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REGULAGAO DA INFRAESTRUTURA:
REGULAGAO E DIREITO DO DESENVOLVIMENTO

'Pedro Henrique Barbosa Rocha (IC-UNIRIO); "Luis Anténio Santos Corso da Costa (IC-UNIRIO); 2Jose

Carlos Buzanello (orientador); 2Emerson Afonso da Costa Moura (orientador)

1 — Escola de Ciéncias Juridicas; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
2 — Departamento de Estratégia e Gestdo; Escola de Administragao Publica; Universidade Federal do

Estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Regulagao, Infraestrutura, Direito regulatério

INTRODUGAO

A partir de 1994, devido a ampla reforma administrativa, o Estado brasileiro € marcado pela instituicdo de
agéncias reguladoras. A tendéncia neoliberal se revela num Estado abandonador da atuagéo direta pelo papel
fiscalizador e regulador. Alguns setores de infraestrutura refletiram esse fenbmeno, com destaque para o
surgimento da Agéncia Nacional de Telecomunicacdo em 1997 e privatizacdo da Telebras em 1998. Nesse
sentido, busca-se assumir a figura de um Estado Regulador;: um Estado que atua — valendo-se especialmente da
regulacdo econémica — para promover e garantir a concorréncia nos setores em que ela for possivel e desejavel,
bem como dirimir as diferengas entre os agentes do mercado.

E notério que a infraestrutura brasileira apresenta inimeras limitacdes, dentre as quais a caréncia de
transporte, custos de telecomunicacgao e precariedade de saneamento basico. Neste contexto de debate da crise
estrutural da infraestrutura no Brasil, o Direito do Desenvolvimento se insere e busca analisar as relagdes da
Administracdo Publica e da empresa privada e a contribuicdo para um efetivo desenvolvimento ou superagao do
subdesenvolvimento. No rol de sua investigagéo leva em consideragao a escacasses de recursos, a equidade e
o comportamento dos diversos atores econdmicos para investigar o envolvimento da pesquisa juridica aplicada
a economia, isto é, o custo empenhado com o direito.

Este trabalho busca analisar a regulamentagéo da infraestrutura e o impacto dos instrumentos juridicos
no seu desenvolvimento. O referencial teérico para a definigdo de tal desenvolvimento é o economista e
académico Celso Furtado, o qual propde a superagéo da conceituacdo meramente economicista pela inclusdo de
um desenvolvimento com projeto social subjacente.

Por consequéncia, um verdadeiro desenvolvimento se faz pela implementacdo de efetivo sistema de
infraestrutura que alavanque as expectativas econémicas e ofereca resultados sociais satisfatorios. A presente
pesquisa demonstra-se relevante para inspirar modelos de regulacdes e legislacbes capazes de promover

politicas publicas e de edificar a infraestrutura nacional, contribuindo para construgdo de verdadeiro
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desenvolvimento socioeconémico.

OBJETIVO

O principal objetivo é contribuir para a fundamentagéao teérica de estudo da regulacao da infraestrutura.
Inicialmente deseja-se analisar as politicas publicas normativas federais que foram constituidas no periodo de
2014-2019 sobre o tema de infraestrutura presentes nos diversos dispositivos normativos de atividades reguladas
pelo governo federal. A partir do material coletado, pretende-se realizar um diagnéstico de problemas
circunstanciais e estruturais das regulagdes, bem como apontar os avangos normativos ja realizados. Em paralelo,
empreende-se levantar os problemas emergéncias que travam o pleno desenvolvimento do setor regulado.

Por fim, visa-se a elaboragao de um parecer conclusivo, que abordara a questdo da adequagéo da

regulacdo normativa para o enfrentamento dos problemas encontrados em tal setor de infraestrutura.

METODOLOGIA

A abordagem da pesquisa é dialética, cujo objetivo é chegar as sinteses a partir das sincreses, ou seja,
sistematizar os resultados a partir das diversas informagdes que estdo dispersas de maneira desordenada. O
método empregado é hipotético-dedutivo a partir da problematizacdo de determinadas questbes para encontrar
parametros que sustentem uma solugdo ldgica. O objeto de investigacdo € a literatura juridica do problema de
infraestrutura.

Buscar-se, ainda, delimitar os setores de infraestrutura a serem investigados, levantar todos os
regulamentos relacionados a tal setor, identificar na literatura cientifica os problemas emergenciais de tal setor,
analisar se a regulamentagao esta pertinente ao enfrentamento de tais problemas, apontar avangos e falhas e

sugerir solugdes regulatorias.

RESULTADOS

A pesquisa esta em sua fase de coleta de material empirico e material de pesquisa relacionado a
infraestrutura.

O ponto inicial é de identificagdo das agéncias reguladoras responsaveis respectivamente pelos setores
de infraestrutura, bem como as legislagdes responsaveis pela sua constituicdo e as responsaveis pelas suas

regulamentagdes. O resultado obtido encontra-se sintetizado nos quadros a seguir.

Agéncias requladoras e setores de infraestrutura

SETOR DE =
INFRAESTRUTURA ORIGEM OU MATRIZ AGENCIA REGULADORA
Energia Elétrica Eg)"rg:ssa ANEEL - Agéncia Nacional de Energia Elétrica




U Universidade Federal do E et
UNIRIO Estado do Rio de Janeiro \._de|rt‘,'f(.3'a a0

Hidrelétricas
Nuclear
Solar
Undi-elétrica
Fossil
Petroleo e derivados

Oil & Gas Gas Natural ANP — Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Biocombustiveis Natural e Biocombustiveis.
Dutoviario de Oil & Gas
Rodoviério ANTT — Agéncia Nacional de Transporte

Transporte Ferroviario .Terres.tre
A o ANTAQ - Agéncia Nacional de Transporte

quaviario .
Aquaviario
Aéreo ANAC — Agéncia Nacional de Aviacéo Civil
Telefonia
L Internet ANATEL — Agéncia Nacional de
Telecomunicagdes — Co
Televisdo Telecomunicagéo
Radio
Agua ANA — Agéncia Nacional das Aguas
Saneamento basico Esgoto . . o

Residuos Sélidos Ingeréncia dos Estados e municipios
Controle de Pragas

Agéncias reguladoras: Legislacoes e regulamentacoes

AGENCIA

CONSTITUIGAO REGULAMENTAGAO

ANEEL - Agéncia Nacional de Energia Elétrica

Lei n® 9.427/1996 Decreto n° 2.335/1997

ANP — Agéncia Nacional do Petréleo, Gas
Natural e Biocombustiveis.

Lei n® 9.478/1997 Decreto n° 2.455/1998

ANTT — Agéncia Nacional de Transporte
Terrestre

Lei n® 10.233/2001 Decreto n° 4.130/2002

ANTAQ - Agéncia Nacional de Transporte
Aquaviario

Lei n°® 10.233/ 2001 Decreto n° 4.122/2002

ANAC — Agéncia Nacional de Aviacao Civil

Lei n® 11.182/2005 Decreto n° 5.731/2006

ANATEL — Agéncia Nacional de
Telecomunicagéo

Lei n® 9.472/1997 Decreto n° 2.338/ 1997

ANA — Agéncia Nacional das Aguas

Lei 9.984/2000 Decreto n° 3.692/2000

CONCLUSOES

A partir dos resultados preliminares levantados observa-se que a infraestrutura é regulada por diversas
agéncias reguladoras especializadas por setores. O setor de transporte € o que possui maior nimero de agéncias
reguladoras associadas a sua regulamentacdo enquanto o setor de saneamento é o que € mais discretamente
regulado em ambito federal, tendo em vista que a atribuicdo da infraestrutura desse setor esta distribuida entre
os Estados e municipios. A regulacdo da infraestrutura energética no Brasil é dividida, cabendo a ANEEL o
Sistema Elétrico Brasileiro e a ANP a produgao, distribuicdo e comercializagdo de Oleo e Gas.

Por fim, verificou-se que € necessario esmiucgar a literatura juridica relacionada a cada setor de



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/L9427compilada.htm
https://anttlegis.antt.gov.br/action/UrlPublicasAction.php?acao=abrirAtoPublico&cod_modulo=161&cod_menu=5408&num_ato=00010233&sgl_tipo=LEI&sgl_orgao=NI&vlr_ano=2001&seq_ato=000
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/leis/LEIS_2001/L10233.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-2006/2005/Lei/L11182.htm
http://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/Viw_Identificacao/dec%202.338-1997?OpenDocument
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infraestrutura, bem como levantar os respectivos problemas emergenciais. A partir disso sera possivel apresentar

conclusdes mais expressivas para os diversos problemas quanto a infraestrutura e desenvolvimento nacional.

REFERENCIAS

BRASIL. Ministério de Minas e Energia. Agéncia Nacional de Energia Elétrica. Folder Institucional ANEEL.
Distrito Federal: 2012.

BRUNO, Miguel; SILVA, Renaut Michel B. Desenvolvimento econémico e infraestrutura no Brasil: dois
padrdes recentes e suas implicagdes. Friendrich Ebert Stiftung. Sdo Paulo, 2010.

PIRES, José Claudio Linhares; PICCININI, Mauricio Serrdo. A regulagéo dos setores de infra-estrutura
no Brasil . In: GIAMBIAGI, Fabio; MOREIRA, Mauricio Mesquita (Org). A economia brasileira nos anos 90. 1. ed.

Rio de Janeiro : Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e Social, 1999. p. 217-260.
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FATORES PARA DECISAO DE UMA INSTITUIGAO DE ENSINO SUPERIOR
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Apoio Financeiro: FAPERJ, CNPq, CAPES.

Palavras-chave: negrito; centralizado; fonte.

INTRODUGAO

O bom relacionamento entre consumidor e as organizagdes é algo almejado pelos gestores e constitui
um fator de extrema importancia no planejamento estratégico organizacional no sentido de reunir esforgos na
busca de meios viaveis de satisfazer as necessidades e desejos dos consumidores e de buscar um melhor

desempenho no mercado onde o empreendimento esta inserido.

OBJETIVO

O objetivo da presente pesquisa é analisar os principais fatores determinantes na decisédo dos jovens em
escolherem se matricular numa Instituicdo de Ensino Superior. Para dar embasamento teérico foram trabalhados
obras de autores como Blackwell, Miniard e Engel (2005), Kotler e Fox(1994) que tratam sobre os estimulos do

marketing e os fatores influenciadores na tomada de decisdo com a escolha de uma universidade publica.

METODOLOGIA

O instrumento de coleta de dados foi 0 questionario estruturado através da metodologia AHP que é uma
técnica estruturada para organizar e analisar decisdes complexas, baseadas em matematica e psicologia a qual
foi desenvolvida por Thomas L. Saaty no final da década de 60 do século XX, o AHP fornece um quadro
abrangente e racional para estruturar um problema de tomada de decis&o, para representar e quantificar seus
elementos, para relacionar esses elementos com o0s objetivos gerais e para avaliar solu¢des alternativas,
direcionado aos consumidores de servigos educacionais.

O AHP é baseado na habilidade humana de fazer julgamentos sobre problemas diversos e foi aplicado
em projetos de decis&o e planejamento em cerca de vinte paises.

O resultado obtido pela aplicacdo do método AHP por meio da comparagédo paritaria dos critérios,
subcritérios e alternativas, quantificando-os (Saaty, 1991). Para a construgdo do método, existe a necessidade

de seguir trés passos para se chegar ao resultado final que sdo: decomposi¢do do problema em critérios, sendo

10
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que os critérios serdo compostos em subcritérios até o menor nivel da hierarquia; analise comparativa paritaria
entre os critérios por meio de uma escala numeérica; e sintese das prioridades por meio do calculo de auto vetores
ou analise do minimo quadrado, sendo o processo repetido para cada nivel de hierarquia até a decisao final, a
figura 1 demostra a estrutura hierarquica do método AHP.

Objetivo

— Critérios
Critério 2

| Alternativa | 'l iz '

Figura 1 — Estrutura Hierarquica
Fonte: Costa (2002)

Critério | Critério “m"

Alternativa | Alternativa “n” Alternativas

Uma vez definida a hierarquia, passa-se o estagio de comparacdo aos pares. Os julgamentos dos
tomadores de decisédo, com respeito a importancia de um atributo em relagao a outro, podem ser realizados de
forma subjetiva e convertidos para um valor numérico usando-se uma escala de 1 a 9 (Marchezetti et al., 2011)
conforme tabela 1 Aguiar e Salomon(2007) expde que Saaty(1991) recomenda o uso de no maximo nove fatores,

pois além deste numero a matriz torna-se inconsistente.

11
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Escala
Numérica Escala Verbal Explicagao

1 Ambos elementos sdo de  [Ambos elementos contribuem
igual importancia com a propiedade de igual forma
Moderada importancia de A expericnela € a oplnisio

3 favorecem um elemento sobre o
um elemento sobre o outro

outro

5 Forte importancia de um Um elemento & fortemente

elemento sobre o outro favorecido

Importancia muito forte de
um elemento sobre o outro

Um elemento & muito fortemente
favorecido em relagdo ao outro

Extrema importancia de um

Um elemento & favorecido pelo

9 : i b ¢ menos com uma ordem de
glemento sobre o oulro magnitude de diferenca
Valores intermediarios Usados como valores de
2,4 6e8

entre as opinides adjacente |consenso entre opinides

Tabela 1 — Escala Numérica de Saaty
Fonte: Roche(2004, p.6)

A pesquisa foi dividida em duas etapas. Na primeira foram propostos nove critérios de avaliagdo de acordo
com levantamento bibliogréafico realizado previamente. Na segunda etapa, foi aplicado um questionario com 385

estudantes de diversas universidades do Rio de Janeiro.

RESULTADOS

Os estudantes universitarios responderam ao questionario para verificar o nivel de importancia dos
critérios. A partir da aplicagdo da média geométrica foi encontrado um Unico valor para cada critério. A
classificagédo final apresenta a classificagdo da importancia dos atributos dos estudantes, ou seja, mostra a
comparacgao de hierarquizagéo dos critérios para a escolha de uma universidade para estudar.

12
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Fatores Universitarios
A1 (Qualidade do Ensino) 0,162076408
A2 (Aceitacao da Universidade
pelo Mercado) 0,169188728
A3 (Facilidade de Acessoao local
(transporte)) 0,105389576
A4 (Localizacdo Préoxima ao
Trabalho/Residéncia) 0,102684793
A5 (Qualidade do Corpo Docente
(Titulos)) 0,098572679
A6 (Disciplinas/Ementa) 0,077399279
A7 (Infraestrutura do Campus) 0,069538777
A8 (Tradicdo e Status da
universidade) 0,063344401
A9 (Seguranca no Campus) 0,062764429

Tabela 2 — Classificagdo dos Pesos dos Critérios para decisao final dos universitarios

Fonte: Elaboragao Prépria

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 2, é possivel notar que os universitarios possuem
percepcgao de que a Aceitagdo da Universidade pelo Mercado é o Fator de maior importancia uma vez que possui
0 maior peso entre os fatores, tem se logo depois a qualidade do ensino como sendo o segundo fator mais
importante, e em seguida como 3 e 4 respectivamente temos a Facilidade de Acesso ao Local(transporte) e
Localizacado Préxima ao Trabalho/Residéncia.

CONCLUSOES

Descrever a conclusédo dos autores com base nos resultados, relacionado-a aos objetivos da pesquisa.

Através das analises é possivel perceber que existe sim pelos consumidores fatores que possuem maior
e menor importancia durante a escolha de uma IES, seja publica ou privada, sendo considerados de maior
importancia os fatores Qualidade do Ensino e Aceitagcao da Universidade pelo Mercado por uma margem grande
na diferenca dos pesos gerados pelo método. Com isso é recomendado que seja realizado novas pesquisas no

futuro abrangendo diferentes fatores e um novo espago amostral para um melhor entendimento do assunto.

REFERENCIAS
AGUIAR, D. C.; SALOMON, Valério A. P. . Avaliacdo da prevencdo de falhas em processos utilizando

métodos de tomada de decisédo. Produgao (Sao Paulo. Impresso), v17. 2007.
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IDENTIFICAGAO DE INSTRUMENTOS DE REFERENCIA ARQUIVISTICOS EM INSTITUICOES
ARQUIVISTICAS
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2 — Departamento Arquivologia; Centro de Ciéncias Humanas e Sociais; Universidade Federal do Estado

do Rio de Janeiro

Apoio Financeiro: CNPq

Palavras-chave: Instrumento de pesquisa; arquivo publico, instituigdo arquivistica

INTRODUGAO

Este projeto, em linhas gerais, delineia-se como proposta de ampliar o conhecimento sobre os
instrumentos de pesquisa desenvolvidos pelas entidades custodiadoras de acervos arquivisticos. Mais
especificamente buscara propiciar uma reflexdo sobre a dindmica do acesso as fontes arquivisticas na
perspectiva dos arquivos publicos estaduais. Desde os anos de 1970, a institucionalizagdo do campo arquivistico
brasileiro passou por importantes etapas de desenvolvimento. Concretamente, a configuracdo ainda é de
precariedade na efetividade do acesso publico aos acervos custodiados pelas instituicbes arquivisticas. No
entanto, pode-se constatar avangos na percepg¢ao sobre o uso social dos arquivos no pais, tendo em vista a
crescente demanda social pela transparéncia do Estado, o direito a informagédo e o direito a meméria. Dois
pressupostos gerais norteiam a execug¢ao desta proposta: o valor da informagdo arquivistica ndo reside em si
mesmo, ele se potencializa com a circulagéo e uso dessa informagao mediante instrumentos que favoregam sua
significagao para o cidadao gerar conhecimento; os arquivos precisam ser instituicdes mais populares do que
sdo, isso para que mais pessoas possam se beneficiar de seus acervos para aumentar o conhecimento, criando

uma sociedade gradativamente mais instruida, mais plural e mais democratica.

OBJETIVO
Investigar as instituicbes que tem por finalidade o acesso de seu acervo a populagao, analisando quais
sdo os obstaculos a ampliagao do acesso aos documentos de arquivo pela populagéo, através de mapeamento

dos recursos de pesquisa que sao disponibilizados pelas entidades custodiadoras de acervos arquivisticos e

16
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analise dos instrumentos de divulgacdo das fontes arquivisticas, tendo em vista o seu papel de mediagéo entre

0s usuarios e o conteudo dos acervos;

METODOLOGIA

Os procedimentos metodolégicos serdo os seguintes: revisdo de literatura sobre os conceitos de
referéncia para a pesquisa; levantamento de informagdes sobre os espagos de custddia e acesso aos documentos
de arquivo, utilizando o cadastro nacional do Conselho Nacional de Arquivos; registro e sistematizacdo das
informagdes sobre os recursos e os instrumentos de pesquisa disponibilizados, com base nos sites das
instituicoes.

RESULTADOS
Abaixo o quadro que ilustra o cenario dos arquivos publicos brasileiros e seus instrumentos de pesquisa

disponibilizados aos usuarios de forma online.

Quadro 1: Sites e instrumentos de pesquisa online dos arquivos estaduais brasileiros.

UF Instituicéo Site Base
online

AC | Divisdo de Arquivo Publico do Estado | Nao foi identificado nenhum site Nao
do Acre

AL | Arquivo Publico de Alagoas http://www.arquivopublico.al.gov.br/ Nao

AP | Arquivo Publico do Estado do Amapa | Nao foi identificado nenhum site Nao

AM | Arquivo Publico do Estado do http://servicos.sead.am.gov.br/arquivopublico/ Nao
Amazonas

BA | Arquivo Publico do Estado da Bahia http://www.fpc.ba.gov.br/ Sim
da Fundagao Pedro Calmon

CE | Arquivo Publico do Estado do Ceara https://www.secult.ce.gov.br/2013/01/02/arquivo- Nao

publico/

DF | Arquivo Publico do Distrito Federal http://www.arpdf.df.gov.br/ Sim

ES | Arquivo Publico do Estado do Espirito | https://ape.es.gov.br/ Sim
Santo

GO | Arquivo Histérico Estadual de Goiés https://site.educacao.go.gov.br/cultura/ Nao

MA | Arquivo Publico do Estado do http://www.cultura.ma.gov.br/apem/ Sim
Maranhao

MT | Arquivo Publico de Mato Grosso http://www.apmt.mt.gov.br/ Sim
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MS | Arquivo Publico Estadual do Mato http://www.fundacaodecultura.ms.gov.br/arquivo- Nao
Grosso do Sul publico-estadual-de-mato-grosso-do-sul-ape/

MG | Arquivo Publico Mineiro http://www.siaapm.cultura.mg.gov.br/ Sim

PA | Arquivo Publico do Estado do Para http://www.secult.pa.gov.br/ Nao

PB | Arquivo Publico do Estado da Paraiba | Nao foi identificado nenhum site Nao

PR | Arquivo Publico do Estado do Parana | http://www.arquivopublico.pr.gov.br/ Sim

PE | Arquivo Publico de Pernambuco http://arquivopublico.pe.gov.br/institucional/ Nao

Pl Arquivo Publico do Estado do Piaui http://www.arquivopublico.pi.gov.br/index.php Nao

RJ Arquivo Publico do Estado do Rio de | http://www.rj.gov.br/aperj.aspx Sim
Janeiro

RN | Arquivo Publico Estadual do Rio Nao foi identificado nenhum site Nao
Grande do Norte

RS | Arquivo Publico do Estado do Rio http://www.apers.rs.gov.br/ Nao
Grande do Sul

RO | N&o identificado N&o foi identificado nenhum site Nao

RR | N&o identificado Nao foi identificado nenhum site Nao

SC | Arquivo Publico do Estado de Santa http://www.sea.sc.gov.br/index.php/institucional/dire Nao
Catarina torias/dioesc/arquivo-publico/sobre-a-instituicao

SP | Arquivo Publico do Estado de Sao http://www.arquivoestado.sp.gov.br/site/ Sim
Paulo

SE | Arquivo Publico de Sergipe Nao foi identificado nenhum site Nao

TO N&o identificado N&o foi identificado nenhum site Nao

Fonte: Elaboragéo dos autores.

Em buscas realizadas entre janeiro e julho de 2019 ndo foi possivel identificar a existéncia de arquivos
estaduais em trés unidades da federagao: Rondodnia, Roraima e Tocantins. Outros quatro estados, apesar da
possibilidade de identificar que a instituicdo existe, ndo foram encontrados seus sites: Acre, Amapa, Paraiba, Rio
Grande do Norte e Sergipe.

Dos dezenove casos em que o arquivo estadual possui site, apenas nove disponibiliza uma base de

dados como instrumento de pesquisa. 33% dos estados apresentam online uma representagcao da informacgao
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arquivistica a partir do seu acervo ao usuario: Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Maranhao, Mato Grosso,
Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo. Ha obstaculos a ampliagdo do acesso aos documentos
custodiados, considerando os instrumentos de pesquisa disponiveis pelas instituicbes que anunciam ter essa

finalidade para os acervos que organizam e preservam.

CONCLUSOES

Conforme apontado por Orrico e Silva (2019), ha recursos tecnoldgicos ja utilizados pela maior parte das
instituicbes arquivisticas para favorecer os usos e os usuarios de seus acervos, no entanto, ainda carecem
avancgos em dois pontos: ampliar a identificagdo entre os arquivos publicos e a maior parte da populagédo e
aperfeigoar os instrumentos de pesquisa das entidades custodiadoras de acervos arquivisticos para atingir um
publico mais amplo que comumente nao visitaria os arquivos, para fins de construgao de memdrias e expressao

de identidades.
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RESUMO
A ascensdo dos movimentos sociais na contemporaneidade € um fendmeno que merece atencao em

diversas perspectivas de analises, entre elas a Arquivologia. O surgimento de movimentos organizados com
diversas bandeiras e reivindicagdes, quase sempre, sem vinculo com o governo ou Estado suscita questdes
importantes no que se refere a produgéo e acesso documental desses grupos, em especial aquelas ligadas ao
processo de construgdo de memodria coletiva. Nesse sentido, o presente projeto de pesquisa propde mapear os
acervos produzidos e acumulados pelos movimentos sociais voltados para as mulheres, negros e grupos de
Iésbicas, gays, bissexuais, travestis, transexuais e transgéneros (LGBT’s) no municipio do Rio de Janeiro que
estdo disponiveis para consulta a fim de construir um instrumento de pesquisa que auxilie os arquivistas,
militantes, pesquisadores e qualquer interessado no tema. Por uma decisdo metodoldgica, a pesquisa
inicialmente tera como foco os acervos fotograficos do movimento negro localizados no municipio do Rio de
Janeiro, mas a intengdo € aumentar o campo de analise posteriormente, para que o instrumento de pesquisa a

ser construido seja o mais completo possivel.

INTRODUGAO

As transformagées em ambito mundial que marcaram os Uultimos dois séculos, no Brasil mais
especificamente os ultimos trinta anos, exemplificadas, entre outros elementos, pela emergéncia de um novo
modelo governamental neoliberal, que prioriza a produgdo e o mercado em detrimento das questdes sociais, fez
com que parcelas da sociedade se organizassem em busca de novas iniciativas e articulagées no sentido do bem
comum.

O crescimento acelerado de organizagdes sem fins lucrativos e nao-governamentais sao indicativos
desse processo e tem levado cada vez mais estudiosos, que se mostravam indiferentes a esse fendmeno, a
repensar esse posicionamento. As atividades voluntarias organizadas e a criagcdo de organizagbes privadas sem
o0 intuito de lucros vem se destacando por um crescimento notavel nos ultimos anos. Cada vez mais o nimero de

fundacoes, associagdes e outras instituicdes com caracteristicas similares, sdo criadas com a intengéo de prestar
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servigos sociais, promover o desenvolvimento econémico local e defender os direitos civis. Nesse sentido, o
surgimento de movimentos com cunho reivindicatorio e com propostas sociais de defesa dos setores menos
favorecidos socialmente, torna-se frequente no Brasil. Nessa conjuntura podemos perceber a emergéncia de
demandas especificas que irdo convergir em movimentos mais amplos, orquestrados por diversos grupos de
defesa e reivindicacado desses setores.

Os Movimentos Sociais surgem com objetivos especificos nas suas diversas areas de atuagao, tornando-
se um elemento importante a ser analisado no contexto de relagdo entre os outros setores estatais. No que se
refere ao debate arquivistico, os Movimentos Sociais, constituidos ou nao juridicamente, como partes integrantes
de nossa sociedade, compartilham sobre muitos aspectos, de um olhar limitado sobre as relagdes arquivo /
arquivista / estado / sociedade. Nessa perspectiva uma das propostas € analisar a produgdo documental dessas
instituicbes, pensando a atuagdo do profissional de arquivo nesse contexto, destacando que algumas
caracteristicas e especificidades dessas instituigdes, onde muitas vezes predomina ndo apenas a informalidade,
como também um baixo volume de documentos produzidos, ndo significa a inexisténcia da necessidade do
arquivista.

O presente projeto de pesquisa pretende mapear os acervos produzidos e acumulados por Movimentos
Sociais que estao disponiveis para consulta (fisica ou online), analisando o processo de acessibilidade desses
acervos desde a sua producao até a sua divulgacéo e acesso pelos pesquisadores em geral.

Pretendemos analisar os acervos produzidos pelos movimentos sociais que atuam nas causas das
mulheres, dos negros e dos grupos de lésbicas, gays, bissexuais, travestis, transexuais e transgéneros (LGBT's).
A pesquisa se dara inicialmente no municipio do Rio de Janeiro, podendo se estender pelo Estado. No entanto,
por uma decisdo metodoldgica iniciaremos a pesquisa pelos acervos produzidos pelo movimento feminista.

Apesar de muitos atuarem informalmente, a producdo documental nos Movimentos Sociais é de extrema
importancia para o resgate de informagdes que ajudam a construir elementos da memoria. Assim, identificaremos
aspectos particulares na produgdo documental nos Movimentos Sociais que ajudam no fortalecimento identitario
desses grupos além de fomentar pesquisas nas diversas areas do conhecimento.

Michael Pollak (1989,p.3-15) utiliza o conceito de “trabalhos de enquadramento da memaria” para explicar
uma memoria constituida por determinado grupo. Grupos ou vertentes disputam uma memodria especifica que
ajuda a construir sua identidade, algo que os dé reconhecimento. O enquadramento da memodria reinterpreta
incessantemente o passado em fungdo dos combates do presente e do futuro. E nessa perspectiva que os
documentos arquivisticos produzidos pelos movimentos serdo analisados.

Inicialmente serd necesséario delimitar o conceito de Movimento Social. Apresentaremos algumas
definicdes dadas por diferentes autores a fim de limitar o objeto de estudo, ou seja, quais instituicbes efetivamente
podem ser consideradas movimentos sociais? Posteriormente faremos um mapeamento dessas instituigbes,
escolhendo aquelas que serao pesquisadas no ambito do municipio do Rio de Janeiro, pois o universo disponivel

€ muito maior do que esse projeto se propde alcangar. Em seguida partiremos para a analise da documentagéo,
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verificaremos como é feita a organizagao e disponibilizagdo dos documentos produzidos.

Lembrando que inicialmente esse trabalho sera realizado nos acervos produzidos ou recebidos por
movimentos vinculados as causas feministas no municipio do Rio de Janeiro, onde teremos a possibilidade de
descobrir e sistematizar os acervos disponiveis para a consulta e pesquisas sobre as mulheres e suas
reivindicagdes ao longo da histéria.

Visamos assim pensar sobre a produgcdo e acesso da documentacdo produzida e acumulada pelos
Movimentos Sociais no municipio do Rio de Janeiro no que se refere a construgdo de memoria e identidade

desses grupos, aproximando o debate arquivistico das experiéncias e trajetorias sociais.

OBJETIVOS
e |dentificar através do levantamento bibliografico como sao caracterizados os Movimentos
Sociais e suas ramificagdes;
e Analisar a atuacéo e trajetéria do Movimento Negro através dos seus acervos documentais;

e Desenvolver um material de referéncia acerca dos acervos do Movimento negro no municipio do Rio de
Janeiro.

METODOLOGIA

Para o desenvolvimento do nosso trabalho é imprescindivel que fagamos um levantamento bibliografico
sobre os Movimentos Sociais e o Movimento negro sendo possivel desta forma compreender como esses grupos
sdo analisados pela literatura especializada. Além disso, nossas reflexdes serdo ancoradas também na
articulacdo com conceitos de Memdria, Identidade, bem como um estudo sobre a organizacdo de arquivos e
acesso a informagao. Concomitante ao levantamento bibliografico, faremos uma pesquisa online com o objetivo
de identificar e localizar os movimentos sociais que serao estudados e suas sedes. Desta forma, buscamos
observar e assinalar como estes grupos se relacionam com os documentos por eles produzidos e/ou acumulados,
percebendo se é permitido acesso a documentagéo para pesquisadores externos. O trabalho de campo, neste
sentido, se torna um ponto chave no desenvolvimento da nossa pesquisa na medida em que pretendemos visitar

esses espacos de resisténcia e se possivel desenvolver entrevistas com seus membros e profissionais

RESULTADOS

O estudo relacionado aos acervos dos movimentos sociais € cada vez mais necessario, por direito a
constituirem sua memaria e também pela evidéncia de suas reivindicagbes politicas e sociais que foram negadas
durante décadas. Essa importancia é refletida na especificidade que os documentos podem transmitir ao estudar
o contexto de determinados movimentos em sua generalidade até as praticas culturais do grupo, néo retirando o
direito de fazerem parte de nossa histéria e memoria.

Até junho de 2019 foram levantados uma média de 41 artigos sobre Movimentos Sociais; 09 sobre
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Movimento negro e 40 sobre a relagdo entre memoéria e acervos. Foram produzidos 7 textos reflexivos sobre a
conceituagao e trajetéria dos Movimentos Sociais 3 sobre a relagao Memoéria e Acervos.

Até o momento foram identificadas 3 instituicdes de guarda no municipio do Rio de Janeiro que podem
possuem acervos do Movimento negro. Sdo elas: Instituto dos Pretos Novos (IPN) (Centro);ONG CRIOULA
(CENTRO); Biblioteca Nacional (Centro));Instituto de Pesquisas e Estudos Afro-Brasileiros (Ipeafro - Gléria).

A Pesquisa in loco (presencial) nas instituigdes levantadas a fim de observar alguns elementos presentes
nos acervos (organizagéo, acondicionamento, acesso, pesquisa,...) se deu com base em um instrumento de
identificacdo especifico (ficha de identificagdo). Documentos avulsos em diversos fundos; IPEAFRO; Biblioteca
Nacional — periédicos; Estamos realizando o levantamento em mais fundos presentes do Arquivo Nacional, assim
como no IPEAFRO.

CONCLUSOES
Historicamente verifica-se que, nos movimentos sociais, a produgéo de documentos e a contextualizagéo
de seu conhecimento sdo extremamente descuidadas, quer por motivos politicos conjunturais, quer pela falta de
entendimento do significado da preservagdo da memoria para as atividades finalisticas de tais organizag¢des. Ao
mesmo tempo, apesar de ainda muito incipiente, a documentagdo produzida pelos movimentos sociais &
semelhante a todas as demais estruturas formais de administragéo, e por isso acabam por servir exclusivamente
as demandas administrativas, ndo sendo percebidas como ferramentas sociais de valor politico fundamental.
Com essa pesquisa pretendemos proporcionar a abertura de mais um caminho para a construgédo e
preservagao desta memdria ligada aos comportamentos, as mentalidades e ao cotidiano dos movimentos sociais,

dando um passo na diregdo de uma Arquivologia social.
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INTRODUGAO

A andlise se insere dentro das possibilidades de estudo do projeto de pesquisa “Arquivo e Escola:
reflexdes sobre as contribuicées da educacdo patrimonial na tessitura do conhecimento” uma vez que dialoga
com a problematica: quais as possibilidades de ensino e aprendizagem com o uso do patriménio?

Pensar os didlogos possiveis do patrimbénio em sala de aula é o interesse deste estudo. Desse modo, o
arquivo apresenta-se como um instrumento potencializador das praticas educativas. Nesse sentido, corroboro o
pensamento de Gomes (2011) ao refletir sobre a nogdo de patrimbénio, bem como a relevancia do arquivo
enquanto instrumento educativo, pois volta-se para a discussdo acerca da elaboragdo de politicas publicas
dirigidas a esse assunto. Nessa perspectiva, a efetivacdo de politicas publicas para o atendimento de medidas
que se proponham a pensar em parcerias entre o arquivo e a escola é essencial para mudar a realidade atual do
ensino a fim de discutir praticas educativas alternativas que possam contribuir para o processo de formagao do
sujeito.

Visando as possibilidades de ensino e aprendizagem com o uso do patriménio, Horta, Grunberg e
Monteiro (1999, p.6) definem Educagao Patrimonial como:

[...] um processo permanente e sistematico de trabalho educacional centrado no
Patrim6nio Cultural como fonte primaria de conhecimento e enriquecimento individual e coletivo.
A partir da experiéncia e do contato direto com as evidéncias e manifestagbes da cultura, em
todos os seus multiplos aspectos, sentidos e significados, o trabalho da Educagao Patrimonial
busca levar as criangas e os adultos a um processo ativo de conhecimento, apropriagdo e
valorizagdo de sua herancga cultural, capacitando-os para um melhor usufruto destes bens, e
propiciando a geracéo e a produgéo de novos conhecimentos, num processo continuo de criagéo

cultural.
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OBJETIVO

O estudo volta-se para um trabalho que buscou a realizar um levantamento acerca da produgéo
bibliografica em torno da tematica da educagao patrimonial. Em conjunto, pretendeu-se também fazer um trabalho
com sitios eletrdnicos dos Arquivos Publicos Estaduais das regides Norte e Nordeste do pais, visto que existem
poucos projetos, nas regides destacadas, relacionados ao tema.

Tal estudo se torna fundamental, uma vez que os sitios eletrdnicos tém um papel importante na educacgéo
patrimonial na medida em que sao facilitadores no acesso a informacao. Nesse sentido, os sitios eletrénicos sdo

espacos importantes de divulgacdo no que se refere as atividades envolvendo agdes educativas.

O grande crescimento no uso do digital como meio de divulgagéo das informagdes dos
6rgaos publicos criou uma importante via de acesso, facilitando tanto a comunicagéo quanto a
participacdo nos servicos da administragcdo publica pela sociedade. “O termo acesso relaciona-
se, portanto, a um direito, mas também a dispositivos que o viabilizem, ou seja, um conjunto de
procedimentos e condi¢des materiais que permitem o exercicio efetivo desse direito” (JARDIM,
2001, p. 36).

Tal trabalho buscou refletir sobre as possibilidades de aproximagao do cidadao aos arquivos, pensando
estes como instrumentos a serem utilizados também no processo educativo, como por exemplo por meio da
educacao patrimonial, contribuindo para a formagao de cidaddos mais conscientes dos direitos e deveres

estabelecidos e garantidos pelo Estado.

Dessa forma, buscamos refletir acerca dos possiveis beneficios advindos da
aproximagao escola-arquivo, no uso da educagéo patrimonial como instrumento para a formagao
de individuos mais conscientes dos seus direitos e deveres, capazes de fazer questionamentos
e reivindicagdes, sabendo o que € ser um cidad&o, e capazes também de ajudar a criar um pais
mais justo. (GOMES; MONTEIRO, 2016, p.63)

O estudo se baseia no fato de os sites poderem ter um papel fundamental no acesso a informacgéo, uma
vez que podem conter projetos ou ag¢des relacionadas a educagao. Ao estudar essas possibilidades nos arquivos
publicos estaduais, percebemos que estes possuem outras fungdbes além de recolher, guardar e preservar.
Também podem dar acesso a informacgéo, e hoje, com a facilidade que a internet proporciona, o acesso pode ser

mais democratico, exercendo também uma atuagao educativa.

Os arquivos publicos existem com a fungao precipua de recolher, custodiar, preservar e
organizar fundos documentais originados na area governamental, transferindo-lhes informacdes

de modo a servir a0 administrador, ao cidaddo e ao historiador. Mas, para além dessa
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competéncia, que justifica e alimenta sua criagdo e desenvolvimento, cumpre-lhe ainda uma
atividade que, embora secundaria, € a que melhor pode desenhar os seus contornos sociais,
dando-lhe projecdo na comunidade, trazendo-lhe a necessaria dimens&o popular e cultural que
reforga e mantém o seu objetivo primeiro. Trata-se de seus servigos editoriais, de difusado cultural
e de assisténcia educativa. (BELLOTTO, 2006, p. 227).

Portanto, os sitios eletrénicos, quando bem construidos, podem trazer grandes beneficios para a
comunidade, uma vez que contém informagdes relevantes, e que o facil e rapido acesso € um grande facilitador
da difusdo da informacéo, visto que ndo é necessario ir até o lugar fisico para encontrar projetos e conteudos la
armazenados.

METODOLOGIA

A metodologia se baseia nas ideias apresentadas por Perez (2009), na pratica do uso do dialogo para o
rompimento das barreiras tradicionais de investigagao e formagao, que so6 sera possivel a partir do momento que
tivermos a sensibilidade de compartilhar os nossos saberes com outros, acreditando que estes também tém muito
a contribuir na tessitura do conhecimento.

A metodologia empregada no trabalho foi o levantamento bibliografico em torno das produgdes sobre
educagao patrimonial, utilizando como ferramenta os sitios digitais para o levantamento dessas produgodes,
compreendendo estudos que levem em conta as diferentes dimensdes do que se entende por patrimbnio. A
analise dos sites, uma vez que mostrem essas produgdes, demonstra que uma parte dos arquivos publicos
pesquisados é capaz de propor uma alternativa pratica, feita a partir de projetos com a utilizagdo de documentos
arquivisticos na tematica da educagéao patrimonial de modo a contribuir, através de uma interagéo dialégica, para
um (re)pensar acerca da produgdo de conhecimento. E por Ultimo, uma andlise e avaliagdo das

reflexdes/resultados obtidos com a pesquisa, consolidados por meio de um relatério.

RESULTADOS

Por meio do levantamento bibliografico e da analise nos sites dos arquivos publicos das regides norte e
nordeste, vimos que existem poucos sites que possuem dominio préprio, ou seja, muitos estdo vinculados a sites
de terceiros.

Nos sites que possuem dominio préprio, foi analisada a existéncia ou ndo de uma aba de projetos,

partindo disso, comegamos a analisar os seguintes critérios:

. Se ha projetos ligados a educagéo patrimonial ou a agdes educativas
. Se ha periodicidade nos projetos
. Uma analise do projeto proposto
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Com essa analise feita, conseguimos delimitar o espaco de pesquisa e, principalmente, entender como
ndo ha um padrdo nos sitios eletronicos. Cada estado tem uma forma diferente de lidar com seus arquivos
publicos. Com isso, tornou-se possivel perceber que ha estados mais preocupados com a integracéo da
sociedade com os arquivos que outros.

Isso & muito importante, pois, com esse levantamento, conseguimos entender a diferenga entre os sites
de cada estado, e focar nossa pesquisa em sites de arquivos que possuem dominio proprio e projetos

relacionados ao tema, pois esse tipo de site possui mais informacgdes para serem analisadas.

CONCLUSOES

Durante o periodo nés percebemos que ha uma enorme diferenga entre os sites, uma vez que existem
poucos que possuem informagdes completas, mas a grande maioria ndo possui sequer um sitio proprio e é
carente das informagdes que fornecem a comunidade. E ainda possuem outro problema, o fato de serem
vinculados a outro site. Observamos uma explosado de conteudos, que levam os mais variados assuntos, o0 que

dificulta ainda mais a difusao da informagao.

Em meio a essa explosdo de informacgdes e diversas possibilidades de uso, alguns
problemas emergem. E comum ouvir relatos de usuarios que se perdem em meio a grande
quantidade de links e hipertextos espalhados pelas paginas, encontrando informacdes
fragmentadas, desviando-se do intuito inicial da pesquisa e principalmente ndo encontrando o
caminho de volta. Isso se da ndo s6 pelo carater ndo linear da internet, como também, por
diversos problemas de organizagao dos sites na Web (GOMES; MONTEIRO; COSTA, 2012, p.12)

Concluimos que na realidade poucos sao os Arquivos Publicos Estaduais investigados que possuem
projetos relacionados a educagéo e arquivos, apresentando grande dificuldade na coleta de dados, na medida
em que os projetos existentes ndo estdo em vigor.

Porém, estamos em processo de criagdo de artigo e mesmo com as poucas informagdes analisadas,
entendemos a importancia delas, para que, futuramente, seja uma forma de comparativo para futuras pesquisas

relacionadas ao tema.
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INTRODUGAO

Arquivos pessoais sao importantes por traduzirem um modo de viver determinado por questdes sociais e
histéricas. Funcionam como uma “espécie” de espelho da sociedade, representando arranjos politicos, modelos
de comunicagéo e de convivéncia. Sendo assim, em 2018 o projeto de pesquisa “Repressdo e memodria: analise
das politicas de aquisicdo para arquivos pessoais” iniciou suas atividades, e escolheu o Arquivo Nacional como
campo empirico. Por entender que este € o 6rgéo central e maximo referente a arquivos no pais, abrigando
acervos de diversas personalidades da histéria brasileira, optou-se por trabalhar com seu acervo neste primeiro
momento da pesquisa. Busca-se, assim, a partir do conhecimento dos produtores dos arquivos pessoais
custodiados nesta instituigdo, bem como seus documentos constituintes e o periodo histérico ao qual
compreendem, produzir um material empirico que possa servir de base para a busca por politicas que dizem

respeito a aquisicdo de arquivos pessoais.

OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto é identificar os arquivos pessoais custodiados por instituigdes publicas e
privadas da cidade do Rio de Janeiro, de forma a conhecer o produtor, seu lugar social, e os grupos atualmente
representados pelos arquivos pessoais. Dentre os objetivos especificos, destacamos para esta etapa da
pesquisa: mapear 0s acervos pessoais dentre a categoria acervos privados custodiados pelo Arquivo Nacional;
tracar um perfil social destes arquivos e, a partir disso, analisar as politicas de aquisicdo desenvolvidas pela

instituicdo para os acervos pessoais.
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METODOLOGIA

Como primeira etapa da pesquisa, foi realizada uma revisao de literatura nas principais tematicas do
projeto (Arquivologia, arquivos pessoais e politicas publicas arquivisticas), de forma a entender as questdes atuais
e os debates desenvolvidos na area. Posteriormente, buscou-se recortar a pesquisa em sua parte empirica, que
de forma geral visa tragar um perfil dos arquivos pessoais recolhidos e disponibilizados para pesquisa de forma,
a saber, quem sao os produtores, o periodo histdrico que fazem parte, os grupos que representam etc. Sendo
assim, para o primeiro ano da pesquisa, optou-se pela escolha do Arquivo Nacional, que atualmente conta com
304 fundos considerados de origem privada. Para isso, metodologia engloba visitas periddicas a instituicdo, para
melhor conhecimento do acervo e dos profissionais responsaveis pela sua guarda, e busca em suas bases de
dados por meio do Sistema de Informagdes do Arquivo Nacional (SIAN). A sistematizagdo dos dados sera feita
em forma de tabela, com informagées como o nome do produtor, género, data de nascimento, cidade de origem,
ano de falecimento, breve biografia, data de produgdo dos documentos custodiados, a histéria arquivistica dos
mesmos, especificagdo do conteudo do fundo e demais informagdes pertinentes. Desta forma, a partir da
identificacdo dos produtores dos arquivos, pretende-se produzir ao final da pesquisa um material empirico que
possa servir de base para a busca por politicas que dizem respeito aos arquivos pessoais. Entende-se que para
poder problematizar a existéncia ou nao de politicas de aquisigao, precisa-se conhecer o acervo custodiado, uma
vez que 0s arquivos e os arquivistas sdo mais que guardides passivos do resultado documental, estes séo ativos
participantes da criagdo do patriménio arquivistico, pois decidem sobre o passado custodiado nas instituicdes de

guarda.

RESULTADOS PARCIAIS

Em termos de resultados, € possivel dizer que a realidade tedrica e conceitual dos arquivos pessoais,
que os enquadra na categoria de fundos privados, traz a necessidade de se pensar e teorizar sobre os acervos
de origem pessoal. Nesse sentido, busca-se com esse trabalho poder refletir sobre a realidade prépria destes
arquivos como forma de reconhecé-los em suas particularidades e parte da Arquivologia. Por isso, neste primeiro
momento da pesquisa, buscou-se delimitar o campo empirico, formular um instrumento de trabalhos e quantificar

os acervos custodiados pela instituicdo de pesquisa.

CONCLUSOES PRELIMINARES

Os arquivos pessoais sao representativos da sociedade, e o Arquivo Nacional, por ter papel de destaque
no que tange a memaria do pais, deveria ter em seu acervo representa¢cdes dos mais diversos componentes da

sociedade brasileira. Dentre os 304 fundos e colegbes privados do Arquivo Nacional, encontram-se tanto arquivos
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de individuos quanto de familias, além de instituicdes. Num primeiro momento, observou-se que apenas 26 sao
de mulheres, enquanto 198 sdo de homens, ou seja, entre outras conclusbées preliminares percebe-se uma
representatividade muito baixa de toda a pluralidade de individuos que caracteriza a sociedade brasileira.
Portanto, espera-se assim que a presente pesquisa auxilie no desenvolvimento tedrico dos arquivos pessoais e

na busca por politicas de aquisi¢do, que sejam mais inclusivas e plurais.
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INTRODUGAO

Sabe-se atualmente que €& necessario munir o profissional da informagédo (aqui entendido como
arquivistas, bibliotecarios e musedlogos) de um saber pratico, mas, principalmente, de um saber teérico que possa
oferecer condigbes necessarias para um fazer consistente e eficiente. O trabalho de representagao da informagao
visa efetivar a recuperacgao agil e util da informacgao. Para que isso seja realizado plenamente, independente da
tematica dos documentos a serem organizados, € necessario que além de bons profissionais, existam também
bons instrumentos de representagao. No presente estudo consideramos bons instrumentos aqueles capazes de
representar amplamente a tematica que se propde. Dessa forma, o estudo proposto nesse projeto de pesquisa
visa mapear linguagens documentarias capazes de representar tematicas sociais e que auxiliem efetivamente os

sistemas de recuperacao da informagéo. De acordo com Campos (2001, p.17)
Todo movimento existente nos sistemas de recuperagao de informagao tem por principio
geral possibilitar a seu usuario o acesso a informagao/documentos. Nestes sistemas, varios sao,
atualmente, os instrumentos utilizados para representar o conhecimento de uma dada area do

saber. Esses instrumentos sdo denominados, de uma forma geral, linguagens documentarias,

como o tesauro e os esquemas de classificagéo.

E possivel afirmar que os processos compreendidos na representacdo da informacdo, em ambito
bibliotecondmico ou arquivistico, necessitam de diversos tipos de instrumentos. De acordo com Cunha e
Cavalcanti (2008, p. 208), esses instrumentos auxiliam a tanto a organizagdo quanto a preparagao de estratégias

de busca, pois norteiam a estrutura da representacdo. Tais instrumentos podem auxiliar a representagao de
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qualquer tipo de documento que contenha algum aspecto tematico ou de identificadores (como nomes de pessoas
ou instituicbes) em seu conteudo. Um tipo de instrumento que atende tanto a Biblioteconomia quanto a
Arquivologia é o vocabulario controlado que pode ser definido como “uma lista de termos autorizados que se
destina, especialmente, a: controlar sindnimos; diferenciar homégrafos; e reunir termos cujos significados
apresentem uma relagdo mais estreita entre si.” (LANCASTER, 2004, p.19). A importancia do uso de tais
instrumentos para representacdo de documentos arquivisticos € destacada observando que “o controle de
vocabulario intervém na organizagédo dos arquivos ao nomear, de forma consistente, os pontos de acesso aos
documentos e a informagéo neles contida”. (SMIT e KOBASHI, 2003, p. 13).

O uso desses instrumentos pode se diferenciar em se tratando de acervo bibliografico ou arquivistico, ja
que conforme afirma SMIT (2018, p. 51) “os meios pelos quais bibliotecas e arquivos perseguem o objetivo da
provisdo de acesso aos documentos e a informagdo sao diferentes”. Porém, para as duas areas esses
instrumentos tém a habilidade de auxiliar tanto no trabalho de representacéo realizado pelo profissional da
informagao, quanto no momento da recuperagao da informagéo desejada, como bem destacam as autoras: “a
identificacdo das caracteristicas dos documentos pressupde que a descricdo das caracteristicas dos documentos
seja eficiente, ocupando o menor tempo possivel, tanto do arquivista quanto do usuario do sistema”. (SMIT e
KOBASHI, 2003, p. 13).

A organizagéao interna de um vocabulario controlado revela e reflete a concepgéo de mundo de um dado
sistema, sua organizacao, caracteristicas do acervo e como a informacao sera representada. Essas técnicas e
esses instrumentos nada mais sdo do que mecanismos que podem auxiliar nas tomadas de decisdo no momento
em que o profissional deve privilegiar alguns assuntos ou alguma informacdo em detrimento de outros.

Dada a importancia desses instrumentos no ambito da disseminacdo do conhecimento existente
atualmente, nos questionamos sobre como e onde se encontram as representagdes das diversas culturas nos

tradicionais Sistemas de Organizagdo do Conhecimento (SOC).

OBJETIVO

O objetivo principal dessa etapa da pesquisa foi mapear instrumentos terminolégicos de organizagéo de
documentos bibliograficos e arquivisticos que refletissem questdes sociais, implicita ou explicitamente, visando
agrupar tais representagdes, encontradas nos Sistemas de Organizagdo do Conhecimento existentes, para
analise e estudo posterior.

METODOLOGIA

Visando mapear os instrumentos terminolégicos em Organizagdo do Conhecimento voltados para as
questdes sociais foram estabelecidas, por meio de reunides para discussido e direcionamento da pesquisa,
algumas estratégias de busca. A fonte principal dessa etapa da pesquisa foi a base de dados Bartoc.org, essa

base foi escolhida por ser uma ferramenta de pesquisa que agrupa os diversos instrumentos terminologicos

35



Universidade Federal do

L
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro

existentes na atualidade. O Bartoc.org se define como “um banco de dados de Sistemas de Organizagao do
Conhecimento e Registros relacionados [...] Seu principal objetivo € listar 0 maior nimero possivel de Sistemas
de Organizagdo do Conhecimento em um Unico lugar, a fim de obter maior visibilidade, destacar suas
caracteristicas, torna-las pesquisaveis e comparaveis e promover o compartilhamento de conhecimento”. A
primeira pesquisa realizada no Bartoc.org consistiu em identificar todos os SOC (tesauros, taxonomias, anéis de
sinbnimo, esquemas de classificagdo ou categorizagdo, ontologias e terminologias) em lingua portuguesa

disponiveis, Como apresentado na Figura 1.

Figura 1: pagina inicial do Bartoc.org onde foi realizada a pesquisa.
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Fonte: Bartoc.org

O segundo passo foi organizar as informagdes disponiveis sobre os instrumentos encontrados numa
planilha Excel e testar o funcionamento dos links disponibilizados. Em seguida, com base nas informagbes
coletadas, foi realizada a identificagao dos instrumentos voltados para questdes sociais, tais como, questdes de

género, questdes de raga e algumas questdes politicas. Como apresentado na Figura 2.

Figura 2: Comeco e fim do arquivo do Excel onde os dados foram armazenados.
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RESULTADOS

Na primeira etapa da pesquisa, que teve como objetivo encontrar todos os SOC em lingua portuguesa
listados pelo Bartoc.org, foram recuperados 191 instrumentos terminolégicos como apresentada na Figura 3.
Muitos deles constavam na pesquisa como se tivessem a opgéo de lingua portuguesa, porém, ao acessar a
pagina foi constatado que n&do havia essa opgao, portanto esses instrumentos ndo foram incluidos em nossa

pesquisa.

Figura 3: Retorno da pesquisa no Bartoc.org

Browse
DDC EuroVoc Language

<Any> v Ay *  Portuguese .
KOS Types Vocabulary Location Format

<Any> v <Any> v <Any> v

Archivo Histérico de Sdo Paulo Descrigao Arquivistica

"2989 termos, 804 relacdes entre termos, 378 termos nao preferidos. Estudo referencial para descricao arquivistica do acervo do AHSP estruturado nos vetores.”
"2989 terms, 804 relationships between terms, 378 non-preferred terms, referential study for archival description of the AHSP collection structured in vectors.’
hitpy//www.arquiamigos.org.br/thesaurus/

Rate

EuroVoc

“EuroVoc is & multilingual thesaurus which was originally built up specifically for processing the documentary information of the EU institutions.
It is a multi-disciplinary thesaurus covering fields which are sufficiently wide-ranging to encompass both Community and national points of view, with a certain emphasis on
parliamentary activities. EuroVoc is a controlled set of vocabulary which can be used outside the EU institutions, particularly by parliaments,

apeurovozuropas

Rate

Fonte: Bartoc.org

Dentre esses 150 em lingua portuguesa, 35 sdo instrumentos exclusivamente em lingua portuguesa,
enquanto nos outros 115 a lingua portuguesa aparece como uma das opg¢odes de idioma. Dos 150 instrumentos
recuperados encontramos 4 Bancos de dados; 4 Bases de dados terminoldgica; 1 Catalogo; 1 Cdédigo de
classificagéo; 2 Dicionarios; 3 Glossarios; 60 Listas de nomes de autoridades; 1 Ontologia; 8 Planos de
Classificagao; 1 Repositorio; 7 Sistemas de classificacdo; 2 Terminologias; 31 Tesauros e 24 Vocabularios
controlados. Cada um deles esta nomeado exatamente como encontrado na pesquisa.

Como pode ser visualizado no grafico a seguir:
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SISTEMAS DE ORGANIZAGAO DO CONHECIMENTO

O BANCO DE DADOS
60 B BASE DE DADOS TERMINOLOGICA
60 O CATALOGO
O CODIGO DE CLASSIFICAGAO
50 B DICIONARIO
O GLOSSARIO
31 B LISTA DE NOMES DE AUTORIDADE
30 o O ONTOLOGIA )
B PLANO DE CLASSIFICAGAO
20 B REPOSITORIO
O SISTEMA DE CLASSIFICAGAO
O TERMINOLOGIA
B TESAURO
B VOCABULARIO CONTROLADO

A partir do estudo realizado no &mbito tedrico da pesquisa, é possive indicar que alguns dos instrumentos
poderiam ser aplicados tanto para documentos arquivisticos, quanto para documentos bibliograficos, como é o
caso das listas de nomes de autoridades, dos vocabularios controlados, dos cddigos de classificagdo e das
terminologias.

Na segunda etapa, que consistiu em organizar as informagdes disponiveis sobre os instrumentos
encontrados numa planilha Excel e testar o funcionamento dos links disponibilizados, foi possivel identificar que
138 dos 150 enderegos eletronicos disponiveis estdo em pleno funcionamento, enquanto 11 ndo se encontram
acessiveis por meio dos links disponibilizados, afetando, por esse motivo, a efetiva conferéncia dos dados
relativos a esses instrumentos. Além disso, ainda encontramos 1 instrumento que possui o formato impresso e
CD-rom, ou seja, se configura somente em documento fisico.

A Ultima etapa da pesquisa se ateve em analisar as informagdes coletadas a fim de identificar se haviam
instrumentos voltados para questdes sociais. Os resultados obtidos a partir dessa analise foram os seguintes,
que dos 150 instrumentos mapeados apenas 2 instrumentos sao voltados para questdes sociais, 1 Tesauro a
respeito das questdes relacionadas a género e mulheres e o outro voltado para o Folclore e a cultura popular

brasileira.

CONCLUSOES

O principal objetivo desta pesquisa foi mapear os instrumentos de organizagdo do conhecimento,
arquivisticos e bibliotecondmicos, com o objetivo de auxiliar na construgdo de um observatério de saberes e
abordagens criticas para problemas sociais.

A maior dificuldade encontrada na pesquisa foi a ocorréncia de informacodes listadas na descrigao dos
instrumentos que ndo estavam de acordo com a realidade. Como, por exemplo, alguns instrumentos que foram
filtrados a partir da opgéo por “lingua portuguesa” quando nao ofereciam esse idioma. Além disso, encontramos

dificuldade em acessar boa parte dos instrumentos pelos enderecgos disponibilizados no Bartoc.org, o que tornou
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a pesquisa mais lenta, minuciosa e trabalhosa.

Essa pesquisa foi fundamental para reunirmos os instrumentos terminolégicos existentes, em lingua
portuguesa, que podera ser objeto de estudo do grupo de pesquisa em outros momentos. Esses instrumentos
também podem servir de referéncia terminolégica para pesquisadores no &dmbito da Biblioteconomia e da
Arquivologia.

Por fim, e ndo menos importante esses instrumentos poderdo constituir parte integrante de nosso
observatério no que tange os saberes criticos, historicos e contemporaneos interessados na dindmica de

reconhecimento e de representacao das praticas e questdes sociais.
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A PROPOSTA DE REFORMA DO SISTEMA DE COMUNICAGAO CIENTIFICA DE BERNAL:
ORIGENS DAS BASES QUE SUSTENTAM O ACESSO ABERTO E A CIENCIA ABERTA

'Caio Alexandre da Silva (IC-UNIRIO); 'Simone da Rocha Weitzel (orientadora).

1 — Grupo de Pesquisa Espago e Praticas Biblioteconémicas; Escola de Biblioteconomia; Centro de

Ciéncias Humanas e Sociais; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

Apoio Financeiro: Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

Palavras-chave: John Desmond Bernal. Acesso Aberto. Ciéncia Aberta.

INTRODUGAO

Este estudo pretendeu reunir exaustivamente bibliografias de e sobre o proficuo autor John Desmond
Bernal que se relacionam de forma direta ou indireta com a proposta do Acesso Aberto e da Ciéncia aberta. Este
visa reunir para posteriormente validar as contribui¢des de Bernal como pioneiras para a sustentagcido da base do
Acesso Aberto e da Ciéncia Aberta.

OBJETIVO

O presente trabalho coordenado pela professora Simone da Rocha Weitzel objetivou identificar e
recuperar exaustivamente obras de e sobre John Desmond Bernal a fim de mapear suas contribui¢des para o
campo da comunicacgéo cientifica, mais especificamente aquelas relacionadas as bases do Acesso Aberto e da
Ciéncia aberta; e elaborar um instrumento biobibliografico.

Quanto aos objetivos especificos temos:

A) Pesquisa bibliografica das obras;
B) Selecao das obras em texto completo;
C) Leitura e elaboragao de texto sobre a vida e obra de J. D. Bernal

D) Elaboragao do instrumento biobibliografico

METODOLOGIA
As obras foram exaustivamente pesquisadas e reunidas utilizando-se do portal de periédicos da Capes e
do software de gerenciamento de referéncias Mendeley. A busca realizou-se pela aplicagédo dos termos “Bernal,

J.D.”, “J.D. Bernal”, “Professor Bernal” e John Desmond Bernal no campo assunto sem demais filtros.
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RESULTADOS

Dentre os milhares de resultados apresentados foi possivel selecionar e recuperar em texto completo
somente trinta e duas referéncias relevantes, das quais cinco se tratavam de indicagao literaria do livro de Andrew
Brown, “J. D. Bernal: The Sage of Science” de 2009 e uma do livro de Brenda Swann e Francis Aprahamian, “J.
D. Bernal: A life in Science and Politics” de 1999. Todas as referéncias e textos selecionados foram exportados
para o formato .bib para facilitar a importagao em softwares gerenciadores de referéncia, como o Mendeley, e
estdo disponiveis no seguinte enderego: https://drive.google.com/drive/folders/14YHzOdRtWnpkISsgkMty-
OmQg4adWE-a?usp=sharing. Algumas estéo destacadas a seguir:

Schultz e Shultz (1970) apresentam um esbogo biografico de Bernal focado em suas contribuigbes para
comunicacgao cientifica e ciéncia da informagao. Lista uma bibliografia selecionada de 22 referéncias.

No artigo de Muddiman (2003) é explorado o interesse inicial de Bernal na ciéncia da informagéo na
década de 30 com seu “The Social Function of Science”. Detalha sua tentativa esquerdista frustrada de
estabelecer um Instituto de Informagdes cientificas na Inglaterra entre 1945 e 1949. Por fim analisa suas teorias
mais recentes sobre ciéncia da informagéo e descreve seu apoio nas décadas de 50 e 60 para a emergéncia do

profissional da informagao. Possui referéncias interessantes.

Hodgkin, (1980): Memoria Bibliografica de Bernal, escrita por Dorothy, brilhante aluna e colega. Contém,
ao final, uma compilagdo de seus trabalhos, organizada por ano, derivada de uma versao maior preparada por

Anita Rimel e Brenda Swann (secretarias de Bernal).

Blunden, (1997): Sitio eletrénico Marxista dedicado a Bernal.

Mackay (2003) consiste de um pequeno compilado sobre Bernal. E em Mackay (2007) é apresentado um
olhar sobre a personalidade de Bernal, seu trabalho e sua influéncia. Busca reconstruir as relagbes que o ligavam

a pessoas e eventos de seu tempo. Possui uma sec¢éo sobre Bernal e a América Latina.

Brown (2007): Aspectos da personalidade de Bernal. Bernal e mulheres, Bernal e artistas, Bernal e

cientistas, Bernal e criticas, Bernal e pacifistas.
Teich (2008): Discute o termo “Revolugéo Técnico Cientifica” de Bernal que foi criticado por historiadores.
Sheehan (2007): Defesa critica da posicao filosdéfica e politica de Bernal frente a um consenso emergente

baseado na recente biografia de Bernal por Andrew Brown e suas respectivas revisdes. Possui referéncias

interessantes.
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CONCLUSOES

Dada a interrupgéo da pesquisa em sua primeira metade pelo afastamento da professora Weitzel para a
realizagdo de seu Pdés-Doutorado s6 foi possivel alcangar os objetivos especificos A e B parcialmente, mas a
partir da presente compilacdo de trabalhos e de suas respectivas referéncias sera possivel continuar e concluir

esta pesquisa.
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UNIRIO 2.0: PROPOSTA DE UM IDENTIFICADOR PERMANENTE
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Apoio Financeiro: Unirio.

Palavras-chave: Curadoria digital. Identificador persistente. Datacite.

INTRODUGAO

Este trabalho é um resumo da atividade desenvolvida no Plano de Estudo Metodologias de boas praticas
de curadoria digital em ambiente colaborativo: o DataCite e o DCC, como uma das iniciativas que compéem o
projeto de pesquisa UNIRIO 2.0. Para fins de nossa proposta, o universo da rede de pesquisa da Unirio € um dos
muitos espagos que ndo € caracterizado como unidade de informagédo, mas a perspectiva de um sistema de
comunidades de pratica, formada por pesquisadores da universidade, revela a produgao de documentos, dados
de pesquisa e conhecimentos constituindo ainda um espagco de memdria, saberes e cultura que necessita de
acoes de identificagdo, organizacéo e divulgacéo.

