecimento
da TL, apenas dois (9,1%) pacientes tinham conhecimento prévio desta bioterapia ( gréfico 1), a aceitabilidade foi de 95,5% (
grafico 2), somente um dos entrevistados ndo quis se tratar com a TL. Dentre os motivos que levavam os pacientes a aceitar o

[T "o "o

uso da terapia estdo: “me curar totalmente”, “poder usar roupas curtas”, “ficar boa”, “tirar minha dor” e “curar a ferida de vez”.

CONCLUSOES

A maioria dos pacientes se inseriram na aceitabilidade e s&o cronicos em suas feridas, fazem uso de mais de uma medica-
¢éo e geralmente apresentam uma comorbidade. Buscam a cura da ferida como um alivio € uma mudanga positiva em sua
qualidade de vida. Através desse estudo espera-se que as estratégias de divulgacéo e os questionarios de aceitabilidade
auxiliem na informag&o do publico alvo sobre a relevancia da TL, visto que o conhecimento desta bioterapia é diretamente
proporcional a aceitabilidade. Espera-se que apds a divulgagéo e aceitabilidade da TL, a equipe do projeto possa aplica-la
nos pacientes portadores de feridas cronicas que ja tentaram outros tratamentos sem resultados satisfatorios.
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INTRODUGAO

O uso de plantas para tratamento, cura e prevencdo de doengas é uma pratica muito difundida no Brasil e na maioria
dos casos, o0 individuo ndo apresenta orientagdo médica. Essas plantas com fins medicinais também apresentam efeito
embriotéxico, teratogénico e abortivo (RODRIGUES et al., 2011; ARCANJO et al., 2013), pois algumas dessas plantas
tém seus principios ativos capazes de atravessarem a barreira placentéria, podendo prejudicar o feto (OLIVEIRA, 2011).
Gestantes, pela crenga popular de cura ou com a finalidade de abortar, usam indiscriminadamente plantas medicinais
causando um grande problema de satde publica. E, esse consumo pelas gestantes deve ser acompanhado sempre por
um médico, devido as consequéncias toxicas da planta. A associagdo entre plantas medicinais e efeitos teratogénicos e
embriotoxico é escasso comparado com a relagao dessas plantas com efeito abortivo (RODRIGUES et al., 2011), mesmo
que esses efeitos possam ser vistos em plantas que apresentam efeito abortivo. Dessa forma, 0 uso de fitoterapia em
gestantes hipertensas é bem deficiente na literatura, possivelmente, por ja imaginar que plantas medicinais causam, prin-
cipalmente, efeitos adversos na gestagdo. No entanto, um estudo de Fulanetti e colaboradores (2016) apontou que uma
planta medicinal, M. glomerata, popularmente conhecida como guaco, pode ser uma promissora ferramenta na terapia
contra a hipertensdo durante a gestagdo, em determinadas concentragdes, mas afirma que é preciso de mais estudos
para rejeitar algum potencial fetotoxico. Por consequéncia, mostra-se a importancia de estudos mais profundos do uso de
plantas medicinais em gestantes. Segundo a literatura, Baccharis trimera, vulgarmente, conhecido como carqueja, € uma
planta medicinal que apresenta forte resposta anti-inflamatéria e efeito analgésico (GENE et al., 1996), porém possui efei-
tos adversos para gestantes como aborto, relaxamento uterino e mutagenicidade (MOREIRA et al., 2014). Vale ressaltar
que é uma das plantas mais utilizadas por gestantes, principalmente, pelo facil acesso no comércio local e seu custo barato
(SOUZA et al., 2013). Entretanto, é desconhecido pela literatura o seu efeito em gestantes hipertensas.

OBJETIVO
Avaliar o efeito do 6leo essencial de Baccharis trimera na gestagdo de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) e nor-

motensas (WKY).

METODOLOGIA

Este trabalho foi submetido ao Conselho de Etica em Experimentagao Animal da UNIRIO. As ratas foram distribuidas alea-
toriamente em 4 grupos: i) SHR controle (SC) as quais foram gavadas durante a gestagéo com veiculo (agua + xantana);
i) SHR tratado durante a gestagéo com 6leo de carqueja a 20mg/kg/dia (SO) por gavagem. O éleo foi emulsificado em uma
solucéo de agua e xantana; iii) WKY controle (KC) que foram gavadas durante a gestagdo com veiculo (&gua + xantana);
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e iv) WKY tratado durante a gestagdo com dleo de carqueja a 20mg/kg/dia (KO) por gavagem. E, foram acasaladas, na
proporcao de 1 macho para 2 fémeas. O primeiro dia de gestacao foi determinado como primeiro dia apés o acasalamento
e iniciado o tratamento com veiculo ou éleo de carqueja+veiculo. As ratas, de ambos os grupos, foram inspecionadas e
pesadas duas vezes durante semana para a confirmag&o da gestagéo. O tratamento foi do 1° dia ao 18° dias de gestagao.
No 19° dia de gestagdo, a glicemia foi medida com 6h de jejum e, posteriormente, os animais foram anestesiados por
inalagao de éter etilico e realizado a cesarea. Em seguida, coletou-se o sangue e registrou-se o nimero de fetos vivos e
mortos, com seus respectivos pesos, e 0 numero de abortos.

RESULTADOS

Visando investigar um modelo de comparagao do consumo do dleo essencial de carqueja, o trabalho utilizou-se um modelo
com linhagens de ratas espontaneamente hipertensas (SHR) e normotensas (WKY) como controle. O dleo essencial de
carqueja reduziu de forma significativa a glicemia das ratas Kyoto tratadas com dleo (79,5 + 0,5) em relagao as ratas Kyoto
controle (81,25 £ 1,72), bem como das ratas SHR tratadas com 6leo (82,5 £ 3,74) em relagao as ratas SHR controle (100,5
* 4,36), como foi visto no estudo de Oliveira e colaboradores (2005), porém em ratos diabéticos e ndo diabéticos. Fulanetti
e colaboradores (2016) que sugerem que a hipertensdo compromete 0 ganho de peso em ratas gravidas. Além disso, es-
tudos realizados com folhas de carqueja demonstraram que esta promove redug&o do peso corporal (FREITAS et al., 2009;
FIGUEIREDO e PEREIRA, 2009). Apesar na redugéo na glicemia das ratas Kyoto e SHR gestantes tratadas com éleo,
nao se observou alteragdo no ganho de peso na gestagao, no entanto, os filhotes dessas ratas apresentaram um menor
ganho de peso em relagao aos filhotes oriundo das ratas Kyoto e SHR controle. Apés 5 tentativas de cruzamento, apenas
71,42% das ratas Kyoto tratadas com éleo de carqueja apresentaram dificuldade para engravidar, enquanto as ratas Kyoto
controle apenas 14,3% néo engravidaram. Com relacéo as ratas SHR ap6s 5 tentativas de acasalamento, 14,2% das ratas
controle ndo engravidaram, enquanto que 37,5% apresentaram dificuldade para engravidar.

CONCLUSOES

Nossos dados preliminares sugerem que o 6leo de carqueja ao reduzir a glicemia de ratas gestantes pode comprometer o
ganho de peso ao nascer dos filhotes. Além disso, o 6leo de carqueja possivelmente apresenta alguma ag&o anticoncepti-
va, visto o percentual significativo de ratas Kyoto e SHR que apresentaram dificuldade para engravidarem.
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INTRODUGAO

Metaboldmica é considerada uma ciéncia bastante complexa que visa identificar o perfil metabdlico presente nas mais
variadas matrizes bioldgicas, tais como: sangue, urina, suor, lagrima, saliva, etc (HALL, 2006). Atletas de alto rendimento
de diversas modalidades em geral, podem sofrer estresses fisicos durante a préatica desportiva que consequentemente po-
dem acarretar diferentes alteragdes metabolicas, como por exemplo, a sintese de horménios e/ou aminoacidos (COELHO,
et al., 2016). Com o objetivo de analisar essas diferentes alteragdes oriundas do exercicio fisico, a Esportdmica atua
como uma ferramenta bastante eficaz. Seu principal objetivo consiste em mimetizar condigdes reais de treinamento e/ou
competicdes vivenciadas por atletas de alto rendimento (BASSINI & CAMERON, 2014). A espectrometria de Massas (MS)
atualmente é considerada uma técnica muito eficiente utilizada para identificar diferentes analitos, como por exemplo iden-
tificar alteragdes metabdlicas a partir de sangue e/ou urina. Esta técnica consiste basicamente na ionizagao, separagéo e
detecgéo de compostos de acordo com a razdo massal/carga (m/z). Devido a sua alta sensibilidade e resolugéo, esta téc-
nica permite identificar e quantificar analitos de concentragdes significantemente baixas, permitindo assim uma avaliagéo
mais precisa do perfil metabdlico dos atletas (GROSS, 2011).

OBJETIVO
Identificar o perfil metabélico de atletas de futebol de alto rendimento durante um treinamento de uma partida de 90 minu-
tos por Espectrometria de Massas.

METODOLOGIA

O presente estudo consiste na avaliagdo esportdmica de atletas de futebol masculino, entre 18 a 20 anos de idade, in-
tegrantes do Fluminense Football Club. Para este experimento, sete (7) atletas foram selecionados e coletas de sangue
venoso foram realizadas em dois diferentes tempos (Pré e Pés exercicio). As amostras de soro foram obtidas ap6s a centri-
fugagao do sangue total, a 1300 x g, por 10 minutos. O preparo das amostras foi realizado como proposto por CHAMBERS
e colaboradores (2013) e PIZZATTI e colaboradores (2012), com algumas modificagdes descritas a seguir.

As amostras de soro foram descongeladas em temperatura ambiente e em seguida vortexadas durante 30 segundos.
Apos esta etapa, 1.500 UL de amostras foram transferidas para microtubos do tipo eppendorfs previamente identificados.
Os tubos foram centrifugados, os sobrenadantes foram coletados e transferidos para tubos do tipo AMICON previamen-
te lavados (Merck Millipore, Alemanha). Posteriormente, os tubos foram novamente centrifugados e aproximadamente
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700 uL do sobrenadante foram coletados para a realizagdo da dessalinizagdo das amostras em coluna Oasis® (Waters
Corporation, UK). O eluato foi entdo coletado e concentrado com o auxilio do equipamento SpeedVac Plus (Modelo:
SC110A, ThermoSavant, EUA). Apds esta etapa, as amostras foram ressuspendidas, vortexadas e transferidas para vials
Total Recovery (Waters®, Corporation, UK) para posterior inje¢do no espectrometro de Massas Xevo® G2-S Q-ToF (Waters®,
EUA). Os espectros foram adquiridos a partir de um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Acquity UPLC
[-Class System, Waters®, EUA) acoplado a espectrometria de Massas de alta definicdo Xevo® G2-S Q-TOF (Waters®,
EUA). O método de MS utilizado para a obtengéo de resultados foi a analise non-target (BASSINI & CAMERON, 2014). A
separacado dos analitos foi realizada em coluna cromatografica BEH C18 1.7 ym X 50 mm. A taxa de fluxo dos solventes
utilizada foi fixada a 900 uL.min'. O sistema utilizado para a identificagdo e quantificagdo dos metabdlitos foi o UPLC/MS/
MS Xevo® G2-S Q-TOF e a fonte ionizante utilizada foi Eletrospray, em modo positivo (ESI*). Em seguida, os dados foram
processados com o auxilio do software Progenesis® QI (Nonlinear Dynamics, Waters Corporate, UK). Os metabdlitos
detectados foram identificados a partir do banco de dados especifico para metabdlitos de soro humano (Serum Human
Metabolome Database).

RESULTADOS
Apds a injegao das amostras no espectrdmetro de Massas, foram identificados 663 metabolitos, dentre os quais, 22 anali-

tos apresentaram alteragdes significativas (Figura 01).

Figura 1: Alteragdes do perfil metabolico apos o jogo. Seiscentos e sessenta e trés (663) metabdlitos sintetizados,

os quais vinte e dois (22) apresentaram diferengas significativas.

Dentre os analitos supra sintetizados, destacam-se a L-acetilcarnitina e o Malondialdeido (Tabela 01). O primeiro esta
associado ao metabolismo de lipidios em decorréncia da produgdo de ATP por meio da 3-oxidagao (Carter, 1995), e pode
também estar associado aos efeitos analgesicos em caso de dores neuropéticas efou cronicas (NOTARTOMASO, et al.,
2017). Enquanto que o segundo analito pode estar relacionado ao estresse oxidativo, proveniente da peroxidagao lipidica
(SOUZA, et al., 2005). A betaina & um produto natural do metabolismo proveniente da oxidagdo da colina no metabolismo
de lipidios (FARINA, et al., 2017). Segundo PRYOR (2012) este metabdlito também pode ser encontrado em grandes va-
riedades de alimentos de origem animal e vegetal, podendo ser utilizada por atletas em sua alimentagao/suplemetnagéo
para melhorar o desenvolvimento muscular. Assim, € possivel sugerir que tais metaboélitos supra sintetizados possam estar

relacionados com a suplementagéo e/ou alimentagéo dos referidos atletas.
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Tabela 01: Metabdlitos significativamente alterados. Quatorze (14) metabdlitos apresentaram aumento de 20% em
suas sinteses e dez (10) metabdlitos demonstraram subsinteses de 20% apés o jogo (T5)

Matabalites
T

- Acetd Ormitr

2 E e
g > H K K] Estradial-3-glucosiduronata.

H g 3 £z - 4 A a _

£ s 5 2 ] g 33f:i ¢ g £ H ) H

S £ & & H 3 233338 < 2 & k) <
0.70_140.0489m/z 140,0488957 379 0 -3,312689197 93,61438683 0 0 O 0 1HMDBOO197 Indoleaceticacid CIOHONO2  DOWN -2,800872641 12608 M=
037_15.0204m/2 151,0243588 381 0 -4,124039646 95116578 0 0 0 0 1HMDBOO28 Uricacid CSHANAO3 | DOWN -2,473295048  BASEO6 |
102122037in 1230442406 543 803 2262845251 9400946149 0 1 0 0 1HMDBII7IS 4 Hydrowybenzaldehyde C7HE02  DOWN 2034881508  111E15 | oo armiing
3.35.167.0706m/z 167,0705618 48 453 1753614311 96624239 O 1 0 0 1HMDBOO779 Phenyllacticacid COHI003  DOWN -1572186637  1306-12  Ffsafinina
096 411.1540m/z 4111539753 37,5 0,345 -2,651564168 902372866 0 0 0 0 1HMDBOO71 Indolelacticacid CLIHIINO3 |DOWN -1,505334367 0,002907765  Mobycfurimn Elsertemimian
1151200810m/2 1200809819 46,4 39,7 1504054249 9408767946 0 0 O O 1HMDBOO306 Tyramine CBHIINO  DOWN -1,541045652 0,001391732
024 166.0727m/2 166,0727146 405 841 2729172859 9693126031 0 1 0 0 0HMDBOUBS? 7-Methylguanine CGH7NSO  DOWN 1449522647  274E13 |
005 150.0051m/z 159,0051476 393 0 -2,242549057 989381613 0 O 0 1 1HVDBOODA2 Aceticacid C2HI02  DOWN 1420116294 32408 el
108 91.0545m/z | 91,0054351 37,9 0 2932571738 929734797 0 0 0 0 1HMDBOISSS p-Cresol c7H80 DOWN -1,262110823 0,002858709
123 387.1625m/z 3871625079 38,7 0 -4,40785263 9853832761 0 0 0 0 0 HMDBO33S7 N-Acetylornithine C7HIGN203 | UP | 1181604469 0,000114459 |
213 929.0178m/2  929,417835 485 492 139313832 9480548239 0 0 0 0 1HVDBI0335 Estriol-3-glucuronide C20M3209 | UP 1188362304 0,007120353
079 2811133m/z 2811133422 382 137 0514469279 9003737519 0 1 0 0 0HVDBOOOS L-Aspartyl-L-phenylalanine CI3HIEN20S UP 127276112 4,646-07
1.79.2882174m/z 2882173902 39,2 0 1585384674 9812903709 0 0 0 O 0 HMDBOO791 L-Octanoylcanitine CISH9NO4 | UP  1,302525006 0,000615141 | ST P
0,60 268.1524m/2 2681524333 393 2,89 2,057502609 9583852908 0 0 1 0 0 HMDBODGES Isovalerylcarnitine CL2H3NO4 | UP 1360327164 386E05 e = =
0181750910 2200673852 387 0 2176226612 9598492647 1 1 0 0 1HMDBO0SOA Citrulline coma03 | up | remesin  aneoy  pucsdo BFenil-2-Propendico sus
0.19_144.0658m/z 144,0657817 39,6 7,41 1,463440067 92,21242185 0 0 0 0 1 HMDBOIS14 Glucosamine C6HI3NOS | UP | 1,493148479 0000187142  mm-Fdidroeci-1H-Indcd. L Acido Propantica suA
0171130530 1140665759 385 0 3428733308 9652926124 0 0 0 0 0 HMDBOOSE2 Creatinine CAHINO P | 1512612631 0,176978986 SUB
019 14309450 1660837006 39,7 12 -1039504365 9848202583 0 1 1 1 1HVDBO4827 Proline betaine C7HINO2 | UP | 1738609848 0,002159135 sug
02020407050 | 267,0592343 385 424 3,77106477 9265704014 0 1 1 0 1HMDBO0296 Uridine COHIIN206  UP | 1768563467 236605 |
018167.0319m/z 167,0318642 386 0 2,671640983 9632331604 1 0 1 0 1HMDBOG112 Malondialdehyde C3Ha02 UP | 1837030664 243608  pIRERE sus
018 204.1237m/2 2041236688 39 0 3,122869541 9878095526 0 1 0 0 O HMDBO001 L-Acetylcarnitine COHITNO4 | UP | 1950808341 510612 SUB
108 138.0917m/2 1380916899 485 53,7 2549448658 9181312862 0 1 0 0 O HVDBOLOGS 2-Hydroxyphenethylamine CBHIINO | UP | 2,131578143 0,000831696

CONCLUSAO

Aespectrometria de Massas é uma técnica eficaz para identificar e quantificar um maior nimero de analitos em uma Unica
analise. Esta ferramenta é geralmente utilizada em estudos metaboldmicos e tem demonstrado resultados satisfatdrios
em andlises de atletas de alto rendimento. Por este motivo, torna-se bastante eficaz para anélises Esportémicas. A prin-
cipal finalidade deste tipo de analise consiste em aprimorar a performance do atleta, € em conjunto com a equipe técnica,
estabelecer estrategicamente o melhor tipo de treinamento, e consequentemente melhorar os resultados em diferentes
competigdes. Apds o processamento dos dados gerados por espectrometria de Massas, foi possivel identificar 663 meta-
bolitos. Dentre eles, 22 analitos apresentaram perfis significativamente alterados. A Nacetilornitina, estradiol-3-gluco-
siduronato, LaspartilLfenilalanina, Loctanoilcarnitina, Isovalerilcarnitna, AcetilLCarnitina, Citrulina, Glucosamina,
Creatinina, Prolina Betaina, Uridina, Malondialdeido e o 2-Hidroxifenilalanina demonstraram aumento em suas sinte-
ses, enquanto que o Acido Urico, Acido Indoloacético, 4-Hidroxibenzolaldeido, Acido2-fenil-3-propendico, Tiramina, Acido
acético, 7-metilguanina, p-cresol, a-hidroxi-1H-indol-propanéico, Acido-3-fenil-2-propendico apresentaram diminuigdo nos
seus perfis metabdlicos ap6s o treinamento. Alguns dos analitos significativamente alterados, como L-acetilcarnitina por
exemplo, podem ser encontrados em suplementos nutricionais comuns na dieta de alguns atletas (COELHO, et al., 2010).
No presente trabalho, a andlise dos metabdlitos e das vias relacionadas aos compostos alterados signficativamente ainda
esta em andamento e para elucidar a real participagdo desses no metabolismo de atletas, serdo necessarios estudos
mais detalhados que atualmente estdo sendo realizados no presente laboratério. Uma vez que o entendimento da fungéo
e atuacdo dos 22 analitos estatisticamente alterados é de fundamental importancia para ndo apenas melhorar o condi-
cionamento fisico e as condi¢des de treinamento de atletas de elite, mas também para enriquecer os conhecimentos do
metabolismo humano.
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INTRODUGAO

Segundo dados do ano de 2015 do IBGE, o resfriado comum, identificado na Classificagdo Internacional de Doengas (CID)
como nasofaringite aguda (CID 10 J00), é o principal motivo que brasileiros declaram para ausentar-se do trabalho. Apesar
de ser uma condigao bastante negligenciada, o resfriado comum, é sim uma infecgdo de impacto significativo, visto que
medicamentos que tratam dos seus sintomas sao comercializados em larga escala e em sua maioria sem prescri¢des
médicas, favorecendo sua obtencdo. O resfriado comum pode ser causado por um grupo heterogéneo de virus, sendo
o principal agente etiologico, o rinovirus humano (HRV) (MACKAY, 2008). O rinovirus humano é um virus pequeno, néo-
envelopado e possui RNA como material genético, fazendo parte da familia dos Picornavirus. O HRV tem como alvo as
células do epitélio respiratdrio superior e, como outros virus, também possui mecanismos de evasao do sistema imune,
facilitando, dessa maneira, infecgbes bacterianas secundarias. Uma das principais infecgdes bacterianas secundarias
associadas com a entrada do HRV no sistema imune é por Streptococcus pneumoniae (ISHIZUKA, 2003). O S. pneumo-
hiae, ou pneumococo, é o principal agente etiolégico de pneumonias adquiridas, principalmente em idosos e em criangas
menores que 5 anos, segundo o0 DATASUS. Mesmo sendo o responsavel prevalecente de pneumonias adquiridas, o pneu-
mococo coloniza usualmente o trato respiratério superior de humanos, estando presente em 50% de criangas saudaveis
(DENNY, 1995), podendo causar pneumonia em individuos imunocomprometidos ou com infecgéo viral prévia. A infecgao
mista entre virus e bactérias € um topico amplamente discutido na literatura, principalmente quando se trata de pneumonia
adquirida. Na infecgao pelo HRV, granulécitos (destacadamente neutréfilos € em menor niimero eosindfilos) e mondcitos
s80 as principais células a migrarem para os sitios de infecgéo atraidos pelos mediadores inflamatérios produzidos pelas
células epiteliais infectadas (STOCKL et al., 1999; GERN, 2010). Estas células fagociticas executam papel crucial na
resposta imune contra S. pneumoniae e ja foi demonstrado que alguns virus respiratérios possuem a capacidade de com-
prometer indiretamente a resposta aos patégenos bacterianos desestruturando a resposta de neutréfilos, reduzindo o burst
oxidativo ou estimulando a apoptose desses granulocitos (COLAMUSSI et al., 1999; ENGELICH; WHITE; HARTSHORN,
2001; MCNAMEE; HARMSEN, 2006; BOBEK et al., 2010). As infecgdes virais também s&o capazes de alterar as fungdes
de mondcitos, macréfagos comprometendo os processos de fagocitose, expressdo de receptores, afetando o perfil de
citocinas produzidas e causando disturbios na interface entre o sistema imune inato e o sistema imune adaptativo. Um
exemplo de tal desregulacdo foi demonstrado pelos dados obtidos através de um modelo de co-infec¢do entre o virus
influenza e o pneumococo em camundongos, onde a produgéo excessiva de interleucina-10, induzida pela co-infecgéo, foi
associada com uma colonizag&o bacteriana mais robusta e uma taxa de mortalidade aumentada (VAN DER SLUIJS et al.,
2004). Apesar de ser um assunto amplamente discutido na literatura, os mecanismos de co-infecgdo HRV-pneumococo
ainda s&o pouco elucidados.
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OBJETIVO
Avaliar o efeito do HRV-14 sobre fagécitos humanos estimulados com S. pneumoniae.

METODOLOGIA

1-HRV, S. pneumoniae e e condi¢do de cultivo: S. pneumoniae, cepa ATCC 49619, cultivada em meio BHI (KASVI) agar-
-sangue. Apos incubado overnight, o microorganismo foi plaqueado e suas unidades formadoras de coldnias (UFCs) foram
contadas em diferentes concentragdes e também foi realizado uma leitura da sua densidade éptica (DO) em 600nm. Por
fim, os dois métodos foram reunidos para a comparagao dos resultados com o proposito de maior precisao na contagem
do pneumococo. Quanto aos virus, estes foram propagados em células HeLa, clarificados e gentilmente cedidos pelo Prof.
Dr. Rafael Braga do Laboratorio de Bioquimica Estrutural (IB-UNIRIO).

Participantes do estudo

Jovens adultos foram entrevistados e convidados a participar do estudo. Durante a entrevista, foi explicado o projeto e os
que aceitaram participar deram seu consentimento por escrito assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Foram descartados participantes que faziam uso de farmaco imunomodulador, com indicios de infecgao a época
e portadores de doenca autoimune.

Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Sangue periférico (40mL) foi coletado em um tubo heparinizado estéril de 10mL (Vaccutainer BD-Biosciences) e deposita-
do lentamente em um tubo cénico de 50mL estéril com 10 mL de Ficoll-Paque (GE Healthcare Lifesciences), com propor-
¢ao 2:1 (sangue-Ficoll). Os tubos foram centrifugados a 2000 rpm durante 20 minutos. Apds a centrifugagao, foi coletado
para outro tubo conico apenas a parte constituida da nuvem de PBMC, formada entre a por¢éo do plasma e do Ficoll e
o que restou foi devidamente descartado. Os tubos com a nuvem de PBMC foi avolumado para 30mL com PBS (Sigma-
Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab) e centrifugado a 1900 rpm por 10 minutos. Ao fim da
segunda centrifugacao, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células mononucleares mantido e adicionado 15mL de
PBS com 10% SFB. Mais uma vez, as células foram centrifugadas pelos parametros citados por Ultimo e seu sobrenadante
descartado. O pellet de células mononucleares foi ressuspendido em 1mL de meio RPMI 1640 (Gibco LifeTechnologies)
sem fenol e suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab). O PBMC foi contado em Azul de Trypan 0,04% em uma
cémara de Neubauer.

Isolamento de granuldcitos

Sangue periférico (20mL) coletado em tubo heparinizado de 10mL (Vaccutainer BD-Biosciences) e vagarosamente
depositado em um tubo cdnico de 50mL com 10mL de Ficoll-Paque (GE Healthcare Lifesciences), em proporgéo 2:1
(Sangue:Ficoll) e centrifugados a 2000 rpm por 20 minutos. Posteriormente a centrifugagdo, o sobrenadante contendo
plasma, nuvem de PBMC e Ficoll foi descartado, restando apenas o pellet de hemacias e granulécitos. Ao pellet foi adicio-
nado 25mL de solugdo de lise de hemacias ACK (0,8% NH,CI, 0,1% KHCO, e 0,04% EDTA em agua destilada esteéril). Os
granulécitos e hemacias restantes foram homogeneizados por cerca de 6 minutos e centrifugados a 1900 rpm. O sobre-
nadante foi descartado e a solugdo de ACK foi novamente adicionada. Apds ressuspender o pellet, o tubo foi centrifugado
novamente a 1900 rpm por 6 minutos. Os granulécitos restantes foram ressuspendidos em 20mL de PBS suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab) e o tubo foi centrifugado novamente. O procedimento foi repetido e meio
RPMI 1640 (Gibco-Life Technologies) suplementado com 10% de SFB foi adicionado ao pellet de granulécitos. As células
foram contadas em azul de Tripan 0,04% em cédmara de Neubauer.

Avaliacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
PBMC foi colocado em uma placa de 96 pogos e incubado a 37°C e 5% de CO, durante 1h para que os monécitos (10°)
fossem aderidos no fundo da placa. Apos o periodo de aderéncia, o sobrenadante foi descartado e todos os pogos lavados
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com PBS morno, a fim que os mondcitos se desprendessem do fundo da placa. Antes da adigdo dos estimulos, foi adicio-
nado em cada pogo 10pL de dihidrorodamina 123 (DHR) e as células foram pré-expostas ao HRV overnight a 37°C em 5%
de CO, e entéo estimuladas por 30 minutos com S. pneumoniae nas MOI de 10, 100 e 200. Alternativamente, os monacitos
forampré-incubados com HRV por 1h e entdo estimulados com S. pneumoniae (MOI = 10) durante 30 minutos a 37°C e
5% de CO, Os resultados da dosagem de ROS foram lidos no equipamento Spectramax M5, com comprimentos de onda
de emiss&o e excitagdo de 530nm e 480nm. A analise da intensidade da fluorescéncia emitida pela DHR é proporcional a
quantidade produzida de ROS pelos mondcitos, visto que o oxigénio se oxida na presenga da DHR, emitindo fluorescéncia.

Ensaio de fagocitose

As coldnias de S. pneumoniae foram ressuspendidas em 0,01% de Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) (Sigma Aldrich)
em PBS e incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos. Ap6s o tempo de incubagao, foram realizadas duas la-
vagens com PBS estéril, ressuspendidas e o tubo contendo as col6nias de bactéria armazenadas a 4°C. Ap6s isolamento,
os granulécitos foram incubados a 37°C em 5% de CO, por 1h na presenga ou auséncia de HRV-14 para interagéo. Ao final
desse tempo, para estimulagao, as células foram incubadas a 37°C em 5% de CO, com S. pneumoniae durante 15 minu-
tos. Os tubos receberam azul de Tripan em 0,02% para que a emissao do FITC das bactérias que ndo foram internalizadas
fosse alterada e assim detectada diferencialmente. As células foram lavadas 3 vezes com 1mL de PBS suplementado com
1% de SFB por centrifugagao a 1900 rpm por 5 minutos a 4°C. Para a identificagéo de neutréfilos na citometria de fluxo,
cada cultura de célula recebeu anticorpos anti-CD16b conjugado com ficoeritrina (PE) (BD-Biosciences) e foram mantidas
a 4°C durante 30 minutos. Novamente, as células foram lavadas e depois ressuspendidas com PBS suplementado com 1%
de SFB e para sua fixagéo foi adicionado paraformaldeido (PF) 0,4% (VETEC). Cem mil eventos foram lidos no citdmetro
de fluxo FACSVerse (BD-Biosciences). Para analise da capacidade fagocitica por citometria foi feito um gate na area em
que corresponde aos granulécitos e graficos de histograma para as areas CD16b* e FITC*, representando neutréfilos
com S. pneumoniae fagocitados e também para a populagdo CD16b* e azul de Tripan®, representando neutréfilos com S.
pneumoniae aderidos em sua superficie.

ANALISE DE DADOS
Os experimentos de citometria de fluxo foram analizados no software BD FACSuite (BD-Biosciences) e a analise estatistica
foi realizada no programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc.). Foi aplicado o teste one-way ANOVA para uma
avaliagdo primaria e posteriormente um pos-teste de Dunnett para a verificagdo da significancia dos resultados. Também
foi empregado um teste T de Student para a comparagao entre as variaveis. A significancia em todos os experimentos foi
definida como p< 0,05.

RESULTADOS

Os resultados preliminares obtidos demonstraram que a produgéo de ROS por monécitos expostos ao HRV-14 (n = 4)
overnight ou por 1h n&o foi alterada em relagdo a producdo basal de espécies reativas de oxigénio, assim como também
nao houve modulag&o da produgéo de ROS pela exposigdo ao HRV nas células estimuladas com S. pneumoniae. A anélise
estatistica realizada sobre os dados preliminares da analise da capacidade fagocitica de neutrdfilos (n=4) demonstraram
que ndo houve diferenga significativa entre as variaveis analisadas, ou seja, ndo foi observado efeito significativo da pré-
-exposigao das células ao HRV sobre a capacidade de internalizagdo das bactérias

9-Concluséo: A preservagdo dos mecanismos de producéo de espécies reativas de oxigénio em mondcitos pré-tratados
com com HRV-14 foi observada em resultados preliminares, visto que n&o houve diferenca significativa entre as variaveis.
Em um estudo realizado por Oliver e colaboradores (2006) demonstrou que macréfagos alveolares pré-tratados com
HRV-16 apresentaram uma redugéo na capacidade fagocitica, apesar dos resultados preliminares obtidos no ensaio de
fagocitose em neutréfilos serem contraditorios em relagdo ao artigo citado, & necessario realizar mais experimentos para
melhores andlises, além de realizar uma comparagao entre os fagécitos estudados.
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INTRDUGAO

O acai (Euterpe Oleracea Mart.) € um fruto endémico da regido Amazonica brasileira rico em polifenéis, na qual se en-
contram em maior quantidade na semente. O extrato hidroalcoolico do carogo de agai (ASE) apresenta um potente efeito
antioxidante (De Oliveira et al, 2010;, anti-hipertensivo (Rocha et al, 2008); vasodilatador dependente de endételio (Rocha
et al, 2008); hipoglicemiante e hipolipemiante (De Oliveira, 2015); e antinociceptivo (Sudo et al, 2015). Em func¢do do
amplo efeito do ASE em diferentes sistemas, somado a agdo antinociceptiva, sugere que muitas dessas agdes podem
ser decorrentes, também, de uma agao no sistema nervoso central (SNC). Estudos recentes, realizados por nosso grupo,
verificaram que que 0 ASE possui possivelmente uma agao antidepressiva, ansiolitica e possivelmente promove um ganho
no memoria de ratos Wistar. Estudos recentes, tém demonstrado que o diabetes mellitus tipo |l pode favorecer o desen-
volvimento da deméncia, uma vez que a resisténcia a insulina tem papel prejudicial importante sobre a memoria (Lourengo
et al.,, 2013; De Felice et al., 2015). Aparentemente, 0 aumento da resisténcia a insulina no SNC é capaz de aumentar
0 estresse oxidativo, favorecendo a formagéo de agregados proteicos que ocasionam a lise celular, principalmente das
células do hipocampo, sendo um importante fator no desenvolvimento do mal de Alzheimer (Craft et al., 2013). Como um
dos possiveis mecanismos hipoglicemiantes do ASE ¢ decorrente da melhora da resisténcia insulinica, via AMPK, possivel-
mente o ganho de memdria possivelmente visto inicialmente em ratos, possa estar relacionado com esta via.

OBJETIVOS

Assim, visando estudar se o ASE possui realmente efeito sobre a memaria, nosso objetivo foi avaliar o efeito do ASE na
memoéria de camundongos C57BI/6 submetidos & dieta hipercalérica e em idade avangada. OBJETIVOS ESPECIFICOS:
No primeiro momento objetivamos: Avaliar a memoria e aprendizagem dos camundongos pelo teste de comportamento
Labirinto Aquatico de Morris (LAM) e Avaliar o efeito do ASE sobre a glicemia.

METODOLOGIA

Os camundongos C57BI6 foram divididos em 5 grupos: Controle (receberam dieta comum e &gua ad libidum); ASEp (re-
ceberam 300mg/kg/dia de ASE na agua de beber a partir do primeiro dia de manipulagéo); ASEt (receberam 300mg/kg/dia
de ASE na agua de beber ap6s 3 meses de manipula¢do); HF (animais que foram tratados com dieta hipercalérica por 3
meses até o desenvolvimento da resisténcia insulinica - Rl); HF+ASEp (camundongos tratados com dieta hipercalérica e
300mg/kg/dia de ASE na agua de beber, por 3 meses até o desenvolvimento da Rl); HF+ASEt (animais tratados com dieta
hipercalorica por 3 meses até o desenvolvimento da Rl e posteriormente foram tratados com 300mg/kg/dia de ASE na agua
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de beber por 3 semanas). De 6-12 meses de vida, os animais foram submetidos antes, durante e depois do tratamento com
ASE e dieta hipercalérica (comporta de ragdo comercial, amendoim torrado, chocolate e biscoito de Maisena na proporgao
3:2:2:1) ao teste de comportamento de LAM para a avaliagdo da meméria e aprendizagem e realizados testes para a
mensuracdo de insulina e, ao final dos experimentos a curva glicémica. Todos os resultados s&o apresentados pela média
+ EPM com a analise de variancia One-Way ANOVA e depois realizado o teste t Student nao pareado para a avaliagdo das
diferengas entre os grupos. Valores de p < 0,05 serdo considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

Os camundongos foram submetidos ao LAM em trés momentos durante o seu desenvolvimento: antes de iniciar a dieta
hipercalorica (6 meses de idade), apds inser¢éo da dieta hipercaldrica com ou sem tratamento com ASE (300 mgkgdia) nos
grupos HC, HC+ASEp e HC+ASEt (11 meses) e apds o tratamento com ASE (12 meses). Desta forma foi possivel avaliar a
memoria dos animais em diferentes periodos temporais. Foi possivel verificar que ha uma diferenga significativa (p<0,05)
no aprendizado do grupo Controle no periodo de 6 meses e 11 meses. No entanto, 0 mesma diferenga néo é observada
na idade de 12 meses, possivelmente em razéo do curto espago de tempo entre o LAM realizado na idade de 11 meses
para 12 meses. Todavia, 0s grupos que receberam dieta hipercalorica ndo apresentaram perda cognitiva com o decorrer
da idade. Apesar de dieta hipercaldrica ter promovido um aumento significativo na glicemia (p<0,05) e na resisténcia &
insulina, ndo observamos correlagao entre a mesma e a perda cognitiva. Aparentemente, a dieta hipercalérica trouxe mais
beneficios a meméria do que a dieta padréo, visto que o grupo controle obteve uma perda significativa na capacidade de
memorizacdo a medida que envelhecia. Dados anteriores, haviam sugerido que o ASE teria um efeito positivo de ratos
Wistar submetidos ao teste de memoéria Labirinto Aquatico Radial. Assim tratamos os camundongos C56BI6 com ASE
(300mgkgdia) preventivamente por 6 meses e apds 11 meses idade, cronicamente, por apenas 4 semanas. O ASE foi
capaz de prevenir significativamente (p<0,05) a perda cognitiva e foi capaz de reduzir significativamente (p<0,05) a perda
cognitiva dos camundongos C57BI6, ndo submetidos a dieta hipercaldrica. No entanto, como n&o foi observada qualquer
perda cognitiva nos camundongos C57BI6 submetidos a uma dieta hipercalérica, ndo observamos qualquer efeito do ASE
nesse grupo, apenas a prevengao significativamente (p<0,05) do aumento glicémico e a redugéo significativa (p<0,05) da
mesmas dos animais tratados preventivamente e cronicamente com o ASE, respectivamente. Os dados sobre a meméria
sao refor¢ados quando observados o tempo dos animais gasto no quadrante 1 (Q1), local na qual se encontra a platafor-
ma, em relagdo ao quadrante 3 (Q3), que esta diametralmente oposta a plataforma. Notou-se, portanto, que no LAM os
animais permaneciam mais tempo no quadrante em que continha a plataforma (Q1) do que no quadrante oposto (Q3), ou
seja, eles lembravam da localizag&o da plataforma até os 11 meses de idade. Com 12 meses a diferenga entre os quadran-
tes diminuiu, indicando a perda cognitiva desses animais.