Durante muito tempo a memoéria da pesquisa cientifica foi vista apenas como os resultados que eram
publicados nos artigos de periddicos, teses e publicacdes em geral. Hoje comegamos a compreender que
precisamos preservar ndo somente o resultado, mas todo o ciclo da pesquisa. No dmbito da UNIRIO, ja existe
um projeto de extensao que tem como objetivo geral democratizar o0 acesso ao conhecimento cientifico produzido
pela comunidade pesquisadora da instituicdo . Para isto estd sendo feito o monitoramento da produgéo cientifica
da UNIRIO, cadastrada, certificada e atualizada na base do Diretdrio de Grupos de Pesquisa (DGP) do CNPQ
http://dgp.cnpq.br/dgp/ e no Portal da Pesquisa da UNIRIO.

Segundo Sayéo e Sales (2012, p.180), a salvaguarda de dados obtidos ao longo das pesquisas realizadas
nao tem sido eficiente e o avango do conhecimento cientifico tem necessidade do estabelecimento de
metodologias, compromissos e praticas que garantam a capacidade dos dados em formatos digitais, produzidos
na atividade de pesquisa, “de serem acessados, interpretados e reutilizados com a tecnologia corrente a época
do acesso”.

Boas praticas até entdo identificadas neste contexto sdo os casos do DataCite e do Digital Curation Centre
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(DCC). O DataCite € uma organizagao sem fins lucrativos, fundada em Londres no ano de 2009, cujos objetivos
sdo estabelecer bases para o acesso a dados de pesquisa na internet por meio do aumento do grau de aceitagao
dos dados de pesquisa como contribuigdes legitimas passiveis de serem citadas nos registros académicos e
possibilitar que o arquivamento desses dados resulte na verificagdo e readaptacao futura dos resultados. O
DataCite trabalha a partir de comunidades de pratica que lidam com conjuntos de dados de pesquisa para que,
de forma colaborativa, torne os dados de pesquisa visiveis e possiveis de serem acessados. (SAYAO e SALES,
2012.p.183).

Com uma perspectiva voltada para a preservacao e reuso de dados de pesquisa, o DCC é um ponto de
disseminacao de praticas e conhecimentos na area de curadoria digital e oferece um Modelo do Ciclo de Vida da
Curadoria, expresso graficamente, e fornece uma visao de alto nivel dos estagios necessarios para o sucesso do
processo de curadoria digital e de preservacdo de dados desde a conceituacéo até a curadoria iterativa.. (SAYAO
e SALES, 2012.p.185).

OBJETIVO

Aprofundar a pesquisa sobre as boas praticas de curadoria digital em ambiente colaborativo como o
DataCite e o DCC para fins de criagao de identificador Unico e permanente em ambiente aberto para os dados do
monitoramento da pesquisa na Unirio de forma a garantir a estabilidade dos links para as informacdes disponiveis.
Com vista ao atendimento do objetivo geral, foram definidos os seguintes objetivos especificos:

- pesquisa documental nos sites do Data Cite e do DCC para identificagdo dos modelos adotados

- comparar os estagios de descrigdo e a representagdo dos dados por meio da atribuicdo de
metadados administrativos, técnicos, estruturais e de representagcédo de acordo com os padrdes apropriados.

- comparar a coleta e a classificagdo dos dados para a sua recuperagao.

METODOLOGIA

Pesquisa documental e cotejamento de informacgdes, além da descrigdo e representagao dos dados por

meio da atribuicao de metadados.

RESULTADOS

A curadoria digital por meio do DataCite esta baseada no conceito de identificador persistente ou de longo
prazo (ID). Um identificador persistente € uma associagdo entre uma cadeia de caracteres € um recurso. Os
recursos podem ser arquivos, partes de arquivos, pessoas, organizagdes, abstragdes, etc. O DataCite usa como
idenficador persistente o DOI (Digital Object Identifier), trata-se de um identificador voltado tanto para a atribuigdo

de direitos de propriedades de objetos digitais quanto troca de informagbes sobre essas propriedades em
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ambiente virtual. O ID citado anteriormente, € composto, segundo a norma ANCI/NISO Z39.84-2000, por um
prefixo, iniciado pelo cédigo do diretdrio, seguido de um numero atribuido pela agéncia registradora (editor,
publicador, possuidor dos direitos autorais..), € um sufixo, uma sequencia de caracteres comumente utilizadas
em dominios especificos, como o ISSN, usado para identificacdo de periddicos. Assim como este, existem outros
relativos a estratégias especificas, cuja adogédo dependera do contexto técnico, administrativo e politico de cada
instituicao.

Com base nessas informacbes e analise das boas praticas do Datacite, para desenvolvimento da
plataforma colaborativa, percebemos que um dos pontos fundamentais seria entender de que maneira essas
informagdes seriam recuperadas e/ou monitoradas. Segundo Sayéao (2007), um identificador permanente garante
que, mesmo quando um documento ou a propriedade desse é transferida, seus links permanecem acionaveis.
Partindo desse principio, foi desenvolvido, para a plataforma Unirio 2.0, um DOI préprio, ou seja, cada projeto
desenvolvido na instituicao tera o seu préprio identificador. Para tal, foi criado um cédigo de classificagdo com
base nas informagdes basicas sobre cada projeto: unidade académica, faculdade, departamento, e niumero do
Cadastro de Pessoa Fisica (CPF) do pesquisador coordenador do projeto.

As informagdes para desenvolvimento da planilha foram retiradas do portal de pesquisa da Unirio e as
atribuicdes de cddigos foram feitas em trés niveis: no primeiro nivel fizemos a identificagdo de cada unidade
académica pertencente aos projetos e inclusdo de um nimero base para identificagéo dentro do ID, no segundo
nivel houve um reconhecimento das escolas vinculadas, e assim como nas unidades académicas, foi vinculado
a esses um numero pertencente a cadeia do primeiro nivel, e no terceiro nivel a identificagcéo foi feita por meio
das siglas oficiais de cada departamento. (Figura 1)

Nivel 1 CCBS-100 CCET-200 CCHS-300 CLA-400 CCJP-500
Nivel 2 IB-110 BSI-210 Historia-310 IVL-410 ECJ-510
Nivel 3 Dpq Dia Dh Drcis Ddp
Decf Dem
Dcm Dpc
Dgbm Der
Dimp
Dsc
Dbg
Nivel 2 EEAP-120 EEP-220 Arquivologia- | Teatro-420 ECP-520
320
Nivel 3 Desp Dep Depa Dc Dep
Dmc Det
Def Dtt
Demi Di
Etcoord
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CONCLUSOES

Entre as caracteristicas da curadoria digital esta a garantia de autenticidade, confiabilidade e usabilidade
dos dados mantendo sua integridade. Essa atividade surge como uma nova pratica de preservagao e gestao de
dados cientificos e uma perspectiva completamente interdisciplinar.

Partindo desse ponto de vista, o projeto UNIRIO 2.0 propde o mapeamento e compartiihamento, em
plataforma colaborativa, dos saberes produzido no desenvolvimento de pesquisas cientificas, na Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro-UNIRIO por meio da atribuicdo de metadados administrativos, técnicos,
estruturais e de representacdo de acordo com os padrdes apropriados, além de classificacdo dos dados para a
sua recuperagao e para compor a proposta de um identificador Unico com a finalidade de promover as praticas

de organizagao do conhecimento, preservagao e educagao patrimonial desenvolvidos nesta instituigao.
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INTRODUGAO

O presente trabalho integra o projeto de pesquisa “Organizagado e Administracdo de Bibliotecas: estado
da arte no Brasil”, que examina o desenvolvimento e o crescimento da area de Organizagdo e Administracao de
Bibliotecas (OAB), componente curricular obrigatério das matrizes curriculares dos cursos de Bacharelado em
Biblioteconomia Licenciatura em Biblioteconomia no Brasil, provocando na bolsista de iniciagao cientifica o desejo
de investigar o assunto usabilidade na web como tema do trabalho de conclusédo do curso (TCC) de graduagéo
em Biblioteconomia. A investigacdo dos periddicos cientificos eletronicos foi campo de pesquisa sobre a
usabilidade na web considerando a comunicagéo entre o usuario e a interface. Segundo Dias (2003 apud COSTA,;
RAMALHO 2010, p. 106), usabilidade “[...] € uma qualidade de uso de um sistema, diretamente associada ao seu
contexto operacional e aos diferentes tipos de usuarios, tarefas, ambientes fisicos e organizacionais". A figura
do usuario deve ser considerada quando se propde organizar uma pagina eletrénica, futuro local de busca e
recuperacéao de informacao, fonte de consulta para um pesquisador. No entanto, Costa e Ramalho (2010, p. 100)
consideram que é preciso avancgar na reflexao sobre o pensar que o servico que se oferece ao usuario ndo é
apenas de fonte de informagéo, mas “[...] perguntar para que se destina a informacgao [...].” Estendemos a nossa
reflexao com relagdo as necessidades do usuario que precisam ser atendidas. Sob este enfoque, iniciamos nosso

estudo sobre usabilidade, que sera desenvolvido, posteriormente, no TCC.

OBJETIVO

O objetivo central do trabalho é analisar nos periddicos cientificos qualificados no estrato A1, A2 e B1 na
area tematica Comunicagéo e Informagéo as produgdes cientificas em OAB (Organizagdo e Administragéo de
Bibliotecas), de 2000 a 2017, observando os problemas de busca e recuperagéo da informag¢ao com a relagdo a

usabilidade na web.

METODOLOGIA
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Trata-se de uma pesquisa exploratéria e quali-quantitativa, cujo foco principal foi analisar e considerar
numericamente as tematicas mais pesquisadas em OAB. A coleta de dados foi realizada em 15 paginas
eletrbnicas dos periédicos cientificos indicados no projeto “Organizacdo e Administragdo de Bibliotecas: estado
da arte”, do ano 2000 a 2017. A alternativa de estudo deste periodo se justifica mediante a necessidade de se
constatar o estado da arte em OAB em sua configuragdo mais contemporanea, conforme projeto de pesquisa
aprovado. As paginas eletronicas representam um recorte acerca dos periddicos selecionados classificados com
Qualis estrato A1, A2, B1 na area tematica Comunicacgéao e Informagéo da Plataforma Sucupira. Dentre os cinco
critérios de usabilidade elencados por Nielsen (2000 apud VEIGA et al., 2014 p. 544) facilidade de aprendizado,
eficiéncia de uso, facilidade de memorizacdo, baixa taxa de erros, satisfagdo subjetiva, vamos destacar a
facilidade de memorizagado quando o usuario nao precisa reaprender como interagir com o sistema de informagéao
para atingir o seu objetivo, no caso da pesquisa encontrar a pagina do sumario do peridédico. O usuario/bolsista
refez a busca deste sumario tantas vezes necessario com bastante tranquilidade. Ao realizar a coleta de dados
inventariados, simultaneamente, foi observado um aspecto especifico da usabilidade das paginas eletrénicas dos
periddicos cientificos. Mais precisamente, a funcionalidade, dentro do ambiente da interface, de um de seus
elementos: o menu (cardapio de opg¢des). Conforme Ferreira e Nunes (2008, p. 6) “[...] menus principais, os itens
(opdes) posicionam-se um ao lado do outro (menu horizontal).” A escolha da observancia da funcionalidade menu
decorreu do fato do projeto de pesquisa ter como um dos objetivos especificos identificar, dentro os artigos
cientificos, as tematicas mais recorrentes. Para seleciona-los foi necessario visualizar os sumarios dos periédicos

por ano, volume, nimero, titulo e autor, a partir dos menus das paginas iniciais.

RESULTADOS

A contribuicdo de alguns autores que discorrem sobre o conceito de usabilidade fortaleceu a nossa
observagédo, entendendo que este conceito “[...] ainda se encontra em construgcdo e tem gerado uma série de
definicbes.” (VEIGA et al., 2014, p. 543). Costa e Ramalho (2010, p. 105-106) registram que o termo usabilidade
comecou a ser usado na década de 1980 e que a norma ISO 9126 de 1991 o definia como uma qualidade de
software. A norma ISO 9241-11 de 1998 altera essa definigdo incluindo o usuario e o contexto de uso (tarefas,
equipamentos, ambiente fisico e social), segundo Veiga et al. (2014, p. 544). Cybis et al. (2010 apud VEIGA et
al., 2014, p. 543) entende como qualidade de “[...] uso de um sistema interativo.”

O quadro abaixo expde os periddicos cientificos analisados, segundo alguns requisitos de usabilidade
para uma boa interface (FERREIRA ; NUNES, 2008, p. 22):

Periodico Requisitos
01-Ciéncia da Informag&o IBICT Ajudalcor/pesquisalitens na ordem/menu vertical
02-INCID: Revista de Ciéncia da Informagao e Documentagdo USP Buscar/cor/itens na ordem/menu horizontal
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03-Pesquisa Brasileira em Ciéncia da Informagdo e Biblioteconomia
UFPB

Pesquisa/cor/itens na ordem/menu horizontal

04-Revista Ibero Americana de Ciéncia da Informagdo UnB

Buscar/cor/itens na ordem/menu horizontal

05-Ponto de Acesso UFBA

Ajudalpesquisa/corfitens na ordem/menu horizontal

06-Liinc em Revista IBICT

Ajuda/pesquisa/cor/itens na ordem/menu horizontal

07-Em Questdo UFRGS

Ajuda/pesquisal/cor/itens na ordem/menu horizontal

08-Revista Brasileira de Biblioteconomia e Documentagéo (RBBD)

Ajuda/pesquisa/cor/itens na ordem/menu horizontal

09-Informagao & Informagédo UEL

Ajudalpesquisa/corfitens na ordem/menu horizontal

10-Encontros Bibli UFSC

Ajudalpesquisa/corfitens na ordem

11-RECIIS: Revista Eletronica de Comunicagéo, Informagéo & Inovagéo
em Saude - Fiocruz

Pesquisalcorfitens na ordem

12-Revista Digital de Biblioteconomia e Ciéncia da Informagéo (RDBCI)

Buscar/cor/itens na ordem

13-Perspectiva em Gestao & Conhecimento

Pesquisa/cor/itens na ordem

14-Informaca & Sociedade UFPB

Ajudalpesquisa/corfitens na ordem

15-Perspectiva em Ciéncia da Informagéo UFMG

Ajudalpesquisa/corfitens na ordem

Fonte:

Autora (2019).

Todos os periddicos cientificos apresentam comando por menu inicial na horizontal, exceto o periddico
Ciéncia da Informacao IBICT. Esse apresenta o menu inicial na vertical fazendo o usuario perder tempo ao rolar
a tela para procurar a opg¢ao desejada. Comum a todos os periddicos sao os requisitos de entrada de dados
Recursos de ajuda (Como fazer assinatura? Esqueceu a senha? Ja possui a senha? Nao possui cadastro?) e
Prevengao ao erro (Senha — Lembrar usuario) e requisitos de exibigdo Combinacédo de cores, Mecanismo de
busca (Pesquisa/Buscar) e Exibicdo dos itens nos menus(na mesma ordem). Podemos apontar também como
diferencial o fato de 06 (seis) peridédicos nao possuirem o link Ajuda do sistema.

A localizagao das informagdes (ano, volume, numero, titulo do artigo, autor) foi facilitada pela configuragao
do menu principal das paginas eletrdnicas dos periddicos cientificos. Ele se apresenta de forma adequada,
conforme os manuais de usabilidade (menu principal na horizontal com o cardapio de opg¢des posicionadas uma
ao lado da outra), podendo chegar ao sumario do periédico a partir de 2 (dois) links, na sequéncia. A adogao do
Open Journal System (OJS) dos periddicos cientificos brasileiros, certamente, favoreceu o desempenho de suas
paginas eletrbnicas.

No que se referem a recuperagdo da informacdo sobre as produgbes cientificas em OAB, foram
analisados 1.821 artigos. As tematicas mais pesquisadas foram: Gestdo de bibliotecas e recursos de informag¢ao

(351 artigos), Gestdo do conhecimento (232 artigos), Inteligéncia competitiva (189 artigos), nesta ordem. As
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tematicas menos requisitadas foram Contetdos de informagéo e Representagao da informagdo com 02 artigos
publicados, cada uma. Os assuntos mais frequentemente pesquisados e publicados em OAB, dentro de sua
tematica especifica, foram Gestdo da Informacdo, Gestdo do Conhecimento e Inteligéncia Competitiva.
Igualmente, sdo evidentes os assuntos mais emergentes como Preservagdo digital, Mineragdo de dados e
Sistema de informagéo. Ainda que ndo sejam tao recorrentes, os assuntos Livros eletrénicos e Midias de noticias
se destacam dentre os outros em suas tematicas. Acrescentamos que existem lacunas nas pesquisas para os

assuntos recorrentes como Inteligéncia artificial, Folksonomias e Propriedade intelectual.

CONCLUSOES

A leitura e analise das publicagdes nos periddicos cientificos durante o periodo de 2000 a 2017 sobre o
tema Organizacdo e Administragdo de Bibliotecas nos oportunizou a compreender melhor o panorama nacional
dentre dessa area do conhecimento. O cenario € promissor, mas também desafiador, visto que ha varias
tematicas que devem ser aprofundadas em contrates com outras, que se percebe ha maior dedicagéo. Para
assegurar a usabilidade de um sistema, com certeza, é preciso observar o usuario, contexto de uso e
interatividade. A funcionalidade menu foi a que mais nos interessou para realizar a pesquisa em questao, isto &,
para buscar e recuperagao a informacédo desejada. Nao houve dificuldade ao avaliar a usabilidade dos portais
dos periddicos cientificos sob o aspecto do cardapio de opgdes (menu) da pagina inicial e agbes posteriores, pois
as paginas eletrénicas sao bem semelhantes, por seguirem um padrao sustentados pela adogao do sistema OJS.
Eles possuem a mesma configuragdo, o que simplificou nossa busca pelas informagdes, aliado ao fato de em trés
momentos distintos (menu inicial e dois links) ter sido possivel chegar a informagdo desejada (o sumario do
periddico). Por conseguinte, a sistematica de observacao foi facilitada e ndo houve problemas de busca e
recuperacao da informacao com relagédo a usabilidade. Afinal, os portais eletrénicos devem ser de facil acesso e

simples em sua organizagao.
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INTRODUGAO

A presente pesquisa teve inicio no ano de 2018 como parte integrante do projeto “A construgao social do
(s) lugar (es) da Biblioteca Publica na sociedade brasileira”. Neste sentido, o projeto inicial determina a partir de
uma abordagem sécio-histérica, o ensino de Biblioteconomia no Brasil como dividido em fases (CASTRO,
WEITZEL, 2009, SABBAG, 2012). Sabbag (2012, p.28) considera a existéncia de sete fases. Considerando-se
que, estudos relacionados as fases 1 e 7, foram desenvolvidos por bolsistas participantes do projeto (SILVA,
2016, SILVA, 2017, DANGELO, 2017), a bolsista atual manteve o foco na continuidade dos estudos anteriores
sob a perspectiva da fase 6.

O estagio inicial da pesquisa centrou-se na aproximacgao de questdes metodoldgicas. Vale ressaltar que
o estudo da metodologia cientifica como ponto de partida deu-se pela necessidade de aprofundamento sobre o
tema, visto que as etapas subsequentes da iniciagao cientifica sé seriam possiveis com um bom entendimento

de aspectos relacionados a metodologia cientifica.

OBJETIVO

O objetivo inicial do projeto visa investigar a incidéncia da tematica biblioteconomia publica nos cursos
de formacgado em biblioteconomia no pais, durante a fase 6, que abrange os anos de 2001 a 2009, periodo em
que constitui-se uma nova concepg¢do da matriz curricular para os cursos de graduacdo em Biblioteconomia,

com base nas diretrizes da Associacao Brasileira de Educacdo em Ciéncia da Informacao (ABECIN).

METODOLOGIA
A metodologia escolhida e empregada foi a analise de conteudo. Para isto, o procedimento seguido, foi

o apresentado por Bardin (2011) que sistematiza as fases da anadlise de conteudo em: 1) a pré-analise; 2) a
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exploragdo do material; 3) o tratamento dos resultados, a inferéncia e a interpretacdo (etapa ainda nao
concluida).

No que concerne ao corpus da pesquisa, optou-se por delimita-lo a partir dos critérios de qualificagdo de
periddicos da CAPES. Ja quanto ao recorte estabelecido, foram selecionadas revistas da area de
biblioteconomia e ciéncia da informagéo dos extratos A1, A2, B1, B2, B3, B4, B5 e C. O acesso as informagodes
sobre os titulos presentes em cada um dos extratos se deu a partir da Plataforma Sucupira - Qualis Periédicos;
Evento de Classificacdo: Classificacdo de periédicos quadriénio 2013-2016; Area de Avaliacdo: Comunicagao e
Informacgao. Os descritores utilizados para a recuperacgao dos artigos nas revistas selecionadas foram: biblioteca

publica, ensino e formacao, curriculo.

Na fase de pré-analise, como descrito por Bardin (2011), o procedimento seguido se deu por meio de um
primeiro contato com os documentos a serem submetidos a analise, a escolha deles, a formulagéo das hipdteses
e objetivos especificos centrados nos objetivos do estudo a fim de eleger nesta etapa os artigos que melhor se
encaixam no perfil da pesquisa. Ou seja, uma aproximagao dos artigos anteriormente selecionados a partir da
recuperagcdo de material nas revistas Qualis. Na etapa de exploragéo realizou-se a leitura aprofundada dos
textos escolhidos, a fim de haver, novamente, uma espécie de sele¢do dos artigos mais pertinentes ao projeto

confeccao de fichamentos e posterior construgcéo de tabelas e graficos como produto desta fase.

RESULTADOS

Num primeiro momento foram recuperadas sete revistas nos extratos A1 e A2, dezesseis nos extratos
B1, B2, B3, B4 e B5 e nenhuma no nivel C. Logo apds, a partir do sumario das revistas, foram separados os
artigos que tratassem sobre curriculo, formagao, biblioteca publica e ensino de biblioteconomia utilizando esses

exatos termos como palavras-chave, o resultado pode ser observado abaixo:

Tabela 1 - Numero de artigos em revistas Qualis

A1/ A2 B1/B2/B3/B4/B5 C
Bibliotecas Publicas 32 27 0
Ensino e Formagao 39 14 0
Curriculo 6 11 0

Com o recorte temporal determinado, o segundo passo foi determinar quantas e quais revistas
apresentam artigos que trataram sobre a teméatica entre os anos de 2001 a 2009. Nos niveis A1 e A2 0 numero

de artigos passa a ser 20, quanto nos niveis B1, B2, B3, B4 e B5, 19, como pode ser notado:
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Grafico 1 - Numero de artigos em revistas Qualis durante o periodo de 2001 a 2009

Artigos entre os anos 2001/2009
W A1/A2 | B1/B2/B3/B4/B5

20

15

10

Tendo estes dados foi possivel analisar de maneira mais adequada cada um dos artigos, a fim de observar
a incidéncia de estudos que lidam com a formacgao e curriculo do bibliotecario sob a perspectiva da biblioteca
publica durante a fase 6, no entanto esta analise se mostrou inconclusiva, visto que poucas publicagdes tratam
da tematica completa, e ndo somente elas de forma individual. No total foram recuperados seis artigos que
tratavam sobre a biblioteca publica na formagao do bibliotecario, e ainda assim, de forma superficial, normalmente
apenas citando disciplinas acerca do tema, sem ocorrer uma maior reflexdo da relevancia da tematica.

E ainda utilizando as novas diretrizes da ABECIN, que aqui servem como pavimento do estudo, o
profissional deve estar pronto para atender e responder a demandas sociais de informagéo, ou seja, o estudante
em formacao encontra-se numa situagdo em que pode vir a trabalhar numa biblioteca publica, sem nunca ter visto
o tema durante a graduacéo, e as publicagdes da area de biblioteconomia e ciéncia da informagao demonstram

a falta de interesse do meio académico por tais estudos.

CONCLUSOES

Dado o periodo estabelecido para a pesquisa e a necessidade de dedicagdo de alguns meses para a
aproximagao da bolsista com a metodologia cientifica, ndo foi possivel o aprofundamento do que havia sido
proposta para a terceira fase dessa investigagdo, a saber: o tratamento dos resultados, a inferéncia e a
interpretagcao. Assim como também nao foi possivel realizar a analise dos artigos publicados a partir do ano de
2010, que talvez tratassem de maneira mais concisa os impactos das novas diretrizes da ABECIN nos curriculos

da graduagédo em biblioteconomia, sempre mantendo a correlagdo com o ensino voltado as bibliotecas publicas.

54



Universidade Federal do

4
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro \.fe|?,']9'a a0

Resgatando-se os dados obtidos observa-se a preocupacdo dos autores em tratar sobre ensino,
formagao, curriculo e bibliotecas publicas de maneira solitaria, sendo os artigos que visam uma correlagéo entre

0s assuntos escassos, principalmente ao coloca-lo no periodo de tempo estipulado.
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Fontes de informacao.

INTRODUGAO

Esta investigacdo integra o projeto ‘Politicas culturais voltadas para bibliotecas publicas no Brasil’, cujo
objetivo principal é a sistematizagao de conhecimentos acerca das questdes que envolvem as politicas culturais
relacionadas as bibliotecas publicas no Brasil, com vistas a apoiar o desenvolvimento cientifico na area e
colaborar para a formulagéo e implementagéo de politicas publicas de qualidade no pais. O referido projeto teve

como um dos seus objetivos especificos realizar um levantamento bibliografico e documental sobre o tema.

A necessidade de identificar, reunir e disponibilizar fontes de informagao sobre politicas para bibliotecas
publicas e comunitarias foi percebida em diferentes momentos do projeto e ja anteriormente registrada por
Machado, Calil Junior e Achilles (2014) em estudos sobre o mapeamento das politicas publicas para bibliotecas,
e por Calil Junior (2014) em comunicagao sobre a invisibilidade da pesquisa e os baixos indices de publicagdes

sobre a tematica das bibliotecas publicas.

Verificou-se a necessidade de fazer analises que fossem além das palavras-chave, ja que os termos
“politica publica” ou “politica cultural” s6 recentemente ganharam destaque e comegaram a ser empregados.
Dentro desse contexto, por meio dessa investigagao, foi possivel conhecer o cenario da produgao cientifica e
técnica a respeito desse tema, e os resultados poderdo colaborar para aprofundar o arcabougo conceitual das

pesquisas nesse campo.

OBJETIVO

O objetivo geral desta investigagdo foi realizar a construgdo de um repositério contendo dados dos
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documentos considerados fontes de informagéo sobre politicas culturais voltadas para as bibliotecas publicas
e comunitarias no Brasil. Para tanto, foram estabelecidos os seguintes objetivos especificos: a) identificar a
produgéo cientifica, técnica e juridica nacional acerca da tematica; b) identificar as organizagées que atuam como
agentes governamentais e ndo governamentais na area e c) disponibilizar os resultados em ambiente online,

visando a facilitagdo de seu acesso, bem como dar visibilidade a tematica.

METODOLOGIA

Trata-se de pesquisa aplicada, com abordagem quantitativa e qualitativa e objetivos exploratérios. Adotou

como procedimento técnico o levantamento bibliografico, analise de conteldo e analise estatistica.

Os trabalhos foram realizados no periodo de 2017 a 2019, em 4 momentos, sendo que o primeiro
momento foi reservado para a preparagdo académica da discente, realizada através de leituras e estudos de
conteldos tedricos relacionados a tematica politicas culturais e bibliotecas publicas e comunitarias, apropriacéo
de métodos e técnicas de recuperagéo de informagcédo em bases de dados e de organizagdo, armazenamento e
normalizagao bibliografica. O segundo momento envolveu o levantamento bibliografico e documental, realizado
por meio da coleta de dados. Posteriormente, num terceiro momento, foi realizada a analise bibliografica por meio
da leitura técnica dos resumos, com o intuito de realizar a selecao dos documentos a serem referenciados e
armazenados. Apods, no quarto momento, foram realizadas algumas analises estatisticas. Os documentos
selecionados, apds a analise de conteudo, foram registrados, sistematizados e normalizados em planilha de
Excel, de acordo com regras e critérios pré-estabelecidos, sobretudo adotando as Normas Brasileiras de Normas

Técnicas (ABNT) para a elaboragéo das referéncias bibliograficas.

As bases de dados utilizadas na coleta foram a Plataforma Sucupira, Repositorio de teses e dissertagbes
online de universidades que possuem programas de pds-graduacédo na area de Biblioteconomia e Ciéncia da
Informacao, Portal de Periddicos da CAPES e portais de unidades legislativas e de instituicbes publicas e

privadas.

Por fim, foi estabelecida uma parceria com o Grupo de Apoio Estatistico (GAE), da UNIRIO, para o apoio
na leitura e analise dos dados levantados. Para tanto, discente e orientadora realizaram uma apresentagao do
projeto, do plano de estudos e resultados parciais ao grupo, composto por professores e alunos do curso de
Estatistica. A partir dessa parceria, o projeto de pesquisa passou a contar com a assessoria técnica do Prof.
Felipe Rafael Ribeiro Melo, do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas (CCET) da UNIRIO.

RESULTADOS

Cabe esclarecer que essa pesquisa nao objetivou a medigao de indices de produgao cientifica ou padroes
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de autoria. No entanto, a partir da utilizagdo de recursos estatisticos foi possivel analisar o conjunto de dados
levantados e apresentar o cenario das ultimas décadas da producéo cientifica acerca da tematica em questao.
Além disso, € importante registrar que os resultados apresentados aqui referem-se ao periodo de coleta de
dezembro de 2017 a julho de 2019.

Foram recuperados 130 documentos cuja tematica esteja relacionada as politicas culturais para
bibliotecas no Brasil. Os resultados destas buscas foram agrupados nas seguintes categorias de analise: 1)
formato dos documentos; 2) quantidade total de documentos por periodo; 3) ano da publicagéo; 4) tipo de
documentos por periodo; 5) trabalho de conclusao de curso por instituicdo de ensino e regido do Brasil; 6) trabalho

de conclusao de curso por periodo e 7) responsabilidade.

Com relagao ao formato dos documentos, foram recuperados artigos de periddicos, capitulos de livro,
comunicagao em evento, trabalhos de conclusao de curso, livro, declaragdes/manifestos. Verificou-se que ha uma
predominéncia de artigos de periddicos (48 registros, o que corresponde a 37%), seguido do trabalho de
concluséo de curso (29 registros, 22%), livro (26 registros, 20%), comunicagao em evento (16 registros, 12%),

capitulo de livro (9 registros, 7%) e declaragbes/manifestos (2 registros, 2%).

No que diz respeito a quantidade total de documentos por periodo, considerou-se o intervalo de tempo
correspondente entre a década de 1970 e a década de 2010, uma vez que foi o periodo em que foram encontrados
registros de publicagbes. Como resultados, verificou-se que no intervalo entre 1970-1979, foram encontrados 4
registros (0 que corresponde a 3%) entre 1980-1989, 5 registros (4%); entre 1990-1999, 11 registros (8%); entre
2000-2009, 18 registros (14%); entre 2010-2019 (até o més de julho), 92 registros (70%).

No que se refere ao ano da publicagdo, apenas na ultima década ocorreram publicagbes anuais. Nas
décadas de 1970 e 1980, foram encontradas publicagées em 3 e 4 anos, respectivamente. Nas décadas de 1990
e 2000, em 7 anos, em cada uma delas. Ao cruzar dados a respeito do tipos de documentos com o periodo
de publicagao, foi possivel identificar que os artigos de periodico (48 registros, 37%), livros (26 registros, 20%)
e produgdes académicas (29 registros, 22% do total) s&o maioria nesse tipo de produgao. Foi possivel verificar,
também, que a publicacao de livros predominava até o ano de 2009 e, nesta ultima década, ampliaram-se as

publicagcdes em formato de artigo, bem como o nimero de TCC'’s, dissertagbes e teses.

Especificamente em relagao aos trabalhos de conclusao de curso por instituicao de ensino e regidao
do Brasil, foram recuperados 29 registros. As universidades que abrigaram o maior indice de produgéo foram a
Universidade de S&o Paulo (USP) e a Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), com 6
registros, cada uma, totalizando 42% da producao. Foram recuperados 4 registros (14%) na Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), 2 (7%) na Universidade Federal da Bahia (UFBA), 2 (7%) Universidade Federal
Fluminense (UFF) e Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), e 1 registro na Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Instituto Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia (IBICT), Universidade Federal do Maranhdo (UFMA),
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Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Universidade de
Brasilia (UnB). As regides que apresentaram maior produgéo foram a Sudeste (15 registros, pouco mais de 50%

do total) e Nordeste (6 registros, cerca de 20% do total).

No que diz respeito aos trabalhos de conclusao de curso por periodo, foi possivel averiguar que, dos
29 registros recuperados, apenas 1 foi produzido na década de 1970 e nas décadas seguintes (1980 a 2009),
apenas 2 registros em cada uma delas. Ja na ultima década (2010), houve 22 registros de produgao desse tipo,

sendo 13 dissertagbes, 4 teses e 5 TCC’s.

Interessante verificar que ao analisar o tipo de responsabilidade da produgéo (coletanea com varios
autores, indefinida, entidades, pessoa-compartilhada ou pessoa-individual), verificou-se que a maioria da
produgéo foi realizada por pessoa fisica individual, com 83 registros (63%). Ja a produgéo sob a responsabilidade
de pessoa fisica compartilhada observou-se 35 registros (27%), a produgéo sob a responsabilidade de entidades
apresentou 6 registros (5%), coletdnea com varios autores, 4 registros (3%) e publicacdo com responsabilidade

indefinida, 3 registros (2%).

Em relagéo aos agentes, vale destaque para 9, entre governamentais e ndo governamentais, trata-se do:
Sistema Nacional de Bibliotecas Publicas (SNBP), Grupo de Pesquisa Bibliotecas Publicas no Brasil: reflexdo e
pratica (GPBP), Grupo de Trabalho Bibliotecas Publicas da FEBAB (GT-BP/FEBAB), Sindicato Nacional dos
Editores de Livros (SNEL), Liga Brasileira de Editoras (LIBRE), Centro Regional para el Fomento del Libro en
América Latina e el Caribe (CERLALC), Federagao Brasileira de Associa¢des de Bibliotecarios, Cientistas da
Informacgao e Instituicbes (FEBAB), Diretoria de Livro, Leitura, Literatura e Bibliotecas (DLLLB), Frente

Parlamentar em defesa da Biblioteca Publica e Conselho Federal de Biblioteconomia (CFB).

CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados acima é possivel observar, por exemplo, que houve um crescimento
das producgdes cientificas acerca da tematica na ultima década, bem como das publicagdes na forma de artigos
de periddicos. Anteriormente a década de 2010, havia a predominéncia de publicagées sob formato de livro.
Verificou-se, também, que em todos os anos desta década ocorreram publicagdes. Interessante lembrar que foi
a partir dessa década que ampliaram os investimentos em programas e projetos no campo das bibliotecas
publicas como observado por Silveira, Machado, Luck (2019). Além disso, uma hipétese para tal fato pode estar

relacionada ao fortalecimento das Universidades publicas a partir da primeira década deste século.

Foi possivel verificar também que a regido sudeste agrupa a maior parte dos trabalhos de concluséo de
curso na area. A atuagdo do Grupo de Pesquisa Bibliotecas Publicas e Comunitarias (GPBP) pode ser fator

determinante para esse resultado pois, embora possua integrantes de diversas universidades do pais, ha uma
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concentragéo de pesquisadores nesta regido do Brasil.

A difusdo dos resultados sera realizada por meio da publicagdo de um repositério em meio eletrdnico a
ser disponibilizado na pagina do GPBP, contendo dados sobre os documentos considerados fontes de informagao
sobre politicas culturais voltadas para as bibliotecas publicas e comunitarias no Brasil. Com isso espera-se que o
produto dessa investigagdo seja parte ndo apenas da organizagdo, mas também do aumento do acesso a
producéo cientifica e técnica na area de Biblioteconomia, através da ampliagdo das condicées de pesquisa de
estudantes de graduacéo e pds-graduacéo que venham a ter contato com esse material coletado nos ultimos dois

anos.
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INTRODUGAO

“Os contra-espagos utopicos [as heterotopias] sdo, certamente, uma

»”

maneira de sair do mundo ja feito para entrar em um mundo em construgao.
(NOVAES, 2016, p. 23)

Situar a bibliotecas publicas entre a “heterotopia” e a “utopia” implica se apropriar desses dois conceitos
para formar uma nova trama, “[...] uma colagem de ideias e conceitos extraidos de seus contextos originais, como
uma espécie de reconstrucdo do pensamento.” (THIESEN, 2013, p. 24). No entanto, empreender tal tarefa ndo é
suficiente se tratamos de forma indiscriminada, no contexto da literatura cientifica biblioteconémica, a biblioteca
como “instituicao”, “espago” ou “lugar” de meméria, conceitos que, juntos, fazem referéncia a uma relagdo com o
espago, com os tempos, e também nos remetem as relagcbes de poder que sao criadas nas e pelas bibliotecas.
Destarte, ha o problema — como estudar a biblioteca publica em seu contexto sécio-espacial, temporal e de
poder? — e uma fundamentacéo tedrica nos é fornecida por um conceito (em especifico) e pela “caixa de
ferramentas” conceitual de um filésofo pouco utilizado por pesquisadores em Biblioteconomia: Michel Foucauilt.
Seu conceito de “heterotopia” (explicitamente aplicado pelo filésofo a biblioteca), bem como suas analises das
relacdes de poder e saber, apesar de serem mencionados em alguns estudos de nossa area, ndo desenvolvem
a alianga do pensamento filoséfico com o problema bibliotecondmico. Levado a tipologia das bibliotecas publicas,
o aproveitamento dessa evidéncia transdisciplinar € quase nulo. E nesse contexto que esta pesquisa se
desenvolve, desde junho de 2018 até julho de 2020; de forma a explorar usos de Foucault que auxiliem na
construcado de novas possibilidades para a Biblioteconomia Publica, e contribuir para a interagédo dialégica entre
campos diversos, tais como: a Biblioteconomia, a Filosofia, a Geografia, a Histéria, a Memdria Social e as Ciéncias

Sociais.
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OBJETIVO

O objetivo geral do trabalho é analisar a literatura sobre biblioteca publica a partir do conceito de
heterotopia. Dentre os objetivos especificos, estdo: a) investigar, pela revisao bibliografica, os usos do conceito
de biblioteca publica com os de instituigdo, memoria e espaco; b) aplicar os operadores (heterotopia, dispositivo)
de Michel Foucault ao caso; c) estabelecer o contato entre pares das areas afins a pesquisa; d) comunicar os

resultados da pesquisa por meio de apresentacgdes orais € escritas, tanto por canais formais quanto informais.

METODOLOGIA

Segundo Silva e Menezes (2005, p. 20-22), as formas classicas com que podemos classificar uma
pesquisa sao do ponto de vista: a) da sua natureza — pesquisa basica ou aplicada —; b) da abordagem do
problema — pesquisa quantitativa ou qualitativa —; c) de seus objetivos — pesquisa exploratéria, descritiva ou
explicativa —; d) dos procedimentos técnicos — pesquisa bibliografica, documental, experimental, levantamento,
estudo de caso, pesquisa expost-facto, pesquisa-agcdo ou pesquisa participante. A partir dessas classificagoes,
podemos considerar a natureza de nossa pesquisa, majoritariamente, como pesquisa basica, pois “[...] objetiva
gerar conhecimentos novos Uteis para o avango da ciéncia sem aplicagao pratica prevista.” (SILVA; MENEZES,
2005, p. 20). Com relagao ao ponto de vista da abordagem do problema, é uma pesquisa qualitativa, e ao dos
objetivos, é exploratéria. O procedimento técnico escolhido foi a pesquisa bibliografica. Todos esses
procedimentos tradicionais visam subsidiar a leitura heterotopoldogica das bibliotecas publicas, isto €, um

procedimento metodolégico anunciado por Foucault:

Poder-se-ia supor ndo digo uma ciéncia, pois € um termo demasiado desgastado, atualmente, mas
uma espécie de descricdo sistematica que teria por objeto, em uma sociedade determinada, o estudo, a
analise, a descrigdo, a “leitura” — como se gosta de dizer hoje — desses espacgos diferentes, esses outros
lugares, uma espécie de contestagao simultaneamente mitica e real do espago onde vivemos: tal descrigao
poderia ser chamada de heterotopologia. (FOUCAULT, 2013b, p. 116)

RESULTADOS

A pesquisa bibliografica foi desenvolvida de forma exaustiva para confirmar a hipétese de que n&o ha
producédo bibliografica consistente que vincule os temas “biblioteca publica”, “heterotopia” e “utopia”, e
consequentemente inexiste producdo que junto desses aproxime “memdria’, no ambito da literatura
biblioteconémica e filoséfica. Com isso, nosso trabalho visou dar forma a afinidade conceitual desses termos e
aproximar a pesquisa em Biblioteconomia Publica da filosofia de Michel Foucault, demonstrando como a utilizagao
dessa nova linha conceitual pode alimentar tanto a abordagem filoséfica quanto a praxis das bibliotecas publicas.
Assim cumprimos com nosso objetivo geral: o artigo “A Biblioteca Publica entre a heterotopia e utopia”

(ACHILLES, BERNARDO, 2018), produg¢ao nossa, aproxima esses temas; fornece as bases para o pensamento
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bibliotecondmico da heterotopia; e propde uma maneira outra de abordar a problematica das bibliotecas publicas.
Foi estabelecida a comunicagdo com os pares de duas universidades federais do Rio de Janeiro: a professora
doutora Icléia Thiesen (UNIRIO), acerca do carater institucional das bibliotecas; e o professor doutor Jodo Batista
Rezende (UFF), com relagdo ao pensamento de Michel Foucault. Tais comunicagbes, em harmonia com a
experiéncia transmitida pela orientadora Daniele Achilles, potencializaram e continuam a potencializar o

aprendizado dos temas e do processo de pesquisa cientifica.

CONCLUSOES

A experiéncia de pesquisa da Biblioteconomia Publica sob um olhar por vezes visto como estrangeiro —
o da Filosofia —, se realizou desde o principio como um processo de questionamento e aprendizado constantes.
Dai a necessidade de se sustentar sobre 0 ombro do maior nimero de gigantes o possivel e alargar o contato
para além do eixo orientador-orientando, contribuindo com perspectivas outras para nossa pesquisa. A discussao
dos textos durante o processo de pesquisa das fontes revelou olhares criativos para problemas de ambas as
areas, o que resultou na produgdao de um trabalho inédito e consistente em seu carater interdisciplinar e
conceitual. No grande arco da pesquisa, esse primeiro ato fundou as bases para uma investigagdo aprofundada
da atualidade da Biblioteconomia Publica no Brasil. Ademais, o desenvolvimento das investigagdes resultou na
publicacao do artigo “A Biblioteca Publica entre a heterotopia e utopia” (ACHILLES, BERNARDO, 2018) no final
de 2019. Para o final de 2019, o processo de orientagdo prevé mais uma publicagdo que trara como contribuicao
a analise das aplicagdes do conceito de biblioteca na obra de Michel Foucault, o que viabilizara a formalizagéo,

a partir de uma experimentagéao tedrica, de como o conceito em questao aparece registrado pelo autor.

REFERENCIAS

ACHILLES, Daniele; BERNARDO, Hugo. A Biblioteca Publica entre a heterotopia e a utopia. Biblioteca
Escolar em Revista, v. 6, n. 2, p. 1127, 19 dez. 2018. Disponivel em: <
http://www.revistas.usp.br/berev/article/view/151815>. Acesso em: 19 ago. 2019.

FOUCAULT, Michel. O corpo utépico ; As heterotopias. Sdo Paulo: n-1, [dez. 1966] 2013a.

. Deespacos outros. Estudos Avangados, v. 27, n. 79, p. 113-122, [mar. 1967] 2013b. Disponivel

em: <http://www.revistas.usp.br/eav/article/view/68705>. Acesso em: 4 abr. 2019.

NOVAES, Adauto. Onze notas sobre “O novo espirito utopico”. In: NOVAES, Adauto (org.). Mutagées: o
novo espirito utépico. Sdo Paulo: Edicdes Sesc Sao Paulo, 2016. p. 11-29.

SILVA, Edna Lucia da; MENEZES, Estera Muszkat. Metodologia da pesquisa e elaboragido de
dissertacao. 4. ed. rev. atual.Florianopolis: UFSC, 2005. 138p.

THIESEN, Icléia. Meméria Institucional. Jodo Pessoa: Editora da UFPB, 2013.

64


http://www.revistas.usp.br/berev/article/view/151815
http://www.revistas.usp.br/eav/article/view/68705

Universidade Federal do

4
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro \.fe|?,']9'a a0

CARACTERIZAGAO DA REDE DE BIBLIOTECAS PUBLICAS
DO RIO DE JANEIRO: ENFASE EM PRODUTOS E SERVIGOS

"Mayck Dias da Silva (IC-UNIRIO), 2Simone Borges Paiva (Orientadora)

1- Escola de Biblioteconomia; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
2- Departamento de Biblioteconomia; Escola de Biblioteconomia; Universidade Federal do Estado do Rio

de Janeiro

Apoio Financeiro: PROPGPI

Palavras-chave: Bibliotecas publicas. Envelhecimento humano. Pessoa idosa. Servigos informacionais

INTRODUGAO

Agéncias especializadas apontam mudangas no perfil da populagdo mundial, o aumento da expectativa
de vida até 60 anos ou mais e a queda da taxa de natalidade, ressaltados pela Organizagdo Mundial de Saude
(2015), sao alguns dos aspectos da atual sociedade que, consequentemente, implicam nessa transformagao. No
que se refere ao cenario brasileiro, conforme o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a partir da
Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios Continua (PNAD Continua) 2017, estima-se que os individuos com
idades acima de 60 anos correspondam a mais de 30,2 milhdes de habitantes, dessa forma, representando cerca
de 14% da populagao brasileira. Esses fatores configuram um novo cenario para execugdo de programas e
servigos informacionais nas bibliotecas publicas, pois, pensando no papel social, nas fungdes e atribuigdes dessa
instituicdo, conforme Crippa (2015), trata-se de uma oficina permanente de apropriagdo do espago coletivo, de
agdes compartilhadas, um laboratério de cidadania préoximo do processo da vida real e, também, de acordo com
Suaiden (1987), € um 6rgéo de prestagéo de servigos a comunidade. Por essa razéo, “deve também disponibilizar
um leque de materiais sobre variados temas que permita as pessoas prosseguir 0s seus interesses e apoiar a
sua educacgao formal e informal” (IFLA, 2013, p. 40, grifo nosso), além de “ajudar os seus utentes a desenvolver
a literacia da informagao” (IFLA, 2013, p. 45) de acordo com politicas e procedimentos que vao ao encontro das
necessidades e conveniéncias dos usuarios.

O presente estudo é fruto das atividades de iniciagao cientifica desenvolvidas no contexto do projeto de
pesquisa “Bibliotecas publicas e a oferta de programas e servigos para a pessoa idosa”, cadastrado na Pro-
Reitoria de Pds-Graduacgao, Pesquisa e Inovagao (PROPGPI), na Diretoria de Pesquisa (DPq), com concessao
de bolsa a partir do Edital DPq 01/2018 por meio da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).
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OBJETIVOS

O objetivo da pesquisa foi mapear a rede de bibliotecas publicas do municipio do Rio de Janeiro,
identificando os programas e servigos dedicados a pessoa idosa. A partir deste, toma-se conhecimento dos
resultados parciais da pesquisa: apresenta uma reflexao sobre a necessidade das bibliotecas publicas oferecerem
programas e servi¢cos a populagéo idosa, conforme leituras das fontes informacionais que evidenciam pontos
positivos para o meio social a partir da oferta de servigos informacionais que visam atender também o idoso; e

salienta sobre a distribuicao de bibliotecas publicas e da populagéo idosa do municipio.

METODOLOGIA

O estudo de instituicées de informagao e cultura, como as bibliotecas, demanda do pesquisador a adogéo
de percursos metodoldgicos que dialoguem com as realidades dos objetos e dos contextos de pesquisa. Nessa
perspectiva, considerando a necessidade da igualdade do acesso a informagdo como um elemento relevante do
direito humano para o desenvolvimento saudavel da sociedade, sendo a biblioteca publica uma instituicdo
fundamental na execugao de agdes voltadas as politicas publicas e tendo em vista a necessidade de valorizagao
do idoso, adotamos a pesquisa mista, ou seja, uma pesquisa multimetédica, pois “todos os fenbmenos e
problemas que as ciéncias enfrentam atualmente sdo tdo complexos e diversos que o uso de um Unico enfoque,
tanto quantitativo como qualitativo, € insuficiente para trabalhar essa complexidade” (SAMPIERI, COLLADO,
LUCIO, 2013, p. 553). Uma vez que “entendemos que existe uma relagédo entre o contexto, as instituicbes e os
sujeitos”(PAIVA, 2018, online), essa metodologia nos permitiu verificar a distribuicdo de bibliotecas publicas e da
populacao idosa no municipio do Rio de Janeiro e realizar interpretagdes, discussdes e analises que abordam os

servigos informacionais e a socializagdo desse grupo populacional através dessas instituigdes.

RESULTADOS

No que se refere a unidade de observacdo do estudo, os idosos e o municipio do Rio de Janeiro, em
dados quantitativos considerando as variaveis idade, distribuicio populacional por area e regiao
administrativa (RAs) a partir da analise dos dados demograficos disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), e, também, do mapeamento das bibliotecas publicas tendo em vista dados
empiricos em fontes informacionais vinculadas as instituicdes publicas mantenedoras das bibliotecas e o Sistema
Nacional de Bibliotecas Publicas (SNBP) percebeu-se como a distribuicdo dos equipamentos culturais nao
acompanha o ritmo de crescimento deste grupo populacional, uma vez que constatou-se que nesta area de
abrangéncia dividida em 33 RAs contém mais de 940 mil pessoas idosas para uma rede composta por 15
bibliotecas publicas administradas pela Secretaria Municipal de Cultura (SMC). A desproporcionalidade impacta
diretamente na capacidade de atendimento por essas unidades informacionais, que, sozinhas, ndo possuem as
estruturas materiais e humanas necessarias para um bom atendimento a pessoa idosa.

A partir do Levantamento bibliografico e Revisao de Literatura verificou-se a figura da pessoa idosa em
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conflito com esteredtipos que, ao longo dos anos, tém sido desconstruidos devido aos avangos das teorias e
praticas cientificas no meio social que, por sua vez, tem o setor da educagado como base, podendo contar com o
auxilio da biblioteca publica nesse processo. Por outro lado, no Brasil, a imagem da biblioteca publica se encontra
diante de uma histérica crise de identidade no qual se evidencia um desafio em mostrar a populagao a sua
relevancia. Observou-se também que o idoso residente no Brasil carece de atendimentos nos diferentes
equipamentos publicos, tal atendimento pode ser determinante para a manutengao e ampliagdo da capacidade
funcional desse publico. Em outras palavras, ainda que a capacidade intrinseca da pessoa idosa a permita ser
um individuo ativo (a), o contexto brasileiro (0 ambiente) apresenta obstaculos que dificultam a relagdo das
bibliotecas publicas e dos os demais equipamentos publicos.

Diante desse cenario, constata-se a necessidade de maior empenho na adaptagao de programas e
servigos das bibliotecas publicas brasileiras. Por tratar-se de uma instituicdo que da suporte a educagéo tem a
sua atuacéo influenciada diretamente pelo meio social, este Ultimo esta caracterizado pelo envelhecimento da
populacdo. As estimativas, segundo analise realizada a partir dos dados do IBGE, apontam um aumento de 6%
da populacgéao total no municipio do Rio de Janeiro até 2020. Considera-se necessario, portanto, a percepgao da
biblioteca como dispositivo mediador e mobilizador de uma rede que possa, conjuntamente, oferecer diferentes
acOes voltadas para a pessoa idosa e, também, para os demais segmentos populacionais. Verifica-se um grande

desafio atender a populagéo nos seus diversos perfis em virtude dos seus nimeros limitados.

CONCLUSOES

Considerando as analises realizadas no presente estudo, no contexto do municipio do Rio de Janeiro,
tendo em vista o quantitativo de bibliotecas e as estimativas de crescimento da populagéo, o idoso encontra-se
diante de uma rede que, na pratica, dificimente atende em sua totalidade as suas necessidades ou demandas
mediante a realizagdo de programas e servigos que viabilizem praticas de socializagdo. Desse modo, néo
oportuniza maiores possibilidades de relagées intergeracionais, enfraquecendo a ressignificagcdo de experiéncias
e limitando a disseminacédo e compreensdo de memoérias acumuladas ao longo da sua existéncia, o que pode ser
determinante na qualidade de vida dos individuos.

Fazendo um paralelo entre a revisdo de literatura e as fontes de informacao estatistica percebe-se um
déficit que inviabiliza a concretude de praticas constatadas por pesquisas cientificas como necessarias para o
desenvolvimento de uma sociedade equitativa. Desse modo, é necessario que esta rede de bibliotecas esteja
mais visivel e proxima dos mais variados segmentos populacionais reconhecendo e ressaltando o seu potencial,
e, assim, assegurando junto a outras instituicdes o direito dos individuos ao conhecimento e a formagéo para
atuarem como cidados.

Ainda que de posse da rede de bibliotecas, obtidas por meio do mapeamento realizado, nio foi possivel
realizar a coleta de dados referente aos produtos e servigos desenvolvidos por essas bibliotecas direcionados a

pessoa idosa. Por se tratar de instituicdo publica, a realizagdo de uma coleta de dados depende da apreciagao
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do projeto pelo setor juridico da prefeitura municipal, o que n&o ocorreu no periodo de agosto de 2018 a julho de
2019, desse modo, o cronograma do estudo ainda prevé reunir e organizar materiais que remetem a oferta de
programas e servigos dedicados a pessoa idosa, realizar analises dos materiais das bibliotecas publicas e,

também, construir um folheto informativo para divulgar programas e servicos oferecidos nesses espacos.
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INTRODUGAO

O presente estudo é parte do projeto de pesquisa “Em busca de uma abordagem histérica em
desenvolvimento de colegdes a partir das obras identificadas por Jacques-Charles Brunet’, coordenado pela
Prof.2 Dr.2 Simone da Rocha Weitzel, que visa mapear o histérico das praticas de desenvolvimento de cole¢bes
— traduzidas principalmente em atividades de selecéo, aquisicdo e desbastamento — em textos anteriores aos
autores dos séculos XIX e XX comumente indicados como as origens da area pela literatura especializada. A
etapa anterior do estudo consistiu na identificagdo de obras do campo da Biblioteconomia, especialmente com o
tema desenvolvimento de colegbes, arroladas no Manuel du libraire et de I'amateur des livres, a classica
bibliografia de Jacques-Charles Brunet, em sua 52 edigéo, publicada em 6 tomos entre 1860 e 1865. Do total de
476 referéncias identificadas e analisadas, chegou-se a uma selecdo de 152 obras que foram descritas em uma
planilha com seus respectivos dados de publicagéo e localizagdo em bibliotecas digitais e, em alguns casos, em
bibliotecas fisicas do Rio de Janeiro (DAHAS; WEITZEL, 2018), a serem examinadas em maior profundidade
posteriormente. Do conjunto de 152 obras, trés sdo obras do século XVI, 11 do séc. XVII, 36 do séc. XVII, 101
do séc. XIX e um texto do século XIV impresso no século XV. Cinco sédo publicagdes periddicas. Quanto ao
idioma, as obras selecionadas distribuem-se da seguinte maneira: 75 em francés, 26 em latim, 25 em inglés, 17
em alemao, 7 em italiano e 2 obras bilingues latim-alemao. A etapa atual pretendia dar continuidade ao estudo
por meio do acesso e analise das obras indicadas e foi interrompida em dezembro de 2018 devido ao afastamento
temporario da Prof.? Simone da Rocha Weitzel de suas atividades na UNIRIO para a realizagdo de estudos poés-

doutorais em outra instituicdo de ensino.

OBJETIVO
O objetivo do trabalho é acessar e analisar as obras identificadas no levantamento realizado na

bibliografia de Brunet a fim de viabilizar os estudos sobre as teorias que fundamentam o desenvolvimento de
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colegdes nos séculos anteriores ao século XX. Para isso, os objetivos especificos sdo: a) acessar as obras
identificadas e localizadas no plano de estudo anterior e analisar os respectivos sumarios dos itens levantados
para verificar os capitulos e/ou trechos pertinentes para permitir a realizagdo de uma leitura mais aprofundada no
ambito do projeto “Em busca de uma abordagem histérica em desenvolvimento de colegbes a partir das obras
identificadas por Jacques-Charles Brunet” coordenado pela Prof.? Simone da Rocha Weitzel, e b) traduzir e

compilar os trechos selecionados em relatério.

METODOLOGIA

Para organizar e orientar a analise das obras, optou-se pelo recorte por idioma. Dessa forma, pode-se
avangar com a leitura dos idiomas mais familiares a bolsista enquanto os menos acessiveis aguardam por
estratégias que permitam seu entendimento. Outrossim, o recorte idiomatico possibilitou iniciar pelo menor grupo
com vistas a desenvolver um método de analise mais eficaz a ser aplicado aos demais itens de outros idiomas
mais volumosos. Portanto, a parte as 2 obras bilingues latim-alem&o — pela dificuldade com as linguas, pouco
acessiveis, e por serem obras muito grandes —, o grupo eleito como ‘piloto’ foi o das 7 obras em italiano. Todas
as referéncias em lingua italiana passaram pelas seguintes etapas: a) acesso a obra em biblioteca digital a partir
do link anotado na planilha; b) verificagdo da quantidade e acesso a todos os tomos/volumes de cada obra; c)
download do(s) arquivo(s) em PDF para a melhor visualizagdo, manuseio do texto e uso das informagdes
coletadas; d) localizagao de indice/sumario, avisos ao leitor e demais marcadores de organizagao e estrutura do
texto, como inicio e fim de seg¢des e capitulos; e) leitura das partes identificadas como mais significativas; f)
anotacdo da localizagdo das informagbes consideradas de interesse para a pesquisa; g) preenchimento da
planilha. A planilha resultante do estudo anterior foi acrescentada nova coluna intitulada ‘PRE-ANALISE’,
dedicada ao resultado desta etapa. Nela foram inseridas notas sobre o que foi lido e encontrado (como, por
exemplo “Analisada toda a obra - VER Cenno Storico pag. 1-9)” e, também, sobre a inexisténcia de trechos de
interesse, com a indicacdo de que nada de relevante foi encontrado. Durante a anadlise das obras foram
observadas as estratégias de leitura instrumental utilizadas e o tempo empregado no processo. Tendo sido
estabelecido um método de acesso, leitura e analise das obras a partir da experiéncia com o pequeno grupo de
documentos em italiano, passou-se ao conjunto mais numeroso e cujo idioma oferece menos dificuldades, o das
obras em francés, no qual foram aplicados os procedimentos descritos anteriormente. Das 75 obras em lingua
francesa listadas, 14 foram analisadas antes da interrupgao das atividades, totalizando 21 obras acessadas e
analisadas nessa fase do estudo. A planilha foi sinalizada com cores diferentes para marcar as obras ja
analisadas, destacar as que contém informacdes pertinentes a pesquisa e indicar aquelas nas quais a analise
nada encontrou, o que organiza visualmente a planilha e certamente sera de utilidade quando da retomada dos
trabalhos no préximo plano de estudos. Devido a interrupgdo do estudo, o objetivo que previa a tradugao,

compilacao de trechos selecionados e transcricdo em citagao direta em relatério nao foi realizada.
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RESULTADOS

Da selegdo de 152 obras resultante da fase anterior do estudo, 21 obras foram analisadas antes da
interrupcao das atividades em dezembro de 2018. Dessas, 7 s&o obras em italiano e 14 em francés. Do total de
obras em italiano, 2 sdo do século XVIII e 5 do século XIX (TABELA 1). A andlise, seis obras apresentaram
trechos aparentemente significativos para a pesquisa e que merecem uma leitura mais acurada a partir da
transcrigdo e posterior tradugdo. Em apenas uma obra ndo foi encontrada nenhuma informacgao relevante. Das
14 obras em francés analisadas, uma é do século XVII, 5 sdo do século XVIIl e 8 do século XIX. Dessas, a metade
(7 obras) atende aos critérios de interesse da pesquisa e a outra metade (7 obras) ndo apresenta conteudo de

relevancia para o tema de desenvolvimento de colegdes (TABELA 2).

TABELA 1 - Obras analisadas - por século ~ TABELA 2 - Obras analisadas - por resultado

Século Século Século Obras Obras que atendem
XVII XVIlI XIX GRUPO : aos critérios da
- analisadas .
Italiano 2 5 pesquisa
Francés 1 5 8 7 obras em 7 6
Total 1 7 13 Italiano
Fonte: A autora 75 obras em
A 14 7
Francés
Total 21 13

Fonte: A autora

Os temas encontrados referem-se, em sua maioria, a critérios de selecdo. E o caso de Conseils pour
former une bibliothéque peu nombreuse, mais choisie (1756) de Johann Heinrich Samuel Formey e de
Bibliotheque complette et choisie dans toutes les classes et dans la plupart des langues (1812), de Louis Dutens.
Processos de aquisicao aparecem em Manuale teorico-pratico di bibliografia (1861) de Giuseppe Maria Mira,
assim como em Guida della Biblioteca ambrosiana, con cenni storici (1860), entre outros. O desenvolvimento de
colecdes é abordado em Lettre au comte Auguste Nadaillan, sur le golit des livres (1785), de Simon-Pierre Mérard
de Saint-Just. Dessa forma, verifica-se a ocorréncia, nos textos, das trés categorias contemporaneas descritas
por Weitzel (2012) em estudo anterior sobre os fundamentos da area nos séculos XIX e XX: desenvolvimento de

colegdes, selecao e aquisigao.

CONCLUSOES

Com o objetivo de acessar e analisar as obras selecionadas no plano de estudo anterior, desenvolveu-se
um método a partir do conjunto de obras em lingua italiana a ser aplicado, posteriormente, aos demais idiomas.
Em sequéncia, o segundo conjunto analisado foi o das obras em francés. No entanto, as atividades do plano de
estudo foram interrompidas em dezembro de 2018, o que impediu a consecug¢ao do cronograma inicialmente

previsto. No total, 21 obras foram acessadas e analisadas, dentre as quais 13 parecem atender aos critérios da
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pesquisa. As 21 obras estéo sinalizadas na planilha de Excel que é resultado do plano de estudo anterior, onde
encontram-se, também, descritos os resultados da analise realizada no ambito do plano de estudo atual. Espera-
se que a retomada das atividades vinculadas ao projeto “Em busca de uma abordagem histérica em
desenvolvimento de colegbes a partir das obras identificadas por Jacques-Charles Brunet”, coordenado pela
Prof.2 Simone da Rocha Weitzel, permita a analise da totalidade das obras selecionadas e uma leitura mais
aprofundada dos dados coletados. Os resultados servirdo como fonte para as analises que serdo realizadas no
projeto de pesquisa de forma a contribuir para a histéria e a consolidagdo das teorias e praticas do

desenvolvimento de colegbes dos ultimos séculos.
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INTRODUGAO

No Brasil, a tendéncia de crescimento da populagao de idosos supera as expectativas com a marca que
ultrapassa os 30 milhdes no ano de 2017. Esse levantamento realizado pelo IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica) aponta para um aumento em ritmo acelerado dessa categoria da populagéo, tornando
esse grupo etario mais representativo no cenario nacional. De acordo com o IBGE, entre a populagao idosa, as
mulheres sdo comumente a maioria, com 16,9 milhdes (56% dos idosos), enquanto os homens idosos sédo 13,3
milhdes (44% do grupo). As caracteristicas desse grupo etario podem ser definidas a partir de alguns
pressupostos relacionados com fatores determinantes, que estabelecem as distingdes entre os aspectos do
envelhecimento. Assim, segundo Papalia, Olds e Feldman (2006), os idosos podem ser divididos em trés grupos:
0s idosos jovens, os idosos velhos e os idosos mais velhos. Partindo desse principio, o envelhecimento acontece
de forma gradativa, por vezes, apresentando processos de limitagdes, sejam elas fisicas ou psicologicas, que
podem variar, levando em consideragao os aspectos individuais de cada pessoa, assim como o nucleo social em
que estao inseridos.

Para além das questbes de natureza fisica ou psicoldgica, estdo aquelas relacionadas as barreiras
materiais, que dificultam o livre transito daqueles que estao em faixas etarias mais avangadas. Nesse quesito,
também s&o consideradas as questdes relacionadas com a acessibilidade da pessoa idosa a servigos ofertados
pelo estado, sejam na area da saude ou no que diz respeito a proporcionar sociabilidade entre as comunidades
das quais fazem parte. A manutengdo das condigbes de deslocamento, o respeito aos direitos e o
acompanhamento das questdes relacionadas a saude contribuem para que o processo de envelhecimento
aconteca com uma maior qualidade de vida e dignidade.