CONCLUSAO

Nossos dados demonstraram que com 0 avangar da idade,hd uma perda significativa da meméria principalmente nos
camundongos submetidos & dieta hipercalérica. O tratamento preventivo com o ASE preveniu a perda de meméria nos
camundongos submetidos a dieta hipercalérica, no entanto, o mesmo néo foi visto no tratamento crénico. O efeito do ASE
sobre a meméria necessita de estudos posteriores para que seu mecanismo possa ser compreendido.
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INTRODUGAO

O tabaco comum (Nicotiana tabacum) é uma das safras ndo alimentares mais cultivadas no mundo sendo a espécie
Nicotiana tabacum a mais bem estudada e caracterizada. O tabaco € um modelo de estudo de processos biolégicos
fundamentais da planta, sendo uma ferramenta-chave para as pesquisas de biologia molecular em plantas. Por isso
tem sido amplamente utilizado em estudos de resposta imune das plantas, ciclo celular e estresse oxidativo (XIAO etal.,
2015). Fusarium oxysporum é uma espécie fitopatogénica, sendo por isso um fungo de grande importancia economica
(GORDON & OKAMOTO & MILGROM, 1992) e por estar emergindo como um patoégeno oportunista importante, causador
de infecgbes disseminadas em hospedeiros humanos imunocomprometidos (MA et al., 2010; PRADOS-ROSALES et al.,
2012; SEVER et al., 2012 ). F. oxysporum pode se instalar e se desenvolver em tecidos vegetais devido a penetra¢do das
hifas e a produgéo de enzimas que degradam a parede celular vegetal (CARLILE & WATKISON, 1996). Pode atuar direta-
mente causando lesdes severas na planta através de fatores de viruléncia como visto com F. oxysporum f. sp. Nicotianae.
NARASIMHAN e colaboradores (2003) observaram que a super-expresséo de uma glicoproteina na parede celular desse
fungo resultou num aumento na sua resisténcia a agdo de uma proteina anti-fungica (PR-5) produzida pela planta em
resposta a infecgdo, sugerindo que as glicoproteinas da parede celular fungica estdo associadas a indugdo de respostas
antimicrobianas produzidas pela planta infectada. Varias glicoproteinas da parede celular de fungos foram descritas como
antigénicas dentre elas as peptideogalactomananas (PGM) de Cladosporium resinae (CALIXTO et al.,2010), Aspergillus
fumigatus (HAIDO et al., 1998). As plantas também possuem mecanismos de defesa contra o ataque de patégenos. Como
exemplo podemos citar a resisténcia sistémica adquirida (SAR), a resisténcia sistémica induzida (ISR) e o “burst” oxidati-
vo, responsavel pela produgao de espécies reativas de oxigénio (ROS). Ao reconhecer um patdégeno, uma das primeiras
reagdes de defesa induzidas pela planta é a produg&o e secre¢do de peréxido de hidrogénio (H202), composto que evita
a reprodugao e a propagacéo do agente patogénico para outras areas da planta (STAEL et al., 2015; MUTHAMILARASAN
& PRASAD, 2013; TUDZYNSKI et al., 2012; GERBER et al., 2004). Essa resposta pode agir na modificagdo da parede
celular da planta, sinalizagéo de defesa, respostas de hipersensibilidade (HR) ou na toxicidade contra agentes patogénicos
(ASSELBERGH & CURVES & FRANCA, 2007). O H202 funciona como agente protetor, substrato para “cross-linking”o-
xidativo na parede celular de plantas, sinalizador de morte celular e sinal para indugéo de genes protetores. Ja a SAR e
a ISR s&o respostas efetivas contra patégenos por suprimir o desenvolvimento da doenga (CONTRERAS-CORNEJO et
al. 2011). SAR ¢ um sistema de defesa induzido por um contato local primario entre uma planta e um patogeno, e confere
imunidade sistémica a um amplo espectro de agentes patogénicos. Acredita-se que a infec¢do primaria induz um estado de
alerta duradouro em toda a planta, o que permite que esta reaja contra infecgdes subsequentes por agentes patogénicos
com uma resposta imune mais rapida e eficiente (NURNBERGER et al., 2004; MOLLA et al., 2016). Durante a indugo da
SAR, sinais celulares sdo produzidos no tecido infectado e propagados por toda a planta pelo floema. Segundo BANDAY
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E NANDI (2015), ap6s a inoculagao local de patogenos, tecidos néo infectados apresentaram respostas de defesa simi-
lares as encontradas no tecido infectado. Niveis crescentes de acido salicilicotambém sao induzidos durante a infecgéo
e funcionam como reguladores da SAR, resultando na indugdo coordenada de um grupo heterogéneo de marcadores
denominados proteinas PR. Essas proteinas conferem resisténcia geral contra patdgenos como fungos, virus e bactérias.
As proteinas PR s&o definidas como proteinas que se acumulam intra ou extracelularmente sob condi¢es patoldgicas. A
superexpressédo de genes que codificam uma ou mais proteinas PR na planta pode protegé-la contra o desenvolvimento
sintomatico de doencas (NARASIMHAN et al., 2003; VAN LOON, REP E PIETERSE, 2006). Em tabaco e Arabidopsis sp.,
o estabelecimento da SAR esta associado a expresséo de genes PR (VAN LOON, REP E PIETERSE, 2006). Em estudos
prévios fizemos a extragdo, purificacéo e caracterizagdo quimica parcial da PGM de F. oxysporum e avaliamos a produgéo
de H202 em raizes de plantulas de N. tabacum. Nesse estudo avaliamos a fitopatogénese do fungo através da detecgao
de resposta de hipersensibilidade apés interagdo da PGM com a folha e indugdo de genes de resisténcia pela interagdo da
PGM com raizes de plantulas de N. tabacum.

OBJETIVO
Analisar o efeito da peptideogalactomanana (PGM) obtida da parede celular de Fusarium oxysporum na indugéo de respostas de defesa em Nicotiana
tabacum cv. SR1.

METODOLOGIA

Para a interagao de folhas de N. tabacum cv. SR1 com a PGM de F. oxysporum as plantas foram crescidas em Casa de
Vegetagdo e ao atingirem o tamanho esperado (terceira folha verdadeira) suas folhas foram elicitadas com solugdes da
PGM de F. oxysporum nas concentragdes de 200 e 400ug/ml em &gua bidestilada estéril. A técnica de infiltragéo (D'SILVA
E HEATH, 1997; WANG et al., 2012) utilizada baseia-se na infiltragéo das solu¢des de PGM na porgéo ventral da folha.
Com o auxilio de uma seringa sem agulha é feita uma leve pressao na folha sem machuca-la, a fim de que o liquido penetre
no tecido foliar. Soro albumina bovina (BSA) 1M foi usada como controle positivo e agua bidestilada estéril como controle
negativo. Os resultados foram avaliados ap6s 24h, 48h e 72h a luz visivel e sob a luz UV . O efeito da PGM de F. oxys-
porum nas raizes de plantulas foi avaliado ap6s a germinagao de sementes da planta em meio semi-sélido. As pléntulas
resultantes foram elicitadas com PGM (200 e 400ug/ml diluidas em solugao isotdnica) como a seguir: gentilmente, utilizan-
do uma pinga estéril, a plantula foi retirada do meio semi-sélido, suas raizes foram lavadas em agua estéril e em seguida
mergulhadas nas solugdes de PGM por 30 segundos. Tratamento com a solug&o isotonica foi utilizado como controle
negativo. As raizes tratadas foram dispostas em placas de 6 pogos contendo meio MS liquido. Amostras das raizes foram
coletadas nos tempos 0Oh, 24h, 48h, 72h e 96h e foram feitas analises para a detec¢éo de H202 utilizando como revelador
3,3-diaminobenzidina (DAB) (Sigma- 1mg/ml) como se segue: as plantulas foram retiradas dos pogos, suas raizes separa-
das e colocadas em tubos do tipo Eppendorf e adicionadas de 1 ml de DAB que foram mantidos por 2 horas na auséncia
de luz e a temperatura ambiente, apos o que as raizes foram transferidas para outro tubo contendo etanol a 70°C por 10
minutos. A seguir as raizes foram observadas ao microscopio 6ptico com um aumento de 10x (DONG et al., 2008). Raizes
tratadas e raizes ndo tratadas foram mantidas em freezer -80°C para serem utilizadas nos experimentos de expressao
génica. A expresséo de genes de resisténcia induzidos pelo tratamento das raizes com a PGM foi avaliada por PCR gR-
T-PCR. Raizes tratadas e ndo tratadas foram maceradas em 1 ml de trizol (Ambiom, Life Technologies) para a extragao
de RNA total. A quantificagdo do RNA extraido foi verificada utilizando 1ul da amostra e o equipamento NanoDrop™ ND-
1000 (ThermoScientificCo.). A detecgdo e a qualidade de RNA foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 0,8%
utilizando tampéo de corrida Tris Acetato EDTA (TAE) 0,5x. As bandas de RNA foram visualizadas ap6s coloragdo do gel
com brometo de etidio. Para eliminar residuos de DNA contaminantes da extragdo de RNA, 1ug do RNA extraido foi tratado
com a enzima RQ1 RNase-FreeDNase (Promega). Em seguida, o mesmo 1ug do RNA foi utilizado para a construgdo do
DNA complementar (cDNA- mais estavel) utilizando o Kit RevertAidFirstStrandcDNASynthesis (Fermentas Co.) e 100puM
do primer OligoDt (SIGMA). A analise da expressao génica foi realizada por qRT-PCR, técnicaque consiste no processo
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de transcri¢do reversa do cDNA(RT) seguida da reagdo em cadeia da DNA-polimerase (PCR) com a incorporagéo de mo-
léculas fluorescentes (SYBR Green) covalentemente ligadas ou ndo a nucleotideos. Essas moléculas fluorescentes podem
ser quantificadas durante a cinética da reag&o (em “tempo real”). Os produtos formados sdo monitorados a cada ciclo de
reagéo, o que permite uma detecgéo réapida e especifica dos produtos de amplificagdo (GACHON et al., 2004). A reagéo
foi realizada no equipamento “Applied Biosystems® 7500 fast Real-Time PCR” usando placa de 96 pogos. Trés controles
negativos, sem cDNA, foram incluidos na placa para cada combinagdo de oligonucleotideos iniciadores (primers). As
amostras foram misturadas, com o par de primers especificos para o gene em estudo (10mM) e SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix (ThermoScientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. Quatro pares de iniciadores especificos para ta-
baco foram utilizados, no qual dois pares amplificam genes que foram avaliados quanto a resposta a indugéo de SAR pelo
tratamento, a saber: PR1 (Proteina relacionada a patogénese 1) e PAL (Fenilalanina amonia liase), e os outros dois pares
que amplificam os genes PP2A (fosfatase 2A) e actina, constitutivos da planta. A reag&o de amplificacdo dos cDNAs foram
realizadas em volume final de 25ul, de acordo com as orientagdes do fabricante. Os ciclos das reagées de qRT-PCR foram:
10 minutos a 95°C para desnaturagao inicial, seguido de 40 ciclos de desnaturagéo a 95°C por 15 segundos e anelamento
| extensdo a 60°C por 1 minuto, exceto para os genes PALque foi ajustada para 62°C. O valor de Ct (Cycle threshold) das
triplicatas técnicas foi avaliado e os que apresentavam diferenga maior que 0,5 foram excluidos. A partir desses valores
foram calculados a média e o desvio padréo.

RESULTADOS

Na interagéo de folhas de N. tabacum cv. SR1 com a PGM de F. Oxysporum néo foram vistas alteragdes a luz visivel em
nenhum dos tempos avaliados (24h, 48h e 72h). Porém, na observagao sob luz UV, foram observados halos fluorescentes
nos locais de infiltragdo do controle positivo e de todas as solugdes de PGM indicativos de uma reagdo de hipersensi-
bilidade. Esses halos aumentavam de intensidade proporcionalmente ao aumento da concentragéo da solugdo de PGM
e ao aumento do tempo de avaliagdo. Nao foi observada resposta de necrose em nenhum dos pontos. Nas raizes das
plantulas de N. tabacum crescidas em meio semi-sélido observamos a precipitagdo do DAB apds tratamento com a PGM
nos tempos 24h, 48h, 72h e 96h, indicando a produgao e deposi¢do de H202 no tecido radicular. Quanto a avaliagao da
expressao de genes de resisténcia pelo tratamento das raizes com a PGM por qRT-PCR, inicialmente foi possivel observar
que a PGM de F. oxysporum foi capaz de induzir a expresséo dos dois genes de defesa analisados. A elicitagéo do tecido
radicular das plantulas de N. tabacum cv. SR1 com a concentragdo de 400ug/ml da PGM levou a uma alta expresséo (45
vezes mais que o controle) do gene PR1 em 72h seguida de uma queda acentuada em 96h. A concentragéo de 200ug//ml
apresentou um padrao distinto, pois seu pico de express&o ocorreu em 24h e foi decaindo ao longo do tempo. O gene PAL,
assim como o gene PR1, quando elicitado com 400ug/ml de PGM de F. oxyporum apresentou expressdo maxima em 72h
(9 vezes mais expresso que o controle). Ja a concentragdo de 200ug//ml de PGM induziu a expressdo maxima do gene em
48h, diminuindo gradualmente ao longo do tempo. Comparando o perfil de expressdo dos dois genes avaliados épossivel
observar que ambos apresentam um pico maximo de expressdo em 72h quando elicitados com a maior concentragéo de
PGM (400pg/ml). Apenas a expressédo do gene PR1 foi dose dependente até72h, declinando bruscamente em 96h.

CONCLUSOES

A PGM de F. oxysporum foi capaz de induzir uma resposta de HR tempo e dose dependentes em folhas de N. tabacum
cv. SR1sugerindo que a molécula é capaz de ativar uma resposta de defesa local na planta. As raizes de plantulas de N.
tabacum cv. SR1 quando tratadas com a PGM de F. oxysporum exibiram uma produgdo de H202. que é caracteristica
do burst oxidativo, importante na eliminagdo do patégeno. A PGM de F. oxysporum foi capaz de aumentar a expressao
dos genes de defesa PR1 e PAL em raizes de plantulas de tabaco. Esse aumento pode conferir um perfil de resistencia
sistémica a planta e uma possivel prote¢éo contra futuros ataques por patégenos. Esses resultados comprovam a agao
fitopatogénica da PGM presente na parede celular de F. oxysporum em plantas de tabaco.
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INTRODUGAO

O pos-operatério de cirurgia cardiaca € o momento que mais exige atengdo ao paciente, visto que ele acabou de ser
submetido & uma cirurgia de grande porte. Foram encontrados dados que evidenciam a relagéo desse paciente com
alteragdes glicémicas. Essas alteragdes glicémicas podem ter diversas explicagdes. Dentre elas, o estresse, 0 uso ou
ndo de determinados medicamentos que alterem o valor glicémico, entre outros fatores. Tendo em vista essas alteragdes,
foi implantado um protocolo de insulinoterapia venosa, com monitorizagéo e intervencao, afim de minimizar os danos e
impedir que ocorra hiperglicemia ou hipoglicemia. Entretanto, questiona-se se o protocolo vigente auxilia, ou atrapalha na
melhora desses pacientes.

OBJETIVO

O estudo tem por objetivo avaliar as variaveis clinicas de pacientes no pos-operatorio de cirurgia cardiaca que utilizam proto-
colos para controle da glicemia, bem como descrever a mortalidade de pacientes que utilizam esses protocolos, além de des-
crever a frequéncia de hipoglicemia no pds-operatdrio de cirurgia cardiaca que utilizam protocolos para controle da glicemia.

METODOLOGIA

Para a aproximagdo com as etapas de uma pesquisa, inicialmente, participei de um treinamento sobre o programa micro-
soft excel ® que seria utilizado para a tabulagao dos dados. Este treinamento se deu por meio do professor orientador e
da organizac&o da professora colaboradora do estudo.

Posteriormente com o professor orientador realizei ambiéncia no local de coleta de dados, a saber, uma instituicdo es-
pecializada em cardiologia e localizada no municipio do Rio de Janeiro. Tive oportunidade também de conhecer o banco
de dados, assim como os prontuarios dos pacientes, pois o estudo em aprego € documental e retrospectivo. Também fui
treinada para 0 manuseio dos prontuérios, por meio do manuseio dos mesmos e saneamento de dividas.

Os dados utilizados no presente estudo s&o secundarios e obtidos por meio de banco de dados de projeto que foi aprecia-
do eticamente pelos Comités de Etica em Pesquisa das instituiges proponente e co-participante antes do inicio da coleta
de dados. O estudo foi cadastrado na plataforma Brasil e aprovado pelo CEP UNIRIO respectivamente.

Apbs esta etapa, para “alimentar” o banco de dados foi solicitado a listagem dos pacientes submetidos a cirurgia cardiaca
referentes ao periodo estipulado para a coleta de dados. Por meio desta lista acessou-se o Programa Epimed ® e para
a complementagédo dos dados ndo contidos no programa descrito acesso aos prontuarios dos pacientes. Destaca-se que
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para a obtencdo dos parametros contidos no documento balango hidrico se faz necessaria a leitura individual de cada
prontuario de cada paciente contido na lista.

RESULTADOS

Considerando o contexto estudado, a saber, pacientes em pds-operatorio de cirurgia cardiaca em uso de insulinoterapia
venosa para tratamento da hiperglicemia, destaca-se que esta prética se iniciou ha mais de dez anos e, no entanto, algumas
lacunas ainda existem (VAN DEN BERGHE; WOUTERS; WEEKERS et al, 2001; FINFER; CHITTOCK; SU et al, 2009).

O controle da hiperglicemia objetiva diminuir morbidade e mortalidade, e, para isso, a administragéo de insulinoterapia
venosa e subcutanea foi estudada (MALMBERG et al, 1995; VAN DEN BERGHE; WOUTERS; WEEKERS et al, 2001).
Salienta-se que nestes dois principais € expoentes estudos sobre a tematica em aprego a hipoglicemia é citada como o
evento adverso a ser prevenido. Hipoglicemia neste estudo se baseia nos pardmetros de qualquer nivel de glicose no
sangue < 70mg/dl (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2011).

Por isso, identificar variaveis clinicas, assim como descrever a mortalidade e a ocorréncia de hipoglicemia nesta populagéo
se faz essencial.

Em um total parcial de 343 prontuarios acessados, 145 fizeram parte da amostra conforme os critérios de incluséo.

Enfatiza-se que como preconiza-se aferir a glicemia horaria nas primeiras 24h ap6s a admissao do paciente em pos-ope-
ratério de cirurgia cardiaca os dados tabulados referem-se a este periodo (VAN DEN BERGHE; WOUTERS; WEEKERS
et al, 2001; FINFER; CHITTOCK; SU et al, 2009).

As variaveis clinicas estdo descritas na tabela 1, destaca-se o valor preponderante no perfil estudado.

Tabela 1 - Variaveis clinicas dos pacientes

Dados F %
Sexo masculino 90 60,1
Idade - -
Diabetes Mellitus 47 324
Classe Funcional (NYHA)
Classe | 02 1,4
Classe Il 08 55
Classe Il 121 83,4
Classe IV 14 9,7
Tipo de Cirurgia Cardiaca
Revascularizagdo do miocardio 74 51
Troca / Reparo valvar 49 33,8
Combinada (RVM + TV) 07 48
Aorta 02 14
Transplante cardiaco 03 2,1
Corregéo cardiopatia congénita 06 4,1
Outras 06 4.1

Fonte: dados coletados
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O protocolo néo foi seguido corretamente em 36% dos casos, portanto observa-se que apesar do protocolo implantado,
nem sempre ele foi seguido. E possivel, entdo, questionar se os profissionais envolvidos nesse controle glicémico, estéo
familiarizados com os protocolos, e se ocorreu um treinamento dessa equipe.

Questiona-se com isso também se um mesmo protocolo deve ser utilizado para todos os pacientes, independentemente
da idade ou do tipo de cirurgia, por exemplo.

A mortalidade vista nos 145 pacientes foi de 17,2% e a hipoglicemia de 26,2%, dos pacientes que tiveram hipoglicemia
39% foram a dbito, portanto ha uma possivel associagéo entre essas variaveis que sera testada posteriormente com um
maior n pelo teste inferencial de qui-quadrado de associagéo (p<0,05)

Posteriormente esses resultados seré@o disponibilizados para a equipe do hospital, assim como uma proposta de capa-
citagdo e uma mudanga no protocolo, de maneira a tornar mais claro aos profissionais de salide e com mecanismos de
quantificagdo de erros.

CONCLUSOES

Fica evidente a importancia do controle da glicemia nos pacientes. Sabendo-se que uma hiperglicemia pode ocasionar,
por exemplo, em lesdo dos vasos, isquemia, lesdes renais, entre outros, o controle glicémico torna-se de suma importan-
cia, visto que os pacientes no pés-operatorio de cirurgia cardiaca encontram-se completamente fragilizados. O equilibrio
hemodinamico torna-se fundamental para um melhor progndstico, evitando danos secundarios.

O estudo permitiu uma andlise de fatores relacionados nao somente a cirurgia, mas de varias questdes que envolvem o
paciente. Todo caso precisa ser observado de forma holistica, para que ocorra um tratamento eficaz.

Identificar uma glicemia alta, e apenas ministrar insulina, torna o procedimento mecanizado. E necessario fazer questiona-
mentos quanto a essa utilizagéo, e quais os beneficios ou maleficios levados ao paciente.
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INTRODUGAO

Staphylococcus aureus é um importante patégeno humano, responsavel por diversas doengas infecciosas € toxigénicas.
Frequentemente as infecgBes relacionadas aos cuidados com a saude por este micro-organismo estéo associadas a pro-
cedimentos como a implantagdo de cateteres, proteses, stents e outros. Apds adesao a estes dispositivos, 0 micro-orga-
nismo produz uma matriz extracelular amorfa que o protege das defesas do hospedeiro e antimicrobianos. Adicionalmente,
propicia aderéncia inter-celular e acumulo bacteriano, originando uma estrutura complexa e altamente organizada conhe-
cida como biofilme (ROHDE et al., 2007). Essa matriz frequentemente tem como principal componente a PIA (Adesina
Polissacaridica Intercelular), codificada pelos genes do operon icaADBC. Os biofilmes polissacaridicos (PIA-dependentes)
s8o predominantes, porém, biofilmes PIA-negativos também podem ocorrer (IZANO et al., 2008). Diferentes tipos de esti-
mulos podem influenciar a produgao de biofilme, como concentragdes sub-inibitérias de antimicrobianos (KAPLAN, 2011).
Durante a internagéo, frequentemente os pacientes recebem administragéo de variados tipos de drogas parenterais, entre
estas, o diclofenaco de sédio, um anti-inflamatorio nao esteroide, que possui também atividade antibacteriana de amplo
espectro, in vitro e in vivo (Martins et al., 2008; Dutta et al., 2007). Riordan et al. (2011) constataram que concentragdes
sub-inibitorias desta droga podem determinar amplas modificagdes no transcriptoma de S. aureus, com alteragdes na ex-
pressdo de centenas de genes, incluindo os associados com a resisténcia a antimicrobianos e a viruléncia. Adicionalmente,
este farmaco mostrou atividade antibiofilme contra micro-organismos como S. aureus e E. coli (RESLINSKI et al., 2013).
Apesar de sua importancia como anti-inflamatorio, os estudos referentes a sua atuagao sobre micro-organismos séo ainda
muito limitados.

OBJETIVOS
- Avaliar a influéncia do diclofenaco de sédio na indugdo da producéo de biofilme por amostras de S. aureus

- Nas amostras induzidas, determinar a composigao polissacaridica ou ndo-polissacaridica do biofilme produzido

- Avaliar o efeito de subcultivos prolongados de amostras de S. aureus em meio com diclofenaco na produgao de biofilme,
suscetibilidade a antimicrobianos, e caracteristicas bioquimicas dos micro-organismos

METODOLOGIA

Para o estudo da produgéo de biofilme foram testadas 20 amostras clinicas de S. aureus e 22 amostras isoladas da
cavidade nasal de individuos saudaveis. Esses isolados fazem parte da cole¢do de culturas do Lab. de Biologia e
Fisiologia de Micro-organismos do DMP-UNIRIO. Previamente foi determinada a concentragdo minima inibitéria (CMI)
do diclofenaco pelo método de microdiluigdo (Clinical Laboratory Standards Institute-CLSI, 2013), usando caldo Soja
Tripticaseina-TSB (Acumedia). As concentragdes de diclofenaco empregadas nos testes foram: 6,25, 12,5, 25, 50, 100,
200, 400 e 800 pg/mL.
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A influéncia do diclofenaco na produgdo de biofilme foi investigada pela técnica de cultivo em placa de microtitula-
¢ao (STEPANOVIC et al., 2007). Apds ativadas em TSB (24h/35°C) e crescimento em Agar Soja Tripticaseina (TSA)
(24h/35°C), aliquotas de col6nias de cada amostra foram transferidas para TSB (24h/35°C). As culturas foram entéo
diluidas em TSB (1:100), e adigionado a esta suspensao solugéo de diclofenaco em concentragdes finais de 50 e 100
pg/mL. Em seguida, 200 uL das suspensdes com e sem a droga (controle) foram transferidos para pogos da placa de
microtitulagdo. Foram reservados pogos para TSB sem indculo bacteriano (branco), e como controle adicional foi utilizado
S. aureus ATCC 25923, biofilme positivo. Apds incubagao (24h/35°C) foi determinada a densidade optica (DO, ) do
crescimento em leitor de Elisa, a quantificagdo de biofilme, com base em Stepanovic et al. (2007) e a leitura do extrato do
biofilme (Doebl,;, nrn]). O ponto de corte para diferenciar isolados produtores de ndo produtores de biofiime foi definido de
acordo com Christensen et al. (1985).

A natureza polissacaridica ou ndo do biofilme induzido pelo diclofenaco foi avaliada pelo tratamento com metaperiodato de
sodio (FRANK, PATEL, 2007). Adicionalmente, algumas amostras foram avaliadas pelo tratamento com solugao de tripsina
(CHAIGON et al., 2007) e DNAse (IZANO et al., 2008).

Visando avaliar alguns efeitos da exposi¢do prolongada ao diclofenaco, foram testadas as amostras S. aureus ATCC
25923 (suscetivel a antimicrobianos, biofilme* e hemolitica), e o isolado SAQ3, uma amostra clinica multirresistente a
antimicrobianos, ndo hemolitica, e biofilme- em TSB. Diluices 1:100 dessas amostras foram semeadas com dispositivo
tipo Drigalsk em placas de TSA contendo um sistema gradiente de difus&o da droga, com base no procedimento descrito
por O'Leary et al. (2004). Apds incubagao (35°C/4 dias), suspensdes do crescimento na regido limitrofe com a area de
inibicdo foram semeadas em novas placas com o gradiente, sendo o procedimento repetido até um total de 16 semeadu-
ras consecutivas. TSA sem a droga foi utilizado como controle. Ap6s o ciclo de semeaduras as amostras foram avaliadas
quanto a: CMI e CMB (Concentragdo Minima Bactericida) para o diclofenaco, produgdo de biofilme, hemdlise em Agar
Sangue de Carneiro, perfil bioquimico e de suscetibilidade a antimicrobianos pelo VITEK® 2 Systems. Apds esta etapa,
novo ciclo de 16 passagens foi realizado, agora em meio sem diclofenaco, e as amostras foram entéo reavaliadas, dessa
vez, somente para produgdo de biofilme.

RESULTADOS

A CMI para o diclofenaco situou-se entre 200 a 400ug/mL, resultado concordante com outros relatos referentes a agéo
dessa droga sobre S. aureus e outras bactérias (MAZUMDAR et al., 2006; PADMA, YALAVARTHY, 2015). Dezoito das 22
amostras de S. aureus de portadores foram ndo produtoras de biofime em TSB, e entre estas em 6 (33,3%%) o diclofena-
co induziu produg&o de biofilme. Entre as 20 amostras clinicas, 19 foram biofilme negativas, sendo que em 9 destas (45%)
foi evidenciada indugéo da produgéo de biofilme.. Estes resultados diferem dos encontrados em algumas investigagdes
similares, que constataram um efeito antibiofilme do diclofenaco para o S. aureus (RESLINSKI etal., 2013; MOHSEN et al.,
2015). Todos os biofilmes induzidos pelo diclofenaco foram n&o-polissacaridicos, indicando a ativagéo por este farmaco de
uma via ica-independente. Este resultado € interessante, uma vez que em MSSA (Methicillin Susceptible Staphylococcus
aureus), grupo que compde a maioria das amostras de nosso estudo, os biofilmes sdo comumente constituidos por PIA
(O'Neill et al., 2007). Investigagao adicional em 4 dos isolados apontou indug&o de biofilme proteico em dois pelo diclofe-
naco, biofilme misto (proteina e DNA) em um, e composi¢do néo identificada pelos agentes degradantes no outro.

Os subcultivos sequenciais e prolongados com diclofenaco promoveram aumento na CMI (200 para 400ug/mL) da amos-
tra SA03, indicando certo grau de adaptacéo & droga, enquanto a CMB apresentou redugéo (1600 para 800ug/mL). A
amostra ATCC 25923 nao apresentou diferengas significativas na CMI ou CMB em relagéo ao controle, mas perdeu seu
fendtipo biofilme?*, o qual ndo foi restabelecido apds subcultivos adicionais sem a droga. Para as duas amostras testadas
nao foram observadas alteragdes no perfil bioquimico, mediante anélise de 64 provas, bem como, na suscetibilidade a 17
antimicrobianos testados. Ao contrario de nossos resultados, Riordan et al. (2011) observaram aumento ou diminuigdo na
suscetibilidade a antimicrobianos em S. aureus cultivado em meio com gradiente de diclofenaco. Em relacéo a atividade

234

&
U L4 -4 Diretoria de

UNIRIO 1 Pesquisa



Universidade Federal do

o Pe
UU NIR'O Estado do Rio de Janeiro Yiretoria de

hemolitica, enquanto o isolado clinico permaneceu negativo, na amostra ATCC, diferentemente do controle, essa expres-
sdo fenotipica foi praticamente imperceptivel. Hegazy (2016) também evidenciaram significante inibicdo da produc&o de
hemolisina e de biofilme por exposicéo a concentragdo sub-inibitéria de diclofenaco em Proteus mirabilis.

CONCLUSOES

O diclofenaco exerceu boa atividade antimicrobiana sobre as amostras de S. aureus estudadas e os resultados referentes
ainducdo da produg&o de biofilme mostram-se relevantes, uma vez que diferem dos relatos de investigacdes similares. Os
achados sobre a composigao quimica do biofilme induzido pelo farmaco também s&o interessantes, uma vez que existem
poucos estudos relacionados a substancias indutoras, de biofilmes por vias PIA-independentes. Foi evidenciado também
que, se por um lado a exposigdo a concentragdes sub-inibitérias de diclofenaco por periodo relativamente curto (24h)
pode induzir produg&o de biofilme em amostras biofilme-negativas de S. aureus, amostras originalmente biofilme-positivas
podem perder essa expressao quando expostas a droga por periodos mais prolongados. Adicionalmente, outros fatores
associados a viruléncia podem ser atenuados ou perdidos pela exposi¢do prolongada do S. aureus a droga, como a sua
capacidade de produzir hemolisina.
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INTRODUGAO

A avaliagéo de atletas de elite vem passando por mudangas na aplicagdo de novas ciéncias que auxiliam em seu pre-
paro e aprimoramento. Neste sentido, as ciéncias “- dmicas” que é constituida genémica, transcriptdmica, protedmica e
metabol6mica s&o utilizadas para analisar e compreender os mecanismos do metabolismo de um individuo através da
bioinformatica ©. Sendo assim, o laboratério vem realizando estudos que simulam reais situagées enfrentadas no esporte
em conjunto com as ciéncias “-0micas” e analises laboratoriais classicas aplicadas ao esporte focado no atleta, esta nova
abordagem foi proposta e chamada de Sportomics ",

Os métodos de analise laboratorial classica fornecem importantes informagdes a comissao técnica. No entanto, a busca
pelo indice olimpico e a medalha requerem um maior desenvolvimento dos profissionais e destes métodos. Para se atingir
a medalha é importante um ajuste do metabolismo do atleta através de ferramentas tecnologicas, como o point-of-care
(POC). Exemplificando sobre a importancia de um adequado ajuste metabdlico, a diferenga entre o primeiro, 0 segundo e
terceiro colocados na prova de 100 metros no Rio 2016: Bolt venceu a prova com 9s81, seguido de Justin Gatlin que ficou
com a prata ao correr a 989 e Andre de Grasse com 9s91 ficou com o bronze. Assim, técnicas de alta tecnologia e ultima
geragéo sdo necessarias para o diagndstico e acompanhamento do atleta. Desta forma, os dados obtidos pelas diversas
areas do conhecimento sdo interpretados e norteiam o treinamento, a recuperagéo, o sono e a nutri¢do.

Aleséo do tecido muscular estriado esquelético pode resultar na liberagéo de biomarcadores de injdria muscular na cor-
rente sanguinea, a saber: a mioglobina, creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (GGT) e creatinina "%, Pode ser observado durante o
exercicio extenuante um aumento da resposta inflamatoria a esta les&o tecidual. Sendo assim, o aumento na concen-
tracdo de citoquinas circulantes como a interleucina 1 beta (IL-1p), fator de necrose tumoral alfa (TNF-q), interleucina
6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) e interferon lambda (INF-y), caracterizam sinalizagbes pro e antiinflamatérias !'%'4. Por
outro lado, a rabdomiélise é caracterizada pela injuria do musculo estriado esquelético, com liberagéo de componentes
intracelulares na corrente sanguinea 89, Os biomarcadores reconhecidos no diagnéstico e acompanhamento da rab-
domidlise sdo a CK e a mioglobindria 8. A rabdomidlise de esforgo é conhecida pelo dano na musculatura esquelética
devido ao exercicio extenuante, a les&o atribuiu-se a ruptura mecanica das fibras, e estariam associados aos processos
inflamatérios . A severidade dessa doenga pode causar insuficiéncia renal, pois as mioglobinas liberadas pelas células
do musculo lesionado podem precipitar nos tibulos renais e, assim, 0 aumento de CK e mioglobina determina a possi-
bilidade de les&o renal ¥.
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Atécnica POC permite a monitorizag&o da resposta inflamatéria em campo, com a vantagem da utilizagéo de menor volume bio-
légico que o modo tradicional, com geragao rapida de resultados — sendo obtidos em torno de 2 e 15 minutos &l Os analisadores
portateis da POC s&o precisos e confidveis no ambiente de cuidados clinicos ao paciente, conferindo resultados concordantes
aos analisadores de uso rotineiro em laboratorio 2%, Essa tecnologia possui um sistema auto-calibravel, que faz uso de baterias,
é simples de usar, e possui seu proprio sistema de detecgdo de erros — mostrando falhas de hardware ou de amostras insuficien-
tes 1. Além disso, é necessaria apenas uma verificagdo eletronica didria com o seu simulador. Esse conjunto de caracteristicas
permite que o POC seja considerado altamente adequado para uso de pesquisa de campo dentro da ciéncia do esporte.

OBJETIVO
Este estudo tem o objetivo de avaliar a técnica de POC em campo no acompanhamento de um atleta diagnosticado com
rabdomidlise durante as Olimpiadas Rio 2016.

METODO

Durante as Olimpiadas de Verao Rio 2016 monitorizou-se um atleta de alta performance em diferentes estados: jejum,
pré-treino, pés-treino, screening, pré-jogo, pds-jogo, pos-academia e recuperagdo. A coleta do sangue capilar do atleta
foi realizada pela técnica POC em campo. As lancetas utilizadas para coleta de sangue capilar foram a BD Microtainer
Contact-Activated®, contendo [amina com 2,0mm de profundidade e 1,5mm de largura, retratil acionada por contato. Em
adic&o, nesta coleta capilar utiliza-se: equipamento de biosseguranca, assepsia e cuidados com a pung&o. Neste sentido,
a assepsia € realizada com o alcool swab e “seca-se” com 0 algodao gentilmente. Em seguida, faz-se uma pungao na
porcdo superior lateral da falange distal do dedo, drena o sangue capilar para os cartuchos e fecha-se com band-aid®.
Sendo o equipamento de protecéo individual fundamental para reduzir os riscos de contaminag&o por material bioldgico.