No cerne da sociabilizagdo se encontram elementos que atendem e modificam a forma com a qual o
idoso constroi novas perspectivas para a sua vida. Assim, ele consegue redefinir o seu cotidiano, contrariando

uma rotina que antes seria de isolamento. A construgdo dessa sociabilidade entre os idosos pode ser verificada
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a partir de diversos centros de convivéncia que coordenam atividades, visando estimular a interacdo e o
desenvolvimento de habilidades, permitindo a troca de experiéncias entre esse publico. Tal convivio transforma
histérias individuais em coletivas. Estabelece-se vinculos de amizades e se restaura a autoestima, causando um
efeito de quebra de paradigmas, fazendo com que a pessoa idosa passe a ser protagonista e ndo um mero
coadjuvante nessa nova realidade social.

O protagonismo, no entanto, nao depende apenas dos sujeitos, depende, sobremaneira da atuagéo do
Estado no reconhecimento dos diferentes grupos sociais e das suas contribuicdes para a Sociedade. O Estado
brasileiro, como tantos outros, tem uma atuacgao irregular quando o assunto é envelhecimento populacional. Ao
avaliarmos o conjunto de agdes do Estado, percebemos que os poucos atos normativos existentes ndo davam
conta de atender as necessidades primarias da pessoa idosa. A partir da promulgagao da Constituicido Federal
de 1988, esse panorama comecgou a mudar. Embora muito de forma timida, no seu texto foram incluidos direitos
basicos, que garantiam a pessoa idosa maior qualidade de vida, assegurando, assim, a dignidade da pessoa
humana.

Por outro lado, é importante salientar que na Constituicdo de 1988 nao ha mencgao clara quanto a relagao
entre cidadania e espacos culturais — Bibliotecas, Museus, Centros Culturais - e como esses dispositivos sao
fundamentais ndo apenas para a acolhida desses sujeitos, mas, especialmente, para socializar o conhecimento
construido por esse grupo social. O que observamos na Constituicdo de 1988 é a énfase nos aspectos de
seguridade social e daqueles referentes aos cuidados que o Estado deve prover em caso de acometimento de
problemas de saude. E importante reconhecer, com dito anteriormente, a atuacdo do Estado que, na sua
irregularidade, buscou atender, primeiramente, os aspectos de ordem emergencial, para, posteriormente,

compreender o envelhecimento populacional a partir da complexidade em que se revela.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é o de localizar e arranjar um conjunto documental de dispositivos legais em
ambito federal, estadual e municipal, que versam sobre a pessoa idosa. Para tanto, serao realizadas consultas a
fontes de informacgéo especializadas, tais como: Portal da Legislagéo (Federal), Leis Estaduais (Portal de Leis do

Estado do Rio de Janeiro) e Leis Municipais (Portal de Leis do Municipio do Rio de Janeiro).

METODOLOGIA

Diante do objetivo estabelecido a presente pesquisa adotou os principios da pesquisa qualitativa,
valendo-se da pesquisa bibliografica e da avaliagédo de fontes de informacao especializada (TOMAEL et. al., 2001)
como procedimentos necessarios para o desenvolvimento dos trabalhos. O primeiro foi primordial para a
compreenséo da tematica e o segundo para a analise das fontes de informagao especializadas disponiveis em

ambientes virtuais, os Portais e/ou Plataformas de acesso a legislagédo sobre a pessoa idosa.
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RESULTADOS

A compreenséao do envelhecimento a partir dos dispositivos legais demandava a identificagdo de fontes
de informagéo especializadas, disponiveis em ambientes digitais e com cole¢gbes dedicadas a tematica. Nesse
sentido, foram selecionados os portais e plataforma abaixo indicados:

a) Portal da Prefeitura Municipal do Rio de Janeiro;

b) Portal da Assembleia Legislativa do Estado do Rio de Janeiro;

c) Portal da Legislagéo Brasileira;

d) Plataforma Leis Municipais e Plataforma Leis Estaduais.

As fontes selecionadas sdo mantidas por Instituigbes Publicas e por uma Organizacao Privada. Nesse
sentido, faz-se necessario o estudo criterioso das colegbes disponiveis digitalmente para assegurar que a
experiéncia do usuario quando busca informacéo nessas fontes seja satisfatoria, ou seja, o usuario deve ser
capaz de recuperar o dispositivo legal que deseja consultar. A analise das fontes também nos permite refletir
sobre os critérios que devem ser adotados, tendo em vista o tempo do usudrio, pois, como lembra Rangantham
(2009), é preciso que se “poupe o tempo do leitor”. Nesse sentido, bibliotecérios e/ou desenvolvedores de
sistemas de recuperacdo da informagdo devem, ao disponibilizar Portais e/ou Plataformas de acesso publico,
adotar estruturas e principios normativos relacionados a arquitetura da informacgdo, de modo a, efetivamente,
poupar o tempo do leitor/usuario no seu processo de busca por informacgao.

Ao analisar as fontes, a partir do objetivo do plano de estudo, constatamos que é possivel recuperar o
conjunto de dispositivos legais pertinentes a pessoa idosa. No entanto, € preciso orientar os interessados na
consulta a essas fontes especializadas e ainda a indicagao de fontes bibliograficas primarias, como o Estatuto do
Idoso, que reuine a Lei n® 10.741, de 1° de outubro de 2003 (Estatuto do Idoso) e a legislagéo correlata.

No contexto do plano de estudo, foi possivel ao bolsista a recuperagao dos dispositivos legais, devido ao
conhecimento prévio sobre o uso de fontes de informagao especializadas em ambientes digitais. Tais fontes
especializadas, disponibilizadas pelos sistemas de recuperacéo da informagdo em ambientes digitais, demandam
daqueles que a utilizam conhecimento especializado, seja para a escolha dos termos de pesquisa adotados para
localizar dispositivos legais, seja para aplicar diferentes estratégias para restringir os resultados da pesquisa,
aproximando o interessado dos dispositivos legais mais significativos, no caso do nosso estudo, o conjunto
pertinente a pessoa idosa.

Entendemos que as analises acima apresentadas indicam resultados preliminares voltados as fontes de
informagdo especializadas necessarias a recuperagdo da informacgdo legislativa sobre a pessoa idosa,
resumidamente, com relagdo a: a) Disperséo das fontes: a consulta aos diferentes sistemas de recuperagéo da
informacdo em ambientes digitais dedicados a legislagdo produzida pelos entes publicos na esfera municipal,
governamental e federal e, ainda, aquelas solugbes apresentadas pelo setor privado, ao mesmo tempo em que

oferecem diversidade de acesso. Isso significa uma oferta dispersa de conteuddos informacionais, o que pode
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interferir no processo de recuperagao da informagao pelos sujeitos; b) Necessidade de perfil especializado para
a consulta as fontes de informagao especializada: o contato com as interfaces dos sistemas de recuperagao de
informacgao digitais especializados voltados a legislagao suscitou reflexdes acerca do perfil dos usuarios que
utilizam ou podem fazer uso desses sistemas. Apds a utilizagao, tendo em vista a recuperagao das informagdes
necessarias ao plano, percebemos a necessidade do usuario estar familiarizado com processos de busca da

informacao, para além da experiéncia generalista proporcionada por buscadores como o Google.

CONCLUSOES

Entendemos que os resultados alcangados, ainda que preliminares, sdo promissores, pois revelam a
importancia da manutengao do debate sobre a acessibilidade nos sistemas de recuperagao da informacéo digitais
ou fisicos, tendo em vista a experiéncia do usuario, de modo a promover o uso efetivo desses sistemas. Além
disso, é salutar a atuagao das Bibliotecas no estimulo as aprendizagens voltadas para o entendimento das leis e
dos seus orgaos produtores, bem como a aprendizagem dos elementos que estruturam os sistemas de
informagao mantidos pelos 6rgaos produtores dos dispositivos legais.

Percebemos, ainda, a contribuicdo do bibliotecario frente as multiplas fontes de informacgéao
especializadas em dispositivos legais. Especialmente nesses casos, o bibliotecario, ao elaborar fontes de
informacao referenciais, pode auxiliar usuarios ndo especializados e que nao disponham dos meios e/ou materiais
para acessar os sistemas de recuperagao da informagéo, sejam eles fisicos ou digitais. As fontes de informacgao
referenciais, elaboradas por bibliotecarios, podem “poupar o tempo do leitor” e assegurar a rapida localizagao dos
materiais.

Por fim, compreendemos ser necessario o trabalho junto aos bibliotecarios, tendo em vista a chamada
Legal Information Literacy. A informacao legal, ou melhor, o construto que da forma ao conjunto de leis que ordena
a vida dos cidadaos, precisa ser compreendido por todos. Nesse sentido, a Biblioteca, como Instituicdo
mobilizadora das comunidades deve, a partir da legislagdo, desenvolver produtos e servigos especializados,
tendo em vista a popularizagéo e a apropriagao da informacao legal pelos diferentes segmentos populacionais. A
populacgédo idosa, inserida em praticas pautadas pela disseminagao do conjunto de leis, sera favorecida, seja pela

compreensao dos seus direitos, seja pelo reconhecimento dos seus deveres perante a sociedade.
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Palavras-chave: Prorocentrum, Gambierdiscus, Ostreopsis.

INTRODUGAO

Os géneros Ostreopsis, Prorocentrum, Coolia, Gambierdiscus, Sinophysis e Amphidinium sdo os
principais representantes da assembleia de dinoflagelados epi-benténicos, que ocorrem associados a algum
substrato, como as macroalgas, e apresentam maior diversidade de espécies nas regides tropical e subtropical
(Tindall & Morton, 1998). A maioria das espécies desses géneros € produtora de toxinas que podem causar danos
ecoldgicos e a saude publica. Eventos de floragbes nocivas de dinoflagelados epi-benténicos tém sido registrados
com mais frequéncia ao longo das ultimas décadas e seus impactos atingem organismos marinhos e
consumidores humanos visto que suas toxinas sdo acumuladas em moluscos e peixes.

As células de dinoflagelados sdo morfologicamente classificadas em desmocontes, formadas por duas
grandes placas, como no género Prorocentrum, e em dinocontes, separada em epiteca e hipoteca que sao
constituidas por pequenas placas, como em Coolia, Gambierdiscus e Ostreopsis (Hoppenrath et. al., 2014). A
forma da célula, o padrao das placas tecais (“plate formula”), forma e tamanho das principais placas e do
complexo do poro apical e o padrao de ornamentagao da superficie da teca tem sido usados como caracteristicas

diagnésticas das espécies de dinoflagelados (Hoppenrath et. al., 2014).

OBJETIVO
Identificar ao menor nivel taxondmico possivel, através de caracterizagdo morfolégica, os dinoflagelados

epi-bentdnicos presentes na Illha da Trindade e no Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo (ASPSP).

METODOLOGIA

A coleta de amostras de macroalgas das ilhas oceéanicas foi realizada pela equipe do projeto “Programa
Ecoldgico de Longa Duragéo (PELD) llhas Oceénicas (ILOC)”. Na ilha da Trindade, coletas foram realizadas em
setembro de 2014 em Cabritas (20°29°37.6”’S, 29° 20’31.4”0) e em Orelhas (20°29'37.0”S, 29°19’50.5”0) e em
setembro de 2017 em Farrilhdes (20°31'23.40”S, 29°19'52.65"W) e Farol (20°29'49.59”S, 29°19'14.87"W). A
coleta de amostras no ASPSP (Enseada, 29°20°'42,000”0O; 0°55’2000’N) ocorreu em setembro de 2017 e
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setembro de 2018. As macroalgas foram coletadas com a agua do mar ao seu redor, usando sacos plasticos com
fecho zip, que foram agitados para separar as microalgas epifitas. A suspensao de microalgas foi preservada com
lugol neutro a 1%. Com o intuito de proceder a caracterizagdo morfolégica dos espécimes mediante observagao
em microscopia eletrbnica de varredura (MEV), as células de dinoflagelados preservadas em lugol foram
separadas das amostras naturais usando pipeta Pasteur e observagdo em microscopio 6tico. As células foram
transferidas para eppendorffs com agua do mar filirada e posteriormente concentradas por filtragdo em filtros de
acetato de celulose. As células foram entédo lavadas com agua destilada e desidratadas em série crescente de
etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 95%, absoluto). Apds a desidratagéo, realizou-se a montagem dos filtros sobre
suportes de aluminio (stub) para metalizagédo e posterior observacdo no MEV do Instituto Militar de Engenharia
(IME).

RESULTADOS

A assembleia de dinoflagelados epi-benténicos na llha da Trindade e no ASPSP foi composta pelos
géneros Ostreopsis, Prorocentrum, Coolia, Gambierdiscus, Sinophysis e Amphidinium (Amphidinium somente na
llha da Trindade). A observagdo em microscopia 6tica (MO) mostrou que ha, pelo menos, nove espécies
presentes no ASPSP: Prorocentrum lima, Prorocentrum emarginatum, Prorocentrum hoffmannianum,
Prorocentrum cf. sigmoides, Prorocentrum sp., Coolia sp., Ostreopsis sp., Gambierdiscus sp. e Amphidinium sp.
Ja na llha da Trindade, observou-se sob MO a presenga de, ao menos, quinze espécies: P. lima, P.
hoffmannianum, P. emarginatum, P. mexicanum, P. cf. fukuyoi, Prorocentrum cf. concavum, Prorocentrum cf.
borbonicum, Prorocentrum sp., Coolia sp. 1, Coolia sp. 2, Ostreopsis sp., Gambierdiscus sp., Sinophysis
canaliculata, S. microcephala e Amphidinium sp. A identificagdo das espécies de Gambierdiscus, Coolia,
Prorocentrum e Ostreopsis s6 é possivel apds observagcdao em MEV e idealmente a confirmagao por técnica
molecular. O cultivo de espécies de dinoflagelados epi-bentdnicos a partir de amostras vivas provenientes da llha
da Trindade mostrou a presenga de C. canariensis, G. silvae, que constituem o primeiro registro das espécies no
Atlantico Sul (Morais et. al., 2017; Nascimento et. al., 2019), além de C. tropicalis, P. lima e P.hoffmannianum. A
identificagédo destas células ja foi confirmada através de analise molecular.

A observacdo em MEV das células da ilha da Trindade mostrou a presencga de quatro espécies do género
Prorocentrum. As espécies de Prorocentrum apresentam morfologia desmoconte, com duas grandes placas
(direita e esquerda) que se encontram em uma sutura sagital e apresenta uma regiao periflagelar, que contém
entre 5 e 14 pequenas placas ao redor de dois poros, de onde saem os flagelos (Hoppenrath et al., 2013).
Prorocentrum lima apresenta célula simétrica com superficie da teca lisa com poros espacgados e auséncia de
poros no centro da teca (Fig. 1A, B). A regido apical possui uma leve depressao em formato de “V” na éarea
periflagelar (Fig. 1A). As células de P. emarginatum sao assimétricas com superficie lisa e pequenos poros com
padrdo de distribuigdo radial. A regido periflagelar possui uma fenda profundamente escavada que revela uma

placa retangular (Aligizaki et. al., 2009, Fig. 1C). O comprimento das células de P. emarginatum da Trindade teve
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média de 35 pym (n=14). Prorocentrum fukuyoi apresenta células semelhantes as de P. emarginatum, porém é
diferenciado pela célula com lados mais paralelos até a regiao periflagelar, formando dois “ombros” apicais, um
maior e mais arredondado e o outro menor (Fig. 1D). A fenda na regido periflagelar € menos escavada e a placa
retangular € menor (Hoppenrath et. al., 2013) e o comprimento da célula da Fig. 1D é 28 um. Prorocentrum sp.
apresentou célula simétrica e esférica, com superficie reticulada medindo 50 ym de comprimento e 45 ym de
largura (Fig. 1E). Prorocentrum hoffmannianum da llha da Trindade apresentou maior largura abaixo da regido
central da célula (Fig. 1F, G) e superficie com aréolas que podem conter poros em formato de rim (Hoppenrath

et. al., 2013). As células apresentaram comprimento médio de 44 um e largura de 38 pm (n=15).

Figura 1: Células de espécies do género Prorocentrum encontradas nas amostras de 2017 na llha da Trindade: A-B: P. lima,
teca direita (A) e teca esquerda (B); C: P. emarginatum; D: P. fukuyoi; E: Prorocentrum sp.; F-G: P. hoffmannianum, teca
direita (F), teca esquerda (G). Barras de escala: 10 pmem A, B, C, D, F; Ge 20 um em E.

No género Coolia foram observados em MO 2 morfotipos na Ilha da Trindade que foram separados com
base no seu diametro DV, sendo o morfotipo 1 < 35 yum e o morfotipo 2 > 35 ym. Em MEV foram observadas
células com epiteca lisa com alta densidade de poros e hipoteca areolada (apesar da hipoteca ndo estar bem
visivel na imagem) apresentando aproximadamente 30 um de diametro DV (Fig. 2A). A forma das placas 4’ e 6”,
que distinguem as espécies de Coolia, e o padrdo de ornamentacdo da superficie da teca indicam que a célula
na Fig. 2A é C. areolata ou C. canariensis. O género Sinophysis apresenta epiteca bem menor que a hipoteca,
com células assimétricas e ornamentacao que pode ser lisa ou areolada (Hoppenrath et. al., 2014). As células
encontradas na ilha da Trindade sao arredondadas, possuem epiteca convexa com superficie areolada, com

poros redondos em algumas aréolas (Fig. 2B,C). As células da Fig. 2C e D foram identificadas como S.
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canaliculata pelo tamanho e formato do sulco, pelo padrdo de ornamentagao da superficie da célula e pela
observagao da caracteristica diagndstica da espécie (Quod et. al., 1999), um pequeno “canal”’ no lado esquerdo
da hipoteca (Fig. 2 C). A analise por MO revelou a presenca de ao menos 2 espécies de Gambierdiscus na llha
da Trindade com didmetro DV variando de 55 a 91,5 ym e largura de 59-92,5 ym (n=12). Através do MEV foi
possivel observar apenas a hipoteca de uma célula arredondada com superficie lisa com poros (Fig. 2D), ndo
sendo possivel observar caracteristicas importantes para identificagdo da espécie (poro apical e placas da

epiteca).

Figura 2: Células encontradas na llha da Trindade em 2017. A: Coolia sp., vista apical; B: Sinophysis sp., vista

lateral direita; C: Sinophysis canaliculata; D: Gambierdiscus sp. Barras de escala: 10 um em A, B, C e 20 ym em D.

Quanto as amostras do ASPSP, as células de Coolia encontradas pela observagdo em MEV
apresentaram superficie lisa com poros espagados uniformemente. Na Fig. 3A, a célula apresentou a quarta placa
apical (4’) grande e larga e a sexta pré-cingular (6”) retangular e com didmetro DV de 32 um e poro apical medindo
8 um, sendo identificada como C. tropicalis (Mohammad-Noor et. al., 2013; Nascimento et al., 2019). A figura 3B
nao permite a visualizagdo das caracteristicas diagnésticas das espécies de Coolia e por isso a célula nao foi
identificada. As células de P. hoffmannianum do ASPSP s&o ovoides, apresentam maior largura na regiao central
da célula e se afilam em diregéo a regiéo periflagelar (Fig. 3C), possuem superficie areolada e algumas aréolas

contém poros em formato de rim (Fig. 3D).

Figura 3: Células encontradas nas amostras do ASPSP em 2018. A: Coolia tropicalis, B: Coolia sp., C-D: Prorocentrum

hoffmannianum, detalhe da superficie da célula (D). Barras de escala: 10 ymem A, B, Ce 5 ym em D.

As células de Ostreopsis encontradas tanto na llha da Trindade quanto no ASPSP, foram divididas em

dois morfotipos, considerando o didmetro DV, morfotipo 1, com DV < 70 um e morfotipo 2 com DV > 70 um. Nao
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houve sucesso na obtengao de imagens de MEV do género Ostreopsis até o momento, porém o trabalho de
analise morfologica de células deste género tera prosseguimento, tanto em MEV, quanto em microscopia de
fluorescéncia. Técnicas moleculares também serao empregadas para a confirmagao da identificagdo morfoldgica

das espécies.

CONCLUSOES
Quinze espécies foram identificadas na Ilha da Trindade e 9 no ASPSP, das quais pelo menos 5 sédo
potencialmente toxicas. O MEV permitiu observar caracteristicas diagnosticas importantes das espécies e a

analise tera prosseguimento para a identificacdo de espécies de Gambierdiscus e Coolia.
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INTRODUGAO

Popularmente conhecida pela beleza e exuberancia de suas flores, o que a faz se destacar no uso
ornamental, a familia Orchidaceae compreende importantes géneros. Dentre eles, destaca-se o género Vanilla
Plumier ex Miller, que possui 110 espécies, com 37 delas ocorrendo no Brasil e 21 endémicas (FLORA DO
BRASIL, 2020; GALLAGE; M@LLER, 2018). Esse género engloba trés espécies comercialmente utilizadas,
Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews, Vanilla pompona Schiede e Vanilla tahitensis J. W. Moore, responsaveis pela
produgdo da segunda especiaria mais cara do mundo, a baunilha (MORENO-LEY et al., 2019;
SUNDARAMOORTHY et al., 2017).

Nativa do México, a V. planifolia é a principal espécie responsavel pelo sabor e aroma natural da baunilha
(GALLAGE; MJLLER, 2018). Seu fruto assemelha-se a uma vagem, suas dimensées variam de espécie para
espécie e possui flavour que tem como principal molécula a vanilina (GALLAGE; MJLLER, 2018). A vanilina tem
aplicabilidade ndo s6 no ambito alimenticio, mas no ambito medicinal, devido a suas propriedades
anticancerigenas, anti-inflamatérias, antioxidante, anti-neuroinflamatérias (KIM et al., 2019). O extrato natural da
baunilha é formado por mais de 200 moléculas (MORENO-LEY et al., 2019), o que o faz ter uma qualidade
superior ao sintético, que é feito pela sintese quimica de vanilina. Além disso, a sintese quimica de vanilina tem
forte impacto ambiental, o que ja fez alguns processos serem banidos (BANERJEE; CHATTOPADHYAY, 2019).

A maior produgédo de baunilha encontra-se em Madagascar (GALLAGE; M@LLER, 2018). No entanto,
devido ao fato de Madagascar sofrer com frequentes catastrofes naturais, ha uma perda significativa na produgéo
dessa especiaria (HANKE et al., 2018). Com esses impactos em sua produgéo, o valor do quilograma dos frutos
curados chega a custar mais de $600 (HU et al., 2019). Além disso, a polinizagdo natural é restrita a um grupo de
Hymenopteras endémicos do México, o que faz com que a polinizagdo manual (HENDING et al., 2019) e a

propagacao assexuada prevalecam. A predominancia de reproducdo assexuada causa perda de variabilidade
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genética dessas plantas, deixando-as suscetiveis as doencas (RAMIREZ-MOSQUEDA et al., 2019). Com isso,
vé-se a necessidade de fontes alternativas naturais de baunilha, uma vez que essa especiaria € uma das mais
populares e mais utilizadas mundialmente.

Endémica do Brasil, a espécie Vanilla bahiana Hoehne é encontrada n&o s6 na Mata Atlantica do Rio de
Janeiro, mas no Sudeste como um todo e em Estados do Nordeste e Centro-oeste. Seu dominio fitogeografico
engloba a Mata Atlantica, o Cerrado e a Caatinga (FLORA DO BRASIL, 2020). Essa espécie aparenta ter
potencial para ser comercialmente utilizada, uma vez que em estudos protedmicos foram encontradas as
principais enzimas relacionadas a biossintese de vanilina, com destaque para a vanilina sintase, e também
fendlicos importantes como a vanilina e o acido p-coumarico, caracteristicos do flavour e de sua rota de
biossintese, respectivamente (GALLAGE et al., 2014; LOPES et al., 2019). Tendo em vista o impacto da baunilha
nos ambitos econémico e comercial, devido a crescente demanda por produtos naturais, sua dificil produgéo e
os problemas enfrentados pelo seu maior produtor, estudos sobre fontes alternativas para produgdo dessa
especiaria se fazem necessarios. O presente trabalho sobre o desenvolvimento dos frutos de V. bahiana, espécie
economicamente inexplorada e recentemente ameacgada de extingdo (FERREIRA et al., 2017) é primordial para

possibilitar a avaliacdo de seu potencial econdmico, visto sua importancia frente a crise mundial de baunilha.

OBJETIVO

Realizar polinizagdo manual das flores. Acompanhar o desenvolvimento dos frutos das espécies V. bahiana
e V. planifolia, buscando entender o padrao de desenvolvimento do fruto para cada espécie, bem como o
momento exato de sua maturagao para realizagao de uma coleta de sucesso. Este estudo ira complementar um

trabalho inédito do metaboloma da espécie V. bahiana, possibilitando a avaliagao de seu potencial econémico.

METODOLOGIA

A determinacdo das areas de ocorréncia das espécies de Vanilla spp. foi feita a partir de levantamentos
bibliograficos em artigos e herbarios. Foram definidas 5 areas municipais do Rio de Janeiro para coleta: o Jardim
Botéanico do Rio de Janeiro, Monumento Natural dos Morros do Pao de Agucar e da Urca (Pista Claudio Coutinho),
Parque Nacional Municipal de Grumari, Parque Nacional Municipal de Marapendi e a Restinga de Marambaia.
Foi obtida licenga para pesquisa cientifica em Unidades de Conservacgao através da Geréncia de Unidades de
Conservagao da Secretaria do Meio Ambiente, possibilitando a ida aos locais de ocorréncia das espécies. A data
de inicio das visitas aos locais determinados foi decidida atentando-se ao periodo de floragdo ou periodo de
desenvolvimento do fruto. A partir da determinacdo de ocorréncia das espécies, foram gerados QR codes para
cada individuo. Foram feitos acompanhamentos, quinzenais ou mensais dos frutos, a partir de mensuragdes de
comprimento, com auxilio de uma fita métrica, didmetro, com auxilio do paquimetro e registros fotograficos.
Realizou-se 0 acompanhamento, majoritariamente semanal, do desenvolvimento dos quatro frutos de V. bahiana

localizados no Monumento Natural dos Morros do Pao de Agucar e da Urca (Pista Claudio Coutinho). No Instituto
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Jardim Botanico do Rio de Janeiro, foi feito o acompanhamento, majoritariamente semanal, completo do
desenvolvimento dos frutos de V. planifolia, desde a antese floral até o dia da coleta. Para esses exemplares, foi
feita a polinizacdo manual, majoritariamente cruzada, com auxilio de dois palitos de dente, totalizando 23
polinizagbes bem-sucedidas. Foi realizado o depésito da espécie V. planifolia no Herbario do Jardim Botanico do
Rio de Janeiro — JABOT, sendo seu niumero de tombo RB777274. No tempo de maturagdo determinado, os 4
frutos de V. bahiana e os 22 frutos de V. planifolia foram coletados. Os frutos foram seccionados, pesados e

armazenados em ultra-freezer a -80°C.

RESULTADOS

Quanto ao desenvolvimento dos frutos de V. planifolia (Fig. 1 A e B), ha uma tendéncia de estabilizagdo do
crescimento, tanto em comprimento quanto em didmetro, ja no terceiro més, corroborando trabalho anterior
(GALLAGE et al., 2018). Em contrapartida, mudangas a nivel molecular continuam ocorrendo ao longo do
desenvolvimento do fruto até sua maturagdo (GALLAGE et al., 2018; KHOYRATTY; KODJA; VERPOORTE,
2018). E visto, por exemplo, que a vanilina sintase de Vanilla planifolia (VpVAN), enzima responsavel pela sintese
da vanilina e de seu glicosideo, é encontrada nos frutos com 7 meses de desenvolvimento. Nos meses finais de
desenvolvimento dos frutos também ha uma maior concentragao de vanilina e seu glicosideo (GALLAGE et al.,
2018; KHOYRATTY; KODJA; VERPOORTE, 2018). No entanto, sabe-se que o periodo de maturagao completa
leva de 8-9 meses (ANURADHA; SHYAMALA; NAIDU, 2013; PALAMA et al., 2009), logo, isso foi um fator crucial
para o estabelecimento do tempo ideal de maturagao e consequente coleta dos frutos analisados. Além disso, os
frutos apresentavam em sua extremidade inferior uma coloragao levemente amarelada, fator determinante para
o estabelecimento da coleta, pois essas mudangas sutis de coloragéo séo caracteristicas da fase de maturagao
(ANURADHA; SHYAMALA; NAIDU, 2013). Nesse mesmo periodo ocorreu a deiscéncia de 2 frutos, corroborando
com a decisdo do momento exato de coleta.

Quanto ao desenvolvimento dos frutos de V. bahiana (Fig. 1 C e D), ha uma tendéncia de estabilizagédo do
crescimento em comprimento a partir do sexto més, enquanto que para o crescimento em diametro essa
tendéncia ja é vista a partir do terceiro més. Para os frutos dessa espécie, apenas 1 foi acompanhado desde o
desenvolvimento inicial do ovario da flor. Seu desenvolvimento até o tempo maximo de maturagao levou em torno
de 8 meses, 1 més a mais do que o descrito por Pereira et al. (2019) e caracterizou-se pela deiscéncia e
senescéncia do fruto. Dentre os outros 3 frutos, 2 tiveram seu desenvolvimento acompanhado em torno de 8
meses e 1 em torno de 7 meses. Como o acompanhamento deles ndo se deu desde o momento inicial
(alongamento inicial do ovério), foi estimado um tempo de desenvolvimento completo em torno de 8-9 meses para

a coleta, um pouco maior do que ja é descrito para esta espécie (PEREIRA et al., 2019).
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Figura 1. Média de crescimento dos frutos de Vanilla planifolia e Vanilla bahiana. A. Crescimento em comprimento dos 22 frutos de V.
planifolia, exceto para o Més 1: comprimento médio de 11 frutos. B. Crescimento em didmetro dos 22 frutos de V. planifolia, exceto para o
Més 1: diametro médio de 20 frutos. C. Crescimento em comprimento dos 4 frutos de V. bahiana. Para o Més 1, apenas 1 fruto foi mensurado;
para o Més 2, 3 frutos foram mensurados; para o Més 10, 3 frutos foram mensurados. Para os demais meses, os 4 frutos foram mensurados.
D. Crescimento em diametro dos 4 frutos de V. bahiana. Para o Més 1, apenas 1 fruto foi mensurado; para o Més 2, 3 frutos foram

mensurados; para o Més 10, 3 frutos foram mensurados. Para os demais meses, os 4 frutos foram mensurados.

CONCLUSOES

O crescimento em comprimento dos frutos de V. planifolia e V. bahiana estabiliza em momentos
diferentes, porém, o crescimento em didmetro para ambas as espécies estabilizou com 3 meses de
desenvolvimento. Tanto os frutos de V. bahiana, quanto os de V. planifolia, amadureceram em torno de 8 meses

de desenvolvimento.
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INTRODUGAO

A familia Cervidae migrou para a América do Sul da América do Norte, no evento de sucessivas trocas
faunisticas no Pleistoceno, chamado de Grande Intercambio Biético Americano (GIBA). Desde entao, os Cervidae
passaram por uma rapida diversificagdo durante o Pleistoceno tardio, no qual seu apice de diversidade era
constituido por onze géneros (seis viventes e cinco ja extintos), sendo os extintos: Antifer, Agalmaceros,
Epieuryceros, Paraceros e Morenelaphus. A maioria dos géneros extintos foi descrita baseada unicamente na
morfologia das galhadas, exceto Morenelaphus, o Unico cervideo extinto sul-americano com registro de cranios
e denticdo, tornando-o possivel a reconstituicdo de sua dieta por meio da analise do microdesgaste dentario
(MED).

OBJETIVO

Inferir a paleoecologia alimentar de Morenelaphus, um cervideo extinto sul-americano, e de outros trés
cervideos fosseis que tém representantes atuais, Blastocerus dichotomus, Mazama americana e Ozotoceros
bezoarticus, através da técnica do MED. Analisar a paleoecologia de Morenelaphus em conjunto com a de outros
cervideos Sul-americanos pertencentes a uma mesma assembléia fossilifera. E, baseado nessas inferéncias
paleoecolégicas, paleoambientais, paleoclimaticas e distribuicdo de Morenelaphus e de outros taxons extintos e
atuais (sobreviventes a extin¢gao do Pleistoceno/Holoceno), compreender as possiveis causas para a extingdo de

Morenelaphus.
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METODOLOGIA

A aplicagéo da MED para os Cervidae da América do Sul é inédita, sendo conduzida pioneiramente neste
estudo, baseada na publicacdo de Solounias e Semprebon (2002). Essa analise reine a contagem das cicatrizes
no esmalte de segundos molares (superiores e inferiores) com desgaste intermediario, na regido da segunda
banda do paracone, em uma area de 0,16mm?2. Os dados de MED analisados nesse estudo incluem trés espécies
de Cervidae sul-americanos modernos: Blastocerus dichotomus, Ozotoceros bezoarticos e Mazama americana e
do extinto Morenelaphus. Os resultados foram comparados com dados da literatura de MED de Cervidae atuais
e foésseis norte-americanos e euroasiaticos, e com resultados de estudos ecolégicos de dieta de cervideos atuais.
Reconheceu-se como cicatrizes no esmalte dentario: perfuragbes largas, pequenas e irregulares (gouges) e
arranhdes finos, grosseiros e cruzados. Apds a contagem destas, avaliou-se suas médias por espécie, valores
de amplitude dos arranhdes por individuo e a porcentagem individual de arranhées. Analisou-se 14 individuos de
Morenelaphus (de colegdes sul-americanas), representando os limites austral (Argentina) e boreal (Brasil) da sua
distribuicao geografica. Além de trés individuos das trés espécies de cervideos atuais fésseis provenientes da

Gruta do Urso, estado de Tocantins, Brasil.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em uma primeira analise, foi feita a inclusdo de oito espécimes de segundos molares superiores, das
localidades da Provincia de Santa Fé e da Provincia de Buenos Aires, Argentina e da Gruta do Urso, municipio
de Aurora do Tocantins, Tocantins, Brasil. Morenelaphus apresentou altos valores médios para perfuragdes e
arranhdes. As médias das contagens desses dois principais grupos de microdesgaste indicaram um habito de
alimentagdo mista. Outra forma de categorizar a dieta é realizar a porcentagem dos valores de arranhdes por
espécime. Os espécimes que possuem valores de arranhdes entre 0-17 sao quantificados, esse numero é dividido
pelo n amostral, no caso oito, e multiplicado por 100. Esse calculo fornece a porcentagem dos baixos valores de
arranhdes, as cicatrizes mais discriminantes. A porcentagem desses valores para Morenelaphus é 25%. Esse
resultado, em conjunto com a média, permite inferir que Morenelaphus além de ter uma dieta mista, também tinha
uma grande incorporacédo de gramineas (pasto) em sua dieta. Além dos altos valores de perfuragdes indicarem
uma incorporagao de sedimentos do solo na alimentagéo (Rotti et al, 2018). Recentemente, nos trabalhos de
Rivals e Alvarez-Lao (2018) e de Strani et al. (2018), foi abordado que ndo existem diferencas significativas na
variagdo dos valores de microdesgaste entre dentes, e ambos os estudos utilizam molares e pré-molares
superiores e inferiores. Assim, foram incluidos mais seis espécimes de segundos molares inferiores aos
resultados da dieta de Morenelaphus. Com essa nova inclusao, foi possivel analisar a paleodieta desse cervideo
extinto em duas latitudes diferentes, Argentina e Brasil. A média de arranhdes e perfuragdes para Morenelaphus
de altas latitudes (Argentina) caracterizam uma dieta de alimentagdo mista, enquanto que Morenelaphus de
baixas latiudes (Brasil) € observado padrdes para uma dieta pastadora, com um alto nimero de perfuragoes.

Esses resultados sado corroborados pela amplitude dos arranhdes por individuo, onde os espécimes da Argentina
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apresentaram valores de arranhdes tanto superiores e inferiores a 20, caracterizando um padrdo bimodal de
distribuicao tipico dos alimentadores mistos, ja os espécimes do Brasil, quase em sua totalidade apresentaram
valores superiores a 20, tipico de uma dieta pastadora. A porcentagem individual de arranhdes para
Morenelaphus da Argentina foi 36% e para os do Brasil 0%, de acordo com Semprebon et al. (2016),
Morenelaphus da Argentina possui porcentagens similares aos tdxons categorizados com uma alimentagéo mista,
e Morenelaphus do Brasil, proximo aos taxons com uma dieta pastadora. Nesse estudo foram adicionadas trés
espécies de cervideos fosseis com representantes atuais: Blastocerus dichotomus, Ozotoceros bezoarticos e
Mazama americana. As mesmas analises foram feitas para os segundos molares superiores dessas espécies,
cada uma contou com apenas um espécime preservado na colegao do Laboratério de Mastozoologia da UNIRIO.
Esses espécimes s&do provenientes do mesmo depodsito fossilifero da Gruta do Urso onde recuperou-se
espécimes de Morenelaphus, o que permitiu comparar a dieta desses cervideos e discutir sobre seus habitos
ecologicos nessa localidade. Ozotocerus bezoarticus apresentou altos valores de perfuragdes e baixos valores
de arranhdes, 0 que o caracteriza como um ramoneador tradicional, como Alces alces. Os mesmos padrdes de
microdesgaste foram observados para M. americana, categorizado também como um ramoneador tradicional.
Blastoceros dichotomus apresentou valores de microdesgaste bem definidos para uma alimentagcdo mista, bem
préxima da média de taxdns como Cervus unicolor, um cervo de dieta mista atual. Comparando com a dieta das
espécies de cervideos atuais, que habitam a América do Sul no presente, todos os trés espécimes possuem
dietas similares aos seus representantes atuais. Cervideos de pequeno e médio porte tendem a ter uma dieta
ramoneadora, como é o caso de Mazama e Ozotoceros, incluem na sua alimentacéo frutos, herbaceas, cascas,
alimentos mais rigidos. Os B. dichotomus atuais variam a sua dieta com plantas aquaticas, arbusto e gramineas,
caracterizando uma dieta mista, assim como o espécime fossil analisado. Baseado nesses resultados, o uUnico
cervideo extinto € Morenelaphus, que como reconhecido em analises prévias, apresenta uma dieta pastadora.
Morenelaphus possui mais espécimes incluidos nas analises, e alguns possuem valores bem altos de arranhdes
e perfuragbes, sugerindo, como dito anteriormente, uma grande incorporagao de gramineas, vegetacdes bastante
abrasivas pela presenga dos fitdlitos. O uso frequente de gramineas na dieta de Morenelaphus pode ter
direcionado a sua extingao. Isso fica marcado quando analisamos as dietas dos Cervidae que co-existiram com
esse cervideo extinto no entorno da Gruta do Urso durante o Pleistoceno, Morenelaphus é o Unico cervideo
pastador. Além disso, cervideos atuais ndo sado pastadores restritos (Wilson e Mittermeier, 2012), as gramineas
sdo pouco nutritivas (Geist, 1998). Além disso, a principal caracteristica morfolégica da familia Cervidae é a
presencga das galhadas, proje¢cdes do osso frontal do cranio, que sdo renovadas periodicamente (Jin e Shipman,
2010). Elas exigem um alto aporte mineral e nutricional, e, as galhadas de Morenalaphus eram maiores que a
dos cevideos atuais, o que demanda uma carga nutricional maior. Além de todos esses aspectos, a diminuigao
das areas abertas, secas e dominadas por grandes pastagens na América do Sul durante a transigcdo do

Pleistoceno-Holoceno, poderia ter gerado uma crise nutricional, levando Morenelaphus a extingao.
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CONCLUSAO

O objetivo principal desse estudo foi recuperar a dieta de cervideos extintos e atuais utilizando o MED,
sendo este um método especifico, de baixo custo e ndo destrutivo, que consiste na fabricagdo de moldes e
analises feitas em um esteromicroscopio. Foram incluidas nas analises as espécies fésseis com representantes
atuais: B. dichotomus, O. bezoarticos e M. americana, além do género extinto Morenelaphus. Os resultados das
médias, a amplitude individual de arranhdes e a percentagem dos valores individuais de arranhdes, sugerem
variacgao latitudinal na dieta de Morenelaphus, uma alimentagdo mista para altas latitudes, e uma dieta pastadora
para baixas latitudes. Ozotoceros bezoarticos e Mazama americana foram categorizados com uma dieta do tipo
ramoneadora. Blastoceros dichotomus apresentou valores indicados para uma alimentagdo mista. Os espécimes
fosseis desses cervideos viventes mantiveram o mesmo padrao de dieta no entorno da Gruta do Urso que os
espécimes do presente. Morenelaphus da localidade da Gruta do Urso, Brasil, € o Unico cervideo pastador da
assembleia de cervideos dessa localidade. Suas galhadas grandes, que demandam um aporte nutricional maior,
e a diminuigdo das areas abertas, secas e dominadas por grandes pastagens na América do Sul, durante a

transicao do Pleistoceno-Holoceno, podem estar relacionadas com a extingdo desse cervideo.
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SEQUENCIAMENTO DO LSU-rDNA CONFIRMA UMA ALTA DIVERSIDADE GENETICA DE
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INTRODUGAO

O género Prorocentrum foi descrito em 1834 por Ehrenberg e € amplamente distribuido dos trépicos até
aguas temperadas e frias (Yasumoto et al., 1989; Hu et al., 1992). Varias espécies de Prorocentrum epibénticas
sdo produtoras de metabolitos ou toxinas nocivas (Nascimento et al., 2016), dentre elas P. lima (Hu et al., 1992).
Devido a dificil classificagao dos dinoflagelados apenas por critérios morfologicos, estudos moleculares com
sequéncias de genes do DNA ribossomal (rDNA) s&o cada vez mais utilizados para a identificacdo e compreenséo

das relagdes filogenéticas entre espécies de um mesmo género.

OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi analisar a diversidade genética e as relagdes filogenéticas de cepas de P.
lima previamente isoladas da costa e ilhas oceénicas brasileiras, através do sequenciamento do loco LSU (Large
SubUnit) do rDNA. Além disso, os resultados do presente estudo foram comparados com os obtidos previamente

pelo nosso grupo de trabalho para os locos ITS (Internal Transcribed Space) e SSU (Small Subunit) -rDNA.

METODOLOGIA

Foram analisadas 17 cepas de P. lima isoladas de Maragogi (AL), llha da Trindade (ES), Fernando de
Noronha (PE), Praia dos Carneiros (PE) e Praia do Forte (BA), mantidas em cultivo no Laboratério de Microalgas
Marinhas (MiMar) da UNIRIO em meio L2 com salinidade 34, temperatura de 24°C e fotoperiodo de 12 h. Também
foi analisada uma cepa de P. arenarium (VGO776) proveniente de Vigo, Espanha. Esta amostra foi incluida na
analise pois P. arenarium foi sinonimizada como P. lima (Nagahama et al., 2011). As cepas foram previamente
identificadas em microscopio 6tico invertido. As culturas de células foram centrifugadas por 10 min a 6000xg a
fim de se obter um precipitado para extracao de DNA utilizando o kit comercial Nucleo Spin Plant [I. O DNA
extraido foi quantificado em gel de agarose 1,0% (m/v) em tampéao TAE 0,5x corado com GelRed® e visualizado

com o auxilio de um fotodocumentador sob luz UV. As amostras foram amplificadas via PCR empregando um par
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de primers desenvolvido na UNIRIO capaz de amplificar o loco LSU: P.lima LSU F1a (5-
TCAGTAATGGCGAATGAACG- 3) x P.lima_LSU_R1a (5— TCGGAGGGAACCAGCTACTA — 3’). As reacdes
foram feitas com um volume total de 25 ul, contendo 1 U de Tag DNA polymerase (Thermo Scientific Inc), 2,5 ul
de tampao 10xPCR com NH4SO4, 2.5 mM MgClz, 0.8 mM dNTPs (Thermo Scientific), 0,8 uM de cada primer
(P.lima_LSU_F1a x P.lima_LSU_R1a) e 10ng de DNA. A reacéo foi realizada com uma temperatura inicial de 94
°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto, 58 °C por 1 minuto, 72 °C por 1 minuto e por fim
uma fase de extensao final de 72°C por 5 minutos. Os produtos amplificados foram enviados para serem
purificados e sequenciados por uma empresa especializada (Macrogen, http://www.macrogen.com) utilizando os
mesmos primers empregados na PCR. As sequéncias LSU obtidas no presente trabalho foram editadas utilizando
o programa MEGA (Kumar et al., 2016), alinhadas utilizando o programa MAFFT v7 (Katoh et al., 2013) e
comparadas através de um Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) com outras sequéncias disponiveis no
Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para se confirmar a identidade de cada cepa. Em seguida, foram
realizadas reconstrugdes filogenéticas empregando o método de Maxima Verossimilhanga (ML) disponivel no
programa MEGA7 (Kumar et al., 2016). Além das sequencias LSU obtidas no presente trabalho (n=-7), também
foram usadas sete sequencias LSU de cepas de P. lima do Brasil previamente obtidas pelo nosso grupo de
trabalho, e sequencias de Prorocentrum disponiveis do Genbank. Além disso, foram realizadas reconstrucdes
filogenéticas com base em sequencias dos locos ITS e SSU de Prorocentrum disponiveis no Genbank e geradas
pelo nosso grupo de trabalho. A escolha do modelo evolutivo foi realizada utilizando o MEGA7 e o modelo
selecionado foi 0 GTR+G+l. A confiabilidade dos ramos foi testada através do teste de bootstrap com 1000

replicagdes.

RESULTADOS

No presente estudo foi possivel gerar sequéncias inéditas do loco LSU para seis cepas de P. lima, UNR-
34, UNR-37, UNR-38, UNR-68, UNR-73, UNR-74 e para a cepa de P. arenarium VGO776, de Vigo, Espanha.
Para as demais cepas estudadas nao foi possivel obter sequéncias de qualidade. As sete cepas para as quais
obteve-se as sequencias LSU agruparam-se com outras sequéncias de P. lima retiradas do Genbank. A arvore
filogenética baseada em sequéncias LSU, assim como as arvores baseadas em ITS e SSU (Figura 1), revelaram
subclados distintos dentro de P. lima que apresentaram correlagcdo com a origem geografica das cepas, com
subclados de regides tropicais e um subclado exclusivo de cepas de regides temperadas, até mesmo na arvore
SSU, marcador usado para distinguir as espécies de Prorocentrum. Além disso, mostrou que P. lima formou um

grupo monofilético, como observado por outros autores (Nagahama et al., 2011, Boopathi et al., 2015).
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Figura 1. Arvores filogenéticas ITS, LSU e SSU de Prorocentrum Sequéncias geradas neste trabalho e em trabalhos

prévios estdo sublinhadas. Demais sequéncias obtidas no banco de dados GenBank. Arvore gerada pelo método de Maxima

Verossimilhanga. Os nimeros nos ramos representam o resultado do teste de bootstrap com 1000 replicagoes.

A regido ITS se mostrou bastante util as analises filogenéticas por ter um alto grau de variagdo mesmo

dentro da mesma espécie, pois as sequéncias sofrem uma pequena pressao evolutiva (Michot et al, 1983). Ja as

sequéncias dos locos LSU e SSU possuem niveis de polimorfismo ideais para a distingado de espécies de

Prorocentrum com morfologia simétrica e comportamento benténico (Boopathi et al., 2015). As sequéncias dos

locos LSU evoluem mais rapidamente que as do SSU em dinoflagelados, proporcionando assim melhor resolugao

filogenética, ja as sequencias SSU, por serem mais conservadas, sao utilizadas para a distingdo de espécies e

também na comparagéo de relagdes filogenéticas (Boopathi et al., 2015).

Baseado em sequencias das regides ITS e SSU, Nagahama et al. (2011) observou dois subclados,

relacionados com a origem geografica das cepas analisadas, um subclado que compreende principalmente cepas

de regides mais quentes (incluindo os oceanos Pacifico, indico e do Caribe), e um segundo subclado contendo

cepas isoladas do Oceano Atlantico Norte (leste e oeste). As sequencias ITS e SSU das cepas brasileiras de P.
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lima se agruparam no primeiro subclado observado por Nagahama et al. (2011), que incluiu cepas de P. lima de
regides tropicais do planeta. Baseado em um maior nimero de sequencias ITS e LSU Zhang et al. (2015)
observou a ocorréncia de cinco diferentes subclados dentro de P. lima, trés subclados incluindo cepas de regides
tropicais, um subclado incluindo cepas de P. arenarium, de regides tropicais e temperadas, e outro subclado de
cepas exclusivas do Oceano Atlantico Norte e Mar Mediterraneo. As cepas brasileiras analisadas agruparam-se

com as sequéncias do primeiro subclado que inclui cepas de regides tropicais do planeta.

CONCLUSAO

As cepas de P. lima da costa do Brasil apresentaram uma alta diversidade genética para o loco LSU,
confirmando os resultados previamente observados para o loco ITS. Além disso, a comparagéo de sequencias
ITS, LSU e SSU de P. lima de todo o0 mundo confirmou a existéncia de dois grandes subclados principais, um que

inclui cepas de aguas frias e o outro que inclui cepas de aguas quentes.
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Palavras-chave: desenvolvimento larval; hylodidae; anomalia.

INTRODUGAO

A familia Hylodidae Gunther 1858 é composta por 47 espécies, que podem ser divididas em trés géneros:
Crossodactylus Duméril and Bibron 1841, com 14 espécies; Hylodes Fitzinger 1826, com 26 espécies; e
Megaelosia Miranda-Ribeiro 1923, com 7 espécies, formando um grupo monofilético (FROST et al., 2006). O
género Hylodes (Lichtenstein, 1823), apresenta a maioria de suas espécies endémicas do Brasil, sendo a espécie
Hylodes nasus endémica do estado do Rio de Janeiro a Santa Catarina.

Os individuos de Hylodes nasus sa@o encontrados no estado do Rio de Janeiro no Parque Nacional da
Tijuca (Parna Tijuca), que é considerado uma unidade de conservagcado da Mata Atlantica e um dos maiores
parques urbanos do mundo (FRAGA-FERNANDES, 2011). Geralmente, estes individuos apresentam um padrao
de atividade diurno, vivendo ao lado de cérregos e floresta circundante, e se utilizando de fendas em rochas ou
outros substratos quando esta em seu periodo inativo (MACHADO, 2016). As larvas desta espécie séo
encontradas ao longo de todos os meses do ano, sugerindo que a espécie se reproduz continuamente (WOGEL,
2004). Apresentam predominantemente um dorso marrom ao longo da superficie lateral do corpo, com algumas
manchas e pontuagdes marrons na musculatura e nadadeira caudal (WOGEL, 2004).

O estudo da ontogenia, segundo Costa & Carvalho-e-Silva (2008), é importante para um melhor
entendimento de relagdes filogenéticas entre anuros, podendo contribuir para esclarecer diversas questdes

taxondmicas. Além disso, facilita na identificagéo de diversas espécies (HALL et al., 1997).

OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo a descri¢do e comparagao do desenvolvimento externo dos girinos
de Hylodes nasus proveniente do municipio do Parque Nacional da Tijuca, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Como
objetivos especificos: havera a busca por possiveis diferencas temporais no desenvolvimento dos individuos;

comparagao de seus diferentes estagios de desenvolvimento, de acordo com a tabela de Gosner (1960);
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comparagao das medidas das larvas com o individuo adulto; observar relagdes do crescimento acentuado da
larva com outras espécies de Hylodidae; analise da mudanca do padrao da boca ao longo do crescimento da

larva.

METODOLOGIA

Os dados coletados foram realizados através de animais previamente tombados na colecdo de anfibios
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, localizada no Laboratério de Biossistematica de Anfibios
da UNIRIO, fixados e preservados com formalina a 5%.

As medi¢des dos girinos foram realizadas com auxilio de um paquimetro (precisdao 0,01mm), com
metodologia e nomenclatura adaptadas de Altig & McDiarmid (1999), sendo estas: Comprimento total (CT),
comprimento do corpo (CCO), comprimento da cauda (CCA), largura do corpo (LCO), altura da cauda (ACA),
altura do corpo (ACO), distancia entre a narina e o focinho (N-F), distancia entre o espiraculo e o focinho (E-F),
distancia entre o espiraculo e o anus (E-A), distancia entre o olho e o focinho (O-F), distancia interocular (O-0),
distancia entre o olho e a narina (O-N), distancia internasal (N-N), largura da boca (LB) e férmula dentéria (FOR-
DENT).

Ainda com auxilio de um paquimetro, foram feitas as medi¢cdes dos individuos adultos, sendo estas:
Comprimento rostro-anal (CRA), largura da cabega (LCA), distancia interocular (O-0O), distancia internasal (N-N),
comprimento do fémur (CFE), comprimento do pé (CP), comprimento da mao (CRM), didmero do timpano (DTi)
e didmetro do olho (DO) (HEYER et al., 1990).

Os estagios foram determinados com base na tabela de Gosner (1960), e a relagdo da ontogenia com
outros individuos Hylodidae foi possivel através do levantamento bibliografico.

A verificagdo de alteragdo na morfologia oral ao longo do desenvolvimento, todos os individuos foram
analisados e separados, sendo considerado como anomalias: desqueratinizagao total ou parcial do bico cérneo
e aumento ou diminuicdo do numero de fileiras de denticulos. Todos os dados obtidos serdao amostrados através

de graficos, seguidos de seu desvio padrao.

RESULTADOS

Ao todo, foram analisados 155 girinos e 16 adultos machos da espécie de Hylodes nasus da colegao da
UNIRIO, sendo feitas suas medi¢cdes e a analise da morfologia oral. Nado foram encontrados individuos nos
estagios 45 e 46.

De acordo com as analises feitas acerca das medidas dos girinos, houve uma grande variagao entre os
individuos do estagio 25, tendo individuos com comprimento total (CT) minimo de 20,72 mm, média de 44,50 mm
(Grafico 1) e maximo de 57,42 mm. Houve ainda um aumento da distancia entre os olhos, assim como a distancia

entre as narinas, do estagio 25 ao 44 (Grafico 2).

101



Universidade Federal do

L
UU NIRIO Estado do Rio de Janeiro

70

60 p— .

Grafico 1 — Média das medidas de Comprimento Total (CT), Comprimento da Cauda (CCAU) e Comprimento do Corpo (CCOR),
nos diferentes estagios de desenvolvimento larval, seguido da quantidade de amostras analisadas em cada. Desvio padrdo: 9,17 mm, 4,67

mm e 4,19 mm, respectivamente.
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Grafico 2 - Média das medidas de distancia internasal (N-N) e distancia interocular (O-O), nos diferentes estagios de

desenvolvimento larval. Desvio padréo: 0,45 mm e 0,8 mm, respectivamente.
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Figura 1 — Larvas de Hylodes nasus, em vista lateral, nos estagios 25, 36, 40, 42 e 43, respectivamente, 1.A, 1.B, 1.C, 1.D e 1.E.

Escala 10mm. (Foto: Bernardo Egito)
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Figura 2 — Desenho da morfologia oral sem anomalia e com anomalia, 2.A e 2.B, respectivamente. Escala

1 mm.
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Foi possivel observar que mais de 26% dos individuos apresentam anomalias no bico cérneo causada
pela desqueratinizagado total ou parcial. O padrdo para o numero de fileiras de denticulos foi analisada como
2(2)/3(1) e apenas 1 individuo apresentou aumento do numero de fileiras de denticulos 2(2)/5(1). Além disso,
grande maioria destes individuos haviam sido coletados na Cachoeira Cristal, localizada no Parque Nacional da
Tijuca (PARNA Tijuca).

Um dos principais causadores da desqueratinizagao s&o doengas, como a quitridiomicose (VIEIRA et al.,
2013), que tem sido responsavel pela maioria dos declinios populacionais de anfibios. Até entdo, nao foi
registrada a presenga do fungo no PARNA Tijuca e o processo de desqueratinizagdo pode ser causado também
por mudancgas sazonais (RACHOWICZ, 2002), poluicdo (BACON et al., 2013) e temperatura (RACHOWICZ &
VREDENBURG, 2004).

Observando o numero total de individuos em cada estagio, podemos afirmar que grande parte dos girinos
de Hylodes nasus sao capturados no estagio 25, enquanto os estagios mais avangados sao mais dificeis de

serem coletados.

CONCLUSOES

Foi possivel concluir que grande parte dos girinos de Hylodes nasus sao capturados no estagio 25,
podendo ser indicio de um lento desenvolvimento da espécie neste mesmo estagio. Isso pode ocorrer pelo fato
de seu desenvolvimento acontecer em riachos, com agua permanente, sendo possivel se utilizar de um maior
espaco de tempo para o crescimento da larva inicial. Esta grande variagdo de crescimento no estagio 25 ocorre
também na espécie Megaelosia goeldii, fator observado por Silva et al. (2018), em Megaelosia massarti,
observado por Giaretta et al. (1993). Além disso, os individuos adultos apresentaram uma grande variagéo de
comprimento total, mostrando que ainda ha um crescimento corporal apés a metamorfose.

O fato de alguns individuos apresentarem anomalias na morfologia oral pode ser relacionado com a
possivel presencga da quitridiomicose no Parque Nacional da Tijuca, entretanto, ainda devem ser feitas analises

laboratoriais para confirmar a presenca do fungo.
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INTRODUGAO

Trichoptera (Trichoptera Kirby, 1813) é uma ordem de insetos primariamente aquaticos, que inclui cerca
de 16.000 espécies, representando um importante componente das redes tréficas de cursos d’agua - como
corregos, lagos, rios e riachos (RESH & ROSENBERG 1984, MORSE et al. 2019). Dentre essas espécies, mais
de 3.000 sao registradas para a Regido Neotropical (HOLZENTHAL & CALOR, 2017; MORSE et al. 2019) e, no
Brasil, ha aproximadamente 782 espécies (SANTOS et al. 2019). Dentro da ordem, a familia Hydropsychidae
Curtis, 1835, corresponde ao segundo mais diverso grupo no pais. Suas larvas vivem principalmente em habitats
de aguas correntes ou ao longo das margens de lagos (OLIVEIRA & FROEHLICH 1996; WIGGINS 1996); para o
Brasil, sdo conhecidas até o momento 146 espécies distribuidas em nove géneros (SANTOS et al. 2019).

O fato desta ordem ser suscetivel a alteragdo ambiental e constituir um importante componente da
diversidade nos ambientes aquaticos (MERRITT & CUMMINS, 1984; ROSENBERG & RESH, 1993), reforga a
relevancia de pesquisas e ressalta a importancia do conhecimento taxondmico do grupo. Apesar de pesquisas
recentes terem descrito muitas espécies de Trichoptera da Amazonia brasileira (p. ex. PES et al. 2013; SANTOS
& NESSIMIAN 2009, 2010), diversas areas desse bioma permanecem pouco exploradas. Como forma de atender
a essa demanda, o projeto REDEBIA — cujo objetivo é criar a primeira rede de pesquisadores entomoélogos da
Amazodnia Ocidental brasileira — desenvolve atividades que promovem o intercAmbio e troca de conhecimentos
entre os membros, fornecendo subsidios para a conservagao da biodiversidade amazo6nica (REDEBIA. Disponivel
em http://www.redebia2.com.br)

O presente estudo, que criara novos dados para que haja comparagédo com a distribuigéo ja conhecida,
visa contribuir para o conhecimento das espécies de Hydropsychidae ocorrentes nos estados do Amazonas,
Amapa e Roraima. Espera-se, ao final deste, que sejam reveladas espécies ainda ndo conhecidas pela ciéncia,

como é frequentemente percebido em estudos taxonémicos da ordem no Brasil.

OBJETIVO

O presente estudo tem como objetivos a realizagao do levantamento e apresentagéo da distribuicao da
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espécie Hydropsychidae na regido que compreende os estados Amazonas, Roraima e Amapa da Amazdbnia
brasileira. Além disso, objetiva também identificar possiveis novos taxons para que possam ser formalmente

descritos e nomeados.

METODOLOGIA

O material previamente coletado, originado do projeto Rede Bia — Biodiversidade de Insetos na Amazénia,
coordenado pelo Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), fez parte de coletas em diferentes
unidades de conservacgao distribuidas ao longo da Amazénia. Os espécimes foram coletados usando diferentes
metodologias, sendo as principais, armadilhas de Malaise e armadilhas luminosas. Os individuos foram mantidos
em etanol 96% (via umida) ou alfinetados em gavetas entomoldgicas (via seca) para a conservagao.

Em laboratdrio, foi realizada, inicialmente, uma triagem para separar apenas os tricopteros, ordem alvo
do projeto. Em seguida, os espécimes da familia Hydropsychidae foram agrupados e sua classificagdo
taxonémica deu-se até seus géneros, feita através da observacdo da morfologia externa, com o auxilio de
instrumentos do laboratério, como lupa, pinga e placa de Petri e as chaves de identificacdo de PES et al. (2014)
e ANGRISANO (1995).

Para gerar um banco de dados e tornar possivel a comparagdo com resultados ja existentes, todos os
espécimes classificados tiveram os seguintes dados registrados, contabilizados e inseridos em uma planilha:
quantidade de individuos e seus respectivos taxons identificados, localizagdo da coleta incluindo estado,
municipio e as coordenadas geograficas, informagbes sobre a coleta, tais como a data, coletores, a armadilha e

forma de conservagao.

RESULTADOS

Foram contabilizados, at¢é o momento, 1.205 individuos adultos, distribuidos em 9 dos 10 géneros
registrados no Brasil. Com base nesses dados, verificou-se que os estados estudados tém uma alta taxa de
integrantes da familia Hydropscyhidae, embora nao possuam uma distribuicao uniforme. Assim, no estado do
Amapa, foram encontrados apenas dois géneros e, no Amazonas e em Roraima, oito géneros cada um, sendo o
Amazonas responsavel por 1.062 registros dentre o total de 1.205 individuos coletados. Foram encontrados oito
géneros no estado do Amazonas e oito géneros no estado de Roraima, dentre os quais, constatou-se a presencga
de sete dos oito géneros ja registrados no Catalogo Taxonémico da Fauna do Brasil além da incidéncia de um
género ainda nao registrado na literatura em cada um desses dois estados. No Amazonas, Centromacronema
Ulmer, 1905 e, em Roraima, Pseudomacronema Ulmer, 1905 sdo os géneros cujo registro ainda ndo existia nos
respectivos locais. Além desses, foram encontrados individuos dos géneros Blepharopus Kolenati, 1859,
Centromacronema Ulmer, 1905, Leptonema Guérin-Méneville, 1843, Macronema Picket, 1836, Macrostemum
Kolenati, 1859, Plectomacronema Ulmer, 1905 e Pseudomacronema Ulmer, 1905 no Amazonas e Blepharopus

Kolenati, 1859, Leptonema Guérin-Méneville, 1843, Macronema Picket, 1836, Macrostemum Kolenati, 1859,
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Plectomacronema Ulmer, 1905, Pseudomacronema Ulmer, 1905, Synoestropsis, Ulmer, 1906 e Smicridea
McLachlan, 1871 em Roraima.

O género Macronema foi aquele com maior nimero de individuos encontrados nos trés estados,
contabilizando 684, mais de 50% do numero total. Outro género encontrado nos trés estados foi o género
Macrostemum. Vale ressaltar que estes s&o os primeiros registros da familia Hydropscyhidae o estado do Amapa.
O segundo maior nimero de individuos pertence ao género Smicridea, que também é aquele com maior nimero
de espécies conhecidas até o momento. Dos 225 individuos do género Smicridea, 224 sédo do estado do

Amazonas.

CONCLUSOES

A partir desse estudo foi possivel verificar que os estados do Amazonas, Amapa e Roraima possuem
uma alta diversidade de integrantes da familia Hydropsychidae. Embora essa diversidade conhecida seja desigual
entre os estados, uma vez que a escassez de estudos ndo permite maiores informagdes sobre a presenga desses
insetos, é possivel afirmar que no estado do Amazonas eles ocorrem em significativa abundéancia. Vale ressaltar
que o material estudado até momento corresponde a uma parcela de todo o material que ainda esta sendo
coletado dentro do escopo do projeto Rede Bia. Além disso, a identificagao do material em nivel de espécie ainda
sera feita. Assim, com a identificagdo mais detalhada dos individuos, potencialmente, havera maior clareza acerca
da diversidade e distribuicdo da familia na Amazédnia Brasileira, incluindo novas espécies a serem descritas. De
forma que as informagdes geradas enriquecerao o banco de dados da biodiversidade brasileira, contribuindo para

futuros estudos, e produzindo discussdes sobre a conservagao dos nossos recursos naturais.
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INTRODUGAO

O bivalve estuarino Mytilopsis leucophaeata (Conrad, 1831) (popularmente conhecido como “sururu
branco” ou “falso mexilhdo”) é originario do Golfo do México, ocorrendo em salinidades de 0,2 a 22 ppm
(VERWEEN et al., 2010). Essa espécie foi amplamente introduzida em outros locais da América do Norte, Europa
e mesmo na Asia (VERWEEN et al., 2010; KENNEDY, 2011). Os aglomerados de M. leucophaeata sdo
encontrados em baixas densidades na sua area nativa, entretanto grandes densidades de individuos costumam
ocorrer em areas nao nativas (VERWEEN et al., 2010; KENNEDY, 2011). No Brasil, também houve o registro
dessa invasao no estuario dos rios Capibaribe e Tejipid, Recife (SOUZA et al., 2005), na Lagoa Rodrigo de Freitas,
Rio de Janeiro (RIZZO et al., 2014) e na Lagoa de Marapendi, Rio de Janeiro (FERNANDES et al., no prelo).
Recentemente, os registros de Recife, foram atribuidos a outra espécie do género Mytilopsis por FERNANDES
et al. (2018), com base em evidéncias moleculares.

Apesar do pequeno tamanho dos individuos de M. leucophaeata (i.e., ndo ultrapassam 3 cm de
comprimento), as grandes densidades na Lagoa Rodrigo de Freitas possibilitam a filtragdo de um enorme volume
de agua, disponibilizando novo substrato para colonizagdo por outras espécies, além de representar um novo
recurso para os niveis troficos superiores e promover alteragbes em caracteristicas da agua. Desta forma, a
populacdo de M. leucophaeata na Lagoa Rodrigo de Freitas pode (1) provocar alteragbes na estrutura da
comunidade bentbnica, atuando como engenheira de ecossistema e (2) impactar direta ou indiretamente diversas
espécies — o fendmeno de “invasional meltdown” (i.e., facilitagdo da introdugdo de outras espécies exdticas a
partir da colonizagdo de uma pioneira) (SIMBERLOFF & VON HOLLE, 1999; RICCIARDI, 2001; SOUSA et al.,
2009).

OBJETIVO

Avaliar a comunidade macrobentdnica associada ao bivalve Mytilopsis leucophaeata na Lagoa Rodrigo
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de Freitas (Rio de Janeiro) e caracteriza-la espago-temporalmente.

METODOLOGIA

Os aglomerados de M. leucophaeata da Lagoa Rodrigo de Freitas (22°57°02” - 22°58'09”S e 43°11°09” -
43°13’'03” O) foram coletados mensalmente entre margo de 2016 e margo de 2018. As coletas foram realizadas
a partir de raspagem dos aglomerados, com o auxilio de uma espatula utilizada sobre a area delimitada por um
amostrador quadrado de 0,04 m2?, em quatro estagdes de coletas. De cada estagdo de coleta, foram retiradas trés
replicatas. Os aglomerados coletados foram depositados em sacos plasticos, levados para o laboratério e
armazenados em freezer. Os organismos associados foram triados, quantificados e armazenados em etanol 70%.
A identificagdo dos organismos foi feita até o menor nivel taxondmico possivel, a partir de literatura disponivel e
duvidas quanto as identificagdes foram sanadas por pesquisadores especialistas dos respectivos grupos.

O nMDS (Escalonamento Multidimensional nao-métrico) foi realizado utilizando-se o indice de
dissimilaridade de Bray-Curtis para verificar possiveis diferengas entre as densidades médias das espécies
associadas ao M. leucophaeata nas estagdes de coleta e nas estagdes seca e chuvosa. O teste de similaridade

(ANOSIM) foi utilizado para confirmar o padrédo demonstrado pelo nMDS.

RESULTADOS

A macrofauna benténica associada ao bivalve M. leucophaeata foi composta por um total de 95.396
individuos distribuidos em nove taxons: Cassidinidea fluminensis (Mane-Garzon, 1944) (lsopoda), Melita
mangrovi (Oliveira, 1953) (Amphipoda), Sinelobus stanfordi (Richardson, 1901) (Tanaidacea), Rhithropanopeus
cf. harrisii (Gould, 1841) (Decapoda), Amphibalanus spp. (Cirripedia), Heleobia sp. (Gastropoda), Brachidontes
darwinianus (d'Orbigny, 1842) (Bivalvia), Alitta succinea (Leuckart, 1847) (Polychaeta) e larvas de Chironomidae
(Hexapoda). As espécies com os maiores valores médios (+ desvio padrao) de densidade foram o gastrépode
Heleobia sp. com 75.444 (+ 74.789) individuos/m? e o anfipode M. mangrovi com 43.371 (x 21.725) individuos/m?.
Os nove taxons foram encontrados em todas as estagdes de coleta e a estagao de coleta com a maior densidade
média de individuos/m? foi P2 (35.682 individuos/m?), seguida de P3 (26.716), P1 (14.126) e P4 (11.806) (Tabela
1). Os valores de riqueza de espécies nao ficaram abaixo de 4 em nenhuma amostragem (Figura 1A). Alguns
picos na densidade foram observados, como em setembro de 2016 (P2) e em junho de 2016 (P3) (Figura 1B). O
valor médio do indice de diversidade de Shannon-Weaver (H’) foi maior no P4 (H' = 1,33 (+ 0,28)), enquanto o
menor valor foi encontrado no P1 (H’ = 1,07 (x 0,27)) (Figura 1C); o mesmo foi observado para o indice de
uniformidade (J’) (Tabela 1)

Tabela 1: Lista de espécies da macrofauna benténica associadas aos aglomerados de M. leucophaeata na Lagoa
Rodrigo de Freitas, contendo valores médios (+ desvio padrédo) da densidade (individuos/m?), riqueza de espécies, valores
médios (z desvio padrdo) da diversidade de Shannon-Weaver (H’), valores médios (+ desvio padrdo) da uniformidade (J’) e
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valores médios (* desvio padrédo) da densidade total (individuos/m?).

P1 P2 P3 P4 Densidade
média total
CRUSTACEA
Isopoda
Cassidinidea fluminensis ~ 1.050 (1.477) 683 (981) 133 (179) 125 (247) 498 (621)
Amphipoda
. . 20.483 58.950 40.050 43.371
Melita mangrovi (27.910) 54.000 (62.467) (74.682) (37.170) (21.725)
Tanaidacea
. . 13.808 12.181
Sinelobus stanfordi 2.267 (3.778)  26.917 (23.195) (15.480) 5.733 (6.627) (8.824)
Decapoda
harrg’i}’m“’pa”"pe“s of 27(347)  650(1172) 1458 (2.861) 3.717(3.847) 1510 (1.587)
Cirripedia
. 40.775 39.158 15.825 36.092
Amphibalanus spp. (38.502) 48.608 (43.459) (31461) (12.275) (13.682)
GASTROPODA
Heleobia s 54.958 139.308 81.033 26.475 75.444
P- (49.260) (201.004) (109.020) (37.348) (74.789)
BIVALVIA
Brachidontes 40.475 23.448
darwinianus 3.592 (3.376)  42.242 (53.381) (52.305) 7.483 (7.783) (27.350)
POLYCHAETA
Alitta succinea 2975(2.286)  6.233(6.857)  5.217(5.558) 6.525(3.887) 5.238 (1.988)
DIPTERA
Chironomidae
(larvii‘;ec'e indeterminada  g47 1 796) 2500 (3.183)  208(329)  317(567) 960 (1.311)
Riqueza 9 9 9 9
Diversidade (H) 1,07 (0,27) 1,25 (0,34) 1,15(0,32) 1,33 (0,28)
Uniformidade (J') 0,55 (0,16) 0,61(0,16) 0,58 (0,15) 0,67 (0,13)
. . 26.716 11.806 22.082
Densidade média total 14.126 (7.321)  35.682 (22.740) (17.059) (5.724) (11.185)

Bivalves invasores, como os pertencentes a familia Dreissenidae, alteram a dindmica tréfica e das aguas
presentes nas comunidades receptoras (SOUSA et al., 2013), e espécies nativas podem sofrer modificagbes
benéficas ou prejudiciais. A alta taxa de produgdo de fezes e pseudofezes pelos bivalves invasores gera um
enriqguecimento de matéria orgénica no sedimento e nos aglomerados, resultando em fonte de recursos para
espécies nativas depositivoras (RODRIGUEZ, 2006), como é o caso de Heleobia sp. Na Lagoa Rodrigo de
Freitas, ha a coocorréncia de M. leucophaeata e do bivalve nativo B. darwinianus, e ambos parecem ocupar o
mesmo tipo de substrato. A recente introdugédo de M. leucophaeata na Lagoa Rodrigo de Freitas (RIZZO et al.,
2014) talvez tenha reduzido a populagao do nativo B. darwinianus; entretanto, apés o estabelecimento da espécie

invasora, a espécie nativa aparenta ter aumentado a sua populagéo e possivelmente possa estar se beneficiando
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da disponibilidade de substrato consolidado gerado pelo bivalve invasor. Rhithropanopeus cf. harrisii é registrado
pela primeira vez para a Lagoa Rodrigo de Freitas (e para o sudeste do Brasil) neste estudo, incluindo a
observagao de fémeas ovigeras. Mais recentemente, foi registrada para o Rio de Janeiro em associagdo com M.
leucophaeata na Lagoa de Marapendi, embora um unico individuo tenha sido amostrado (FERNANDES et al., no
prelo). Seu habito alimentar generalista inclui a predagao sobre M. leucophaeata (MILKE & KENNEDY, 2001),
que pode estar favorecendo a invasao de R. cf. harrisii na Lagoa Rodrigo de Freitas. Futuros estudos poderao
confirmar se este € mais um exemplo de “invasional meltdown”, em que a interagdo positiva entre as espécies
invasoras potencializa os efeitos negativos causados por elas, levando a um processo acelerado de
transformacéao da fauna local (VINAGRE et al., 2018).

As nMDS demonstraram que a estrutura da comunidade benténica na Lagoa Rodrigo de Freitas ndo
difere entre as estagdes de coleta e entre as estagbes seca e chuvosa, apresentando sobreposicdo dos
grupamentos (Figuras 2A e 2B, respectivamente), ambas com “stress” 0,2 e dissimilaridade de Bray-Curtis. A
ANOSIM apresentou valores bem baixos (R=0,2 e p =0,0001; R=0,02 e p = 0,11, respectivamente), entretanto
nao houve diferenca significativa no nMDS entre as estacdes seca e chuvosa. Fatores locais na Lagoa Rodrigo
de Freitas, tais como as agbes antrépicas (e.g., aterramento do entorno, despejo de esgoto e controle da entrada
de agua do mar por meio de comportas artificiais) podem ser a razao da baixa riqueza de espécies, além de
influenciar na distribuicdo da comunidade benténica, (BERNARDINO et al., 2016) gerando minimizagdo dos

efeitos da invasao por M. leucophaeata.
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Figura 1: Valores de riqueza (A), média da densidade (B) e média da diversidade Eie Shannon-Weaver (C) da fauna associada aos aglomerados de M.
leucophaeata na Lagoa Rodrigo de Freitas por estagéo de coleta, de margo de 2016 a margo de 2018.
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No estuario do rio Capibaribe em Recife (PE), foram encontrados mais de 50 taxons associados aos
aglomerados de Mytilopsis cf. sallei, distribuidos em seis esta¢des de coletas, sendo duas destas euhalinas,
justamente as estagbes que apresentaram os maiores valores de riqueza (FREITAS, 2009). Na Lagoa de
Yundang, China, foram encontrados 28 taxons associados a Mytilopsis sallei (Récluz, 1849), sendo verificadas
alteragbes na comunidade bentbnica apds esta invasdo, reduzindo a diversidade neste ambiente (CAl et al.,
2014). No Parque Edgewood, em Connecticut, EUA, a fauna associada a M. leucophaeata foi composta por dez
taxons, incluindo Amphibalanus eburneus (Gould, 1841) e larvas de Chironomidae (RICHARDSON & HAMMOND,
2016).
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Figura 2: nMDS da densidade média das espécies associadas ao M. leucophaeata entre as estagdes de coleta (A) e entre as estagdes seca e chuvosa
(B) na Lagoa Rodrigo de Freitas.

CONCLUSOES

N&o é possivel afirmar que o M. leucophaeata esteja influenciando positivamente ou negativamente a
comunidade bentbénica da Lagoa Rodrigo de Freitas e uma das grandes dificuldades para isso € a auséncia de
dados pretéritos sobre a macrofauna benténica neste ambiente. Os efeitos antrépicos advindos de rios adjacentes
e galerias pluviais, modificagdes no entorno da lagoa e a baixa circulagdo das aguas neste ambiente
possivelmente geram uma redugdo na riqueza de espécies associadas ao M. leucophaeata, alterando a

distribuicdo da comunidade entre as estagbes de coleta e entre as estagbes seca e chuvosa.
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INTRODUGAO

Desde a antiguidade as plantas s&o utilizadas na medicina tradicional pela populagéo (SIKARWAR, 2012).
Mas com o passar dos anos, estudos vem demonstrando que varias plantas possuem grande eficacia fitoterapica
gragas a produgéo de compostos a partir do metabolismo secundario desses vegetais (SAMY et al, 2013). Esses
compostos sdo produzidos com a fungéo auxiliar tendo atuacgdo inclusive no metabolismo primario e ainda na
defesa vegetal contra estresses bidticos e abidticos, favorecendo a adaptagéo das plantas a diversos ambientes
(NEILSON et al, 2013). Um dos compostos vegetais mais estudados séo as proteases, enzimas com atividade
catalitica envolvidas em todos os aspectos do ciclo de vida dos vegetais (SCHALLER, 2004). Podem ser
classificadas em familias como serino proteases, metalo proteases, cisteino proteases ou aspartico proteases, de
acordo com os sitios ativos de cada. A busca por novas fontes de proteases vegetais tem entdo recebido muita
atencao por conta de serem estaveis a diferentes temperaturas e pHs sendo empregadas em varios processos
aumentando seu potencial uso, tanto na agricultura, como na industria farmacolégica e alimenticia (GUPTA et al,
2016; HANG et al, 2016). Nosso grupo, vem avaliando a presenca dessas proteases em varias plantas nativas
ou ndo do Estado do Rio de Janeiro. Entre as plantas estudadas estdo: o saboeiro (Sapindus saponaria);
Cinamomo, ou também chamada de erva-de-Santa-Barbara (Melia Azedarach); manaca (Brunfelsia uniflora) e
aveloz (Euphorbia tirucalli) (Dale e Siqueira_Junior, 2018; Costa e Siqueira_Junior, 2018). Nesses trabalhos, as
proteases foram detectadas em varios 6rgaos vegetais: flores, folhnas e sementes e além disso, apresentando
estabilidade em temperaturas e pHs diferentes, reforgcando a ideia de poderiam ser empregadas na industria

alimenticia e ou ainda farmacolégica na produgao de novos farmacos.

OBJETIVO
Caracterizar a atividade proteolitica de proteases produzidas em plantas Sapindus saponaria, Melia
azedarach e Brunfelsia uniflora evidenciando o potencial uso dessas moléculas na industria farmacologica e

alimenticia.
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METODOLOGIA

Extracdo de Proteases

O material biolégico foi coletado em Campos dos Goytacazes -RJ ao longo dos meses de Julho de 2018
a Margo de 2019. Foram utilizadas folhas de Manaca, Saboeiro, e Cinamomo, além de flores de Cinamomo. As
folhas foram totalmente desidratadas (individualmente) em estufa a 45°C. O material biolégico originado de cada
planta, foi pesado e acrescido 10% PVPP do peso seco e macerado em nitrogénio liquido até a obtengéo de um
p6 bem fino. Em seguida, as amostras foram incubadas em tampao de extragéo de 250mM de NaCl na proporgao
1:4 (massa/volume) por 30 minutos, sob agitacdo. As amostras foram, em seguida, centrifugadas a 12.000 xg a
4°C durante 30 minutos, sendo o sobrenadante recolhido e utilizado como fonte de proteinas (extrato bruto) nos
experimentos seguintes. Para a quantificagdo de proteinas totais em cada extrato, foi utilizando a metodologia

descrita em Bradford (1976), utilizando-se soro albumina bovina para a produgao da curva padrao.

Caracterizagao Bioquimica via Gel de SDS-Page e Zimografia

Para avaliar a presenca de proteases ativas nos extratos vegetais produzidos, as amostras foram
submetidas a eletroforese em condi¢cdes semi-desnaturante, zimmografia e gel desnaturante de poliacrilamida
10% de acordo com uma modificagdo da metodologia descrita em Laemmli (1970). Para a detecgéo de atividade
proteolitica em SDS-PAGE, foi adicionada gelatina 1% ao gel de fracionamento. Apds a eletroforese, o gel
contendo a gelatina (zimograma) foi incubado por 30 minutos em solugéo de 2,5% Triton X-100 (o processo
repetiu-se duas vezes). Em seguida, o gel foi incubado a temperatura de 35°C em tampao Fosfato-Citrato 250mM;
2% B-Mercaptoetanol; pH 5,0 durante 30 minutos sob agitacdo leve. Apds a incubagéao, gel foi submetido a
coloragdo em coomassie brillant blue. Em seguida, descorado em solugao descorante 5% metanol (v/v), 7% acido
acético (v/v) por 2 a 3 horas. Para a determinagéo da estabilidade térmica das proteases detectadas, uma aliquota

de cada amostra foi fervida por 3min a 100°C antes do fracionamento por eletroforese.

Avaliacao da atividade proteolitica

A atividade proteolitica das proteases extraidas das plantas foi confirmada através de ensaios de
atividade enzimatica utilizando-se Na-benzoil-DL-arginina B-naftilamida (BANA) como substrato e quimipapaina
(5ug) como protease controle, segundo metodologia descrita por Siqueira Junior e colaboradores (2002). Para
caracterizar a influéncia da temperatura na atividade das proteases detectadas uma modificagdo da metodologia

foi desenvolvida, alterando-se a temperatura do ensaio (25°C a 100°C).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Anteriormente a presenga de proteases foram detectadas em folhas de saboeiro e manaca (Figura 1A),
assim como em flores de cinamomo. Mais recentemente, uma protease foi também detectada em folhas de

cinamomo, como pode ser observado na figura 1B. Aparentemente, ha um maior acumulo de proteases nas flores
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da planta, que pode estar associado ao papel dessas proteases nos processos reprodutivos da planta.
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Com a finalidade de caracterizar as proteases detectadas nas plantas estudadas, a influéncia da
temperatura sobre a atividade proteolitica foi avaliada. Inicialmente, o extrato proteico de folhas de saboeiro
contendo as proteases ativas foi avaliado por zimografia com a finalidade de averiguar os efeitos causados pelo
aquecimento a 100°C da protease. Como resultado, observou-se que a protease produzida em folhas de saboeiro

nao é termoestavel, desnaturando-se sob condigdes de aquecimento extremo (fervura).

Figura 2: Deteccdo da atividade proteolitica em SDS- Zimograma
1 2

PAGE/Zimograma. Foram fracionados 20ug de extrato bruto de folhas de saboeiro

(1) ndo fervido e (2) fervido.

Com base nesses resultados, buscou-se obter informagdes sobre a temperatura 6tima de atividade das
proteases detectadas nas plantas estudadas. Dados preliminares mostrados na figura 3 sugerem que o
desempenho da protease de flores de cinamomo € maior em temperaturas superiores a 45°C. Da mesma forma,
pode-se observar que a protease produzida em folhas de manacéa apresenta uma atividade 6tima a 45°C, mas
em temperaturas mais altas ndo mantem a mesma atividade. Esses dados serao reavaliados para determinar a
atividade ideal para uma atividade o6tima dessas enzimas, que aparentemente tem potencial de atuar a
temperaturas elevadas podendo ser empregadas em varios processos, como por exemplo, producédo de

alimentos.
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60 Figura 3: Avaliagao da temperatura 6tima de atividade
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CONCLUSAO
Baseado nos dados acima, sugere-se que proteases produzidas em varias plantas ja conhecidas e
largamente utilizadas no Estado do Rio de Janeiro possuem propriedades que podem sem empregadas

biotecnologicamente em vérios processos industriais, como por exemplo, produgéo de farmacos e alimentos .
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INTRODUGAO

Os dinoflagelados do género Coolia sdo microalgas marinhas epi-bentdnica (epifitas e bentdnicas)
compostas por sete espécies: C. monotis (espécie tipo), C. malayensis, C. tropicalis, C. canariensis, C.
santacroce, C. palmyrensis e C. areolata. Considerado um género cosmopolita, no Brasil trés espécies de Coolia
foram descritas: C. malayensis (Ubatuba, SP - GOMEZ et al. 2016; Marau, BA - MENDES et al., 2019; Armacgao
dos Buzios, RJ - presente estudo); C. tropicalis (Cairu, BA - MENDES, et al., 2019; llha da Trindade, ES - presente
estudo) e C. canariensis (Maragogi, AL - presente estudo). Este género esta associado a floragdes de algas
nocivas (“Harmful Algal Blooms”, HABs) uma vez que coabitam com dinoflagelados dos géneros Gambierdiscus,
Ostreopsis, Prorocentrum e Amphidinium. Estes dinoflagelados sao conhecidos pelo seu potencial téxico (Fraga
et al., 2008). As caracteristicas morfoldgicas utilizadas para distingao das espécies sdo constantemente debatidas
pela academia (LAZA-MARTINEZ et al., 2014, MOHAMMAD-NOOR et al 2013,. KARAFAS et al., 2015, LEAW et
al,. 2016) devido a pequenas diferencas morfolégicas interespecifica, além da possivel ocorréncia de espécies
cripticas, pseudocripticas e da possibilidade de plasticidade fenotipica (MENDES et al,. 2019, LEAW et al,. 2016,
LEUNG et al,. 2017). Por isso, as analises dos locos ITS e LSU de DNA ribossomal (rDNA) sao utilizadas em
paralelo com a morfologia, e atuam como ferramenta fundamental na identificagdo das espécies de Coolia.

OBJETIVO

Proceder as analises filogenéticas de Maxima Verossimilhanca (MV) e Bayesiana (BI) para os locos ITS
e LSU (rDNA) com as cepas de Coolia da costa do Brasil, mantidas em cultivo no laboratério de microalgas
marinhas, UNIRIO.
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METODOLOGIA

Foram utilizadas as cepas UNR-2 (Armagéao dos Buzios, RJ), UNR-14 (Maragogi, AL), UNR-22, UNR-23,
UNR-24, UNR-25, UNR-27 e UNR-28 (llha da Trindade, ES) em cultivo no laboratério de Microalgas Marinhas
(MiMar) da UNIRIO. O DNA gendmico total foi extraido com Kit comercial DNeasy® Plant Mini Kit (QIAGEN®).
As reacdes de PCR foram realizadas com os primers previamente desenvolvidos por este grupo de pesquisa
(locos LSU) e para o locos ITS foram utilizados os primers ITS A/ITS B (SATO et al., 2011). As reagdes de PCR
foram compostas por um volume final de 25 L contendo inicialmente: 2,5 mM de MgCl 2 ; 8 pmol de cada primer;
1U de Taq DNA Polimerase; 2,5 uL de Tampao 10xPCR; 0,16 uM de dNTPs e 0,8 mg/mL de BSA. Em seguida,
foi utilizado inicialmente o programa de ciclagem de temperatura: 94°C por 5 minutos; seguido de 35 ciclos a 94°C
por 1 minuto, 50 °C (LSU) ou 58°C (ITS) por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e trinta segundos e uma etapa final de
72°C por 5 minutos. Devido a baixa eficiéncia das PCRs, a técnica de PCR touchdown também foi utilizada neste
estudo para as cepas UNR-22, UNR-23, UNR-24, UNR-27 e UNR-28 (LSU). Os amplicons foram analisados em
gel de agarose 1,0% (m/v) em tampao TAE. Os produtos de PCR ( com boa amplificagdo) foram enviados para
purificagdo e sequenciamento pela empresa especializada Macrogen. As sequéncias obtidas foram editadas no
programa MEGA® V.7 (Kumar S, Stecher G, and Tamura K ( 2016) e alinhadas pelo algoritmo MAFFT V.7
(KATOH and Standley, 2013). Em seguida foi realizada a reconstrugéo filogenética empregando o método MV no
programa MEGA® v.7 (bootstrap = 1000) e a Bl pelo programa Mr Bayes v3.2 (Ronquist et al., 2012). A construgao
da rede de haplétipos (loco LSU) utilizou 66 sequéncias de Coolia incluindo as cepas deste estudo. O método
utilizado foi Median-joining network (BANDELT; FORSTER; ROHL, 1999) no software NETWORK, neste mesmo

programa, foi realizada a edigao da rede.

RESULTADOS

O DNA das oito cepas analisadas foi extraido com sucesso. Para o loco ITS obteve-se éxito com as PCRs
para as cepas UNR-2 , UNR-25 e UNR-28. Contudo, para as demais cepas, embora observada presenca de
banda no gel de eletroforese (figura 1 - A), obteve-se baixa qualidade nas sequéncias oriundas da empresa
Macrogen. Para o loco LSU as reagbes de PCR foram realizadas com sucesso para todas as oito cepas
analisadas (figura 1 - B). Nas analises filogenéticas para os locos ITS e LSU foram observadas seis linhagens

filogenéticas, conforme também observados na literatura (LEAW et al,. 2016).
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Figura 1: (A) gel de eletroforese para o loco ITS com o primer ITS A XITS B
(Sato et al.;2011). (B) Gel de eletroforese para o loco LSU com os primers

previamente desenvolvidos pelo nosso grupo de estudo.

Na analise de ML e Bl a cepa UNR-2 agrupou subclado junto a duas sequéncias de C. malayensis do
Oceano Pacifico Sul e sequéncias do Oceanos Atlantico Norte e com uma sequéncia do Oceano Pacifico Norte,
apresentando valor de suporte 63%. A cepa UNR-14 emergiu no clado de C. tropicalis com valor de suporte 100%
e valor de probabilidade posterior = 1. Esta se agrupou em um subclado com outras sequéncias Oceano Atlantico
Norte (Belize e Porto Rico). A cepa UNR-25 emergiu no clado junto as sequéncias de C. canariensis com valor
de suporte 78% e probabilidade 1. Para este loco foram observados dois subclados de C. canariensis sendo
formado por sequéncias do Oceano Atlantico e Pacifico Norte e outro formado pela sequéncia deste estudo. Nas
analises do loco LSU, a sequéncia da cepa UNR2 também agrupou no clado com outras sequéncias de C.
malayensis com valores de bootstrap = 95 e probabilidade posterior = 0,90. As sequéncias das cepas UNR-14,
UNR-22, UNR-23, UNR-24, UNR-27 e UNR-28 agruparam no clado de C. tropicalis com valor de bootstrap =
100% e probabilidade posterior = 1. A sequéncia da cepa UNR-25 agrupou no subclado de C. canariensis com
valores de bootstrap =100 e probabilidade posterior = 1. Na rede de haplétipos foram observados 29 haplétipos
(H1 a H29) divididos em seis grupos (de A a F) que corresponderam a seis espécies do género (inexistem dados
moleculares para C. areolata). O grupo A (C. Tropicalis) com sete haplétipos, onde trés destes corresponderam
a cepas da costa do Brasil. O haplétipo H22 (Maragogi, AL) também foi registrado na Australia e o haplétipo H20
(Ilha da trindade, ES) também foi encontrado na China. O grupo B (C. canariensis) apresentou maior diversidade
de haplétipos (9). Foi observado a divisao em trés subgrupos (subgrupo | — H29, subgrupo Il (incluindo a cepa da
espécie tipo), subgrupo — H2 (UNR-25) e subgrupo Il correspondente aos demais haplétipos - H3 a H29. O
haplétipo H29 demonstrou ser exclusivo do Atlantico Sul. Esta divisdo em trés grupos também foi observada nas
analises filogenéticas. Segundo David et al (2014), o subclado de C. canariensis (correspondente ao subcrupo
[Il) deveria ser nomeado como C. cf. Canariensis, sendo considerado uma espécie critica C. canariensis.
Nascimento et al,. (2019), com os dados deste trabalho e analise morfolégica propds com base nesta divisdo em
trés morfotipos e C. canariensis como complexo de espécies C. canariensis, sendo o sub-rupo Il (morfotipo II)
exclusivo do Atlantico Sul. O grupo C correspondeu a espécie C. palmyrensis (H17 e H26). O grupo D
correspondeu a C. malayensis onde foram observados seis haplétipos diferentes, sendo o H28 referente a cepa

UNR-2. Também foram observados trés haplétipos distintos para as cepas brasileiras. Os grupos E (H18 e H19)
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e F (H14 a H16) corresponderam as cepas de C. santacroce e C. monotis, respectivamente. A cepa de C.
malayensis analisada neste estudo diferenciou das outras cepas descritas para costa do Brasil, 0 que demonstrou
diversidade intraespecifica entre as espécies, conforme também observado por Mendes et al,.(2019). A topologia
das arvores ML e Bl para o loco LSU foi similar a encontrada por Mendes et al,. (2019) e a analise molecular dos
locos LSU e ITS corroboraram com a hipétese da distribuigcdo geografica da espécie como circum-tropical (Gémez
et al,. 2016, Mendes et al,. 2019). As analises moleculares para o loco LSU deste estudo corroboram com as
analises de Momigliano et al 2013 e Mendes et al 2019 com a topologia da arvore bem parecida, com a formagéo
de um clado de C. tropicalis relacionado com o de C. cf. canariensis, e que a separagao entre estes grupos
ocorreu antes de C. malayensis e C. monotis (leaw et al., 2016). Conforme observado pela analise da diversidade
de haplétipos e pelos dados filogenéticos ITS e LSU a distribuicao geografica de C. tropicalis parece ser restrita
a regido tropical. Entretanto, mais dados moleculares, em especial para o loco ITS, sdo necessarios para

confirmar esta proposigao.

CONCLUSOES

As analises moleculares identificaram trés espécies de Coolia na costa do Brasil, sendo o primeiro registro
de Coolia canariensis no oceano Atlantico Sul. Além disso, as analises filogenéticas corroboraram com as analises
morfologicas. Foram observados trés sub-clados para Coolia canariensis, subdivididos em trés morfotipos

diferentes e denominado complexo de espécies Coolia canariensis.
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INTRODUGAO

Reservatérios artificiais sdo complexos sistemas intermediarios entre rios e lagos de grande importancia
estratégica e ecologica (TUNDISI; MATSUMURA-TUNDISI, 2011). Esses ambientes podem possuir diversos
usos, desde o abastecimento de agua para o consumo humano e geragéo de energia, até fins recreativos como
pesca esportiva e banho. Devido a tal caracteristica, torna-se de suma importancia o entendimento de tais
ambientes, desde sua biota, até seu funcionamento como ecossistema.

A diversidade funcional € uma medida da diversidade que tem como base as caracteristicas das espécies
dentro de uma comunidade (BARNET et al, 2007). Tais caracteristicas, ou melhor, tragos funcionais, sdo aspectos
tanto ecoldgicos, comportamentais, fisioldgicos ou taxondmicos que caracterizam uma espécie quanto ao seu
papel dentro de um ecossistema (DIAZ & CABIDO, 2001). O estudo da diversidade funcional nos permite a
observacédo e entendimento de grupos de espécies com papeis similares dentro de um ecossistema, suas

relagdes com outros grupos ou até mesmo com as dindmicas existentes dentro de um ambiente.

OBJETIVO
O presente estudo tem como objetivo a classificagdo e organizagdo das espécies do fitoplancton em
grupos morfofuncionais, assim como a organizagdo das espécies de rotiferos em grupos morfofuncionais e

verificar as possiveis relagbées entre os grupos de rotiferos e grupos do fitoplancton

METODOLOGIA

Os dados utilizados na execugado desse projeto foram obtidos durante a execugdo de um projeto de
monitoramento realizado entre os anos de 2011 a 2014 (Projeto institucional de P&D — Estocagem de Carbono,
Nitrogénio e Foésforo em Reservatorios da Light Energia S.A.). As amostragens para o zooplancton se deram

através do arrasto vertical com uma rede de plancton de 68um até o limite da zona eufética. As amostras foram
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conservadas com solugao formalina 4% e contadas com o auxilio de um microscépio 6tico Olympus BX-50 em
camara de Sedgewick-Rafter de 1ml. A amostragem do fitoplancton se deu através da coleta de amostra bruta e
preservagao com lugol acético e contagem em camaras de sedimentagao.

Apds a elaboragao da lista de taxons de rotiferos, foram atribuidos tragos funcionais para cada espécie.
A escolha dos tragos foi guiada pelo trabalho de Lichman et al. (2013), onde sdo propostos tipos de tragos que
melhor se adequam aos estudos de diversidade funcional do zooplancton. Para tanto, foram escolhidos tracos
ligados a alimentagao do rotiferos, como: habitat (Litordneo ou Pelagico), tipo de alimentagéo (Micréfago ou
Raptorial), tipo de locomocgéao (Lenta ou Rapida). Os tragos foram o definidos com base nos trabalhos de Shiel
(1995), Oberttegger et al (2011) e Fontanetto & De Smeth (2015).

Para definir o numero de grupos funcionais foram empregadas técnicas de cluster hierarquicos e arvores
de regresséao decisdo em ambiente R 3.4.3. O cluster hierarquico foi realizado através das distancias de Gower.
Para a determinagdo do melhor nimero de grupos foi realizada uma analise de k-means e agrupamentos com
apenas 75% ou mais de varidncia explicada foram adotadas. A identificagdo de quais tragos possuem maior
influéncia nas diferengas entre os grupos e também como um método de avali¢do da eficiéncia do agrupamento
foi realizada uma analise CART. Agrupamentos com erros superiores a 5% foram revisados e espécies mal
classificadas foram classificadas a um grupo com maior similaridade.

Os grupos do fitoplancton foram classificados em grupos morfofuncionais seguindo os agrupamentos
propostos por Kruk et al (2010), pela qual taxons de algas podem ser classificados em até 7 grupos baseados em
sua morfologia externa.

Objetivando o entendimento entre das relagdes entre os grupos do fitoplancton e zooplancton foram
realizadas correlagbes de Spearmann e uma analise de redundancia entre os dados de abundancia dos grupos
funcionais do fitoplancton e zooplancton.

RESULTADOS

A analise de cluster hierarquico utilizando os 3 tragos categodricos classificou os 68 taxons de rotiferos em
4 grupos com uma significancia de k-means de 92,7%. O primeiro grupo foi definido como os rotiferos litoraneo
(RL), possuindo espécies tanto raptoriais e micréfagas como individuos do género Lecane, Cephalodela e
Sinanterina. Os grupos subsequentes compreenderam apenas espécies pelagicas. O segundo grupo incluiu
taxons raptoriais e pelagicos (PR), como: Asplanchna, Trichocerca e Ascomorpha. Ja os grupos 3 e 4, foram
caracterizados por espécies microfagas pelagicas (PM) e micréfagas, pelagicas e com natagao rapida (PRS),
respectivamente. Como exemplos do grupo PM temos os géneros Brachionus, Conochilus e Keratella. Enquanto
no grupo PRS temos Hexarthra, Filinia e Polyarthra. A classificagcao através da andlise de arvore de classificagdo
e regressao (CART), ndo obteve erros na classificagdo dos organismos, demonstrando que os tragos funcionais

se encontram bem definidos para a separagao dos distintos agrupamentos funcionais (Figura1.)

128



U Universidade Federal do .cll
UNIRIO Estado do Rio de Janeiro \._dehi‘,'f(?'a a0

Figura 2-Analise de arvore de classificagédo e regressao para os grupos de rotiferos
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Para a classificagao do fitoplancton foram utilizadas 83 espécies, sendo elas classificadas de acordo com
a agrupamentos morfofuncionais propostos por Kruk et al. (2010). Tais grupos podem ser definidos como:
pequenos organismos com alta relagdo superficie/volume (Grupo1); pequenos organismos flagelados com
exoesqueletos silicosos (Grupo2); Organismos filamentosos de elevado comprimento com presenca de aerétopos
(Grupo3); Organismos de médio tamanho e desprovidos de estruturas especializadas (Grupo4); Flagelados
unicelulares de tamanho médio ou largo (Grupo5); organismos nao flagelados com exoesqueleto silicoso
(Grupo6); Grandes colbnias mucilaginosas (Grupo7).

A analise de correlagdo de Spearmann mostrou fracos coeficientes de correlagao entre os grupos do
zooplancton e fitoplancton, Pode ser visto que as relagbes entre os grupos de rotiferos e fitoplancton
apresentaram coeficientes localizados entre a faixa de -0,3 e 0,3, mostrando que existe uma baixa correlagao
entre os mesmos. As correlagdes que exibiram os maiores coeficientes foram entres os préprios grupos de
rotiferos e entre os préprios grupos do fitoplancton, demonstrando correlagdes moderadas e fortes.

A analise de redundéancia (RDA), obteve 90,7% da variagdo captada ao longo de seus dois eixos fatoriais
(Fig 2). O primeiro eixo (RDA1) consistiu em um gradiente de trofia, onde em uma extremidade temos os grupos
funcionais do fitoplancton 1, 5 e 3 associados a uma concentragdo moderada de nutrientes em oposigéo ao grupo
7 que possui uma alta afinidade por ambientes eutrofizados (Kruk et al. 2010). Pode também ser observado a
nao associagdo dos grupos de rotiferos com as espécies do fitoplancton, uma vez que todos se encontram

agrupados proximos as coordenadas (0,0).
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Figura 2-Analise de redundancia entre os grupos funcionais de rotiferos e do fitoplancton

RDA1 (66,6%)

CONCLUSOES

Foi possivel organizar as espécies fitoplancténicas em todos os 7 grupos morfofuncionais propostos por
Kruk et al(2011). Os agrupamentos funcionais propostos para rotiferos se mostraram robustos através da analise
de CART, onde nao foram obtidos erros de classificagdo. Possivelmente a abordagem de associag¢ao entre grupos
funcionais do fitoplancton e zooplancton néo seja efetiva para demarcar as relagdes entre tais conjuntos. Uma
vez que devido ao agrupamento de diversos organismos, relagdes que muitas vezes podem ser especificas de
um grupo funcional com uma Unica espécie, podem acabar sendo ofuscadas pelo agrupamento com espécies
que nao exibem correlagdo com o grupo. Para a verificagdo de tal hipétese, é necessaria uma investigagdo das
correlagdes entre os grupos de rotiferos propostos e as espécies de algas mais abundantes nos reservatorios.

Outra explicagao para a falta de relagéo entre tais grupos pode ser uma maior associagédo dos rotiferos
com a alga microbiana, composta principalmente por protozoarios e bactérias. Tanto os protozoarios de pequeno

porte como bactérias, devido ao seu tamanho reduzido, sdo mais facilmente predados por rotiferos (Arndt, 1993).
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INTRODUGAO

Floragbes de algas nocivas sédo potencialmente prejudiciais devido a proliferagdo e acumulo de alta
biomassa de microalgas e ou toxidade, responsaveis por gerar impactos ecolégicos, afetar a saude publica e as
atividades econdmicas. Os dinoflagelados epi-bentdnicos constituem uma assembleia composta principalmente
pelos géneros Ostreopsis, Gambierdiscus, Prorocentrum, Coolia e Amphidinium. Esses géneros incluem espécies
produtoras de diferentes tipos de toxinas, como as ciguatoxinas e maitotoxinas produzidas por espécies de
Gambierdiscus e causadoras da doenga ciguatera, as ovatoxinas, que sdo analogos da palytoxina produzidas por
espécies de Ostreopsis e toxinas diarréicas produzidas por Prorocentrum lima e outras espécies bentdnicas de
Prorocentrum (Wright & Cembella, 1998).

OBJETIVO

Identificar e quantificar as espécies de dinoflagelados epi-benténicos associados a macroalgas coletadas

no arquipélago de Fernando de Noronha — PE, comparando a estrutura da comunidade em dois anos.

METODOLOGIA

Amostras de macroalgas foram coletadas em Outubro de 2017 e 2018 no arquipélago de Fernando de
Noronha — PE, Brasil. As coletas foram realizadas pela equipe do projeto “Programa de Pesquisa Ecolégica de
Longa Duracao (PELD) llhas Oceénicas (ILOC)”. As coletas de 2017 foram realizadas em duas esta¢des de
amostragem: Cagarras (n=4 a 6 metros de profundidade e n=3 a 15 m) e Sapata (n=2 a12 m) ambas no dia 23,
enquanto as coletas de 2018 ocorreram em Cagarras (n=5 a 4 m) no dia 22, Sapata (n=5 a 8 m) no dia 23 e Praia
da Conceigao (n=1) no dia 28. As macroalgas foram retiradas de seus substratos com a agua do mar ao seu redor

utilizando sacos plasticos com fecho zip e cada saco foi agitado manualmente para separar as microalgas epifitas.
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As amostras de suspensao de microalgas epifitas foram preservadas em lugol neutro para posterior identificagdo
e quantificagdo dos dinoflagelados epi-bentdnicos, realizadas em cadmaras de sedimentagao (2,5 ou 5 mL) ou
camara de Sedgewick Rafter (1 mL) em microscépio 6tico invertido (Primovert, Zeiss). As dimensdes celulares
foram medidas utilizando a régua micrométrica acoplada ao microscopio 6tico e imagens foram registradas
utilizando o programa Axiovision (Zeiss) e microscopia eletrénica de varredura (MEV). As macroalgas foram
identificadas e pesadas em balanga analitica para a determinagdo do peso Umido. A densidade de células de
dinoflagelados epi-bentdnicos foi calculada por grama de peso Umido de macroalga (céls.gPU macroalga™). Para
a observacdo em MEV as células foram transferidas para filtros de membrana Durapore (Millipore, Irlanda) por
filtragdo. Os filtros contendo as células foram lavados 1 vez com agua destilada e desidratados em série crescente
de etanol, ao fim da desidratagdo foi adicionado ao filtro hexamethildisilazane, utilizado como ponto critico da
preparagao. Os filtros foram metalizados com uma mistura de niquel e ouro ou latdo. O microscopio eletrénico de
varredura Micro Quanta FEG 250 (FEI Company, Hillsboro, Oregon, EUA) esta localizado no Instituto Militar de

Engenharia (IME). Posteriormente, as imagens foram editadas no programa Photoshop.

RESULTADOS

A macroalga Jania capillacea (n=1 a 6m) sustentou a maior densidade total de dinoflagelados epi-
benténicos nas amostras coletadas em Cagarras no ano de 2017, atingindo 4973 céls.gPU"', enquanto
Canistrocarpus cervicornis com cianobactérias (n=1 a 4m) sustentou as maiores densidades nas amostras
coletadas em Cagarras 2018, de 4507 céls.gPU"'. Nas amostras coletadas em Cagarras 2017 o género
Prorocentrum apresentou as maiores densidades em relacdo aos demais géneros de dinoflagelados epi-
bentonicos, variando entre 1936 céls.gPU™" em Tricleocarpa fragilis (n=1 a 6m) e 3273 céls.gPU"" J. capillacea.
As maiores densidades dos géneros Coolia, Gambierdiscus, Ostreopsis e Sinophysis foram iguais a 943, 361,
314 e 12 céls.gPU"' em J. capillacea, enquanto Amphidinium apresentou 96 céls.gPU"' em Canistrocarpus
cervicornis (n=2 a 6m) (Fig.1). Prorocentrum representou em média 79% da densidade total de dinoflagelados
epi-bentdnicos nas macroalgas coletadas em Cagarras 2017. Em Cagarras 2018, assim como em 2017, o género
Prorocentrum apresentou as maiores densidades em relagdo aos demais géneros, variando entre 1607 céls.gPU-
"em C. cervicornis (n=2 a 4m) e 2976 céls.gPU"' em uma mistura de algas na qual C. cervicornis € dominante
(n=3 a 4m). Coolia, Gambierdiscus e Ostreopsis apresentaram densidades menores se comparadas as
registradas em Cagarras 2017, sendo iguais a 407, 141 e 146 céls.gPU"" em uma mistura de algas com C.
cervicornis dominante. Nesta macroalga os géneros Amphidinium e Sinophysis apresentaram densidades
maiores, iguais a 328 e 27 céls.gPU"" (Fig.2). Prorocentrum representou em média 70% da densidade total de
dinoflagelados epi-bentdnicos nas macroalgas coletadas em Cagarras 2018. Canistrocarpus cervicornis (n=2 a

12m) sustentou densidade média igual a 978 céls.gPU"' nas amostras coletadas em Sapata no ano de 2017,
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enquanto Dictyota pinnatifida (n=3 a 8m) sustentou a maior densidade média de dinoflagelados epi-bentbnicos
nas amostras de Sapata 2018, atingindo 5696 céls.gPU-'. Nas amostras coletadas em Sapata 2017 o género
Gambierdiscus apresentou a maior densidade média em relagdo aos demais géneros de dinoflagelados, atingindo
465 céls.gPU" C. cervicornis ou 49% da densidade total, seguido do género Prorocentrum com 447 céls.gPU-"’
na mesma macroalga, representando 45%. Ostreopsis, Coolia e Amphidinium apresentaram densidades médias
iguais a 16, 21 e 29 céls.gPU™", enquanto Sinophysis apresentou menos que 1 cél.gPU™" (Fig.1). Nas amostras
de Sapata de 2018 o género Ostreopsis apresentou as maiores densidades, variando entre 679 céls.gPU"' em
uma mistura de algas (n=1, C. cervicornis, Jania sp. e Amphiroa sp.) a 3494 céls.gPU"" Dictyota pinnatifida. A
densidade do género Gambierdiscus em 2018 foi semelhante a registrada em 2017, atingindo 462 céls.gPU" em
D. pinnatifida. Nesta macroalga, Prorocentrum, Coolia € Amphidinium apresentaram densidades superiores as
registradas em Sapata 2017, sendo iguais a 1385, 251 e 104 céls.gPU-". Sinophysis apresentou densidade igual
a 3 céls.gPU-" Canistrocarpus crispatus (n=1 a 8m) (Fig. 2). Ostreopsis representou em média 50% da densidade
total de dinoflagelados nas macroalgas coletadas em Sapata 2018. O género Gambierdiscus é a principal fonte
das toxinas relacionada a doenga ciguatera, as densidades deste género encontradas em Fernando de Noronha
séo elevadas em comparacao com as densidades registradas em outras ilhas oceénicas brasileiras, como na llha
da Trindade, com 53 céls.gPU"" Dictyota mertensii em 2014 e 37 céls.gPU"" Dictyopteris plagiogramma em 2017
(Morais & Nascimento, 2018). Dictyopteris delicatula (n=1) coletada na Praia da Concei¢cdo em 2018 sustentou a
maior densidade de dinoflagelados epi-benténicos nas amostras coletadas entre os dois anos, atingindo 22450
céls.gPU-". Ostreopsis apresentou-se como a espécie dominante, atingindo 22044 céls.gPU™" ou 98% do total
nesta macroalga. A densidade encontrada caracteriza uma floragdo do género Ostreopsis na Praia da Conceicao
em Fernando de Noronha. As espécies Ostreopsis cf. lenticulares (90% da densidade total do género Ostreopsis)
e Ostreopsis cf. ovata (10%) foram encontradas. O género Ostreopsis tornou-se um dos géneros mais estudados
recentemente devido as suas toxinas e as floragdes recorrentes de O. cf. ovata no Mar mediterraneo associadas
a intoxicagédo de banhistas nas praias (Ciminiello et al., 2006). Contudo, segundo Sato et al. (2011) e Chomerat
et al. (2019) a espécie Ostreopsis lenticulares ndo apresenta toxicidade, entretanto, a proliferagdo e acumulo de
alta biomassa de microalgas podem afetar fisicamente os organismos co-ocorrentes ou reduzir a qualidade do
ambiente marinho. O género Prorocentrum exibiu a maior riqueza de espécies, sendo encontradas as espécies:
P. lima, P. cf. emarginatum, P. mexicanum, P. hoffmannianum, P. caipirignum, P. cf. concavum, P. cf. borbonicum,
P. cf. norrisianum, P. cf. clipeus, Prorocentrum sp. 1, Prorocentrum sp.2, Prorocentrum sp.3, além da espécie

Prorocentrum panamense registrada pela primeira vez no Brasil.
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Figura 1. Densidade absoluta dos géneros por macroalga no ano de 2017.

(1A) Cagarras 6 m; (1B) Cagarras 15 m e (1C) Sapata 12 m. Cagarras 4 m; (2B) Sapata 8m.

CONCLUSAO

Em ambos os anos, os géneros Prorocentrum e Coolia apresentaram as maiores densidades de
dinoflagelados epi-bentdnicos na estagdo Cagarras. Em Sapata no ano de 2017 os géneros Gambierdiscus e
Prorocentrum apresentaram as maiores densidades, enquanto que no ano de 2018, as maiores densidades foram
dos géneros Ostreopsis e Prorocentrum. A densidade do género Ostreopsis encontrada na Praia da Conceigao
em Fernando de Noronha caracteriza uma floracédo, a espécie Ostreopsis cf. lenticulares representou 90% da

densidade total deste género nesta floragéo. Prorocentrum exibiu a maior riqueza, totalizando 13 espécies.
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INTRODUGAO

O estudo da osteologia de girinos tem sido bastante utilizado para verificar problemas na sistematica de
individuos anuros (MABEE, 1993). A descricdo do condrocranio e dos processos de ossificagdo e
desenvolvimento das cartilagens de girinos € uma importante ferramenta para caracterizar melhor a espécie e
auxiliar em estudos comparativos com outros taxons de anuros (MAGLIA et al., 1998).

Os anuros (Classe: Amphibia) tem papéis ecoldgicos importantes nas cadeias tréficas, representando
consumidores generalistas e sendo importantes para o controle de popula¢des de artrépodes e outros organismos
(LIMA, 2014; GIARETTA, 1993; GIARETTA, 1998). Ao acompanhar o desenvolvimento das espécies buscamos
caracteristicas que tragam maiores explicagdes sobre seu comportamento, ecologia e histéria natural
(CARVALHO-E-SILVA, 1994). Assim, se torna fundamental para estudos de conservagao e ecologia entender
melhor o seu desenvolvimento larval acompanhando os diferentes estagios de crescimento e a formacgao
osteoldgica dos individuos (SILVA, 2013).

O género Megaelosia Miranda-Ribeiro, 1923, é atualmente composto por sete espécies endémicas da
Serra do Mar e da Serra da Mantiqueira, no sudeste brasileiro (FROST, 2019): M. apuana (Pombal, Prado &
Canedo, 2003), M. bocainensis (Giaretta, Bokermann & Haddad, 1993), M. boticariana (Giaretta & Aguiar, 1998),
M. goeldii (Baumann, 1912), M. jordanensis (Heyer, 1983), M. lutzae (Izecksohn & Gouvéa), 1987 e M. massarti
(De Witte, 1930). Individuos de M. goeldii sao endémicos da regido sudeste (FROST, 2019) e sdo encontrados
em ambientes protegidos de riachos, escondendo-se em locais com maiores profundidades durante o dia e em
locais rasos durante a noite (NUIN, 2003; SILVA et al, 2018). Grande parte dos girinos de M. goeldii sao
capturados no estagio 25 e apresentam uma ampla variagdo de tamanho e cor, com um sistema de linha lateral
bastante evidente em cor bege e tons de dourado na cauda em estagios de desenvolvimento mais avangados
(POMBAL, 2003; SILVA et al, 2018). A grande variagéo observada pode sugerir que esta espécie permanega por

mais de um ano na fase larval, tendo grande parte do seu periodo larval no estagio 25 (SILVA et al, 2018).
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OBJETIVOS

O presente estudo busca descrever e comparar o desenvolvimento da morfologia osteoldgica dos girinos
de M. goeldii proveniente do municipio de Teresopolis, estado do Rio de Janeiro, Brasil. Comparar em diferentes
estagios de desenvolvimento, segundo tabela de Gosner (1960), a sequéncia de formagéo e calcificagdo dos
elementos 6sseos e buscar possiveis diferengas temporais no desenvolvimento osteoldgico. Determinar o periodo
de tempo e os locais de ossificacdo individualmente e relacionar o crescimento acentuado da larva com possiveis

alteracdes osteoldgicas.

METODOLOGIA

Para a realizacao do estudo foi necessaria uma triagem minuciosa dos individuos de M. goeldii tombados
na Colecdo de Anfibios da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), depositada no
Laboratério de Biossistematica de Anfibios (LABAN). Para a anadlise osteolégica e acompanhamento do
desenvolvimento é fundamental a presenca de individuos em diferentes estagios de formacéo - 25 ao 45. Com a
triagem houve a constatacdo de um gap entre os estagios 27 e 35, o que demandou coletas e buscas em campo
para o preenchimento desta lacuna.

As coletas foram realizadas no Parque Nacional da Serra dos Orgaos, na da sede de Teresépolis, RJ.
Pontos ja conhecidos foram selecionados e registrados com GPS. Aferiu-se a temperatura, pH e Oxigénio
dissolvido da agua utilizando uma sonda multiparamétrica. Para a verificacdo da profundidade, uma trema de
medicgao foi utilizada e os dados de pluviosidade e temperatura média apanhados nas estacées meteorologicas
do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET) situadas no interior do Parque. As coletas ocorreram em corregos
e riachos com auxilio de pugas, peneiras e armadilha tipo covo baseado em Ribeiro (2003) e apds a captura os
individuos foram anestesiados em lidocaina 5% fixados e preservados com formalina a 5%. Em laboratério, os
individuos foram triados e medidos utilizando um paquimetro (precisdo 0,01mm), com metodologia e
nomenclatura adaptadas de Altig & McDiarmid (1999) e os estagios determinados com base na tabela de Gosner
(1960).

Para a visualizagdo das estruturas 6sseas e cartilaginosas a técnica de diafanizagado foi adotada tendo
como base majoritariamente a técnica de Taylor & Van Dike (1985), precisando de modificagdes nas
concentragdes das solucdes e no tempo de permanéncia dos individuos em cada uma das etapas, devido ao
tamanho e variagcéo corporal da espécie.

Apos a dissecgao os individuos triados foram expostos a luz incandescente por 20 ~ 40 minutos e, em
seguida, submergidos em alcool absoluto por um periodo de 48h. Para individuos menores seguiu-se um
gradiente de concentragcdo com de 50%, 75% e 100% alcool absoluto. Transferiu-se, entdo, para uma solugéo de
200mL contendo 30% acido acético, 70% alcool absoluto e pequenas quantidades de alcian blue, variando entre
0,2g e 0,5g por litro, permanecendo por 8h ~ 48h. A quantidade de corante e o tempo depende do tamanho do

individuo. Apds, os individuos foram lavados em tetraborato de sédio (bérax) supersaturada por 3 vezes, com
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intervalos de 12h ~ 24h entre as lavagens.

Para a digestdo das proteinas e tecidos moles, os individuos foram emergidos por 5 ~ 15 dias em uma
solugao de 200mL contendo 30% bdrax, 70% agua destilada e uma colher de cha de pancreatina, trocando uma
vez ao dia. Apés, foram mergulhados em uma solu¢gdo com KOH a 0,5~1,0g/L e uma pequena quantidade do
corante alizarin red por 5h ~ 48h. A quantidade de corante vermelho pode variar entre 0,2g e 0,5g por litro. Apds,
foram lavados em solugdo de KOH a 0,5~1,0g/L com intervalos de 12h até que o individuo n&o libere mais o
corante. Para conservagado do material, os individuos foram submetidos a um gradiente de glicerina e KOH a
50g/L, contendo 50%, 75% e, finalmente, 100% glicerina. As fotografias foram realizadas com auxilio do

microscoépio estereoscopico acoplado a uma camara clara.

RESULTADOS

Os individuos de M. goeldii apresentam o condrocranio alongado, com a cartilagem de Meckel curvada
em forma de “W” posicionada de forma transversal ao corpo (Figura 1). Ja a cartilagem infrarostral apresenta
formato poligonal em vista dorsal e formato em “V” na vista ventral. O pars reuniens tem formato quadrado e é

reduzido com o processus urobranchialis pouco visivel no estagio 25 (a).

Figura 1 — Condrocranio de M. goeldii diafanizado - UNIRIO 987 (4); estagio 25 (a); CT 80,69; escala 10mm. Legenda:
(A) Vista dorsal, (B) Vista ventral, ca capsula auditiva, cad processo suprarostral, ci cartilagem infrarostral, cm cartilagem de
Meckel, cqa comissura quadratocranialis, ct cornua trabeculae, fov foramen opticum, Icp larval crista parética, pa pars alaris,
pas processus ascendens, pc pars corporis, pm processus muscular, pq palatoquadrado, pge processus quadratoethmoidalis,

pra processus retroarticularis.

A cartilagem infrarostral segue uma linha paralela e um formato retangular, formando uma estrutura em
formato de “V”. O processus ascendens se apresenta achatado na vista dorsal e liga o palatoquadrado a caixa
craniana. O palatoquadrado tem forma achatada e curvada, com espessura larga no centro e conectando-se a
comissura quadratocranialis. Ornamentagbes em formato triangular, projetadas posterior-ventralmente. O
processo muscular € curvado. O conjunto de pars alaris e pars corporis formam a cartilagem suprarostral que
possui formato achatado e quadrado. Projecdes triangulares sao observadas conectadas ao processus posterior
dorsalis e a cartilagem de Meckel.

139



Universidade Federal do

4
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro \.fe|?,']9'a a0

Os individuos apresentam ossificagdo precoce ja no estagio 25 (c) com inicio da formagao dos ossos
frontoparietais e também dos exoccipital na base do cranio. O parasfenoide parece estar em inicio de formagéao

com pequenas formas esféricas. O processo transversal parece estar conectado a formagdes exordiais da tibia.

CONCLUSOES

Ao analisar de forma preliminar a morfologia osteoldgica dos individuos de M. goeldii, foram observadas
diferengas de acordo com a literatura na formacgdo das estruturas ésseas, iniciando a ossificacdo de forma
precoce ainda no estagio 25. Tal fato pode estar relacionado e corroborar para o crescimento acentuado da larva,
gue passa grandes periodos nos estagios iniciais até chegar a fase adulta. Sendo assim, analises mais apuradas

serao realizadas comparando todos os individuos.
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CULTIVO IN VITRO DE SERPOCAULON TRISERIALE (SW.) A.R.SM.
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Palavras- chave: pteridéfitas, desenvolvimento, plantas ornamentais, concentragdes do meio de cultura.

INTRODUGAO

A cultura de tecidos, ou propagagéo in vitro, constitui um método auxiliar na produgao eficiente de mudas
com alta qualidade fitossanitaria e genética. Esta técnica vem sendo utilizada com sucesso para a obtencao de
mudas sadias em grande numero de espécies economicamente importantes ou com dificuldade de propagagao
(PAIVA, 1998). Muitos estudos tém sido conduzidos para otimizar condi¢des in vitro em pteriddfitas, para entender
a biologia das espécies (FERNANDEZ ET AL., 1999). Varias dificuldades impostas pela especificidade do ciclo
de vida das pteriddfitas interferem no estabelecimento do protocolo de cultivo in vitro (MORINI 2000). Segundo
STOKES (1984), a propagacéo in vitro de espécies de pteriddfitas pode exigir periodos de tempo prolongados,
que as vezes podem se estender por varios anos. MORAN (2008) estimou que pertengcam a este grupo
aproximadamente 12.240 espécies, distribuidas mundialmente, com a maior diversidade concentrada nas regides
tropicais montanhosas. O género Serpocaulon engloba aproximadamente 40 espécies com distribuigdo
Pantropical. A América do Sul é o centro primario de diversidade do género, com 26 espécies (SMITH ET AL.,
2006). Serpocaulon triseriale (Sw.) A.R.Sm. é a espécie mais amplamente distribuida do género, ocorrendo em
uma ampla variedade de ambientes por todo o Neotréopico (LABIAK & PRADO, 2008). Constituem plantas
terrestres ou rupicolas, com rizoma longo reptante, escamas ovadas, castanhas. Apresenta um elevado potencial
econdmico, especialmente em termos ornamentais e medicinais. De acordo com MURILLO (1983) o rizoma pode
ser utilizado no combate contra parasitas, enquanto que a planta toda é usada para produgéo de xaropes para
tosse (BARROS & ANDRADE, 1997, SANTOS & SYLVESTRE, 2006), cura de feridas graves, prevengao contra
ictericia. Nesta espécie foram observados niveis consideraveis de proantocianidinas, que sao adogantes, que
além de ter o efeito mencionado, também tém atividade anti-inflamatéria e analgésica (KINGHORN & SOEJARTO,
2002).

OBJETIVO
Avaliar os efeitos de diferentes concentragbes do meio de cultura no desenvolvimento de esporos in vitro

de S. triseriale.
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METODOLOGIA

Area de coleta - Folhas férteis foram coletadas, com autorizagéo de coleta 07/2007 11/000808/2007, na
restinga de Grumari, localizada no Parque Natural Municipal de Grumari, a 23°03’S e 43°31°0, area sob tutela da
Secretaria Municipal de Meio Ambiente, criada pelo Decreto N°. 20149 de 02 de julho de 2001 (Prefeitura do
Municipio do Estado do Rio de Janeiro); com depdsito de exsicata no HUNI (Herbario de Universidade Federal
do Rio de Janeiro HUNI — 5036).

Estabelecimento da Cultura in vitro:

Foram utilizados esporos (cerca de 3,5 g) para iniciagdo da cultura. Estes foram desinfestados com agua
mais detergente, a seguir lavados varias vezes em agua destilada e desinfestados por imersdo em etanol 70%,
lavados em agua estéril seguindo-se de imersao em NaClO 2% e lavagens em agua estéril . O meio de cultura
utilizado foi o MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) em trés concentragbes de sais (25% ;50; e 100%),
suplementado com 3% de sacarose; 4,1 uM de acido nicotinico; 0,6 mM de mio-inositol; 2,4 uM de piridoxina-
HCI; 1,5 uyM de tiamina-HCI e solidificado com 7% de agar. O pH foi ajustado para 5,8 e os meios foram
esterilizados em autoclave a 120°C e 1,1 Kgf/cm2, durante 15 minutos. As culturas foram mantidas a 25 + 1 °C,
iluminadas com lampadas LED (10W) e fluorescente (Sylvania, Phillips/luz do dia) com intensidade de 23,0
pmoles.m-2.s-1, e 16 horas de fotoperiodo.. Apds a desinfestacdo, foram realizadas introdugdes dos esporos em
meio com diferentes concentragdes do meio de cultura MS (MS, MS/2 e MS/4) respectivamente a 100%, 50% e

25% de concentragbes de sais , totalizando 210 tubos (70 para cada diluigao do MS).

RESULTADOS

Ao final de 30 dias de incubagdo, ndo ocorreu germinagao dos esporos da Serpocaulon triseriale in vitro.
Apods 3-4 meses de cultura observou-se o desenvolvimento do protalo em meio MS/2 (MS com concentragao
50%) porém em baixissima frequéncia (Fig.1a). Apés 4-6 meses observou-se o desenvolvimento do protalo (Fig.
1b). Visto que as taxas de contaminagbes foram muito elevadas, colocou-se os esporos para germinar ex vitro
(humus + vermiculita), e apés 30 dias observou-se o inicio do processo de germinagéo (Fig.1c). O inicio do
desenvolvimento do espordfito foi observado apds 4-6 meses do inicio da germinagéo ex vitro (Fig.1d), a Fig.1e

apresenta este desenvolvimento apds 6 meses..
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Figura 1. Aspecto da S. triseriale. a)germinagéo in vitro com 3-4 meses de cultura ; b) desenvolvimento in vitro com
4-6 meses de cultura ; c) inicio da germinagéao ex vitro ,d) desenvolvimento ex vitro apés 4-6 meses de cultivo ;

e)desenvolvimento ex vitro apds 6 meses de cultivo e f) fases de desenvolvimento da planta em 12 meses.

Segundo PARAJULI & JOSHI(2014), os espordfitos da Cyathea spinulosa foram observados apds 24
semanas de inoculagdo de esporos. Esse longo tempo de desenvolvimento ja era relatado por STOKES (1984).
Entre as diluicdes de MS utilizadas, a mais propicia foi MS/2, onde observou-se maior frequéncia de germinagao,
embora muito baixa (cerca de 3%). A Fig. 1f apresenta o crescimento/desenvolvimento da planta Serpocaulon
triseriale em cerca de 12 meses, sendo que esta ainda se mantém em estado juvenil (sem desenvolvimento de
esporangios).