Foram realizadas coletas de sangue capilar e urinaria durante o treino/competicéo. Em seguida, as amostras capilares cole-
tadas foram drenadas diretamente para os cartuchos usados na rotina: CG4+, CHEM8+, Metlyte Plus e General Chemistry
dos aparelhos i-Stat System®e Piccolo Xpress™. O CG4+ realiza a analise de 8 pardmetros: pH, pressdo parcial de CO2
(PCO2), didxido de carbono total (TCO2), bicarbonato (HCO3), excesso de base (BE), saturagéo de oxigénio (SO2), presséo
parcial de oxigénio (PO2) e lactato. Enquanto o CHEMS8+ analisa 11 analitos: hematocrito (Hct), hemoglobina (Hb), ureia/
nitrogénio ureico (BUN), creatinina (CRE), calcio ionizado, glicose (GLU), cloreto (CI), sodio (Na+), potassio (K+), TCO2 e
anion gap. Ambos os cartuchos foram analisados no i-Stat System®. O Metlyte Plus determina a proteina c-reativa (CRP),
cloreto, CRE, creatina quinase (CK), GLU, BUN, sddio, potassio e TCO2, dando um total de 9 parémetros; e o cartucho
General Chemistry faz a determinagéo de 13: CRE, BUN, GLU, ALT, albumina, fosfatase alcalina (ALP), amilase, AST, GGT,
bilirrubina total, proteina total e urato. O General Chemistry e Metlyte Plus foi utilizado no aparelho Piccolo Xpress™®. Aurina
foi coletada em potes coletores universais, sendo armazenadas a 8°C para analise em laboratorio comercial.

Neste experimento a média dos estados de jejum € caracterizada como “base de referéncia” para comparagédo dos resul-
tados obtidos nos outros tempos. Para os analitos que se repetem para diferentes cartuchos fez-se uma média: TCO2,
CRE, GLU, BUN, Na*, K* e CI.

RESULTADOS

O POC é um sistema de avaliagdo sanguinea a beira do leito na qual desenvolvemos e adequamos a situagées vivencia-
das no esporte. O POC mostrou-se um equipamento seguro, de facil portabilidade e versatilidade, possibilitando a men-
suracdo simultanea de diferentes biomarcadores do sangue capilar usando em pequena amostra sanguinea e tornando
possivel a medi¢do desses analitos em campo.

0 hematocrito obteve uma elevagdo maxima de 8% no 18° dia, ndo apresentando variagdes importantes nas concentra-
¢Oes sanguineas. O Na* e o CI- variaram em torno de 2%, e o K* obteve redugdes de até 10% no 15° dia de Olimpiada. Os
biomarcadores de estresse muscular foram elevados em resposta ao exercicio. A CRE apresentou aumento a partir do ter-
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ceiro dia de coleta, tendo o0 maior aumento de concentragdo sanguinea no 15° dia com 25%. A CK foi medida a partir do 14°
dia de coleta, sua concentracéo estava em 1515 U/L. O maior aumento de CK sanguineo foi de aproximadamente 120% no
16° dia de coleta, e manteve-se com niveis acima de 1000 U/L até o fim da Olimpiada. AST e ALT também foram observa-
dos, com maior percentual para AST de 57% em estado de recuperagédo da pds-academia no 16° dia. E ALT teve aumento
de apenas 2% no 16° dia. A enzima GGT apresentou aumento de 35% nos seis primeiros dias de acompanhamento, mas
depois se manteve préximo a linha de base até o final da Olimpiada. A amilase ndo demonstrou alteragdes importantes e
a alcalina fosfatase teve maior aumento de 25% no terceiro dia do monitoramento e permaneceu proximo a linha de base.

A glicose apresentou aumento de 12% no 17° dia e o lactato aumentou em até 280% no 19° dia durante o monitoramento
das Olimpiadas. O urato apresentou alteragdes em seus niveis de concentracéo sanguinea em torno de 20% no primeiro
dia e no 19° dia. A ureia apresentou elevacdo méxima de 43% no primeiro dia de monitoramento. A urinélise mostrou
auséncia de glicose, cetona, proteina e sangue nas amostras de urinas, além de apresentar um aspecto visual limpido e
colorag@o amarelada, descartando doengas adjacentes e desidratagdo por parte do atleta.

CONCLUSOES

Atécnica de POC mostrou-se adequada para utilizagdo em campo devido a sua portabilidade, rapido resultado e reduzido
uso de amostra biolégica. Desta forma, reduzindo o estresse negativo de repetidas coletas. E permitiu 0 acompanhamento
do metabolismo do atleta realizando intervengdes no campo e prevenindo desidratages, redugéo de desempenho, moni-
toramento de injdria muscular e hepatica e a entidade mérbida adjacente — a rabdomidlise.
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SNPMOL - BASE DE DADOS DE ESTRUTURAS PROTEICAS E VARIANTES GENETICAS
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INTRODUGAO

Nos Ultimos anos houve um crescimento exponencial no numero de sequéncias proteicas depositadas em bancos de dados
como o UniProt (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2014), mas o0 mesmo crescimento ndo foi observado em relagéo ao numero
de estruturas presentes em bancos como o Protein Data Bank (PDB) (ROSE et al., 2017). Isso esté associado ao grande
crescimento observado de projetos de sequenciamento de genomas e as limitagdes encontradas na determinagéo de estru-
turas proteicas através de métodos experimentais como a cristalografia de raios-X (RX) e Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), que além de serem métodos onerosos muitas vezes néo sdo capazes de elucidar determinadas estruturas proteicas
(VANESSA; CAPRILES, 2010). Nesse cenario, a predigdo de modelos tedricos de estruturas 3D por modelagem computacio-
nal vem como um aliado indispenséavel & metodologia experimental, por ser capaz de predizer estruturas proteicas em menos
tempo e com um melhor custo beneficio. Cada genoma recém-sequenciado revela uma média de 300.000 novas mutacdes de
nucleotideos Unicos. O banco de dados NCBI apresenta milhdes de mutagdes humanas descritas; No entanto, muitos delas
ainda ndo estao classificados de acordo com seu potencial causador de doengas. Um dos principais interesses na pesquisa
do genoma humano é descobrir se determinadas mutagdes de nucleotideos Unicos afetam a satde humana. Com a intensifi-
cacdo desse fluxo de dados, 0 armazenamento e organizagdo dos mesmos sao fundamentais. Um banco de dados organiza
os dados e a informag&o gerada de uma forma estruturada com a menor redundancia possivel. Grande parte dos bancos de
dados proteicos disponibilizados online utilizavam um server side include em Java- Jmol (JMOL, [s.d.]) para visualizagéo de
estruturas 3D, entretanto essa aplicagdo vem entrando em desuso pois néo funciona corretamente em muitos dispositivos e
navegadores. Nosso banco de dados atual, utiliza o servidor Java, visando sua atualizagéo o objetivo é utilizar scripts de vi-
sualizagdo 3D em JSmol (HANSON et al., 2013), que consiste em uma estrutura construida em JavaScript que apesar de ser
baseada em Java independe de um Server Side Include, facilitando 0 acesso de usuarios por qualquer dispositivo ou website.

OBJETIVO

Os objetivos principais deste trabalho consistem na criagdo de um banco de dados online e gratuito que permite ao usuario
interagir com as estruturas proteicas mutantes estudas por nosso grupo. Isso sera possivel através da utilizagdo de um
script em JSmol, além de possibilitar 0 acesso a analise de predigao funcional da proteina.

METODOLOGIA

Foi realizada a compilagéo dos resultados de algoritmos de predigao funcional e estrutural dos modelos computacionais
de proteinas mutantes estudadas pelo grupo de pesquisa. Baseando-se nos resultados gerados foram construidas tabelas
HTML que relacionam os resultados de anélise de predi¢&o funcional e estrutural das mutagdes estudadas. Para o desen-
volvimento das paginas contendo os scripts, foi necessaria a utilizagao dos arquivos PDBs referentes a estrutura de cada
mutagao que através do aplicativo Jmol.jar geraram scripts de visualizagdo 3D em JSmol. As paginas contendo os scripts
foram geradas automaticamente em HTML5. A tabela HTML possui links em cada um dos campos que redirecionam o
usuario para os resultados das analises de algoritmos de predigao funcional (SNPs & GO, Polyphen2, SNAP, Pmut, Sift,
PhD-SNP, nsSNP Analyzer) e estrutural (TANGO-agregacao, WALTZ-propenséo amiloide, LIMBO-ligac&o a chaperone) de
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mutagdes. Os resultados referentes a anélise de predicéo funcional foram classificados na tabela como “neutral” em azul,
para mutagdes neutras; “disease” em rosa, para mutagdes deletérias. Ja os referentes & anélise de predigao estrutural
foram classificados como “not-affect’ em azul, para as mutagdes que ndo apresentaram variagdes significativas em sua
estabilidade; “increase” em verde, caso apresentasse aumento de estabilidade; e “decrease” em rosa, para as mutagdes
que apresentassem diminuicdo da estabilidade. Na tabela HTML (HyperText Markup Language). Na tabela contendo as
mutagdes, uma coluna foi destinada ao armazenamento de campos com links que redirecionam o usuario para paginas
construidas em HTML5 contendo scripts de visualizagdo 3D desenvolvidos em JSmol, da estrutura mutada predita compu-
tacionalmente e exibida na pagina através da utilizago de scripts desenvolvidos em JSmol.

RESULTADOS E DISCUSAO

Este projeto visa a criagdo de um banco de dados bioldgico tem como objetivo 0 armazenamento e compartihamento on-line
de forma gratuita dos resultados de algoritmos de andlise de predigao funcional e estrutural de mutagées em proteinas anali-
sadas por nosso grupo de pesquisa. Muitos modelos disponiveis na WEB, inclusive o Protein Databank, utilizavam um server
side include em Java -Jmol (JMOL, [s.d.]) que vem sendo desabilitados em muitos navegadores por questdes de seguranca
€ uma alternativa para solucionar esse problema é a criagéo de scripts em JSmol, eu funciona em diversos navegadores e
fornece segurancga ao usuario. O trabalho foi dividido em duas partes principais. A primeira foi a criagdo de um novo modelo
de tabelas HTML destinadas a organizag&o dos resultados. Essas tabelas s&o destinadas ao armazenamento dos resultados
de algoritmos de analise e predigao funcional referente as mutagdes analisadas pelo grupo. Além do mais, elas organizam
os dados gerados constituindo assim um banco de dados répido, dindmico, acessivel a comunidade cientifica e aos demais
usuarios, 0 que facilita a ampliagdo do conhecimento. Assim, foram criados scripts dos modelos estruturais das mutagdes
nas proteinas estudadas em JSmol, ndo mais em Jmol, possibilitando assim o acesso seguro dos usuérios. Esses scripts de
visualizagdo 3D em JSmol, possuem como caracteristicas o fato de serem dindmicos, ou seja, 0 usuario pode interagir com
a estrutura e até mesmo melhorar a experiéncia de visualizagdo com um 6culos 3D. Isso permite que a estrutura seja anali-
sada detalhadamente, 0 que ndo poderia ser feito da mesma forma, por exemplo, em um modelo estatico. A estrutura final
do banco de dados em forma de site foi denominada SNPMOL e disponibilizada on-line no website http://www.snpmol.org/.

- o
SHPROL Probteus Shiucises & +
srpmalong woh W =2 =
SNPMOL- Protein Structures and Genetic Variants Database
HIRNPAT ? PRODH1
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CONCLUSAO

O banco de dados SNPMOL combina andlises estruturais e funcionais de mutagdes de nucleotideo Unico de uma forma
acessivel, rapida e segura. E um vasto recurso para a analise molecular de doengas genéticas, que permite ao usuario
compreender melhor uma doenca e sua base molecular. O banco de dados SNPMOL ¢ gratuito e disponivel em http:/
bioinfogroup.com/database.
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INTRODUGAO

A Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC) consiste em uma patologia de ordem respiratéria que vem crescendo no
mundo, com alto indice de mortalidade e de carater fortemente incapacitante (Barnes, P.J; 2016). O tabagismo concentra
95% das causas em paises industrializados, mas ouras causas como a poluigdo ambiental também podem provocar a
doenca. Durante este processo ha um aumento no niimero de células inflamatorias, tais como neutréfilos, macréfagos al-
veolares, linfécitos T e células linfoides inatas, acrescenta-se também o epitélio tissular e células do parénquima, tais como
fibroblastos, que atuam em conjunto na producéo de mediadores inflamatérios, destacando-se as citocinas da triade infla-
matoéria (TNF-q, IL-1 e IL-6), mediadores lipidicos e fatores de crescimento (Bucher, H et al; 2016). ADPOC é caracteriza-
da pela obstrugéo cronica do fluxo aéreo, a qual nao é totalmente reversivel. Um dos principais mecanismos patologico da
DPOC ¢ o estresse oxidativo causado pela irritagdo das vias aéreas decorrente da inalagdo de particulas e gases toxicos,
como a fumaga de cigarro, ocasionando ativagéo de fatores de transcrigdo pré-inflamatérios e remodelamento da matriz
extracelular. A exacerbagdo da doenca ocorre principalmente em razao de infecgdes virais em 50%-70% dos casos, sendo
agravada pelo fumo, podendo levar a internagéo e ao 6bito. A mesma apresenta periodos estaveis e instaveis, sendo os
Ultimos chamados de DPOC exacerbada. Essa exacerbagao se deve a uma série de agentes, dentre os quais se destaca
o virus HIN1 (Sundar, |.K. et al ;2015). Atualmente ndo ha um tratamento especifico para a patologia, corticosteroides séo
utilizados na tentativa de reduzir a inflamagao e do progresso do dano tecidual local, embora estudos comprovem que
estes farmacos n&o aplacam a inflamagao neutrofilica ou atenuam a progresséo da doenga, enquanto brondilatadores séo
administrados em exacerbagdes agudas na tentativa de melhorar a fungéo pulmonar (Bucher, H et al; 2016).

OBJETIVO
Neste estudo, buscamos avaliar os efeitos da exacerbagao por H1N1 no estresse oxidativo pulmonar em camundongos
expostos a fumaga de cigarro.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado com camundongos C57BL/6. Parte dos animais foi exposta a fumacga de 4 cigarros, 3 vezes ao dia,
durante 11 dias; outra parte recebeu instilagao intranasal de 25uL de solugéo contendo o virus influenza A/PR/8/34 H1N1
(100 e 1000 PFU); e os demais foram expostos apenas ao ar ambiente ou & fumaga de cigarro e virus concomitantemen-
te. Os animais foram eutanasiados 5 dias da infeccéo e tiveram os pulmdes coletados para andlises bioquimicas, que
incluiram quantificagdo de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) e determinagao da atividade das enzimas
catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase.
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RESULTADOS

Os animais infectados pelo virus apresentaram uma redug¢do do ganho de peso. No caso dos camundongos expos-
tos & maior quantidade de virus, foi possivel observar perda de peso acentuada e significativa, confirmando a infecgéo.
Observou-se que o virus foi capaz de aumentar o dano oxidativo por peroxidag&o lipidica, reduzir a atividade da enzima
catalase e aumentar a atividade da enzima glutationa peroxidase de forma dose-dependente. A combinagao da exposi-
¢do a fumaga de cigarro com a infec¢éo pelo virus na concentragdo de 100 PFU aumentou a formagéo de produtos de
peroxidagao lipidica e a atividade de glutationa peroxidase, indicando um carater de exacerbagao. Nao foram observadas
diferencgas significativas entre os grupos de camundongos com relagéo a atividade da enzima superdxido dismutase.

CONCLUSOES
Os experimentos demonstram que o virus é capaz de causar, por si s, estresse oxidativo pulmonar. Além disso, foi possi-
vel observar a exacerbagao do processo oxidativo apés combinagdo da fumaga de cigarro e virus.
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INTRODUGAO
Infecgdes causadas por tripanossomatideos vém sendo estudadas na busca por novas vias de tratamento, em especial
para moléstias como a tripanossomiase americana ou Doenga de Chagas.

A Doenca de Chagas é causada por um protozoario denominado Trypanosoma cruzi, que foi descrito pela primeira vez,
por Carlos Chagas, em 1909. Esta doenga apresenta uma fase aguda e uma fase crénica, que s&o distinguiveis de acordo
com suas manifestages clinicas caracteristicas, podendo ser cardiacas, digestivas ou mistas (Ministério da Saude, 2005).

Apesar de sua descoberta a mais de 100 anos, ainda ndo ha cura para a fase cronica (Dias, 2007). No Brasil, o farmaco de
primeira escolha utilizado para o tratamento é o Benzonidazol (Rochagan®, Rodanil®), sendo utilizado nas fases aguda e
cronica, apesar de estudos comprovarem sua baixa eficacia em casos crénicos. Com a ineficacia ja estabelecida na croni-
cidade da doenca, pelos efeitos colaterais associados ao farmaco, & resisténcia de cepas ao tratamento de escolha, além
da inabilidade de eliminagéo do parasita do hospedeiro, novos sistemas terapéuticos vém sendo estudados e testados
(Oliveira, 2015).

Estudos com inibidores da biossintese do ergosterol (IBE), como o Fluconazol, vém ganhando espago nos programas de
pesquisa que buscam ativos antichagasicos eficientes, ja que o ergosterol é essencial para o crescimento, proliferagéo e
sobrevivéncia do Trypanosoma cruzi (Franga et al , 2014).

Precedendo os testes clinicos, segundo o Guia de condugao de estudos néo clinicos de toxicologia e seguranga farmaco-
l6gicos necessarios ao desenvolvimento de medicamentos, da ANVISA (2013), recomenda-se a execucéo de testes de se-
guranga, que avaliem o potencial mutagénico e toxico de um composto, antes que se estabelega seu potencial terapéutico
€ que possa ser liberado para uso (ANVISA, 2013).

OBJETIVO
Investigar o potencial mutagénico e toxicoldgico, de compostos triazolicos de série PFCT 012/14 e PFCT 015/14.

METODOLOGIA

O estudo de genotoxicidade escolhido, conhecido como Teste de Ames ou Teste de Reversdo, um teste in vitro dese-
nhado para detectar o potencial de uma substancia de causar mutagbes génicas, se utilizando de linhagens da bactéria
S. Typhimurium com mutagdes preexistentes, nas cepas TA97, TA98, TA100, TA102; baseado no protocolo original de
MARON e AMES (1983).
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Os compostos triazdlicos, PFCT 012/14 e 015/14 foram diluidos em DMSO nas concentragdes de 0,005; 0,05; 0,5; 5 e 50
MM, em triplicata. Primeiro, foi colocado em tubos de ensaio, 100uL das cepas das linhagens bacterianas previamente
crescidas, 100 uL da diluigdo dos derivados e 500 uL de tampao Fosfato de Sodio (0,2 M pH 7,4).

Apds 20 minutos no agitador (60,0 rpm, a 37°C), o ensaio foi dividido em duas fases. Primeiramente, foi realizado o teste
paralelo para citotoxicidade, para determinar a taxa de sobrevivéncia das cepas em contato com o derivado, foi colocado
10 L da mistura poés-incubagdo em um eppendorf de 990, contendo salina (NaCl), a 0,9%, depois em outro eppendorf
de 990 e por fim, 100 uL em um eppendorf de 900. Esse contetdo, apds diluicio seriada em eppendorfs contendo salina,
continham, para cada amostra, 2 x 10® células/ml. Uma aliquota de 100 uL desta suspenséo, do eppendorf de 900, foi pla-
queada em Agar nutriente, resultando num niimero de estimativa final de 2 x 102 bactérias/placa. As placas de petri foram
entdo incubadas a 37°C durante 24 horas. Apds isso, foram calculadas as porcentagens de sobrevivéncia e comparadas
com o controle negativo.

Na fase posterior, na determinagéo da taxa de revertentes e potencial de mutagenicidade, foram adicionados a cada tubo
de ensaio contendo a suspensao, 2 ml de Agar de superficie enriquecido com solugéo de Histidina e Biotina (HB), aque-
cido, a 0,5 mM, numa proporgao de 10:1 (pH 7,4 & 45°C). O conteldo final de cada tubo foi vertido em placas de Agar
Vogel-Bonner. Estas foram incubadas a 37° C durante 72 horas. As coldnias histidina (hist) revertentes foram contadas
e o indice de mutagenicidade (IM), onde para ser considerado mutagénico o indice calculado a partir da férmula do valor
médio obtido a partir de cada concentragao, dividido pelo valor médio do controle, deve ser maior que 2.

Para o ensaio na presenca de metabolizagao exdgena (S9), foi substituido o tamp&o fosfato 0,2M pH 7,4 pela fragdo S9
mix 4% (Molecular Toxicology Inc., Moltox™, EUA) durante a fase de pré-incubag&o. Esta fracdo é preparada a partir de
figados de ratos machos Sprague-Dawley. Repetiu-se o processo descrito anteriormente.

Em comparagao com estes resultados, a partir de dados cedidos por grupo em colaboragao, foram analisados os resulta-
dos do teste de efeito antiparasitario, com a cepa de T. cruzi Tulahuen; os indices de dose-resposta EC50 e LC50 que é de-
finido como a concentragéo do farmaco necessario para induzir metade (50%) do efeito méximo, que demonstra a poténcia
da substancia testada e que representa a concentrag&o letal para metade da populagéo celular (50%), em um periodo de
trés e de vinte e quatro horas, respectivamente; além do indice de seletividade, razao entre os parametros LC50 e EC50,
para estabelecer uma relagao entre a eficacia antiparasitaria do derivado, aliado a um indice elevado de seletividade.

RESULTADOS

Os resultados obtidos no teste de Ames, na auséncia de ativagdo metabolica (-S9), para o composto da série PFCT
012/14, foi considerado citotoxico a partir da concentragdo de 0,05 uM para a cepa TA97 e a partir de 0,5 UM para as
outras cepas testadas. Para o composto da série PFCT 015/14, a citotoxicidade apresentou-se como concentragdo-de-
pendente para todas as cepas, porém partindo de concentragdes diferentes dependendo da cepa, que pode configurar o
tipo de mutagéo detectada pela cepa.

Considerando a mutagenicidade, podemos observar um resultado positivo no composto PFCT 012/14 nas cepas TA97,
TA98 e TA102, porém na TA97 este resultado apresentou-se primeiro na concentragdo de 5 uM. Ja no composto PFCT
015/14, pode se observar mutagenicidade negativa nas cepas TA97, TA98 e TA102, contudo observa-se IM= 2.0, configu-
rando assim, positivo para mutagenicidade, na cepa TA100, nas concentragdes a partir de 0,05 uM.

Com base nos resultados sem metabolizago, o PFCT 015/14 foi escolhido para o ensaio com metabolizagdo, onde se
pode observar citotoxicidade na cepa TA97 a partir da concentracéo de 0,5 UM e nas outras cepas, a partir de 5 uM.
Quanto a mutagenicidade, apresentou-se positiva para as cepas TA97, TA100 e TA102 na concentragdo de 50 pM.

No teste de viabilidade celular WST-1 foram utilizados os parametros de LC50 e EC50, comparados com os valores de base
do Fluconazol, de LC50 3 h (uM) >500 e LC50 24h (uM), 270,0; EC50 Tulahuen (uM) de 47,00 e indice de Seletividade
(IS), de 5,74. A partir da anélise desses resultados comparando com os derivados analisados, pode se observar que o de-
rivado PFCT 012/14, apresentou baixo LC50, de 4,9 uM em trés horas e 4,6 uM em vinte e quatros horas, demonstrando
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a néo dependéncia do tempo de exposicdo e a ndo necessidade de uma concentragao elevada do derivado para que se
atinja a concentracéo letal, em 50% da populacéo; baixa EC50, de 0,03 uM, que indica que é necesséria uma pequena
concentragéo de droga, para que seja alcangada uma eficacia de 50%; e um alto indice de Seletividade, de 153,33, indi-
cando de seguranga da droga em questdo, demonstrando o distante limiar entre a dose citotoxica e a de eficacia.

E o derivado PFCT 015/14, apresentou baixo LC50, de 163,5 uM em trés horas e 140,0 uM em vinte e quatro horas, indi-
cando nesse caso que o tempo de exposicao tem relativa influéncia e que ndo é necessaria uma concentragao elevada da
droga para que chegue a concentragao citotoxica; baixa EC50, de 0,59 pM, demonstrando uma eficacia de 50%, com bai-
xa concentragdo da droga e um indice de seletividade alto, de 237,29 uM, indicativo de seguranca e eficacia do derivado.

CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos pode-se dizer que, em relagdo a citotoxicidade o Fluconazol foi considerado com a menor cito-
toxicidade, seguido do composto PFCT 015/14, e por ltimo, sendo considerado o mais citotdxico, 0 composto PFCT 012/14.

Em relagdo a mutagenicidade, os dois compostos de escolha foram mutagénicos, e o composto PFCT 015/14 apresen-
tou-se mutagénico na maioria das cepas a partir da concentragdo maxima (50uM/placa), sendo a faixa de seguranga do
derivado em 5 uM.

E baseado nos parametros de teste de viabilidade celular WST-1, os derivados possuem baixo LC50 e baixo EC50, com
alto indice de seletividade, contudo analisando os resultados de ambos, o derivado PFCT 015/14, teria menor potencial
hepatotdxico em comparagao ao Fluconazol e ao derivado do PFCT 012/14 e considerando a andlise dos compostos
testados, a amostra PFCT 015/14 seria ainda considerada a mais promissora.
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INTRODUGAO

Alactoferrina bovina (bLf) é uma glicoproteina ligadora de ferro (Fe 3*) presente em uma variedade de secrecdes bioldgicas
exdcrinas, como no leite, nas lagrimas, bile, saliva, liquido amniético, entre outras, e também é encontrada nos grénulos
secundarios dos neutrofilos. Essa proteina desempenha um papel significativo na defesa contra agentes biolégicos inva-
sores, sendo um componente importante na imunidade do hospedeiro. A bLf possui varias fungdes bioldgicas importantes
e sua expressao € regulada por diversos fatores ambientais (Lonnerdal et.al., 2010). Essas fungdes biologicas podem ser
do tipo imunomoduladoras, e também, ter atividades antimicrobiana em relagao a bactérias, fungos, protozoérios e virus.
Por ser sequestradora de ferro, essa proteina tem grande fungao bacteriostatica, impedindo o crescimento de bactérias
(Gram-positivas) que necessitam de ferro para se desenvolver (Baker et al., 2008), por exemplo.

A bLf possui um peso molecular de aproximadamente 80 kDa distribuidos em dois lobos com sequéncias homologas, 0s
quais podem ser representados como C- e N-terminal. Os lobos so interligados por uma a-hélice (de 10-15 residuos, re-
siduos 334-344 em humanos) e cada um deles é subdividido em dois dominios, a e 3, que podem ser denominados como
N1 e N2 para o lobo N, e C1 e C2 para o lobo C (Baker et al., 2008). O sitio de ligacdo de ferro ¢ localizado exatamente
entre os dominios de cada lobo (Baker et al., 2008).

Levando em consideragao a propriedade de ligagdo ao ferro, a bLf pode assumir duas formas distintas: a forma ligada ao
ion (holo-bLf) e a forma nao ligada (apo-bLf). Ja foi relatado que a ligagao ao Fe ** é responsavel por gerar uma mudanga
conformacional na estrutura da proteina, a holo-bLf possui uma estrutura muito mais fechada e compacta que a da apo-bLf
pela interagdo quimica entre os aminoacidos do sitio de ligagdo (duas tirosinas, uma histidina e um aspartato) € o ion.
Dessa forma, pressupde-se que a holo-bLf seja bem menos suscetivel a perturbagdes causadas por agentes desnaturan-
tes do que a apo-bLf. Essa diferenga na dindmica da proteina pode ser determinante para o desempenho de suas fungdes
bioldgicas, uma vez que seu mecanismo de agéo pode estar intimamente associado as diferentes formas estruturais e a
integridade da mesma.

Na Ultima década a bLf ganhou destaque pela sua propriedade antiviral (Wakabayashi et.al., 2006), a qual é caracterizada
pela capacidade da proteina de inibir receptores virais nas células ou de se ligar diretamente as particulas virais, impedindo
o ciclo do virus e sua replicagdo. Explorando esse principio, a bLf tem sido utilizada em diversos estudos como uma biomo-
lécula promissora para o desenvolvimento e aperfeicoamento de drogas antivirais, ou até mesmo no uso da proteina em si
para a terapia de diversas viroses. Dessa forma, se faz necessario o entendimento da estabilidade estrutural da proteina,
bem como a comparagao entre suas formas apo e holo.  Devido ao crescente nimero de estudos sobre a agao da bLf
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contra diversos patdgenos virais, uma vez que essa atividade depende da interac&o virus-bLf ou bLf-célula, torna-se im-
prescindivel investigar como ocorre a interago da bLf com a célula pela qual o virus possui tropismo. Alguns estudos tém
sido conduzidos, porém nenhum deles utilizando células Vero (Ashida et.al., 2004).

Logo, ¢ indispensavel avaliar a dinamica de interagdo da bLf com o ion Fe* a implicancia dessa ligagéo na estabilidade
da estrutura da proteina, bem como os mecanismos envolvidos na interagéove internalizacéo da bLf na célula Vero. Além
disso, é importante comparar o trafego intracelular da apo e holo-lactoferrina nesse tipo de célula devido sua grande uti-
lizagdo como modelo em diversos virus.

OBJETIVOS

Objetivo Geral:
- Comparar a influéncia da ligagao de ions ferro na estabilidade estrutural e funcionalidade da apo e holo-bLf.

Objetivos Especificos:

- Analisar as mudancas estruturais induzidas por ureia, guanidina e alta pressdo na estrutura terciaria da apo e holo-bLf,
monitoradas por espectroscopia de fluorescéncia, utilizando os triptofanos presentes em sua estrutura como uma sonda
intrinseca e o bis-ANS como sonda extrinseca;

- Comparar a estrutura secundaria da apo e holo-bLf por dicroismo circular;
- Avaliar a ligacdo e liberagéo de ferro na estrutura da bLf em presenca de ureia por espectrofotometria;
- Verificar a interagéo da apo-bLf e holo-bLf com células Vero utilizando microscopia de fluorescéncia confocal.

METODOLOGIA

Reagentes: Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. A agua destilada foi filirada e deionizada num sistema
de purificagdo de agua Millipore. Os tampdes utilizados foram obtidos da Sigma Chemical Co., bem como a ureia ultrapura
e hidrocloreto de guanidina para realizagéo dos experimentos de fluorescéncia. Os experimentos foram feitos em tempe-
ratura de 25°C e em tamp&o 25 mM Tris, 150 mM NaCl pH 7.5. Apo-Lactoferrina (LF) foi adquirida pela Life Extension
(Flérida ,USA).

Preparo de apo-lactoferrina: A Apo-bLf foi preparada a partir de uma capsula contendo 300 mg de bLf. Foi misturada a essa
capsula, 3ml de tamp&o PBS para a solubilizagdo. A amostra foi entéo centrifugada em quatro ciclos (10 minutos, 7000 rpm
a 4°C) com o objetivo de remover a celulose contida na capsula. Essa amostra foi filtrada em membrana de nitrocelulose
com poro de 0,22um (Millipore, EUA), aliquotada e congelada a -20°C.

Preparo de holo-lactoferrina: A holo-bLf foi preparada a partir de apo-bLf de acordo com o método descrito por Bokkhin et
al. (2013). Foi preparado um tamp&o Tris 10mM NaCl 75mM pH 7,2 para diluir a proteina. “FeNta” € uma solu¢édo de 9,9mM
de nitrato férrico e 8,5mM de acido nitrilotriacético. Essa solugao foi misturada & agua Millipore, pH 7,0. FeNta foi entdo adi-
cionado a solugéo de Apo-bLf em uma proporgéo de 2:1, respectivamente. Depois de deixar a mistura incubando durante
1h, a solugao foi dialisada contra agua Millipore a 4°C durante 48h. A proteina foi dosada utilizando o espectrofotdmetro
em 280 nm, com o coeficiente de extingdo molar de 1.51. Posteriormente, a amostra foi aliquotada e congelada a -20°C.

Desnaturacgéo quimica: A curva de ureia foi feita a partir de amostras com concentragdes de 1M & 8M de ureiae 0.5a 7M
de hidrocloreto de guanidina. A concentragao de proteina utilizada foi de 500ug/mL. O tamp&o utilizado foi Tris 25mM, NaCl
150mM pH 7,5. Os experimentos de desnaturagdo por ureia foram feitos pela incubagao de amostras durante 24h. Cada
experimento foi realizado por pelo menos trés vezes com diferentes amostras de lactoferrina.

Alta Pressao Hidrostatica: A presséo foi aumentada de 3 em 3 kpsi, com um intervalo de 10 minutos cada. Os experimentos
foram realizados com tamp&o Tris 25mM, NaCl 150mM pH 7,5 e a amostra estava a uma concentragéo de 500ug/mL.
Cada experimento foi realizado por pelo menos 3 vezes com diferentes amostras de lactoferrina.
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Espectroscopia de Fluorescéncia: Os espectros de fluorescéncia foram registrados em um espectrofluorimetro modelo
ISSK2 (ISS Inc., Champaign, IL, USA). Os espectros foram obtidos com a bLf na concentrag&o final de 500ug/ml diluida
em tampé&o Tris 25 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5.

Dicroismo Circular no UV-distante: Os espectros de CD foram obtidos em um espectropolarimetro Jasco modelo J-715
1505 (Jasco Corp., Tokyo, JP). Foi utilizada uma cubeta de quartzo de 0.1 cm de caminho ético e analisados na regido de
190 a 260 nm. Os espectros foram obtidos com a bLf na concentragao final de 500 ug/ml diluida em tampao Tris 25 mM,
NaCl 150 mM e pH 7,5.

Cultura de Células: A célula Vero (células do rim de macaco verde) foi utilizada para o rastreamento da entrada de apo
e holo-bLf. S&o crescidas em monocamadas em meio DMEM (Dubellco’sModifiedEagleMedium), Sigma, suplementado
com soro fetal bovino 5%, vitaminas 0.4%, aminoacidos n&o essenciais 1% e antibidticos 1% (penicilina e estreptomicina).

Microscopia Confocal por Escaneamento com Laser: A técnica de microscopia utilizada foi a microscopia confocal por es-
caneamento com laser e andlise de fluorescéncia (LSCFM - Laser Scanning Confocal Fluorescence Microscopy), o laser
utilizado foi o laser de ions de argdnio, com absorgao em 488 nm e emissdo a 500-550 nm. As fatias dpticas analisadas
possuiam espessura menor que 1 um e utilizando uma objetiva plana-apocromatica de imers&o em dleo, com aumento de
63 vezes (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemanha).

RESULTADOS

Os resultados da andlise da estrutura terciaria da bLf observados pelos espectros de emissdo de fluorescéncia, tanto do
triptofano, como da sonda extrinseca bis-ANS, revelaram que a holo-bLf foi muito mais estavel na presenca de concentra-
¢Oes elevadas de ureia e guanidina do que a apo-bLf. O mesmo resultado foi observado nos experimentos realizados com
alta pressao hidrostatica. Dessa forma, foi evidenciado o papel estabilizante do ferro na estrutura terciaria na bLf.

Ja os resultados da analise da estrutura secundaria da bLf por dicroismo circular, sob as mesmas condi¢des desnaturantes
supracitadas, foram inconclusivos. Houve divergéncia entre os resultados da maioria dos experimentos realizados, e néo
foi possivel chegar a uma interpretagdo coerente dos dados. Porém ao avaliar apenas o conteudo de estrutura secundéria
da apo e holo-bLf nativas, pode-se notar que o padrdo do espectro para essas duas formas da lactoferrina sdo idénticos,
0 que corrobora com resultados ja visto por outros autores. Sendo assim, a ligagao de ferro na estrutura da lactoferrina
causa mudancas principalmente na estrutura terciaria, enquanto para a estrutura secundaria no s&o notadas diferengas
significativas.

Ainfluéncia da ureia na ligacéo de ferro, na apo-bLf, e a liberag&o de ferro, na holo-bLf foi analisada por espectrofotometria.
Foi observado que a partir de 4 M de ureia, a apo-bLf perdeu a capacidade de ligagao ao ion ferro o que evidencia uma
possivel desestruturagéo do sitio de ligagéo para este ion. Por outro lado, mesmo altas concentragdes de ureia ndo foram
capazes de deslocar a ligag&o do ion ferro previamente ligado a holo-bLf. Este fato reforga o papel estabilizante do ferro
na estrutura da lactoferrina;

Uma vez que a ligac&o de ferro altera a estrutura terciaria da bLf e aumenta a sua estabilidade estrutural, decidiu-se veri-
ficar a interagéo da bLf com células Vero. Observamos que a cinética de internalizagéo da holo-bLf € mais rapida quando
comparada a forma apo. Isto demonstra que a presenga de ions ferro favorece a interagdo da bLf com a célula. Apesar
destes resultados, algumas questdes ainda precisam ser melhor enderegadas principalmente no que diz respeito ao apro-
fundamento do estudo da interagéo da bLf com a célula.