CONCLUSOES

A Serpocaulon triseriale apresentou um crescimento lento in vitro e o desenvolvimento ex vitro foi muito
mais eficiente. Uma vez que em condi¢des ex vitro o substrato (himus+ vermiculita) encontrava-se bem umido,
a disponibilidade de agua no cultivo in vitro pode ter sido um fator limitante, assim o que se prop&e ¢ a utilizagéo
de meio de cultura MS/2 liquido (a concentragdao mais propicia) ou com menor concentragdo de agar. Os
resultados parciais indicam que mesmo com baixa frequéncia de germinagéo foi obtido o desenvolvimento do

esporo em protalo in vitro em MS/2, (que estdo sendo mantidas em cultura).
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Palavras-chave: avaliagdo ambiental, biodiversidade, costées rochosos

INTRODUGAO

A Baia de Guanabara (BG) é a segunda maior baia do litoral brasileiro, possuindo cerca de 384 km, e
encontra-se no estado de Rio de Janeiro. De acordo com Fistarol et al (2015), sua bacia abrange 16 municipios
da regido metropolitana fluminense, representando 72% da populacao do estado, esta bacia de drenagem leva
rejeitos domésticos e industriais, e estes vao parar em suas aguas. O nivel de poluicdo ndo € homogéneo ao
longo de toda a BG, sendo mais elevado proximo as regides de desembocadura dos rios de sua bacia hidrografica
que, por sua vez, estio localizados do meio para o fundo da BG. Menores niveis de poluicdo estdo associados a
recepgao de agua marinha onde o estreitamento do canal, gera uma intensificagdo da corrente de agua na entrada
da baia. Ja na parte interna onde ha menor circulacdo de agua, a poluicao é agravada pois a renovacgao das
aguas € menor. A maior riqueza de espécies de macroalgas encontra-se nas areas onde a renovagao das aguas
€ maior, ou seja, proxima a entrada da baia, onde a qualidade da agua se encontra dentro dos padrdées minimos
(Fistarol et al., 2015). As macroalgas estéo sujeitas a diversos fatores ambientais como temperatura, salinidade
e nutrientes e suas eventuais variagbes (Loban & Harison 2009), que sao intensificadas pela agao antropica
(Caldeira et al., 2017). Na década de 70, foram realizadas amostragens estudando as macroalgas da BG
(Yoneshigue, 1970, 1971, 1972a, 1972b). Areas portuarias sdo especialmente vulneraveis & invasées biolégicas
(Davidson et al 2018, Lopes Filho et al 2017). Estudos qualitativos de médio e longo prazo que registrem quais
variagdes as assembleias de macroalgas sofrem com a passagem do tempo ajudardo a compreender as
mudangas nas comunidades marinhas bentdnicas e a avaliar a qualidade de agua desta importante baia costeira

brasileira.

OBJETIVOS

Identificar as macroalgas coletadas em comunidades marinhas de trés localidades (llha dos lobos —
Paqueta, Praia de Boa Viagem em Niteréi e Praia Vermelha — Urca) ao longo do Ano 6 do projeto de longa
duragdo da Baia de Guanabara — PELD (Agosto de 2015 a Julho de 2016) e manter atualizada a lista de

ocorréncia das macroalgas de forma a colaborar com o monitoramento da cobertura das espécies fitobenténicas
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por meio fotografico, o que facilitara o entendimento da dindmica das macroalgas nesta baia e a detecgao de

disturbios, antropogénicos ou nao.

METODOLOGIA

As coletas foram realizadas em trés pontos especificos da Baia de Guanabara, sendo eles: a llha de
Paqueta, o costédo rochoso da Praia de Boa Viagem em Niter6i e a Praia Vermelha na Urca. As algas foram
retiradas com auxilio de uma espatula acondicionadas em saco plastico, fixadas em solugéo de formalina a 4%,
triadas e identificadas segundo bibliografia da area. A atualizacdo nomenclatural dos taxons seguiu Guiry & Guiry
(2019) e Wynne (2017). As identificagées que foram relatadas aqui séo referentes as algas coletadas no Ano 6
(08/2015—-07/2016). Os resultados dessas identificagdes foram comparados com os dados obtidos nas pesquisas

feitas por Yoneshigue-Braga no inicio dos anos 1970.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 79 taxons nas trés localidades ao longo das quatro estagdes ano, sendo 29 taxons
dos filos Chlorophyta, 47 do filo Rhodophyta, e 3 do filo Ochrophyta (Figura 1). A comparagao da listagem de
espeécies atual com aquela registrada na década de 1970 por Yoneshigue-Braga, nota-se um aumento de algas
verdes de 27 para 29 tdxons, com 14 em comum e um decréscimo de algas vermelhas de 65 para 47 taxons com
apenas 19 em comum e acentuado decréscimo de algas pardas de 14 taxons para apenas 3, com 2 em comum.

As algas pardas (Ochrophyta) sdo consideradas boas bioindicadoras, uma vez que sua auséncia ou
presenga numa regiao pode nos informar sobre a qualidade da agua (Pinedo et al., 2007). Historicamente foram
registradas para a Baia de Guanabara 37 taxons de algas pardas, com ocorréncia de algas com talo complexo,
mesmo em Paqueta. Na década de 1970 Yoneshigue-Braga (1970b), registrou 14 taxons. Logo, este decréscimo
para apenas trés taxons do filo Ochrophyta, corrobora com a literatura (ex. Pinedo et al. 2007), que indica ser
consequéncia da baixa qualidade da agua da Baia de Guanabara.

As algas vermelhas sdo comumente o maior numero de macroalgas marinhas (Wynne, 2017). Na década
de 1970 (Yoneshigue-Braga 1972a,b), as familias Rhodomelaceae e Corallinaceae eram as mais representativas
para as trés localidades (18 e 11% de representatividade, respectivamente), na atualidade as familias
Ceramiaceae (cerca de 20%), Rhodomelaceae e Corallinaceae (ambas com cerca de 10%), s&o as familias mais
representativas. Estas mesmas familias tem sido registradas como as mais representativas em trabalhos que
avaliam floras por longos periodos (Husa et al., 2014; Titlyanov et al., 2015).

Dentre as algas verdes, as algas das familias Ulvaceae e Cladophoraceae que juntas perfazem mais de
70% das espécies de Chlorophyta s&o relatadas como apresentando maior tolerdncia as aguas com baixa
qualidade presente na Baia de Guanabara (Texeira et al., 1987). Na década de 1970, nas mesmas trés praias
estas duas familias perfaziam cerca de 45% dos registros. A Figura 1 apresenta as diferengas entre o estudo

atual com o estudo de Yoneshigue-Braga realizado na década de 1970 (Yoneshigue-Braga 1970a, b, 1971,
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1972a, 1972b).
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Figura 1. Comparagao da riqueza de macroalgas por filo registradas nos trabalhos da década de 70 com o presente

trabalho.

E importante ressaltar que enquanto o estudo atual dividiu as coletas por estacdes do ano, o estudo de
Yoneshigue-Braga baseou-se em coletas esporadicas. Esses dados corroboram a literatura (Taouil &
Yoneshigue-Valentin 2002), relatando que a flora sofreu grandes altera¢des (desaparecimento de 30 taxons de
algas, sendo 10 do grupo de algas pardas), apesar de haver tdxons encontrados tanto no estudo atual quanto no
estudo da década de 1970. A partir desses dados, podemos reiterar que as algas verdes e vermelhas se mostram
mais tolerantes a atual qualidade de agua da Baia de Guanabara, e que as algas pardas sao as que mais sofrem

devido a sua maior sensibilidade a poluigao quando comparadas aos outros dois filos (Pinedo et al., 2007).

CONCLUSOES

O projeto realizado nos mostra a importancia de estudos de longo prazo na Baia de Guanabara, pois de
acordo com os resultados, a ficoflora marinha encontra-se sob estresse que leva a diminuigdo da riqueza,
especialmente de algas pardas, e aumento do nimero de taxons reconhecidos na literatura como mais resistentes
a poluicdo como se observa dentre as algas do filo Chlorophyta. O presente monitoramento e a atualizagdo da
listagem de macroalgas, forma um banco de dados que fornece informagdes Uteis para estudos sobre os impactos

na Baia de Guanabara.
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INTRODUGAO

Atualmente ndo é possivel negligenciar a influéncia de a presséo antropica atuar na determinagéo da
composicao das espécies de peixes recifais. Em Arraial do Cabo, o transporte aquaviario para passeios turisticos
esta entre as dez atividades econémicas mais frequentes, o que gera um aumento na presenca de ruidos de
fundo e impactos negativos no ambiente marinho (CEPERJ, 2011). Isso pode implicar na interrup¢gao do
comportamento de algumas espécies de peixes, além de afetar seus nichos ecoldgicos (TITUS et al., 2015). Além
dos impactos associados a emissao de ruidos, a agdo de ancoragem pode impactar os organismos bentonicos
com o impacto mecanico e a suspensao de sedimentos, que podem comprometer as interagdes troficas que estes

organismos bentdnicos tém com os peixes recifais (FLYNN, 2015).

OBJETIVO
O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do turismo nautico (circulagédo e presenca de barcos e
banhistas), comparando a riqueza, abundancia, diversidade de peixes recifais e a composigcado de substrato em

uma area com muita influéncia humana (AMIH) e uma area com pouca influéncia humana (APIH).

METODOLOGIA

Os dados foram coletados em Janeiro, Margo, Abril e Maio. A analise quantitativa e qualitativa da
assembleia de peixes foi por censo visual em 3 transectos de 20 metros, totalizando 12 transectos por cada area.
A composigao de substrato foi analisada por captacéo de video a cada 5 metros da transecgao e posteriormente
processada no software CPCe. Para area analisada foram calculados os valores de riqueza, abundancia total de
individuos, diversidade (indice de Shannon-Wiener, indice de Simpson, dominancia e equitabilidade de Pielou)

do substrato e da assembleia de peixes. Além disso, os peixes foram categorizados pelos habitos alimentares.
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As areas foram comparadas em relagdo aos valores médios (Teste T) e a variancias (Teste F) de cada um dos
parémetros de ecologia de comunidades analisados, essas analises estatisticas foram realizadas no software
PAST Statistics.

RESULTADOS

Os resultados foram contrarios a hipétese de que em areas com muita influéncia do turismo nautico
pudesse diminuir a riqueza, e consequentemente a diversidade de peixes recifais. A riqueza e a abundancia foram
maiores na AMIH, porém nao houve diferenca significativa nos indices de diversidade avaliados.

Uma das alteragdes observadas quando comparadas as duas areas, esta relacionada a composi¢ao do
substrato, principalmente em relagdo ao percentual de cobertura e zoantideos. Por ser um animal sensivel, os
zoantideos podem ser impactados a partir de agdes minimas como toques, pisoteamentos e suspensado de
sedimento, com essas agdes podem promover doencgas ou até mortes desses organismos (RABELO et al., 2007).
Com os dados foi possivel observar que na area APIH possui um percentual de cobertura do substrato por
zoantideos superior (69%) ao encontrado na AMIH (20%), resultado este inverso a cobertura por algas que foi
superior na area AMIH (54%). As algas tém forte potencial competitivo, a ponto de inibirem o crescimento desses
cnidarios sésseis, além de terem facilidade de se recuperarem rapido de danos causados (RABELO et al., 2007).
Por conseguinte, estas diferengas observadas no substrato podem alterar profundamente a assembleia de peixes
recifais, por duas razdes. Inicialmente, a diminuicdo no percentual de zoantideos, diminui os efeitos alelopaticos
associados a estes organismos. Ademias, a abertura de espago no substrato possibilita que outros organismos
possam habitar estas areas, como as algas, e desta forma possam atrair mais herbivoros para este local.

Além das alteragbes no substrato, a presengca humana pode afetar a presenga de algumas espécies de
peixes, como o Pomacentrideo Stegastes fuscus (SCHUABB et al., 2017). O hervivoro Stegastes fuscus tem um
comportamento territorialista ativo podendo impactar a presencga de algumas espécies de peixes na comunidade,
como o Acanthurus bahianus, Acanthurus chirurgus e Chaeatodon striatus. O herbivoro Stegastes fuscus
apresentou uma abundancia menor na AMIH, e consequentemente os outros peixes herbivoros Acanthurus
bahianus e, Acanthurus chirurgus apresentaram abudancias maiores na mesma area (LUPINACCI et al., 2019).

Desta forma, os aparentes efeitos que a agédo antrépica relacionada ao turismo nautico, na forma e
intensidade que séo praticados, funcionariam como um disturbio intermediario. Os resultados possibilitaram a
observagao de uma diferenga na organizagéo da estrutura das comunidades, tanto em relagdo a composicao da
assembleia de peixes recifais, quanto em relagdo a sua estruturagdo. Ademais, aspectos funcionais desta
assembleia podem ser alterados, uma vez que puderam ser observadas modificacdes nas porcentagens das
categorias tréficas, onde observou-se a presenga de mais de 72% espécies de peixes invertivoros, grande
abundancia de peixes herbivoros e poucos peixes carnivoros na AMIH em comparacgéo a APIH. Os resultados do
presente estudo suportam a hipétese postulada por outros estudos, que mostram a sequéncia de eventos atuando

no colapso de ecossistemas, onde se observa o aumento massivo no percentual de organismos herbivoros ao
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longo deste processo, podendo se estender os niveis tréficos mais elevados (DOBSON et al., 2006).

CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que os impactos antrépicos do turismo nautico em areas costeiras com
costoes rochosos podem, sob certos aspectos, favorecer o aumento na riqueza e abundancia dos peixes recifais.
As alteragdes na estrutura destas assembleias resultaram principalmente da agao do pisoteio dos banhistas no
substrato e seus efeitos sob a sua cobertura, além da baixa tolerancia a presenga humana observada por algumas

espécies.
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INTRODUGAO

As espécies que vivem no plancton de aguas continentais estdo submetidas, simultaneamente, a
competi¢ao por recursos limitados e pressao de predacao que sao variaveis no tempo e no espacgo (Jeppesen et
al., 2011). A diversidade funcional € uma medida da biodiversidade com base nas caracteristicas funcionais das
espécies presentes numa comunidade (Barnett ef al., 2007), que s&o aquelas que definem espécies em termos
de suas fungbes ecoldgicas - como elas interagem com o ambiente e com outras espécies (Rizo et al., 2017). O
termo “tragos funcionais” é o termo mais usual, tratando-se de caracteristicas que influenciam a aptiddo de um
organismo e podem ser selecionadas por meio de testes bioquimicos, entre caracteristicas fisioldgicas,

morfologicas, mecanismos de desenvolvimento, ou de comportamento (Litchman et al., 2013).

Entre os fatores ambientais que atuam sobre as assembleias de claddceros destaca-se o regime de
precipitagdo, que em regides tropicais tem periodos geralmente bem delimitados. Desta maneira, no periodo das
chuvas correm profundas alteragdes no corpo d’agua (alteragdo na turbidez, regime de gases, disponibilidade e
diversidade de alimento), que afetam diretamente a comunidade zooplanctdnica e, em especial, 0 grupo dos
cladéceros, Por conta disso, tem-se ressaltado ainda o valor do zooplancton como indicador de condigbes

ecolégicas (Jeppesen et al., 2011) que alteram dependente da sazonalidade.

OBJETIVOS

De acordo com o que foi supracitado, o presente trabalho objetivou organizar as espécies fitoplancténicas
encontradas nos reservatérios estudados em grupos morfo-funcionais; organizar as espécies de cladéceros
encontradas nos reservatérios em grupos funcionais; conhecer a influéncia da sazonalidade sobre a variagédo de
densidade e/ou biomassa dos grupos funcionais do fitoplancton e de cladéceros e verificar as relagbes existentes

entre estes dois componentes do plancton.
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METODOLOGIA

Inicialmente foram realizadas a mineragao e organizagdo de dados biolégicos (claddceros e fitoplancton)
e meteoroldgicos (chuva e seca), provenientes de um acervo de 3 anos de estudo (de maior de 2011 a abril de
2014). Esse acervo contém dados numéricos das comunidades do fitoplancton e do zooplancton de cinco
reservatérios da regido Sudeste do Brasil (Ribeirdo das Lajes, Ilha dos Pombos, Ponte Coberta, Santa Branca,
Santana, Vigario), que foram usados para a realizagdo de agrupamentos funcionais do zooplancton e do
fitoplancton.

As assembleias fitoplanctonicas identificadas nos reservatorios estudados foram agrupadas em 7 grupos
morfo-funcionais ja conhecidos e propostos por Kruk et. al., (2010). Para a realizagao da analise de diversidade
funcional de claddceros, ainda incipiente na literatura, foi utilizado o trabalho do Barnett et al. (2007) como
referéncia, a fim de estabelecer os atributos funcionais. Inicialmente, foram utilizados habitat, tipo de filtragao, tipo
de alimento, amplitude de tamanho do alimento, taxa de filtragcao, escape a predadores, amplitude de tamanho e
tamanho médio dos taxons e, por fim, comprimento e largura dos organismos coletados nos reservatorios. Ao
longo do trabalho foi observado caréncia de informagdes bibliograficas, por este motivo alguns atributos foram
excluidos da analise, e entao, mantendo apenas habitat, tipo de filtragdo, comprimento e largura dos organismos
coletados. Os dados de claddceros foram ent&o tratados em ambiente R, onde foi realizada a andlise de Cluster,
por Distancias Completas de Gowr, tal analise possibilita utilizar tracos quantitativos e qualitativos na mesma
base. Para definir a relevancia do niumero de grupos foi utilizado o pacote k-means. Para validar os grupos
funcionais, de modo a identificar quais tragos possuem maior influéncia nas diferengas entre os grupos funcionais
foi usada a extensao CART.

Ainda no ambiente R, a fim de conhecer a influéncia da sazonalidade sobre a variacdo de densidade dos
grupos funcionais do fitoplancton, de claddceros e sobre as relagdes existentes entre estes dois componentes do
plancton, foram realizados graficos e analises, como Correlagao de Spearman e Analise de Redundancia (RDA).

Para a realizagdo da RDA, foi usada uma férmula (Y=(X- X)/o) para estandardizar os dados.

RESULTADOS

No agrupamento funcional fitoplancténico, 83 taxons estudados nos reservatérios foram agrupados em 7
grupos morfo-funcionais de acordo com Kruk et. al., (2010). As caracteristicas morfologicas que determinaram a
separagao dos grupos foram organismos pequenos e altos, como, por exemplo, Nephrochlamys e Chlorella (grupo
1); pequenos flagelados silicosos, como, membros do grupo Crysophyceae (grupo 2); grandes filamentos altos,
representados, por exemplo, por Dolychospermum (grupo 3); de tamanho médio e sem especializagdes, como,
Cosmarium (grupo 4); flagelados de tamanho médio a grande, como, Cryptomonas (grupo 5); ndo flagelados e
com esqueletos silicosos, por exemplo, Closterium e bacilarioficeas (grupo 6) e com grande mucilagem,
representadas por organismos como Cyanogranis (grupo 7).

A partir da assembleia de cladéceros dos reservatorios estudados, foi possivel agrupar 21 espécies de
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cladoceros em 5 grupos funcionais, com 95,2% de aceitabilidade dos dados. O grupo 1 foi caracterizado por
organismos menores com habitat litordaneo e pelagico, com filtracdo tipo C; o grupo 2 foi constituido por
organismos de tamanho intermediario a grande, com habitat litordneo e pelagico, com filtragcédo tipo S, com
excecgao de llyocryptus spinifer e Moina minuta que nao possuem filtracado definida; o grupo 3 foi formado pelos
organismos maiores e sem filtracdo definida, e sdo predominantemente litoraneos, com excec¢éo de Disparalona
daday que é menor e também possui habitat associado a vegetacao; o grupo 4 foi formado por taxons com o
maior tamanho como os do género Daphnia, que possuem maior comprimento, além disso, esses organismos
séo de habitat litoraneo e limnético, com filtragdo do tipo D; por ultimo, o grupo 5 foi constituido por organismos
menores e de habitat litoraneo e limnético, com filtragdo do tipo B, com excec¢ao de Bosminopsis deitersi. Portanto,
foi possivel verificar que os grupos 1, 2 e 3 foram formados por organismos predominantemente micréfagos,
esses revelando o importante papel do zooplancton em transmitir a energia de detritos e produtores primarios
para elos superiores na cadeia alimentar. Esses sdo componentes importantes no controle de pequenas algas e
de picocianobactérias, que sado abundantes em alguns dos reservatorios estudados (Recknagel et al., 2014). Ja
nos grupos 4 e 5 predominam organismos com filtragao livre, ou seja, ingerem particulas maiores e contém uma
natacdo mais rapida. Normalmente, esses organismos possuem a taxa de filtracdo relacionada com tamanhos
corporais maiores, e geralmente sdo dominantes em ambientes pelagicos, pois apresentam maior capacidade
competitiva por possuirem melhor predacao de resposta de fuga de peixes planctivoros e predacao de espécies
menores em zooplancton (Dodson, 1974). Ainda na andlise de diversidade funcional dos cladéceros, a utilizagao
do CART mostrou que o trago relevante para a separagao dos grupos foi o tamanho.

Os grupos funcionais das comunidades planctdnicas estiveram presentes em todos os reservatorios,
exceto o grupo 3 dos claddceros que esteve presente apenas nos reservatorios de Ribeirdo das Lajes, Santana
e Santa Branca. Ja os grupos funcionais do fitoplancton estiveram presentes em todos os reservatorios de
maneira similar. Avaliando-se a variagdo sazonal na média da abundancia de cada grupo funcional dos claddceros
e do fitoplancton por reservatério, nos periodos de chuva e seca, foi possivel observar que a maior parte dos
grupos nao apresentou variagao sazonal. Estas foram observadas apenas nos grupos 1 e 2 de claddceros.
Entretanto, foram observados valores altos de desvio-padréo, indicando uma alta variabilidade nas médias das
abundancias dos grupos funcionais em uma mesma época entre os diferentes anos. Pode-se também notar que
o grupo funcional 1 dos cladéceros, constituido por espécies do género Alona, associado a plantas aquaticas
tendeu a apresentar menor variagéo, exceto no Reservatorio de Ribeirdo das Lajes. Entre os grupos funcionais
do fitoplancton, valores de desvio-padrao maiores do que a média também foram observados para a maior parte
dos grupos.

Na analise de correlacdo de Spearman foi possivel notar uma baixa relagéo entre os grupos funcionais
de claddceros e a maior parte dos grupos funcionais fitoplancténicos. Houve apenas correlagdo positiva e
significativa (p<0,05) da maior parte dos grupos funcionais de cladéceros com o grupo morfo-funcional 6 do

fitoplancton, constituido por principalmente por bacilarioficeas, que apresenta algumas espécies com reconhecido
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alto valor nutritivo para cladéceros (Carotenuto & Lampert, 2004). O grupo funcional 4 de cladéceros foi 0 que
apresentou correlagao significativa com mais de um grupo funcional do fitoplancton, além do 6, também com os
grupos 1 e 5. Este grupo funcional 4 inclui os principais claddceros filtradores da regiao pelagica dos reservatorios,
incluindo as Daphnias e Ceriodaphnias, que certamente devem atuar sobre diversos componentes do
fitoplancton.

Esses resultados provavelmente mostram que relacionar grupos funcionais de cladéceros a grupos
funcionais do fitoplancton talvez néo seja a estratégia ideal para ver a relagéo tréfica entre eles. Isso porque, por
exemplo, a maioria dos claddceros se alimenta de cloroficeas do género Chlorella, que estao agrupadas no grupo
morfo-funcional 1, no qual, devido a morfologia, ha organismos do género Glaucospira, que nao sao tao palataveis
para o zooplancton. Tal fato faz com que grupos funcionais do zooplancton néo tenham correlagdo com esse
grupo funcional do fitoplancton. Isto também foi verificado na tentativa de se fazer uma analise multivariada como
a RDA contendo os grupos funcionais zooplanctdnicos (cladéceros) e os grupos funcionais fitoplancténicos, na

qual com 97,5% de explicabilidade, estes grupos ndo se mostraram associados entre si.

CONCLUSOES

Com relagao aos objetivos propostos pelo projeto, foi possivel organizar as espécies fitoplancténicas
encontradas nos reservatoérios estudados em 7 grupos morfo-funcionais, assim como os cladéceros, que foram
organizados em 5 grupos funcionais. Apesar das diferengas existentes nos reservatorios entre as épocas de seca
e de chuva, esta nao é suficiente para alterar de modo apreciavel a biomassa dos grupos funcionais presentes.
A maior parte dos grupos esta presente em todos os reservatorios nas épocas de seca e de chuvas, mas ha uma
variagao importante na biomassa dos grupos entre uma mesma época de um ano para outro. De um modo geral,
foi observado que a associagao entre os grupos funcionais dos claddceros sé foi mais evidente para o grupo do
fitoplancton onde se incluem as diatomaceas. Com isso, sugere-se que talvez o ideal seja correlacionar os grupos
funcionais de cladéceros diretamente com as espécies de algas mais palataveis reportadas na literatura e
presentes nos reservatoérios. Por outro lado, é necessario também verificar a importancia da cadeia de detritos e
da alga microbiana como fonte de energia para os cladéceros presentes nos reservatoérios. Esta ultima tem sido
evidenciada como importante em sistemas planctonicos tropicais (Feitosa et al., 2019), podendo minorar a

importancia da herbivoria sobre o fitoplancton para a manutencdo da comunidade zooplancténica.
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INTRODUGAO

Mytilopsis leucophaeata € um bivalve originario da América do Norte, usualmente associado a ambientes
estuarinos (VERWEEN et al., 2010). Essa espécie foi amplamente introduzida em outros locais da América do
Norte, Europa e mesmo na Asia (VERWEEN et al., 2006; KENNEDY, 2011), e estudos sobre sua fauna
acompanhante ja foram feitos em varios lugares do mundo. No Brasil, 0 Unico registro valido é o encontrado por
RIZZO et al. (2014) na Lagoa Rodrigo de Freitas, Rio de Janeiro (FERNANDES et al., no prelo). Mytilopsis
leucophaeta € um animal filtrador e incrustante que vive aderido a superficie de diversos substratos duros -
naturais (e.g., rochas, pequenas pedras, conchas) ou artificiais (e.g., pneus, madeira, garrafas e outros objetos
submersos ou flutuantes) — sobre os quais se fixa por meio dos filamentos do bisso (FREITAS, 2009; KENNEDY,
2011). Tem a capacidade de formar grandes agregados populacionais em pouco tempo, com registros de até
176.800 individuos/m? (KENNEDY, 2011).

Os crustaceos da ordem Amphipoda pertencem a classe Malacostra e sao definidos como crustaceos
macroscopicos, da superordem Peracarida, dotados de trés pares de urépodes e que apesar de ndao serem
exclusivamente organismos benténicos, constituem um importante grupo do bentos. A superordem Peracarida se
caracteriza pelo desenvolvimento direto, sem a presenga do estagio larval no ciclo de vida dos individuos, e pela
presenga do marsupio onde a fémea carrega os ovos e/ou embrides (VAINOLA et al., 2007). A familia Melitidae
€ composta por 39 géneros (LOWRY & HUGHES, 2009; SENNA & SEREJO, 2012), sendo Melita o género-tipo.
Esse género possui cerca de 80 espécies em todo o mundo (KRAPP-SCHICKEL & SKET, 2015) e é representado
no Brasil por quatro espécies: Melita orgasmos, M. mangrovi, M. laguane e M. petronioi (SENNA & SEREJO,
2012). Em meio as grandes densidades de M. leucophaeata verificadas na Lagoa Rodrigo de Freitas, o anfipode
Melita mangrovi € um dos principais constituintes da macrofauna béntica associada do bivalve invasor
(RODRIGUES, 2019).
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Desta forma, este estudo esta inserido num contexto mais amplo de entender as consequéncias da

invasao biolégica do bivalve invasor na Lagoa Rodrigo de Freitas e sobre a biota nativa.

OBJETIVO
Estudar a biologia populacional de Melita mangrovi na Lagoa Rodrigo de Freitas, descrevendo a flutuagéo
populacional, crescimento somatico, longevidade, mortalidade, reprodugao, além de avaliar a influéncia do bivalve

invasor nestes descritores populacionais.

METODOLOGIA

A populagao de Melita mangrovi da Lagoa Rodrigo de Freitas (22°57°02" — 22°58°09"S e 43°11°09" —
43°13°03" W) foi estudada através de coletas mensais como fauna associada do bivalve invasor Mytilopsis
leucophaeata entre os meses de Margo de 2016 a Abril de 2017 em quatro pontos distribuidos ao longo da
margem da lagoa. Nao foram realizadas coletas nos meses de Julho e Agosto de 2016 em func¢ao das atividades
que estavam sendo realizadas no ambiente por conta das Olimpiadas de 2016, sendo assim, foram realizadas
coletas adicionais nos meses de novembro de 2016 e abril de 2017. Os agregados de Mytilopsis leucophaeata
foram coletados em cada um dos pontos de amostragem com o auxilio de um amostrador quadrado (0,04 m?),
em triplicata, através da raspagem do substrato com o uso de uma espatula. Com o auxilio de um microscépio

estereoscoépio os individuos foram sexados e tiveram seu tamanho corporal aferido.

RESULTADOS

Durante o periodo de estudo foram coletados e medidos um total de 2.682 de individuos. A densidade de
M. mangrovi variou consideravelmente ao longo dos meses com quatro picos: Margo de 2016 (716 ind/m2),
Setembro de 2016 (908 ind/m2), Outubro de 2016 (1027 ind/m2) e Dezembro de 2016 (1050 ind/m2). Os menores
valores de densidade foram observados em Janeiro de 2017 (12 ind/m2) e Fevereiro 2017 (79 ind/m2). (Figura
1). (Tabela 1).

Com o teste x? observou-se que a proporgéo de machos e fémeas diferiu significativamente nos meses
de setembro, outubro, novembro (ambas as amostragens), dezembro e janeiro, com desvio significativo em favor
das fémeas (teste do x?; p<0,05). Em especifico no més de janeiro de 2017, podemos destacar o reduzido nimero
de individuos coletados e a auséncia de machos entre os exemplares.

Os menores individuos mediram 1,9 mm (n=1) e 1,8 mm (n=1) para machos e fémeas, respectivamente.
Os maiores individuos coletados mediram 8,8 mm (n=1) (dezembro de 2016) e 8,2 mm (n=2) (novembro de 2016)
para machos e fémeas, respectivamente. Os parametros de crescimento estimados foram: Machos: L- = 12,0
mm; K=0,3; C=1,0; WP =0,8 (Rn = 0,332); Fémeas: L- = 9,8 mm; K=0,4; C = 1,0; WP =0,8 (Rn = 0,301); os
quais indicam que os machos crescem mais lentamente e atingem maiores comprimentos corporais do que as

fémeas, assim como foi visto por OBENAT et al. (2006) em um estudo com Melita palmata. Em ambos os sexos
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de M. mangrovi houve uma intensa variagdo sazonal no crescimento (C = 1,0) com a parada do crescimento no
més de setembro (WP = 0,8), no periodo do inverno (Figura 2). A mortalidade instanténea (Z = 2,90 e 3,37, para
machos e fémeas respectivamente) e a expectativa de vida (tmax = 4,4 e 4,5, para machos e fémeas

respectivamente) foram maiores para as fémeas (Tabela 2).
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Figura 1: M. mangrovi. Flutuagéo populacional entre os meses de Margo de 2016 e Abril de 2017. Durante os meses

de Julho e Agosto de 2016 ndo houve amostragem por conta da realizagdo dos Jogos Olimpicos.

Tabela 1: Melita mangrovi. Variagdo anual no numero de individuos coletados (populagdo total e
discriminados em machos, fémeas, fémeas ovigeras), na proporgdo sexual e na propor¢cdo de fémeas ovigeras.

*p<0,05; ns — nao significativo. No més de janeiro de 2017 nao foram coletados individuos machos.

Amostra Abundanci Macho Fémea Fémeas Propor¢ao Proporgao X2

gem a Total s (M) s (F) ovigeras sexual de FO
(FO) (M : F)
Marco/16 344 168 176 34 1:1,04 019 219
Abril/16 97 50 47 3 1:0,94 006 209
Maio/16 126 56 70 13 1:1,25 018 196
Junho/16 154 65 89 36 1:1,36 040 74
ﬁ%temb“’ 436 162 274 32 1:169 0.11 5?’7
g”t“bm/ 1 493 191 302 20 1:158 0,06 31"9
Novembr 154 48 106 12 1:2,20 0,11 22’8
/16 4
Novembr 114 37 77 o7 1:2.08 0.35 ‘Iil,O
/16 4
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Dezembr 504 191 313 47 1:1,63 015 295
/16 3

\7Jane|ro/1 6 0 6 1 ) 0.16 6,00
f?"ere'm’ 38 18 20 6 1:1 11 03  O1%
Marco/17 99 49 50 20 1:1,02 040  0,0m
Abril/17 117 50 67 20 1:134 029 220

As regressdes lineares realizadas entre os parametros abitticos (temperatura da agua, salinidade,
turbidez, condutividade, oxigénio dissolvido) e as densidades de M. mangrovi nao foram significativas (p>0,05),

exceto para os parametros pH (r2 = 0,58; p = 0,002) e clorofila a (r2 = 0,53; p = 0,004).

Tabela 2: Melita mangrovi. Parametros populacionais para a populagdo da Lagoa Rodrigo de Freitas.

Sexo Lmax Lo K C WP Z tmax
Machos 8,8 12,0 0,3 1,0 0,8 2,90 4.4
Fémeas 8,2 9,8 0,4 1,0 0,8 3,37 4.5

Lmax, comprimento maximo (mm); L-, comprimento assintético (mm); K, pardmetro de curvatura; C,
intensidade da variagdo sazonal no crescimento; WP, ponto de menor taxa de crescimento no ano; Z, taxa de
mortalidade; tmax, €xpectativa de vida (ano).
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Figura 2: Melita mangrovi. Distribuigdo de frequéncias de comprimento reestruturadas e curvas de crescimento para machos
(esquerda) e fémeas, direita).

O comprimento corporal da menor e da maior fémea ovigera foram de 3,2mm e 7,0mm, respectivamente.
Foi verificada uma regresséo linear simples significativa e positiva entre o nimero de ovos (NO) e o comprimento
corporal das fémeas ovigeras (CFO), expresso pela equagéo: NO = - 7,6896 + 2,494CFO (r> = 0,31; p <0,05; n =
267) (Figura 3). O numero médio de ovos por fémea foi de 4,14 (+3,30), com esse nimero variando entre 1 e 17

(sendo que somente duas dentre 267 fémeas ovigeras apresentaram esse numero maximo, com 5,9 e 6,0 mm
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de comprimento, respectivamente). Os achados sao similares com os observados por OBENAT et al. (2006) para
M. palmata, com o niumero médio de ovos de 3.80 (+ 2) e 0 nUmero maximo de ovos igual a 10, registrado em
uma fémea com comprimento de 4,56 mm. Esses autores também verificaram uma correlagdo positiva
significativa entre os tamanhos corporais de fémeas ovigeras e a quantidade de ovos. As fémeas ovigeras de M.
palmata com maior e menor comprimento corporal mediram, respectivamente, 3,0 mm e 7,5 mm (OBENAT et al.,
2006).
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Figura 3: Melita mangrovi. Regresséo linear simples entre o numero de ovos e o comprimento corporal

(mm) de fémeas ovigeras.

Fémeas ovigeras de M. mangrovi foram coletadas ao longo de todo o periodo de estudo indicando
reprodugao continua com picos em junho de 2016 e margo de 2017.

CONCLUSOES

Melita mangrovi € um dos principais constituintes da macrofauna bentdnica da Lagoa Rodrigo de Freitas
e os resultados indicam diferencas no crescimento e mortalidade para machos e fémeas. As estimativas de
longevidade apresentaram diferentes bem reduzidas. A populagao se reproduz ao longo de todo o ano. E, neste
momento, ainda ndo é possivel dizer se a presenga do mexilhdo invasor M. leucophaeata esta interferindo na

dindmica populacional de M. mangrovi na Lagoa Rodrigo de Freitas.
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INTRODUGAO

A Ordem Trichoptera compreende um dos grupos mais diversos dentre os insetos aquaticos, com cerca
de 16.000 espécies conhecidas, das quais mais de 3.000 s&o registradas para a Regiao Neotropical (MORSE et
al., 2019). No Brasil, sdo conhecidas cerca de 800 espécies, mais da metade delas podendo ser encontradas nas
areas de Mata Atlantica (SANTOS et al., 2019). No entanto, o estudo desse grupo, principalmente quanto a
riqueza de espécies, continua reduzido ja que se estima para o mundo em torno de 50.000 espécies (SCHMID,
1984).

Tricopteros sao de extrema importancia para ambientes de agua-doce, ja que seus imaturos contribuem
para o processamento de nutrientes através das suas diversas formas de nutricdo. Além disso, servem de
alimento para uma variedade de peixes, aves e outros vertebrados. Ademais, por serem sensiveis de forma
diferenciada a poluigdo e por conta da sua alta diversidade e grandes populagdes, atribuidas a confecgéo dos
abrigos e varios grupos tréficos, sdo comumente usados em estudos de biomonitoramento da qualidade da agua
(MORSE, 2003; WIGGINS, 1996).

O local de estudo, o Parque Nacional da Serra dos Orgaos (PARNASO), est4 situado em uma das maiores
areas de Mata Atlantica remanescente dos entdo 97% que cobria originalmente o estado do Rio de Janeiro (SOS
MATA ATLANTICA & INPE, 2001; ICMBIO, 2008). Devido & grande quantidade de cursos d’agua ocorrentes no
parque, bem como a heterogeneidade de ambientes e o elevado grau de endemismo do bioma (ICMBIO, 2008),
espera-se que exista uma grande diversidade dessa ordem de insetos, incluindo um alto numero de taxons ainda
desconhecidos para a ciéncia, como € comum em estudos desse tipo (p. ex. DUMAS et al., 2017, SANTOS et al.,
2016).

OBJETIVO
O presente estudo obteve como objetivos identificar as espécies de Trichoptera no Parque Nacional da
Serra dos Orgéos e descrever a distribuicdo dessas nos diferentes ambientes do PARNASO, além de descrever

possiveis taxons novos que venham a ser identificados.
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METODOLOGIA

O material foi previamente coletado no Parque Nacional da Serra dos Orgdos em diferentes pontos das
trés sedes (Guapimirim, Petrépolis e Teresopolis). Os espécimes foram coletados através de trés metodologias:
coleta manual, armadilha luminosa ou armadilha Malaise e estdo mantidos em etanol 96% ou alfinetados em
gavetas entomoldgicas.

Em laboratério, uma triagem inicial foi efetuada separando os tricopteros de outros grupos néo utilizados
no estudo e todos estes foram etiquetados e depositados na colegdo do Laboratério de Sistematica de Insetos do
Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (DZO/UNIRIO). A classificagédo
dos Trichoptera se deu até o menor nivel taxonémico possivel, sendo a identificacdo em familias e géneros feita
através da observagédo da morfologia externa baseando-se nas chaves de identificacdo de PES et al. (2014) e
ANGRISANO (1995). No caso da identificacao de espécies, foram utilizados somente os machos através do
estudo da morfologia da genitalia, clarificada por solugdo de KOH (10%) aquecida. A identificagdo foi feita
baseada nos trabalhos originais de descri¢gdo das espécies (p. ex. CAMARGOS ,2012; GOMES & CALOR, 2016;
PRATHER, 2003). Para a descrigdao morfolégica e ilustracdo da genitalia masculina de individuos das espécies
novas identificadas, o abdome foi clarificado e observado como descrito acima. Desenhos a lapis do falo e dos
ultimos segmentos abdominais foram feitos com auxilio de cAmara lucida acoplada a um microscopio composto.
Esses esbogos foram digitalizados e utilizados como modelo para criar um desenho vetorizado no programa
Adobe lllustrator CC 2018.

Todos os dados de identificagdo foram reunidos as informagbes dos locais de coleta, como suas
coordenadas geograficas e altitudes, e estes foram inseridos em planilhas eletrénicas do programa Excel. Isso foi
feito com o intuito de gerar um banco de dados com listas de distribuicdo das espécies, possibilitando também
discutir a diversidade dos tricopteros encontrados nos mais variados tipos de ambientes amostrados no Parque

Nacional.

RESULTADOS

Com relagéo as larvas, foram coletados e identificados 445 individuos pertencentes a 13 géneros e sete
familias enquanto foram identificados um total de 1.636 adultos, distribuidos em 13 familias, 33 géneros e 50
espécies.

Teresopolis apresentou maior abundancia de tricopteros, com 234 imaturos e 1.168 adultos. Essa sede
conta com dois grandes rios (Rio Beija-flor e Rio Paquequer) e seus afluentes, com uma heterogeneidade de
ambientes maior que aquela das areas amostradas em Guapimirim e Petrépolis. Além disso, essa sede possui
uma grande variagao altitudinal, com tricopteros tendo sido coletados desde 950 m a mais de 2.000 m de altitude.
Cabe ressaltar, contudo que, devido a infraestrutura disponivel, a sede Teresopolis foi mais frequentemente
amostrada com um numero maior de pontos, gerando um viés nos numeros observados.

Um importante fator na determinagao de areas prioritarias para conservagédo € o grau de endemismos.
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Nesse sentido, a Mata Atlantica é considerada um hotspot mundial de biodiversidade devido a alta concentragéo
de endemismos € ao alto grau perda de areas naturais (MYERS et al., 2000). Para o PARNASO, eram registrados
previamente na literatura apenas 14 espécies de tricopteros. Com este estudo foram identificadas 43 espécies
ainda nao registradas na area observada, totalizando 57 espécies. Desse total, 28 representam espécies
endémicas para a Mata Atlantica e 14 para o Estado do Rio de Janeiro, corroborando a importancia do PARNASO
para preservagao da biodiversidade. A partir do material identificado, foi possivel também verificar dois novos
registros para o estado, Oxyethira gracilianoi Souza & Santos, 2017, descrita para Alagoas e Bahia (SOUZA &
SANTOS, 2017) e Alisotrichia ubatuba Santos, 2011 registrada inicialmente para Sdo Paulo (SANTOS, 2011).
Além dos novos registros, foram identificadas trés espécies novas no material coletado, uma de Oxyethira
Eaton, uma de Ochrotrichia Mosely ambas da familia Hydroptilidae e uma de Macronema Pictet da familia

Hydropsychidae. Esta ultima espécie vem sendo descrita no trabalho final do presente projeto.

CONCLUSOES

O estudo contribuira significativamente para o conhecimento taxondmico dos tricopteros neotropicais a
medida que permitird o melhor conhecimento da distribuicao das espécies e da diversidade do grupo na regido.
Ainda sendo importante para melhor conhecermos nossa biodiversidade e como base para tomada de decisao

no que tange a criacdo e a manutengdo de areas de conservagcado ambiental.
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INTRODUGAO

O género Ostreopsis, até este momento, é formado por 11 espécies (O. siamensis, O. lenticularis, O.
ovata, O. heptagona, O. mascarenensis, O. labens, O. belizeana, O. caribbeana, O. marina, O. fattorussoi e O.
rhodesiae) e a identificagdo dentro deste grupo € um desafio devido a falta de dados moleculares e caracteres
cripticos em algumas dessas espécies. A espécie Ostreopsis cf. ovata, com registros em areas temperadas e
tropicais, incluindo no Brasil, (e.g. NASCIMENTO et al., 2012, TIBIRICA et al., 2019), produz toxinas analogas as
palitoxinas, as ovatoxinas, que causam intoxicagao em pessoas através do consumo de moluscos contaminados,
contato direto ou inalagdo de aerossois marinhos (BERDALET et al.,, 2017). O género Coolia é constituido
atualmente por 7 espécies: C. monotis, C. tropicalis, C. areolata, C. canariensis, C. malayensis, C. palmyrensis e
C. santacrose. Em termos de morfologia também existem problemas na identificagdo como a presenga de
espécies cripticas (KARAFAS; TOMAS, 2015; NASCIMENTO et al., 2019). Os registros desse género no Brasil
sdo recentes, e incluem as espécies Coolia malayensis (MENDES et al., 2019; GOMEZ et al., 2016; MOREIRA-
GONZALEZ et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2019), Coolia tropicalis (MENDES et al., 2019; NASCIMENTO et
al., 2019) e Coolia cf. canariensis (NASCIMENTO et al, 2019).

OBJETIVO
Descrever a morfologia de cepas das espécies Coolia tropicalis e Ostreopsis cf. ovata isoladas da costa
do Brasil e mantidas em cultivo no Laboratério de Microalgas Marinhas (MiMar) da UNIRIO, assim como de

espécimes preservados de floragbes de O. cf. ovata.

METODOLOGIA

A andlise morfolégica de células da espécie Coolia tropicalis (cepas UNR-14, UNR-22, UNR-23, UNR-24
e UNR-27) e de Ostreopsis cf. ovata (cepas UNR-3, UNR-5, UNR-10 e espécimes de campo) foi realizada pela
observagéo em microscopia 6tica, de fluorescéncia e eletrénica de varredura (MEV). As cepas da espécie Coolia

tropicalis foram isoladas de duas localidades do litoral brasileiro: Maragogi (UNR-14) e llha da Trindade (UNR-22,
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UNR-23, UNR-24 e UNR-27). Em relagao as cepas de Ostreopsis cf. ovata, os locais de isolamento incluem
Armacéo de Buzios, no Rio de Janeiro (cepas UNR-3 e UNR-5) e a Praia da Pipa, no Rio Grande do Norte (UNR-
10). Células de O. cf. ovata presentes em amostras preservadas com lugol provenientes da Praia do Forte na
Bahia também foram analisadas. Para a observagcdo em MEV, as células em cultivo foram fixadas em uma
solugdo de glutaraldeido a 2% e concentradas em filtros de acetato de celulose de 0,22 uym (Millipore, Irlanda).
As células fixadas foram lavadas com agua destilada, para em seguida serem desidratadas em série alcoolica
crescente (10%, 30%, 50%, 70%, 80%, 95% e absoluto) e pelo hexametildisilazano, usado como ponto critico da
preparacado. Posteriormente foi realizada a metalizagdo dessas amostras com ouro. O microscopio eletrénico
utilizado Micro Quanta FEG 250 (FEI Company, Hillsboro, Oregon, EUA) esta localizado no Instituto Militar de
Engenharia (IME). As medicdes das dimensdes celulares foram realizadas em microscopia éptica (O. cf. ovata)
ou em MEV (C. tropicalis) e incluiram o didmetro dorso-ventral e a largura em O. cf. ovata e a profundidade,

largura e o comprimento em Coolia tropicalis.

RESULTADOS

Figura 1: Imagens em MEV de Coolia tropicalis (cepa
UNR-14). A: Vista apical inclinada; B: Vista antapical.

Figura 2: Imagens em microscopia de fluorescéncia de
Ostreopsis cf. ovata (cepa UNR-5). A: Vista apical; B:
Vista antapical.
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Todas as cepas de Coolia analisadas (UNR-14, UNR-22, UNR-23, UNR-24 e UNR-27) apresentaram
morfologias similares e compativeis com a redescri¢gdo da espécie Coolia tropicalis (MOHAMMAD-NOOR et al.,
2013). A forma das células é arredondada, com profundidade de 25,4 + 2,2 pym, largura de 29,5 + 2,1 ym e

comprimento de 27,4 £ 2,7 ym. Sua férmula tecal é: 4, 6”, 6¢, ?s, 5, 2””. A superficie da célula é lisa e coberta
por poros arredondados (Fig. 1). O poro apical é pequeno e levemente curvo, medindo 7.0 £ 0.9 ym, e divide suas
bordas com as placas 2', 3’ e 4. A placa 4’ € a maior placa da epiteca, & pentagonal e com o maior lado reto (Fig.
1A). A terceira placa apical (3’) possui 5 lados e esta em contato com as placas Po, 2’, 37, 4”, 5", 4. As placas 1’,
1” e 2” possuem 4 lados e tem forma mais semelhante a de um retangulo (Fig. 1A). A placa 5” é a segunda maior
placa da epiteca, menor apenas que a 4’, cobrindo uma grande parte da epiteca e a placa 6” é alongada e
retangular (Fig. 1A), com largura de 14.4 ym, comprimento de 3.7 ym e razao largura/comprimento igual a 3.9.
Na hipoteca, as placas 1"’ e 5"’ possuem formato triangular, enquanto as demais placas pds-cingulares sdo mais
alongadas e quadrangulares, e a placa 3" é a maior, ocupando toda a regido dorsal (Fig. 1B). Em relagdo as

placas antapicais, as duas sdo pequenas e a placa 1”” possui o formato semelhante a uma asa com bordas
arredondas (Fig. 1B). A espécie Coolia tropicalis € considerada toxica e se diferencia de outras espécies do clado
que inclui C. malayensis, C. monotis, C. palmyrensis e C. santacrose pela forma e tamanho das placas 4’ e 6”.
Em C. tropicalis a placa 4’ é a maior placa da epiteca, assim como no complexo de espécies Coolia canariensis
e em Coolia areolata, no entanto a superficie é areolada na hipoteca ou totalmente areolada, respectivamente,
enquanto Coolia tropicalis possui superficie lisa (Fig. 1). Outra caracteristica distintiva da espécie Coolia tropicalis
dentro do seu género, é a razdo entre a largura e o comprimento da placa 6” (Fig. 1A), que € o maior valor
encontrado no género, com a largura chegando a medir quase 4 vezes mais do que o comprimento. As cepas de
Coolia tropicalis mantidas em cultivo na UNIRIO foram isoladas da llha da Trindade, no Espirito Santo e de
Maragogi, em Alagoas (NASCIMENTO et al., 2019). A espécie também foi registrada em Morro de Sdo Paulo, na
Bahia (MENDES et al., 2019). A morfologia das cepas de Ostreopsis cf. ovata (UNR-3, UNR-5 e UNR-10) é tipica
da espécie, em especial o formato que se assemelha a de uma gota (Fig. 2). A formula tecal é: Po, 4’, 6”, 6c, 8s,
5, 2”". A superficie da teca ¢é lisa e coberta por poros arredondados (Fig. 2). As células da cepa UNR-5 medem
em média 51,0 £ 6.1 ym (37,8 — 61,4 ym) de didmetro dorso-ventral (DV) e 36,7 + 4,2 ym (30,8 — 43,2 ym) de
largura. Em relacdo a cepa UNR-10, o didmetro DV médio encontrado foi de 53,7 £ 5,7 ym (47,4 — 64,0 ym) e a
largura média foi igual @ 42.3, £ 7.8 uym (37,4 — 57.7 um). As medidas apresentaram grande variagao, porém essa
caracteristica € comumente relatada em outras bibliografias dedicadas a analisar a morfologia e com diferencas
ainda maiores, como em CARNICER et al. (2015) que encontrou faixas de 22 — 77 um para o didametro DV e 15
— 51 ym para a largura, e em ACCORON!I et al. (2012), com as mesmas medidas variando entre 19 — 75 yme 12
— 60 ym, respectivamente. A placa 4’ é a maior da série apical, com formato hexagonal e alongada, localizada ao
centro da epiteca e em contato com as placas 1°, 1”7, 3’, 5”, 6” e o poro apical (Fig. 2A). O poro apical possui leve
curvatura e estd em contato com a placa 2’, de formato alongado e pequeno (Fig. 2A). A placa 3’ é pequena e

pentagonal (Fig. 2A). A placa 1’ € a menor placa apical, com 4 lados de forma irregular (Fig. 2A). Em relacao as
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placas pré-cingulares, a placa 5” é pentagonal e é a maior desta série (Fig. 2A). Na hipoteca, as placas pos-
cingulares 2, 3" e 4’ sao quadrangulares, enquanto as placas 1" € 5" s&o triangulares, porém se diferem em
tamanho, com a primeira sendo pequena e a segunda grande (Fig. 2B). Em relagéo as placas antapicais, a placa

(221}

2”” ocupa o centro da hipoteca e possui formato pentagonal alongado, enquanto a placa 1”” é diminuta com 4
lados dispostos de forma irregular (Fig. 2B). A identificagdo como Ostreopsis cf. ovata e ndo como Ostreopsis
ovata se da pela falta de dados moleculares da localidade tipo da espécie (PENNA et al., 2005), e esta espécie
¢é diferenciada de Ostreopsis lenticularis e Ostreopsis siamensis gragas a sua forma mais oval e de tamanho muito
menor (PARSONS et al.,, 2012). A distribuicdo da espécie Ostreopsis cf. ovata, assim como de outros
dinoflagelados téxicos, parece estar aumentando, o que deve ser motivo de preocupacido e atengado publica
devido a toxicidade e aos diversos registros de floragdes desta espécie pelo mundo, principalmente no Mar
Mediterraneo, com eventos envolvendo a intoxicagdo de pessoas (CIMINIELLO et al., 2006) e incluindo o Brasil,
em locais como Armacao de Buzios, no do Rio de Janeiro, onde foi observada a morte do ouricos do mar
Echinometra lucunter, no Arquipélago de S&o Pedro e S&do Paulo, Pernambuco, (NASCIMENTO et al., 2012) e

em Currais, Parana, no qual detectou-se o acimulo de toxinas no molusco Perna perna (TIBIRICA et al., 2019).

CONCLUSOES

As cepas de Coolia estudadas foram identificadas como Coolia tropicalis, além disso foram registradas
novas localidades de ocorréncia da espécie Ostreopsis cf. ovata na costa brasileira. O aumento do conhecimento
geografico dessas espécies é importante devido ao potencial toxicolégico desses dinoflagelados, em especial

Ostreopsis cf. ovata, o que deve contribuir para uma maior atengéo da populagao e érgdos ambientais e de saude.
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INTRODUGAO

O consumo de cigarro, a base de tabaco, € um grave problema de saude publica e uma questao ambiental
relevante (GRANADOS et al, 2019). Segundo este autor sdo produzidos aproximadamente 6 trilhdes de cigarros
por ano no mundo e as pontas de cigarro resultantes do fumo compreendem de um a dois tergos deste valor,
sendo o material mais coletado em limpezas ambientais. Estima-se que 766.571 toneladas/ano de pontas de
cigarro sejam despejadas no ambiente de forma irregular; os filtros, que compdem a maior parte da ponta de
cigarro sao feitos de papel e acetato de celulose (plastico ndo biodegradavel) que absorvem os compostos téxicos
liberados pelo cigarro. Além disso, a porgéo plastica mesmo ap6s degradagéo pode permanecer sob a forma de
“pequenas particulas” impregnadas de substancias tdxicas, que podem contaminar o solo e colegbes de agua
(GRANADOS et al, 2019).

A citotoxicidade das substancias presentes na ponta de cigarro ainda nao foi elucidada e os testes em
plantas representam uma importante ferramenta de monitoramento ambiental. Apesar das diferencas anatémicas
e fisioldgicas entre plantas e animais, o material genético (DNA), em ambos os casos, € o alvo dos compostos
téxicos, pois é através do genoma que alteragbes em resposta a toxicidade sdo expressas em organismos de
diferentes espécies (MONTALVAO et al, 2019).

A Artemisia annua durante muito tempo foi utilizada pela medicina oriental para o tratamento de doencas
ulcerosas e inflamacdes devido a presencga de flavondides e 6leos essenciais. Atualmente tem sido utilizada em
larga escala pela industria farmacéutica para a extragao da substancia artemisinina, importante composto com

efeito antimalarico (LEE et al, 2017). De acordo com Ma et al (2018) a artemisinina € um metabdlito da A. annua,
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de singular importancia medicinal, por junto a outros medicamentos sintéticos, ser recomendado pela
Organizagdo Mundial da Saude para o tratamento da malaria. Segundo o mesmo autor, a produgédo de
artemisinina semissintética através da levedura se apresenta como uma alternativa viavel, mas com limitada
producéo frente a alta demanda. A Artemisia annua é a Unica fonte natural deste composto (embora presente em
pequenas quantidades 0,01-1,0% peso seco) é a principal forma de obteng&o de artemisinina (MA et al, 2018).
Muitos estudos caracterizam os derivados (naturais ou semissintéticos) da A. annua como valiosos tanto por seu
efeito antimalarico, quanto por sua atuagao contra outras doengas, incluindo o cancer (LEE et al, 2017).

O uso de um meio nutriente, como o de Murashige e Skoog (1962) composto por agar e micro e macro
nutrientes, sao eficientes frente as exigéncias do cultivo in vitro por oferecerem também controle hormonal
adequado e suprimento de carbono em forma organica (GAURAV et al, 2018). O estudo in vitro oferece condigdes
controladas para que se possam estudar todos os fatores da planta, o que pode mascarar a influéncia de outros
fatores sobre o crescimento da planta, dentre eles a poluicao do solo (MATSUURA et al, 2018). De acordo com
Montalvao et al (2019), existe uma relagao entre a contaminagao por ponta de cigarro e o desenvolvimento de
diferentes organismos e o presente estudo busca comprovar a influéncia da ponta de cigarro no crescimento da

Artemisia annua através de cultivo in vitro.

OBJETIVO

Avaliar a influéncia das pontas de cigarro no crescimento da Artemisia annua

METODOLOGIA

O modelo experimental foram as sementes de Artemisia annua do gendtipo CPQBA-1, gentilmente
cedidas pelo professor Pedro Melillo CPQBA/UNICAMP. As pontas de cigarro foram obtidas a partir do fumo de
cigarros da marca Dunhil®. As plantas foram germinadas em meio Murashige e Skoog e separadas em dois
grupos: com germinagao na presenga da ponta de cigarro e com germinagao na auséncia da ponta de cigarro. A
germinagao aconteceu em condigdes controladas de luminosidade (10 micromol/m?2.s {luz do dia, Osram®/ 20W3})
e de temperatura (25°C + 2°C) com fotoperiodo de 16 horas por 30 dias. O crescimento do caule das plantas foi
mensurado semanalmente durante este periodo. O programa estatistico R Commander verséo 3.53 foi utilizado
para analise estatistica. Foi realizada a verificagcdo de cada variavel individualmente para verificar seu
comportamento. O teste de Shapiro-Wilk foi empregado para a verificagdo de normalidade e o teste de Levene
para a verificagdo da homocedasticidade das amostras. Em seguida foi realizado o teste de Mann-Whitney

estabelecido o nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS
As plantas expostas a ponta de cigarro tiveram crescimento reduzido. Observou-se que as amostras com

e sem ponta de cigarro tiveram resultados discrepantes. As amostras com a ponta, cresceram, em média 1,12mm
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em 4 semanas, enquanto as amostras sem guimba cresceram 7,35mm no mesmo periodo de tempo. A diferenga
no crescimento, em média, das amostras foi continuamente observada durante todo o periodo do experimento.
Por fim, embora ndo existam estudos prévios associando a contaminagao ambiental por cigarro e a Artemisia
annua, um estudo in vitro feito por Montalvao et al (2019), demonstrou a toxicidade dos componentes do cigarro
sobre espécies Allium cepa, corroborando com os dados obtidos neste estudo de que o cigarro é capaz de
prejudicar o desenvolvimento da A. annua. O prejuizo sobre o crescimento da espécie vegetal foi comprovado,
porém maiores estudos serdo necessarios para compreender os efeitos da contaminacdo sobre a produgéo de

artemisinina pela planta.

CONCLUSOES
As plantas de Artemisia annua cultivadas em meio de cultura contendo ponta de cigarro, apresentaram
redugdo na taxa de crescimento médio em relagdo as plantas do grupo controle, demonstrando a influéncia do

contaminante sobre a planta.
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Entre os megamamiferos do Quaternario da América do Sul com origem holartica, o equideo Equus
neogeus Lund, 1840 e o proboscideo Notiomastodon platensis Ameghino, 1888, representam as Unicas linhagens
completamente extintas durante o final do Pleistoceno e inicio do Holoceno (Avilla & Mothé, 2013; Machado et
al., 2018). Suas chegadas ao continente sul-americano sédo independentes e estdo relacionadas ao Grande
IntercAmbio Bidtico Americano (GIBA), um evento biogeografico faunistico que ocorreu por volta de 3,1-2,8
milhdes de anos atras entre as Américas Central, do Norte e do Sul apos o fechamento completo do Istmo do
Panama (Woodburne, 2010). As mudancas climaticas e acao predatdria humana competem como causas dessa
extingdo (Barnosky, 2008; Mann et al., 2018). Reconhecendo-se a incompletude temporal e espacial do registro
fossilifero, a Modelagem de Distribuicdo de Espécies (SDM, em inglés) tem sido uma ferramenta muito eficaz
para se estimar e analisar a amplitude de distribuicdo geografica de espécies extintas (Lima-Ribeiro & Diniz-Filho,
2012). Tais modelos sdo baseados principalmente nas condigdes ambientais, na qual sdo calculadas as
similaridades ambientais entre os locais de ocorréncia conhecidos para a espécie, e outras regides ainda
desconhecidas (Lima-Ribeiro & Diniz-Filho, 2012). Assim, pressupde-se que os ambientes com condi¢gdes mais
similares séo considerados como areas de alta probabilidade de ocorréncia/adequabilidade para as espécies

estudadas (Amaro & Moraes, 2013). Assim, o objetivo deste estudo é definir o nicho ecolégico de Notiomastodon
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platensis e Equus neogeus durante o Ultimo Maximo Glacial (LGM) e verificar, através da SDM, se as variagbes
climaticas influenciaram a dindmica da extingdo de Notiomastodon platensis e Equus neogeus no final do
Pleistoceno e o inicio do Holoceno na América do Sul.

A SDM foi utilizada para analisar a adequabilidade de N. platensis e E. neogeus durante o LGM (em torno
de 25-15 mil anos atras) e estimar as areas adequadas durante o Holoceno Médio (MH, 6 mil anos atras). As
distribuicées geograficas de ambas as espécies foram revisadas, considerando-se apenas os espécimes com
revisdes taxondmicas mais recentes e confiaveis de cada espécie (Mothé et al., 2017; Machado et al., 2018). As
variaveis bioclimaticas foram obtidas na plataforma Worldclim versdo 1.4 (Hijmans et al., 2005) e a partir da
Correlacao de Pearson, foram selecionadas variaveis menos correlacionadas entre si. As variaveis utilizadas para
E. neogeus foram variagdo média diurna de temperatura, temperatura média do quarto mais quente, precipitacao
anual e sazonalidade da precipitacdo; enquanto as variaveis utilizadas para N. platensis foram variacdo média
diurna de temperatura, temperatura média do trimestre mais quente, precipitagdo do més mais Uumido e
precipitagdo do trimestre mais quente. Para a geragdo de modelos e proje¢cdes de distribuicao potencial, foi
utilizado o programa Maxent (Phillips et al., 2006), que estima a distribuicado das espécies através da entropia
maxima para predizer as areas adequadas de acordo com o potencial nicho das espécies (Coelho et al., 2016).
Este software destaca-se utilizando apenas dados de ocorréncia e pontos de background, pois os dados de
auséncia sdo raros e ndo confiaveis, principalmente em espécies extintas (Amaro & Moraes, 2013). Foram
utilizados dez mil pontos de background e 25% dos pontos de ocorréncias do conjunto de dados de originais
foram selecionados aleatoriamente para testar as previsdes e avaliar o desempenho dos modelos. Além disso,
cinco réplicas foram usadas para gerar o modelo final. Para avaliar o desempenho do Maxent, foram utilizados
os métodos estatisticos ROC—-AUC, valores préximos de 1 indicam que os modelos apresentam alto desempenho;
no entanto, valores préoximos de 0,5 indicam que o desempenho foi baixo e que a classificagao é consistente com
uma classificagao aleatéria (Jueterbock et al., 2013). Valores de limiar utilizados foi a Maximum training sensitivity
plus specificity. Para validar os modelos, foi realizada a validagao cruzada.

O software Imaged (Abramoff et al., 2004) foi utilizado para medir a area continental da América do Sul
em cada mapa gerado, tanto para N. platensis quanto para E. neogeus, levando em consideragéo as variagdes
do nivel do mar no LGM e MH e sua influéncia na superficie do continente sul-americano. Além disso, as areas
adequadas para sobrevivéncia de ambas as espécies em seus mapas de adequabilidade, tanto no LGM quanto
no MH, foram medidas com a ferramenta Analyze Particles, com uma escala de 1000 km. Este método ajuda a
entender as mudangas nas areas de adequabilidade durante o LGM e MH, melhorando as interpretagées e
considerando as diferengas nas regides continentais e costeiras da América do Sul, de acordo com as variagdes
no nivel do mar. A relagdo espécie-area remanescente (Remaining species-area relationship, RAR) também foi
utilizada para prever extingdes de espécies devido a reducao das areas de adequabilidade (Rybicki & Hanski,
2013).
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Os resultados mostraram que ambas as espécies possuem ampla distribuicdo geografica na América do
Sul, com 198 localidades para o Equus neogeus e 142 para o Notiomastodon platensis. Os modelos de

distribuicdo geografica potencial gerada neste estudo estédo representados na Figura 1.
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Figura 1: Distribuicdo geografica potencial de Equus neogeus (A) e Notiomastodon platensis (B) durante o LGM (esquerda) e o MH
(direita) da América do Sul. Note-se que, ao comparar os padroes LGM e MH, as areas potenciais de distribuicdo de ambas as espécies

revelaram uma ampliagdo no extremo Sul da América do Sul e uma redugéo na regido dos Pampeana e no norte do continente.

A capacidade preditiva dos modelos apresentou bons valores para as analises, acima de 0,7, logo os
modelos podem ser considerados confiaveis. Os resultados da medi¢ao da area continental revelaram uma
reducdo de 14% da area continental sul-americana do LGM para o MS. Equus neogeus apresentou 15,72% de
areas adequadas (AA) durante o LGM e 14,69% durante o HM. Por outro lado,

N. platensis teve uma redugado mais discreta das AA, de 12,47% no LGM para 12,29% no MH. Os
resultados da RAR mostraram uma perda de 8,1% no habitat para E. neogeus e 3,7% para N. platensis. Estes
resultados mostram que a redugao real das AA é menor que a redugao da area continental, portanto esta redugao
do SA pode estar associada a redugédo da area continental devido ao movimento do nivel do mar ao longo do
tempo.

Durante o LGM, os modelos apresentaram que ambas as espécies tinham grande adequabilidade na
regido Pampeana, Sul e Norte do Brasil e pequenas manchas ao longo dos Andes. Houve uma redugao em todas
as AA do LGM para o MH. No MH e é possivel notar um deslocamento para o sul da mancha de adequabilidade.

Os nichos ecoldgicos de E. neogeus e N. platensis puderam ser estabelecidos a partir do cruzamento dos

dados palinoldgicos e de paleodieta, resultados aqui apresentados em comparagdes com modelos climaticos. Ao
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comparar os resultados deste estudo, como os pontos de ocorréncia das espécies e a SDM, com os resultados
dos modelos de reconstrugao de biomas para o LGM de Ray & Adam (2001) é observada uma maior frequéncia
de ambas as espécies nos ambientes abertos. Durante o LGM, E. neogeus ocupava areas com clima mais arido
de grandes planicies, biomas semi- desérticos tropicais e temperados e dieta pastadora exclusiva. Os resultados
de N. platensis sugerem que no LGM este proboscideo habitava locais onde as temperaturas eram mais baixas
e a aridez mais acentuada do que atualmente. Os biomas presentes em suas AA também sdo os semi-desertos
tropicais e temperados e possuiam uma dieta generalista/oportunista, alimentando-se de gramineas, galhos,
folhas e frutos (Mothé et al., 2017). Nas proje¢cdes do MH, pode-se observar que as AA estavam mais
relacionadas a um clima mais imido em comparacgéo ao LGM e locais de mata mais densa (Ray & Adams, 2001).
Em ambos os modelos, as espécies ndo ocupavam ambientes abaixo de latitude 40°S e areas florestais densas,
como a Amazoénia. Os resultados também sustentam que esses megamamiferos ocupavam areas expostas da
plataforma continental durante o LGM e a redugéo de areas com aumentos do nivel do mar poderia ter impactado
a distribuicao das espécies no final do Pleistoceno e inicio do Holoceno.

O SDM para ambas as espécies sugere que as variagoes climatico-ambientais afetaram a reducéo de
suas AA durante a transicdo do Pleistoceno/Holoceno. Ainda que a pequena reducido das AA nao tenha sido
suficiente para levar a extingao da espécie (Hanski, 2005), a mudanga climatica F subsequente mudancga nos
biomas onde as maiores AA estavam presentes impactaram E. neogeus e N. platensis. As maiores AA tiveram
seu clima modificado de ambientes frios e aridos durante o LGM para condigdes quentes e Umidas durante a MH.
Além das mudancas climaticas, houve uma modificagdo rapida e significativa na vegetagao das AA com florestas
densas, favorecida pelos aumentos de umidade e temperatura durante o MH, enquanto as areas de planicie
aberta diminuiram. Com a redugéo de pastagens, E. neogeus pode ter sido fortemente impactado e isso pode
explicar a maior reducdo de AA para este cavalo durante o MH. Notiomastodon platensis tinha uma dieta
oportunista/generalista e isso poderia estar associado a redugédo mais sutil de suas AA, pois tinha mais recursos
alimentares. Assim, as condi¢des climaticas podem ter sido a principal causa da extingdo desses grandes
mamiferos, consistente com hipotese climatica para as extingdes da megafauna no final do Pleistoceno. No
entanto, a influéncia da ocupagdo humana inicial na América do Sul sobre a extingdo de ambas as espécies nao

é descartada aqui.
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INTRODUGAO

Dentre os ambientes marinhos de fundos consolidados, os costdes rochosos podem ser caracterizados
por possuirem uma elevada biodiversidade (CASTRO; PIRES, 2001). A determinagao da biodiversidade nesses
ambientes é consequéncia da agao de diversos fatores que atuam em escalas geograficas e temporais diferentes
(FORTES; ABSALAO, 2010). Em uma escala geografica menor, as interagdes bidticas assumem papel de
destaque na estruturacdo da biodiversidade destes ecossistemas (MEDEIROS et al.,, 2010). Em costbes
rochosos, reconhece-se a importancia de algumas espécies na estruturagdo da comunidade, como as
pertencentes a guilda dos herbivoros territorialistas (FEITOSA et al., 2012; MUMBY, 2016). Desta forma, estudos
sobre a territorialidade e comportamentos associados podem aumentar o entendimento sobre como funcionam
as interagbes ecoldgicas e como elas afetam a composi¢do das espécies numa comunidade (AUED; FLOETER,
2012).

OBJETIVO
Descrever o comportamento territorialista do Stegastes fuscus e seu papel na interagdo com a assembleia

de peixes do costao rochoso da Praia do Forno, Arraial do Cabo — RJ.

METODOLOGIA

O estudo foi realizado em quatro campanhas no ano de 2019 no costéo rochoso da Praia do Forno, Arraial
do Cabo - RJ. Através de observagbes em mergulho livre, a partir do método animal focal (12 minutos)
(FERREIRA,; et al., 1998), analisou-se o comportamento de 25 individuos. Os territérios foram demarcados e
contabilizadas 3 formas de interagdes com espécies de peixes recifais, a saber: tolerancia (1 - menor intensidade),

ataque a um invasor (2 - intensidade média) e ataque a nao invasor (3 - maior intensidade). A identificagcao e a
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quantificagcao dos peixes recifais que habitam o entorno do territério foram amostrados simultaneamente por dois
mergulhadores dispostos lateralmente. Posteriormente foram capturados videos do individuo e do territério para
analise de dados de composigéo do substrato, comprimento do individuo e area territorial no soffware CPCe.

As andlises foram realizadas através de regressao linear simples entre cada variavel ambiental e
biondmica, e o total de ataques do S. fuscus. Além disso, foram realizados indices de probabilidade (razdo entre
o total de individuos de determinada espécie atingidos por comportamento de defesa e o total de individuos que
interagiram), de seletividade de ataque (razéo entre a diferenca e a soma do percentual de ataque contra
determinada espécie e percentual de abundancia de determinada espécie) e de percentual de intensidade de
ataque (percentual de cada intensidade para determinada espécie) para as 10 espécies que mais interagiram. A
partir dos resultados, as espécies foram agrupadas em agonisticas e toleraveis e diferenca foi testada a partir do
teste PERMANOVA no software PAST Statistics. No caso da intensidade de ataque, foi feito o0 mesmo teste
comparando os grupos para cada intensidade de comportamento. Para analisar se ha um frade-off, a taxa de
forrageamento foi correlacionada com a taxa de defesa. Ademais, a fim de descrever a relagao entre as variaveis,
foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) a partir do software PAST Statistics. As variaveis
utilizadas para a anélise multivariada foram: forrageamento, comprimento do animal, area territorial, cobertura de

algas, numero de vizinhos, abundancia de espécies classificadas como agonisticas e abundancia total.

RESULTADOS

Nao houve nenhuma relagéo significativa do emprego de ataque com nenhuma das variaveis avaliadas.
Em ambos os indices de ataque, as espécies Abudefduf saxatilis, Acanthurus bahianus, Acanthurus chirurgus,
Chaetodon striatus e Diplodus argenteus foram consideradas agonisticas para o S. fuscus e as espécies
Haemulon aurolineatum, Haemulon steindachneri, Halichoeres poeyi, Sphoeroides spengleri e Stegastes fuscus
apresentaram maior tolerancia pelos individuos analisados. A diferenga de intensidade de ataque foi significativa
para o comportamento de intensidade 1 e ndo significativos para os comportamentos de intensidade 2 e 3.

Apesar da analise de trade-off nao ser significativa, observa-se que a competi¢do por recursos pode
contribuir para a variagdo do comportamento. As espécies toleraveis ndo representam ameaga por serem de
nichos diferentes (COURTENAY; SAHLMAN, 1978; FIGUEIREDO; MENEZES, 2000; GOMEZ-CANCHONG et
al.,2004; RANDALL, 1967). No caso das relagbes intraespecificas, a tolerAncia é explicada pelo fato dos
territorialistas possivelmente reconhecerem intrusos com os quais tiveram interagdes repetidas (DELOACH, 1999;
LEISER; ITZKOWITZ, 1999). Ja as espécies consideradas agonisticas sdo caracterizadas por competirem
diretamente por recursos presentes no territério do S. fuscus, como algas e zoantideos (BONALDO et al., 2005;
CARPENTER, 1987). Essa seletividade em seus mecanismos de defesa favorece um o baixo custo energético.
Além disso, a proximidade do S. fuscus aos recursos n&o implicaria em uma redugéo na sua taxa de alimentagao,
mesmo em situagbes com alta taxa de defesa territorial. Isso sugere que a evolugdo e o refinamento do

comportamento territorialista foi direcionada pelo custo energético, ou seja, os animais podem ter evoluido para
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se comportarem de maneira energeticamente eficiente (MENEGATTI et al., 2003).

Na analise de componente principal (figura 1), apesar dos resultados mostrarem que trés variaveis (area
de cobertura por algas no territério, forrageamento e nimero de vizinhos) explicariam aproximadamente metade
da variagédo apresentadas pelas sete varidveis analisadas, a distribuicdo grafica dos individuos de S. fuscus nao
permitiu agrupa-los em relagédo ao comportamento de defesa do territorio. Além disso, apesar desta analise ndo
ser conclusiva, mostra o grau de complexidade para compreender a contribuigdo que estes diversos fatores teriam

para o emprego destes mecanismos de defesa

CONCLUSOES

A taxa e intensidade de ataque da espécie Stegastes fuscus varia entre as diferentes espécies presentes
no entorno do territério, geralmente associado ao grau de sobreposi¢cao de nicho e possiveis reconhecimentos
dos individuos. Além disso, observou-se que o gasto energético envolvido no emprego de ataque nao influencia
na taxa de forrageamento, eficiéncia associada a seletividade de ataque e a proximidade ao recurso. Ademais,
ficou demonstrado que, apesar da reconhecida relagao dos eventos de ataque com diversas variaveis biondmicas
e ambientais, estas ndo apresentaram a relagao esperada tanto quando analisadas isoladamente, quanto quando

analisadas em conjunto.
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INTRODUGAO

Estudos ecolégicos sobre comunidades procuram compreender e explicar quais fatores delimitam a
abundancia e composi¢cdo de espécies nos seus determinados habitats. Dessa forma, pesquisadores tentam
entender padrdes que descrevam a biodiversidade de diferentes locais (FAVRETTO, 2017). Insetos aquaticos
vém sendo utilizados como modelos para esse tipo de estudo (BINCKLEY & RESETARITS, 2007; COSTA et al.,
2014; GOTHE et al., 2013; MCCREADIE & BEDWELL, 2014), uma vez que possuem grande diversidade e
diferentes modos de dispersao, aliado a facilidade dos métodos de coleta (MERRITT & CUMMINS, 1996).

Um dos maiores grupos de insetos aquaticos é a ordem Coleoptera, com um nimero estimado de 18 mil
espécies, com cerca de 12.600 (70%) ja descritas (JACH & BALKE, 2008). Dentre os representantes dos
besouros aquaticos existe a familia Elmidae Curtis, 1830 que possui individuos de tamanho diminuto que
geralmente habitam ambientes de correnteza. O ciclo de vida dos elmideos pode variar de um a dois anos e
alguns fatores ambientais como temperatura e disponibilidade de alimento podem interferir no desenvolvimento
desses animais (BROWN, 1987). A alimentagao de larvas e adultos é baseada em algas filamentosas ou madeira
em decomposigéo, o que o coloca na guilda dos raspadores (WHITE & BRIGHAM, 1996).

Morfologicamente, os elmideos adultos s&do caracterizados por apresentarem de 1,0 a 8,0 mm de
comprimento; coloragao variando de marrom a preto; coxas anteriores tipicamente globulares e sem exposi¢cao
do trocantino; antena geralmente filiforme, nunca pectinada ou lamelada (BROWN, 1972; SPANGLER &
SANTIAGO-FRAGOSO, 1992). Sdo conhecidas 1498 espécies de 147 géneros de Elmidae no mundo,
distribuidas em duas subfamilias: EIminae Curtis, 1830 e Larainae LeConte, 1961 (JACH & BALKE, 2008; JACH
et al., 2016). Atualmente no Brasil ja foram registrados 23 géneros e 148 espécies (PASSOS & SEGURA, 2017).

Mccreadie e Bedwell (2014) discutem que apesar da abundancia e da possibilidade de existirem espécies-
chave de Elmidae em riachos, o estudo de ecologia das comunidades desse grupo tem recebido menos atencao

quando comparado a outras areas de estudo. Por se tratar de um grupo com potencial bioindicador de qualidade
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da agua (ELLIOTT, 2008; GARCIA-CRIADO & FERNANDEZ-ALAEZ, 2001; JACH & BALKE, 2008; SEGURA,
2007), é importante entender o comportamento das comunidades de Elmidae diante de fatores ambientais

objetivando uma melhor preservagao de cursos d’agua e, consequentemente, de habitats aquaticos.

OBJETIVO
Examinar os dados de uma coleta realizada na parte baixa do Parque Nacional do Itatiaia a fim de

entender o papel dos fatores ambientais locais na abundancia e riqueza de Elmidae.

METODOLOGIA

O Parque Nacional do Itatiaia (PNI) é a primeira unidade de conservagao ambiental do Brasil, datando da
década de 1930. Com uma area de 28 mil hectares, possui relevo com amplitude altitudinal que vai de 540 a 2791
metros, de forma que o parque é subdividido em parte alta e baixa (ICMBIO, 2018). A parte baixa do parque
possui uma grande quantidade de cursos d’agua. Para este trabalho, foi realizada uma coleta no final da estagéo
seca (setembro de 2018).

Foram feitas coletas em dez pontos diferentes situados no Rio Campo Belo e riachos adjacentes. Em
cada ponto foram realizadas cinco amostras utilizando rede puga com malha de 250 uym para coletar amostras
de substrato rochoso e folhico retido em area de correnteza. O material foi pré-triado em campo, fixado em alcool
95% e, em laboratorio, identificado até o menor nivel taxonémico possivel.

Com o intuito de caracterizar os riachos estudados, foram medidas para cada ponto de coleta as seguintes
variaveis: temperatura (°C), condutividade elétrica (uS/cm), concentragao de oxigénio dissolvido (OD) (mg/L) e
potencial hidrogeniénico (pH), utilizando uma sonda multiparamétrica Thermo Scientific Orion 5 Star; a turbidez
do riacho, utilizando um turbidimetro Instrutherm TD-300; a largura (m), a profundidade (m) e velocidade média
do riacho (m/s). A vazdo dos riachos (m3/s) foi calculada através do produto entre largura, profundidade e
velocidade do rio. Adicionalmente, o percentual de cobertura vegetal (CV) do dossel de cada ponto de coleta foi
registrado utilizando fotografias digitais tratadas no software imageJ (SCHNEIDER et al., 2012).

Estimativas de riqueza de espécies para o estudo foram feitas (Jackknife 1, Jackknife 2, Bootstrap e Chao
2) a fim de ter uma ideia sobre o esforgo amostral realizado no estudo. Uma analise de coordenadas principais
(PCA) foi feita para correlacionar os 10 pontos de coleta com os fatores ambientais. Além disso, para verificar a
similaridade entre as biotas de cada ponto de coleta, foi feito um escalonamento multidimensional ndo-métrico
(nMDS) utilizando o indice de similaridade de Bray-Curtis. Todas as analises foram realizadas no software PAST,
disponivel em https://folk.uio.no/ohammer/past (HAMMER, 2019).

RESULTADOS
Foram coletados 909 elmideos, 881 individuos adultos e 28 imaturos. Dentre os adultos, encontramos 24

espécies divididas em 9 géneros: Austolimnius Hinton, 1965; Cylloepus Erichson, 1847; Heterelmis Sharp, 1882;
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Hexacylloepus Hinton, 1940; Macrelmis Motschulsky, 1859; Microcylloepus Hinton, 1935; Neoelmis Musgrave,
1935; Phanocerus Sharp, 1882 e Xenelmis Hinton, 1936. Os estimadores ndo paramétricos mostraram valores
de riqueza variando de 27 (Bootstrap) a 33 (Jacknife 2) espécies para o parque estudado.

O género Cylloepus Erichson, 1847 apresentou maior riqueza taxonémica, com 5 espécies encontradas
(C. gigas Grouvelle, 1889; C. friburguensis Sampaio, Passos & Ferreira, 2011; C. sharpi Grouvelle, 1889; C.
quinquecarinatus Sampaio, Passos & Ferreira, 2011; e Cylloepus sp1). Heterelmis foi o género mais abundante,
com 448 individuos coletados. Heterelmis sp1 foi a espécie mais abundante no estudo, com 240 individuos
encontrados em todos os dez pontos de coleta. Microcylloepus foi o segundo género mais numeroso (297
espécimes), com M. longipes Grouvelle, 1888 apresentando abundancia de 219 individuos. Foram encontrados
dois géneros com representantes exclusivamente imaturos: Hexanchorus Sharp, 1882 e Promoresia Sanderson,
1954,

Os dois primeiros eixos da PCA explicaram 69,46% da variabilidade dos fatores ambientais (Figura 1). O
primeiro eixo (52,99%) correlacionou-se positivamente com concentracdo de oxigénio dissolvido (OD), pH,
largura, profundidade e vazédo, e negativamente com a temperatura e o percentual de cobertura vegetal (CV). O
segundo eixo (16,47%) se associou positivamente a temperatura e velocidade e n&o se relacionou negativamente
com nenhum fator. Como o primeiro eixo esta correlacionado com a largura, a profundidade e a vazéo, ele pode
ser considerado uma expressao do tamanho do riacho.

Segundo o nMDS, os riachos de pequeno e médio porte (pontos 2, 3, 5, 6, 7, 8 e 10) apresentaram
composicdes de Elmidae similares entre si. As composi¢cdées de Elmidae dos riachos maiores (pontos 1, 4 e 9)
diferiram daquelas dos demais pontos. Entre os riachos amostrados, o ponto 9 foi o local com maior OD (8,31
mg/L) e menor CV (44,36%). Foi neste ponto que foi registrada a maior abundancia e riqueza de Elmidae (231
individuos e 12 espécies, respectivamente). O ponto 10, por sua vez, apresentou menor riqueza (cinco espécies)
e menor abundancia (49 individuos), e possuiu pH (6,74) e vazao (0,0861 m?s) abaixo das médias do estudo —

respectivamente, 7,19 e 0,7144 m3/s.

CONCLUSOES

Nossos dados sugerem que as variaveis ambientais correlacionadas com o tamanho do riacho podem
influenciar a variagao da composi¢ao de Elmidae. Além disso, as variaveis OD, CV, pH e vazdo também podem
estar relacionadas a isso. Estudos estao sendo feitos para compreender a interagao entre as variaveis ambientais

e a localizagao geografica dos pontos, a fim de entender a estrutura da comunidade do local.
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FIGURA 1: Analise de componentes principais (PCA) realizada para as variaveis ambientais de cada um dos dez pontos de coleta
do estudo.
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INTRODUGAO

O conhecimento da interagao gene-nutriente possibilitou o surgimento de uma nova area da genética, a
nutrigenética (FUJII, MEDEIROS e YAMADA, 2010), que visa entender como a composi¢do genética de um
individuo coordena a resposta a dieta (ORDOVAS e MOOSER, 2004) considerando os polimorfismos genéticos
subjacentes (MUTCH, WAHLI, WILLIAMSON, 2005). Os estudos em nutrigenética visam a recomendacéo de
dietas especificas para cada individuo, avaliando os seus riscos e beneficios por meio da analise do seu perfil
genético (ORDOVAS e MOOSER, 2004).

Sabe-se que muitas doengas, como a obesidade, estdo sendo associadas a interagdes entre os genes e
os fatores ambientais, como a alimentacdo (KAPUT e RODRIGUEZ, 2004). Apresentando importante
envolvimento com o fendtipo da obesidade, a leptina, codificada pelo gene LEP, € um horménio metabdlico e
neuroenddcrino sintetizado e secretado principalmente pelos adipécitos (FRIEDMANN e HALAAS, 1998), sendo
associado ao controle da ingest&o alimentar e balango energético (MORTON et al., 2006; FRUHBECK, 2006).
Sua expressao € controlada e influenciada por diversas substancias, como a insulina e por situagbes impostas
ao corpo, como estados infecciosos, exposigcao ao frio e estresse por jejum prolongado ou exercicios fisicos
intensos (SANDOVAL e DAVIS,2003). Neste contexto, varios estudos tém relatado a importancia de variantes no
gene LEP para a fisiopatologia da obesidade humana (PARACCHINI, PEDOTTI e TAIOLI, 2005; RANKINEN et
al., 2006; WASIM et al., 2016).
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OBJETIVO

Identificar mutagdes no gene LEP em individuos da populagéo geral, brasileiros, residentes no Rio de
Janeiro, e estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas na populagéo estudada, realizando a padronizagao
de protocolos de genotipagem, com o desenho de oligonucleotideos, para a amplificagdo por meio da Reacéo
em Cadeia da Polimerase (PCR) e sequenciamento do DNA,; realizar a predigdo da fungcdo das variantes nao

sindnimas encontradas, por meio de algoritmos.

METODOLOGIA

A selecdo de sequéncias génicas para o desenho de iniciadores visando a amplificacdo da regido
codificante do gene LEP foi realizada com o auxilio de ferramentas de bioinformatica, utilizando bancos de dados
gratuitos, como o NCBI (do inglés; “National Center for Biotechnology Information”; PRUITT, K. D. et al., 2012) e
o ENSEMBL (do inglés: “The European Bioinformatics Institute”, parte do “European Molecular Biology
Laboratory”; CUNNINGHAM, F. et al., 2015).

Com a devida aprovagao do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUGG/UNIRIO, realizou-se a
coleta de sangue total periférico de 30 individuos para a extracdo de DNA com a utilizagéo do kit “lllustra Blood
Genomic Prep Mini Spin Kit” (GE, Canada), seguindo as recomendagbes do fabricante.

A regido traduzida do éxon 3 do gene LEP foi selecionada para a analise de mutagdes, com a utilizagao
de iniciadores desenhados especificamente para este estudo, para amplificagdo por meio da PCR e
sequenciamento do DNA. Inicialmente, foi realizada uma PCR com gradiente de temperatura, com o objetivo de
definir a melhor temperatura de anelamento para amplificagao da sequéncia alvo, evitando a amplificagao de
sequéncias inespecificas. Apos a escolha da temperatura de anelamento mais adequada para o par de iniciadores
em questao, as reagdes de PCR foram realizadas considerando-se um volume total de 50 uL, com a utilizagao
do kit “GoTag® G2 Master Mix Color Less” (Promega, EUA). Apos a conclusdo de cada PCR, 5 L dos produtos
gerados foram visualizados por eletroforese em gel de agarose a 2,5% em tamp&o TAE 1x (Tampao Tris-Acetato-
EDTA), com corante intercalante de DNA “UniSafe Dye” (Uniscience®), para verificagdo da amplificagdo do
fragmento alvo.

A purificagdo dos produtos da PCR foi realizada com a utilizagdo do kit “ilustra GFX PCR DNA and Gel
Band Purification” (GE, Canada), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Apds a purificagéo, 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 Fundagao Oswaldo Cruz.

A andlise dos eletroferogramas resultantes do sequenciamento dos produtos da PCR foi realizada com a
utilizagdo de uma verséo de demonstragédo do programa Sequencher (Genes Codes®) e comparados a respectiva
sequéncia de referéncia do gene (LEP: NC_000007.14) segundo os registros do banco de genes do NCBI. A

nomenclatura utilizada para descrever as mutagdes foram as mesmas utilizadas pela base de dados do NCB/
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(DEN DUNNEN et al., 2016)

A analise de predigao funcional de variante ndo sindnima foi realizada com a utilizagao dos algoritmos
MutPred2 (PEJAVER et al.,2017), PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al., 2010), I-Mutant e SNP&GO (CAPRIOTTI,
CALABRESE e CASADIO, 2006).

RESULTADOS

Um par de iniciadores foi desenhado para a analise da regido traduzida do éxon 3 do gene LEP, LEP-
Ex3F (iniciador senso, na regidao do intron 2) e LEP-Ex3R (iniciador antissenso, na regido 3’ ndo traduzida). A
PCR in silico foi posteriormente utilizada para predicdo do desempenho dos iniciadores desenhados e apresentou
resultado satisfatério, os quais foram entdo enviados para sintese.

Apods o recebimento dos iniciadores e a realizacdo da PCR com gradiente de temperatura foi feita a
selecao da temperatura de anelamento de 65°C, considerada a mais especifica para a amplificagdo da sequéncia
do éxon 3, de acordo com os resultados obtidos por eletroforese em gel de agarose. A amplificacdo por PCR de
sequéncias do éxon 3 do gene LEP foi realizada em 30 amostras.

A anadlise dos eletroferogramas de sequéncias do gene LEP resultou na identificagdo da variante
rs17151919 (c.280G>A) localizada na regido traduzida do éxon 3. Esta variante representa uma mutagdo com
troca de sentido, que consiste na substituigdo do aminoacido Valina pelo aminoacido Metionina, no residuo 94 da
proteina (p.Val94Met). A mutagéo foi identificada em heterozigose, em dois individuos portadores de obesidade

do tipo | (IMC = 30 kg/m?), entre as 30 amostras analisadas por meio do sequenciamento do DNA (figura 1).

Figura 1: Eletroferogramas das sequéncias de nucleotideos do éxon 3 do gene LEP, amplificadas com os iniciadores senso e

antissenso, ilustrando a identificagdo da variante rs17151919 (c.280G>A; p.Val94Met), em heterozigose, em duas das amostras analisadas.

A analise de predicao funcional da variante rs17151919 foi realizada com a utilizagdo dos algoritmos
MutPred2, PolyPhen-2, I-Mutant e SNP&GO. As andlises realizadas por meio dos algoritmos PolyPhen-2 e I-

Mutant sugerem que a variante possua efeito deletério.

CONCLUSOES
O método de genotipagem utilizado para a identificagdo de mutagdes do gene LEP se mostrou eficiente,
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visto que os iniciadores desenhados para amplificagdo da sequéncia de nucleotideos do éxon 3 deste gene
amplificaram a sequéncia alvo de forma especifica, considerando os resultados obtidos com o sequenciamento
do DNA.

Apesar de 119 variantes ja terem sido identificadas na regido traduzida do éxon 3 do gene LEP em
individuos de diversas populagdes (segundo registros do banco de dados ENSEMBL; acesso em agosto de 2019),
apenas uma variante foi encontrada na populag¢ao estudada, em dois dos 30 individuos analisados.

De acordo com a predigao funcional da variante rs17151919, encontrada na regido codificante do gene
LEP, por meio de algoritmos, € possivel que esta variante represente uma mutagao patogénica. Vale ressaltar
que a variante rs17151919 foi identificada em dois individuos com obesidade tipo I, corroborando com os
resultados presentes na literatura, os quais relatam a associagdo de tal variante com a obesidade e suas
comorbidades.

Estes resultados sugerem que a variante identificada possa representar um potencial biomarcador para
os estudos em nutrigenética nesta populagao, possibilitando estudos mais direcionados, menos laboriosos e de
menor custo, que tenham por objetivo contribuir para prevencéo da obesidade e suas comorbidades na populagao

brasileira, do Rio de Janeiro.
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INTRODUGAO

A esquizofrenia € um transtorno de evolugao crénica, caracterizado pela desorganizagéo dos processos
mentais e marcado por forte estigma. Em geral, a idade de inicio do transtorno varia entre 15 e 20 anos para os
homens e entre 20 e 25 anos para as mulheres. Os sintomas sdo classificados como positivos relacionados a
presencga de delirios, alucinagdes e a desorganizagdo do pensamento e da conduta, e negativos referentes as
alteracgdes no afeto, perdas cognitivas, avolicao e anedonia(HANSEN et al., 2014). Pacientes esquizofrénicos tém
liberacdo excessiva de dopamina no estriado e quantidades insuficientes desse neurotransmissor no cortex pré-
frontal. Acredita-se que esse desequilibrio seja parcialmente responsavel pela ocorréncia dos grupos de sintomas.
Os bloqueadores dos receptores dopaminérgicos D2 s&o o tratamento padrdo da esquizofrenia.(SWIERCZEK et
al., 2019). Os antipsicéticos atuais tratam apenas os sintomas positivos sem aliviar os sintomas negativos ou
cognitivos da doenca. Além disso, sabe-se que as terapias existentes produzem efeitos colaterais extrapiramidais
que afetam a adesao do paciente ao tratamento. (AL-NEMA; GAURAV; AKOWUAH, 2018).

A fosfodiesterase 10A (PDE10A) é uma enzima de duplo substrato que hidrolisa os segundos
mensageiros intracelulares 3 ', 5- adenosina ciclica monofosfato (cCAMP) e 3 ', 5 ' monofosfato de guanosina
ciclico (cGMP) e é seletivamente expresso em neurdnios espinhosos médios (MSNs) no estriado de cérebros de
mamiferos (HALDER et al.,, 2017 ; HU et al., 2016). Mutacdes no gene PDE10A foram associadas ao
desenvolvimento de desordens motoras (DIGGLE et al., 2016). Recentemente a enzima fosfodiesterase 10A
(PDE10) foi associada como alvo potencial no tratamento da esquizofrenia(BARTOLOME-NEBREDA et al.,
2014). As saidas estriatal mediadas por MSNs sao divididas principalmente em duas vias: o receptor de dopamina
D2 - expressando a via indireta e o receptor D1 - expressando a via direta (BERTRAN-GONZALEZ et al., 2010;
GRAYBIEL, 1990, 2000). Em ultima analise, como os receptores de dopamina D1 sdo acoplados positivamente
a producao de AMPc e os receptores de dopamina D2 sdo acoplados negativamente a produgcado de AMPc, um

aumento putativo na concentracdo de AMPc nestas vias através da inibicdo de PDE10A imitaria o efeito do
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agonismo de D1 e do antagonismo de D2(MENNITI et al., 2007).

OBJETIVO
Realizar a analise computacional in silico das mutagdes da proteina PDE10A com a finalidade de
determinar se estas mutacdes 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(DA SILVA et al., 2019; DE OLIVEIRA et al.,
2019; KREBS; DE MESQUITA, 2016; PEREIRA; TELLINI; DE MESQUITA, 2019) as etapas descritas abaixo
integram a metodologia empregada:

A estrutura tridimensional da proteina PDE10A proteica foi obtida no Protein Data Bank [(PDB ID: ]) e a
compilacdo das mutagdes foi obtida pelo banco de dados UNIPROT.

A modelagem comparativa foi realizada utilizando os algoritmos: Phyre2(KELLEY et al., 2015),
MODWEB(PIEPER et al., 2011), HHPRED(SODING; BIEGERT; LUPAS, 2005), INTFOLD(MCGUFFIN et al.,
2015), RAPTORX(KALLBERG et al., 2012), (PS)2(HUANG et al., 2015), MHOLLINE(CAPRILES et al., 2010),
SWISS-MODEL(BIASINI et al., 2014). A modelagem ab initio, foi realizada utilizando os algoritmos Rosetta(KIM;
CHIVIAN; BAKER, 2004) e I-TASSER(YANG et al., 2015). As estruturas geradas foram entédo estruturalmente
alinhadas utilizando o servidor TM-Align(ZHANG; SKOLNICK, 2005) , e as melhores estruturas foram escolhidas
de acordo com os valores de RMSD e TM SCORE.

As estruturas selecionadas tiveram sua qualidade aferida utilizando os algoritmos de validagao:
PROCHECK(LASKOWSKI et al, 1996), PROVE (PONTIUS; RICHELLE; WODAK, 1996),
WHATCHECK(GHOLIZADE et al., 2018), ProSA Web(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), ERRAT(COLOVOS;
YEATES, 1993) e Verify3D (BOWIE; LUTHY; EISENBERG, 1991).

RESULTADOS

A fosfodiesterase 10A (PDE10A) é uma proteina que possui 779 aminoacidos. Existem seis mutagdes
conhecidas atualmente: Y97C, A106P, F290L, F324L, R706K, D707N.

Os algoritmos Swiss model, ITasser, ModWeb e Robetta geraram modelos que posterioemente foram
submetidos a alinhamento estrutural utilizando o TM-align, que analisa os valores de RMSD e TM SCORE. Os
melhores modelos apresentam RMSD <2.0A, e os scores TM tendem a 1. Os valores do alinhamento estrutural
estdo expostos na Tabela 1. Os algoritmos: HHPRED, (PS)2, Phyre2, INTFOLD, RAPTORX e o MHOLLINE nao
obtiveram sucesso, na modelagem da proteina PDE10A.
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NOME DO MODELO

model01(73-757)
Model01(1-779)
Model02(1-779)
Model03(1-779)
Model04(1-779)
Model05(1-779)
Modbasemodel 436-766v3
model02(73-428)
Modbasemodel 436-766v2
Modbasemodel 436-766v1
Modbasemodel 67-757
Modbasemodel 386-756
Modbasemodel 441-756
Modbasemodel 441-770
Modbasemodel 442-756
Robettamod1(1-725)
Robettamod2(1-725)
Robettamod3(1-725)
Robettamod4(1-725)
Robettamod5(1-725)

A estrutura modelada pelo Rosetta obteve melhores scores em todos os algoritmos de validagao utilizados
quando comparada a estrutura modelada por outros algortimos, portanto, foi selecionada como modelo final para

a realizagdo das proximas etapas.

CONCLUSAO

A proteina PDE10A foi submetida a modelagem estrutural utilizando diversos algoritmos e servidores, e

apos a validagdo das coordenadas atémicas o modelo de maior qualidade foi o obtido pelo algoritmo Roseta e

RosetaCM no servidor Robetta.

NOME DO
SERVIDOR
Swiss model 4

ITasser,
ITassers
ITasser,
ITassers
ITasserg
Modweb
Swiss model g
Modweb®
Modweb 1?
Modweb 1¢
Modweb 11
Modweb 12
Modweb 12
Modweb 14
Robetta’®
Robetta’®
Robetta'”
Robetta'?®
Robetta’

RMSD

2.43
2.51
2.70
2.27
2.41
2.50
1.92
5.89
1.97
1.88
2.30
2.74
1.44
1.77
1.81
0.80
0.73
0.71
0.84
0.71

TM-SCORE

0.85492
0.35969/0.86423
0.35944/0.86465
0.35951/0.86927
0.35987/0.86708
0.35875/0.86264
0.86891/0.91998
0.22401/0.24690
0.86750/0.91847
0.86896/0.91999
0.39683/0.85177
0.72703/0.85688
0.93604/0.94772
0.88464/0.93361
0.88048/0.89676
0.42743/0.98697
0.42767/0.98746
0.42783/0.98818
0.42701/0.98489
0.42787/0.98841

Figura 1: Estrutura tridimensional completa da proteina PDE-10 obtida por modelagem ab initio. Em azul a alfa-hélice, em magenta

as folhas beta.

REFERENCIAS

AL-NEMA, M.; GAURAYV, A.; AKOWUAH, G. Discovery of natural product inhibitors of phosphodiesterase

10A as novel therapeutic drug for schizophrenia using a multistep virtual screening. Computational Biology and

Chemistry, v. 77, n. August, p. 52-63, 2018.

200



Universidade Federal do

4
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro \.fe|?,']9'a a0

BARTOLOME-NEBREDA, J. M. et al. Discovery of a potent, selective, and orally active phosphodiesterase
10A inhibitor for the potential treatment of schizophrenia. Journal of Medicinal Chemistry, v. 57, n. 10, p. 4196—
4212, 2014.

BIASINI, M. et al. SWISS-MODEL: modelling protein tertiary and quaternary structure using evolutionary
information. Nucleic acids research, v. 42, n. Web Server issue, p. W252-8, jul. 2014.

BOWIE, J. U.; LUTHY, R.; EISENBERG, D. A method to identify protein sequences that fold into a known
three-dimensional structure. Science (New York, N.Y.), v. 253, n. 5016, p. 164-70, 12 jul. 1991.

CAPRILES, P. V. S. Z. et al. Structural modelling and comparative analysis of homologous, analogous
and specific proteins from Trypanosoma cruzi versus Homo sapiens: putative drug targets for chagas’ disease
treatment. BMC genomics, v. 11, p. 610, 29 out. 2010.

COLOVOS, C.; YEATES, T. O. Verification of protein structures: patterns of nonbonded atomic
interactions. Protein science : a publication of the Protein Society, v. 2, n. 9, p. 1511-9, set. 1993.

DA SILVA, A. N. R. et al. SOD1 in amyotrophic lateral sclerosis development — in silico analysis and
molecular dynamics of A4F and A4V variants. Journal of Cellular Biochemistry, n. July 2018, p. 1-9, 2019.

DE OLIVEIRA, C. C. S. et al. In silico analysis of the V66M variant of human BDNF in psychiatric disorders:
An approach to precision medicine. PLoS ONE, v. 14, n. 4, p. 1-28, 2019.

GHOLIZADE, M. et al. Bioinformatics Analysis of Upstream Region and Protein Structure of Fungal
Phytase Gene. Archives of Razi Institute, v. 73, n. 3, p. 229-237, 2018.

HANSEN, N. F. et al. A sobrecarga de cuidadores de pacientes com esquizofrenia: uma revisao integrativa
da literatura. Revista Eletrénica de Enfermagem, v. 16, n. 1, p. 220-227, 2014.

HUANG, T.-T. et al. (PS)2: protein structure prediction server version 3.0. Nucleic acids research, v. 43,
n. W1, p. W338-42, 1 jul. 2015.

KALLBERG, M. et al. Template-based protein structure modeling using the RaptorX web server. Nature
protocols, v. 7, n. 8, p. 1511-22, 19 jul. 2012.

KELLEY, L. A. et al. The Phyre2 web portal for protein modeling, prediction and analysis. Nature
protocols, v. 10, n. 6, p. 845-58, jun. 2015.

KIM, D. E.; CHIVIAN, D.; BAKER, D. Protein structure prediction and analysis using the Robetta server.
Nucleic acids research, v. 32, n. Web Server issue, p. W526-31, 1 jul. 2004.

KREBS, B. B.; DE MESQUITA, J. F. Amyotrophic Lateral Sclerosis type 20 - In silico analysis and
molecular dynamics simulation of hLnRNPA1. PLoS ONE, v. 11, n. 7, p. 1-18, 2016.

LASKOWSKI, R. A. et al. AQUA and PROCHECK-NMR: programs for checking the quality of protein
structures solved by NMR. Journal of biomolecular NMR, v. 8, n. 4, p. 477-86, dez. 1996.

MCGUFFIN, L. J. et al. IntFOLD: an integrated server for modelling protein structures and functions from
amino acid sequences. Nucleic acids research, v. 43, n. W1, p. W169-73, 1 jul. 2015.

MENNITI, F. S. et al. Phosphodiesterase 10A inhibitors: a novel approach to the treatment of the

201



U Universidade Federal do .cll
UNIRIO Estado do Rio de Janeiro \._de|rt‘,'f(.3'a a0

symptoms of schizophrenia. Current opinion in investigational drugs (London, England : 2000), v. 8, n. 1, p.
54-9, jan. 2007.

PEREIRA, G. R. C.; TELLINI, G. H. A. S.; DE MESQUITA, J. F. In silico analysis of PFN1 related to
amyotrophic lateral sclerosis. PLoS ONE, v. 14, n. 6, p. 5-10, 2019.

PIEPER, U. et al. ModBase, a database of annotated comparative protein structure models, and
associated resources. Nucleic acids research, v. 39, n. Database issue, p. D465-74, jan. 2011.

PONTIUS, J.; RICHELLE, J.; WODAK, S. J. Deviations from standard atomic volumes as a quality
measure for protein crystal structures. Journal of molecular biology, v. 264, n. 1, p. 121-36, 22 nov. 1996.

SODING, J.; BIEGERT, A.; LUPAS, A. N. The HHpred interactive server for protein homology detection
and structure prediction. Nucleic acids research, v. 33, n. Web Server issue, p. W244-8, 1 jul. 2005.

SWIERCZEK, A. et al. Advances in Discovery of PDE10A Inhibitors for CNS-Related Disorders. Part 2:
Focus on Schizophrenia. Current drug targets, ago. 2019.

WIEDERSTEIN, M.; SIPPL, M. J. ProSA-web: Interactive web service for the recognition of errors in three-
dimensional structures of proteins. Nucleic Acids Research, v. 35, n. SUPPL.2, p. 407-410, 2007.

YANG, J. et al. The I-TASSER Suite: protein structure and function prediction. Nature methods, v. 12, n.
1, p. 7-8, jan. 2015.

ZHANG, Y.; SKOLNICK, J. TM-align: A protein structure alignment algorithm based on the TM-score.
Nucleic Acids Research, v. 33, n. 7, p. 2302-2309, 2005.

202



Universidade Federal do

4
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro \.fe|?,']9'a a0

ESTUDO ETNOFARMACOLOGICO DA EFICACIA E SEGURANGA DO EXTRATO
HIDROMETANOLICO DA FOLHA DE JABUTICABA CONTRA TRYPANOSOMA CRUZI

'2Barbara Verena Dias Galv&o (IC-UNIRIO); "?#*Carlos Fernando Araujo-Lima (co-orientador); 3Ménica

C. P. Santos; 3Mariana P. Seljan; 3Edira C. B. de Andrade Gongalves; 'Claudia Alessandra Fortes Aiub

(orientadora); ?Israel Felzenswalb; “Maria de Nazaré Correia Soeiro.

1 — Departamento de Genética e Biologia Molecular; Instituto Biomédico; Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro.

2 — Departamento de Biofisica e Biometria; Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes; Universidade
do Estado do Rio de Janeiro.

3 — Programa de Pds-graduagédo em Alimentos e Nutricdo; Escola de Nutricao; Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro.

4 — Laboratério de Biologia Celular; Instituto Oswaldo Cruz; Fundagao Oswaldo Cruz.

Apoio Financeiro: UNIRIO; UERJ; CNPq; CAPES; FAPERJ; FIOCRUZ.

Palavras-chave: Myrciaria cauliflora, Trypanosoma cruzi; Doenga de Chagas.

INTRODUGAO

A doenca de Chagas (DC) apresenta diversos desafios terapéuticos, como a agédo limitada e efeitos
colaterais dos medicamentos disponiveis, que revelam a importancia da busca por compostos tripanocidas mais
eficazes e seguros (WHO, 2015), incluindo estratégias como a pesquisa etnofarmacolégica (TSE, KORSIK,
TODD, 2019). Partes da arvore Myrciaria cauliflora (Myrtaceae), conhecida como jabuticabeira, tém sido
tradicionalmente utilizadas para tratar disturbios respiratérios e digestivos, e demonstram notavel potencial
farmacolégico (CHAVASCO et al., 2014) associado a seus compostos fendlicos, que também apresentam
potencial funcional relacionado a doengas cardiovasculares (SANTIAGO, 2018), uma caracteristica interessante

para o tratamento da cardiomiopatia congestiva chagasica.

OBJETIVO
Investigar a composicao fendlica, seguranca toxicoldgica e eficacia do extrato hidrometandlico da folha

de M. cauliflora sobre a forma tripomastigota sanguinea de Trypanosoma cruzi, através de métodos in vitro.

METODOLOGIA
Para a extragdo dos compostos bioativos, 0,5 g de folhas de jabuticaba secas e trituradas foram adicionadas
a 10 mL de solugdo de metanol:dgua (80:20, v/v) (NASPOLINI et al., 2016). A andlise fitoquimica foi feita por

cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de massas. O potencial mutagénico foi
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determinado pelo ensaio Salmonella/Microssoma (MARON e AMES, 1983), utilizando as linhagens TA97, TA98,
TA100, TA102 e TA104 de Salmonella enterica sorovar Typhimurium, na auséncia e presenca de ativagao
metabdlica. Paralelamente, foi feito um ensaio de sobrevivéncia bacteriana para avaliar possiveis efeitos citotdxicos.
As amostras foram consideradas mutagénicas quando o indice de mutagenicidade (IM)>2 ou analise estatistica por
one-way ANOVA seguida por teste de Dunnet mostraram p<0,01, e as amostras que apresentaram sobrevivéncia
inferior a 70% em relagdo ao controle negativo foram consideradas citotéxicas (ARAUJO-LIMA et al., 2018). O
potencial genotoxico do extrato foi avaliado pelo ensaio do micronucleo em cultura de células HepG2, conforme
descrito por Fenech (2007). O ensaio WST-1 foi utilizado para avaliar a hepatotoxicidade do extrato (0-500 ug/mL)
sobre células HepGz, apds 2, 24 e 48 h de exposicdo (PINTO et al., 2018). A partir da analise colorimétrica,
determinou-se a concentragao letal (LCso) para 50% das células cultivadas. Diferengas estatisticas foram analisadas
por one-way ANOVA (p<0,01) seguido por teste de Tukey. Formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y (DTU
Tcll) de T. cruziforam incubadas por até 2 e 24 h a 37°C na presenca de diluigdes seriadas do extrato (0-300 pL/mL).
As taxas de mortalidade dos parasitas foram determinadas pela quantificacao direta do nimero de parasitos vivos

e calculou-se o ECso (concentragao que reduz 50% do numero de parasitas) (ARAUJO-LIMA et al. 2018).

RESULTADOS

Foram identificados 6 compostos fendlicos majoritarios no extrato: quercetina, miricitrina, hesperetina e
dihidroquercetina 3-O-ramnosideo, acido m-cumarico e esculina. Compostos bioativos de plantas também podem
ter efeito mutagénico e citotdxico para as células humanas e, portanto, é essencial avaliar sua seguranga quando
se trata de aplicagGes alimenticias e farmacéuticas (ARAUJO-LIMA et al., 2018). O extrato ndo apresentou
concentragbes mutagénicas para nenhuma das cepas avaliadas, independentemente de ativagdo metabdlica

(Figura 1). As taxas de sobrevivéncia foram >70% para todas as cepas (dados ndo mostrados).
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Figura 1. Avaliagdo da mutagenicidade do extrato hidrometanélico da folha de Myrciaria cauliflora. Os graficos mostram que,
tanto na auséncia (cinza claro) quanto na presenga (cinza escuro) da ativagdo metabdlica, ndo houveram concentragdes mutagénicas para

as cepas avaliadas. *p>0,01 vs. controle negativo; n = 3 em triplicata; One-way ANOVA seguido pelo teste de Dunnet.

O figado desempenha um papel importante na toxicidade dos xenobiéticos, uma vez que muitas de suas
enzimas sao responsaveis por parte do metabolismo dessas substancias. Cultura de células permanentes, como
HepG2, tem capacidade de detectar hepatotoxicidade de 90% em comparagdo com culturas primarias de
hepatécitos. O extrato exibiu efeito dose e tempo-dependente sobre as células HepGz, com valores de ECso para
24, 48 e 72 h de 101, 32 e 5 ug/mL, respectivamente (Figura 3a). Por outro lado, HepG2 € uma linhagem de
hepatocarcinoma humano, o subtipo mais frequente de cancer primario de figado e uma das principais causas de
morte por cancer. Desta forma, esta linhagem celular também é empregada como modelo na identificagado de
compostos anticarcinogénicos e antitumorais (YE et al, 2018). Apesar de ndo ser capaz de induzir a formagéao de
micronucleos (Figura 2a), o extrato apresentou a capacidade de reduzir o indice de divisbes nucleares das células
HepG: (Figura 2b), sugerindo possiveis efeitos citotoxicos ou citostaticos. Os resultados encontrados neste
trabalho reforcam a agdo anticarcinogénica de algumas espécies do género Myrciaria, que apresentam
propriedades anticarcinogénicas (WU et al, 2013), podendo atuar por alteragbes da expressao e atividade de
proteinas pré-apoptoticas (LEIPELT, 2016).
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Figura 2. Indugado de microntcleos pelo extrato de M. cauliflora em células HepG,. A) Ap6s 24 h de exposi¢édo, ndo houve
aumento significativo nas células micronucleadas (MN) (a), entretanto, o extrato reduziu os indices de divisdo nuclear (NDI) (b) das células
HepG2, indicando efeitos citotoxicos/citostaticos. 3.000 células foram pontuadas por tratamento para cada experimento (*p > 0,05; **p > 0,01;

=+p > 0,001 versus controle negativo; n = 3 em triplicata; One-way ANOVA seguida por teste de Tukey).

O extrato exibiu significativa atividade tripanocida in vitro contra a forma tripomastigota sanguinea de T.
cruzi (cepa Y, DTU II), numa faixa de concentragcao segura para células HepG2, cerca de dez vezes menor que
a concentracao necessaria para produzir efeito hepatotdxico, inibindo o crescimento dos parasitos com ECso em
2 e 24 h de 4,8-11,4 pg/mL e 4,7-10,5 pg/mL (Figura 3b), respectivamente, enquanto o benzonidazol exibiu um
ECso em 2 e 24 h de >200 pg/mL e <5 pg/mL.
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Figura 3. a) Avaliagdo da hepatotoxicidade do extrato hidrometandlico da folha de Myrciaria cauliflora em células HepG2.
O extrato exibiu efeito dose-dependente, com valores de LCsy por 24, 48 e 72 h de 101, 32 e 5 pyg/mL, respectivamente. b) Avaliagdo da
atividade tripanocida in vitro do extrato hidrometandlico da folha de M. cauliflora. O extrato exibiu atividade tripanocida significativa

sobre formas tripomastigotas sanguineas de T. cruzi apés 2 e 24 h (ECso em 2 € 24 h de 4,8-11,4 ug/mL e 4,7-10,5 pyg/mL).

Este efeito também pode ser atribuido a presenga de varios componentes ativos, incluindo compostos
fendlicos, frequentemente relacionados as propriedades antioxidantes, antimicrobianas e antiparasitarias dos
extratos de folhas, cascas e frutas do género Myrciaria. Alguns destes compostos tém a capacidade de se

complexarem com macromoléculas do parasita, tais como lipidios de membrana, polipeptideos, proteinas e
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enzimas, levando a inativagéo e perda de fungdo (COWAN, 1999). Além disso, alguns flavonoides apresentaram
acao leishmanicida contra L. peruviana, L. braziliensis e L. infantum, causando apoptose do parasita induzindo a
clivagem do cinetoplasto. Além disso, alguns produtos naturais atuam interferindo no equilibrio redox dos
parasitos, atuando tanto na cadeia respiratéria quanto nas defesas celulares contra o estresse oxidativo, como a
quercetina, que aumenta a produgao de espécies reativas de oxigénio, promove disfungdo mitocondrial no
parasita e inibe o crescimento celular (CORREIA et al., 2016; SOUZA et al., 2018).

CONCLUSOES

Em resumo, os dados demonstram que, foram identificados 6 compostos fendlicos no extrato (quercetina,
miricitrina, hesperetina e dihidroquercetina 3-O-ramnosideo, acido m-cumarico e esculina). O extrato ndo induziu
efeitos mutagénicos ou genotdxicos, mas demonstrou atividade citotoxica ou citostatica sobre HepG2. Por outro
lado, o extrato apresentou atividade significativa contra a forma tripomastigota sanguinea de T. cruzi, em
concentragbes nao-hepatotdxicas, sugerindo alta probabilidade de seguranga para o consumo humano. Assim,
os resultados apontam para a relevancia de futuras avaliagbes dos efeitos do extrato sobre outras formas
evolutivas do T. cruzi, investigando possiveis mecanismos de agdo tripanocida, além de um fracionamento
bioguiado, visando identificar e isolar seus constituintes tripanocidas. Portanto, o extrato surge como uma fonte

potencial de produtos naturais ativos contra o agente etiolégico da DC.
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INTRODUGAO

Atualmente, a pratica de exercicios fisicos, como o fisiculturismo e corrida, vem aumentando em todo o
mundo. Os suplementos alimentares tém sido utilizados por um ndmero consideravel de atletas e praticantes de
atividades fisicas e as informagdes declaradas nos rotulos afetam a escolha por esses alimentos (MACHADO,
2015). Entretanto, pesquisadores observaram a inadequagao da composi¢do desses produtos, além de detectar
a presencga de androégenos, aumentando a suspeita sobre sua verdadeira composi¢do (FERREIRA, 2010). Em 9
de setembro de 2013, os médicos do Centro de Transplante Hepatico do Havai notificaram o Departamento de
Saude do Havai de sete adultos previamente saudaveis que tinham hepatite aguda e / ou fulminante de etiologia
desconhecida desde maio de 2013. Os médicos relataram que todos os casos usaram o suplemento OxyElite
Pro™ para perda de peso ou constru¢gdo muscular antes do inicio da doenga (JOHNSTON et al., 2016). Como
este produto, assim como outros deste perfil podem e sido vendidos internacionalmente e podem ser
comercializados no Brasil, é de extrema importancia para a seguranc¢a do consumidor que eles sejam investigados

para determinar os riscos potenciais de seu consumo.
OBJETIVO

Investigar o potencial mutagénico e citotdxico dos suplementos dietéticos OxyElite Pro, Jack3d e C4.
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METODOLOGIA

As marcas desses produtos foram escolhidas por serem trés das mais vendidas no Brasil, por ja terem
sido relatados casos clinicos na literatura no uso desses produtos e por possuirem um composto em comum que
também esta relacionado aos casos clinicos observados, a 1,3-dimetilamilamina (DMAA). O ensaio
Salmonella/Microssoma (MARON e AMES, 1983) foi utilizado para determinar o potencial mutagénico dos
suplementos investigados. As amostras de Salmonella enterica sorovar Typhimurium TA97, TA98, TA100, TA102
e TA104 foram utilizadas para os 3 produtos. Os ensaios foram realizados utilizando cinco concentragdes para
OxyElite Pro e C4 (0,0005, 0,005, 0,05, 0,5, 5 mg/placa) e seis concentragdes para Jack3d (0,0001, 0,0005, 0,005,
0,05, 0,5, 5 mg/placa), todas diluidas em DMSO 10% e analisados com e sem ativagdo metabdlica (S9 mix 4%).
O ensaio foi realizado em friplicata e repetido pelo menos duas vezes e o efeito mutagénico foi considerado
naquelas concentragdes cujo indice de mutagenicidade (Ml = revertentes induzidos / revertentes espontaneos)
foi superior a 2. Para citotoxicidade, foi utilizado o ensaio de viabilidade (WST-1) com a linha celular HepG2 de
hepatocarcinoma humano. Este ensaio consiste na reducdo do sal de tetrazdlio WST-1 em formazano por
desidrogenases celulares.. Um ensaio de fosfatase alcalina, que € um biomarcador hepatico, foi realizado para
verificar possiveis disturbios hepaticos. A porcentagem de sobrevivéncia celular em WST e a secrecéo de
fosfatase alcalina por 10.000 células em contato com suplementos em concentragées de 0 a 5 mg/mL foram

observadas nos periodos de 24h, 48h e 72h.

RESULTADOS

Um resultado positivo foi encontrado para mutagenicidade para OxyElite Pro nas cepas TA97 (a 5
mg/placa), TA98 (0,5 mg/placa), TA100 (a partir de 0,005 mg/placa), TA102 (apenas para 0,0005 mg/placa) e
TA104 (apenas para 0,5 mg/placa) na presenga de metabolismo exdgeno (S9 mix). Respostas citotéxicas foram
detectadas para a linhagem TA102 (a partir de 0,05 mg/placa), na presenga de mistura S9 e para TA104 (na dose

de 5 mg/placa na auséncia de S9 e a partir de 0,5 mg/placa na presencga de S9 mix).

Jack3d induziu respostas mutagénicas para TA 97 (a partir de 0,5 mg/placa), TA98 (a partir de 0,005
mg/placa), TA100 (apenas para 0,0005 mg/placa), TA102 (a partir de 0,5 mg/placa) e TA104 (a 0,05 mg/placa).
Na auséncia de S9 mix, as respostas mutagénicas foram observadas para a linhagem TA102 (a partir de 0,0005
mg/placa). Um efeito citotoxico foi observado para TA100 na concentragdo mais alta (5 mg/placa), na presencga
de S9 mix. Na auséncia de metabolizagdo exdégena, as respostas mutagénicas foram observadas na maior

concentracdo para a linhagem TA98.

Resposta mutagénica induzida por C4 foi observada para linhagens TA97 (apenas 0,5 mg/placa) e TA

104 (5 mg/placa), na presenca de metabolizacdo exdgena. Respostas citotoxicas foram detectadas na cepa
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TA102 (a partir de 0,5 mg/placa) na presenca e auséncia de S9 mix, e na TA98 (na dose de 5 mg/placa) na
auséncia de S9 mix.

O ensaio de viabilidade celular mostrou um resultado tempo-dependente e dose-dependente. Quanto
mais tempo as células tiverem contato com os suplementos e maior a concentragdo destes, maior a porcentagem

de morte celular. O OxyElite Pro foi o primeiro a apresentar um efeito citotoxico significativo
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Figura 1: Ensaio de viabilidade celular WST-1 para os suplementos OxyElite Pro, Jack3d e C4.

Os suplementos dietéticos pré-treino foram capazes de induzir o aumento da secre¢do da enzima
Fosfatase Alcalina (células U / 10000) no sobrenadante das culturas de células HepG2 expostas a eles em 24h,

48h e 72h, e pode-se observar um efeito tempo-dependente.
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Figura 2: Ensaio de fosfatase alcalina para os suplementos OxyElite Pro, Jack3d e C4.

O modelo bacteriano demonstrou mutacao do tipo frameshift e substituicdo de par de bases (MARON e
AMES, 1983) para OxyElite Pro, Jack3d e C4. A maioria desses resultados mutagénicos foram obtidos apenas
com a co-administragdo da mistura S9, que produz um efeito de metabolismo semelhante ao do figado humano.
Assim, pode-se assumir que os metabolitos produzidos pelos suplementos tém um potencial mutagénico que nao
€ observado sem o metabolismo exdgeno. Os ensaios de células eucariéticas mostram que a exposi¢cao causa
uma citotoxicidade tempo-dependente e secregao de fosfatase alcalina, que indicam disturbios hepaticos. Com
base na linhagem celular usada, HepG2, isso pode indicar um possivel estado de hepatotoxicidade e hepatopatia

apo6s a administracdo destes suplementos.

Esses dados corroboram com os relatérios observados no Havai daqueles pacientes que apresentou
dano hepético (JOHNSTON et al., 2016).

CONCLUSOES

Com os resultados obtidos, sugere-se um potencial mutagénico e citotdxico para os suplementos
analisados. Mais testes devem ser realizados para entender a extensio dos efeitos desses suplementos e qual
€ 0 mecanismo que causa os efeitos observados. Entretanto, com este estudo ja é possivel alertar para o uso

indiscriminado de suplementos pré-treino visando a seguranga do consumidor.
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INTRODUGAO

A bioinformatica possui um papel fundamental na industria farmacéutica, bem como em outras areas da
pesquisa cientifica atualmente. Na terapia medicamentosa, € importante predizer interacdes entre as moléculas
a fim de avaliar possiveis efeitos colaterais ou melhora-las para que tenham uma melhor compatibilidade com
as moléculas desejadas. Entender as mutagdes que podem gerar alteragdes na sequéncia de aminoacidos é de
vital importancia para o desenvolvimento de novos farmacos, mais eficazes no tratamento de doengas genéticas.

A Huntingtina (HTT) € uma proteina existente nos neurdnios, que transita constantemente entre o nucleo
e o citoplasma e apresenta 3142 residuos de aminoacidos em sua cadeia. A doenga de Huntington é causada
pela replicagdo de trinucleotideos consecutivos CAG na sequéncia genética do paciente. Apesar de ser a
patologia mais conhecida, recentemente, foram descobertas mutagdes que podem ocorrer na sequéncia de
aminoacidos da HTT causando outras doengas, que n&do a doenga de Huntington. Um dos exemplos observados

nos ultimos anos foi a sindrome de Rett, que pode ser causada pela mutagdo F2717L (RODAN et al., 2016).

OBJETIVO

Nesse estudo objetivamos analisar as altera¢des funcionais e estruturais da mutacéo da proteina HTT

por simulagdo computacional in silico.

METODOLOGIA

Seguindo a metodologia ja estabelecida em nosso grupo (DA SILVA et al., 2019; DE OLIVEIRA et al.,
2019; KREBS; MESQUITA, 2016; RODRIGUES et al., 2019). A estrutura tridimensional da proteina HTT proteica

foi obtida no Protein Data Bank (PDB ID: 6EZ8) e a compilagdo das mutagdes foi obtida pelo banco de dados
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UNIPROT (BATEMAN et al.,, 2017). A modelagem comparativa foi realizada utilizando o algoritmo SWISS-
MODEL (WATERHOUSE et al., 2018).

RESULTADOS

Nesse trabalho, utilizando a metodologia ja estabelecida em nosso grupo (PEREIRA et al., 2019), foi
analisada a mutagao F2717L na proteina HTT, obtida no banco de dados UNIPROT , a proteina foi submetida
a modelagem estrutural utilizando o algoritmo SWISS-MODEL (WATERHOUSE et al., 2018), que faz
modelagem molecular comparativa utilizando como base as coordenadas atémicas da estrutura tridimensional
da HTT determinada por microscopia eletronica (PDB ID: 6EZ8). Os modelos determinados neste trabalho estéao
descritos na Figura 1.

Os resultados da analise funcional da mutagdo F2717L (Tabela 1) demonstrou que trés algoritmos
preditores classificaram a mutagdo como deletéria. Os resultados do I-Mutant demonstraram que a mutagéo

F2717L causa um aumento da estabilidade proteica quando comparada a proteina nativa.
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Figura 1: Estrutura tridimensional completa da proteina HTT obtida por modelagem. (A) a proteina nativa. (B) a proteina com a

mutagdo F2717L. Em azul a alfa-hélice, em magenta as folhas beta.

Tabela 1- Anélise funcional da mutagdo F2717L na proteina HTT

Mutacgao i-Mutant Phd - PolyPhen2 | PROVEAN | SIFT SNAP
SNP
F2717L Diminui a | Neutro Deletério Deletério Deletério Neutro
estabilidade
CONCLUSAO

A andlise da mutacdo F2717L na proteina HTT demonstrou que esta mutagédo é deletéria

corroborando os resultados experimentais.

A modelagem molecular gerou estruturas completas da HTT nativa e mutante.
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INTRODUGAO

O gene SETX codifica uma grande proteina de 2677 residuos de aminoacidos, chamada de senataxina
(NX_Q72333), cuja localizagdo se encontra principalmente no nucleo (SURAWEERA et al., 2007). A proteina
contém um dominio helicase DNA-RNA (residuos 1.931-2.456). A regido N-terminal da senataxina (residuos 64-
593) é evolutivamente conservada na proteina do peixe-zebra (XP_690945) e na proteina Sen1p2 da
Schizosaccharomyces pombe. A fungdo dessa regido ainda ndo é conhecida, embora seja predita como um
dominio de interagdo com proteina (CHEN et al., 2006).

Mutagdes no gene SETX estdo também associadas a uma desordem neurolégica rara, a esclerose lateral
amiotrofica 4 (ALS4), um tipo de esclerose lateral amiotréfica com heranga dominante, ou a ataxia com apraxia
oculomotora tipo 2 (AOA2), que possui heranga recessiva (GROH et al., 2017). A AOA2 se desenvolve
tipicamente entre 10 a 25 anos. A doencga é caracterizada pelo aparecimento precoce de ataxia cerebelar, atrofia

cerebelar, neuropatia sensoério-motora axonal e apraxia oculomotora.

OBJETIVOS
Realizar a analise in silico da mutagdo M274l da proteina SETX com a finalidade de determinar se esta
mutagdo afeta a estrutura, atividade ou estabilidade da proteina e desenvolver um banco de dados online e

gratuito com os resultados obtidos.

METODOLOGIA

De acordo com a metodologia previamente estabelecida em nosso grupo (DA SILVA et al., 2019; KREBS;
MESQUITA, 2016; PEREIRA et al., 2018) foi possivel determinar por meio de modelagem computacional a
estrutura tridimensional da proteina SEXT e predizer os efeitos funcionais das mutagdes nesta proteina.

A sequéncia de aminoacidos da proteina SETX humana nativa foi obtida no banco de dados UniProt [ID:
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Q72333] (BATEMAN; MARTIN; ZHANG, 2015). A estrutura da proteina SETX nativa foi obtida no banco de dados
do Protein Data Bank (PDB ID: 5MZN) (BERMAN et al., 2000) e a compilagdo das mutagbes foi realizada
utilizando os bancos de dados do UniProt.

Os efeitos das mutagdes na fungéo da proteina SETX foram preditos utilizando os algoritmos PredictSNP
(BENDL et al., 2014), PhD-SNP (CAPRIOTTI; CALABRESE; CASADIO, 2006), PolyPhen-2 (ADZHUBEI et al.,
2010), SIFT (NG; HENIKOFF, 2001), SNAP (BROMBERG; ROST, 2007), SNPs&GO (CALABRESE et al., 2009),
PROVEAN (CHOI et al., 2012), I-Mutant (CAPRIOTTI; FARISELLI; CASADIO, 2005) e SNPeffect 4.0 (DE BAETS
et al., 2012), que analisa propensdo a agregacado (TANGO), propensao amiléide (WALTZ), tendéncia a ligagao
de chaperona (LIMBO).