CONCLUSOES

Através das técnicas espectroscdpicas empregadas no estudo, foi observado que o ferro exerce papel estabilizante na es-
trutura da bLf mediante a exposi¢do a concentragdes crescentes de ureia e a alta pressao hidrostatica. Estes efeitos foram
mostrados através do uso de uma grande variedade de técnicas. Tal fato pode ser explicado pela mudanga conformacional
que este ion provoca na estrutura terciaria da proteina, tornando seu arcabougo mais compacto e menos suscetivel a
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perturbagdes, o que nao foi verificado na estrutura secundaria da mesma. Dessa forma, é possivel dizer que a holo-bLf é,
de fato, mais estavel que a forma apo. Além disso, a utilizagdo de microscopia de fluorescéncia confocal foi fundamental
para avaliar a interagdo da holo-lactoferrina em comparagéo com a apo-bLf nas células Vero.
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INTRODUGAO

O sistema endocanabinoide é constituido por receptores CB1 e CB2, que se encontram distribuidos pelo SNC, como hi-
pocampo, hipotalamo, cerebelo e por tecidos periféricos. Além disso, também fazem parte desse sistema, transportadores
e enzimas que sintetizam e degradam moléculas lipidicas. Estes receptores estéo localizados na membrana plasméatica
de terminagdes nervosas e inibem a liberagao de transmissor pelas terminagdes pré-sinapticas e também influenciam
a expressdo génica tanto de forma direta como indireta. Receptores CB1 podem aumentar a atividade de algumas vias
neuronais através da inibicdo de vias inibitorias, se encontram nas camadas plexiformes o que sugere um mecanismo
auto-regulador. Sao capazes de aumentar a fotossensibilidade e estimular a liberagéo de dopamina. Ja os receptores CB2
s80 encontrados principalmente na glia de Miller e teriam o papel de neuro prote¢&o, como por exemplo ao excesso de
glutamato. Entretanto a sua fungdo durante o desenvolvimento do sistema nervoso precisa ser estudado, sendo pouca a
disponibilidade de materiais para estudo.

OBJETIVO

O objetivo do projeto é observar o papel do sistema endocanabinoide na morte induzida em células do sistema nervoso
central no modelo de cultura in vitro da retina de um embrido de galinha ap6s a ativagao dos receptores canabinoides pelo
tratamento de culturas de células com o canabinoide sintético win 55; 212-2.

Metodologia: Através de procedimentos como incorporagéo de [*H] - timidina,em culturas de retinas em idade E7,buscou-
se avaliar se ha aumento ou queda da proliferagao, uma vez que essa substéncia ¢ incoporada na fase S/G, do ciclo, e 0
MTT que avalia se ha ou ndo sobrevida a partir de colorimetria. Para isso é feita uma cultura em idade E7 de embrides de
galinha White-Leghorn e é submetida a incorporagao de [*H] — timidina e a um ensaio de viabilidade celular utilizando-se
da colorimetria (MTT). Este trabalho possui aprovagéo em comité de ética: CEUA-UNIRIO 2016.02.

Resultados: Culturas mistas de células de retina foram obtidas de embrides de galinha White-Leghorn com sete dias de
desenvolvimento (E7). As células foram semeadas em placas de petri estéril na densidade de 4,16 x 10% células por mm? e
cultivadas por 24 horas em estufa & 37°C com de 5% de CO,. Em seguida, as células foram tratadas com concentragbes
crescentes de WIN (0,5 uM, 1,0 uM e 5,0 uM) durante 24 horas, e processadas para o ensaio de incorporagédo de [3H]-
timidina. Foi observado uma redugao da proliferacdo em todas as concentragdes utilizadas (% em relagéo ao controle +
erro padréo: controle: 100,8 £ 4,579; WIN 0,5 uM: 66,40 + 6,671; WIN 1 uM: 32,14 + 4,958; WIN 5 uM: 14,00 £ 3,000;
p<0,0001 n=4 realizados em duplicata). Esta redugdo da incorporagao de timidina pelas células expostas ao WIN 55,212-2
pode ser um indicativo de morte celular. Para investigar a morte celular, células da retina em E7 e E8 foram estimuladas
com doses crescentes de WIN (0,5 uM, 1,0 uM e 5,0 uM) por 24 h. Em seguida, as células foram submetidas ao protocolo
de viabilidade (MTT). Apenas células obtidas de E7 sofreram morte celular induzida por WIN, nas concentragdes de 1,0 e
5,0 uM. (% em relagdo ao controle + erro padrao: controle: 100,0 £ 2,288; WIN 0,5 uM: 97,50 + 6,631 ; WIN 1 uM: 64,06 +
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2,357; WIN 5 uM: 39,75 + 2,629; p<0,0001 n=4). Além disso, uma curva de tempo foi realizada com intuito de verificar se 0
efeito de WIN sobre a viabilidade celular era tempo dependente. Para isso, as células foram tratadas com WIN 1,0 uM du-
rante 10 minutos, 1 hora e 24 horas, em seguida processadas para o protocolo de MTT. A diminui¢&o da viabilidade celular
induzida por WIN pode ser detectado somente apds 24 h de incubag&o. (% em relagdo ao controle * erro padréo: controle:
128,7 + 6,723; 10 minutos: 132,8 + 6,570; 1 hora: 155,3 + 6,755; 24 horas: 53,67 + 7,867; p<0,0001 n=3). Com o intuito de
verificar se WIN causa morte de progenitores, culturas de células de retina em E7C1 foram pré-incubadas com 0,25 uCi de
[3H]-timidina por duas horas. Apds isto, a [3H]-timidina ndo incorporada foi removida por lavagem das células, e concen-
tragbes crescentes de WIN (0,5 uM; 1,0 uM e 5,0 uM), de um controle positivo de morte celular realizado com H202 100
uM, foram adicionados as culturas. Apds 24h de incubagdo com WIN, a quantificagéo por cintila¢&o liquida, foi realizada.
Apenas as células tratadas com H202 100 uM apresentaram diminuicdo da quantidade de [3H]-timidina incorporada (%
em relacdo ao controle + erro padrao: controle: 100,0 £ 4,364; WIN 0,5 uM: 91,58 £ 4,624; WIN 1 uM: 99,67 + 12,98; WIN
5uM: 107,6 £ 11,51; H202 100 uM: 9,500 + 4,368; p<0,001 em relagdo ao controle. n=6 realizados em duplicata).

CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que WIN 55,212-2, um agonista n&o seletivo de receptores canabinoides CB1 e CB2, inibe
a proliferagéo de precursores tardios da retina de galinha em cultura. Além disso, estes dados sugerem também que a
exposi¢ao prolongada das células de retina ao WIN causou a diminuigcdo de sua viabilidade celular de forma dose, tempo
e desenvolvimento dependente.
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ANALISE DA EXPRESSAO DE VEGF NAS CELULAS OSSEAS
DURANTE A ERUPGAO DENTARIA
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Introdugao

O processo de erupgéo dentaria é desencadeado muito precocemente durante o desenvolvimento dos seres vivos. Trata-
se de um processo complexo, de natureza multifatorial, cujos mecanismos envolvidos ainda ndo estao inteiramente escla-
recidos. Os movimentos do dente sdo muito complexos e se dividem em movimentos pré-eruptivos, movimento eruptivo e
movimento pds-eruptivo. O remodelamento 6sseo ocorre desde o movimento pré-eruptivo, quando se inicia 0 movimento
dos germes dentarios deciduos e permanentes em diregdo a uma uma posicéo pré-estabelecida no maxilar para realizar
o movimento eruptivo (NANCI, 2008). Pesquisas tem apontado o foliculo dentario como pega-chave para desencadear
este processo, coordenando a reabsorgdo do 0sso alveolar que se interpde entre o germe dentério e a cavidade oral, bem
como estimulando a formag&o de 0sso na base do alvéolo, para impulsionar o movimento axial do dente. Esta reabsorgao
e deposig¢do que ocorre no tecido 6sseo, isto €, a remodelagdo dssea, envolve a atividade de osteoblastos e osteoclastos
(MARKS, CAHILL, 1987). Os osteoblastos sintetizam a parte organica da matriz dssea, participando ainda da sua mine-
ralizagdo. Uma vez que um osteoblasto é envolvido pela matriz éssea, passa a chamar-se ostedcito. Os ostedcitos séo
células encontradas em lacunas da matriz ssea, sendo essenciais para a manuten¢&o da mesma, visto que a morte des-
sas células é seguida pela reabsor¢do da matriz. Os osteoclastos s&o células grandes, méveis e multinucleadas, respon-
saveis pela reabsorgao da matriz dssea (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008). Todas essas células podem ser influenciadas
pelo VEGF (O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular). Os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFs) s&o
reguladores cruciais do desenvolvimento vascular durante a embriogénese, bem como de vaso sanguineos em formagéo
(angiogénese) no adulto. Em mamiferos, so encontrados cinco tipos de VEGF, que ocorrem em varios diferentes varian-
tes e formas processadas, VEGF A, B, C e D (OLSSON et al, 2006). Experimentos em vitro demonstraram que VEGF atua
ainda diretamente sobre osteoclastos maduros, aumentando sua agao reabsortiva e sua sobrevida. Nestes osteoclastos
foram observados receptores para VEGF (NAKAGAWA et al, 2000). O VEGF aumenta a neovascularizag&o e estimula as
células endoteliais a secretarem citocinas que influenciam a diferenciagdo das células mesenquimais em osteoblastos. A
expressao de VEGF foi detectada no inicio da diferenciagdo osteoblastica, alcangando expressdo maxima durante a mine-
ralizacdo 6ssea (YANG et al, 2012). O remodelamento dsseo baseia-se na agao das populagdes de células reabsortivas e
formativas para substituir o 0sso velho por 0sso novo e assim assegurar a integridade do esqueleto. Esta sequéncia tem de
ser rigorosamente regulada por fatores locais e sistémicos, uma vez que desvios significativos de um equilibrio neutro en-
tre reabsorcao e formagao significaria uma perda dssea acelerada severa ou ganhos dsseos com possiveis consequéncias
desastrosas. A angiogénese esta intimamente associada a reabsorgéo 6ssea e a formagao dssea. Fatores angiogénicos,
como o VEGF atuam na atividade dos osteoclastos e osteoblastos, mas a formag&o de vasos sanguineos também serve
como forma de transportar osteoblastos circulantes e precursores de osteoclastos em locais submetidos a remodelagem
ativa (ERIKSEN ,2007). Tendo em vista que o processo de erupgao dentaria depende da necessidade de remodelagao
6ssea na regido apical e basal do alvéolo dentario, e considerando os trabalhos cientificos que apontam um papel indutor
de VEGF sobre as células que atuam sobre a remodelagao dssea, a andlise da expressdo de VEGF nas células dsseas
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durante o processo eruptivo demonstra-se importante para ajudar a esclarecer os mecanismos moleculares envolvidos na
erupcao do dente na cavidade oral.

OBJETIVO

Analisar a expressdo de VEGF nas células dsseas presentes no tecido dsseo que circunda o germe dentario, durante
0 processo eruptivo, especificamente o osso apical (interposto entre a mucosa oral e 0 germe dentario) e 0 0sso basal
(localizado na base do alvéolo dentario).

METODOLOGIA

Para esta pesquisa foram utilizadas laminas histologicas provenientes de 24 animais em diferentes idades de desenvolvi-
mento, com 2,4, 6, 9, 11 e 14 dias de vida, para permitir o acompanhamento do processo eruptivo. O material de analise foi
obtido ja processado, através de um aluno de Pos-Graduagéo que faz parte do grupo de pesquisa da Coordenadora deste
projeto. Para a analise imuno-histoquimica foi utilizado o anticorpo priméario anti-VEGF, e o controle negativo da reagéo
foi feito pela supressdo do anticorpo primario. No total foram processadas 24, tendo sido excluidas as laminas que nao
permitiam a visualizagéo do objeto de andlise. Apds a revisao de literatura e calibragdo do aluno, foram selecionadas 11
l&minas para realizar a aquisigdo de imagens, sendo 04 1&minas com cortes histolégicos de animais de 02, 04 e 06 dias e
07 laminas com cortes de animais de 09,11 e 14 dias de vida. Apos essa selegao, foi realizada a aquisigdo das imagens
em um sistema de cAmera digital acoplada a microscépio, para posterior andlise. Foi observado o padréo de expresséo de
VEGF nas células 6sseas, tanto no osso apical quanto no 0sso basal, durante o processo eruptivo.

RESULTADOS

Através das imagens obtidas da regido apical do germe, foi possivel observar que animais mais novos entre 2 e 6 dias de
desenvolvimento apresentavam uma baixa expressédo de VEGF nas células do tecido 6sseo presente na regiéo, osteoblas-
tos e ostedcitos. A medida que os animais se desenvolvem, a espessura do tecido 6sseo apical é reduzida, consequéncia
da reabsorcdo necessaria para possibilitar a erup¢do do dente. Nesses animais é possivel classificar a expressao do
VEGF como ausente ou fraca em ostedcitos e osteoclastos presentes nas lacunas da regi&o apical do germe. Nos ani-
mais de 9 a 14 dias, ha uma redugdo no nimero de osteoblastos e ostedcitos, tendo em vista que as trabéculas 6sseas
comegam a diminuir. Por outro lado, a espessura do tecido dsseo basal aumenta, em virtude do aumento da deposigao
6ssea. E possivel observar que os ostedcitos do tecido apical comegam a expressar VEGF no seu citoplasma, conforme a
espessura do tecido vai diminuindo. Nessas fases de desenvolvimento, é possivel observar através das imagens obtidas,
que a expressado do VEGF pode ser considerada moderada, tendo em vista sua expressividade em ostedcitos, osteoblas-
tos e osteoclastos da regi&o basal. Conhecido por seu papel na inducdo da angiogénese, VEGF tem sido demonstrado
em leitos endoteliais na papila dentaria de incisivos, bem como no érgéo de esmalte de molares de ratos, demonstrando
ser importante para os processos de angiogénese que ocorrem no germe dentario durante o processo de odontogénese
(AIDA et al, 2005; DICKSON et al,2001). Na parte basal, os animais de 2 a 6 dias apresentam trabéculas 6sseas menos
robustas, mas é possivel observar a presenga de todas as células do tecido 6sseo, incluindo osteoblastos que realizam
a deposicao de matriz 6ssea para formagéo do tecido. Nas idades entre 9 e 14 dias observa-se que estd ocorrendo uma
intensa remodelagéo 6ssea e uma alta expressao de VEGF em osteoclastos e osteoblastos no tecido 6sseo basal, aumen-
tando a espessura do tecido 6sseo nessa regido e contribuindo para impulsionar a erupgao dentaria. Por fim, ao analisar
todas as imagens é possivel afirmar que enquanto o tecido 6sseo apical vai diminuindo, as cuspides véo se aproximando
da cavidade oral, enquanto o tecido dsseo basal vai aumentando e consequentemente contribuindo para o processo de
erup¢éo do dente.
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CONCLUSOES

Pode-se concluir que VEGF parece desempenhar um papel importante na erupgéo dentéria, visto que a expressao dessa
proteina foi detectada em células dsseas atuantes nos processos de remodelagéo 6ssea, sem a qual o processo eruptivo
nao ocorre.
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INTRODUGAO

A coalhada é um produto de fabricagao e consumo comum nas casas brasileiras, sendo assim, € um importante agregador
de valor nutricional pois apresenta-se benéfico para a salde do comensal por suas propriedades probioticas. A coalhada
é um alimento ideal para o equilibrio e balanceamento da microbiota intestinal, colaborando para uma melhor absorgéo do
calcio e das proteinas do leite, inibindo a agdo de bactérias patogénicas e auxiliando na regularidade intestinal. De acordo
com a Instrugdo Normativa n® 46 de 2007, a coalhada € um produto cuja fermentagao se realiza por cultivos individuais ou
mistos de bactérias mesofilicas produtoras de acido lactico (BRASIL, 2007). O congelamento do leite pode causar altera-
¢Oes no balanco fisico quimico com aparecimento de cristais de lactose e agregados de caseina apds o descongelamento
(ALICHANIDIS et al., 1981). A utilizagéo de baixas temperaturas pode contribuir para desestabilizar a b-caseina da micela,
interferindo na estabilidade proteica (LEACH, 1980). Alguns autores também observaram alteragdes de sabor e aroma
apds o descongelamento (PARK, 2007; GOMEZ, 1997; LEACH, 1980). Para estudar os efeitos do congelamento do leite
sobre as propriedades reoldgicas e em atributos sensoriais (visual) da coalhada, neste trabalho foi utilizado leite de vaca
como matéria prima. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do congelamento do leite de vaca na viscosidade e
na cor da coalhada produzido por esta matéria-prima.

OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do congelamento do leite de vaca sobre a viscosidade e cor da coalhada
produzida por esta matéria-prima.

METODOLOGIA

Cultura Starter

Para a fermentagéo da coalhada foram utilizadas culturas starter comercial Docina Nutricdo Ltda. As culturas starter liofi-
lizadas foram diluida em leite e congelada. O indculo foi descongelado a temperatura ambiente e adicionado a 25 ml do
mesmo leite da preparagao da coalhada e colocado na estufa overnight.

Matéria-prima
Para o processamento da coalhada foi utilizado leite UHT comercial.

Processamento da coalhada

A produg&o da coalhada foi realizada no Laboratério de Bioquimica Nutricional da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro. No processamento da coalhada, o leite integral UHT sofreu aquecimento até 35°C e foi adicionado 0,25% de
indculo a coalhada foi acondicionado em copos descartaveis de PP com tampa e armazenado na estufa a 35°C até pH 4,8.
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O leite UHT foi congelado por 21h e descongelado por 20h em temperatura de refrigeragao. Antes da utilizagéo o leite foi
colocado em um banho de agua a temperatura ambiente para o total descongelamento.

Todas as amostras, apds atingir o pH, foram colocados sob refrigeracéo (8°C) de 16 a 17 horas, antes das avaliagdes.

pH
O pH das amostras foi determinado em pHmetro Tekna mod. T-1000.

Viscosidade

A viscosidade foi determinada em viscosimetro LR Lamy Rheology Instruments mor. RM200 Touch utilizando beckers de
250 mL contendo aproximadamente 150 g de amostras a temperatura de 4°C. Para analises utilizou-se o Spindle R-3, a
2.5 rpm por 50 segundos. As anélises foram realizadas em triplicata.

Cor
Para analise de cor, foi utilizado um Colorimetro Konica Minolta mod. CM5, onde “L” indica a luminosidade, “a” indica coor-
denada vermelho/verde e “b” indica a coordenada amarelo/azul. As anélises foram realizadas em triplicata.

Andlise estatistica
A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prisma utilizando-se teste t-Student (p<0,05).

RESULTADOS
Os resultados de viscosidade e cor dos iogurtes preparados com leite fluido e leite congelado estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Resultado de viscosidade e cor obtidos na coalhada preparados com leite fluido e congelado

Leite fluido Leite congelado
Média e desvio padrao da viscosidade (cP) | 8934 +394.5a" | 8188 + 106.8a

Cor

L 92.93 +£0.26b 92.18 £0.01c
-0.95 + 0.06d -1.01 £0.02d

B 9.26 £ 0.10e 10.24 £ 0.05f

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (p<0,05).

Como pode ser observado na Tabela 1, o congelamento da matéria prima nao influenciou significativamente (p<0,05) na
viscosidade do produto. Segundo Bell & Mucha (1952) e Winder (1962) a instabilidade néo ocorre pelo congelamento em
si, mas esta diretamente relacionada com o tempo e a temperatura de congelamento. Quanto maior o tempo de estoca-
gem, maior a desestabilizagao. Assim como, quanto maior a temperatura, menor a desestabilizacao.

A cor da coalhada sofreu efeito do congelamento da matéria-prima (Tabela 1). Os resultados mostraram que a lumino-
sidade foi afetada pelo congelamento. O congelamento da matéria prima n&o influenciou significativamente (p<0,05) a
coordenada a (vermelho-verde) porém a coordenada b (amarelo-azul) foi afetada pelo tratamento indicando que a cor
sofreu alteragéo, bem como a luminosidade sofreu alteragéo indicada pela coordenada L.
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CONCLUSOES:
Pode-se concluir que com o congelamento do leite ndo influenciou a viscosidade da coalhada produzida por esta matéria-
-prima. Porém este tratamento teve efeito sobre a cor do produto final.
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USO DE NOVAS METODOLOGIAS EM ANALISE SENSORIAL DESCRITIVA: UMA
COMPARAGAO ENTRE CHECK-ALL-THAT-APPLY (CATA) E RATE-ALL-THAT-APPLY (RATA)
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Janeiro.

Apoio Financeiro: UNIRIO; CNPQ
Palavras-chave: CATA, RATA, analise sensorial

INTRODUGCAO

A anélise sensorial € uma ciéncia que utiliza os 6rgdos sensoriais como mecanismo de avaliagéo de caracteristicas de
alimentos em desenvolvimento ou manutenco. E uma 4rea de estudo nos mais diversos campos, sendo de grande utiliza-
¢ao principalmente na indUstria. Abrange uma vasta gama de metodologias com objetivos especificos, podendo ser afetivo,
discriminativo ou descritivo (TEIXEIRA, 2009).

No que compete a metodologia descritiva, serve como uma ligagéo entre as caracteristicas do produto e a reagéo do con-
sumidor, pois objetiva a descri¢do e quantificagdo dessas caracteristicas observadas (TEIXEIRA, 2009; VARELA & ARES,
2012). No inicio, era baseada numa abordagem mais mista, que demandava tempo e recurso, mas com o avangar dos
anos foi sendo aperfeigoada, permitindo o surgimento de métodos mais praticos, econdmicos e rapidos, como o check-all-
-that-apply (CATA) e o rate-all-that-apply (RATA), que inovam ao passar a utilizar consumidores como respondentes e nao
mais haver a necessidade de treinamento de pessoal (VARELA & ARES, 2012).

O CATA é método que consiste na apresentacéo de amostras junto a uma lista de palavras ou frases que, teoricamente, as
descrevem. Sua aplicagao parte da apresentagdo desse conjunto a um provador, que é solicitado a marcar todas aquelas
caracteristicas que julga ser perceptivel em cada amostra, ndo havendo um limite de marcagéo, mas prezando pelo bom
senso e comprometimento do consumidor (ARES, 2014; ARES & JAEGER, 2015). No entanto, como uma variacdo deste,
foi desenvolvido o método RATA, que parte do mesmo principio, mas se diferenciando ao conter a opgéo da intensidade a
que o atributo marcado é sentido (ARES, 2014).

Essas metodologias vém sendo aplicadas em diversos alimentos, como chocolate, produtos carmeos e de peixes, (WAEHRENS,
2016; JORGE, 2015; BELUSSO, 2016), porém so técnicas que ainda exigem maiores estudos. Assim, essa pesquisa foi reali-
zada utilizando o suco de uva como veiculo para o estudo. O suco de uva é uma alternativa ao aproveitamento da uva, ndo pos-
suindo teor alcodlico e de grande consumo e comercializagao populacional (MELLO, 2014). Sua importancia esté associada a
sua riqueza em agucares, acidos malico e tartérico e contelido de compostos fendlicos, que estéo relacionados as propriedades
sensoriais como cor, aroma e adstringéncia além do sabor caracteristico, fazendo com que métodos de andlise sensorial sejam
favoraveis ao meio enoldgico, por exemplo (PEREIRA, 2008; PONTES, 2010; SANTANA, 2008; JUNIOR, 2013).

OBJETIVO
O objetivo do estudo foi comparar os métodos CATA e RATA, novas metodologias de caracterizagéo rapida em analise
sensorial descritiva.
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METODOLOGIA

Foram executados os testes de caracterizagdo répida em andlise sensorial descritiva Check-all-that-apply (CATA) e Rate-
all-that-apply (RATA), no Laboratorio de Analise Sensorial (LASEN) da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro,
em dias nao consecutivos. Compds a pesquisa 79 consumidores para o CATA e 78 para o RATA, de ambos os sexos, fre-
quientadores do campus e interessados em participar do trabalho. Em ambos os testes foram utilizadas 4 (quatro) amostras
de suco de uva integral convencional (S1, S4, S5, S6), 1 (uma) de suco de uva reconstituido (S3) e 1 (uma) de néctar de
uva (S2), sendo todas entregues monadicamente, em copos descartaveis codificados com nimeros de trés digitos, junto
a copo com agua e biscoito salgado, para limpeza do palato.

Aos consumidores foram dadas, juntamente com as amostras, fichas contendo os descritores referentes a suco de uva ob-
tidos por teste sensorial prévio (Mapeamento Projetivo), sendo eles aleatorizados para evitar marcagdo em quadrante Unico
e, porventura, dos mesmos atributos para as diferentes amostras. Solicitou-se aos participantes que realizasse a marcagao
de todos aqueles atributos perceptiveis a prova, sendo informado que o critério de escolha era préprio e que nao havia certo
ou errado. Porém, para o RATA foi pedido que para cada descritor marcado fosse assinalada a intensidade do mesmo.

Para a andlise dos dados foi feita uma limpeza para exclus&o dos consumidores que marcaram todos os descritores pre-
sentes ou ndo marcaram uma das fichas. A tabulag&o, assim, decorreu pelos softwares Excel e XLSTAT (2015).

RESULTADOS

AAnalise Fatorial Multipla (AFM) para o CATA (grafico 1) apresenta a distribuicio no mapa das amostras, assim como os
atributos que melhor caracterizam cada uma. Como isso, observa-se que as amostras de suco integral convencional S1 e
S6, possuem maior similaridade, caracterizando por serem mais encorpada, de cor roxa e escura, agradaveis e de aroma
de uva; ja as amostras S3 (suco reconstituido), S4 e S5 também demonstraram similaridades entre si, de caracteristicas
adstringente, amarga, acida e de gosto residual. Em contrapartida, a amostra S2, néctar, distanciou-se das demais amos-
tras no mapa, sendo identificada como aguada, rala, de cor clara e résea.

Gréfico 1: Andlise Fatorial Multipla (AFM) entre amostras e atributos do teste CATA (n=79).
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*$1, S4, S5 e S6 = suco de uva integral; S2 = néctar de uva; S3 = suco de uva reconstituido
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Ja a anadlise do RATA (grafico 2) mostrou uma configuragao bastante similar a do CATA, onde as amostras S1 e S6, S3,
S4 e S5 localizaram-se nos mesmos quadrantes como no mapa do outro teste, assim como os atributos que melhor as
caracterizaram foram os mesmos. J& no que concerne a amostra S2 houve sua caracterizagdo como pouco doce com a
aplicagéo desta metodologia.

Grafico 2: Andlise Fatorial Multipla (AFM) para néctar e sucos integrais de uva para os atributos e médias de
intensidade do teste RATA (n=78).
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*S1, S4, S5 e S6 = suco de uva integral; S2 = néctar de uva; S3 = suco de uva reconstituido

Dim 2 (15.21%)

Visto os resultados anteriormente descritos foi gerada outra AFM, mas com os percentuais das duas primeiras dimensdes
dos mapas para se verificar a correlagdo entre ambas as metodologias. Foi encontrado um coeficiente RV de 0,99 (grade
1), mostrando a alta similaridade entre as configurages das amostras, ou seja, uma afirmagéo dos resultados obtidos
quando separados. Isso corrobora com os resultados encontrados por Vidal (2017) (In press), no qual o estudo demonstrou
nao haver uma superioridade, ou melhoria, de uma metodologia para outra, possuindo ambas a capacidade de identificar
as semelhangas e diferengas sensoriais da amostra em estudo. Mas, segundo a autora, a escolha de um método pelo
outro deve ser de acordo com 0 objetivo do estudo e das caracteristicas especificas do conjunto de amostras.

Grade 1: Coeficiente RV para correlagdo entre CATA e RATA

CATA RATA
CATA 1 0,993109
RATA - 1

CONCLUSOES

Conclui-se que os métodos CATA e RATA, comparativamente, possuem grande similaridade quanto a configuragéo espa-
cial, o que demonstra uma alta correlagéo entre ambas as metodologias. Além disso, mostraram eficacia a caracterizagao

sensorial de bebidas de uva.
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INTRODUGAO

Aproduggo de trigo anualmente é de 740 milhdes de toneladas, levando a ser o 2° cereal mais cultivado no mundo (FAQ, 2017).
No Brasil, a produgéo corresponde a aproximadamente metade do consumo e gira em torno de 11 milhdes de toneladas, sendo
a outra metade importada de paises como Argentina, Paraguai, China, Estados Unidos, entre outros (MAPA, 2017). O trigo é
composto em média de 15% de proteinas que sao classificadas de acordo com a solubilidade em agua (albuminas), soluges
salinas diluidas (globulinas), solugdes alcodlicas (gliadinas) e solu¢des alcalinas ou &cidas (gluteninas sollveis) (OSBORNE,
1907). Parte das gluteninas séo insolUveis e s6 se solubilizam na presenca de agentes surfactantes e redutores (WRIGLEY,
1996). As proteinas mais importantes e abundantes s&o as gliadinas e gluteninas que sdo conhecidas como proteinas de reser-
va ou ainda proteinas do gluten. Elas sdo responsaveis pelas propriedades reologicas do gliten e conferem viscoelasticidade
a massa, definindo a qualidade para a panificagdo. Sao essas propriedades que fazem do trigo o cereal mais adequado para
panificagdo (COSTA et al., 2013). No entanto, além da baixa produtividade brasileira, apenas 30% do trigo nacional convém
a panificagdo (ABITRIGO), fazendo-se necessarios estudos aprofundados para compreenséo da qualidade destas farinhas.

OBJETIVO

Extragdo das proteinas do glUten para analise protedmica e caracterizagao por cromatografia liquida de ultraperformance
(UPLC) acoplada a espectrometria de massas (MS) os extratos proteicos de farinhas de trigo brasileiro de diferentes
qualidades tecnoldgicas.

METODOLOGIA

Foram utilizadas farinhas de 9 cultivares de trigo da espécie Triticum aestivum da safra de 2014/2015 (OR Melhoramento de
Sementes, Passo Fundo, RS). As amostras foram previamente classificadas em fortes (FO), médias (MD) e fracas (FR), tendo
como critério a estabilidade e forga do gluten. Para a extragéo das proteinas, pesou-se 100 mg de cada amostra em triplicata e
acrescentou-se 1 mL de tampao 80 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo 40 mM de iodoacetamida (IAM) (MARTINEZ-ESTESO et al.,
2016). As amostras foram homogeneizadas (60 min; 200 rpm; 25 °C) e centrifugadas (10.600 g; 10 min; 20 °C; Megafuge 16R
Centrifuge, Thermo). Os sobrenadantes contendo as proteinas sollveis foram descartados. Os pellets ressuspendidos em 1
mL de tampéo de fosfato salino (pH 7,4, 0,5% de SDS e 2% de -mercaptoetanol), homogeneizados (14 h; 200 rpm; 25 °C)
e centrifugados (10.600 g; 15 min; 4 °C). As amostras passaram por uma etapa de troca de tamp&o e concentragéo em filtros
Amicon 3 kDa (Millipore). A quantificagéo das proteinas extraidas foi realizada em triplicata pelo método de Bradford (1976),
utilizando curva padréo de albumina de soro bovino (BSA) de 1,5 mg/ml a 0,125 mg/ml a 595 nm em espectrofotémetro (UV-
2700, Shimadzu). Os resultados foram submetidos a ANOVA (teste de Tukey) (XLSTAT, Addinsoft, 2016). Apds a quantificagio
de proteinas, as amostras foram diluidas até 1 pg/uL. Foi construido um pool a partir de 20 L de cada amostra, que foram
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agrupadas de acordo com a classificagéo FR, MD e FO, resultando em 3 pools. Apés redugéo e alquilagdo, a adicionou-se
Tripsina Lys-C (Promega) (relagéo enzima:proteina 1:60) e incubou-se por 14 h a 37°C sem agitagdo. Foram adicionados 5%
acido trifluoroacético (TFA) antes de incubagdo por 90 min a 37°C e centrifugacéo (14.000 g; 90 min; 4 °C). Os sobrenadan-
tes foram centrifugados (14.000 g; 960 min; 4 °C) e transferidos para vials. Os peptideos obtidos foram analisados em modo
resolucéo e positivo em NanoUPLC (Acquity, Waters) acoplado ao espectrémetro de massas (Synapt G2-S, Waters). As sepa-
racbes cromatograficas foram realizadas a 55 °C utilizando as colunas TRAP BEH130 C18 (5 ym, 180 pm x 20 mm, Waters)
e HSST3 C18 (1,8 um, 100 pm x 100mm, Waters). Utilizou-se a fase mével A constituida por &gua ultra-pura e fase mével B
de acetonitrila, ambas adicionadas de 0,1% de acido férmico. Primeiramente, realizaram-se corridas de prospecgao (scouting
run), com o intuito de normalizar as quantidades a serem injetadas, por meio do calculo da area total dos cromatogramas. Em
seguida, utilizou-se o0 método multiplexo de MSE, onde se tem aplicagao simultanea de baixa e alta energia para fragmentagao
(15-55 V). Foram injetados 2 pL de cada amostra (FO, MD e FR), utilizando fluxo de 0,6 mL/min das fases méveis, seguindo a
seguinte programagao: 7-40% de B em 90 min e 40-85% de B por 2,62 min. Foram adquiridos ions com m/z entre 50 e 2.000,
com tempo de escaneamento de 0,5 s, voltagens do cone de 30 V e do capilar de 2,7 kV. Para identificagdo dos peptideos e
proteinas foi utilizado o software Progenesis QI for Proteomics (Non-Linear Dinamics) alimentado com o banco de dados de
proteinas de Triticum aestivum do UNIPROTKB release 2017-2, (www.uniprot.org, 136.884 entradas).

RESULTADOS

A quantidade de peptideos encontrados no estudo foi maior do que o dobro da quantidade de proteinas, pois 0 nimero mé-
dio de peptideos identificados foi em torno de 350, enquanto que o de proteinas foi de 150 (Fig. 1). No que tange a eficiéncia
da digestéo triptica, foi possivel observar que aproximadamente 73% dos peptideos néo tiveram nenhuma clivagem perdida
e que 23% tiveram até uma clivagem perdida. Considerando que as proteinas do trigo, principalmente as que formam o
gluten, possuem poucos sitios de clivagens e altos teores de residuos de prolina (10-15%), que tornam dificil a obtengao de
peptideos tripticos (FERREIRA et al., 2014), os dados do estudo mostram que o processo de digestéo foi bastante eficiente
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Fig 1. Numero de proteinas e peptideos identificados e nimero de clivagens perdidas

Fig 2. Diagrama de Venn das proteinas identificadas
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Considerando-se o total de proteinas encontradas em cada amostra, sem aplicagdo de filtros, a amostra FR apresentou o
maior numero de proteinas identificadas (259), quando comparadas com FO e MD (224 e 251, respectivamente). Aamostra
MD destacou-se pelo numero de proteinas exclusivas (132), enquanto a FO foi a que apresentou menor quantidade (84).
A analise dos componentes principais (PCA) é uma ferramenta estatistica importante para analise de dados multivariados
por permitir representar as variagdes das amostras a partir de novos eixos, chamados componentes principais (PC), que
explicam o espalhamento dos pontos. Observa-se que as amostras de diferentes qualidades tecnologicas, apresentaram
diferengas no perfil proteico (Fig. 3), sendo que os dois PC explicam 70% da diferenca entre as amostras, sendo possivel
distinguir as amostras de melhor qualidade da amostra de menor qualidade.

Andlise de Componentes Principais

i
wn,')

Principal componente 2 (26,39%)
1
f

Principal componente 1 (43,72%)

Fig 3. Andlise dos componentes principais das amostras forte (FO), média (MD) e fraca (FR).

Dados de expresséo proteica foram obtidos pela comparagdo pareada entre as amostras a partir da abundancia das
proteinas, denominado “Max Fold Change”, e ANOVA (p). Foram encontradas 116 proteinas diferencialmente expressas
entre as amostras e observou-se que nas amostras de maior qualidade a quantidade de proteinas superexpressas foi
maior do que na amostra de menor qualidade (FR). No entanto neste trabalho, apenas 34,5% das proteinas diferencial-
mente expressas estdo anotadas na literatura (Tabela 1). A maioria das proteinas identificadas nesse trabalho, quando
consultadas no banco de dados ndo apresentam ainda uma fungao biolégica determinada, por isso séo chamadas de nao
anotadas. A falta de sequenciamento completo do genoma de cereais € a poliploidia dificultam a utilizagdo de abordagens
protedmicas (Cunsolo et al., 2014) e explicam a grande quantidade de proteinas ndo anotadas. Foram encontradas 15
proteinas pertencentes a fragdo de gluten do trigo, € embora as gluteninas de alto peso molecular (HMW-GS) sejam
consideradas como os principais fatores determinantes para qualidade do trigo (Liu et al., 2012), foram identificadas
gliadinas, principalmente y-gliadinas e gluteninas de baixo peso molecular (LMW-GS) também superexpressa na amostra
FO em relag&o as MD e FR.