A andlise de conservagao estrutural foi realizada utilizando o servidor ConSurf (ASHKENAZY et al., 2010,
2016). O ConSurf pode identificar sitios criticamente importantes dentro da macromolécula de consulta, onde o
grau de conservagao elevado do aminoacido pode indicar um local importante para a fungao e estabilidade da
estrutura proteica.

Os modelos tridimensionais da SETX foram construidos utilizando métodos de modelagem comparativa
e ab initio. O algoritmo I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010) foi utilizado para a modelagem ab initio,
enquanto os algoritmos Swiss Model (BIASINI et al., 2014), Phyre2 (KELLEY et al., 2017) e (PS)2 (HUANG et al.,
2015), foram utilizados para a construgdo por modelagem comparativa. O servidor Robetta (KIM; CHIVIAN;
BAKER, 2004) fornece um método hibrido de modelagem com os protocolos Rosetta de novo para modelagem

ab initio e RosettaCM para comparativa.

RESULTADOS

A analise de predicao funcional mostrou que quatro dos oito algoritmos classificaram a mutagao M2741
como deletéria, enquanto os outros trés classificaram como neutra. A analise do I-Mutant mostrou que a mutagao
M2741 reduziu a estabilidade da proteina. As analises mostraram que a mutagéo nio afeta tendencia a ligagéo a
chaperonas, agregacao e propensdo amildide.

Analisando os resultados obtidos no algoritmo Consurf, pode-se relacionar a mutagdo M274l, localizada
em regido mais conservada, diretamente a predigao funcional, uma vez que as mutagdes consideradas deletérias
pelos algoritmos de predi¢ao funcional sdo as que geralmente se encontram em regides mais conservadas.

A modelagem molecular da regido N-Terminal da proteina SETX utilizando o Robetta gerou cinco modelos
(Figura 1) que foram alinhados posteriormente com ao algoritmo TM-align. Na figura 2, € mostrado o resultado do

modelo do Dominio DNA/RNA Helicase gerado pelo Robetta.
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Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Figura 2: Modelos gerados pelo Robetta da regido N-Terminal da proteina SETX.

Figura 3: Dominio DNA/RNA Helicase gerado pelo Robetta.
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CONCLUSAO
Com os resultados obtidos, pode-se concluir que a mutagdo M274l1 na SETX é patogénica e altera
estabilidade da estrutura proteica, bem como sua fung¢éo, podendo estar relacionada com o desenvolvimento da

ataxia com apraxia oculomotora tipo 2.
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INTRODUGAO

A espécie vegetal Setaria viridis tem tomado as ateng¢des dos pesquisadores para a tornar um modelo de
estudos em plantas com o tipo C4 de fotossintese, devido suas caracteristicas positivas ja conhecidas como:
facilidade em manuseio, tamanho reduzido e rapido processo de desenvolvimento em laboratério, auxiliando no
conhecimento das interagdes metabdlicas e moleculares em plantas de interesse agrondbmico como cana-de-
acucar, milho, sorgo, etc, que possuem ciclos de vida mais complexos e maior longevidade. O objetivo deste
estudo é dar suporte para a analise do comportamento e resposta das plantas C4 em condigdes de déficit hidrico,
usando a setaria como modelo, e determinar espécies de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) que melhor
minimizam o efeito negativo imposto pela seca. Sabendo que os FMAs trazem inumeros beneficios para as
plantas, eles poderdo ser introduzidos e manuseados de maneira a minimizar uma falta de agua em uma
plantacdo. Neste estudo objetivamos selecionar espécies de fungos que interajam positivamente com a setaria

em condigdes de irrigagdo normal para posteriormente avaliar a resposta a seca.

OBJETIVO

Avaliar a capacidade de interagcédo entre sete diferentes espécies de Fungos Micorrizicos Arbusculares
(FMAs) e a espécie vegetal Setaria viridis (variedade A10); uma planta que vem sendo proposta como modelo
para os mecanismos genéticos e moleculares do metabolismo C4; avaliar a eficiéncia da interagdo com a

inoculagao dos fungos, através de parametros como o nimero de esporos apos cultivo e presenga de estruturas
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fungicas nas raizes; a resposta de crescimento das plantas inoculadas e nao inoculadas (controle) apds estresse
hidrico.

METODOLOGIA

Para iniciar o experimento, sementes de S. viridis passaram por um processo esterilizacdo; as sementes
foram tratadas com 20% de solug&o de alvejante comercial e 0,1% de Tween-20 durante 20 minutos com vortex
ocasional e lavadas trés vezes em agua destilada (SEBASTIAN et al., 2014). Em seguida, foi feita a estratificagéo
em geladeira em que as sementes sao cobertas por papel Germitest® embebido em ambos os lados com agua
destilada e colocados na placa de Petri lacrado com fita crepe, e mantido em geladeira por 3 a 4 dias a
temperatura entre 4 e 5°C. Em sequéncia iniciou-se o protocolo de germinagao, quando foram transferidas para
outra placa de Petri com novo papel Germitest® embebido em agua destilada. As sementes nao ficaram muito
préximas, fechou-se a placa com fita crepe e colocou-se para crescer sob fotoperiodo de 16h/claro, 8h/escuro e
temperatura 32-C dia e 25-C noite. Apds sete dias a germinagéo, foram transplantadas para vasos contendo uma
mistura de areia e vermiculita autoclavados (na propor¢ao de 2:1), além disso foi colocado pedras pequenas no
fundo e feitos cortes no fundo do copo com tesoura, a fim de viabilizar a “irrigacdo” apenas a bandeja, evitando
uma irrigacao direta no copo e perda do inéculo do fungo micorrizico com o trajeto da agua.

A inoculagéo de esporos de seis espécies de FMAs foi feita no momento do transplante aos 7 DAP (dias
apos germinagao). As espécies de fungos foram selecionadas de acordo com sua ocorréncia em plantas do
metabolismo C4 na literatura, a saber: Acaulospora colombiana (tratamento 1); Acaulospora morrowiae
(tratamento 2); Acaulospora scrobiculata (tratamento 3); Claroideoglomus etunicatum (tratamento 4); Dentiscutata
heterogama (tratamento 5); Rhizoglomus clarum (tratamento 6); Scutellospora calospora (tratamento 7). Para a
inoculacao dos fungos, foi feita a extragéo prévia de esporos de inoculantes fornecidos pela Embrapa Agrobiologia
onde se tinha conhecimento sobre o nimero de esporos por grama em cada inoculante e assim, foi calculada a
quantidade de inéculo a ser utilizada em cada vaso para cada espécie, a fim de garantir a introdugéo de

aproximadamente 100 esporos por planta (Figura 1).

Figura 1: A. Inoculagao do fungo micorrizico (100 esporos por planta) no vaso de 400mL concomitantemente a introdugéo da
plantula germinada; B. Disposicéo dos vasos em bandejas para crescimento das plantas em laboratério com temperatura e luminosidade

padronizadas.
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Foram 9 tratamentos: 7 tratamentos com diferentes fungos inoculados e dois controles. Os tratamentos
com fungos foram irrigados com uma solugéo nutritiva Hoagland (Hoagland; Arnon, 1950) com 1/3 da dose de
fésforo recomendada para que houvesse uma necessidade da planta, a qual compensaria com a interagao com
o fungo para a obtencdo do fosforo faltante; nos tratamentos controle, um deles foi irrigado com a solugao
contendo somente 1/3 de fésforo (Tratamento 8) e o outro com a solugéo nutritiva com a quantidade de fésforo
completa (Tratamento 9). Ao final do experimento foram avaliados os seguintes dados: altura das plantas, peso
seco (parte aérea e raiz), peso turgido (parte aérea e raiz), peso fresco (parte aérea e raiz), niumero de esporos

no substrato e porcentagem de estruturas fungicas nas raizes.

RESULTADOS

Todos os parametros avaliados resultaram em tratamentos com valores de desvio padrao elevado, o que
dificultou a analise direta, mas que resultaram em diferengas significativas estatisticas em algumas comparagoes;
0 que nos permitiu selecionar trés espécies de FMAs; sendo elas pertencentes aos tratamentos 1, 5 e 6 (A.
colombiana, D. heterogama e R. clarum, respectivamente). Foi possivel observar visualmente a diferenga na
altura e biomassa vegetal que apontaram os tratamentos 2 e 3 (A. morrowiae e A. scrubicullata, respectivamente),
como sendo os mais negativos para a setaria; que ficaram semelhantes ao tratamento 9, onde n&o houve a
inoculagao de fungos e houve a adubagédo com a dose reduzida de fésforo. O tratamento 3 foi o pior resultado
obtido no conjunto dos dados (Figura 2).

Além disso, os dados de colonizagdo dos fungos nas raizes e a quantidade de esporos produzidos de
cada fungo (Figura 3) corroboram com dados vistos na Figura 1, uma vez que os fungos que melhores
colonizaram as raizes (1 e 6) promoveram resultados positivos nas plantas. E importante ressaltar que nem
sempre espécies de fungos que mais esporulam, ou seja, que se encontram em maior quantidade no substrato,
sdo as que efetivamente colonizam raizes. O tratamento com maior nimero de esporos no substrato (tratamento
2, numero médio de 30 esporos), ndo foi o que apresentou maior porcentagem de colonizagdo nas raizes de
setaria (Figura 3). Assim podemos observar que diferentes espécies de fungos se associam com maior ou menor
eficiéncia a planta S. viridis, o que valoriza estudos preliminares da interagdo antes de iniciar estudos complexos

de avaliagao de resposta a fatores ambientais ou analises moleculares.
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Figura 2: Aspecto geral das plantas de Setaria viridis acesso A10 com 47 dias apds germinagéo nos diferentes tratamentos
(imagem a esquerda) e graficos de altura (A) e peso seco das plantas (B). As letras referem-se a analise estatistica ndo paramétrica

Kruskal-Wallis realizada no programa Biostat
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Figura 3: Média dos esporos contados e da porcentagem de colonizagdo observada em cada tratamento do acesso A10.

CONCLUSOES

O presente estudo ainda nao foi concluido pois pretende-se encontrar um fungo que melhor se associe
com a S. viridis em uma situagédo de estresse hidrico. No entanto, a escolha de trés espécies de fungos mais
eficientes para a setaria servira de base para futuros estudos genéticos e moleculares com esta planta modelo.
Assim, as espécies A. colombiana e R. clarum (tratamentos 1 e 6) foram as que melhor se associaram a essa
graminea, promovendo crescimento em altura similares as plantas com adubagédo completa e colonizando 62 e
50,7% das raizes, abrindo um caminho de pesquisas para que possam ser feitos outros testes com esses fungos

na S. viridis.
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INTRODUGAO

A malaria cerebral (MC), é causada pela infecgdo pelo Plasmodium falciparum e possui uma alta
letalidade. Acomete diretamente o sistema nervoso central e caracterizada pela disfuncdo da barreira
hematoencefalica (BHE), que leva o extravasamento do conteddo do plasma para o tecido cerebral (SAHU et al.,
2015). A disfungdo da BHE ocorre em decorréncia da ativagdo das células endoteliais presentes na
microvasculatura cerebral, devido a presenc¢a do heme, molécula enddgena, e da hemozoina, pigmento malarico
(GIRELLI et al., 2017). Essas células comegam a expressar de forma exacerbada proteinas de ades&o gerando
assim uma alta adesdo leucocitaria e de hemacias parasitadas e ndo parasitadas que obstruem a
microvasculatura. Além disso na ativagdo endotelial ocorre 0 aumento da secregao de citocinas pré-inflamatorias,
como CXCLS8/IL8, e oxido nitrico (NO). Esse quadro leva a um processo inflamatério exacerbado que provoca a
morte de células endoteliais e consequentemente a disfungdo da BHE (PRATO et al., 2011). Os antimalaricos
vigentes n&o apresentam efeito protetor da BHE, visando apenas na eliminagao do parasita no hospedeiro (SAHU
et al., 2015). Com isso a busca por terapias eficazes que protejam a integridade da BHE é de extrema relevancia.
Nesse contexto a terapia celular com células-tronco mesenquimais (CTMs) se mostra como um importante alvo
terapéutico devido as suas propriedades imunomodulatérias e sua eficacia em doencas neurodegenerativas e

lesGes no sistema nervoso central (SILVA et al., 2018).

OBJETIVO
Avaliar o efeito da terapia com CTMs na protegdo da permeabilidade da barreira hematoencefélica em
modelo in vivo de malaria cerebral e analisar os efeitos do meio condicionado de CTMs em modelo in vitro de

inflamag&o utilizando células da microvasculatura humana (HMEC1).

MATERIAS E METODOS

Modelo experimental in vivo de malaria cerebral: Os camundongos C57BL/6 foram infectados via
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intraperitoneal, com Plasmodium berghei ANKA (PbA) com 10® hemacias parasitadas. No 6° dia de infecgdo os
animais foram tratados com cloroquina (25mg/Kg) durante 7 dias, e com CTMs provenientes da medula 6ssea
por via jugular (10° células/animal em 50 [l de salina). No 7° dia os camundongos foram submetidos ao teste de
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), onde foi injetado o corante azul de Evans via veia orbital.
Apds 1 hora os animais foram eutanasiados e o cérebro coletado, para quantificacao de azul de Evans no tecido
cerebral. Os animais foram provenientes do Centro de Criagdo de Animais de Laboratério, sob a licenga CEUA
—10C (L-012/15).

Padronizagio do desenho experimental in vitro: As células HMEC1 foram plaqueadas 10° células por
poco em placa de 24 pocos de fundo chato. Apds 48 horas do plaqueamento a manutencao das células na placa
foi realizada em diferentes condigdes: mantendo 40% de meio antigo e adicionando 60% de meio novo com soro
ou 60% de meio novo sem soro, retirando todo meio e adicionado 100% de meio hovo com soro ou sem soro. Foi
realizado o teste de mortalidade celular nos tempos de 48, 72 e 90 horas através do kit de dosagem da enzima
Lactato desidrogenase (LDHC20301/Thermo-Fisher) seguindo recomendagbes do fabricante.

Modelo in vitro de inflamag&o: As Células HMEC1 foram cultivadas e plaqueadas 10° células por pogo
em placa de 24 pocos de fundo chato. Apds 48 horas do plaqueamento foram estimuladas com Lipopolissacarideo
(LPS) nas concentracdes de 10, 100 e 1000 ng/ml e heme nas concentragdes de 20 40 e 80 [IM. Apos 24 horas
do estimulo o sobrenadante foi recolhido e foi adicionado o tratamento com meio condicionado de célula-tronco
mesenquimal (MC-CTM) oriunda da medula éssea, durante 18 horas, em seguida foi recolhido o sobrenadante

para a quantificagao da citocina CXCL8/IL8 de acordo com recomendagdes do fabricante (R&D- DY208-05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Modelo experimental in vivo de malaria cerebral: No 7° dia de infecgdo o grupo de animais infectados
que recebeu apenas o veiculo (PbA-Sal) apresentou uma maior permeabilidade ao corante azul de evans. O
grupo tratado com CTMs (PbA-CTM) mostrou uma menor quantificagdo de azul de Evans no tecido cere bral,

quando comparados com o grupo infectado nao tratado (PbA-Sal).
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Figura 1: (A) Quantificagdo de Azul de Evans no tecido cerebral dos animais controles e infectados tratados com veiculo (salina)
ou CTMs em 7 dias apos a infecgdo. (B) Cérebro dos animais PbA+SAL no 7° dia de infecgdo mostrando a presenca de hemacias no
parénquima cerebral. Imagens feitas em microscopio de fluorescéncia (Apotome-ZEISS), em azul marcagdo para DAPI, em vermelho
hemacias auto fluorescentes.

Padronizagdao do modelo in vitro de inflamagao: Para padronizagdo do modelo in vitro optamos por
fazer uma curva de crescimento com diferentes nimeros de células plaqueadas (dados n&o mostrados).
Posteriormente avaliamos as células em diferentes condigbes de manutencao e observamos através da dosagem
de LDH que em 48 horas nao houve diferenca entre os grupos. Em 72 horas a adigdo de meio totalmente novo
na auséncia de soro fetal bovino apresentou um indicativo de menor morte e consequentemente melhor
viabilidade celular (Fig 2B). Em 90 horas observamos que meio novo na auséncia de soro fetal bovino apresentou

também uma menor liberagdo de LDH comparado com outros grupos (Fig 2C).
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Figura 2: (A) Quantificagdo de LDH em 48 horas do plagueamento. (B) Quantificagdo de LDH em 72 horas do plaqueamento. (C)
Quantificagdo do LDH em 90 horas do plagueamento.

Ensaio in vitro de células HMEC1 estimuladas: As células HMEC1 apds 48 horas de cultivo, foram
estimuladas com LPS e Heme em diferentes concentragdes durante 24 horas, e entao foi quantificado a citocina
pré-inflamatéria CXCL8/IL8 e LDH (Fig 3A, 3B e 3C). Foi observado que o LPS na concentragao de 100ng/ml
levou a uma maior secre¢cdo de CXCL8/IL8 comparado com o controle, sendo escolhida como a concentragédo
padrao de estimulo, pois o LPS 1000 ng/ml pode estar levando a uma maior morte celular, podendo-se confirmar
a partir de teste de viabilidade (Fig.3A). No estimulo com Heme as trés concentragbes levaram a alta expressao
de IL8, entretanto o mesmo foi visto no grupo controle. Acredita-se que possa ter ocorrido alguma contaminagao
na placa. (Fig.3B). O ensaio de viabilidade por LDH demostrou que o heme na concentragédo de 80 1M promoveu
uma maior liberagdo de LDH comparado com o controle, sendo observado o mesmo no seu veiculo, o NaOH, ja

o heme 400M, observa-se diferenca estatistica comparado com o heme 800M, porém ndo ha diferenca
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estatistica com heme 200JM. Os veiculos do heme 40 e 20]M nao apresentaram diferenca estatistica entre si,
logo a concentragdo de heme 40[’M é a melhor concentragdo a ser usada. Em seguida foi adicionado o
tratamento com MC-CTM durante 6 horas e entdo avaliamos a mortalidade celular por dosagem de LDH,
observa-se que os grupos Heme 80 e 40(’M houve uma redugao na liberagdo de LDH, quando comparados com

0s grupos nao tratados (Fig 3D).
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Figura 3: (A) Analise da resposta inflamatéria de célula de microvasculatura humana (HMEC1). Grafico da quantificagédo da citocina
pro-inflamatoria CXCL8/IL-8 no sobrenadante, com estimulo de (A) LPS e (B) heme. (C) ensaio de LDH (D) ensaio de LDH apds tratamento
com MC-CTM

CONCLUSAO

A terapia celular foi capaz de proteger a permeabilidade da BHE no modelo in vivo experimental de MC,
como visto na figura 1. Estamos padronizando um modelo experimental de inflamagao in vitro com células
HMECH1, a partir dos estimulos com LPS e heme para estudo da eficacia do MC-CTM. Resultados preliminares
sugerem que as melhores concentragdes seriam 100ng/ml de LPS e 40 M de heme, e que o MC-CTM foi capaz

de proteger a viabilidade da HMEC em apenas 6 horas de tratamento.
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INTRODUGAO

Euphorbia Tirucalli, conhecida como aveloz € uma planta ornamental, pertencente a familia euphorciacea,
caracterizada como uma planta suculenta que desenvolve-se de forma eficaz em climas quentes e regides secas,
nativa da Africa, mas também comumente encontrada entre paises tropicais (AVELAR et al, 2011). A planta se
caracteriza também por possuir pequenas folhas precoces deciduas. Sendo largamente conhecida pelo seu uso
na medicina tradicional (DUKE, 1983; AVELAR et al, 2011). A aveloz possui propriedades terapéuticas contra a
atividade reumatica e neoplasicas, mas também é empregada no tratamento contra verrugas, asma, e de
infecgdes (bacterianas, fungicas e viréticas) (GARCIA et al., 2009; FRANCO, 2001). O uso do latex da planta
como remédio popular para tratamento de doengas é inadequado pois é considerado téxico (COSTA, 2012),
entretanto hé relatos populares de que o mesmo latex pode ter acao antitumoral. Baseando-se no uso da aveloz
na medicina tradicional na regido nordestina, pesquisas sugerem a presenga de uma substancia capaz de reagir
contra o virus HIV (KYOLAB, 2012). Poucos estudos foram realizados sobre a composigao proteica da planta de
aveloz, mas seu latex possui compostos protéicos que podem representar o potencial uso biotecnolégico nas

industrias alimenticias e famaceuticas.

OBJETIVO

Caracterizar atividades de proteases extraidas a partir do latex de E. tirucalli para fins biotecnoldgicos.

METODOLOGIA

A extragdo da proteina foi realizada por incubacdo do latex em tampéo especifico e em seguida
centrifugada. Apods a centrifugagéo, o sedimento foi descatado e o sobrenadante, utilizado como extrato bruto rico
em proteinas (EB). O EB foi submetido a saturagéo em sulfato de aménio, resultando em uma fragéo concentrada
contendo uma protease (F60) a qual foi identificada através de ensaios de atividade especifica usando-se caseina
como substrato. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e a atividade proteolitica de proteases tanto no

EB quanto em F60 foi detectada pela técnica de zimograma, utilizando 1% de gelatina na confecgao do gel de
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poliacrilamida de acordo com a metodologia descrita por Egito et al (2007). Para caracterizar a atividade
proteolitica da protease presente no latex de aveloz, a fragdo F60 foi submetida a ensaios enzimaticos baseados
na metodologia descrita por Vallésas et al (2007), em diferentes temperaturas (25°C — 100°C) e pHs (4 — 11)
priorizando-a. Em adicao, a estabilidade da protease em diferentes temperaturas e pHs foi avaliada pré-incubando
a amostra em diferentes temperaturas (25°C - 100°C) e a diferentes pHs (4 - 11), respectivamente, durante uma
hora, antes de serem adicionadas ao ensaio enzimatico seguindo uma modificagdo da mesma metodologia
descrita por Vallésas et al (2007). Para fins biotecnolégicos a atividade coaguladora de leite (do inglés milk
clotting) foi avaliada utilizando a fragdo F60, incubada por 10 min a 90 °C em solucdo de 10% leite em po
desnatado como substrato contendo 10 mM de CaCly, iniciando o tempo de contagem para o aparecimento dos
primeiros coagulos de leite. Os dados foram analisados por ANOVA (fator unico) usando o software excel 365. O

nivel de significancia estatistica foi estavelecido em P<0,05.

RESULTADOS

A analise eletroforética das proteinas extraidas do latex de aveloz sugere a presenga de uma protease
de aproximadamente 70 kDa em meio a outras proteinas de menor peso molecular (Figura 1A). A atividade
catalitica dessa protease é demonstrada pela clivagem da gelatina contida no gel. Na figura 1B, pode-se observar,
pela analise do zimograma, as bandas claras indicando que a proteina de ~70 kDa presente no latex bruto e
parcialmente purificada na fragdo F60 possui atividade proteolitica.
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Figura 1: Detecgdo de proteases no latex de aveloz via SDS-PAGE/Zimograma. A- SDS-PAGE: MP- Peso Molecular; EB-
extrato proteico bruto com 40ug de proteinas totais em condigcdes semi-desnaturantes; F60- fragdo contendo protease com 40ug de proteinas

totais em condigdes semi-desnaturantes; B- SDS-PAGE/Zimograma: as amostras foram fracionadas nas mesmas condigfes descritas acima.

A caracterizagéo da atividade proteolitica da proteina de ~70 kDa contida na fragdo F60 foi evidenciada

através da clivagem “in vitro” de caseina. Inicialmente, o efeito da variagcdo de temperatura sobre a atividade
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catalitica da preotase de aveloz foi avaliado aumentando-se a temperatura do ensaio (Figura 2A). Como resultado,
observou-se que a protease possui atividade pronunciada a 90°C indicando que a temperatura étima da protease
€ atingida nessa temperatura. No mesmo experimento, observou-se um segundo pico de atividade 6tima a 50°C,
possivelmente devido a presenga de uma isoforma proteica de massa molecular similar também presente no latex
da planta. Em adi¢do, foi analisada a atividade da protease de aveloz em diferentes pHs. Como resultado,
observou-se a atividade pronunciada em todos os pHs testados, contudo quando incubada em pH 5 percebeu-se

um leve aumento da atividade especifica da proteina indicando que a atividade 6tima da protease de aveloz
ocorre em pH 5 (Figura 2B).

A) B)

140,0
120,0
120,0

100,0
100,0

80,0
80,0

60,0 60,0

400 400

Atividade enzimatica (%)

20,0

Atividade enzimatica (%)

20,0
0.0

25 30 40 50 &0 70 B0 S0 100 0.0

Temperatura (°C) 4 5 5 7 8 8

pH

Figura 2: Efeito da variacdo de temperatura e pH sobre a atividade proteolitica da protease de aveloz. (A) cada ponto
representa a atividade da protease contida na fragéo F60, incubada em diferentes temperaturas 25°, 30°, 40°, 50°, 60°, 70°, 80°, 90° e 100°C.
(B) cada ponto representa a atividade da protease contida na fragdo F60, incubada a 90°C, em diferentes pHs usando os tampdes: Citrato
Fosfato (4-5); Fosfato de Sdédio (6-8) e Tris-HCI (8-11). E ambas as andlises, as amostras foram incubadas utilizando-se caseina, como
substrato. Os desvios padrao de trés réplicas experimentais estdo representados pelas barras em cada ponto.

Para avaliar a estabilidade da protease de aveloz sob condigdes extremas de temperatura e pH, aliquotas
da fragdo F60 foram submetida a pré-tratamento em diferentes temperaturas e pHs por uma hora antes de sua
utilizacdo no ensaio enzimatico. As analises permitem a observacao de que a atividade proteolitica da protease
de aveloz nédo é reduzida em nenhuma das condigdes de temperatura e pH impostos nos experimentos (Figura
3). Mesmo nas condigdes mais extremas de temperatura e pH, a protease mantém entre 90% e 100% de sua

atividade sobre a caseina, utilizada como substrato. Esses dados corroboram a ideia do potencial uso
biotecnoldgico dessa protease em processos industriais.
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Figura 3: Avaliagdo da estabilidade proteolitica da
120,0
140,0
100,0 — 1200
& &
s T 1000
& 80,0 B
= E 80,0
c N
1] =
@ 1)
2 60,0 i 60,0
2 2
z - 40,0
= 40,0 =
< 20,0
20,0 0.0
25 30 40 50 60 70 80 a0 100 & a 5 5 7 8 8 g 10 11

Temperatura (°C) pH

protease de aveloz em diferentes tratamentos temperatura e pH. (A) cada ponto representa a atividade da protease contida na fragéo
F60 (16 ug), pré-incubada em diferentes temperaturas. (B) cada ponto representa a atividade da protease contida na fragdo F60 (16 ug), pré-
incubada em diferentes pHs em tampdes Citrato Fosfato (4-5); Fosfato de Sédio (6-8) e Tris-HCI (8-11) utilizando F60 (40ug/pL). Apds os
tratamentos, a amostra foi incubada a 90°C em pH 5,0 utilizando-se caseina como substrato. Os desvios padréo de trés réplicas experimentais
estdo representados pelas barras em cada ponto.

A analise da atividade milk clotting da protease de aveloz pode ser observada na figura 4. A adigdo da
amostra F60 a solucdo de leite desnatado, provocou a formagéo de coagulos apés 5 min, indicando que a
protease de 70 kDa parcialmente purificada poderia ser empregada na produgao de queijo, reforgcando o potencial

biotecnoligico da enzima.

TUBO1 TUBO2

e |

Figura 4: Analise da atividade coagulante de leite (milk clotting) da protease do latex de aveloz sobre leite desnatado. Tubo

1- leite em p6 10%, contendo 1M de CaCl, na auséncia da fragao F60). Tubo 2- leite em pd 10%, contendo 1M de CaCl, incubado com a
fragdo F60.

CONCLUSAO

Plantas de aveloz produzem uma protease de ~70 kDa, ativa em amplas faixas de temperatura e pH.
Essas caracteristicas sao de interesse biotecnolégico uma vez que sédo potencialmente eficazes por possuir
condic¢des favoraveis para bioprocessos na industria farmacéutica e alimenticia.
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INTRODUGAO

Com 435 mil mortes e 219 milhdes de casos no ano de 2017, a malaria é considerada uma das doencas
gue mais matam no mundo em paises com baixo indice socioecondmico (WHO, 2018).

A malaria, € uma doenca causada pelo Plasmodium sp. e transmitida pelo mosquito Anophles. Em suas
formas clinicas graves, € um exemplo de sindrome séptica que mimetiza diversos aspectos da sepse bacteriana.
As principais complicagdes da malaria grave incluem malaria cerebral, edema pulmonar, insuficiéncia renal,
anemia severa, sangramento, coma, danos neuroldgicos e alteragdes metabdlicas, quadro que pode evoluir
rapidamente para morte (Trampuz et al. 2003).

A patogénese da malaria cerebral envolve o sequestro de hemacias parasitadas na microvasculatura
cerebral, levando a oclusao vascular e isquemia tecidual local; o acumulo de células mononucleares no tecido
cerebral e 0 aumento exacerbado da expresséo de citocinas pro-inflamatdrias (VILLEGAS-MENDEZ, et al 2012).
O sequestro parasitario e a inflamagéogerada podem levar a ativagdo endotelial generalizada, levando a
disfungao endotelial que comegca a liberar prostaglandinas, moléculas de adeséo, entre outras substancias de
carateristica pré inflamatoria (DOROVINI-ZIS, et al 2011, SERGHIDES et al, 2011). No curso da doenga ha
participacao de células dendriticas, células T CD4+ e CD8+, células T NK, células NK, plaquetas (envolvidas na
inducdo e regulacado da doenga com intensa liberagcédo de citocinas no tecido cerebral) e moléculas de adesao

celular (ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina). Um equilibrio entre as respostas imunes proé-inflamatérias e anti-
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inflamatérias do hospedeiro € um fator determinante para a patogénese da malaria cerebral. (SHRYOCK et al.,
2013). A citoadesao dos eritrdcitos infectados ao endotélio e intensa ativagéo de células imunes tém um papel
importante nas complicagdes e mortalidade da maléaria causada por P. falciparum (CHESNOKOQV et al, 2018)
como a quebra de barreira hematoencefalica (BHE), edemas vasculares, hemorragias e a morte de células
neuronais (NACER et al, 2012).

TRATAMENTO

O Dasatinib um anti-inflamatério inibidor de SFK (receptores da familia Src tirosina cinases). Estes
inibidores bloqueiam resposta inflamatéria em leucécitos humanos, as SFK sao enzimas de sinalizagao,
envolvidas na regulagédo de processos celulares como proliferagdo, sobrevivéncia, migracdo e metastase, em
células endoteliais, as SFKs medeiam a fosforilagao da tirosina de moléculas envolvidas na permeabilidade da
monocamada endotelial. (CORTES et al., 2017). Além dos beneficios das fungbes anti-inflamatérias desse
inibidor de PTKs acredita-se que as proteinas tirosina-quinases (PTKs) estejam implicadas no crescimento,
maturacédo e diferenciacdo do parasita (DOERIG et al.,, 2008). Assim, o tratamento com anti-inflamatérios
inibidores de tirosinas quinases, como o dasatinibe, se torna uma alternativa promissora para o tratamento da MC
(PATHAK; COLAH; GHOSH, 2015).

OBJETIVO
Avaliar os efeitos protetores da droga Dasatinibe no desenvolvimento de malaria cerebral em

camundongos.

METODOLOGIA

Infecgdo de camundongos por malaria

Todos os procedimentos foram aprovados pela comissdo de ética de uso de animais de laboratério
(CEUA) FIOCRUZ sob numero L025/2015. Camundongos C57BI/6, de 6 a 8 semanas de vida fornecidos pelo
centro de criagdo de animais de laboratério (CECAL) da Fiocruz, serdo injetados com 106 hemacias
parasitadas com Plasmodium berghei ANKA. Primeiramente, um tubo criopreservado com amostras de sangue
infectadas com Plasmodium berghei ANKA (PbA), sera descongelado e seu conteudo sera inoculado
(intraperitonealmente no quadrante inferior esquerdo do abdome do animal) em dois animais (C57BL/6) 200
pL/animal). Estes animais sdo denominados animais passagem. Apdés cinco dias, espera-se que a parasitemia
chegue a 10% do sangue do animal (antes do pico da infecgdo, apresentando bom score clinico). Os animais
utilizados para o estudo serao contidos fisicamente com captacao pela parte dorsal e serdo infectados, por via
intraperitoneal com agulha de insulina (calibre 27G) com Plasmodium berghei ANKA (200 uL/animal diluidas em
PBS) somente uma vez. Vale ressaltar que todos os procedimentos realizados nos animais serdo realizados na
FIOCRUZ.
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Avaliagao do escore clinico

Nos dias 5 e 7 apos a infecgdo também sera feita a avaliagdo do comprometimento cognitivo de cada
animal de acordo com a medigdo de parametros comportamentais e fisicos, chamado de score clinico. Um animal
de cada vez é colocado dentro de uma caixa retangular e nela se observa (todos os animais do experimento séo
analisados pela mesma pessoa) pardmetros comportamentais e fisicos que sao: piloeregéo, corpo arqueado,
andar vacilante, convulsdes, paralisia de pata, coma, taxa de respiragédo, cor da pele, batimento cardiaco,
lacrimagéo, fechamento de palpebras, forga ao agarrar, perda de tdnus dos membros, perda de ténus abdominal,
perda de ténus corporal, alteragado da temperatura corporal, interesse pelo ambiente e escape ao toque, no qual
1 ponto sera dado para cada sinal apresentado Havera tratamento e verificagdo do score clinico diariamente,
sendo o tratamento pela técnica de gavagem. Caso o animal atinja o score 12 (indicando malaria grave), antes
da avaliagdo da parasitemia, o animal sera eutanasiado através de dose letal de coquetel Quetamina-Xilazina.
No experimento para avaliar a curva de sobrevida, os animais serdo acompanhados durante 15 dias e serdo
eutanasiados com anestesia terminal com coquetel anestésico (Quetamina-Xilazina).

Avaliacdo da parasitemia

Nos dias 5 e 7 apds a infeccado, é feito um esfregagco sanguineo para avaliagdo da parasitemia. Um
pequeno corte é feito com tesoura cirdrgica na ponta da cauda do camundongo e uma gota de sangue é colocada
em uma lamina para microscopia e posteriormente corada para visualizagdo no microscopio 6tico (aumento de
1000x). O experimento seguiu com 4 grupos: DMSO, grupo controle; Cloroquina, droga de tratamento padréo
para malaria sugerida pela OMS; DAS 1 mg/Kg e DAS 10 mg/Kg sendo diluido em DMSO.

RESULTADOS

A avaliagédo do efeito protetor do farmaco dasatinibe no quadro de maléaria cerebral demonstrou que
este, apesar de ndo possuir atividade contra o Plasmddio em si, agindo somente nos danos causados por ele,
possui menor numero de células infectadas do que o grupo controle DMSO, animal tratado apenas com o veiculo.
O farmaco Cloroquina apresentou parasitemia nula, como esperado por ser uma droga com alto poder
esquizonticida, impedindo que o parasita consiga infectar as hemacias. Esse perfil foi 0 mesmo encontrado no
Escore Clinico, onde sinais clinicos apresentados pelo animal sdo avaliados. Estudos in vitro com cultura de
glébulos vermelhos (RBCs) infectados com P. falciparum mostraram que inibidores de Syk quinases possuem
efeitos inibitérios nos estagios finais de desenvolvimento do parasita. Na fase de merozoitos, estagio final da
fase intra-eritrocitica onde ocorre o rompimento da membrana e infeccdo de novos eritrocitos, hemacias
parasitadas quando tratadas com os inibidores ndo conseguiram romper a membrana da hemacia, impedindo
que haja a infecgdo de novas células (PONZI et al., 2017). Sabe-se que o bago possui fungado de remogéao de
glébulos vermelhos e brancos danificados da circulagdo sanguinea. Por isso, fendémenos de
hepatoesplenomegalia sdo comuns na maldria, onde alta porcentagem de eritrécitos sdo lesados e

posteriormente removidos durante a infeccdo. Os grupos DMSO e Dasatinibe 1 mg/Kg foram os que

&
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apresentaram maior relagdo peso corporal/bago/figado. A contagem plaquetaria foi também significativamente
baixa nos grupos nao tratados e nos grupos tratados com DAS1 mg/Kg e DAS10 mg/Kg. O dasatinibe conduz a
modulagao da resposta inflamatéria sem permitir que haja a forte inibicdo da resposta imune pelo parasita, como
observado no animal ndo-tratado (DMSO), onde ha a supressao do sistema imune decorrente da agédo do
parasita. Os grupos tratados com Dasatinibe apresentaram uma resposta inflamatéria menor que o grupo
Cloroquina, que ndo teve nenhuma inibicdo. Por se tratar de uma droga imunomoduladora, através da inibigcao
da SFK, ha um significativo aumento da velocidade de rolamento dos leucécitos e a redugdo da adesdo de
leucécitos em vénulas pos-capilares inflamadas in vivo, vistos em experimentos que utilizaram o dasatinibe como
tratamento para a sepse polimicrobiana (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2018). Os animais tratados
com dasatinibe 10 mg/kg tiveram melhor protegdo contra o aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalia, fenbmeno comum na malaria cerebral, comparado ao grupo nao tratado e ao grupo tratado
com menor dose (1 mg/kg). Os grupos RBC e Cloroquina ndo sofreram nenhuma alteracdo. No mesmo
experimental de malaria cerebral, animais tratados com um inibidor de MEK 1/2, Trametinibe e PD tiveram
resultados similares ao grupo nao infectado, indicando que inibindo as MAP quinases ha uma significativa
melhora na patogénese da malaria e protegao contra o aumento de permeabilidade da barreira hematoencefalia
(WU et al., 2017).

CONCLUSOES
Foi constatado que o Dasatinib apesar de ndo ser um antimalarico, oferece grande protecao inflamatéria

aos danos causados pela doenga.
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INTRODUGAO

Elevada frequéncia de subtipos de células Th17 circulantes que expressam receptores do tipo toll (TLR2,
TLR4 e TLRY) foi detectada nos pacientes com Doencas do Espectro da Neuromielite Optica (NMOSD), uma
condigao autoimune humoral grave do sistema nervoso central (Lin et al., 2016; Kira, 2011; Barros et al., 2016). Os
TLRs classicamente reconhecem diferentes padrées microbianos (Takeda e Akira, 2005), e infecgdes e disbiose
tém sido associadas a gravidade da NMOSD (Yoshimura et al., 2013; Cree et al., 2016; Barros et al., 2017; Barros
et al., 2016; Barros et al., 2013; Gong et al., 2018; Varrin-Doyer et al., 2012).

OBJETIVO
Avaliar a capacidade de diferentes ligantes TLRs em modular o comportamento das células T CD4* de

pacientes com NMOSD

MATERIAIS E METODOS

Foram incluidos pacientes da coorte de Cavernomas Cerebrais, do ambulatério de Cavernomas do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), além
dos portadores e pacientes registrados no Projeto Alianga Cavernoma Brasil, que preencham critérios bem
definidos para diagnéstico preciso de cavernoma cerebral isolado ou mudltiplos, corroborado por ressonancia
magnética, com ou sem epilepsia, independente de idade, género ou etnia. Foram excluidos pacientes que
apresentavam histérico de autoimunidades, neoplasias, tabagismo, em tratamento com farmacos psicotrépicos e
gestantes. O estudo foi aprovado pelo conselho de ética e encontra-se cadastrado na Plataforma Brasil sob o
numero 31117614.0.0000.5258. Culturas de células T CD4* de pacientes com NMOSD e individuos saudaveis
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foram estimuladas com diferentes ligantes TLR e a extensao da proliferagao celular foi avaliada através da captacao
de [*H] TdR. A produg&o de citocina foi quantificada através das técnicas ELISA e citometria e os niveis plasmaticos
de CD14 determinados por ELISA.

RESULTADOS

Dentre os ligantes de TLR, o Pam3C (TLR2) e o LPS (TLR4) induziram significante proliferagcao e
producédo de IL-6, IL-17 e IL-21 pelas células TCD4" dos pacientes com NMOSD. Ademais, o Pam3C favoreceu a
expansao de células TCD4* foliculares (Trn), mas reduziu a frequéncia de células TCD4" reguladoras (FoxP3*IL-
10%). Os niveis de IL-6, IL-17 e IL-21 produzidos pelas células Th17 e pelas células Trnx estimuladas pelo Pam3C e
LPS foram positivamente correlacionados com gravidade da NMOSD. Finalmente, os niveis circulantes de CD14,
um marcador indireto de translocagdao microbiana, correlacionaram-se positivamente com a liberagéo de IL-6, IL-
17 e IL-21 por células TCD4" ativadas por Pam3C e LPS.

CONCLUSOES
Em resumo, nossos dados sugerem que os antigenos microbianos podem afetar os desfechos NMOSD,

favorecendo um desequilibrio entre as células Th17/Tth e células T reguladoras.
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INTRODUGAO

O municipio de Casimiro de Abreu, situado na regido da Baixada Litoranea do Estado do Rio de Janeiro,
possui intensa atividade agricola, predominando a produgdo familiar de alimentos. Na regido, segundo
informagdes fornecidas pela Secretaria Municipal de Saude sao utilizados agrotoxicos (e.g. glifosato,
deltametrina, paraquat, 2,4-D etc.) que provocam efeitos tdxicos a saude humana, tais como alteragdes
hormonais, imunolégicas, genotoxicas e cancer. Ressalta-se que a Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer
(IARC), no ano de 2015, reavaliou a carcinogenicidade de oito ingredientes ativos de agrotédxicos e publicou as
Monografias da IARC volume 112 e 113, na qual classificou o herbicida glifosato, ingrediente ativo de agrotdxico
mais usado no Brasil, e o inseticida malationa, também usado em campanhas de saude publica para o mosquito
da dengue (Aedes aegypti) como provavel agente carcinogénico para seres humanos (Grupo 2A), e o herbicida
2,4-D, terceiro ingrediente ativo de agrotdxico mais usado no Brasil, como possivelmente carcinogénico para
seres humanos (Grupo 2B).1314.16

Com o rapido aumento da populagéo brasileira, os agrotéxicos ganham cada vez mais utilizagéo, a fim
de satisfazer as demandas cada vez maiores de produtos agricolas, pois sdo uma tecnologia amplamente
difundida e tém sido a principal forma utilizada pelos agricultores para o manejo e o controle das principais
pragas'®. Apesar dos possiveis beneficios em produtividade e controle de pragas, o uso excessivo desses
produtos vem provocando diversos impactos ao meio ambiente e a saude do trabalhador rural e do consumidor
destes produtos’.

Os agentes carcinogénicos sao substancias de origem fisica, quimica ou bioldgica (e.g. amianto, tabaco,
silica e alguns agrotdxicos como glifosato, 2,4-D e malationa) que causam danos ao DNA, gerando mutagbes e
atuam na formagao de um cancer, podendo atuar em uma Unica fase ou ainda em conjunto em todo o processo
da carcinogénese'. A Agéncia Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC) classifica esses agentes em: Grupo

1: Cancerigenos para humanos; Grupo 2A: Provavelmente cancerigenos para humanos; Grupo 2B:
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Possivelmente cancerigenos para humanos; Grupo 3: Nao classificados como cancerigenos para humanos (sem
dados suficientes para classificagéo da carcinogenicidade desses agentes'>

A exposi¢cédo ocupacional se caracteriza pelo contato do trabalhador com agentes quimicos, fisicos e
biolégicos, que podem de alguma forma causar um dano a ele, ocorrendo como resultado de sua ocupacgao
profissional'’. Um dos danos que a exposi¢do ocupacional pode acarretar € o cancer, no qual & a neoplasia
associada a exposigdo do trabalhador aos agentes carcinogénicos em seu ambiente profissional'”. Neste sentido,
0s canceres por exposicdo tém sido o objeto de estudo de varias pesquisas?®®'123 incluindo aqueles
relacionados a exposig&o a agrotdxicos'® 1920,

Destaca-se que alguns mecanismos dos agrotoxicos (e.g. estresse oxidativo, imunossupressao) podem
estar relacionados a hematotoxicidade, alteragdes bioquimicas e a carcinogenicidade, que podem resultar em
canceres hematologicos*®912212224 g portanto, os parametros hematoldgicos e bioquimicos podem ser possiveis

indicadores para avaliar os riscos envolvidos no uso de agrotdxicos.

OBJETIVOS
Avaliar a exposi¢ao aos agrotoxicos com potencial carcinogénico por meio dos pardmetros hematoldgicos

e bioquimicos em trabalhadores rurais e moradores do municipio de Casimiro de Abreu (RJ)

METODOLOGIA

A coleta dos dados sociodemograficos, ocupacionais e de exposi¢ao foi realizada através de entrevistas
a partir da aplicagdo de um questionario padronizado. A partir dos das informagdes coletadas foi realizado um
levantamento dos principais agrotdxicos utilizados pela populagao de estudo, e estes foram classificados segundo
classe (inseticida, herbicida, fungicida etc), grupo quimico, classificagdo de carginogenicidade e classificagdo
toxicoldgica.

O material biolégico (sangue periférico) foi coletado para exames laboratoriais em dois frascos de 5 mi
(anticoagulante EDTA e sem anticoagulante) por profissional habilitado pelo conselho profissional, seguindo
normas de biosseguranca. As amostras eram transportadas do local da coleta (Casimiro de Abreu/ RJ) e
entregues para o aluno, que identificava e encaminhava as amostras para o Servigco de Patologia Clinica do HC1/
INCA, de acordo com norma sanitaria®. De acordo com esse servigo, a contagem das células ¢ realizada de
maneira automatizada com aparelhos especificos (modelos Beckman Couter LH750 e Sysmex XE-2100) e
também, a anadlise bioquimica (equipamento Cobas C 501Roche-Hitachi). Os parametros bioquimicos avaliados
foram bilirrubinas e fragbes (total, direta e indireta), creatinina, fosfatase alcalina, transaminases (transaminase
oxalacética — TGO e transaminase pirivica — TGP) e ureia. Os parametros hematologicos avaliados foram
aqueles do eritrograma (hemacias, hemoglobina, hematécrito, volume globular médio — VGM, hemoglobina
globular média — HGM, concentragao de hemoglobina média — CHGM e Red Blood Cell Distribution Width —

RDW), do leucograma (leucdcitos, neutrdfilos, eosindfilos, basdfilos, linfécitos tipicos e mondcitos) e a contagem
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de plaquetas.

Os resultados dos exames laboratoriais eram encaminhados para o aluno na Area Técnica de Ambiente,
Trabalho e Cancer e digitados em banco de dados para posterior analise. Desta forma, 210 individuos tiveram o
sangue coletado, onde 107 eram trabalhadores rurais e 103 eram moradores da area urbana (grupo de
comparacgao). A identificacdo das alteragdes hematoldgicas e bioquimicas na populagdo de estudo foi realizada
através da avaliagdo dos resultados dos exames laboratoriais, considerando os valores de referéncia.

As informacdes coletadas nas entrevistas e os resultados dos exames laboratoriais (hematologia e
bioquimica) foram organizadas e digitadas em um banco de dados préprio. Para avaliar diferengas das médias
dos valores dos parametros hematoldgicos e bioquimicos, entre os estratos de exposigdo a agrotoxicos sera
realizado o teste T ou o teste de Mann-Whitney, considerando o nivel de significancia de 5%. Para as variaveis
continuas, foi testada a normalidade (teste de Kolmogorov). As analises foram realizadas no pacote estatistico

do SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versao 19.0.

RESULTADOS

Na comparacéo das médias dos parametros bioquimicos e hematolégicos entre os trabalhadores rurais
total e os moradores da area urbana (grupo de comparagéo) foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas somente para os parametros hematoldgicos: basofilos (p-valor =0,027), eosindfilos (p-valor = 0,002),
hemoglobina (p-valor = 0,022), leucdcitos (p-valor < 0,001), linfécitos tipicos (p-valor = 0,007), mondcitos (p-valor
= 0,020), neutrdfilos (p-valor < 0,001) e RDW (p-valor = 0,048). Os mesmos resultados, com exceg¢do de RDW e
adicdo de hemacias (p-valor = 0,047), foram encontrados em trabalhadores rurais expostos a agrotéxicos em
comparagao ao grupo de comparacgao. Vale ressaltar que em ambos os casos nao foram encontradas diferengas
significativas na comparagéo das médias entre os grupos estudados em relagao aos parametros bioquimicos.

Deve ser considerado que o grupo ‘trabalhadores rurais total’ engloba todos os trabalhadores da zona
rural de Casimiro de Abreu, incluindo aqueles autodeclarados expostos a agrotdxicos e aqueles nao expostos
aos agrotéxicos, porém, este segundo grupo esta ambientalmente exposto aos agrotoxicos, podendo também
apresentar alteragcdes hematoldgicas e bioquimicas.

Os resultados encontrados evidenciam que ndo houve a hematotoxicidade que gerasse as alteracdes
associadas a exposi¢ao aos agrotoxicos descritas para a formagao dos canceres hematolégicos, onde em geral
sao encontrados diminuigdo dos parametros avaliados, como neutropenia, plaquetopenia e anemia.

Foram identificados 28 agrotoxicos utilizados pelos trabalhadores rurais nas culturas agropecuarias,
dentre esses 0 Round up® (glifosato) foi o0 mais utilizado. Foram identificados 14 grupos quimicos distintos de
agrotéxicos e 4 classes (inseticida, herbicida, acaricida e carrapaticida). Em relagao a classificagao toxicolégica
dos agrotoxicos, 10 eram classificados como pertencentes a Classe | (extremamente toxicos), 5 de Classe |l
(altamente toxicos), 12 de Classe Il (mediamente toxicos) e 1 de Classe IV (pouco téxico). Além disso, alguns

sdo classificados como potencial carcinogénico pela IARC (Classe 2A: glifosato e malationa, Classe 2B: 2,4-D e

249



Universidade Federal do

4
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro \.fe|?,'f(?'a a0

Classe 3: Deltametrina) e possuem mecanismos de carcinogenicidade como estresse oxidativo e

imunossupressao que provocam a hematoxicidade (e.g. glifosato).

CONCLUSOES

Os parametros hematolégicos e bioquimicos se mostraram pouco eficientes na avaliagdo da toxicidade
dos agrotdxicos, ndo sendo um bom biomarcador que avaliasse o risco na formagéo de cancer hematoldgico,
visto que poucas alteragdes foram observadas e estas ndo estavam relacionadas com os mecanismos de
hematotoxicidade, imunossupressao (diminuigao na contagem das células do sistema imune) e estresse oxidativo
(alteragbes nos parametros bioquimicos) descritos como possiveis mecanismos carcinogénicos associados a
esses tipos de cancer.

Contudo, os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial risco de manifesta¢cdes adversas
a saude dos trabalhadores rurais, com alteragdes celulares e na homeostase celular, principalmente aquelas do
sistema imunolégico destes individuos e reafirma a necessidade de novas agdes e vigilancia dos riscos da

exposicéo ocupacional a agrotoxicos e a saude deste grupo de trabalhadores.
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INTRODUGAO

Feridas sdo muito além de uma tematica simples, um mundo repleto de informagbes e possibilidades,
nosso grupo de pesquisa ja observou anteriormente a relagdo de feridas neoplasicas com o aparecimento de
miiases. Atualmente, é extrema a importancia da Diabetes Melitus (DM) tipo 2, devido principalmente aos maus-
habitos de vida da sociedade contemporanea. Esta doengca acomete aproximadamente 422 milhdes de pessoas
em todo o mundo, e cerca de 9 milhdes de brasileiros em 2015; segundo os dados da Organizagdo Mundial de
Saude e o Ministério da Saude, respectivamente (ALEXIADOU, 2013; RODRIGUES et al. 2017).

Dentre os maiores problemas da DM s&o as ulceras do pé diabético, entidade que é grande problema de
saude publica, onerando cada vez mais o SUS, podendo acometer 15% dos pacientes diabéticos ao longo de
sua vida. Esta entidade é oriunda principalmente do comprometimento neuropatico periférico e das alteragdes
vasculares e imunolégicas da DM, que favorecem o aparecimento de feridas de dificil cicatrizagao, que podem
complicar com infecgdes profundas e levar a amputagdo. A intervengao eficaz e precoce pode evitar tais
consequéncias e garantir uma qualidade de vida melhor a esses pacientes (CAIFA, 2010; TEIXEIRA, 2010;
ALEXIADOU, 2013).

Dentre os métodos terapéuticos utilizados, leva-se em conta a gravidade da lesdo, principalmente pelo
método de Wagner, onde ulceras pequenas de menor gravidade recebem pontuacéo 1 e as mais graves com
gangrena, recebem a classificagédo 5, a partir dai podemos utilizar tradicionalmente a antibioticoterapia, curativos

com hidrocoléides e métodos de debridamento com agentes quimicos como a papaina e o debridamento cirurgico.
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Além disso, novas terapias sao promissoras como os biopolimeros e a Terapia Larval (TL). A Terapia Larval ja
demonstra o6timos resultados principalmente in vitro. A TL é uma técnica terapéutica utilizada para o
desbridamento de feridas, com o0 emprego de larvas de moscas necrobiontéfogas, eclodidas de ovos previamente
esterilizados. Esta técnica tem sido reportada desde épocas remotas. Atualmente, vem sendo utilizada em cerca
de trinta paises. A literatura refere diversos fatores que predispdem as Ulceras do pé diabético e possiveis
complicacgdes, incluindo género, idade, tempo com diabetes, niveis de hemoglobina glicada, outras complica¢des
da diabetes, deformidades plantares, baixos indices de escolaridade e cuidados inapropriados com as feridas
(SHERMAN, 2009; DONOSO, 2013; MARIAN, 2017).

OBJETIVO
Descrever e analisar o perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes diabéticos com feridas crénicas do
Hospital Universitario Gaffrée e Guinle (HUGG), além de revelar a aceitabilidade dos pacientes para com a

Terapia Larval e avaliar a qualidade de vida destes pacientes.

METODOLOGIA

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa na Plataforma Brasil:1.929.291. Foi
realizada uma avaliagdo dos pacientes diabéticos com feridas cronicas atendidos ambulatorialmente no HUGG,
aos moldes de um estudo transversal, tendo como base todos os pacientes com feridas crbnicas entrevistados
no HUGG. Foram analisados dados clinicos e socioeconémicos através de uma ficha epidemiolédgica, onde dados
como idade, local de origem, comorbidades, tipo e tempo de lesdo e tratamentos anteriormente utilizados foram
obtidos. As lesbes foram mensuradas e fotografadas e descritas quanto ao tecido predominantemente
encontrado. Para quantificar aspectos sobre a qualidade de vida destes pacientes utilizou-se o instrumento de
pesquisa instituido por Walton nos Estados Unidos, no Brasil, conhecido como SF-36 (TIMOSSI, 2009).

Os pacientes foram abordados sobre o intuito do estudo e concordaram em assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido, ademais, foram informados sobre o potencial da terapia larval através de
panfletos informativos e em uma suscinta explicagdo dos membros do grupo, tal terapia devera ser aplicada
futuramente no HUGG através de nosso grupo, os pacientes ao final da entrevista foram avaliados quanto a
aceitabilidade para o futuro uso da TL como uma modalidade em seu tratamento.

O indice tornozelo braquial (ITB) péde ser avaliado em trés pacientes através de um sonar especifico
obtido com a equipe de enfermagem, aferido através do calculo da razdo da presséo sistdlica da artéria braquial
direita ou esquerda (o maior valor) com a presséo sistolica das artérias maleolares tibial anterior ou tibial posterior
(o maior valor), tem a funcdo de determinar o nivel de comprometimento da circulagcdo arterial no membro

acometido, pois sabe-se e a nutricao arterial é inversamente proporcional a cicatrizagédo das feridas em diabéticos
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RESULTADOS

Foram entrevistados 24 pacientes com feridas no Hospital Universitario Gaffrée e Guinle, que estao
descritos na Tabela 1, destes 7 (29%) apresentavam Diabetes Melitus tipo 2. Ao analisar os dados destes
pacientes com diabetes, 4 (57%) eram do sexo masculino, com uma idade média de 65 anos (variando dos 56
aos 77 anos), faixa etaria onde comorbidades cronico-degenerativas come¢cam a se manifestar, principalmente
quando nao se tem um estilo de vida salutar; 3 (43%) dos pacientes eram autodeclarados como negros; quanto
a escolaridade 3 (43%) eram analfabetos e o restante tinha somente completado o ensino fundamental. 43% dos
pacientes foram encaminhados da cidade do Rio de Janeiro, o restante foi oriundo da Baixada Fluminense e da
Regido de Sado Gongalo e ltaborai. As causas de lesdo mais prevalentes foram oriundas de complicagdo da
insuficiéncia venosa e arterial além da vasculopatia diabética apresentando 57% das causas diretas de lesao,
depois o trauma foi fator decisivo para as lesdes em 43% desencadeando infecgbes secundarias em pé diabético,
em um destes casos houve celulite em porta de entrada por cogadura de picada de insetos. Todos os pacientes
diabéticos entrevistados aceitaram aplicar a terapia larval quando estiver disponivel para uso no HUGG, enquanto
que os outros 17 pacientes ndo diabéticos ndo incluidos neste estudo 2 (12%) ndo aceitariam o uso da TL. A
maioria dos pacientes sao idosos em situagao de vulnerabilidade social, com poucos recursos econémicos e sem
condigdes para permanecerem no mercado de trabalho

Apenas 2 pacientes (29%) eram insulinodependentes, o restante obtinha controle insatisfatério com o uso
de metformina e outros hipoglicemiantes orais, destaca-se a glibenclamida e a glimepirida disponibilizados no
SUS, mas com terapéutica inferior aos novos medicamentos. O indice tornozelo braquial foi obtido em trés
pacientes, obtendo a média de 0,84; revelando o déficit circulatério dos membros inferiores destes pacientes ja
que o nivel de normalidade é acima de 0,9, a despeito disto, ITBs maiores de 1,15 podem ser oriundos de
calcificagbes arteriais e de doenga arterial obstrutiva periférica (DAOP). O tamanho médio das lesbes foi de 17
cm?, o tempo médio de ferida foi de 4,2 anos; tempo este muito grande provocando impacto social e econémico
na vida dos pacientes, impacto que pode ser medido através da versdo brasileira do Questionario de Qualidade
de Vida SF-36 através da interpretagao realizada por Timossi., et al, em 2004, o escore médio obtido foi de 33,48
pontos que é considerado insatisfatorio, o que reforga o prejuizo global na qualidade de vida que quantifica o
tamanho do impacto das feridas na rotina, na sua expectativa de salde e no psicolégico dos pacientes, trés
pacientes revelaram ja terem usado medicamentos antidepressivos, inibidores seletivos da recaptagéo da
serotonina.

Foram descritos ainda casos inusitados de miiase furuncular em pacientes com histérico de contato com
areas de floresta tropical e um caso de miiase tecidual em carcinoma basocelular palpebral enquanto era
realizada a busca por amostragem de pacientes diabéticos com feridas. A identificagdo dos casos de miiase é de
grande valor no diagndstico diferencial de outras doengas além de implicar diretamente no avango do progndstico

e sofrimento dos pacientes.
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TABELA 1: Perfil clinico dos sete pacientes diabéticos atendidos no Hospital Universitario Gaffrée e Guinle com indicagéo para o

uso da terapia larval.

Paciente Idade Comorbidades Causa da Local da ferida Tratamento
ferida anterior
1 64 HAS, DM tipo 2, osteomielite e Pé esquerdo sulfadiazina,
tabagismo e vasculopatia ciprofloxacino,
diabética colagenase,
hidrogel e
camara
hiperbarica
2 70 HAS, DM tipo 2, DAOP, Perna esquerda Bactrim,
tabagismo Trauma (Picada neomicina e
de inseto) Acidos Graxos
Essenciais
(AGE)
3 71 HAS e DM tipo 2 Insuficiéncia Perna esquerda  Bota de Unna e
venosa ciprofloxacino
4 56 HAS e DM tipo 2, Trauma Perna direita Colagenase,
tabagismo AGE,
ciprofloxacino e
Clavulin
5 58 HAS, dependéncia Trauma Perna direita nenhum
etilica e DM tipo 2
6 77 HAS e DM tipo 2 DAOP Pé direito Pentoxifilina e
cefalexina
7 61 HAS, Alzheimer e Insuficiéncia Pé esquerdo e Colagenase,
DM tipo 2 venosa direito hidrogel,
ozonioterapia e
gentamicina
CONCLUSOES

Mais da metade dos pacientes sdo negros ou pardos e moradores da periferia e de comunidades do Rio

de Janeiro, destaca-se ainda o alto indice de analfabetismo presente em 43% dos pacientes. H4 um grande

numero de pacientes com feridas extensas (tamanho médio de 17 cm), bem como, de longa duragéo (4,2 anos

em média), fatores que afeta muito na qualidade de vida, outro fator importante na manutengéo das feridas foi o

cuidado nao integral da saude, onde a alimentagao adequada, o uso de medicamentos e a realiza¢ao de curativos

nao é uma constancia.
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INTRODUGAO

A tirosinase é uma enzima da superfamilia Oxidase que ocorre em vérias isoformas (KHAN et al., 2006).
Esta enzima desempenha papel fundamental no processo de biossintese da melanina, sendo que sua
superatividade ou perda de atividade esta associada a varias doencgas de pele, dentre elas: a hiperpigmentacao,
o albinismo e a fotocarcinogénese (KHAN et al., 2006). Inibidores da tirosinase, em casos de superatividade desta
enzima, podem ser clinicamente Uteis para tratar alguns disturbios dermatoldgicos ou até como um viés estético,
como no caso de cosmeéticos para clareamento (KHAN et al., 2006). A ativagdo da enzima, por outro lado, &
importante em doencas relacionadas a hipopigmentagdo, uma vez que compostos que ativam a enzima estimulam
a melanogénese (SHABANI et al., 2010). Nesse contexto, a obtencéo de ativadores da tirosinase tornam-se de
interesse das industrias farmacéutica e de cosméticos para o tratamento de problemas dermatologicos
associados a hipopigmentagdo como o albinismo.

Tetracetonas tém sido descritas como uma classe de compostos com diversas atividades bioldgicas
(SILVA et al., 2018). Esses compostos sdo moléculas que possuem quatro fungdes carbonila em conjunto com
tautomeria ceto-endlica (YU et al., 2010). Elas participam da sintese de muitos produtos naturais e compostos
organicos, como corantes laser, xantenodionas, derivados tioxantenos e varios compostos heterociclicos
(SHEIKHHOSSEINI; FARYABI, 2016). Além disso, possuem um amplo espectro de propriedades terapéuticas e

biolégicas, que vao desde a atuagdo como fortes antioxidantes e inibidores de lipoxigenase, até terapéutica em
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casos de inflamagao e asma (SHEIKHHOSSEINI; FARYABI, 2016).
Nesse trabalho uma nova tetracetona foi sintetizada e sua capacidade biolégica avaliada como ativadora
da tirosinase. A estrutura tridimensional do composto — essencial para estudos de interacdo droga/enzima — foi

determinada por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Modelagem Molecular.

OBJETIVOS
Sintese e determinagéo da estrutura tridimensional do composto: 2,2’-((3,4,5-trimetoxifenil) metileno) bis

(5,5-dimetilcicloexan-1,2-diona) por Ressonancia Magnética Nuclear e Modelagem Molecular.

METODOLOGIA

O composto 2,2’-((3,4,5-trimetoxifenil) metileno) bis (5,5-dimetilcicloexan-1,2-diona) (composto 1) foi
sintetizado conforme esquema mostrado na Figura 1, tendo sido obtido com 73% de rendimento. A avaliagéo
biolégica do composto mostrou ativagéo da enzima tirosinase. Para a obtengéo dos dados de RMN, foram diluidos
3 mg do composto puro (MM = 461 g/mol) em 500 uL de cloroférmio deuterado (CDCIs). Essa solugéo
(concentragéo 13 mM) foi transferida para um tubo de RMN de 5 mm. Os espectros foram adquiridos em um
espectrometro Premium Compact 14,1 Tesla (600 MHz para hidrogénio), com sonda de 5 mm, a temperatura de
25 °C, utilizando-se o solvente (CDCIls) como referéncia. A caracterizagdo dos compostos foi feita por meio dos
experimentos 'H (64 scans e janela espectral 0 a 13 ppm), '®C (20.000 scans e janela espectral -15 a 235 ppm),
gHSQC (8 scans numero de incrementos = 400), APT (20.000 scans e janela espectral -15 a 235 ppm), e NOE
1D utilizando-se as seguintes frequéncias de irradiagdo: 1,04 ppm; 1,12 ppm; 3,76 ppm; 3,82 ppm; 5,50 ppm;

6,35 ppm; 6,51 ppm. Todos os espectros foram processados utilizando-se o programa Top Spin versao 4.0.5.