Estes dados corroboram o trabalho recente de Bromilow et al. (2017) que propde que abordagens protedmicas serdo
necessarias para desvendar por que certas cultivares de trigo possuem melhores qualidades que outras e s@o mais adap-

tadas a producéo de paes, contribuindo, portanto, para um melhor entendimento da classificagao das farinhas, por meio da
identificagdo de proteinas potencialmente marcadoras de qualidade e para direcionar o0 melhoramento genético de trigo.
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CONCLUSOES

Neste trabalho avaliaram-se farinhas de diferentes qualidades tecnolégicas e, por meio do método protedmico aplicado
foi possivel distingui-las. Gliadinas e gluteninas de baixo peso molecular podem ter uma contribui¢do nas diferencas de
qualidade das farinhas. O estudo mostrou-se eficiente na analise das proteinas do gliten e fornece novas perspectivas
para a avaliagdo da qualidade tecnoldgica das farinhas de trigo brasileiro.
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INTRODUGAO

O Brasil € um pais que se destaca entre os maiores produtores mundiais de frutas, apresentando grande potencial para
producao de frutas exdticas, pouco exploradas comercialmente (IBRAF, 2008). O tamarillo, também chamado de “tomate
de arvore”, pertence a familia Solanaceae e é originario da regido andina da América do Sul, onde é conhecido como
uma das culturas frutiferas com maior potencial de produg&o intensiva. No Brasil, ha crescente cultivo, sendo largamente
encontrado em jardins domésticos ou em cultivos de pequeno porte. O tamarillo apresenta caracteristicas sensoriais de
interesse para a indUstria de alimentos e mercados nacionais e internacionais, com um aroma agradavel e agridoce e
coloragao intensa devida em grande parte a compostos antioxidantes, como carotenéides e antocianinas (Cuesta et al.,
2013). Atualmente é crescente a demanda por produtos com alta qualidade, cor e aroma naturais, livre de aditivos, com
elevada qualidade nutricional e sensorial, microbiologicamente seguros e com vida de prateleira que permita sua distri-
bui¢&o e consumo (Osorio et al., 2007). Desta forma, os métodos de conservagdo aplicados pela industria de alimentos
representam importante ferramenta no desenvolvimento de produtos que atendam a estas demandas. No &mbito dos
processamentos térmicos, a pasteurizagdo é uma tecnologia de baixo custo e facil aplicagéo e frequentemente empregada
na industria de alimentos para a conservagéo de sucos (Laboissiére et al., 2007). No entanto, este método prevé aplicagéo
de temperaturas que podem modificar a composigao quimica dos alimentos. Neste sentido, sdo necessarios estudos que
avaliem o efeito desse tratamento de conservagao sobre a polpa de tamarillo. Adicionalmente, destaca-se que o processa-
mento de frutas pelas industrias alimenticias tem gerado grande quantidade de residuos, que podem apresentar potencial
para serem utilizados como fontes alternativas de compostos bioativos. Além de reduzir o impacto ambiental através de
uma aplicagéo sustentavel para este subproduto, a utilizagdo de residuos pode contribuir no desenvolvimento de novos
produtos. Considerando o grande volume de residuos gerados ap6s o processamento industrial de frutas e a demanda da
industria alimenticia por bioativos de fontes naturais, justificam-se estudos que caracterizem residuos de frutas com grande
potencial de produgao, como o tamarillo.

OBJETIVOS

Geral
Investigar o efeito de método de conservagdo sobre a composicao do fruto de tamarillo.

Especificos
1. Determinar a atividade antioxidante e o teor de fendlicos totais do fruto de tamarillo in natura, da polpa e do seu residuo;
2. Determinar o perfil de compostos fendlicos da polpa de tamarillo; 3. Investigar a influéncia da pasteurizagéo e do tempo
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de armazenamento sobre a composicdo em fendlicos da polpa de tamarillo; 4. Avaliar a atividade antimicrobiana da polpa
e do residuo de tamarillo.

METODOLOGIA

As amostras de tamarillo foram adquiridas na regido serrana do Rio de Janeiro. Apds selecdo e higienizag&o, os frutos
foram processados para a obtengao da polpa em centrifuga Juicer (Phillips, Wallita, Brasil). Imediatamente apés o despol-
pamento parte da polpa (polpa ndo processada) foi separada e armazenada em frascos plasticos higienizados e congelada
a-20 °C até andlise. O restante da polpa foi pasteurizado (polpa processada) através da imersdo em banho-maria digital
a 60 °C por 15’ e armazenada em frascos plasticos higienizados e congelada a -20 °C até analise. As polpas foram ana-
lisadas nos tempos 0 (T ) e 30d (T,) e 60d (T,) apds a obtengdo das polpas. O residuo obtido no processo de obtengéo
da polpa foi desidratado em estufa a 55 °C por 24 horas. Os teores de fenolicos totais foram determinados pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1999) e a atividade antioxidante pelos métodos FRAP (Benzie
& Strain, 1996) e TEAC (Re et al., 2014). Para identificagéo e quantificagdo do perfil de compostos fendlicos foi realizada
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) (Inada et al., 2015) com modificagdes. Para investigar as diferengas na
composicéo quimica das fragdes de tamarillo foi utilizada One-way ANOVA com pos teste de Tukey; o efeito da pasteu-
rizagéo foi investigado por teste-t Student; para avaliar a interagdo entre a pasteurizagdo e o tempo de armazenamento
foi realizada Two-way ANOVA. Os dados foram analisados no software GraphPad Prism (GraphPad Inc, 2016). Todas as
analises foram realizadas em triplicata. A atividade antimicrobiana foi determinada segundo Teste de Suscetibilidade aos
Antimicrobianos- TSA (Bauer e Kirby, 1966).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as fragdes da fruta, foi observado maior teor de compostos fendlicos (g EAG/100 g) no fruto in natura (5,2 + 0,01)
quando comparado a polpa néo processada (2,8 + 0,09) e ao residuo (1,0 + 0,02) (Figura 1A). Consistentemente, a
atividade antioxidante (AA) (TEAC mmol trolox/100g e FRAP mmol Fe*2 /100g) do fruto in natura (16,3 + 0,09 e 1622,7
+ 5,1) foi maior quando comparada a polpa néo processada (6,8 + 0,06 € 12,0 £ 0,3) e ao residuo (2,2 £ 0,07 e 747,0 +
2,4) (Figura 1B).
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Figura 1: Teor de fendlicos totais (A) e atividade antioxidante medida por TEAC (B) e FRAP (C) em fruto de tamarillo
in natura, polpa ndo processada (PI) e residuo. Resultados expressos em base seca. Letras subscritas diferentes
indicam diferenga significativa entre as amostras (Teste One-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey, p< 0,05).

Foi observada redugéo de 32%, 25% e 21% no teor de compostos fenolicos e nos valores de TEAC e FRAP, respectiva-
mente, nas polpas de tamarillo pasteurizadas (Figura 2).
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Figura 2: Teor de fendlicos totais (A) e atividade antioxidante medida por TEAC (B) e FRAP (C) em polpa de tamarillo n&o
processada (Pl) e polpa de tamarillo processada por pasteurizagédo (PP). Letras subscritas diferentes indicam diferenca signifi-
cativa entre as amostras (Teste t student, p< 0,05).

Foram identificados na polpa de tamarillo as antocianinas cianidina-3-O-rutinosideo e definidina (Figura 3A e 3B), sendo a pri-
meira predominante, com valores médios de 11,3 mg/L na polpa n&o processada. Foi observada uma modificagéo do perfil das
antocianinas apos a pasteurizagéo, com redugao do contetido de cianidina-3-O-rutinosideo e aumento de delfinidina (Figura 3).

(mg/L)

5-CQA (mg/L)
4-CQA (mg/L)
Ac. rosmarinico

Cianidina-3- O-rutinosideo
(mg/L)

Figura 3: Teor de cianidina-3-O-rutinosideo (A), definidina (B), acido 5-cafeoilquinico (C), acido 4-cafeoilquinico (D) e acido
rosmarinico (E) em polpa de tamarillo ndo processada (PI) e polpa de tamarillo processada por pasteurizagdo (PP). Resultados
expressos como média + DP. Letras subscritas diferentes indicam diferenga significativa (Teste t student, p< 0,05).

Foram identificados na polpa de tamarillo, em ordem decrescente de concentragéo, os acidos 5-cafeoilquinico, rosmarinico
e 4-cafeoilquinico (Figura 3). Estes resultados diferem parcialmente do estudo de Espin et al. (2016) que demostram os
acidos 3-cafeoilquinico e rosmarinico como os compostos majoritarios em diferentes amostras de tamarillo produzidos no
Equador. Condicges diferenciadas de solo, clima, praticas agricolas e grau de maturagdo do fruto podem explicar as dife-
rengas encontradas. Foi observada reducdo do teor de compostos fendlicos ap6s a pasteurizagéo, possivelmente devido
a oxidagao destes compostos provocada por temperaturas elevadas (Rothwell et al., 2015).

Avaliando o efeito do armazenamento sobre a AA e o teor de compostos fenélicos da polpa de tamarillo, o valor de FRAP
(mmol Fe *?/L) foi 40% menor apds 60d de armazenamento (T = 9,7 £ 0,3; T,= 5,8 £ 0,1) na polpa néo processada e 35%
menor apos 60 dias de armazenamento (T = 6,8 +0,2; T,= 4,4 + 0,1) na polpa processada por pasteurizag&o. Avaliando em
conjunto o efeito da pasteurizagao e do tempo de armazenamento sobre a AA, foi observado que o tempo de armazenamento
foi a variavel de maior relevancia contribuindo para 65% da variancia total da AA (Two-way ANOVA, p< 0,0001). Em contra-
partida, para TEAC, a pasteurizagéo foi a variavel mais importante, contribuindo para 64% da variéncia total da AA (Two-way
ANOVA, p =0,0004). O teor de fendlicos totais (mg EAGIL) foi 39% menor apds 60 dias de armazenamento (T = 1563 + 88;
T, = 945 + 24) e foi influenciado tanto pela pasteurizagéo quanto pelo tempo de armazenamento, sendo a interag&o entre
estas varidveis independentes responsaveis por 41% da variancia total em fendlicos totais das polpas de tamarillo (p< 0,0001).
Quanto a capacidade antimicrobiana, foi observado a formagéo de halos de inibigao contra bactéria Gram negativa de 3 mm
para a polpa ndo processada, 2 mm para o residuo e ndo houve formacéo de halo de inibigo para a polpa processada por
pasteurizacéo, indicando que o fruto do tamarillo n&o apresenta atividade antimicrobiana pelo método investigado.
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CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram que a pasteuriza¢éo levou a redugéo do teor de fendlicos totais, da atividade antioxidante
e promoveu modificacdo da composigao em fendlicos da polpa de tamarillo. Comparativamente, observamos que o fruto
in natura apresenta maior atividade antioxidante e teor de fendlicos totais comparado a sua polpa e residuo. Avaliando o
tempo de armazenamento e a pasteurizagdo, nossos resultados sugerem que ambos sejam considerados em conjunto
para assegurar a composicdo em bioativos da polpa de tamarillo. O presente estudo contribui para o conhecimento dos
efeitos dos processamentos sobre a composigao do tamarillo e fornece dados para futuras investigagdes sobre sua qua-
lidade sensorial e bioatividade.
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INTRODUGAO

O gluten é definido como uma rede de proteina complexa presente no endosperma de cereais, obtido apés hidratagéo e
forca mecanica (WIESER, 2007). O gluten de trigo apresenta propriedades reoldgicas exclusivas (viscosidade, extensibili-
dade e elasticidade) conferidas pelas proteinas de reserva: gliadinas e gluteninas; sendo, portanto, considerado a matéria-
-prima mais adequada para a fabricagio de pées e massas (SHEWRY, HALFORD, 2002). Além do aspecto tecnolégico, as
proteinas de gluten podem desencadear alergias e intolerancias alimentares, incluindo reagdes inflamatérias em pacientes
com doenga celiaca (DC). A DC é uma enteropatia definida como um disturbio imunomediado desencadeado pelo gliten
em individuos geneticamente predispostos. Uma vez que o tratamento é a exclusdo do gluten da dieta, a detecgéo e
quantificagdo dessas proteinas sao extremamente importantes, ndo sé devido ao seu efeito direto sobre a qualidade dos
alimentos, mas também por razbes de seguranca alimentar. No entanto, a anélise de gluten em produtos alimentares é
uma tarefa muito dificil, devido & dificuldade de extragdo destas proteinas e a alta complexidade e homologia dos poli-
peptideos (WIESER, 2007). Abordagens protedmicas com base em técnicas sensiveis e confiaveis, como a cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas, revelam-se atualmente como importantes ferramentas para a identificagéo,
quantificagdo e também discriminagdo de proteinas de gliten, uma vez que é baseada na massa exata dos peptideos
(MARTINEZ-ESTESO et al., 2016).

OBJETIVO

Identificag&o e quantificagdo relativa dos peptideos imunogénicos marcadores do gliten em farinhas de trigo brasileiro a
partir de técnicas protedmicas como a cromatografia liquida de ultra-performance acoplada a espectrometria de massas
de alta resolugéo (UPLC-MS).

METODOLOGIA

Foram utilizados 9 farinhas de trigo (Triticum aestivum), cedidas pela OR Melhoramento de Sementes (Passo Fundo,
RS), provenientes da safra 2015/2016 e com diferentes qualidades tecnoldgicas, previamente classificadas como fortes
(FO), médias (MD) e fracas (FR), de acordo com a for¢a e a estabilidade do gluten (AACC, 2000). Primeiramente foi rea-
lizada a deplec&o das proteinas sollveis (albuminas e globulinas) utilizando 1 mL de tampao Tris-HCI (80 mM, pH 8,0),
iodoacetamida (IAM;40 mM). Os sobrenadantes foram descartados e os pellets contendo as proteinas do gluten foram
ressuspendidos segundo Martinez-Esteso et al. (2006). Os extratos passaram pela etapa de clean-up para concentragéo
e troca de tampao, utilizando-se filtros Amicon 3 kDa (Millipore). Em seguida, foram quantificadas pelo método de Bradford
(1976), utilizando-se como padréo albumina de soro bovino (BSA). As leituras foram realizadas em triplicata a 595 nm
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em espectrofotémetro (UV-2700, Shimadzu). Apds quantificacdo, as amostras foram diluidas em bicarbonato de aménio
até concentragdo aproximada de 1 pg/uL Os pools de extratos proteicos foram feitos de acordo com cada qualidade tec-
noldgica, utilizando 20 uL de cada amostra, resultando em trés pools com volume final de 60 uL. Apds essas etapas, foi
adicionado ditiotreitol (DTT) e iodoacetamida (IAM) e as amostras foram vortexadas e deixadas no escuro (20 °C, 30 min).
Foram entéo adicionados 20 L de Tripsina Lys-C (Promega) e incubou-se por 12 h a 37 °C. Foram ent&o adicionados 5%
acido trifluoroacético (TFA), seguido de incubag&o (90 min, 37 °C) e centrifugagao (14.000 xg; 90 min; 4 °C). Os extratos
peptidicos foram analisados em modo positivo em NanoUPLC (Acquity, Waters) acoplado a um Espectrometro de Massas
de Alta Definigdo (Synapt G2-S HDMS, Waters Corp., Manchester, Reino Unido) equipado com analisador do tipo QTOF.
Utilizou-se coluna TRAP nanoEase BEH130 C18 (5 um, 180 um x 20 mm) e uma coluna de fase reversa nanoAcquity HSS
T3 C18 (1,8 ym, 100 pm x 100 mm) (Waters Corp., EUA) a 55 °C. A fase mdvel A consistia em &gua ultra-pura e a fase
mével B era constituida de acetonitrila, ambas adicionadas de acido férmico a 0,1%. A primeira etapa foi a realizagéo de
corridas exploratérias (scouting run), para quantificar e normalizar a quantidade de proteinas injetadas. Em seguida, a
aquisicéo foi feita pelo modo multiplex MSE, aplicando simultaneamente baixa e alta energia de fragmentagéo (15-55V),
com 2 uL de cada amostra injetados num fluxo de 0,6 mL/min com gradiente de 7-40% de B em 90 min. Para identificagéo
e quantificagdo dos peptideos utilizou-se o software Protein Lynx Global Server (PLGS;Waters), alimentado com o banco
de dados de proteinas de T. aestivum (http://www.uniprot.org),

usando os filtros: 3/3 replicatas, pass 1 only, escore maior que 8.15/raw score, erro < 10 ppm e 0% de falso positivo. Os
parametros de identificacdo foram: até 2 clivagens perdidas, peptideos de carga +2 e +3, +/-1,8 Da de tolerancia pre-
cursores e +/-0,8 Da de toleréncia MS/MS. Para avaliar a imunogenicidade dos peptideos utilizou-se o banco de dados
especifico de prolaminas (ProPepper®) (JUHASZ et al., 2015).

RESULTADOS

Foram identificados no total 3.604 peptideos e, apds a aplicagdo de filtros, 600 peptideos. Apbs a avaliagdo em banco
especifico de prolaminas para investigagdo da imunogenicidade, foram encontradas 29 sequéncias peptidicas com essa
caracteristica. Dentre eles, dez peptideos imunogénicos foram encontrados em comum a todas as amostras (FR, MD,
FO) e totalizam-se vinte e dois (22) epitopos, definido como a menor porgdo do antigeno com potencial de gerar a res-
posta imune e, por isso dentro do contexto deste trabalho, responsavel por disturbios alimentares relacionados ao trigo
(JUHASZ et al., 2015). Amédia das abundancias totais de ions dos peptideos imunogénicos de cada pool foi calculada e a
amostra que apresentou maior potencial imunogénico foi a relacionada as farinhas FR, seguidas das MD e FO (Figura 1).
Analisando os peptideos presentes em apenas um dos pools observa-se que a farinha FR apresenta 5 peptideos exclu-
sivos e 28 epitopos no total; a amostra MD apresenta 3 peptideos exclusivos e 3 epitopos; e a FO apresenta 4 peptideos
exclusivos e 6 epitopos. Isso mostra que, também quando analisados os peptideos unicos, as farinhas FR apresentam
o0 maior potencial alergénico. No entanto, observa-se que as farinhas FO, mesmo com menor nimero de peptideos e de

epitopos (comparada a FR) apresentaram 2 peptideos de abundancia elevada, sendo aproximadamente 45% maiores que

o peptideo (FR3) mais abundante na FR (Figura 2).
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Figura 1: Abundancia total dos peptideos imunogénicos  Figura 2: Média da abundancia relativa dos peptideos
de cada amostra. imunogénicos Unicos de cada amostra.

O banco ProPepper® fornece diversas informagdes sobre os peptideos que permitem a identificagéo do tipo de doenca
desencadeada por determinado peptideo. Assim, todos os peptideos imunogénicos encontrados (29 peptideos) foram
caracterizados de acordo com sua proteina de origem e doenga desencadeada. Pode-se observar (Figura 3) que grande
parte dos peptideos tem origem de gluteninas de alto peso molecular, sendo 17 sequéncias que, no geral, desencadeiam
DC e anafilaxia induzida pelo exercicio dependente do trigo (do inglés, WDEIA). As gliadinas, que manifestam diferentes
tipos de alergia, apresentam 5 sequéncias peptidicas, sendo a segunda classificacdo de proteinas mais relevante em ter-
mos imunoldgicos. Isso contradiz com o j& visto na literatura, onde se observa que as gliadinas foram predominantes, se-
guidas das gluteninas de alto peso molecular (BROMILOW et al., 2017). Além disso, estudo com gréos de trigo mostra que
a predominancia entre as manifestagdes clinicas é de WDEIA (UVACKOVA et al., 2013), sendo que nas farinhas brasileiras
a predominancia foi desencadeamento de doenga celiaca. A classificagdo “outras” incluem proteinas do tipo aveninas,
embora diversos estudos apontem que as prolaminas da aveia s&o menos reativas, podendo ndo desencadear resposta
auto-imune na maioria dos pacientes celiacos (MAMONE et al., 2011). Ressalta-se a importancia do presente trabalho,
uma vez que ha relevantes diferen¢as com a mesma matriz (Triticum aestivum) cultivada em outros locais do mundo.
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Ainda através da literatura atual, observa-se que estudos buscam a deteccdo de peptideos imunogénicos no trigo
(ROGNIAUX et al., 2015; LARRE etal., 2011), mas este é o primeiro trabalho a fornecer informagéo detalhada sobre o po-
tencial imunogénico de farinhas de trigo brasileiro de qualidades tecnoldgicas diferentes, destinadas a diferentes tipos de
produtos alimenticios amplamente consumidos no pais, por meio do método UPLC-MSE e relacionando os 29 peptideos
imunogénicos detectados e quantificados com manifestagdes clinicas. Com isso, torna-se possivel avaliar o tipo de farinha
com maior potencial imunogénico, bem como as principais doengas desencadeadas.

CONCLUSAO

A partir do método UPLC-MSE foi possivel ter uma alta detecgdo de proteinas e peptideos, comprovando que a protedmica
€ uma técnica eficiente para identificagdo de peptideos associados ao gluten. Os resultados discutidos trazem importantes
informagdes sobre o potencial imunogénico das farinhas de trigo brasileiro de diferentes qualidades tecnolégicas. Foi pos-
sivel identificar a classificagdo da farinha com maior potencial imunogénico observando a abundancia dos peptideos, tanto
0s comuns aos trés pools quanto os exclusivos de cada um. Por fim, ficou claro que a doenga celiaca é a principal doenca
desencadeada pelos peptideos imunogénicos encontrados.
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INTRODUGAO

E crescente o interesse das pesquisas pela descoberta de mecanismos que auxiliem na prevencéo e na diminuigdo da
progressao de patologias que acometem a préstata, vem ganhando destaque no cenério cientifico. O cancer de prostata
é a forma mais comum de cancer com elevada incidéncia em todo 0 mundo, sendo ainda uma causa de morte frequente
em paises desenvolvidos, sendo visado novos protocolos de tratamento e prevengdo. (Rodrigues & Sales, 2013). A neo-
plasia prostatica é a segunda causa de morte por cancer mais comum em homens (Siegel et al., 2012), com a progressao
lenta caracteristica e a recorréncia apds tratamento em muitos pacientes (Larkin & Kyprianou, 2013). Em raz&o disso, a
melhoria nos protocolos de tratamento e prevengao surgem como de extrema importancia no combate dessa patologia, e
recentemente, grande atengéo tem sido dada a influéncia do licopeno sobre as neoplasias malignas, entre elas, o cancer
de prostata. O licopeno é encontrado na prostata humana, sugerindo a possibilidade biolégica de um efeito direto deste
carotenoide na fungédo da prostata e na carcinogénese (Shami & Moreira, 2004). O licopeno € um composto bioativo que
compreende aproximadamente 80-90% de todos os pigmentos presentes no tomate (Hsu et al., 2008). Varios estudos tém
investigado a possibilidade que alimentos processados e cozidos resultem na isomeriza¢do do licopeno da forma trans
para cis-isbmeros, sendo esta mais biodisponivel (Shi & Le Maguer, 2000). Além disso, o licopeno possui maior absor¢éo
pds-cozimento e, principalmente, quando veiculado em meios oleosos, como o molho de tomate (Santos et al., 2003). O
interesse em dietas e suplementos ricos em licopeno para prevengao ou terapia do cancer de préstata tem aumentando
consideravelmente durante os Ultimos anos (Holzapfel et al., 2013).

OBJETIVO
Avaliar a influéncia do licopeno e produtos a base de tomate sobre a viabilidade e ciclo celular da linhagem celular de
cancer de préstata humana com metastase de cérebro.

METODO

As amostras de polpa de tomate, extrato de tomate, molho de tomate e catchup foram adquiridas em supermercado local.
O preparo do extrato liofilizado de cada amostra foi obtido usando etanol como solvente, sendo submetidos ao processo
de liofilizag&o. Em seguida, foi acondicionado em frasco &mbar, em temperatura de congelamento, para posteriores ana-
lises. A quantificagdo e determinagéo do perfil de carotenoides nas amostras foram realizadas por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), com forno para colunas (33 °C), detector de rede de diodos UV-Vis (DAD 996 - Waters®), com
coluna C30 S-3 YCM® Carotenoid de 4,6 x 250 mm. A linhagem celular de cancer de prostata humana com metastase
em cérebro (DU-145) foi obtida do Banco de Células do Rio de Janeiro (Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ,
Brasil), cultivada em meio DMEM suplementado com 10% SFB e 1% Penicilina, pH 7,4, sob atmosfera de 5% de CO, e
temperatura 37° C. Para cada experimento, as células foram plaqueadas, em 1,0 x 104 células/cm? em placas de 96 para
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a analise de proliferacdo, e em placas de 6 pogos para as analises de ciclo e apoptose celular. Apds 24 horas, 0 meio de
cultura foi trocado e as células sofreram incubagées em concentragdo de 5000ug/ml dos extratos liofilizados das amostras
de polpa de tomate, molho de tomate, extrato de tomate e catchup, dissolvidos em &gua tridestilada a 50°C, no intervalo
de tempo de 96 horas, células néo tratadas foram incluidas em cada placa. A viabilidade celular foi determinada pelos
ensaios de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil- tetrazélio). A leitura da placa foi realizada pelo leitor de
microplacas (Bio-Rad 2550, USA) a 570nm. A taxa de inibigdo da proliferagéo celular (CPIR) foi calculada utilizando a se-
guinte férmula: CPIR = (1-Um valor médio do grupo experimental / Um valor médio do grupo controle) x 100%. A analise de
ciclo celular foi realizada utilizando ensaio com iodeto de propidio. As células foram ressuspendidas em 500puL de solugéo
fria de Vindelov (Vindelov, 1977), contendo 0.1% Triton X-100, 0.1% RNase e 50ug/mL iodeto de propidio, a suspenséo
celular foi analisada para conteudo de DNA em citdmetro de fluxo (FACScalibur BD Biosciences), os dados analisados em
software Cell Quest. A porcentagem de populagéo de células em uma fase especifica foi estimada com software de analise
EXPO32 V1.2. Para avaliagéo de apoptose, as células em estudo foram submetidas &8 marcagdo com anexina V conjugada
a FITC (BD Pharmigen, San Diego, EUA). As células ressuspendidas em 400uL de solugdo tampao do kit Il de detecgéo
de apoptose (BD Pharmigen), 5uL de anexina V FITC e 5uL de iodeto de propidio. Com leitura realizada em citdmetro de
fluxo (FACScalibur BD Biosciences), os dados analisados em software Cell Quest. Os dados experimentais obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados através do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0.

RESULTADOS

A tabela 1 apresenta o contetdo de carotenoides totais, cis-licopeno e alltrans-licopeno em produtos a base de tomate.
Os resultados mostraram que o teor médio de licopeno em polpa de tomate foi de 97,78%, 96,65% para molho de tomate,
96,48% em catchup, e 95,12% em extrato de tomate. O percentual de licopeno total foi estatisticamente diferente (p<0,05)
entre as amostras de polpa de tomate, extrato de tomate e catchup. Entretanto, o contetido de licopeno total obtido para
molho de tomate n&o foi estatisticamente diferente (p>0,05) dos valores apresentados pelos demais produtos analisados.

Tabela 1. Conteudo de carotenoides totais, cis-licopeno e all-trans-licopeno em produtos a base de tomate

Amostra Carotenoides cis- Carotenoides totais trans- Conteddo de
I
Totais Licopeno [ cis-Licopeno Licopeno Licopeno
(ne/g) (ue/e) Razdo (ue/g) (%)
Catchup 147,81 +8,35* 9,20+0,89 16,06 133,39+ 6,64* 96,48 +0,36°
Extrato de
85,60+1,09® 5,48 +0,88 13,20 74,94 + 1,730 95,12 + 0,22
tomate
Molho de
168,95 £ 5,36° 7,40 +0,49" 22,83 155,94 £ 7,45 96,65 + 1,63*5*
tomate
Polpa de
77,57 £1,819 5,05 +0,40" 15,36 70,80 £ 2,09 97,78 £ 0,10°
tomate

*O experimento foi expresso como média e desvio padrdo. Letras diferentes entre amostras indicam diferenca
estatistica significante (P < 0.05).

Ao analisar a tabela 1, o catchup apresentou maior conteudo de isémero cis-licopeno por grama de amostra (9,20 ug / g),
no entanto, quando avaliado a raz&o entre carotenoides totais versus cis-licopeno, o extrato de tomate possui a razao mais
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baixa, ou seja, proporcionalmente, maior contetido de isbmero cis. Estes valores sao similares aos relatados por Barber &
Barber (2002) e Waliszewski & Blasco (2010).

Alinhagem celular de cancer de préstata humana com metastase em cérebro (Du-145) foi tratada com extrato liofilizado
das amostras de produtos a base de tomate e apresentou uma redugdo na viabilidade celular quando comparadas as
células cultivadas sem tratamento (Figura 1). Na andlise de viabilidade celular, na concentragdo de 5000p.g/ml apés 96
horas de incubagdo constatou-se uma redugéo no numero de células viaveis, alcangando resultados que chegaram a
aproximadamente 80% de redugao da viabilidade das células, ndo houve diferenga estatistica significativa entre as demais
amostras (p>0,05). Tem se atribuido ao licopeno a diminui¢éo da progressdo do cancer de prostata, devido evidéncias do

seu efeito inibitorio sobre a viabilidade de células malignas (Chen et al., 2001).

Du-145

100+
L 90- I Controle
g B0 Bl FPolpa de tomate
2 70- B Extrato de tomate
2 60 = Molho de tomate
3 ig' [ Catchup
g 30- - el |=| -
=

20+
* 10-

5000pg/mL - 96 horas

Figura 1. Efeito do licopeno de produtos a base de tomate sobre a viabilidade de células Du-145 em 96 horas de
tratamento. O experimento é expresso em média + desvio padrdo, sendo diferengas significativas entre as células
nao tratadas (CT) e as tratadas com as amostras de polpa de tomate, extrato de tomate, molho de tomate e cat-
chup comparadas pelo teste de Tukey (***p <0,001).

Para avaliagéo do efeito do licopeno na progressao do ciclo celular, as células DU-145 foram incubadas com amostras
de extratos obtidos de produtos a base de tomate por periodo de 96 horas e ap6s isso foi quantificado o percentual de
células nas diferentes fases do ciclo celular (Figura 2). A analise das fases do ciclo celular, por citometria de fluxo, revelou
que o licopeno obtido de polpa de tomate e extrato de tomate na concentragdo de 5000g/ml, promoveu uma redugao
do percentual de células DU-145 na fase G0/G1 do ciclo celular (Figura 2A e 2B), provavelmente pela capacidade do
licopeno impedir que a mesma complete o ciclo celular e consequentemente sua proliferacéo, como descrito por Tang et
al. (2005), o que reforga a capacidade do licopeno em promover parada de ciclo celular e indugédo de apoptose em linha-
gens de células de cancer prostata. Contudo, as amostras de molho de tomate e catchup (Figuras 2C e 2D), aumentou a
porcentagem de células DU-145 na fase G2/M, apds tratamento, o acumulo de células em G2/M é muito importante, uma
vez que induz ao processo de morte por apoptose, assim as células ndo podem retornar ao ciclo e proceder a divisao

celular (Tang et al.,2005).
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Figura 2. Efeito de produtos a base de tomate sobre a progresséo do ciclo celular em células Du-145 apés 96 ho-
ras de tratamento. As fases do ciclo celular estéo ilustradas de acordo com o tempo de exposicdo e concentragdo
do carotenoide. O experimento é expresso em média + desvio padrdo, sendo diferengas significativas entre as
células ndo tratadas (CT) e as tratadas com as amostras de polpa de tomate, extrato de tomate, molho de tomate
e catchup comparadas pelo teste de Tukey (*p <0,05; **p <0,01); ***p<0,001).

Na avaliagdo do processo de apoptose induzida pelo licopeno, foi verificado um aumento do percentual de células apopto-
ticas na dose utilizada quando comparados ao grupo n&o tratado. No ensaio de apoptose, néo se observou uma diferenga
estatistica significativa em concentragdo 5000ug/ml entre as diferentes amostras (p>0,05). A polpa de tomate foi a amostra
que obteve maior destaque, levando um aumento de 50,0 vezes de células entrando em morte programada na dose mais
alta (5000ug/ml) (Figura 3). Atualmente, varios estudos in vitro com células cancerosas da prostata humana e linhagens
celulares derivadas destas e de outros tecidos tém indicado que o licopeno induz a apoptose nestas células, sugerindo um
papel quimioterapico deste carotenoide (Kanagaraj et al., 2007; Salman et al., 2007).
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Figura 3. Efeito de produtos a base de tomate sobre o processo de morte programada em células Du-145 apds 96
horas de tratamento. As analises por citometria de fluxo estao ilustradas em de acordo com o tempo de exposi¢éo
em concentragdo 5000ug/ml. O experimento € expresso em média + desvio padrao, sendo diferengas significati-
vas entre as células ndo tratadas (CT) e as tratadas com as amostras de polpa de tomate, extrato de tomate, molho
de tomate e catchup comparadas pelo teste de Tukey (***p <0,001).
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CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, conclui-se que os produtos a base de tomate promoveram inibigéo da viabilidade da linha-
gem de cancer de prostata humana com metastase de cérebro, com estagnacao do ciclo celular e induc&o da apoptose.
Diante deste contexto, a quimioprevengao através da ag&o de produtos a base de tomate emerge como um importante
instrumento na prevengao e controle do cancer de prostata, sugerindo mecanismos de agao anticarcinogénicos, que pode
auxiliar contra a progressao da doenca.
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INTRODUGAO

A produgéo nacional de amendoim na safra 2009/2010 alcangou cerca de 226 mil toneladas, destacando-se a regido
Sudeste (180 mil toneladas) e em segundo lugar a regido Sul (18,5 mil toneladas). Desse total, 6,5 mil toneladas foram
produzidas no Rio Grande do Sul e nas regides Nordeste, Norte e Centro-Oeste com 10,5, 9,0 e 7,8 mil toneladas, respec-
tivamente (CONAB, 2010).

Como alimento humano, o amendoim apresenta teor elevado de caloria, cerca de 596 kcal.100 g, constituindo-se em
média de 5,4% de agua, 47,7% de gordura, 30,4% de proteina, 11,7% de carboidratos, 2,5% de fibra e 2,3% de cinzas.
Destaca-se, nutricionalmente, pelo elevado teor lipidico (80% dos acidos graxos representados pelos &cidos oleico e lino-
leico) e pela presenga dos aminoacidos arginina, fenilalanina e histidina (DALBELLO, 1995).

O grao de amendoim, bastante valorizado comercialmente, pode ser consumido tanto na forma in natura como proces-
sado, sendo muito utilizado em produtos de confeitaria, aperitivos salgados, torrados e fritos, ou como ingrediente na
culinaria e nas indUstrias de doces, balas, bombons e pastas. Entre os produtos industrializados destacam-se o dleo bruto,
excelente matéria-prima para a produgéo de sabdes e de biodiesel, e o dleo refinado, utilizado para fins alimenticios e
medicinais (PRETTI, 2010).

As tortas sdo obtidas ap6s extragdo mecanica do 6leo e os farelos, por meio da extragao por solventes.Os farelos geram
residuos com menor teores de 6leo, quando comparados aos das tortas. Apesar da menor eficiéncia da retirada do 6leo
por meio da extragdo por presansagem, esse processo possibilita um sistema mais viavel em pequena escala, por ndo de-
pender das exigéncis de instalagdes e de seguranga inerentes ao processamento com uso de solvente (NEIVA JUNIOR et
al.,2007). A prensagem continua, método bastante utilizado para a extragéo do 6leo de amendoim, é rapida, facil e de baixo
custo. No entanto, sua produgéo no Brasil diminuiu consideravelmente devido ao baixo aproveitamento da torta restante.
Isso favoreceu o uso de outras oleaginosas, como a soja, para essa finalidade (CAMPOS LASCA, 2001; PIGHINELLI et
al.,2008).

Atorta, principal subproduto gerado na extragéo do éleo de amendoim, tem sido empregada como base para a formulagao
de produtos destinados a alimentag¢do animal ou para adubagéo. Caracteristicas como teor de proteinas (~46%) e de fibras
(~5,5%) podem justificar sua utilizagdo na alimentagdo humana (PEIXOTO, 1972; BELITZ e GROSCH, 1988). Além disso,
apresenta maior quantidade de nutrientes digeriveis que a torta de soja e suas proteinas sao semelhantes as da soja (alto
valor biolégico), embora com quantidade ligeiramente inferior de lisina. Contudo, o produto é pobre em calcio e contém
metade do fésforo existente na torta de algod&o. Também néo apresenta caroteno nem vitamina D, como outras tortas de
sementes oleaginosas (PEIXOTO, 1972; PERES et al., 2005).
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OBJETIVO

Objetivo geral
determinar a composi¢ao proximal de farelo de amendoim

Objetivos especificos
- analisar teores de umidade, proteina, lipideo e cinzas

- calcular o teor de carboidratos
- extrair e quantificar o teor de compostos fendlicos presentes no farelo de amendoim

METODOLOGIA

Atorta de amendoim utilizada neste trabalho foi cedida pela Empresa Caramuru, situada no municipio de ltumbiara - GO,
Brasil. Este material foi enviado seco, desengordurado e peletizado e foi moido em moinho de martelo, homogeneizado e
armazenado em sacos de polietileno, a -20°C, até o momento do uso.

Determinagdo da composi¢ao proximal; Para determinago da composi¢do do farelo de amendoim foram realizadas as
seguintes analises, de acordo com a metodologia do Instituto Adolfo Lutz (ZENEBON et al., 2008): umidade por volateis a
105°C, cinzas por calcinagdo em mufla, proteina total por Kjeldahl, lipidios por Soxleht e carboidratos por diferenga.

Extragdo e quantificagdo de compostos fendlicos: Foi preparada uma suspenséo de 2,59 de torta de amendoim com 10 mL
de solugéo acetona (70%). A solug&o foi colocada em banho maria (90 °C por 30 minutos) e posteriormente centrifugada
(3100 x g por 15 minutos). O sobrenadante foi aliquotado e congelado.

O contetido de fendlicos totais dos extratos metandlicos foi determinado de acordo com o método de ZIELINSKI e
KOZLOWSKA, em espectrofotdmetro modelo Ultrospec 2000 (Amersham Biosciences, Cambridge, Reino Unido), utilizan-
dose reagente de Folin-Ciocalteau e &cido galico como padr&o. Os resultados obtidos foram expressos como equivalentes
de &cido galico.100 g -1 amostra base Umida (b.u.).

RESULTADOS

Tabela 1. Composic&o proximal e teor de compostos fendlicos do farelo de amendoim

COMPONENTES %
Umidade 8,696
RMF 6,027
Proteina 33,263
Lipideos 4,400
Carboidratos 47514
Compostos fenolicos (mg de acido galico/100 g de amostra) 267,693

A torta apresentou baixo teor de umidade, o que possivelmente garante armazenamento prolongado e satisfatério em
temperatura ambiente. O teor encontrado, inferior a 10%, esté de acordo com o verificado na literatura. O residuo mineral
fixo proximo de 6%, é considerado médio para esse tipo de produto. O teor de lipideos de 4,4% esta dentro da faixa es-
perada para residuo da extragéo de 6leo por solvente (farelo) que é entre 5 e 0,5%, embora se encontre préximo ao limite
superior, ao contrario do que é normalmente encontrado na literatura (valores normalmente mais proximos de 1%). O teor
de proteina observado no presente trabalho foi bem inferior ao que € verificado na literatura disponivel, que varia bastante,
mas é geralmente superior a 45%. Uma vez que ¢ obtido por diferenga, o teor de carboidratos ¢é fortemente influenciado
pelo valor de proteinas. No presente caso, esse teor ficou acima do encontrado na literatura. Informagdes sobre o teor de
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fenolicos presentes no farelo ndo sdo muito abundantes na literatura. Os relatos encontrados indicam valores em torno de
150 mg/100g, bem inferiores aos encontrados no presente trabalho.

CONCLUSOES:

Apesar das diferencas encontradas com relagdo a literatura, pode-se ainda concluir que o farelo de amendoim é um
produto altamente proteico, que apresenta cerca de 1/3 de sua composi¢do em proteinas, e que pode ser utilizado para
obtengéo de peptideos, com potencial para grande agregagao de valor. O teor de fenélicos encontrado foi considerado alto
e pode ser um fator de interferéncia na atividade antioxidante, devendo ser levado em considerag&o no desenvolvimento
de estratégias para obtencéo de peptideos antioxidantes dessa matéria-prima.
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INTRODUGAO

A gestéo de residuos sélidos é um dos grandes problemas enfrentado pela sustentabilidade (JACOBI, PEDRO ROBERTO;
BESEN, 2011). Segundo o Ministério do meio ambiente metade de todos os residuos solidos descartados no Brasil é
composto por residuos organicos, os quais na maioria das vezes recebem uma destinagdo indevida (BRASIL, 2011). Ama
gestdo destes residuos causa consequéncias ao meio ambiente e gera desperdicio de alimentos, um contrassenso com a
porcentagem populacional que passa fome (MUCELIN; BELLINI, 2008). Frutas e hortalicas s&o fontes primarias de varios
compostos com agao antioxidante com potencial efeito medicinal para os seres humanos (VIZZOTTO et al., 2010). Estes se
distribuem nas polpas e demais partes normalmente ndo comestiveis, como talo, casca e folhas, que, ao longo de sua ca-
deia produtiva geram grande quantidade de residuos. A gestéo integrada e sustentavel dos residuos s6lidos inclui a reducéo
da produgéo nas fontes geradoras, o reaproveitamento, a coleta seletiva com inclusao de catadores de materiais reciclaveis
e areciclagem, e ainda a recuperagao de energia(JACOBI, PEDRO ROBERTO; BESEN, 2011). Um gerenciamento que visa
o reaproveitamento destes residuos, é de interesse econdmico, social € ambiental e vem sendo foco de diversos estudos
(FERREIRA et al., 2013; LOUSADA-JUNIOR et al., 2006; ROBERTA; MARIANA: EDIRA, 2014; SOUSA et al., 2011).

OBJETIVO

Visando a sustentabilidade e o reaproveitamento de residuos organicos, este trabalho destina-se a utilizar um mix proces-
sado de frutas e hortalica (MPFH) no cultivo de alface (Lactuca sativa), objetivando o beneficiamento do solo e no perfil de
bioativos das alfaces cultivadas em solo tratado.

METODOLOGIA

O mix (M) utilizado na adubagéo foi obtido pelo residuo do processamento de frutas e hortalicas na producéo de uma
bebida isotbnica, composta por abobrinha (Curclbita pepo), alface (Lactuca sativa), cenoura (Daucus carota), espina-
fre (Spinacea oleracea), horteld (Mentha sp), inhame (Colocasia esculenta), laranja seleta (Citrus sinensis), maracuja
(Passiflora edulis), melancia (Citrullus lanatus), pepino (Cucumis sativus) e rucula (Eruca Sativa), conforme descrito por
(FERREIRA et al., 2013). Trés condigdes de plantio de sementes de alface foram analisadas em duplicata: padrao (0%M);
A (5%M) e B (10%M)(WANG et al., 2017). O plantio foi feito com terra estercada misturada ao mix processado em semen-
teiras individuais. Foram analisados: atividade antioxidante (AA) pela redugéo do DPPH (MEYER; DAM; LAERKE, 2009)
e perfil de fenolicos, por cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector Photo-diode array (CLAE-PDA), de acordo
com a metodologia descrita por GOMES; TORRES, 2015. As anélises nos meios de cultivo foram feitas em momentos
pontuais: pés-formacédo do solo (IN) e final plantio (FINAL). As mesmas analises foram feitas nas folhas de alface no final
(ALF). Para tratamento estatistico foi aplicado o teste t — Student (p<0,05)
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RESULTADOS

Ao analisar o solo, foi observado que ndo houve diferenca significativa da AA no tempo final apenas para o padrdo. Com
a adicdo do mix, houve redugdo da AA durante o plantio, no minimo 40% para ambas as amostras. A AA na alface nos
diferentes meios de cultivo apresentou diferenca significativa, considerando a alface cultiva no solo padréo a referéncia.
Observa-se que 0 meio contendo 5% de mix promoveu aumento de 60% da ag&o antioxidante ao vegetal (Figura 1).

5% W 10% Padrdo
FINAL

e ——
.
—

momentos

30 40 50 60 70 80

o
=
S

% redugdo DPPH

Figura 1. Atividade antioxidante (% redugédo DPPH) em solo com e sem (padréo) adigéo de mix (10% e alface em
diferentes tempos de plantio adigdo de mix de residuo de frutas e hortalicas (M) (N=6)

O teor total de fendlicos totais foi estimado a partir dos teores identificados por CLAE (figura 2). Observa-se que a eficién-
cia do meio de cultivo com 5% do mix foi similar a AA. Interessante o comportamento do meio de cultivo com 10% do mix
que inicialmente apresentou maior teor de fendlicos totais que o meio com 5%, mas néo foi eficiente no perfil da alface
cultivada.

250

Meio cultivo inicial Meio cultivo final
200

Alface
150

mcg/g

o

Padrdo A (5% M) B (10% M)
Amostras

Figura 2. Teor total de fendlicos (mcg/g) em meios de culto padrdo e com adigdo de mix de frutas e hortalicas (M)
e na alface cultivada (N=6) - — =*10

Ao avaliar o perfil de compostos fendlicos, figura 3, verifica-se a identificagdo de 11 compostos fendlicos tanto no meio
padrdo quanto o meio com adi¢do de 10% do mix, j& no meio com 5% de adi¢&o foram identificados todos os compostos.
Os resultados encontrados no presente estudo levam a interpretagdo por dois caminhos ou pela interagdo de ambos,
que seriam: a absorcéo radicular dos compostos bioativos ou a interagdo do mix com solo que estimula o metabolismo
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secundario das plantas. O solo pode ser entendido como o reservatério dos componentes nutricionais necessarios a plan-
ta, tais componentes passam da fase sélida para a solugdo do solo para que possa ser absorvida pela raiz das plantas
(FAQUIN, 2005). Neste estudo, ao reservatério foi acrescentada matéria solida rica em compostos bioativos(SANTOS;
GONGALVES, 2016) sugerindo que este poderia se solubilizar na solu¢éo do solo e serem absorvidos pela raiz, explicando
a redugdo da AA no tempo final. Compostos bioativos nas plantas s&o compostos organicos originados dos metabdlitos
secundarios das mesmas, ou seja, a sintese destes compostos geralmente € afetada pelas condigdes ambientais. Os
resultados sugerem que maior beneficiamento da amostra cultivada no meio A pode ser devido ao mix ter promovido me-
nos mudangas nas condiges fisicas do solo em comparagdo ao meio de cultivo B, levando em consideragdo a curva de
tolerancia das espécies (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; VIZZOTTO et al., 2010).

m 2-hydroxyben ac W 2.4 dihidro benz m 3.4 dihidro-benz Acferulico m Acgdlico B Acssinapinico B Acvanilico H Catequina

Epicatequina m Miricetina  p-coumarico p-Hidro benz Pirogalol Rutina Trans-caf Vanilina

| P

200

Teor fenélico (mcg/g)

Padrio A(5% M) B (10% M)

Figura 3. Perfil de Fendlicos em solo em diferentes tempos de plantio (INI; FIM), com (5 e 10%) e sem (Padrao)
adicao de mix de residuo de frutas e hortalicas

CONCLUSOES

O reaproveitamento dos residuos organicos na forma de mix processado utilizado para adubagao, gerou uma melhora
no perfil de compostos bioativos da alface no meio com 5% de mix sendo um beneficio direto (consumo) e indireto (meio
ambiente) para a saude. Porém ainda se faz necessarios estudos adicionais quanto ao processo de capta¢do dos bioativos
antioxidantes durante o cultivo.
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INTRODUGAO

Devido aos efeitos benéficos sobre a satide humana e sua importancia econdémica, a uva é uma fruta amplamente cultiva-
da e comida em todo o mundo (SOUSA et al., 2013). Em contraste com o crescimento quase exclusivo das cultivares de
Vitis vinifera em paises produtores de vinhos tradicionais, cultivares de uvas hibridas representam mais de 80% do volume
de uvas (1.399.262 toneladas) processadas no Brasil (DE ROSSO et al., 2012).

Objetivo
O presente trabalho teve como finalidade caracterizar a atividade antioxidante e os compostos bioativos presentes em
novas culturas de uva Sweet sapphire e Sweet surprise.

METODOLOGIA

A capacidade antioxidante e os compostos fendlicos totais de casca e polpa dos cultivares de uvas Sweet sapphire e
Sweet surprise foram avaliados utilizando os ensaios DPPH, ORAC, ABTS, FRAP e Folin -Ciocalteu, utilizando extratos
de &gua e acetona. As antocianinas foram caracterizadas e quantificadas por HPLC. As anélises GC/MS foram realizadas
utilizando um equipamento Shimadzu GC-2010Plus / GCMS-QP2010. O injetor e a interface foram operados a 250°C e
300°C, respectivamente. Os constituintes de extrato foram identificados com base na comparagao de seus espectros de
massa com os das bibliotecas espectrales de massa NIST12.lib e NIST62.lib. Para a analise de compostos fendlicos, por
UPLC-MSE os dados brutos de todas as repeticdes foram processados com Progenesis QI v2.1 (Nonlinear Dynamics,
Waters Corporation, Reino Unido). A identificagdo de compostos fendlicos foi realizada por busca de polifendis com o
MetaScope, utilizando um banco de dados personalizado de compostos de polifenéis do PubChemiD.

RESULTADOS

Na andlise da atividade antioxidante por diferentes métodos, a casca mostrou ter maior a maior capacidade antioxidante
quando comparado a polpa em ambos os cultivares (Figura 1). O método de DPPH(Figura 1A) revelou que o extrato da
casca do cultivar Sweet sapphire produzido com acetona (PESP — ACE) apresentou a maior capacidade antioxidante
(1.393.19 umol TEAC/g), seguido do extrato aquoso de casca da cultivar Sweet sapphire (PESP — WE) com valor médio de
472.17 ymol TEAC / g. Nao houve diferenga significativa (p>0,05) entre os extratos aquosos de polpa de ambos cultivares
(PUSP-WE e PUSU-WE) e o extrato acetdnico do cultivar Sweet Surprise (PESU-ACE). ROCKENBACH e colaboradores

289

&
U . - Diretoria de

UNIRIO w1l Pesquisa



Universidade Federal do

L 3
W UNIRIO ctacs do Rio go Jansive

(2007) encontraram valores semelhantes de 480 e 479 uymol de TEAC/g pelo método DPPH, nos extratos de uva da va-
riedade Regente e Pinot Noir, respectivamente.

Na analise pelo método ORAC(Figura 1B), a amostra PESP apresentou valor médio de 341,01umolar de trolox eq./g,
seguido da amostra PESU (193.99umolar de trolox eq./g). As amostras PUSP e PUSU néo apresentaram diferenca signi-
ficativa entre si (p>0,05).

O extrato PESP-ACE (201,81 umol de sulfato ferroso / g) e PESU-ACE (95,3 pmol de sulfato ferroso / g) foram as amos-
tras com maior atividade antioxidante pela técnica de FRAP (Figura 1C). De acordo com estudo realizado (HAAS, 2015)
utilizando residuo de processamento de suco de uva, a andlise antioxidante revelou valores de 60 umol de TEAC/g, sendo
este valor inferior ao encontrado no presente estudo. Pelo método ABTS (Figura 1D), a amostra PESU-WE apresentou
valor médio de 549,37 umol TEAC/g, sendo este valor maior que o encontrado no trabalho de FALCAO et al. (2007), que
ao analisar cultivar de uva, obteve valores de 26,78 mg de Trolox/g. Novamente, os extratos PUSP, PESP e PUSU com
ambos os extratores (WE e ACE) néo apresentaram diferenga significativa(p>0,05).

A B

1 mol de trolox/g
pmolar de trolox eq./g

a a a
a a a

WE ACE WE ACE WE ACE WE ACE
PUSP PESP PUSU PESU PUSP  PESP PUSU  PESU

800
600

400
a

a
200
a

o
WE ACE = WE ACE ~ WE ACE  WE ACE WE ACE = WE ACE = WE ACE = WE ACE
PUSP PESP PUSU PESU

1Mol sulfato ferrosolg
umol de troloxig

PUSP PESP PUSU PESU

Figura 1. Atividade antioxidante do extratos aquosos (WE) e acetonicos (ACE) de casca e polpa de Sweet Surprise
(PESU e PUSU) e Sweet Sapphire (PESP e PUSP) pelos método de DPPH (A), ORAC (B), FRAP (C), ABTS (D).

As uvas (Vitis sp.) estao entre os frutos consumidos em maiores quantidades ao redor do mundo, sejam elas processadas
ou em sua forma natural, e também possuem altas quantidades de compostos fendlicos (BURIN et al., 2014). Assim, um
grande potencial desta variedade é observado como fonte de compostos antioxidantes principalmente na casca, parte que
geralmente é usada. Na determinagdo de compostos fenolicos totais, as amostras PESP-ACE e PESU-ACE apresentaram
quantidade elevadas de compostos fendlicos (200,75 e 151,1mg AGE/100 g). Em um estudo com cultivares de uva Rosa
Niagara, valores de 208 a 214 mg AGE/100g foram quantificados, sendo estes semelhantes aos encontrados no presente
estudo (SOARES, M.; WELTER, L.; KUSKOSKI, E. M.; GONZAGA, L.; FETT, 2008).

290

*
U Diretoria de

UNIRIO L1 Pesquisa



Universidade Federal do

W UNIRIO ctacs do Rio go Jansive

o 200
8 f
<
o
S 150
=
S c
& 100
[}
5 e
2 b e e
50
a
0_
WE ACE WE ACE WE ACE WE ACE

PUSP PESP PUSU PESU

Figura 2. Compostos fenolicos totais das amostras PUSP, PESP, PUSU e PESU.

Na anélise de compostos fenolicos pelo método UPLC / MSE, um total de 87 compostos foram identificados. Os flavondides
foram a classe encontrada em maior abundancia, seguidos de &cidos fendlicos, outros polifenéis, estilbenos e lignanas.
A maior quantidade de compostos foi identificada na amostra Sweet sapphire (casca e polpa) utilizando a acetona como
extrator. Os flavonoides detectados durante este trabalho sdo formados pelas estruturas de flavonéides comumente rela-
tadas na Vitis vinifera L .. kampeferol, miricetina, quercetina e isorhamnetina e seus derivados monoglicosideos (Lingua,
Fabani, Wunderlin e Baroni, 2016). Em nosso trabalho, dentre muitos flavonéides identificados, podemos citar Nepetina e
Jaceosidina que possuem ag&o anti-inflamatéria (PATEL; PATEL, 2016). Identificou-se também o &cido cafeico,da classe
dos é&cidos fendlicos, e estudos recentes mostram uma variedade de efeitos farmacéuticos, incluindo anti-inflamatério,
anticancerigeno, antitrombose, anti-hipertensivo, anti-fibrose e anti-viral (KIM et al., 2015) para esta substancia. Da classe
dos estilbenos foi identificado o piacetannol que tem sido muito estudado devido suas propriedades anti-inflamatéria e an-
ticancerigena, como também, estudos revelam efeitos benéficos para hipercolesterolemia e aterosclerose, sendo assim,
um protetor cardiovascular (KERSHAW; KIM, 2017).

A identificacéo e quantificagdo de antocianinas revelou como componente majoritario a a malvidina-3-0 glicosideo e em
ambos os cultivares (14,46mg/100g  no Sweet Sapphire e 2,76mg/100g no Sweet Surprise). O cultivar Sweet Sapphire
(SP) mostrou valores elevados de antocianinas totais (23,04 mg / 100 g) em comparagaoao cultivar Sweet Surprise (SU)
(9,43mg / 100g).

Na andlise de compostos volateis, foram identificados nas amostras de SU e SP 29 e 21 compostos, respectivamente. Os
principais grupos de compostos volateis no cultivar SP foram: 3 compostos terpénicos, 6 hidrocarbonetos, 4 acidos graxos,
2 ésteres, 3 aldeidos e 3 &lcools. Por outro lado, os compostos volateis do cultivar SU foram: 3 compostos terpénicos, 7
hidrocarbonetos, 2 acidos graxos, 6 ésteres, 3 aldeidos, 4 alcools, 4 compostos aromaticos (diversos). Estudos anteriores
mostraram que o palustrol, encontrado em ambos os cultivares possuem atividade anti-inflamatoria (BAANANOU et al.,
2015). Foi encontrado também em ambos os cultivares o squaleno que tem capacidade de induzir apoptose em muitas
linhagens neoplésicas: leucemia, melanoma, cancer de colon, cancer de préstata, carcinoma de ovério, céncer de figado,
cancer de mama, cancer de pulmao e carcinoma de sistema nervoso periférico, portanto, pode ser investigado como po-
tencial, alternativa no tratamento do cancer (CHUDZIK; KORZONEK-SZLACHETA; KROL, 2015).

17 compostos foram encontrados em ambos cultivares de uva, ndo sendo observadas diferencas estatisticas (p> 0,05).
Na comparagao das concentragdes individuais de cada um desses compostos entre as cultivares. O acido hexadecandico
[(238,72 + 327,87) ppb], 1 octacosanol [(122,05 + 25,80) ppb] e 1-hexacosanol [(105,84 + 18,33) ppb] foram os principais
compostos volateis encontrados em SP, enquanto que o 1-hexacosanol [(225,66 + 30,90) ppb)], 1-octacosanol [(123,10 +
29,20) ppb] e hexacosanal [(65,56 + 20,57) ppb)] foram os principais na SU. Os compostos 3,7-dimetiloctano-1-ol, acido
pentadecanoico, acido heptadecandico e octacosanal foram encontrados apenas na cultivar SP, enquanto alcool fenileti-
lico, 2-fenoxietanol, acetato de dimetilbenzilcarbinol, 2-p-tolilpiridina, 6xido de manoyl, etil (Z , Z) -9,12-octadecadienoato,
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eicosanoato de etil, tetracosano, docosanoato de etil, 1-tricosanol, pentacossanal e tetracosanoato de etil foram encontra-
dos exclusivamente nas cultivares SU.

Dois outros compostos apareceram em ambos os cultivares (bis (2-etil-hexil) -ftalato e bis [2- (2-butoxietoxi) etil] adipato),
sendo considerados contaminantes. Este tipo de contaminagéo foi associada a alimentos comercializados em caixas de
R-PET, como acontece com nossas amostras de uva. Ja foi descrito anteriormente na literatura o composto (bis (2-etil-he-
xil) —ftalato como um contaminante. (ROMAQ; SPINACE; PAOLI, 2009).

Conclusdo - A partir dos resultados obtidos, conclui-se que a casca de ambos os cultivares mostrou alta capacidade
antioxidante, assim como apresentaram altos valores de antocianinas e compostos fenolicos. Deste modo, o consumo das
mesmas apresenta elevado potencial bioativo para aproveitamento eficiente dos compostos antioxidantes na prevengédo
de patologias e como ingredientes funcionais.
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INTRODUGAO

A adogao de modos de alimentag&o pouco saudaveis, com o consumo excessivo de nutrientes como sédio, gorduras e
acucar, séo fatores que tem relagao direta com o aumento da obesidade e demais doengas cronicas, como o diabetes e
a hipertensao. Os primeiros anos de vida s&o de fundamental importancia para o desenvolvimento adequado, devido a
intensa maturac&o do corpo e rapido crescimento®. A formagao dos habitos alimentares na infancia sofre a influéncia dos
fatores fisioldgicos e ambientais, principalmente pelo ambiente familiar 224, Pesquisas realizadas sobre alimentacéo infantil
verificou que a praticidade de preparo e desejos da crianga, exercem grande influéncia®. E a indUstria de alimentos se
aproveita desse panorama para produzir cada vez mais alimentos saborosos, de alta densidade energética, de custo re-
lativamente baixo e reduzida qualidade nutricional®. Muitos desses alimentos séo ricos em sédio, que é um micronutriente
essencial ao corpo humano, porem, quando consumido em grande quantidade é associado a doengas como hipertensao
arterial, acidente vascular cerebral e doencas renais®.

O governo tem-se atentado para essas questdes, e uma de suas agdes para reduzir o alto consumo de sodio pela po-
pulagao foi firmar um Acordo de Cooperagao Técnica entre o Ministério da Saude e a ABIA (Associagdo Brasileira das
Industrias da Alimentagdo) para a redugdo de sal/sddio nos alimentos processados®, um dos alimentos presente neste
acordo é o macarrao instantaneo, produto riquissimo em sodio e de grande consumo pelo publico infantil 78, Na atualida-
de, em uma sociedade com grande consumo de alimentos processados e ultra processados, os rétulos desempenham a
fungao de viabilizar comparagdes quanto a qualidade dos produtos, permitindo escolhas mais saudaveis®. A evolugéo da
rotulagem de alimentos, visando sua melhor compreensao, reforga a necessidade de controle pelos érgdos competentes
€ 0 compromisso por parte da indUstria alimenticia em oferecer qualidade as informagdes declaradas™. No Brasil e no
mundo, as doencas cronicas ndo transmissiveis sdo os principais problemas de saude que acometem a populagéo, sendo
muitas destas originadas, dentre outros fatores, por maus habitos, que muitas vezes comegam, na infancia e principalmen-
te com a influéncia familiar.

OBJETIVO

Analisar a rotulagem de macarrdes instantaneos comercializados e consumidos na cidade do Rio de Janeiro, conforme a
legislag&o vigente e 0 acordo para redugédo de sodio em alimentos processados e seu impacto para seguranga alimentar
e nutricional no publico infantil.

METODOLOGIA

Foi realizado um estudo exploratorio e descritivo, com pesquisa de campo, a partir da coleta de macarrdes instantaneos
comercializados em redes de supermercados localizados na cidade do Rio de Janeiro (RJ), durante o periodo entre setem-
bro a de 2016 e margo de 2017. As amostras selecionadas representaram diferentes marcas e tipos, além de diferentes
conteudos liquidos e prazos de validade. Durante analise da rotulagem, foram avaliados: origem de acordo com as marcas
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ou tipos (estados e municipios de fabricagéo do produto); Informagdes referentes a data de fabricagao e vencimento, prazo
de validade e lote; orientacdes sobre a conservagao e preparo do produto; porgao estabelecida pelo fabricante e respecti-
vas medidas caseiras; ingredientes; presenga de apelo infantil na embalagem e teores de s6dio. Como critério de escolha
das marcas analisadas decidiu-se avaliar nesta pesquisa 5 marcas deste produto, identificadas como Marca A, B, C,D e

E, com dois sabores diferentes, e dois lotes diferentes de cada.

A escolha dos sabores de cada marca, carne e galinha caipira, teve como base a pesquisa realizada por Shinohara e
colaboradores™, enquanto para as marcas que apresentavam apelo infantil, o critério foi a inclusdo dos sabores coexis-
tentes entre elas. Para a coleta dos dados foi utilizada uma lista de verificagéo (check list) com base nos regulamentos
selecionados, como forma de avaliar o nivel de conformidade dos rétulos dos alimentos frente as legislagdes vigentes. Os

dados obtidos foram compilados e avaliados no programa Microsoft Excel versao 2010.

RESULTADOS

As informagdes obrigatérias sobre rotulagem desses produtos foram obtidas a partir da leitura e andlise fisica das em-
balagens, baseadas na RDC n° 259/02, RDC N° 360/03, e RDC n°26/ 2015 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) e a Lei n. 10.674/2003. Dentre os 30 rétulos avaliados, foi verificado uma concentragéo das industrias produtoras
no estado de S&o Paulo (76%), 0 que refor¢a os dados do Sindicato das IndUstrias de Massas Alimenticias e Biscoitos do
Estado de S&o Paulo, que identifica o estado como sendo o responsavel por 50% da produgao deste setor, sendo tam-
bém o primeiro estado a produzir 0 macarrdo instantdneo no Brasil em 1965%. Além disso, o estado sofreu uma grande
imigracéo japonesa, e segundo o Consulado Geral do Japdo em S&o Paulo ha cerca 887mil japoneses e descendentes
no Estado de S&o Paulo, sendo este povo além de criador do macarrdo instantaneo, o seu maior consumidor desse tipo

de alimento'.

Todas as marcas apresentaram data de vencimento, porém n&o informavam o prazo de validade e a data de fabricag&o,
este fato ndo se enquadra como uma irregularidade segundo a legislagao, porém esta informacéo é de grande valia ao
consumidor, visto que através dela é possivel determinar qual o seu tempo de prateleira e assim é possivel ao consumidor
programar suas compras sabendo o tempo de armazenamento possivel e a velocidade de seu consumo, além de poder
identificar o tempo que o alimento j& esta exposto para comercializagdo. Com relagéo a informagéo sobre 0 modo de
conservagéo do produto enquanto embalagem fechada, todas as amostras analisadas continha a informag&o, porém néo
havia informag6es quanto ao modo de conservagéo ap6s aberto.

Atotalidade das amostras informou conter 85 gramas, sendo 80 gramas de macarréo e cinco gramas de tempero. A porgao
é definida na Resolu¢do RDC n°359/03 como a quantidade média do alimento que deve ser usualmente consumida por
pessoas sadias, 87% das amostras definiram na informagéo nutricional a sua porgdo como todo o contetido do pacote,
total de 85 gramas. Apenas uma marca, que representa 13 % das amostras, apresentou um valor de porcéo diferente e
incorreto, pois ela declara uma por¢éo de 33g como metade do pacote, sendo que o pacote informa 85 gramas e meio
pacote seria 42,5 gramas. Essa variag&o pode gerar confus&o ao consumidor quando este quiser comparar as informagdes

nutricionais entre as marcas, pois se ele ndo se atentar para o valor das porgdes, podera obter conclusdes erradas.
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Grafico 1 — Quantidade de s6dio em macarrdes instantaneos comercializados na cidade do Rio de Janeiro, 2017.

Sadio

Para comparar as quantidades de sodio, utilizou o valor encontrado na totalidade da embalagem, com isso os valores
variaram entre 1017 mg & 1630 mg em 85 g de produto, conforme Gréfico 1. A média encontrada foi de 1407 mg.

Neste trabalho foram encontradas amostras que apresentavam apelo infantil, que foi caracterizado pela presenga de
personagens de desenhos animados famosos e a denominag&o do sabor era sucedida pela palavra suave, por exemplo,
“sabor carne suave”. Duas das marcas analisadas apresentavam produtos com essas especificagdes.

Quando comparadas as quantidades de sodio entre aqueles com apelo infantil e os sem, da mesma marca, néo foi possi-
vel estabelecer uma relagdo entre a quantidade de sddio com um sabor especifico e tampouco com a presenga do apelo
infantil, dentre estes produtos o sabor carne tradicional, sem apelo infantil, da Marca C informou a menor quantidade de
sodio, do que todos os outros, até mesmo daqueles com apelo infantil.

Ao comparar os valores de sodio entre os sabores, se observa que o sabor carne apresenta uma quantidade menor que
0 de galinha, na maioria das vezes. Porém, a média do sabor carne é de 1506 mg, enquanto o de galinha é 1535 mg por
porcao, valores bastante proximos. A maior diferenga encontrada foi na Marca B, com uma variagao 15% do valor de sédio
do sabor galinha para o sabor carne, seguido pela Marca C com apelo infantil e a Marca D, com aproximadamente 10% de
diferenca e a Marca E com 8%, as restantes apresentaram diferenga menor que 3 %.

Comiisso, ndo foi possivel estabelecer relagéo entre a quantidade sodio e os sabores analisados, idependente desta relacéo,
os valores encontrados ainda s&o bastante altos, visto que a recomendac&o da Organizagdo Mundial de Satide(OMS) é de
até 2 mg de sddio por dia, a ingestéo de um Unico pacote de macarréo instanteno pode atingir até 80% desse valor, quando
se analisa a Ingestao Diaria (ID) recomendada para criangas de 1 a 3 anos este valor utrapassa o nivel de ingestdo maximo
tolerado, que para essa faixa étaria é de 1 500 mg. Estudo realizado em S&o Paulo com 260 criangas de creches publicas
mostrou que 0 macarrdo instantaneo foi precocemente oferecido a cerca de 80% delas antes dos 12 meses de vida 7%.

O Ministério da Satde em abril de 2011 assinou um termo de compromisso no qual ficou estabelecido que até dezembro
de 2012 houvesse redugéo do teor de sédio em macarrdes instantaneos e que o teor maximo do mesmo no ultrapassas-
se 1.920,7mg/100g, o acordo foi renovado em 2017, com o objetivo de alcangar teor maximo de sédio de 1840 mg/100g
até 2018"%. Quando se converte os valores de sodio expressos nas embalagens avaliadas neste estudo para 100 g e se
compara com a meta estipulada para 2018, se tem 47% dos produtos acima da meta para o proximo ano. Estes acordos
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entre 6rgdos governamentais e industrias de alimentos, demonstram a importéncia do sédio na alimentagéo e saude, e a
necessidade da interveng&o e controle nos altos teores deste componente na alimentagéo de adultos e criangas.

Uma das marcas que continha apelo infantil era enriquecidada com vitaminas e a apresentava na parte frontal do rétulo e
em destaque, a seguinte inscrigéo “fonte de vitaminas B1, B2, B3 e B6*, este tipo de informagéo pode agregar ao produto
uma imagem de saudavel e adequado as criancas, principalmente para as pessoas com baixa escolaridade, como mostrou
o estudo de Moura & Masquio (2014) onde demonstrado associagao positiva com a percepgao do macarréo instantaneo
como alimento saudavel por pessoas de menor escolaridade, este produto era visto como indispensével por este grupo, 0s
autores chegaram & concluséo que estas pessoas podem estar mais suscetiveis a interpretagdes erréneas sobre conceitos
de alimentagao e nutricdo, que necessitam de agdes de educagao nutricional, sendo assim necessario avaliar a influéncia
da propaganda sobre os habitos alimentares.

CONCLUSOES

Com base nas andlises realizadas a respeito da rotulagem de macarrdes instanténeos comercializados na cidade do Rio
de Janeiro, foi verificado que as medidas tomadas pelo governo s&o importantes. Ainda que a iniciativa do governo e das
empresas seja positiva, a reducdo tem sido lenta e gradual, e a meta de redug&o ainda apresenta um valor extremamente
alto de sodio, considerando-se estar contido em um Unico tipo de alimento, sendo este alimento amplamente consumido
pelo publico infantil, por ser altamente palatavel, barato e de rapido preparo, podendo ainda conter o apelo infatil.
Assim, analisar o cumprimento das legislacdes se faz necessério para se garantir o direito & informagéo daquilo que se
consome, intensificar as agdes de fiscalizagdo, assim como identificar e sanar erros na elaboragéo dos rétulos de alimentos.
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INTRODUGAO

A regido Amazonica destaca-se por possuir uma grande quantidade de frutas nativas ricas em vitaminas com aromas e
sabores diversificados e elevado potencial econdmico e nutricional. Nessa perspectiva se insere a estratégia de uso dos
recursos da diversidade amazdnica como alternativa de desenvolvimento regional e local, pelo fortalecimento da cadeia
produtiva das espécies amazonicas, desde o agronegécio até o consumidor final de produtos industrializados. Frutas ama-
zbnicas como murici e tapereba sao excelentes fontes de compostos bioativos como vitamina C, compostos fendlicos e
carotenoides e podem ser explorados na fabricagdo de bebidas com a finalidade de melhorar as caracteristicas nutricionais
e sensoriais desses produtos.

OBJETIVO
O presente trabalho teve como objetivo a formulagéo e a avaliagéo sensorial de néctares mistos utilizando murici e tapereba.

METODOLOGIA

As bebidas foram desenvolvidas utilizando o planejamento fatorial 23, no qual as variaveis independentes foram: concen-
tragao de polpa de tapereba em g/Kg (X;), concentragéo da polpa de murici em g/Kg (X,), concentragéo de agucar em %
(X,) representados na tabela 1. As variaveis dependentes foram estudadas em relagéo aos atributos de aceitagéo: aparén-
cia, aroma, sabor, textura e impresséo global.

Tabela 1. Valores dos niveis de cada variavel no delineamento composto central rotacional (DCCR)

I Niveis
Variaveis Independentes
-1,68 -1 0 +1 +1,68
Polpa de tapereba (g/Kg) 74,4 105 150 195 2254
Polpa de Murici (g/Kg) 74,4 105 150 195 2254
Agucar (%) 58 75 10 12,5 14,2

-1: nivel minimo; +1: nivel maximo; -1,68: ponto axial minimo; +1,68: ponto axial maximo; 0: ponto central.

Foram realizados 17 ensaios, contendo 6 pontos axiais e 3 pontos centrais. A concentragao no ponto central do desenho
experimental para polpa de frutas foi determinada de acordo com a legislagéo brasileira (BRASIL, 2013), estabelecendo
uma quantidade minima de 30% da mistura de dois ou mais sucos e / ou polpa de frutas para ser enquadrado na categoria
Néctar Misto. A porcentagem padrdo (%) de agucar no ponto central foi baseada nos resultados apresentados por Freitas;
Mattietto (2013) que determinaram a dogura ideal para sucos misto de frutas da Amazonia.
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RESULTADOS

Afigura 1 apresenta o gréfico de contorno do atributo aparéncia, onde observou-se que as maiores médias de aceitagéo
foram alcangadas com a maior concentragéo de tapereba e agucar. A maior média de aceitagéo do atributo aparéncia ficou
compreendida com as concentragdes de 195 g/Kg de tapereba e 105 g/Kg de murici (figura 1A). Foi possivel constatar
ainda que quanto maior a quantidade de polpa de murici, menor é a média de aceitagao do atributo aparéncia (Figura 1B).
As figuras 1B e 1C demonstram também uma relagéo direta entre a concentragéo de agucar e a aceitagdo do néctar. Os
termos lineares das variaveis independentes tapereba, murici e agucar, o termo quadratico tapereba e a interagéo entre
murici e agUcar foram estaticamente significativos (p<0,05) para aceitagdo da aparéncia.

Observou-se assim, que a aceita¢do do atributo aparéncia apresentou relagao direta com as concentragdes de tapereba e
agucar, em seus termos lineares, sendo esta inversa com o fator murici, em seu termo linear.

(&/Ke)

i

o=

_ MURICI(g/Kg)

g
3
gl:: \30
3 £

e

“TAPEREBA [g/Kg)

Figura 1. Gréafico de contorno (A) concentragdo de polpa de murici e tapereba. (B) concentragdo de polpa de
murici e agucar. (C) concentragdo de agucar e polpa de tapereba para o atributo aparéncia.

Os termos lineares das variaveis independentes agUcar, murici e tapereba sao estaticamente significativos (p<0,05) para
aceitagéo do atributo textura. O termo linear aglcar foi 0 mais importante para a aceitagéo, enquanto que as concentragdes
de murici e tapereba influenciaram de maneira negativa e positiva, respectivamente, na aceitagdo. A figura 2 apresenta a
superficie de resposta do atributo textura. Nas figuras 2A e 2C, foi constatado que quanto maior a concentragao de polpa
de murici e menor a quantidade de agucar, valores mais baixos de aceitagdo sdo observados. Apenas o termo linear da
variavel independente agucar é estaticamente significativo (p<0,05) para aceitagéo do atributo aroma, influenciando posi-
tivamente a aceitagéo.

Os termos lineares das variaveis independentes aglcar e murici e termo agucar quadratico sao estaticamente significativos
(p<0,05) para aceitagdo do atributo sabor. O termo linear aglcar influenciou positivamente, o agtcar quadratico e murici
no termo linear influenciaram negativamente a aceitagéo. A figura 3 apresenta a superficie de resposta do atributo sabor.
Pode-se observar que quanto maior a concentragéo de agucar, maior € a média de aceita¢&o para o atributo, enquanto que
a maior a quantidade de murici, afeta negativamente a aceita¢éo do produto.

R

Figura 2. Superficie de resposta (A) concentragao de polpa de murici e tapereba. (B) concentragao de polpa de
tapereba e agucar. (C) concentracdo de agucar e polpa de tapereba para o atributo textura.
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Figura 3. Superficie de resposta em fungdo da concentragéo de polpa de murici e aglcar, com concentragéo de
polpa de tapereba fixa em 150 g / kg, para o atributo Sabor.

Afigura 4 apresenta a superficie de resposta do atributo impressé&o global, observa-se que quanto maior a concentragao
de agucar, maior é a média de aceitagdo para o atributo. Quanto maior a quantidade de murici, menor é a aceitagdo. Os
termos lineares das variaveis independentes aglcar e murici sdo estaticamente significativos (p<0,05) para aceitagéo do
atributo impresséo global. Observa-se que a aceitagdo do atributo impresséo global apresenta relagéo direta com o fator
agucar linear e relagao inversa com o fator murici linear.

Figura 4. Superficie de resposta em fungdo da concentragdo de polpa de murici e aglcar, com concentragéo de
polpa de tapereba fixa em 150 g / kg, para o atributo impressao global.

Em geral, todas as amostras obtiveram resultados valores médios superiores a 6,0, com excegéo de duas formulagBes.
Dessa forma, pode-se afirmar que as amostras em todos os atributos avaliados tiveram boa aceitagio. A amostra 10,
tendo sua composicdo 10% de agucar, 150 g / L de tapereba e 74,4 g / L de murici, apresentou a maior média para todos
os atributos, com médias entre 6,73 e 7,28, em comparagdo com as demais formulagdes, sendo a bebida com menor
quantidade de murici entre as amostras avaliadas.

A média mais baixa do atributo sabor foi observada na amostra 15, com média 5,09. Esta formulagdo contém a menor
concentragao de agucar (5,8%) entre as amostras desenvolvidas, sugerindo que quanto menor o teor de aglcar, menor é
a aceitagéo do produto.

Verificou-se que os resultados encontrados na regido otimizada do atributo sabor s&o idénticas aos encontrados no atributo
impress&o global, indicando a influéncia direta do sabor na aceitagao geral das amostras avaliadas. Yadav e colaboradores
(2013) concluiram que a metodologia de superficie de resposta foi utilizada com sucesso para a otimizagao dos niveis das
varias variaveis de processamento de néctares e os valores de sabor e aroma significam a aceitagao sensorial do produto.
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CONCLUSOES

A variag&o das quantidades de murici e agucar influenciou diretamente na aceita¢&o sensorial. As bebidas com maiores
médias na aceitagdo apresentaram concentragdes de aglcar entre 12,5 e 14,2% na composi¢do. Além disso, a introdugéo
da polpa de murici influenciou de maneira negativa nos atributos sensoriais dos néctares formulados.
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INTRODUGAO

O girassol (Helianthus annuus L.), da familia Asteraceae, é uma planta originaria do continente norte americano, entretan-
to, seu plantio comercial se iniciou na Russia (NDSU, 2007). Possui uma cultura de ampla capacidade de adaptagéo as
diversas condigdes climaticas. Apresenta maior tolerancia a seca, em relagao a soja e o milho, por absorver uma maior
quantidade de agua e nutrientes, e a menor incidéncia de pragas e de doengas sao alguns dos fatores que tém possibili-
tado sua expansao e consolidagdo como cultura técnica e economicamente viavel nos sistemas de produgdo (EMBRAPA;
USDA, 2017).

O girassol é responsavel por 16% da produgdo mundial de dleo, representando a quarta cultura com maior produgéo de
6leo comestivel, e tendo produtividade de cerca de 18 milhdes de toneladas, sendo a Ucrania o maior produtor de girassol
(USDA, 2017).

Com a extragao do dleo por prensagem mecanica, também & fornecido como coproduto o farelo de girassol, que pode ser
utilizado para ragao animal, por ser rico em proteina. Além dos altos teores de proteina, o farelo também é rico em compos-
tos fendlicos, que representam de 1-4% da massa total (GAZZOLA et al., 2012). Esses compostos interferem na qualidade
da proteina e promovem o escurecimento da torta. Entretanto, diversos estudos vém mostrando os efeitos antioxidantes
dos compostos fendlicos encontrados no farelo de girassol, como os acidos caféico, ferdlico e principalmente o acido
clorogénico podendo ser utilizado como conservantes naturais em alimentos sujeitos a peroxidagao lipidica (WEISZ et al.,
2010). A viabilidade técnica e econdmica da exploragéo dessa fragéo fendlica depende da otimizagéo da recuperagao dos
compostos fendlicos presentes na torta do girassol. Diversos estudos vem se dedicando a extrair os acidos fendlicos da
torta, porém a recuperagéo desses compostos da solu¢do de extragdo ainda apresenta desafios.

OBJETIVO
Otimizar a adsor¢ao dos compostos fendlicos extraidos do farelo de girassol.

METODOLOGIA

Material: O farelo de girassol peletizado utilizado neste trabalho foi cedido pela Empresa Caramuru, situada no municipio
de ltumbiara — GO, Brasil.

Otimizag&o da adsorgao de fendlicos do farelo de girassol: Para verificar as condigdes mais favoraveis a extragéo dos com-
postos fendlicos presentes no farelo de girassol foi aplicado um planejamento experimental utilizando o software Statistica
(7.0). Inicialmente foi realizado um experimento fatorial, para determinagao das variaveis de maior influéncia no resultado
e, em seguida, foi realizado um experimento rotacional central, para otimizag&o das varidveis selecionadas.
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Foram avaliadas, através de uma estratégia sequencial de planejamentos multivariaveis, diferentes proporgdes de ad-
sorvente (carvéo ativado e celite) e solu¢do de extracéo, diferentes valores de pH, diferentes temperaturas e tempos de
extragdo. Como resposta foi feita a quantificagdo dos fendlicos totais no produto obtido, pelo método espectrofotométrico
utilizando reagente de Folin-Ciocalteau. As planilhas de ensaio, a analise de variancia (ANOVA) e as superficies de res-
posta foram geradas pelo software Statistica (7.0).

As condicBes de adsorgao testadas podem ser observadas nas Tabelas 1 e 2. Para cada ensaio foram utilizados 40mL de
solucdo de extragao, a agitagéo foi de 150 rpm e, apds o teste, as solugdes foram centrifugadas a 5.000 x g, para sedimen-
tacdo do adsorvente sdlido. A eficiéncia de adsor¢ao foi verificada através da determinagédo de compostos fendlicos totais,
pelo método espectrofotométrico usando reagente de Folin-Ciocalteau (NEVES; ALENCAR, 2009) e foi expressa em % de
remoc&o de fendlicos, em relag&o ao branco de acordo com a Equacéo 1 abaixo.

%=((FB-FS)/FB)*100,  [1]

Onde, FB - teor de fendlicos no branco e FS - teor de fendlicos no sobrenadante.

Determinacéo do teor de fendlicos totais: Segundo NEVES et al. (2009), o extrato foi determinado pelo método espectro-
fotométrico de Folin-Ciocalteau, utilizando acido galico como padréo de referéncia. O reagente de Folin Ciocalteau € uma
solucdo de ions complexos poliméricos formados a partir de heteropoliacidos fosfomolibdicos e fosfotungisticos. Esse rea-
gente oxida os fenolatos, reduzindo os &acidos a um complexo azul (Mo-W). Uma aliquota de 0,5 mL de amostra foi trans-
ferida para um tubo com tampa de rosca e adicionada de 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau (Sigma Aldrich Chemical
Co.) diluido em &gua destilada (1:10). Esses reagentes ficaram em repouso de 3 a 8 minutos e a eles foram adicionados 2
mL de carbonato de sédio a 4%.0s tubos seréo deixados em repouso por 2 horas, ao abrigo da luz e, na sequéncia, feita
a leitura da absorbancia a 740 nm. Um ensaio em branco foi conduzido nas mesmas condigdes substituindo a amostra por
agua destilada. Foi construida uma curva analitica contendo 100, 80, 60, 40, 20, 10 ug.mL-" de acido galico e os resultados
expressos em mg GAE.g-" de farelo. GAE: equivalente em &cido galico.

RESULTADOS
ATabela 1 apresenta os ensaios realizados e o0s resultados obtidos no experimento fatorial.

Tabela 1. Avaliagao das variaveis de maior influéncia

Ensaio CA:.CE pH Temperatura (°C) | Tempo (h) | Conc (g/L) % de remogcéo de fenolicos™
1 0 4,0 20 1 5 -35,5188751
2 100 4,0 20 1 1 -35,4155911
3 0 10,0 20 1 1 9,18944192
4 100 10,0 20 1 5 43,2627751
5 0 4,0 40 1 1 16,8301822
6 100 4,0 40 1 5 -50,6969866
7 0 10,0 40 1 5 54,1042867
8 100 10,0 40 1 1 54,5172955
9 0 4,0 20 4 1 36,0351058
10 100 4,0 20 4 5 -34,7960707
" 0 10,0 20 4 5 81,4661883
12 100 10,0 20 4 1 68,559625
13 0 4,0 40 4 5 0,619514724
14 100 4,0 40 4 1 -8,98296334
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15 0 10,0 40 4 1 62,4677336
16 100 10,0 40 4 5 86,525555
17 50 7,0 30 2,5 3 87,0418172
18 50 7,0 30 25 3 87,7645877
19 50 7,0 30 25 3 86,8353123
20 50 7,0 30 25 3 85,9060404

Os resultados foram avaliados por analise de variancia, considerando um nivel de significancia de 95%. Todas as variaveis
testadas e a maior parte das interacdes entre elas se provaram estatisticamente significativas, sendo as variaveis pH,
tempo de contato e tipo de adsorvente as de maior influéncia. Foi possivel alcangar adsor¢ao de até 86,88% dos fendlicos
totais presentes na solugdo de extracdo, quando foram aplicadas as seguintes condigdes de recuperagao: 3 g/L de adsor-
vente (50% carvéo ativado e 50% celite), em pH=7,0, a 30°C, com 2,5h de contato (Tabela 1).

Em seguida, foi realizado um segundo experimento para a otimizagdo das principais variaveis significativas que foram o
tipo de adsorvente, 0 pH e o tempo de extragdo. Foi mantida a concentragao de 3g/L de adsorvente e temperatura de 30°C
(Tabela 2).

Tabela 2: Otimizagéo das variaveis de maior influéncia

. Fendlicos % de remogao
Ensaio PH Tempo CECA no sobrenadante de fenélicc?s*
1 48 1h: 07min 20:80 630,0671 50,8827392
2 48 1h: 07min 80:20 1106,577 13,7361103
3 48 4h: 23min 20:80 934,7651 27,1298244
4 48 4h: 23min 80:20 1079,732 15,8288781
5 10,8 1h: 07min 20:80 4,563758 99,6442295
6 10,8 1h: 07min 80:20 215,302 83,2160021
7 10,8 4h: 23min 20:80 227,3826 82,2742565
8 10,8 4h: 23min 80:20 251,5436 80,3907655
9 3,0 2h:45min 50:50 953,557 25,6648869
10 12,0 2h:45min 50:50 183,0872 85,7273234
11 7,5 30 min 50:50 553,557 56,8471275
12 75 5h 50:50 585,7718 54,3358061
13 7,5 2h:45min 0:100 792,4832 38,2214938
14 7,5 2h:45min 100:0 937,4497 26,9205476
15 75 2h:45min 50:50 801,8792 37,4890251
16 75 2h:45min 50:50 804,5638 37,2797483
17 75 2h:45min 50:50 815,302 36,4426412
18 75 2h:45min 50:50 847,5168 33,9313198

Foi possivel alcangar adsorg&o de até 99,64% dos fendlicos totais presentes na solugéo de extragao, quando foram aplica-
das as seguintes condigdes de recuperagéo: 3 g/L de adsorvente (80% carvéo ativado e 20% celite), em pH=10,8, a 30°C,
com 1h:07min de contato (tabela 2). Para validagéo dos resultados obtidos, as condi¢des acima descritas foram utilizadas
em um experimento de adsor¢do, em quadruplicata, que foi repetido duas vezes. O resultado de adsor¢do média, no
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entanto, foi de 51,24%, ndo repetindo os resultados obtidos anteriormente. Em virtude desse comportamento, o experi-
mento de otimizag&o sera totalmente repetido. O estudo de Weirz et al. (2010), também avaliou a adsorgao de compostos
fendlicos na torta de girassol e utilizou como adsorvente a resina e teve como melhores pardmetros de adsor¢éo uma
concentragéo de 0,05g de adsorvente por ml de solvente (etanol) e temperatura de 20°C. Todas as amostras ficaram sobre
agitacdo de 1 hora e o pH foi ajustado para 6. Os resultados também foram avaliados segundo os resultados de fendlicos
totais. Em 2012, Weisz et al. estudaram a recuperagdo desses compostos fendlicos tendo em melhores condigées de 60°C
com 70% (v/v) de 2-propanol obtendo 99% de recuperagao desses compostos da torta de girassol.

CONCLUSAO

O presente trabalho pretende fornecer a tecnologia necesséria para extragéo e concentragéo dos acidos fenolicos pre-
sentes no residuo da extragdo de 6leo de girassol por adsorgdo em adsorvente. Essa tecnologia inovadora sera poten-
cialmente patenteavel. O produto obtido, também com potencial para patente, sera descrito em termos de sua capacidade
antioxidante, aplicagéo na conservagéo de alimentos e composicéo fenélica. No primeiro momento, foi possivel encontrar
as variaveis que tinham uma maior influéncia na adsorcéo para posteriormente, realizar outro experimento com essas
varidveis significativas. Nesse segundo ensaio, obteve-se uma adsorgéo de 99,64% entretanto, quando se repetiu o ex-
perimento nas mesmas condi¢des, obteve-se uma adsor¢do média de 51,24%. Devido ao experimento néo ter obtido
reprodutibilidade satisfatoria, sera realizado um novo planejamento fatorial multivariavel para a otimizagdo da adsorgéo
dos compostos fenolicos.
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INTRODUCAO

O volume estimado para o consumo de farinha de trigo no Brasil para o ano de 2017/18 é de 11,7 milhdes de toneladas,
sendo que apenas metade dessa quantidade é produzida no Brasil (EMBRAPA, 2017). O trigo € uma importante fonte
nutricional na nossa alimentagéo, pois esta presente em diversos tipos de preparagdes, como pées, bolos e biscoitos e
fornece grande quantidade de energia proveniente principalmente dos carboidratos. Estudos epidemiol6gicos relacionam o
consumo de cereais com a diminui¢do do desenvolvimento de doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, diabetes,
osteoporose e cancer (LADDOMADA et al., 2015; TRUSWELL, 2002). Os efeitos benéficos a satide surgem da agao combi-
nada de varios componentes como fibras, vitaminas e compostos bioativos, como os compostos fendlicos (PIIRONEN et al.,
2009). Compostos fendlicos séo metabdlitos secundérios de plantas envolvidos em fungdes de defesa e para além destas,
quando adicionados a dieta trazem beneficios associados a redugao do risco de doengas cronicas (LIU, 2007). Os principais
compostos fendlicos do trigo séo os &cidos fendlicos e os flavonoides e na farinha de trigo s&o provenientes principalmente
da camada aleurona, que néo é totalmente separada do endosperma durante a moagem (LIU, 2007).

OBJETIVO
O objetivo foi caracterizar o perfil de compostos fenélicos livres e ligados de diferentes variedades de farinha de trigo brasileiro de
duas safras diferentes, a partir de técnicas metaboldmicas e relaciona-lo com suas propriedades colorimétricas e teor de cinzas.

METODOLOGIA

Foram utilizadas 15 variedades de farinha de trigo (Triticum aestivum) de diferentes qualidades tecnolégicas, sendo 8 farinhas
da safra 2014/15 e 14 da safra 2015/16, cedidas pelas empresas OR Melhoramento de Sementes e Biotrigo (Passo Fundo-
RS). Os teores de umidade e cinzas foram determinados em triplicata, segundo métodos padrdes da AACC (2000). Para as
analises colorimétricas, utilizou-se um colorimetro (Konica Minolta) para determinar L*, a* e b* em triplicata, de acordo com
o manual de utilizagdo. Os dados foram submetidos @ ANOVA (Tukey). Para as analises metaboldmicas com cromatografia
liquida acoplada & espectrometria de massas, 0s compostos fendlicos livres foram extraidos a partir de solu¢éo etandlica
(80%), apds homogeneizagao e centrifugacéo. A partir do pellet, os compostos ligados foram extraidos apds hidrélise alcalina,
seguida de hidrolise acida de acordo com Irakli et al. (2012) com modificagdes. Os extratos foram filtrados, evaporados e
ressuspendidos na fase mével utilizada. Um mix de 33 padrdes de compostos fendlicos foi utilizado para identificagéo e confir-
mac&o dos dados. Para as andlises, 2L de extratos ou padrao foram injetados em cromatografo liquido de ultra performance
(UPLC Acquity, Waters) acoplado a um espectrometro de massas Xevo G2S ESI-QTOF (Waters). Os resultados do UPLC-MS
foram processados com o software Progenesis QI utilizando um banco de dados customizado, considerando similaridade
isotdpica maior que 80%, erro de massa exata de precursor menor que 10% e erro de massa exata dos fragmentos menor
que 10%. A andlise de componentes principais foi gerada a partir do software EZInfo, software acoplado ao Progenesis Ql.
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RESULTADOS
A média da luminosidade (L*) foi de 84,2+5,6, indicando que as farinhas apresentam uma coloragdo muito proxima do

branco (100). As farinhas da safra 2014/15 apresentaram uma coloragdo mais escura, sendo mais amarelas (+b*) e ver-
melhas (*a) que as da safra 2015/16. A colorag&o da farinha é um parametro de qualidade muito importante, pois afeta a
cor do produto final, sendo que farinhas brancas séo mais desejaveis para maioria dos produtos (WHEAT AND FLOUR
TESTING METHODS, 2004). O teor de cinzas é um dos principais fatores que impacta na coloragéo, quanto maior, mais
escura sera a farinha, o que denota também uma maior concentragéo de farelo na farinha (WHEAT AND FLOUR TESTING
METHODS, 2004). Isso se confirma ao observar que a farinha Alpaca 2015/16 foi a que apresentou a coloragao mais clara
(L*=91,17) e baixo teor de cinzas (0,54%) (Tabela1). De acordo com a legislaco brasileira, as farinhas sdo classificadas
em tipo 1, 2 ou 3, de acordo com o teor maximo de cinzas 0,8; 1,4 e 2,5%. Neste trabalho, os teores de cinzas variaram de
0,5 a 2,5% e apresentaram correlagdo negativa com L* (R%=0,79, p = 3,69 x 10%).

Tabela 1. Média dos resultados das analises de colorimetria e teor de cinzas das farinhas

L* a* b* cinzas

Jadeite 11 14/15 75,75°+0,08 3,12¢+0,04 11,090¢+0,07 1,38°+0,09
ORS 1401 14/15 77,40m+0,05 2,92¢+0,02 10,98°+0,05 1,36'+0,09
Ametista 14/15 77,06"+0,03 3,24°40,02 11,21%+0,02 1,50%+0,16
ORS 1402 14/15 78,33'+0,08 2,76+0,03 10,52¢+0,06 1,52¢40,05
Campeiro 14/15 75,89°+0,11 3,762+0,05 10,61°4£0,14 2,472+0,01
Marfim 14/15 76,45°+0,06 3,13°+0,03 11,00°+0,05 1,68°£0,05
ORS 25 14/15 81,94%+0,37 2,229+0,09 8,97'+0,17 1,48%+0,05
Guabiju 14/15 77,12"+0,04 3,0740,02 10,73+0,06 1,81°+0,01
Médias 14/15 77,50 3,03 10,64 1,65

Noble 15/16 89,92¢+0,17 0,59m+0,02 8,09+0,16 0,58+0,04
Alpaca 15/16 91,172+0,08 0,317+0,01 7,64'+0,02 0,54'+0,06
Sossego 15/16 85,25+0,06 1,08'+0,00 11,17040,07 0,95"+0,02
Iguagu 15/16 86,939+0,01 0,88%+0,01 11,282+0,03 0,80i£0,05
Sintonia 15/16 87,63°+0,05 0,87%+0,00 11,08%¢+0,03 0,81i+0,02
Topazio 15/16 85,14'+0,02 1,12"+0,01 10,07¢£0,03 1,249£0,10
Marfim 15/16 90,24°+0,05 0,53"+0,00 7,30"+0,05 0,664+0,03
Campeiro 15/16 89,95+0,09 0,55"+0,01 7,780,08 0,71%+0,05
ORS 25 15/16 89,949+0,05 0,60m+0,00 7,42"+0,01 0,96"+0,02
ORS 27 15/16 90,71°+0,07 0,41°£0,01 7,46m+0,05 0,56'+0,02
Jadeite 11 15/16 85,80"+0,03 1,051+0,00 10,19+0,02 0,781+0,03
ORS 1401 15/16 87,32'+0,02 0,76'+0,00 10,592+0,04 0,59'+0,09
ORS 1402 15/16 87,60°+0,02 0,89+0,01 9,42"+0,02 0,85"+0,26
Ametista 15/16 85,48+0,02 1,021+0,00 9,999+0,02 0,79+0,11
Médias 15/16 88,08 0,76 9,25 0,77

Letras diferentes significam diferengas estatisticas comparando a mesma coluna (p<0,05).
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Técnicas metaboldmicas tém sido aplicadas para investigar a diversidade genética do trigo e identificar importantes carac-
teristicas de adaptagao de plantas a estresses e relacionadas a qualidade (RASCIO et al., 2016). Este trabalho mostra-se
o primeiro a aplicar ferramentas metabolémicas para caracterizar o perfil de compostos fenélicos em farinhas de trigo
brasileiro. Neste trabalho, foram identificados 93 compostos fendlicos, sendo a classe dos flavonoides a principal com 34
compostos, seguida dos acidos fendlicos com 31 (Figura 1). Identificaram-se nos extratos livres, 13 compostos comuns a
todas as farinhas. Em relagéo aos fendlicos ligados, 14 compostos foram encontrados na maioria dos extratos, sendo os
mais abundantes os &cidos ferdlico, p-coumarico e cafeico, respectivamente. Estes dados corroboram trabalhos anteriores
que mostram que os acidos fenélicos derivados do &cido hidroxicindmico incluem os mais abundantes no trigo, tais como
os acidos fertlico, p-coumarico, cafeico e sinapico (SAULNIER, et al., 2007; VERMA, et al., 2009).

Foram calculadas médias das abundancias das classes a partir da abundancia de cada composto por extrato (livre ou
ligado) para todas as farinhas, sendo excluidos os compostos que ndo foram identificados nas trés replicatas (Figura 2).
Observou-se que os compostos fendlicos ligados séo majoritérios e que nestes extratos, os &cidos fendlicos foram os
mais abundantes, enquanto que flavonoides e acidos fenélicos foram similares nos extratos livres (Figura 2). A variedade
Campeiro 2014/15 apresentou a maior quantidade de fendlicos ligados, sendo identificados um total de 64 compostos,
apresentando também o maior numero de fendlicos livres (36), seguida da Guabiju 2014/15 e Marfim 2014/15, ambas com
33. Sete compostos foram identificados como contaminantes ou outras classificagdes, encontrados em outros meios, como
urina e plasma de rato € humano, sendo traduzidos no grafico como “Outros compostos” (Figura 2).

A partir da analise de componentes principais (PCA) (Figura 3), percebe-se que o perfil de compostos fendlicos livres
(representados por simbolos vazios) entre as variedades de uma mesma safra & bem semelhante, pois as amostras apa-
recem agrupadas no quadrante superior esquerdo. Quando a comparagao é feita entre safras, percebe-se também que
ha semelhanca no perfil dos compostos fendlicos livres, ja que ha sobreposi¢des de variedades das diferentes safras. Em
relagao aos compostos fendlicos ligados (simbolos cheios), nota-se uma maior concentragao de compostos nos quadran-
tes do lado direito e as variedades da safra 2015/16 parecem ter, entre si, uma semelhanca no perfil dos fendlicos ligados,
pois parece ter um agrupamento delas no quadrante inferior esquerdo. Essa correlagéo ja é bem diferente quanto as va-
riedades da safra 2014/15, pois estas estdo mais separadas, mostrando que ha uma diferenciagao no perfil de compostos
fendlicos ligados das variedades desta safra. Além disso, as variedades da safra 2014/15 apresentaram maior abundéncia
de compostos de compostos.

Compaostos fendlicos totais Abuindinela das clssses per lpo d8 exirato
FI00000 B LIVRES
m Outros G iz
8% compostos
® figidos fentlicos 12000000
§ DM
Flavonoides
B Estibenos N _u B =
ra fnf 4
Outros yf f‘k p e"’f fuy
polifenois L &
Figura 1. Distribui¢o de compostos fenélicos totais por classe. Figura 2. Abundancia média das classes de compostos nos

extratos livres (azul) e ligados (vermelho).
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Figura 3. PCA dos extratos livres e ligados das safras 2014/15 e 2015/16.

De maneira global, quando se compara os dados de cinzas e luminosidade com as andlises metaboldmicas, observa-se
que as farinhas da safra de 2014/15, que apresentaram maiores valores de cinzas e colora¢do mais escura, apresentaram
maior abundancia de compostos fendlicos quando comparadas as da safra 2015/16. Este resultado indica que nas farinhas
da safra 2014/15, durante o processo de moagem n&o houve total separagéo do endosperma da parte do farelo, onde se
encontram as partes aleurona e subaleurona e onde ha maior concentragdo dos compostos fenolicos € minerais no gréo.
Por fim, ressalta-se que as farinhas de trigo brasileiro, mesmo ap6s o processo de moagem, ainda apresentam uma diver-
sificada composi¢&o de compostos bioativos. Ademais, estudos mostram que os compostos fendlicos mantém-se presen-
tes em alimentos produzidos com farinha de trigo mesmo ap6s cozimento, podendo até haver aumento da concentragao
desses compostos, principalmente dos livres (LADDOMADA et al., 2015; GELINAS & MCKINNON, 2005).

CONCLUSAO

Conclui-se que as farinhas de trigo brasileiro apresentam uma rica composigdo em compostos fenélicos, sendo possivel
uma distingao no perfil e na abundancia de compostos fendlicos livres e ligados entre as diferentes variedades, bem como
entre safras. Os &cidos ferdlico e p-coumarico foram os mais abundantes e comuns a todas as variedades. Por outro lado,
alguns compostos apresentaram-se exclusivos ou mais abundantes em determinadas variedades, o que denota certa es-
pecificidade que pode contribuir para estabelecer “fingerprints” de compostos bioativos nas farinhas de trigo. Além disso,
também se observou que o teor de cinzas impacta ndo somente na coloragdo, mas também no perfil e abundancia dos
compostos fendlicos, o que pode possivelmente impactar no produto final.
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INTRODUGAO

O tamarillo (Solanum betaceum) é um fruto exético comestivel, suculento e saboroso. O fruto, nativo das regides andinas
da América do Sul, faz parte da familia Solanaceae e é popularmente conhecido como tomate de arvore (Abad et al, 2017).
Coldémbia e Nova Zelandia sdo paises nos quais a produgao do tamarillo possui expressdo mundial atualmente (Espin et
al., 2016). O Berasil, por sua vez, possui uma pequena produgéo do fruto. No entanto, estados como Bahia, Sao Paulo e
Minas Gerais apresentam crescente cultivo, baseado na agricultura familiar (Guilherme et al., 2012). O tamarillo in natura
é rico em minerais como potassio e ferro, além de possuir altos teores de vitamina A, B, C e E (Gannasin et al., 2015;
Acosta-Quezada et al. 2015). Seu expressivo contetido de compostos fendlicos e carotenoides torna-o um fruto com ele-
vada capacidade antioxidante e com potencial propriedades bioativas (Mertz et al., 2010; Espin et al., 2016).

Frutas in natura, devido a sua alta atividade de agua, elevada umidade, altas taxas enzimaticas, metabdlicas e respiratd-
rias, sdo muito pereciveis (Gava, 2009). Processos de desidratagdo podem ser empregados, ndo apenas com o objetivo
de conservagao, mas para elaboragéo de produtos diferenciados (Gava, 2009). Neste sentido, a desidratagdo do tamarillo
pode ser uma ferramenta na contribuigdo da valoragao deste fruto, e consequente produgdo de uma farinha passivel de
adicao e enriquecimento de novos produtos alimenticios.

Devido a exposicdo a altas temperaturas durante o processo de desidratagdo, modificagdes na composi¢do quimica do
tamarillo podem ocorrer. Compostos termolabeis como os compostos fendlicos e o B-caroteno, que contribuem para sua
potencial bioatividade, podem sofrer alteragdes significativas. Neste sentido, torna-se necessario avaliar o efeito de dife-
rentes métodos de desidratag&o sobre os teores de carotenoides, atividade antioxidante e compostos fendlicos do tama-
rillo, visando conhecer o método que melhor preserva suas caracteristicas bioativas.

OBJETIVO

Geral

Investigar o efeito de trés diferentes métodos de secagem sobre a composigéo do fruto de tamarillo.

Especificos

1. Obter farinhas de tamarillo pelo método de desidratagdo em estufa com e sem desidratagdo osmética prévia; 2.
Determinar a atividade antioxidante e os teores de compostos fenolicos totais e carotenoides totais nas farinhas obtidas;

3. Determinar a atividade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais nos extratos soltvel e insolUvel das farinhas
de tamarillo.

310

&
U L Diretoria de

UNIRIO el Pesquisa



Universidade Federal do I L
Estado do Rio de Janeiro Diretoria de

VSFuNIRIO

METODOLOGIA

As farinhas de tamarillo foram obtidas conforme descrito na figura 1. A atividade antioxidante e o teor de compostos fené-
licos totais foram determinados nas fragfes solUvel (etanol:agua, 80:20, v/v) e insoluvel (hidrolise acida e alcalina) (Nunes
et al., 2016) de acordo com os métodos espectrofotométricos FRAP (Benzie & Strain, 1996) e Folin-Ciocalteau (Singleton
etal., 1999). O teor de carotenoides totais foi determinado por espectrometria (Rodriguez-Amaya, 2001). Para tratamento
estatistico dos dados foi realizado teste One-Way ANOVA com pés-teste de Tukey, utilizando o software GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Inc, 2016). Todas as analises foram realizadas em triplicata e os resultados expressos em base seca.

| Aguisicdo dos frutos |
|

| Selegdo dos frutos |
[

Higienizacdo dos frutos em
hipoclorito (1:1000)
[

Corte dos frutos em duas
partes longitudinais

| Farinha de Tamarillo 2 (FT2) |
[

[Farinha de Tamarillo 3 (FT3)|
[

Farinha de Tamarillo 1 [FT1]|
|

Desidratacdo em estufa
ventilada a 55°C por 32h18',
pasteriormente submetida

a 90*C por 1h.

Desidratacdo osmatica prévia
em solucdo 27,5% sacarose +
10% MaCl (pfp) a 40°C por 60
minutos em estufa ventilada,
seguida de desidratacdo em
estufa ventilada a 55°C
par 20h35', posteriormente
submetida a 20°C por 1h.

Desidratacdo osmotica
prévia em solugdo de
sacarose a 55 Brix, 30°C por
120 minutos em banho
maria, seguida de
desidratacdo em estufa
ventilada a 55°C por 18h33,
postericrmente submetida
a 30"C por 1h.

Obtencdo das farinhas
separadamente em moinho
laboratorial.

Homogeinizacdo das farinhas.

Armazenamento das farinhas
separadamente em sacos

plasticos estéreis

Figura 1: Organograma de obtencéo das farinhas de tamarillo

RESULTADOS

Os compostos fendlicos sao metabolitos secundarios das plantas e estdo presentes nas células das plantas em suas
formas soluveis e insoluveis (Acosta-Estrada et al., 2014). Compostos fendlicos insollveis precisam ser extraidos através
de hidrdlises enzimatica, alcalina ou acida uma vez que ndo séo liberados da matriz alimentar por solugdes aquosas ou
por solventes organicos (Nunes et al., 2016). No extrato sollvel, o teor de fendlicos totais (FT; mg EAG/100g) da FT1 foi
maior (33,1 £ 2,43) emrelagdo a FT2 (19,0 £ 2,52) e FT3 (9,86 + 1,86) (p<0,0001). Consistentemente, a atividade antioxi-

311

1)

UNIRIO

Diretoria de
Pesquisa



*
UU NIR'O Estado do Rio de Janeiro Diretoria de

dante (mmol Fe*%/100g) da FT1 foi maior (11,6 + 1,9) em relagdo a FT2 (7,87 £ 1,0) e FT3 (5,65 + 0,67) (Figura 2). Esses
resultados podem ser explicados pela perda dos compostos fendlicos para o fluido da desidratagéo osmética. Na fragéo
insoluvel n&o foi detectado teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante néo variou entre as farinhas (Figura 2)

Figura 2: Atividade antioxidante medida por ensaio de FRAP nas fragdes sollveis, insoluveis e total (soluvel+in-
solivel) da FT1 (farinha de tamarillo 1), FT2 (farinha de tamarillo 2) e FT3 (farinha de tamarillo 3). Resultados
expressos como média + desvio padréo de triplicatas. Valores com diferentes letras sobrescritas no mesmo ensaio
indicam diferenca significativa entre as amostras (One-Way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey, p<0,05).

A presencga de carotenoides no fruto de tamarillo in natura jé foi determinada previamente (Mertz et al., 2010). No en-
tanto, ndo se conhece o efeito da desidratacdo sobre os carotenoides da farinha de tamarillo. O teor de carotenoides
totais (g p-caroteno/100g) foi menor na FT3 (222,5+6,4) em relagdo a FT1 (580,2+9,9) e a FT2 (563,7+11,9) (Figura
3). Provavelmente, a oxidagao dos carotenoides durante o maior tempo de desidratagdo osmética para obtengédo da FT3
(120’ justificam os resultados observados (Rodriguez-Amaya, 2001).

Figura 3: Teor de carotenoides totais na FT1 (farinha de tamarillo 1), FT2 (farinha de tamarillo 2) e FT3 (farinha de

tamarillo 3). Resultados expressos como média + desvio padréo de triplicatas. Valores com diferentes letras sobres-
critas indicam diferenga significativa entre as amostras (One-Way ANOVA seguida de pds-teste de Tukey, p<0,05).

312

*
U " Diretoria de

UNIRIO Lt Pesquisa

Universidade Federal do



Universidade Federal do

L 3
W UNIRIO ctacs do Rio go Jansive

CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo sugerem que as farinhas de tamarillo sdo um potencial ingrediente funcional que poderia
ser utilizado para enriquecimento de outros alimentos. Em contraponto, uma desidratag&o osmética prévia no auxilia na
preservacdo destes compostos bioativos nas farinhas de tamarillo obtidas. Este estudo contribui para o conhecimento
dos efeitos dos processamentos sobre a composigao do tamarillo e fornece dados para futuras investigagdes sobre sua
qualidade sensorial e bioatividade.
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INTRODUGAO

Os subprodutos obtidos a partir do processamento de frutas e vegetais estdo ganhando atengao por representarem uma nova e
econdmica fonte de ingredientes funcionais, como fibras alimentares e compostos fendlicos (KUMAR et al., 2017; WATANABE
et al,, 2014). Os beneficios fisiologicos das fibras alimentares, no entanto, dependem da quantidade ingerida, da composigao e
estrutura organizacional, caracteristicas fisico-quimicas e da associagdo com compostos fenélicos. Do mesmo modo, os efeitos
benéficos a satide promovidos por compostos fendlicos dependem da quantidade ingerida além de sua bioacessibilidade, que
pode ser afetada por diferentes fatores, dentre eles, as associagdes na matriz alimenticia, especialmente a fragéo fibra alimentar
(ESKICIOGLU; KAMILOGLU; NILUFER-ERDIL, 2015; PARK; YOON, 2015). Fibra dietética antioxidante (FDA) faz parte da com-
posicao de diversos residuos de frutas e vegetais que s@o descartados. Tratamento enzimatico que promovam modificagdes na
matriz visando maior biodisponibilidade dos bioativos vem sendo objeto de estudo (KUMAR et al., 2017; PARK; YOON, 2015).

OBJETIVOS
O objetivo deste projeto foi aplicar tratamento enzimatico em mix de residuos de frutas e hortalicas (MRFH) visando me-
Ihorar a biodisponibilidade de compostos fenodlicos.

METODOLOGIA

A matéria-prima utilizada foi MRFH, na forma de farinha, elaborado segundo Ferreira et al., 2013. O tratamento enzimético
foi feito com enzima comercial (viscozyme®). Para avaliag&o da eficiéncia do mesmo os parédmetros de concentragéo da
enzima (Viscozyme®) e temperatura foram avaliados quanto a influéncia no teor de fibras soluvel, insoltvel e total (AOAC,
2012), capacidade antioxidante pela redugdo do DPPH (MEYER; DAM; LAERKE, 2009) e total de fendlicos a partir de perfil
tragado, utilizando 16 padrdes, por cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector Photo-diode array (CLAE-PDA),
de acordo com a metodologia descrita por GOMES; TORRES, 2015. As seguintes condigbes foram estudadas (enzima/
temperatura): 1(125uL/30°C); 2(125uL/60°C); 3 (375uL/30°C); 4(375uL/60°C); 5(250uL/45°C); 6(75uL/45°C); 7(425uL/45°C);
8(250uL/24°C); 9(250uL/66°C); 10(250uL/45°C). Os tratamentos foram realizados a partir de solugdes aquosas do mix de re-
siduos de frutas e hortaligas colocadas em banho maria (Marconi N1040) com agitagao (200rpm), durante 30 minutos. Apds
o tratamento enzimatico, as amostras foram secas em estufa (Marconi N1040) a 105°C. A extragao dos compostos fendlicos
foi feita com etanol 75% em shaker (Incubadora shaker NT 715) a 40°C durante 24h a 200 rpm (SANTOS; GONGALVES,
2016). O teor de umidade dos residuos apos o tratamento enzimético foi determinado por analisador de umidade por infra-
vermelho [V 2000. Todas as analises foram feitas em triplicata. Para o tratamento estatistico foi utilizado software Statistica 7.
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RESULTADOS

Apbs os tratamentos de dados, com a aplicagdo da ANOVA e teste de Tukey (p<0,05), com excegéo do teor de fibra solu-
vel, as demais variaveis foram influenciadas pela variagdo da temperatura e da concentragéo da enzima. Foram tragados
graficos de superficies de resposta visando otimizar condigdes 6timas do processamento. (figura 1)

o

ARSI

Figura 1 — Superficie de resposta para % Fibra insolivel (a), %Fibra total (b), % redugdo DPPH (c) e total de
fendlicos (mcg/g)(d) considerando processamento enzimético (10) da MFRH com variagéo de temperatura e con-
centragéo (viscozyme®) (N = 3)

Os resultados sugerem utilizar cerca de 150uL da enzima na temperatura de 40°C para obter o maior teor de fibra ali-
mentar. Tal processamento promove modificago na estrutura da amostra influenciando na interagdo com os compostos
fenolicos. O perfil dos compostos fendlicos, figura 2, mostra que a condi¢do 6 e 9 foram as que apresentaram maior
quantidade de compostos com menor teor, respectivamente 6 e 8 dos padrdes analisados e com excegao da variavel fibra
insoluvel, todas as demais apresentaram diferenca significativa (p<0,05). O teor de fendlicos totais na condi¢&o 6 foi cerca
de 20% superior a condigdo 1, redugdo do DPPH apenas 5% e fibras totais 15%. Considerando que MRFH apresenta
48,42 % de fibra alimentar (ANDRADE; FERREIRA; GONCALVES, 2016) e promove 74% de redugéo de DPPH (SANTOS;

GONGCALVES, 2016), o processamento enzimatico promove um incremento funcional.

W 2.4dihidroxido benzoico M 3.4Dihidroxi-benzoico Acido ferulico Acido Galico

M Acido Salicilico M Acido Sinapinico W Acido Vanilico W Catequina
600 M Epicatequina M Miricetina W p-coumarico W p-Hidroxido benzoico
m Pirogalol Rutina Trans-cafeico Vanilina

500

400

mcg/g
w
]
S

"I bl

o
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 2 - Perfil de fenolicos em MRFH apds tratamento enzimatico com viscozyme®(uL) em diferentes tempe-
raturas (N = 3)

315

L 2
—~ I
U ROPG Diretoria de

UNIRIO Pt Pesquisa



Universidade Federal do

-
UU NIR'O Estado do Rio de Janeiro Diretoria de

0O conceito de fibra dietética antioxidante (FDA) considera os efeitos fisioldgicos da fibra dietética e dos compostos antioxi-
dantes quando 1g de FDA promove redugao do radical DPPH equivalente a 50mg de vitamina E e apresenta contetdo de fi-
bra dietética superior a 50% do produto seco, propriedades intrinsecas ao produto (COSTA et al., 2017; QUIROS-SAUCEDA
et al., 2014b). Segundo estudos, 50mg de vitamina E promove 50% redug@o do DPPH, assim considerando o teor de
umidade da MRFH pos tratamento enzimatico, foi estimada a redugao do radical DPPH visando avaliar a aplicagéo do con-
ceito FDA (Tabela 2).Pode-se considerar que a MRFH apresenta FDA por promover 74% de redugdo de DPPH (SANTOS;
GONGALVES, 2016) e o teor de fibra alimentar em base seca da MRFH, 51,4%, estimado a partir de dados publicados
(ANDRADE; FERREIRA; GONCALVES, 2016). AMRFH pés tratamento enzimatico, nas condiges 5, 7 e 8 também possui
FDA. Aagao da FDA ¢ contestada por alguns autores considerando que a interagéo quimica entre os compostos fenolicos e
as fibras dietéticas pode influenciar na liberagdo e absorgao dos fendlicos(QUIROS-SAUCEDA et al., 2014a).

Tabela 2 — Teor de umidade(%) em mix de residuo de frutas e hortaligas (MRFH) ap6s tratamento enzimatico com
viscozyme® (uL) em diferentes temperaturas e % de fibra alimentar em base seca de MRFH (estimado)

Viscozyme® (uL) / diferentes tempe- % de umidade % de fibra alimentar em
raturas (°C) MRFH base seca de MRFH
1 2,6 49,7
2 1,6 49,2
3 2,0 49,4
4 1,7 49,3
5 35 50,2
6 1,9 49,4
7 3,2 50,0
8 3,1 50,0
9 2,1 49,5
10 2,8 49,8

CONCLUSAO

Residuos de frutas e hortaligas podem set aplicados na produgédo de suplementos contendo FDA. Tanto MRFH quanto
MRFH ap6s tratamento enzimético apresentam alto teor de fibra e potencial cdo antioxidante. Estudos adicionais devem
ser feitos visando avaliar a bioacessibilidade dos compostos fenolicos.
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INTRODUGAO

Grandes quantidades de residuos sélidos ou liquidos s&o produzidas anualmente pela indUstria de processamento de ali-
mentos(LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003). No entanto, estes residuos representam uma rica fonte de nutrientes,
principalmente biopolimeros (tais como polissacarideos e fibras dietéticas) e compostos bioativos. Biopolimeros obtidos
a partir subprodutos agroindustriais sdo conhecidos por suas propriedades de formagao de filme biodegradavel, que tém
sido intensamente investigadas(ANDRADE; FERREIRA; GONCALVES, 2016). De acordo com os principais achados,
farinha de frutas e hortalicas (FFH) demonstraram um bom potencial de aplicacéo na preparacéo de filmes biodegradaveis
e isso pode ser um meio de promover o uso destes residuos que sao descartados em larga escala pela indUstria de ali-
mentos, reduzindo o desperdicio de alimentos e também os custos de eliminagao deste material. O custo da energia para
o processamento de residuos de frutas e legumes n&o € caro e é semelhante ao processamento de vegetais, contudo as
novas tecnologias ndo s&o implementadas e, com isso, os diversos processamentos sdo baseados em técnicas ja estabe-
lecidas. Além disso, a reentrada do residuo como matéria-prima constitui um processo sustentavel que resulta em produtos
de valor aumentado e ganhos adicionais para a economia e para o ambiente. (FERREIRA et al., 2016, 2013)

OBJETIVO
Melhorar a propriedade mecanica de filmes obtidos de residuo de frutas e hortalicas (FFH) através de tratamento enzimatico.

METODOLOGIA

A FFH foi formada a partir do residuo gerado na produgao de bebida isoténica com as seguintes frutas e hortaligas: laranja
seleta (Citrus sinensis), maracuja (Passiflora edulis) e melancia (Citrullus lanatus); abobrinha (Cucurbita pepo), alface
(Lactuca sativa), cenoura (Daucus carota), espinafre (Spinacea oleracea), hortela (Mentha s.p.), inhame (Colocasia escu-
lenta), pepino (Cucumis sativus) e ricula (Eruca sativa). O mix foi produzido a partir da secagem dos residuos provenientes
da elaboragéo de bebida isotdnica, segundo método estabelecido por (FERREIRA et al., 2013). Os pardmetros de concen-
tracdo da enzima (Viscozyme) e temperatura foram avaliados quanto a influéncia no teor de fibras da FFH, viscosidade
e °Brix. As seguintes condi¢des foram estudadas (enzima/temperatura): 1(125uL/30°C); 2(125uL/60°C); 3(375uL/30°C);
4(375uL/60°C); 5(250uL/45°C); 6(75uL/45°C); 7(425uL/45°C); 8(250uL/24°C); 9(250uL/66°C); 10(250uL/45°C)(MEYER,;
DAM; LARKE, 2009). Os experimentos foram realizados através de solugbes aquosas de FFH levadas ao banho maria
com agitacdo (200rpm) por 30 minutos(FAI et al., 2016). Apds o tratamento enzimatico, as amostras foram filtradas em
filtros de poliéster e centrifugadas (Centrifuga SL-700, Solab, Brasil). A andlise de viscosidade foi feita por leitura de 20
pontos durante 3min no Reémetro (RM200, Lamy Rheology, Franga) e do °Brix (Refratdmetro Q-767A1, Quimis, Brasil).
Foi feito o preparo do filme segundo a técnica do tipo casting ou dispersao/espalhamento: as solugdes obtidas apés o pro-
cessamento enzimatico foram dispersas em placas de acrilico (9 x 12 cm) e secas em estufa com circulagdo e renovagao
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de ar (Marconi MA035) 50°C por 6 horas (ANDRADE; FERREIRA; GONGCALVES, 2016) . O residuo foi seco em estufa
(Marconi N1040) a 105°C e o teor de fibra total foi determinado pelo método enzimatico- gravimétrico(AOAC, 2012).

RESULTADOS

Apos os tratamentos de dados, com a aplicagéo da ANOVA e teste de Tukey (p<0,05), todas as variaveis foram influenciadas pela
variagdo da concentragdo da enzima, a temperatura ndo interfere no processo. Foram tragados graficos de superficies de respos-
ta visando ofimizar condiges 6timas do processamento (figura 1). Comparando os resultados com o encontrado por (FERREIRA
et al., 2016), observou-se reduc&o significativa da viscosidade da solugéo (7,743 mPA) e aumento do teor de agucares (2,74%),
sugerindo que o tratamento enzimatico na FFH promoveu aumento no teor de agucares simples na solugéo. Esta caracteristica
das solugdes filmogénicas proposta neste estudo, provavelmente foi a responsavel pela nao formagao de filme compativel para
analise. Todas as solugdes apos secagem, formaram material quebradico impedindo avaliar propriedades do filme.
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Figura 1 — Superficie de resposta para viscosidade (MPa)l (a), °Brix (b) e %Fibra total (c) considerando processa-
mento enzimatico (10) da FFH com variag&o de temperatura e concentragéo (viscozyme®) (N = 3)
Considerando o residuo produzido ap6s o processamento enzimatico e que o teor de fibra total na FFH é 48.42 + 1.43
(ROBERTA; MARIANA; EDIRA, 2014), foi observado aumento do teor de fibras de no minimo 35% (Figura 2).

Figura 2 — Aumento %de fibra total em FFH ap6s tratamento enzimatico (viscozyme®/temperatura): 1(125uL/30°C);
2(125uL/60°C); 3 (375uL/30°C); 4(375uL/60°C); 5(250uL/45°C); 6(75uL/45°C); 7(425uL/45°C); 8(250uL/24°C);
9(250uL/66°C); 10(250uL/45°C) (N = 3)
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Ao comparar com demais residuos vegetais que apresentaram alto teor de fibras com indicagdes diversas visando o apro-
veitamento dos mesmos(LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003), observa-se que em média a FFH apds o tratamento
enzimatico apresenta bom potencial para aplicagdo funcional e tecnologica, além da estudada neste momento (tabela 2).

Tabela 2. % de fibra total em FFH ap6s tratamento enzimético e de outras matrizes de residuos vegetais.

Matriz Fibras totais (g%)
FFH apos tratamento enzimatico 67,9
Bagaco de cenoura 29,6
Bagago de cevada 65,3
Bagaco de maca 62,5
Bagaco de pera 43,9
Bagago de péssego 54,5
Bagago de vinho branco 58,6
Casca de batata 73,0
Casca de limao 50,9

(Fonte: Adaptado de (LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003))

O uso de residuo vegetal na producdo de novos alimentos funcionais ou ingredientes vém sendo proposto por alguns
autores, incluindo o grupo de pesquisa da proponente deste projeto (FERREIRA et al., 2013; GRUNOVAITE et al., 2016;
SANTOS; GONCALVES, 2016; SOGI et al., 2013; YANG et al., 2016). Os tratamentos enzimaticos aplicados, inicialmente
nao foram eficientes para produgéo de filmes, mas promoveram a produgdo de residuo com alto teor de fibra alimentar
que pode ser aplicado tanto visando agdo funcional quanto tecnoldgica. Estudos adicionais estdo sendo realizados na
aplicacéo do residuo pds tratamento enzimético para produgéo de filmes.

Conclusdes

A farinha de frutas e hortaligas apds tratamento enzimatico apresentou solugo ineficaz para produgéo de filmes e residuo
com potencial funcional por aumento significativo de fibra total, 50%. Estudos adicionais devem ser realizados com ambas
as matrizes produzidas durante processo visando aplicagao funcional e/ou tecnoldgica.
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INTRODUGAO

Azeite de oliva é o produto obtido somente do fruto da oliveira (Oleaeuropaea L.) excluido todo e qualquer dleo obtido
pelo uso de solvente, por processo de re-esterificacdo ou pela mistura com outros 6leos, independentemente de suas
proporcdes (BRASIL, 2012).0 azeite de oliva ha muitos anos € usado na alimentag&o. Seus beneficios tem sido demons-
trado em varios estudos, ao qual apontam que os compostos fendlicos presentes no azeite de oliva inibem a oxidagao
da fracdo LDL-colesterol, o que diminui a probabilidade de formag&o de placas ateromatosas, as quais podem contribuir
para o desenvolvimento de doengas coronarianas. Além disso, os antioxidantes fendlicos podem contribuir para as pro-
priedades anticancerigenas do azeite de oliva, através da inibicdo da geragéo de espécies reativas de oxigénio, as quais
estao envolvidas no processo carcinogénico (BERTELLI, 2010).A rotulagem é algo fundamental para o consumidor, pois os
rétulos presentes nas embalagens de alimentos industrializados sao elementos que servem como informagdo no momento
da compra.Porém, é necessario que as informagdes contidas nos rétulos sejam completas, verdadeiras e esclarecedo-
ras quanto & composigao, qualidade, quantidade, validade e demais caracteristicas da composi¢éo do produto, evitando
confusdes no entendimento do significado das informagdes veiculadas nos rétulos dos alimentos(NASCIMENTO, 2004).

OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo, avaliar a conformidade das informagdes obrigatdrias e complementares presentes nos
rétulos de azeites de oliva, e sua adequagédo com as legislagdes vigentes, a fim de se verificar o nivel de cumprimento e
coeréncia do produto. Este estudo avaliou ainda aspectos nutricionais informados e o perfil de consumo dos diferentes
usuarios deste tipo de alimento na cidade do Rio de Janeiro.

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa qualiquantitativa, que utiliza a técnica de observagéo direta, de carater descritivo experimen-
tal,uma vez que se trata de estudo de campo. Para a avaliagdo das informagdes de rotulagem, foram selecionadas 60
amostras de azeites de oliva, sendo 47 amostras de Azeite de Oliva do tipo ExtraVirgem e 13 amostras de Azeite de Oliva,
com o critério de néo repeticio de tipos de azeite de mesma marca. Foram recolhidas amostras de 39 marcas diferentes,
respeitando tal critério. As amostras poderiam apresentar diferentes tipos de embalagem, podendo ser de garrafa de vidro
transparente ou escuro, lata e recipiente plastico. Os dados que constavam nas amostras foram coletados nos trés meses
finais de 2016 e nos 3 primeiros meses de 2017 em redes de supermercados na cidade do Rio de Janeiro e analisadas
com o uso de uma planilha adaptada a partir de modelo disponivel no Laboratério de Rotulagem de Alimentos (LABRA) da
UNIRIO, que se baseia em regulamentos vigentes, contendo itens obrigatdrios para rotulagens de alimentos embalados
conforme legislagdo em vigor. Para a obtengéo do perfil de consumo e a percepgéo do consumidor, foi elaborado um ques-
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tionario semi-estruturado, com perguntas abertas e fechadas relacionadas ao consumo dos diferentes tipos de azeites. Os
questionarios foram aplicados a 168 pessoas de forma aleatdria, de qualquer faixa etaria ou sexo, desde que atuassem
na area de alimentos, como estudantes ou profissionais a fim de se avaliar o consumo e a percepgao sobre a qualidade
dos azeites de oliva na cidade do Rio de Janeiro. Foi utilizado o programa Microdoft Office Word 2010 e planilha Excell
2010 para a andlise estatistica e a construgéo de graficos e tabelas. O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica da Unirio.

@
ULABORATORIO DE ROTULAGEM DE ALIMENTOS - LABRA/UNIRIO
Planilha de Rotulagem de AZEITES Industrializados e Embalados

MARCA/ . NI/ ~ Tipo de emba-
TIPO/ ORIGEM Ingred tggg’ Val;d\zjde CG/ _feg(;g:r/\gﬁzz de lagem/ Propriedades
ACIDEZ : P NCG Peso liquido
1
2

Modelo de questionario utilizado para obtengéo da percepcéo dos consumidores e avaliagéo do perfil de consumo
do Azeite de Oliva na Cidade do Rio de Janeiro.

1-ldade:  ( )Adulto Jovem ( )Adulto () Idoso. 2-Sexo( )M ( )F
3-Escolaridade: ( ) fundamental ( ) médio ( ) superior 4-Profissao:
5 Utiliza o Azeite de Oliva em sua residéncia?( ) Sempre( ) Asvezes ( ) Raramente

( )Nunca( )Né&osei

6 -Com que frequéncia utiliza o azeite de oliva em suas refeicbes?( ) 1 - 3 vezes por semana
() 3-5vezes por semana( ) Todos os dias ( ) Nunca( ) N&o sei

7 -0 que mais deve ser levado em conta na escolha do azeite?

( )prego( )marca( )tipo( )embalagem( )acidez( )né&o sei

8 -Quando compra 0 azeite olha a data de validade?

( )Sempre( )Asvezes( )Raramente( )Nunca( )Né&o sei

9 -Vocé costuma ler a rotulagem do Azeite antes de comprar?

( )Sempre( )Asvezes( )Naosei( )Raramente( ) Nunca

10 - De que forma costuma utilizar o azeite em sua residéncia? Cru, para cozinhar,

parafritar, etc.?

11- Vocé conhece os beneficios do Azeite de Oliva?

12- Vocé da preferéncia ao Azeite de Oliva, Azeite de Oliva Virgem ou Azeite de Oliva

Extra virgem?

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, 97% das amostras avaliadas, tanto de Azeite de oliva quanto de Azeite de oliva Extra Virgem, estavam cor-
retamente identificadas conforme os regulamentos estabelecidos pelos Ministérios da Agricultura e da Salde, quanto as
informagdes obrigatorias de identificagao e de origem. Os paises europeus sdo os maiores fornecedores de azeite de oliva
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pra o Brasil, correspondendo a 87% das amostras avaliadas, e 47% dos Azeites de Oliva e Azeites de oliva Extra Virgem
consumidos na cidade do Rio de Janeiro sdo provenientes de Portugal.Quanto aos indices de acidez maxima declarados
nos rétulos das amostras avaliadas, tanto nas amostras de Azeite de Oliva quanto nas de Azeite de oliva Extra Virgem, es-
tes indices apresentaram-se adequados em todas elas quando comparados com os valores de acidez maxima estabeleci-
dos pela legislacéo, ao qual determina acidez maxima de 1% para os Azeites de Oliva e 0,8% para os Azeites de oliva Extra
Virgem, segundo parametros estabelecidos pelos Ministérios da Agricultura e da Satde (BRASIL, 2012; BRASIL, 2002).
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Figura 1: acidez maxima, dos diferentes tipos de azeites, informada na totulagem.

A rotulagem de azeites de oliva embalados para venda direta ao consumidor deve conter a denominagéo de venda do
produto, identificagdo do lote e a data de validade. Neste estudo, todas as amostras, informaram o codigo chave do lote
precedido da letra “L” , 46% indicavam a data de fabricag&o, 48% indicavam apenas a data do envase, e 4% apresenta a
data de fabricagdo como indicagdo também para o nimero do lote. E apenas 2% néo informavam o prazo de validade nem
data de fabricagdo ou envase e continham apenas a data de vencimento. O prazo de validade variou de 1 ano e meio a
3 anos demonstrando grande estabilidade.Entre as amostras avaliadas, 53% dos Azeites de Oliva e Azeite de Oliva Extra
Virgem tinham sido produzidos e embalados no local de origem e 13% tinham sido embalados fora do local de origem
pelas empresas responsaveis pela comercializagdo destes produtos, e 34%né&o informava o local que o azeite havia sido
engarrafado.No que diz respeito a forma de conservagéo, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria(Anvisa), determina
que para os 6leos vegetais devem constar, em destaque e em negrito, a recomendacao “Manter em local seco e longe de
fonte de calor” ou expressao equivalentesobre a conservagao do produto (BRASIL, 2005). No presente estudo, foi possivel
verificar que 88% das amostras avaliadas apresentavam corretamente a recomendagao sobre a forma de conservagéo.
Na avaliagdo sobre a percepgao do consumo do azeite de oliva, verificou-se que entre os 168 consumidores entrevistados,
11% eram idosos ,43% eram adultos e 46% eram adultos jovens, sendo 29% individuos do sexo masculino e 71% do sexo
feminino.Com relagéo ao consumo do azeite de oliva nas residéncias, constatou-se que 61% dos consumidores entrevis-
tados relatam o uso habitual, com uma freqiiéncia do consumo nas refeicdes de uma a trés vezes por semana.Os fatores
que influenciaram significativamente na escolha do azeite foram a marca e o prego. Para os entrevistado com maior nivel
de escolaridadea marca, o tipo e a acidez foram os fatores predominantes. Nos entrevistados que apresentavam ensino
fundamental, o preco foi o fator que mais influenciou na escolha, 45% destes consumidores responderam sempre observar
0 prazo de validade. Em estudo feito por Marins (2004), quase a totalidade da amostra estudada respondeu que sempre
observava a data de validade dos produtos alimenticios. Os entrevistados com ensino superior e médio foram aqueles que
mais relataram ter o habito de leitura da data de validade do produto. Com relagdo a avaliagdo da frequéncia com que os
entrevistados fazem a leitura da rotulagem, 32% destes, respondeu que s6 a faz as vezes.Marins (2004) destaca em seu
estudo que 61% da populagdo estudada possuia o habito de ler os rétulos. Quando comparado o nivel de escolaridade
com o habito da leitura dos rétulos, foi possivel observar que os entrevistados que nunca léem os rétulos sdo aqueles
com menor nivel de escolaridade.No que diz respeito a preferéncia dos entrevistados pelos diferentes tipos de azeite,
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72% responderam que preferem o Azeite de oliva Extra Virgem, sendo a preferéncia dos entrevistados com maior nivel
de instrugéo.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que amaioria dos azeites produzidos industrialmente e consumidos em territdrio
nacional brasileiro, e, por conseguinte no Rio de Janeiro, sdo provenientes de paises europeus, sendo Portugal o principal
pais exportador. O prazo médio de validade dos azeites variou de um ano e meio a trés anos.Com relagdo a percepgéo
sobre consumo dos azeites de oliva de diferentes marcas e tipos, concluiu-se que a maior parte dos entrevistados foi
composta por adultos jovens do sexo feminino, e nivel de escolaridade médio e superior. Dentre o total de consumidores
entrevistados, 61% responderam sempre utilizar o azeite em suas residéncias e 39% disseram utiliza-lo de uma a trés
vezes por semana em suas refeicdes. Que de acordo com os fatores que influenciam os entrevistados na escolha do
azeite, a acidez e o tipo foram os fatores predominantemente levados em consideragéo pelos entrevistados que possuem
niveis de escolaridade mais elevados e o precgo pelos que possuem menor nivel de escolaridade. Quanto a leitura da
data de validade e dos rétulos, constatou-se que os entrevistados que léem tais informagées com maior frequéncia sao
aqueles com maior nivel de escolaridade, isto é, com maior nivel de instru¢&o e entendimento. Assim, conclui-se sobre a
relevancia das informagdes obrigatérias de rotulagem de diferentes tipos de azeites constitui-se em ferramenta adequada,
que permitem melhores escolhas aos consumidores, fazendo-se necessario a conscientizagéo e educagéo destes sobre
a relevancia da leitura dos rétulos.
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INTRODUGAO

As enzimas s&o substancias especializadas, compostas por polimeros de aminoacidos, que atuam especificamente na
catalise do metabolismo dos seres vivos. As enzimas pectinoliticas séo produzidas principalmente por plantas superio-
res, fungos filamentosos, leveduras e bactérias. A utilizagdo de bactérias, leveduras ou fungos filamentosos gera grande
interesse de estudo em virtude de diversas vantagens apresentadas, como por exemplo: cultivo em pequenos espagos,
degradacéo e crescimento em inlimeros substratos, inclusive em residuos industriais, os quais podem ser empregados de
acordo com microrganismo apropriado ou adaptado para o propdsito desejado e também possuem um crescimento rapido
quando as condi¢des sdo favoraveis (REZENDE et al, 2009).

As enzimas pectinoliticas atuam degradando moléculas complexas de pectina, que sao polissacarideos estruturais, pre-
sentes em todos os tecidos vegetais jovens. Essas enzimas possuem diversas aplicacdes biotecnolégicas e s&o consi-
deradas um destaque no setor industrial e sendo utilizadas na extracéo e clarificagdo de sucos de frutas e vinhos, entre
outras (POONDLA et al, 2014). A classificagdo das enzimas pectinoliticas € baseada na preferéncia pelo substrato (acido
pectinico ou acido poligalacturdnico), tipo de atividade (desmetoxila, despolimeriza ou solubiliza), caracteristica da forma
de rompimento da ligagao glicosidica (lise ou hidrélise) e modo de agao (endoenzima ou exoenzima) (CARVALHO, 2016).

A comercializag&o das pectinases em varios campos é muito grande devido a suas propriedades, que podem variar muito
se a etapa de purificagdo néo for realizada antes da caracterizagdo, pois a enzima bruta pode apresentar componentes
de estabilizagao diferentes (JACOB et al, 2008). A purificagdo de pectinases tem sido realizada por combinagdes de di-
ferentes procedimentos cromatograficos (FREITAS, 2009). O processo de purificagdo pode ser feito de diversas formas.
Cada método tem sua fungéo, vantagens e desvantagens que devem ser consideradas de acordo com o bioproduto em
questao. O aumento no niimero de etapas vai aumentar a purificagéo do material, porém também vai diminuir o rendimento
e, consequentemente, elevar o custo de produgdo. Portanto a utilizagdo de um sistema automatizado de cromatografia
pode promover um melhor fator de purificagdo € uma operagao mais rapida (DANTAS, 2017).

OBJETIVO
Purificar e caracterizar as diferentes pectinases produzidas no extrato bruto extracelular por linhagem de Saccharomyces
cerevisiae.
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METODOLOGIA

Produgéo do extrato bruto enzimatico:

Para esse experimento foi utilizada a linhagem de Saccharomyces cerevisiae 38. Para uso, essa linhagem foi repicada em
meio agar Sabouraud e incubada a 28°C por 24h. As coldnias formadas foram raspadas, apds a incubag&o, e suspensas
em solugéo salina estéril (0,85%) para obteng&o do indculo (suspensao de células com absorbancia de 0,7 a 600nm). O
meio de produgéo do extrato enzimético, previamente otimizado, foi composto por 50% de farinha de maracuja e 50% de
tampao acetato em pH=5,0. Foi inoculado 1mL da suspenséo de células em frascos contendo 20g desse meio de cultivo,
incubado a 30°C, por 24 h. Para obtengdo do extrato, 50mL de agua deionizada gelada foram misturados ao meio de
cultivo, que foi mantido sob agitacdo a cada 15 minutos, em banho de gelo, por 1h. O material todo foi centrifugado a 4°C,
3500 rpm, por 15 minutos e o sobrenadante foi aliquotado e congelado e denominado extrato bruto enzimético.

Métodos de detecgdo da atividade pectinolitica

Determinagéo da atividade pectinolitica total: O meio reacional para detecg&o da atividade pectinolitica total foi composto
por 150 pL de tampao acetato (pH 5,0; 0,2M) diluido com 150 WL de solug&o de pectina citrica (1%) com concentragéo final
de tampé&o 0,05M e de pectina 0,5%. Esse meio foi mantido a 40°C por 5 minutos para estabilizagdo da temperatura e 0
inicio da reagao se deu pela adigdo de 300 L do extrato bruto enzimatico. A reagao foi paralisada apds 7 minutos, pela
adicdo de 600 L de solugdo de DNS. Para determinagdo da concentragdo de agucares redutores liberada pela reagéo, o
meio foi aquecido a 100°C, em banho de ebuligao, por 15 min, resfriado em banho de gelo e adicionado 6mL de agua des-
tilada. A absorbancia final foi avaliada em espectrofotémetro a 540 nm e comparada com curva de calibragdo construida
com &cido monogalacturdnico.

A atividade de pectato liase foi determinada espectrofotometricamente pela medida do aumento da absorbancia do meio
reacional em 235 nm, pela formag&o de duplas ligagdes em virtude da reagdo. A mistura da reagéo teve 0,9mL de 0,1%
pectina citrica em tampéo acetato (0,1M, pH 5,0) e 0,1 mL do extrato enzimético. O ensaio foi realizado por 7 minutos, a
45°C. Uma unidade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de elevar a absorbancia em 0,001 unida-
de, por minuto de reagéo.

Purifica¢do do extrato bruto enzimatico

Precipitagdo com NaCl: Ao extrato bruto enzimatico foi adicionado NaCl suficiente para atingir 80% de saturagéo (100%
de saturagéo = 359 g/L), sob constante agitacdo, em banho de gelo. Essa solug&o foi mantida sob refrigeracéo overnight
e posteriormente centrifugada (10.000 x g/15 min). O pellet formado foi ressuspendido em tampé&o (pH=5,0) e filtrado por
filtro de seringa com membrana de PTFE de poro 0,45um.

Purificagdo cromatografica (1)

As fragdes com atividade pectinolitica do extrato bruto foram separadas por diferengas de hidrofobicidade, em coluna de
excluséo hidrofébica (Hitrap Phenyl Sepharose High Performance) utilizando equipamento Akta Prime de cromatografia li-
quida de média pressao. A eluigao foi realizada por gradiente de redugéo de salinidade (100% para 0, solugdo de NaCl 1M)
e as fracdes foram coletadas em coletor de fracdes automatizado. Picos cromatograficos foram detectados por absorgao
a 280nm. As fragBes separadas foram testadas quanto a sua atividade pectinolitica total e avaliadas separadamente para
atividade de pectato liase, como descrito anteriormente.

Purificagdo cromatografica (2)

As fragBes com atividade pectinolitica do extrato bruto foram separadas por diferenga iénica, em coluna de troca catiénica
(Hitrap IEX Selection) também no Akta Prime de cromatografia liquida de média pressao. A eluigdo foi realizada por gra-
diente aumento de salinidade (0 para 100%, solu¢éo de NaCl 1M).
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RESULTADOS

Apbs obtencdo do extrato bruto produzido pela linhagem de Saccharomyces cerevisiae 38, foram realizadas analises de

atividade enzimatica sendo avaliada a atividade pectinolitica total e a atividade de pectato liase, obtendo-se, respectiva-
mente, 3,0 Ul e 0,7 Ul. Carvalho (2016), realizou um estudo onde otimizou a produgéo de pectinases por leveduras do
género Saccharomyces cerevisiae, a partir de farinha de residuo de maracuja, para aplicagdo na extragdo de suco da
polpa do fruto cupuagu encontrando uma atividade pectinolitica total maxima da enzima de 7,066 + 0,562 U/mL ¢, ainda,
atividade de pectato liase (PTL) de 0,8 + 0,026U/mL. Observou-se que o valor de atividade total encontrado por Carvalho
(2016) foi 2,35 vezes maior do que o do presente estudo, enquanto que atividade de pectato liase encontrada foi proxima.
A diferenga entre os resultados obtidos em ambos os estudos, pode ser devido a metodologia diferenciada em relagéo
ao meio de cultivo e extragao enzimatica. Para purificagdo por interagdo hidrofébica com coluna de fenil Sepharose, o ex-
trato bruto enzimatico foi precipitado com NaCl com saturagéo de 80%. Procedeu-se, entéo, a determinacéo da atividade
enzimatica das fragdes eluidas, porém nao houve separagdo nem atividade pectinolitica total. Por isso, outra atividade
pectinolitica total foi realizada utilizando o extrato bruto enzimatico e o extrato precipitado com NaCl, para observar sua

interferéncia. N&o foram encontrados estudos similares ao que foi realizado para comparag&o.

Foi realizada a cromatografia por troca iénica (IEx) com o precipitado duas vezes concentrado na proporgéo de 1:3 (extrato
bruto: etanol). A elui¢do foi realizada por gradiente com aumento de salinidade de 0 para 100%. As fragbes separadas
foram testadas quanto a sua atividade pectinolitica total, obtendo-se atividade de 0,4 Ul na jungdo das fragdes 2 e 3, antes
da eluicdo do gradiente salino (Figura 1). De acordo com o estudo de purificagéo da poligalacturonase (PG) do fungo
Chrysoporthe cubensis Barreto et al (2016), o perfil cromatografico resultante de troca idnica, em coluna DEAE-Sepharose,
mostrou um elevado pico protéico com atividade da poligalacturonase, que foi eluido antes da aplicagdo do gradiente
salino (Figura 2) obtendo uma atividade total de 104,62 U, com a enzima sendo purificada 3,13 vezes. Também mostrou
que 0 maior pico protéico, porém sem atividade de poligalacturonase, foi eluido durante o gradiente salino. Este diferencial
no resultado pode ser em razao da forma de extracdo, do maior nimero de vezes de purificagdo e também por serem de
diferentes espécies.

Figura 1 - Purificagdo por troca ionica e atividade pectinolitica total.
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Figura 2 - Pico de atividade da poligalacturonase eluido antes da aplicacio do gradiente salino.
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CONCLUSOES
Né&o foi possivel obter purificagdo das pectinases por interag&o hidrofébica, mas foi possivel por troca anibnica. As fragdes
serdo submetidas a avaliagdo da atividade de pectina liase e a eletroforese 1D para determinagdo da pureza obtida.
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INTRODUGAO

O iogurte faz parte da dieta diaria de milhdes de pessoas no mundo. As propriedades reologicas do iogurte, como a visco-
sidade e a resisténcia estrutural ao estresse sdo atributos importantes para determinar a aceitagédo do consumidor (HAN
et al., 2016). A demanda por leite de cabra e seus produtos tem aumentado devido a sua maior digestibilidade e menor
propriedades alergénicas em relagéo ao leite de vaca (HERRERO & REQUENA, 2006). A pequena produgéo por animal e
a sazonalidade desta produgao sao os principais fatores limitantes para a distribuicdo do leite de cabra (CURI & BONASSI,
2007). A Instrugdo Normativa n°37 (IN 37), de 31 de outubro de 2000, do MAPA, permite o congelamento do leite de ca-
bra cru, sem estabelecer 0 tempo méximo permitido para o mesmo. O congelamento do leite pode causar alteragdes
no balango fisico quimico com aparecimento de cristais de lactose e agregados de caseina apds o descongelamento
(ALICHANIDIS et al., 1981). A utilizagao de baixas temperaturas pode contribuir para desestabilizar a b-caseina da micela,
interferindo na estabilidade proteica (LEACH, 1980). Esse efeito ocorre intensamente no leite de cabra. Alguns autores
também observaram alteragdes de sabor e aroma apds o descongelamento (PARK, 2007; GOMEZ, 1997; LEACH, 1980).
Para estudar os efeitos do congelamento do leite sobre as propriedades reoldgicas e em atributos sensoriais (visual) do
iogurte firme, neste trabalho foi utilizado leite de vaca como matéria prima. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia
do congelamento do leite de vaca na viscosidade e na cor do iogurte produzido por esta matéria-prima.

OBJETIVO
Estudar o efeito do congelamento do leite de vaca na viscosidade e na cor do iogurte firme produzido por esta matéria-prima

METODOLOGIA

Cultura Starter

Para a fermentag&o do iogurte firme foram utilizadas culturas starter comercial Docina Nutricdo Ltda. As culturas starter
liofilizada foi diluida em leite e congelada. A cultura foi descongelada a temperatura ambiente e adicionado 25 ml do mes-
mo leite da preparagao do logurte e colocado na estufa overnight. e | Foi coletado inéculo em pé liofilizado para logurte,
onde cada saco tem capacidade de reagir com 3 a 4 litros de leite. Com o0 auxilio de uma balanca digital e um Becker foi
pesado o pd referente a um saco que rendeu 2,9403g. Adicionou-se leite aos poucos até que o p6 e o leite encontrassem-
-se homogeneizados, dando um peso total de 15,8546g, que foi dividido em quatro tubos com aproximadamente 3,9635¢g
cada. O Inoculos nimero 1 ndo foi congelado nem levado a estufa; o inoculo nimero 2 foi congelado por 1 hora e meia e
descongelado a temperatura ambiente e acrescido de 25 ml do leite u