CHG

0 0
ZrOCl,- 8H,0 (2 mol%)
.
HaCO OCH; H0, 85 °C

OCH,

composto 1

Figura 1: Esquema da Sintese do composto 1

Para a analise da conformacao mais estavel e tentar explicar os dados de NOE obtidos por RMN, foram
realizados calculos de Modelagem Molecular. As estruturas foram construidas no software Spartan18. Utilizando
0 mesmo programa, foram realizados calculos de distribuigdo conformacional empregando-se o funcional
WB97XD (CHAI et al., 2008) e fungao de base 6-31G* (LEE et al., 1988). As estruturas com menor energia foram
usadas como input para a etapa seguinte em que foram realizados calculos de otimizagao, frequéncia e NBO
empregando- se o mesmo nivel de teoria WB97XD e fungéo de base 6-31G*, utilizando o Programa Gaussian
09.
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RESULTADOS

A partir dos espectros de hidrogénio, carbono-13 e 2D foi possivel fazer o assinalamento dos hidrogénios
do composto 1 (Figura 2A). Os espectros obtidos mostraram a assimetria do composto, o que foi confirmado pelos
resultados obtidos a partir dos diferentes espectros NOE-1D obtidos, que permitem avaliar quais nucleos estao
espacialmente proximos até 5 A. Esses dados foram utilizados como input para os célculos de Modelagem

Molecular, cujos resultados levaram a estrutura tridimensional mostrada na Figura 2B.

2.24
H
1.04 H,C

(A) (B)
Figura 2: (A) Estrutura quimica do composto 1 com seus respectivos hidrogénios assinalados. Os valores mostrados sdo dados

em ppm. (B) Estrutura tridimensional do composto 1

CONCLUSOES

A Ressonéncia Magnética Nuclear aliada a Modelagem Molecular permitiu a determinacéo da estrutura
tridimensional do composto de 2,2’-((3,4,5-trimetoxifenil) metileno) bis (5,5-dimetilcicloexan-1,2-diona), uma
tetracetona com uma potencial atividade sobre a enzima tirosinase. Os dados obtidos permitiram confirmar a

presencga a de dois grupos hidroxila na molécula e nao se tratar de um composto com estrutura simétrica.
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INTRODUGAO

Partindo da constatagdo de que a populacao brasileira é considerada uma das mais heterogéneas do
mundo, tal fato colabora para a ocorréncia de um desequilibrio nas frequéncias alélicas e genotipicas na mesma,
0 que pode contribuir para o aparecimento e incidéncia da Doenga de Huntington (DH) com taxas de prevaléncia
distintas em diferentes regides demograficas do pais (PIMENTA et al., 2006).

A DH é uma desordem neurodegenerativa, autossémica dominante, progressiva, caracterizada por
disturbios motores, cognitivos e comportamentais. E ocasionada por uma mutagdo devido & expansdo de
trinucleotideos CAG no cromossomo 4 no gene HTT. Este gene codifica para uma proteina denominada
huntingtina. Tal proteina quando mutada apresenta uma cadeia poliglutaminica expandida e, por isso, é
fragmentada e se acumula em regides especificas no interior de células nervosas, localizadas nos nucleos da
base e cerebelo (THE HUNTINGTON’S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993). O inicio dos
sintomas ocorre geralmente na quarta década de vida e demonstram um agravamento progressivo com o avango
da doenga. O sintoma mais caracteristico é a coreia, contudo também podem ser observados disturbios cognitivos
e comportamentais. Os alelos considerados expandidos possuem mais que 35 CAGs (THE HUNTINGTON'’S
DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH GROUP, 1993).

Este estudo sera o primeiro voltado para a investigagdo da prevaléncia minima da DH na cidade do Rio
de Janeiro, o que contribuira futuramente também para se tragar o perfil da prevaléncia da DH na populagao
brasileira. Além disso, tais dados de prevaléncia servirdo para comparagdo com os dados de DH na cidade do
Rio de Janeiro visa colaborar a posteriori ndo sé com estudos nacionais, como também com estudos

internacionais. A investigacao aqui proposta se faz interessante, pois ao se determinar a prevaléncia da DH na
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cidade do Rio de Janeiro as instituicdes que realizam pesquisas clinicas e o governo poderao utilizar estes dados
para o desenvolvimento de diversos estudos e formular politicas publicas de promog¢éo da saude para a populagao
afetada (FORMAN et al., 2012). Corroborando para a estruturagao de tais politicas salienta-se que os estudos
epidemioldgicos sdo pré-requisitos para calculos de custo-beneficio relacionados a novas terapias e
desenvolvimento de novos tratamentos (FEDERHEN et al., 2014). Vale ressaltar que no Brasil ainda ha poucos
estudos sobre a DH, principalmente em relacdo a epidemiologia desta mesma doenca, portanto este € um estudo
original. A DH é uma desordem neurodegenerativa, autossémica dominante, progressiva, caracterizada por
disturbios motores, cognitivos e comportamentais. A prevaléncia da doencga varia de acordo com a origem étnica.
Em caucasianos da Europa ocidental a prevaléncia é estimada de 5-10/100.000 individuos (GIL; REGO, 2008).
No Brasil, a prevaléncia ainda é desconhecida, exceto a que foi estimada para a cidade de Ervalia-MG, onde foi
encontrada uma prevaléncia minima de 7,2/10.000 (13/18.087 habitantes) (AGOSTINHO et al., 2015).

OBJETIVO

Geral: Investigar a prevaléncia minima de casos de DH na cidade do Rio de Janeiro.

Especificos: Comparar a prevaléncia minima de DH encontrada na cidade do Rio de Janeiro com a de
outros paises.

METODOLOGIA

a) Coleta de Dados:

Nesta primeira etapa do estudo, os pacientes estdo sendo identificados por meio de consulta a trés fontes,
sendo elas: (1) Os prontuarios de atendimento de pacientes portadores da DH atendidos no Hospital Universitario
Graffrée Guinle - UNIRIO, residentes na cidade do Rio de Janeiro, (2) Os prontuarios de atendimento de pacientes
portadores da DH atendidos no Hospital Universitario Pedro Ernesto - UERJ, residentes na cidade do Rio de
Janeiro, e, (3) Os prontuarios de atendimento de pacientes portadores da DH atendidos no Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho- UFRJ, residentes na cidade do Rio de Janeiro. Posteriormente serdo retirados os
possiveis dados repetidos, conforme CALMON et al. (2016). Foram enviadas aos médicos neurologistas, que
atendem pacientes com DH nos trés hospitais supracitados, uma carta convite on line explicando o projeto e sua
importancia, com questionario para resposta no formato on line. Estdo sendo feitas visitas aos médicos
colaboradores para se explicar a pesquisa com detalhes e realizar consultas manuais para acessar dados dos
pacientes As informacgdes obtidas sobre os pacientes com DH atendidos no Ambulatério de Genética Clinica do

Dr. Fernando Regla Vargas estéo dispostas em tabela do Excel.
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b) Critérios de Inclusao:

Individuos acometidos pela Doenga de Huntington e residentes da cidade do Rio de Janeiro- RJ, com ou

sem teste genético realizado.

c) Critérios de Exclusao:

Ao tabular os dados fornecidos pelas fontes nao serao considerados os individuos portadores da DH nao
residentes na cidade do Rio de Janeiro.

d) Técnicas Estatisticas:

A tabela ajustada serd importada para o programa R versdo 3.5.1 para a aplicagdo das técnicas
estatisticas. A fim de se calcular a prevaléncia minima, sera utilizado o nimero total de individuos residentes na
cidade de acordo com dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e o nimero de pacientes
com DH encontrado. Aplicar-se-a o método de Captura e Recaptura como proposto por CALMON et al.(2016)

para eliminar as duplicatas. Por meio destes dados sera calculada a prevaléncia conforme a férmula a seguir:

NDH x 100.000= P x NHRJ

P=NDH x 100.000 / NHRJ

Legenda: NDH (Numero de casos de DH encontrado); NHRJ (Numero de habitantes da cidade do Rio de Janeiro); P (Prevaléncia

minima de DH na cidade do Rio de janeiro).

Os dados de prevaléncia obtidos a partir das analises estatisticas serao comparados com os encontrados
em paises com baixa prevaléncia da DH, como os paises asiaticos (prevaléncia de 0,42/100.000), e com os de
populagdes caucasianas com alta prevaléncia (9,71 por 100.000) (PRINGSHEIM et al., 2012).

O estudo esta sendo elaborado conforme os padrdes vigentes de ética em pesquisa com seres humanos,
segundo a resolugdo 466/2012- CNS-MS (versdo atualizada da Helsinki). Ndo causa 6nus aos individuos
pesquisados. Os nomes dos afetados serdo omitidos sendo a nés encaminhados apenas suas iniciais e ano de

nascimento.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUGG sob o numero de CAAE
51547615.2.0000.5258.
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RESULTADOS

a) Parciais:

Até o presente momento foram fornecidos apenas os dados dos pacientes do Hospital Universitario
Gaffrée e Guinle, os quais seguem dispostos na tabela I. Vale ressaltar ainda que serao realizadas consultas aos
prontuarios a fim de verificar os dados que nao foram fornecidos via e-mail :

Tabela I: Pacientes com Doenga de Huntington atendidos no ambulatério de neurologia do Universitéario Gaffrée Guinle — UNIRO, vivos até a data da coleta de
dados em agosto de 2019 (Total=16/ M= 6; F=10)

Data de Sexo | Naturalidade | Residéncia Residéncia | Ano ultima consulta
Nascimento (Cidade) (Estado)
22/11/1965 M Pai de Rio de RJ 2014
Salinas, MG Janeiro
01/04/1997 M ? ? RJ* 2019
20/09/1963 F Rio de Rio de RJ 2019
Janeiro Janeiro
02/09/1994 M ? ? RJ* 2019
27/06/1980 M Rio de ? RJ* 2013
Janeiro
28/10/1947 F ? ? RJ* 2019
18/08/1975 M ? Paide Rio de RJ 2015
Senador Sa Janeiro
01/11/1956 F ? ? RJ* 2013
25/06/1942 M ? Rio de RJ 2014
Janeiro
01/09/1961 F ? Rio de RJ 2019
Janeiro
13/12/1968 F ? Mae de ? RJ* 2013
Muriaé MG
08/05/1966 F ? Mae de ? RJ* 2013
Muriaé MG
16/01/1985 F ? Paide Rio de RJ 2019
Senador Sa Janeiro
12/07/1965 F ? Rio de RJ 2013
Janeiro
05/09/1955 F ? ? RJ* 2013
22/01/1974 F Rio de ? RJ* 2016
Janeiro
*Deduzido com base no telefone de contato que possui DDD 21.
? Nao consta no prontuario.

b) Esperados:

Espera-se determinar a prevaléncia minima de individuos portadores da Doenga de Huntington residentes

da cidade do Rio de Janeiro- RJ para subsidiar estudos futuros que colaborem para a estruturagédo de politicas
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publicas que possam promover assisténcia adequada de qualidade aos individuos com a DH na cidade do Rio
de Janeiro.

CONCLUSAO

Portanto, esses s&o os resultados preliminares do projeto supracitado e que visam determinar a
prevaléncia minima de casos de individuos com DH residentes da cidade do Rio de Janeiro. Vale ressaltar ainda
que este projeto teve inicio em agosto deste ano de 2019 e portanto ainda n&o apresenta resultados robustos

para serem consolidados.
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INTRODUGAO

No segundo semestre de 2017, a Organizagao Mundial de Saude (OMS) estimou em 322 milhdes o
numero de pessoas que vivem com transtornos depressivos no mundo, representando 4,4% da populagdo
mundial. Ademais, a coexisténcia de transtornos de ansiedade & muito comum nesses pacientes (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017). O Transtorno Depressivo Maior (TDM) é capaz de alterar a cognigéo, a
regulagcdo emocional ou 0 comportamento de um individuo, de maneira a refletir em uma disfungéo nos processos
psicolégicos e biolégicos com repercussdo a saude organica do individuo (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014). Nesse sentido, TDM impacta negativamente na fungéo de diferentes elementos celulares
do sistema imunologico do paciente. Fungbes essenciais do sistema de defesa, como fagocitose, linfoproliferagéo,
producdo de citocinas relacionadas as células Th1, como o interferon (IFN)-y, e agdo das células T CD8*
citotoxicas, estdo comprometidas nos pacientes com TDM, o que reduz a resisténcia aos patdgenos e a resposta
as vacinas (LEONARD, 2010; BURGDOREF et al.,, 2019). Por outro lado, elevados niveis de marcadores
inflamatérios, tais como interleucina (IL)-18 e IL-6 (DAHL et al., 2014), tém sido quantificados nos plasmas desses
pacientes, o que pode aumentar a suscetibilidade ao desenvolvimento de reagdes de hipersensibilidades
(ARRANZ; GUAYERBAS; DE LA FUENTE, 2007; BESEDOVSKY; REY, 2007; MIYASAKA et al., 2018; CHAN;
CATHOMAS; RUSSO, 2019; LI et al.,, 2019). Muito provavelmente, o estabelecimento desses quadros
inflamatorios crénicos depende de danos no compartimento das células T reguladoras (ELLUL et al., 2018).
Apesar da etiologia ser desconhecida, algumas teorias tém sido propostas. Uma das teorias mais aceitas e
fundamentadas é a teoria serotoninérgica (HASLER, 2010), explicando o uso de antidepressivos a base de
inibidores de recaptacao de serotonina como primeira linha de escolha para o tratamento de depressdo (GAUTAM
et al., 2017). De forma interessante, a serotonina, ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), possui varias propriedades

imunomoduladoras (HERR, et al., 2017), e, até a presente data, nenhum estudo foi conduzido para avaliar a
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capacidade desse neurotransmissor em modular a responsividade das células T de pacientes com TDM a

diferentes estimulos.

OBJETIVO

Avaliar o papel da 5-HT em modular a produgao de citocinas pelas células T de pacientes com TDM.

METODOLOGIA

Pacientes: O estudo teve aprovacéao pelo conselho de ética em pesquisa do Hospital Universitario Gafrée
e Guinle, com namero 29/2007. Para o nosso estudo, 20 mL de sangue periférico foram colhidos de 07 individuos
saudaveis e 17 pacientes com diagnostico de TDM, com ou sem transtorno de ansiedade. Para o estudo foram
excluidos pacientes que apresentassem histérico de autoimunidades, neoplasias e tabagismo. Também foram
excluidos pacientes que estavam em tratamento com farmacos psicotropicos ou gravidas. Para a estratificagao
dos pacientes, o Inventario de depressdao de Beck (BDI) e o Inventario de ansiedade de Beck (BAI) foram
aplicados a todos os individuos recrutados para o estudo. Esses inventarios permitem classificar a
depressdo/ansiedade em leve, grave e moderada. Como esperado, todos os individuos do grupo controle
apresentaram pontuagao minima em ambos testes.

Obtengéao das células: Células mononucleares do sangue periférico, obtidas através da centrifugagdo do
sangue periférico total em gradiente de ficoll-hypaque, foram mantidas em cultura (1x108/mL) na presencga apenas
de meio de cultura ou de ativador policlonal das células T, as esferas magnéticas recobertas com IgG anti-
CD3/anti-CD28 (10uL/mL). O efeito da serotonina foi avaliado através da adicdo de 200ng/mL desse
neurotransmissor no inicio de tempo de cultura. As culturas foram mantidas por 40 horas em atmosfera humida
a 37°C e 5% de CO2. Apds término do tempo de cultura, os sobrenadantes foram colhidos e a produgdo de
citocinas quantificada através do multiplex.

Citometria: A identificagcao de diferentes de células T CD4* e T CD8* capazes de produzir IL-6, IL-17, IFN-
y e IL-10, assim como a porcentagem de células T senescentes, CD577, foi realizada usando a combinacao de
diferentes anticorpos dirigidos contra os marcadores CD4-PECy7, CD8-FITC, CD57-APC, IFN-y-PE, IL-10-APC,
IL-17-AlexaFluor 647 e IL-6-PE. Ap6s marcacéo, as células foram adquiridas no cittmetro de fluxo Attune C6
(Thermo Fischer) e analisadas no programa FlowJo.

Dosagem in vitro citocinas: A produgéo das citocinas IL-6, IL-17, IL-10, IFN-y em cultura contendo células
T ativadas foi determinada através do multiplex.

Anadlise estatistica: Todas as andlises foram realizadas usando o Software Prism 6.0, admitindo-se

significancia estatistica quando p<0,05.

RESULTADOS

Dentre os pacientes com TDM, 76% também apresentavam transtorno de ansiedade. Como esperado,
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nenhum dos individuos do grupo controle pontuou nos inquéritos BDI e BAI para leve, moderado ou severo.
Quando comparado aos individuos controles, pacientes apresentaram maior porcentagem de células T CD4*e T
CD8* senescentes, identificados pela expressao do marcador CD57. Ademais, mesmo na auséncia de ativagao,
a porcentagem desses linfocitos capazes de produzir IL-6 foi significativamente maior nos pacientes com TDM. A
proporcao de células T CD4* ou T CD8* positivas para IL-17, IL-10 ou IFN-y foi muito baixa e sem diferenca entre
os grupos estudados. Por outro lado, seguindo a adigao de anti-CD3/anti-CD28, maiores niveis de IL-6 e IL-17, e
menores quantidades de IL-10 e IFN-y, foram quantificados nos sobrenadantes das culturas de células obtidas
dos individuos com TDM quando comparado aos individuos saudaveis. De forma interessante, 5-HT foi capaz de

reduzir a producéo de IL-6 e IL-17 e aumentar a secrecdo de IL-10, sem alterar a sintese de IFN-y.

CONCLUSOES

Nossos resultados, apesar de preliminares, sugerem que a ocorréncia de TDM favorece a expansao de
células T efetoras e senescentes em detrimento a uma queda na produgao de IFN-y e IL-10, citocinas relacionadas
aos fendtipos Th1 e T regulador, respectivamente. Ademais, a partir dos nossos achados in vitro, existe a
possibilidade de que esses efeitos adversos associados ao TDM possam estar relacionados, ao menos em parte,

pela menor disponibilidade endégena de serotonina.

REFERENCIAS

AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION. Manual diagnéstico e estatistico de transtornos
mentais: DSM-5. 5. ed. Porto Alegre: Artmed, 2014.

ARRANZ, L.; GUAYERBAS, N.; DE LA FUENTE, M. Impairment of several immune functions in anxious
women. Journal of Psychosomatic Research, v. 62, n. 1, p. 1-8, jan. 2007. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0022399906003825>.

BESEDOVSKY, H. O.; REY, A. del. Physiology of psychoneuroimmunology: A personal view. Brain,
Behavior, and Immunity, v. 21, n. 1, p. 3444, jan. 2007. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/fS0889159106003308>.

BURGDOREF, K. S. et al. Large-scale study of Toxoplasma and Cytomegalovirus shows an association
between infection and serious psychiatric disorders. Brain, Behavior, and Immunity, jan. 2019. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0889159118306998>.

CHAN, K. L.; CATHOMAS, F.; RUSSO, S. J. Central and Peripheral Inflammation Link Metabolic
Syndrome and Major Depressive Disorder. Physiology, v. 34, n. 2, p. 123-133, mar. 2019. Disponivel em:
<https://www.physiology.org/doi/10.1152/physiol.00047.2018>.

DAHL, J. et al. The plasma levels of various cytokines are increased during ongoing depression and are
reduced to normal levels after recovery. Psychoneuroendocrinology, v. 45, p. 77-86, jul. 2014. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0306453014001152>.

269



Universidade Federal do

4
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro \.fe|?,'f(?'a a0

ELLUL, P. et al. Regulatory T Cells As Supporters of Psychoimmune Resilience: Toward Immunotherapy
of Major Depressive Disorder. Frontiers in Neurology, v. 9, 20 mar. 2018. Disponivel em:
<http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fneur.2018.00167/full>.

GAUTAM, S. et al. Clinical Practice Guidelines for the management of Depression. Indian Journal of
Psychiatry, V. 59, n. 5, p. 34, 2017. Disponivel em:
<http://www.indianjpsychiatry.org/text.asp?2017/59/5/34/196973>.

HASLER, G. Pathophysiology of depression: do we have any solid evidence of interest to clinicians?
World psychiatry : official journal of the World Psychiatric Association (WPA), v. 9, n. 3, p. 155-61, out.
2010. Disponivel em: <http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/20975857>.

LEONARD, B. E. The Concept of Depression as a Dysfunction of the Immune System. Current
Immunology Reviews, v. 6, n. 3, p. 205212, 1 ago. 2010. Disponivel em:
<http://www.eurekaselect.com/openurl/content.php?genre=article&issn=1573-
39558&volume=6&issue=3&spage=205>.

LI, Y.-C. et al. Interleukin-6 and interleukin-17 are related to depression in patients with rheumatoid
arthritis.  International Journal of Rheumatic Diseases, 7 mar. 2019. Disponivel em:
<http://doi.wiley.com/10.1111/1756-185X.13529>.

MIYASAKA, T. et al. The interplay between neuroendocrine activity and psychological stress-induced
exacerbation of allergic asthma. Allergology International, v. 67, n. 1, p. 32—42, jan. 2018. Disponivel em:
<https://linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S1323893017300540>.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. World Health Organization Report - Depression and Other
Common Mental Disorders: Global Health EstimatesWorld Health Organization. [s.l: s.n.]. Disponivel em:
<http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/10665/254610/WHO-MSD-MER-2017.2-
eng.pdf;jsessionid=4FF29DAD6B4F47CAD1E699440E15D0597sequence=1%0Ahttp://apps.who.int/iris/bitstrea
m/10665/254610/1/WHO-MSD-MER-2017.2-eng.pdf>.

270



Universidade Federal do

L
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro

ESTUDO DORINOVIRUS 14 NA ATIVIDADE DO LINFOCITOS HUMANOS

1Janini Sariana Moreira dos Santos (IC/UNIRIO): 1 Priscila Alves (IC/UNIRIO); ! Rafael Braga

Gongalves (Colaborador/UNIRIO); TVera

Carolina Bordallo Bittencourt (Pesquisadora/UNIRIO); TLandi V. C. Guillermo (Orientadora).

1 — Departamento de Microbiologia e Imunologia; Instituto Biomédico; Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro. 2 — Departamento de Bioquimica; Instituto Biomédico; Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro.

Apoio financeiro: CNPq, FAPERJ

Palavras-chave: Rinovirus; PBMC, Citocinas.

INTRODUGAO

O Rinovirus pertence a familia Picornaviridae e é a principal causa do resfriado comum e a causa mais
frequente de infecgdo do trato respiratério superior. Em geral, as infecgbes por RVH ocorrem durante a primavera
e o outono e se manifestam de maneira diferente, depende do tipo de infecgdo, trato respiratério inferior ou
superior. As infecgdes do trato respiratério superior normalmente incluem sintomas de resfriado comum, porém
podem apresentar otite média aguda e rinossinusite. Por outro lado, as infecgdes do trato respiratério inferior
podem causar sintomas graves e resultar em bronquiolite e pneumonia (CHADHA KC et al, 2016)

O HRV esta dividido em trés espécies, HRV-A, HRV-B e HRV-C. Com base nas caracteristicas
antigénicas e genéticas, hoje ja sdo descritos mais de 100 sorotipos de HRV. A anadlise das sequéncias de
nucleotideos, principalmente das regides codificadoras das proteinas VP1 e VP2/VP4, permitiu agrupar os
sorotipos entre as trés espécies, sendo que atualmente 80 sorotipos compdem a espécie HRV-A, 32 pertencem
a espécie HRV-B e 55 a espécie HRV-C. A particula viral mede de 25 a 30 nm de didmetro e apresenta simetria
icosaédrica. O capsideo é formado por 60 cépias de cada uma das quatro proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3
e VP4) e envolve o material genético, que € composto por uma fita simples de RNA de polaridade positiva nao
segmentado (+ssRNA), com aproximadamente 7.200 pb, e possui uma unica regidao de leitura aberta (open
reading frame) (KOETZLER R et al,2017)

A resposta de defesa contra o HRV envolve ativagao da imunidade inata e adquirida. Os interferons tipo |
séo produzidos por células infectadas por virus €, ao interagir com uma célula nao infectada, tém a propriedade
de protegé-la contra a infecgéo, além de colaborar com a resposta imune adaptativa. Monécitos e macrofagos

exercem intensa resposta antiviral, com producao de citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL-6, interferons (IFN) e
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TNF-a)( Jennings, L. C. et, al2004).

A IL-6 desempenha um papel importante no desenvolvimento e progressao de respostas inflamatérias, no
entanto, o papel da IL-6 no desenvolvimento de respostas inflamatdrias induzidas por virus é incerto. Em
particular, a IL-6 constitui uma citocina principal que promove a indugao de Th17.

As células regulatérias da resposta imune que produzem IL-10 estdo envolvidas em modular a resposta imune,
impedindo ou diminuindo as conseqiéncias das reac¢des de hipersensibilidade e das doengas auto-imunes (Cilla
G. et al,2008).

A IL-10 é uma citocina que tem efeitos anti-inflamatérios e supressivos na maioria das células
hematopoiéticas e indiretamente suprime a produgédo de outras citocinas e proliferagcdo de células T CD4+
efetoras antigenos-especificas, inibindo a capacidade de células apresentadoras de antigenos, incluindo as
células dendriticas, células de Langerhans e macréfagos. Ela age suprindo as fungbes das APCs , inibido a
producgéo de IL-2 e a sinalizagao intracelular via molécula CD28, evitando a expanséao clonal dos linfocitos. Além
disso a IL-10 inibe a produgdo de citocinas pré-inflamatdrias como a IL-12 por mondcitos e macrofagos.
(ILARRAZA M., et al.,2013)

Como existem mais de 160 rinovirus humanos diferentes, é possivel pegar varios resfriados durante o
ano. De fato, o sistema imunoldgico é capaz de se defender contra 0 mesmo tipo de virus, produzindo anticorpos,
mas tera dificuldade em se defender contra virus diferentes. A transmissao do virus é realizada por meio de
goticulas finas transmitidas principalmente quando se fala, espirra e, sobretudo, quando se tosse. A transmissao
também pode ocorrer em alguns casos por um aperto de méo. Os rinovirus sdo muito contagiosos (WIEHLER et
al, 2017)

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-infecg¢oes.

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
centrifugagcédo a nuvem contendo células mononucleares foi coletada e lavada 2x com 25 ml PBS.
Cultura dos PBMCs com HRV14

2x108 de PBMCs/ml foram cultivados em placa de 24 pogos por 24h, 48h e 120h com somente 0 meio
ou com IFN-y recombinante (2ng/ml) e LPS 10 (ng/ml) na presenca ou ndo de HRV-B14 na propor¢ao de 10:1 ou
1:1.
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Quantificacdo Celular

O sobrenadante da cultura foi coletado e as células foram quantificadas através do teste de viabilidade

por exclusédo de azul de tripan (0,4%) em camera de neubauer.

Analise 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 considerado significativo o valor de p>0,05.

RESULTADOS

No processo de analise por citometria de cultura de PBMC na presenca de Rinovirus foi possivel observar
uma tendéncia de aumento no numero de células produtoras de IL-6 se comparadas no numero de células sem
interacdo com o Rinovirus. Este dado foi confirmado estatisticamente quando avaliamos a intensidade média de
fluorescéncia (MIF). A MIF para a produgao de IL-6 induzida pelo Rinovirus 10:1 foi comparavél ao produzido por
PBMC quando ativados com interferon gama e lipopolissacaridio (Fig 1 A).

Estudos feitos por Hou e colaboradores em 2014, mostraam que um nivel excessivo de citocina IL-6
produzida por células T apés infecgao viral promove o desenvolvimento de células T auxiliares patogénicas
produtoras de IL-17 (Th17). IL-6 juntamente com IL-17 aumentaria sinergicamente a expressédo de moléculas de
sobrevivéncia para impedir mecanismos criticos de defesa do hospedeiro removendo células infectadas por virus.
Esse achado teria uma implicagédo importante no controle de infecgdes virais cronicas. Esses achados corroboram
com os nossos dados encontrados no presente estudo, ja que foi observado aumento da produgéo de citocinas
IL-6 nos linfécitos ativados e que foram desafiados com HRVB-14 (Figura A e B). Também observamos aumento
de producao de IL-6 nos fagdcitos ativados e na presenga HRVB-14, , esses dados ja eram esperados ja que

IL-6 é produzida por macréfagos ativados. A

IL-6 geralmente é produzida em baixos niveis,mas ha um aumento na sua expressido na presenca de
inflamagao (POLL et al.,1997). Além, disso observamos que o Rinovirus na proporgéao 1:1 foi capaz de inibir a
producgdo de IL-6 (Fig 1 B)

Benten et al., 2005 observaram que foram encontradas menos células T reguladoras produtoras de
citocina IL-10 em criancgas infectadas por rinovirus em comparagédo com criangas nao infectadas por rinovirus e
virus sincicial respiratério, ja nossos dados, mostraram aumento da produgéo de IL-10 nos PBMCs e linfocitos
com o HRVB-14 na proporgéo de 10:1( Fig 1C). A IL-10 € uma citocina importate na imunorreguladora in vivo,
que suprimem a imunidade adaptativa e inata. A IL-10 é produzida por varios tipos de células, incluindo células
T, células NK (PERONA- WRIGHT et al., 2010), mondcitos e células B e esta envolvida no comprometimento da

fungdo das células T durante infecgdes virais persistentes. O bloqueio da via dalL-10 sozinha é suficiente para
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restaurar as atividades das células T e aumentar o controle viral (JIANG et al., 2018).
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Figura 1: Avaliacao das células produtoras de citocinas 11-6 e IL-10 apds interacdo com HRV.

CONCLUSAO PARCIAL

Até o momento identificamos que o Rinovirus é capaz de induzir a produgéo de IL-6 e IL-10, afetando
possivelmente a resposta protetora. Curiosamente de acordo com a proporgéo de Rinovirus utilizada na interacéo
com PBMC, observamos diminuicdo das células produtoras de IL-6. Esses dados serdo confirmados aumentando

0 Nosso numero amostral.
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INTRODUGAO

O benzeno ¢ classificado no Grupo 1 da IARC, isto é, como carcinogénicos para seres humanos (IARC,
2018), sendo capaz de causar danos celulares, alteragdes genéticas, alteragdes hematoldgicas, aplasia medular
e leucemia. Esta substancia esta amplamente distribuida no ambiente, estando presente, principalmente, na
gasolina (ATSDR, 2007).

Atualmente, no Brasil, existem cerca de 41.984 Postos Revendedores Varejistas de Combustiveis
Liquidos, sendo que 2.107 estao localizados no Rio de Janeiro (ANP, 2018) e s&o responsaveis por abastecer
cerca de 2.981.274 veiculos movidos a gasolina, onde, 41% (1.235.226) estao instalados no Municipio do Rio de
Janeiro (DETRAN, 2019).

No Brasil, a Portaria 34 do Ministério do Trabalho e do Emprego se refere ao uso do acido trans, trans-
muconico (AttM) como biomarcador de exposicdo ao benzeno (MTE, 2001). E sugerido o valor de 0,5 mg AttM/g
creatinina como limite biolégico de exposi¢cdo que representa o nivel de exposicdo aceitavel e encontrado na
populagcado ndo ocupacionalmente exposta. Contudo tal limite ndo exclui o individuo do risco, visto que n&o existe
limite seguro de exposi¢ao a substancias carcinogénicas, como o benzeno. Dentre as vantagens da utilizagdo do
AttM como biomarcador de exposi¢cao ao benzeno pode-se destacar a facilidade de desenvolver a técnica e a
sensibilidade analitica de sua determinagéo urinaria (FUNDACENTRO, 2012). No entanto, alguns estudos
apontam que o AttM n&o € um metabdlito exclusivo do metabolismo deste hidrocarboneto, pois sofre influéncia
de alguns fatores que podem modificar sua concentragdo na urina.

Em funcéo da falta de especificidade do AttM o desenvolvimento de um novo biomarcador mais especifico
e sensivel surge como uma necessidade no processo de avaliagdo da exposi¢céo ao benzeno. Diversos estudos

mostram que o acido s-fenilmercaptuarico (AFM) € um marcador confiavel e bem especifico, uma vez que ele ndo
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sofre influéncia de outros fatores como o AttM (KAMPEERAWIPAKORN et al., 2016). Entretanto a determinacgao
deste metabdlito na urina requer técnicas analiticas extremamente sensiveis, capazes de identificar e quantificar

esse biomarcador na ordem ug/L, exigindo técnicas analiticas com alta preciséo.

OBJETIVO

Objetivo Geral: Avaliar o nivel de exposigéo de trabalhadores de postos de revenda de combustiveis no
municipio do Rio de Janeiro ao benzeno, presente na gasolina, através da utilizacdo de biomarcadores de
exposicao (acido s-fenilmercapturico e acido trans, trans-muconico). Objetivos Especificos: Realizar coleta de
amostras de urina dos trabalhadores expostos e dos individuos néo expostos ocupacionalmente ao benzeno
(grupo de comparagao); Determinar a concentragao do acido trans, trans-mucénico e do acido s-fenilmercapturico
na urina de trabalhadores de postos de combustiveis expostos ocupacionalmente e de individuos ndo-expostos;

Comparar os resultados do AttM e do AFM urinario a fim de avaliar qual biomarcador € mais sensivel e especifico.

METODOLOGIA

O grupo de estudo foi classificado como: trabalhadores expostos ocupacionalmente ao benzeno
(frentistas e gerentes dos postos de combustiveis) e trabalhadores ndo expostos ocupacionalmente ao benzeno
(trabalhadores de escritorios do INCA e da UNIRIO), os quais formam o grupo controle. Informagdes importantes
sobre os voluntarios foram obtidas através da aplicagdo de um questionario individual e clinico, apés assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As amostras de urina dos individuos foram coletadas ao fim do

expediente de trabalho e transportadas para o laboratério para a determinagéo dos biomarcadores.

Analise do biomarcador acido trans, trans-mucoénico

As amostras passaram pelo método descrito por Ducos e colaboradores (1990) que consiste em preparar
a amostra através da extracdo em fase sélida (EFS), onde os cartuchos utilizados foram condicionados com 3 mL
de metanol, seguido de 3 mL de agua ultrapura. Posteriormente adicionou-se 1 mL de urina, seguindo para a
etapa de lavagem com 3 mL de acido acético 1% e eluicdo em acido acético 10% com consecutiva inje¢do manual

de uma aliquota de 20 uL no HPLC.

Analise do biomarcador acido s-fenilmercapturico

As amostras passaram pelo método descrito por Mendes e colaboradores (2017) que inclui cinco etapas
de preparo: acidificacado, EFS do AFM presente na urina; concentragdo do analito a 60°C sob fluxo de nitrogénio;
hidrdlise alcalina e derivatizacao.

A primeira etapa da metodologia consiste na acidificagdo da amostra (pH 1,0) utilizando HCI 25%. Em
seguida, a amostra passou pelo sistema de EFS, onde o cartucho utilizado foi condicionado com 3 mL de metanol

e 6 mL de acido acético 1%. Posteriormente, 3 mL de urina foram adicionados aos cartuchos, seguido da etapa
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de lavagem utilizando 2 mL de acido acético 1%. A eluigao foi realizada empregando 2 mL de solugao tampéo
contendo 20% de acetato de amonio 0,1 mol/L e 80% de metanol (v/v).

Esses 2 mL de eluato foram concentrados a residuo em banho-maria a 75°C sob fluxo de nitrogénio, até
que toda amostra secasse. Em seguida, realizou-se a hidrdlise alcalina com a adicdo de 400uL de NaOH 2M e a
transferéncia do residuo solubilizado para o criotubo, que foi colocado em banho-maria a 95°C durante 25
minutos. Por fim, a etapa de derivatizagao ocorreu através da adigdo de 290puL de solugdo tampé&o (90uL de
HsPO4 5M + 200uL de NH,HCO30,5M), seguido da adigdo de 50uL de monobromobimane 2mM. A reag¢ao ocorre
a temperatura ambiente durante 25 minutos e ambiente ausente de luz, seguido da inje¢do no HPLC com detector

de fluorescéncia.

RESULTADOS

O estudo foi realizado com 24 individuos do grupo controle e 43 do grupo exposto ocupacionalmente ao
benzeno. Para cada amostra de urina foram executadas as seguintes analises: creatinina urinaria, AttM e AFM.
De acordo com a ACGIH (1999), as amostras de urina que apresentarem creatinina entre 0,3 g/L e 3,0 g/L estédo
dentro da faixa aceitdvel de concentragcéo. Dentre as 43 amostras de trabalhadores expostos ocupacionalmente
ao benzeno coletadas, 4 homens (9,3%) estavam com os niveis de creatinina acima de 3,0 g/L, e por este motivo
foram excluidos das demais anadlises (AttM e AFM). Em relagdo ao grupo controle, dos 25 participantes, 4
mulheres (16%) apresentaram niveis de creatinina menores do que 0,3 g/L e por este motivo também foram
excluidas do estudo.

Ap6s a analise do acido trans, trans-mucoénico, um dos metabdlitos do benzeno, observou-se (Tabela 1)
que o valor médio dos niveis urinarios de AttM dos individuos expostos foi cerca de sete vezes maior do que o
grupo nao exposto e cerca de duas vezes maior do que o valor sugerido como limite biolégico de exposicao
aceitavel (0,5mg/g creatinina) pela Portaria 34 do MTE (2001), indicando uma exposi¢do excessiva destes
trabalhadores e consequentemente maior susceptibilidade a danos a saude provocados por esta substancia.

Ao subdividir o grupo exposto em trabalhadores de postos localizados na Zona Sul e no Centro, observou
(Tabela 1) que o primeiro apresentou média dos niveis de AttM urinario cerca de trés vezes maior do que dos
trabalhadores do Centro. Tal discrepancia nos valores médios encontrados entre as duas localidades pode ser
explicada pela época em que foi realizado as coletas, fevereiro (Zona Sul) e abril (Centro). Em média, as
temperaturas no Rio de Janeiro no més de fevereiro variam em torno de 40°C (verao) e a de abril 25°C

(primavera), influenciando nas concentragdes de hidrocarbonetos (maiores niveis no verdao do que na primavera.
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Tabela 1- Distribuigdo do AttM em trabalhadores expostos e ndo expostos.

Biomarcador de exposicdo AttM (mg/g creatinina)
n Média DP MIN MAX P25 P50 P75 P95

Néo expostos 21 014 |011] 002 | 052 | 006|012 | 0,19 | 0,50
Expostos 39 1,02 | 186 | 000 | 928 | 024 | 041 | 085|732
Zona Sul 22 147 1238 | 010 | 928 | 029 | 0,65 | 1,02 | 90

Centro 17 045 |044 | 0,00 1,51 1014 1037 | 052 | -

Em relagdo ao AFM, observou-se (Tabela 2) que o valor médio dos niveis urinarios do AFM dos individuos
expostos foi cerca de 14 vezes maior do que o grupo ndo exposto. Comparando os niveis de AFM urinario desses
frentistas brasileiros do estudo com os de trabalhadores de postos de combustiveis de outros paises, nota-se que
individuos que possuem a ocupacgao de frentista no Brasil estdo expostos a niveis muito mais elevados do que
de outras regibes. Isso é confirmado com o estudo realizado com 102 trabalhadores de PRCs da lItalia (PALMA
et al., 2012) onde o valor médio foi cerca de 18 vezes menor do que os niveis médios encontrados neste estudo.

Ao subdividir o grupo exposto em postos da Zona Sul e do Centro, observou (Tabela 2) que o primeiro
apresentou média dos niveis de AFM urinario cerca de 1,5 vezes maior do que dos trabalhadores do Centro. A
justificativa para essa diferenga pode ser embasada na mesma teoria apresentada em relagédo ao AttM, uma vez
que o benzeno é um hidrocarboneto de baixo peso molecular (78,11 g/mol) e que por este motivo tendem a

permanecer na fase de vapor por mais tempo (CINCINELLI et al., 2007).

Tabela 2- Distribuicao do AFM em trabalhadores expostos e ndo expostos.

Biomarcador de exposicdo AFM (ug/g creatinina)
n Média DP MIN MAX P25 P50 P75 P95

Néo expostos 21 1,26 250 | 000 | 818 | 0,00 | 0,00 | 206 | 816

Expostos (Total) 39 17,62 | 16,07 | 0,00 | 58,18 | 4,83 | 12,67 | 23,18 | 49,29

Zonal Sul 22 20,72 15,9 | 0,00 | 49,29 | 545 | 19,77 | 37,20 | 48,96
Centro 17 13,60 158 | 0,00 | 58,18 | 4,83 | 7,73 | 1526 -

Com o propésito de comparar os dois biomarcadores de exposi¢cao categorizou-se os niveis de AttM
urinario em relagéo ao limite bioldgico (0,5mg/g creatinina) estabelecido pela Portaria 34 do MTE (MTE, 2001) e
os niveis de AFM urinario em relagdo ao limite biolégico de exposicao (25ug/g creatinina) recomendado pela
ACGIH (ACGIH, 2014). Em relagédo ao AttM, observou-se que a frequéncia de trabalhadores que obtiveram os
valores de AttM superior ao limite considerado aceitavel foi maior na Zona Sul (59%) do que no Centro (29%).
Em relagdo ao grupo controle apenas um individuo apresentou resultados acima do limite permitido. Ja em relagao
ao AFM, observou-se que a frequéncia de trabalhadores que obtiveram os valores de AFM superior ao limite
considerado aceitavel foi maior na Zona Sul (27%) do que no Centro (12%) Em relag&o ao grupo controle, nenhum
individuo apresentou resultados acima do limite permitindo. Em teoria as frequéncias das anadlises dos dois
biomarcadores deveriam ser equivalentes uma vez que ambos sdo os metabdlitos do benzeno. Entretanto alguns

fatores devem ser levados em consideragao, como a alimentagéo, habito de fumar e a coexposi¢éo ao tolueno.

279



U Universidade Federal do .cll
UNIRIO Estado do Rio de Janeiro \._dehi‘,'f(?'a a0

Ao comparar ambos os indicadores bioldgicos de exposigdo do benzeno, houve correlagéo significativa
entre os niveis de AttM e AFM (p-valor= 0,001) e em relagao aos niveis de AttM e a localidade dos postos — Zona
Sul e Centro (p-valor= 0,034). A correlagao significativa entre os niveis de AttM e AFM mostra que a elevagéo de
ambos é concomitante, ou seja, quando um aumenta o outro aumenta também. Os niveis de AttM, de acordo com
os resultados, também pode ser influenciado por fatores ambientais, tendo em vista que o houve correlagcéo

significativa entre o AttM e a localidade dos postos.

CONCLUSAO

O grupo exposto ocupacionalmente ao benzeno apresentou maiores niveis urinarios do AttM e do AFM
do que o grupo controle, indicando que estes individuos de trabalhadores de PRC estdo expostos a concentragdes
elevadas deste solvente no ambiente de trabalho. Ao subdividir o grupo exposto em postos localizados na Zona
Sul e no Centro, notou-se que o primeiro apresentou niveis urinarios mais elevados dos biomarcadores,
apontando uma possivel correlagdo entre a concentragao de benzeno no ar e fatores ambientais caracteristicos
no dia da coleta da amostra, como a temperatura e vento local. Uma correlagao foi encontrada entre ambos os
biomarcadores do benzeno, AttM e AFM, sendo o primeiro provavelmente mais susceptivel a interferéncias
individuais e ambientais devido a uma maior frequéncia de individuos com niveis de AttM urinario acima do limite

biolégico aceitavel quando comparados ao AFM.
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INTRODUGAO

O sobrepeso e a obesidade sao descritos como 0 acumulo excessivo e anormal de gordura. Um individuo
com sobrepeso apresenta um indice de massa corporal (IMC) maior que 25 kg/m2. Ja aqueles com IMC maior ou
igual a 30 kg/m? séo considerados obesos. Ambos os quadros podem ser fatores de risco para diversas doengas
crbnicas, como diabetes e doencas cardiovasculares. Estimou-se que, em 2014, mais de 1,9 bilhdo e 600 milhdes
de adultos estavam na faixa de sobrepeso e obesidade, respectivamente, e 41 milhdes de criangcas menores de
5 anos eram obesas ou apresentavam sobrepeso (WHO, 2016). A obesidade apresenta diferentes etiologias,
dentre elas a cromossémica e a de causa monogénica. A obesidade de etiologia cromossdmica refere-se a
sindromes genéticas, em que a obesidade é acompanhada de uma série de sinais e sintomas, como a deficiéncia
mental, anomalias dismarficas e/ou congénitas, entre outros. Um exemplo € a que ocorre em pacientes com a
Sindrome de Prader-Willi (SPW) (D’ANGELO et al., 2014).

A SPW é uma doenga neurocomportamental descrita primeiramente em 1956, pelos médicos suigos
Andrea Prader, Heinrich Willi e Alexis Labhart, e hoje € uma das mais frequentes sindromes com microdelecdes
cromossOmicas, além de ser a forma mais comum de obesidade sindromica (FRIDMAN et al., 2000). Ela se
caracteriza por hipotonia ao nascimento, retardo mental, caracteristicas dismorficas, hiperfagia e compulsao
alimentar devido a disfungao hipotalamica (CARVALHO et al., 2007). A SPW é caracterizada pela perda de fungao
de genes localizados no cromossomo 15q11-13 de origem paterna. Esta regido no cromossomo de origem
materna sofre imprinting genémico. Os individuos com SPW podem possuir no cromossomo de origem paterna
delegéo de 15q11-q13 (75-80% dos pacientes); ja 20-25% podem apresentar dissomia uniparental materna e 1%
defeitos no “Centro de Imprinting” paterno, cuja expressao génica nao funciona corretamente (MESQUITA et al.,
2010). Para facilitar o diagnostico da SPW, em 2001, os pesquisadores Gunay-Algum e cols. propuseram uma
nova abordagem de critérios para a solicitagdo da investigagdo molecular para SPW. Essa abordagem partiu da
definicdo dos critérios de acordo com as faixas etarias em que podem se manifestar os sintomas. As alteragdes
encontradas na SPW podem ser divididas em trés categorias principais: alteragdes estruturais, comportamentais
e intelectuais (ROCHA, 2011).
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Diferentes genes podem ser responsaveis por um mesmo fenétipo, como é o caso da obesidade e retardo
mental observado na Sindrome de Prader-Willi e compartilhada com outras sindromes, caracterizadas como
Sindrome de Prader-Willi like, em que a regido 15911-q13 ndo é afetada. (ROCHA, 2014). No estudo
investigamos o gene Guanine Nucleotide binding protein, Alpha Stimulating (GNAS) esta localizado no brago
longo (q) do cromossomo 20, na posicdo q13.32 (Genome Decoration Page/NCBI) sendo uma unidade
transcricional complexa com multiplas variantes de transcritos. Ele € um gene “imprintado” regulado por
horménios, implicado em um fendtipo e sindromes associadas a obesidade, como é o caso da osteodistrofia
hereditaria de Albright. Os pacientes descritos na literatura com delegées no gene GNAS compartilhavam algumas
caracteristicas com a Sindrome de Prader-Willi, como atraso de desenvolvimento intelectual, obesidade e baixa
estatura. (HALDEMAN-ENGLERT; HURST et al., 2017; HENDRICKS; BOCHUKOVA; MARENNE et al., 2017;
MANZARDO e BUTLER, 2016 e WEINSTEIN; XIE e QASEM et al, 2011).

OBJETIVOS

1.Investigar por MLPA, utilizando-se o kit SALSA-MLPA ME031-B2 GNAS probemix, a regido 20q13.32,
onde se situa o gene GNAS, em 36 pacientes obesos sindrémicos com diagnéstico molecular negativo para SPW
(PCR-ME) e negativos para os seguintes kits de MLPA: P064 - Microdeletion Syndromes-1B probemix, ME032-
UPD7-UPD14, P220 - Obesity, ME028 - Prader Willi/Angelman probemix, P036 - Subtelomeres Mix probemix,
P070 - Subtelomeres Mix 2B probemix e P224 — PPARG previamente utilizados pelo grupo.

2. Realizar um levantamento das caracteristicas clinicas de todos os pacientes, a partir de suas fichas
presentes no arquivo do ambulatério de genética.

3. Realizar revisao da literatura de mutag¢des nos genes investigados neste estudo, e comparar o fenétipo
final dos individuos portadores de tais mutagdes com o fenétipo dos pacientes deste projeto.

4. Realizar uma revisao sistematica da literatura acerca das principais caracteristicas dos pacientes com
Sindrome de Prader-Willi, concomitante ao seu tratamento com base no horménio do crescimento e sua eficacia.

5. Discutir a importancia do diagndéstico diferencial das Sindromes de Prader-Willi e Prader-Willi like diante

das diferentes estratégias terapéuticas e causas genéticas.

METODOLOGIA

Este projeto de pesquisa foi elaborado seguindo os padrbes vigentes de ética em pesquisa com seres
humanos, segundo a resolugdo 466/12 CNS/MS. O atual projeto € uma extensdo do estudo “Investigagéo
Molecular da Sindrome de Prader-Willi em pacientes suspeitos” cuja aprovagao consta nos registros da Comissao
de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Gaffrée Guinle, de nimero 04/2009 e esta cadastrado na
plataforma Brasil sob o numero CAAE 25858314.9.0000.5258. Foram selecionados 36 pacientes de ambos os
sexos tendo como critério de inclusdo a presenca de obesidade/sobrepeso e atraso no desenvolvimento mental.

E diagnosticados como molecularmente negativos para a Sindrome de Prader-Willi. Todos os pacientes foram
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informados dos objetivos do projeto e sobre o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que foram assinados
em duas vias.

Para a extragdo do DNA dos pacientes foram coletados aproximadamente 4 ml de sangue periférico em
tubo com EDTA (frasco Vacuette® EDTA). A extracdo do DNA foi feita a partir de linfocitos de sangue periférico
utilizando o kit GE Healthcare® em conformidade com o protocolo do fabricante. O DNA extraido foi quantificado
por meio de espectrofotometria com o espectrofottmetro 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 copias do material genético, utilizando-se até 40 sondas que
hibridizam em diferentes regides do DNA e sao amplificadas por um unico par de primers. (SCHOUTEN, 2002).

Para realizacdo da revisdo sistematica, foi necessario o estabelecimento de uma estratégia de busca
baseada no PICO: Populagéo: Populagéo afetada com a sindrome de Prader Willi; Intervencédo (exposicao): A
eficiéncia terapéutica do hormdnio do crescimento; C (intervengdo de comparagao): Terapéutica empregada e
progndstico e O (outcomes): relacionar os diferentes tratamentos com bom progndstico da Sindrome de Prader-
Willi. Além disso, foi necessario o estabelecimento de critérios de elegibilidade e exclusdo, sendo que os artigos
incluidos deveriam ser estudos observacionais e experimentais que investigam o diagndstico diferencial das
sindromes de Prader Willi e Prader Willi like diante das diferentes estratégias terapéuticas e causas genéticas
publicados nos ultimos 10 anos, realizados em humanos e nas linguas inglesa, portuguesa e espanhola. Os
artigos que foram excluidos ndo abordavam o tratamento do paciente com a sindrome, ou que ndo abordasse a
Sindrome de Prader Willi.

Para tal, foram utilizadas duas plataformas eletrénicas de busca de artigos, como a MEDLINE (Medical
Literature Analysis and Retrieval System Online) via PubMeb e LILACS (Literatura Cientifica e Técnica da América
Latina e Caribe/BVS — Biblioteca Virtual em Saude). Para a busca, foi necessario obterem-se os descritores em
saude e os MeSH, que foram obtidos online junto ao DeCS (Descritores de Ciéncia da Saude) e no pubmed,
respectivamente. Os termos foram pesquisados na lingua inglesa, portuguesa e espanhola, sendo restringido o
tempo de 10 anos, por se tratar de uma doenca rara. Além disso, na plataforma PubMed, os filtros “apenas em

humanos” foi ativado.

RESULTADOS

A técnica de MLPA com o kit ME031-B2 GNAS probemix identificou uma mutag¢ao do tipo dele¢do no
éxon 7 do GNAS na Paciente 95 e uma dupla delecao, nos éxons 1A e 1 no paciente 101. Apds a obtengao dos
resultados, foram completadas as tabelas de diagndstico clinico estabelecidas por Holm et al. (1993) (Tabela 1)
e Gunay-Aygun et al. (2001) (Tabela 2) com as caracteristicas clinicas do Paciente 95 e de um caso descrito na
literatura por Ham et al (2014) com uma delegéo do éxon 7, e as tabelas de diagndsticos clinicos estabelecidos
por Holm et al. (1993) (Tabela 1) e Gunay-Aygun (2001) (Tabela 2) com as caracteristicas do paciente 101 e de

dois casos da literatura, o primeiro descrito por Demura et al. (2003), com a delegédo do éxon 1A e por Reyes et

&
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al. (2017), com a delegao do éxon 1.

Tabela 1: Comparagao entre os pacientes estudados com outros encontrados na literatura que apresentam mutagdo no GNAS

utilizando-se os critérios para diagnéstico clinico de Holm et al. (1993) adaptados.

Critérios maiores (1 ponto) Paciente 95 (8 Ham (2014) 16 Paciente 101 Demura 2003 Reyes 2017
anos) anos
Hipotonia neonatal N&o Nao Nao Nao avaliado Nao avaliado
Dificuldade de alimentagéo N&o N&o avaliado Nao N&o avaliado Nao avaliado
na infancia ou retardo do
desenvolvimento neuro-
psicomotor
Ganho excessivo de peso a Sim (4 anos) Sim Sim (3 anos) Né&o avaliado Né&o avaliado
partir de 1 ano e 6 meses
Hipogonadismo Né&o Né&o avaliado N&o Né&o avaliado Né&o avaliado
Retardo mental, problemas Sim N&o avaliado Sim Sim N&o
de aprendizagem
Hiperfagia, obsessdo por Sim Né&o avaliado Sim Né&o avaliado Né&o avaliado
comida
Caracteristicas faciais Sim Né&o avaliado Néo Sim Sim
Delegéo do locus 15q11-q13 Néo Néo N&o N&o N&o
em analises citogenéticas
Critérios menores (0,5
pontos)
Diminuicdo dos movimentos Né&o Néo N&o N&o NA
fetais
Problemas de Sim Né&o avaliado N&o N&o avaliado Né&o avaliado
comportamento
Apneia do sono Sim N&o avaliado Nao Nao avaliado Nao avaliado
Baixa estatura \E) Sim Né&o Sim Né&o avaliado
Cabelos, olhos e pele mais Sim N&o avaliado Nao Nao avaliado Nao avaliado
claros
Maos e pés pequenos N&o N&o avaliado Nao Nao avaliado Nao avaliado
Méos estreitas Né&o Né&o avaliado N&o N&o avaliado N&o avaliado
Miopia Né&o Né&o avaliado N&o N&o avaliado N&o avaliado
Saliva viscosa N&o Né&o avaliado N&o N&o avaliado Né&o avaliado
Defeito na articulagdo de Sim Né&o avaliado Sim Né&o avaliado Né&o avaliado
palavras
Lesdes de pele (auto- N&o N&o avaliado Nao Nao avaliado Nao avaliado
agresséo)
Somatdério 6 pontos 1,5 ponto 3,5 pontos 2,5 pontos 1 ponto
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Tabela 2: Critérios sugeridos por Gunay-Aygun et al. (2001), adaptados, para solicitagdo do exame molecular da Sindrome de

Prader-Willi.

Idade

Critérios Gunay-Aygun

Paciente 95

Ham 2014

Paciente
101

Demura
2003

Reyes 2017

Nascimento até 2

anos

1. Hipotonia com ma sucgéo

2-6 anos

1. Hipotonia com histéria de ma
sucgao
2. Atraso

desenvolvimento

global do

6-12 anos

1. Hipotonia com historico de ma
sucgéo
2. Atraso

desenvolvimento

geral de

Hiperfagia
(excesso da ingestao alimentar)
com obesidade se ndo

controlado

(8 anos)

(6 anos)

A partir de 13 anos

1. Problemas cognitivos; retardo
mental moderado.
2. Hiperfagia (excesso da
ingestdo  alimentar)  com
obesidade se n&o controlado
3.Hipogonadismo
hipogonadotréfico elou
problemas de comportamento
(incluindo ataques de raiva e

transtorno obsessivocompulsivo)

(16 anos)

(27 anos)

(21 anos)

Indicagdo para
realizac&o do exame

molecular para SPW

Néo

Nao

Nao

Nao

Nao

Quanto ao trabalho na revisao, foram identificados 16 estudos na base de dados PubMed e sete estudos

na base de dados LILACS, tendo um total de 23 artigos, ndo havendo duplicadas (Tabela 13). Porém, cinco
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artigos ndo foram encontrados seus respectivos PDF para leitura (VILLAVICENCIO, T. M., 1995; SAITOH, S.,
2010; YEARWOOD, E.L., et al., 2011; SARDA, P., 2013 e LOGUERCIO, M. V., et al., 1995), sendo, portanto,
descartados. Para a selegao dos artigos, ocorreu uma triagem baseada em trés etapas: A primeira, foi a leitura
dos titulos e resumos dos artigos, excluindo aqueles que nao se adequavam aos critérios da revisdo. Tais artigos
excluidos ndo abordavam o tema do tratamento com hormédnio do crescimento em pacientes com Sindrome de
Prader-Willi. Ao final dessa selegao, foram selecionados 18 artigos, sendo 9 excluidos (THUILLEAUX, D., et al.,
2018; GROSS, R. D, etal., 2017; WEEKS, M. J., et al., 2015; TAUBER, M., et al., 2015; GLASPY, E., et al., 2015;
YAN, G.; HE X,, 2014; GALLEGO, J., 2012; SCAGNET, G., 2010; RAMA, M. S. de, et al., 1991). A préxima etapa
foi a leitura do texto na integra de cada artigo, sendo excluido nessa etapa um artigo (AGUINARA, M. R., et al.,
1997). Além disso, foram incluidos 4 artigos extras, escolhidos a partir de referéncias de outros artigos, sendo
eles (BEAULOYE; DIENE; KUPPENS et al., 2016; DEAL; TONY; HOYBYE et al., 2013; KUO; DITCHEKENIAN;
MANNA et al., 2007; e MILLER, et al., 2012).

CONCLUSOES

Os resultados mostraram que dois pacientes foram positivos para a técnica de MLPA, um para o éxon 7
do gene GNAS e outro para os éxon 1A e 1. Ambos compartilhavam caracteristicas fenotipicas semelhantes as
caracteristicas da Sindrome de Prader-Willi, sendo que o Paciente 95 foi negativo tanto nos critérios de
diagndstico clinico de Holm et al. (1993) quanto de Gunay-Aygun et al. (2001), assim como o Paciente 101 foi

negativo para ambos os critérios.

A revisao feita a partir da literatura para se encontrar outros pacientes com as mesmas deleg¢des foi
realizada, e a partir disto, foi possivel a realizacdo da comparacdo fenotipica entre os pacientes. Varias
caracteristicas clinicas semelhantes a Sindrome de Prader-Willi indicadas nos critérios de Holm et al. (1993) e
Gunay-Aygun et al. (2001) nao foram avaliadas, uma vez que, tais pacientes foram atendidos por queixas
hormonais (TSH) ou pela consequéncia da hipocalcemia, sendo ent&o, dificil comparar os nossos pacientes com

o da literatura.

E importante salientar que, outra dificuldade foi o fato do nosso Paciente 101, até onde sabemos, ser o
primeiro a apresentar uma dele¢éo no éxon 1A e 1, necessitando entdo de se comparar o mesmo com pacientes
portadores de uma ou outra delegéo e descritos por mais de um autor, ndo sendo possivel uma avaliagdo em

conjunto das caracteristicas fenotipicas compartilhadas entre si.

Com base na reviséo sistematica acerca das principais caracteristicas dos pacientes com Sindrome de
Prader-Willi foi notado que as caracteristicas mais frequentes sao a obesidade, baixa estatura, hipotonia neonatal
e retardo mental. E importante salientar que, diferentemente do que era estabelecido antigamente, a crianga com
Sindrome de Prader-Willi nascia com dificuldades para sugar e evoluia para a hiperfagia, existem 7 fases

nutricionais, que vao evoluindo a partir dos 2 anos de idade.

&
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O diagnéstico diferencial para a sindrome é de extrema importancia, principalmente quando o assunto é
o tratamento. Ainda ndo existe um consenso de qual a melhor idade para se comegar o tratamento com GH,
porém, € necessario o seu uso, para que o paciente apresente uma melhor qualidade de vida, uma vez que seus
beneficios superam os seus riscos. Porém, mesmo que haja beneficios, € necessario que o tratamento seja
orientado por especialistas e observagao dos pais para as complicagcdes, principalmente em criancas que

apresentam apneia.
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INTRODUGAO

As células T CD4" foliculares (Trn) sdo um subtipo de linfocitos T CD4* que desempenham um papel
capital nas respostas imunes dependentes das células B por participar de varios eventos envolvidos na formagao
e maturagao dos centros germinativos (CG) dos linfonodos. Para tanto, as células Trn precisam interagir de forma
cognitiva, por meio da sinalizagéo via ICOS, PD-1 e CD40-L, e soluvel, através da producéo de interleucina (IL)-
21, com as células B locais que expressam ICOSL, PD-L1, CD40 e IL-21R (BREITFELD et al., 2000). A expressao
de CXCRS5 pelas células Trx € fundamental para que esses linfécitos possam entrar no foliculo aonde é produzido
a quimiocina CXCL13 (BREITFELD et al., 2000). A interacado entre as células Trr e linfécito B nos CG desencadeia
eventos que culminam com a producdo de anticorpos de alta afinidade e com cadeias pesadas trocadas e
formagao de células B memoria imunoldgica. Além dos GC, células Trn funcionais podem ser encontradas no
contingente de linfécitos T de memdria (CD45R0O*) do sangue periférico (MORITA et al., 2011), onde passam a
serem chamadas de células Trn circulantes (cTrr). Devido a sua importancia em auxiliar os linfocitos B, as células
Trn s@o importantes na resposta imune humoral contra diferentes patégenos seguindo infec¢do ou imunizagéo.
De forma interessante, estudo publicado pelo nosso grupo demonstrou que a gestagao favorece a expansao de
diferentes subtipos de células cTr4 (MONTEIRO et al., 2017). Por outro lado, por representar um importante nicho
de replicagao viral, a infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)-1 danifica as células TrH, sendo esse
um efeito adverso precoce no curso da infecgéo e parcialmente revertido apds introdugao da terapia antirretroviral
(TARV) (LINDQVIST et al., 2012; PERREAU et al., 2013).
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OBJETIVO
Avaliar o impacto da gestagado na recomposicao das células cTFH em pacientes infectadas pelo HIV-1
antes e depois TARV.

METODOLOGIA

O estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa (CAAE: 30286514.4.0000.5258).

Pacientes: Para o nosso estudo, 20 mL de sangue periférico foram colhidos de 30 mulheres ndo gravidas
e 30 mulheres gravidas soropositivas para o HIV-1 imediatamente antes e 6-8 meses apods a introdugéo da TARV.
Esses tempos foram escolhidos porque representaram o primeiro e o terceiro trementes da gestacdo. Como
controle, uma Unica amostra de sangue foi colhida de 30 gestantes soronegativas para o HIV-1 no ultimo trimestre.
As mulheres que nado estavam imunizadas contra Hepatite B receberam um esquema de 3 doses da vacina, e
mulheres que tinham mais de 10 anos desde a ultima vacina contra o Tétano receberam uma dose de reforgo.

Citometria: A identificacdo de diferentes subtipos de células Trx N0 sangue total apds estimulagédo (4h)
com PMA (20 ng/mL) e ionomycin (600 ng/mL) foi realizada usando a combinagédo de diferentes anticorpos
dirigidos contra os marcadores CD3-PE, CD4-FITC/PECy7, CXCR5-PECy7/PE, PD1-APC, IL-21-PE/APC, IFN-
y-PE/APC, IL-10-FITC/APC e IL-6-PE. Ap6s marcagéo, as células foram adquiridas no citdmetro de fluxo Accuri
C6 (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA) e analisadas no programa Cflow (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA).

Dosagem in vitro de IgG total e IL-21: Células mononucleadas do sangue periférico, obtidas através da
centrifugacdo do sangue total em gradiente de Ficoll-Hypaque, foram submetidas a selegdo negativa usando
colunas magnéticas para obtencgao das células B e T CD4" que foram mantidas juntas em cultura por 6 dias em
estufa umida a 37°C e 5% CO2 na presenca de Enterotoxina B Estafilocdcica (SEB, 1 ug/mL). Os sobrenadantes
foram recolhidos para posterior analise da produgéo de IL-21 e IgG total usando diferentes kits ELISA comerciais
e seguindo as instrugdes dos fornecedores.

Dosagem plasmaticas de IgG e hormdnios: A técnica ELISA indireto foi usada para a quantificacao dos
titulos IgG anti-HBsAg e IgG anti-TT. A mesma técnica foi usada para quantificar os niveis plasmaticos de 1gG
contra a glicoproteina do HIV-1 gp41 (anti-gp41) e as concentracdes de estrogénio e progesterona. Todos os
testes ELISA foram conduzidos usando kits comerciais e seguindo as instrugdes dos fabricantes.

Andlise estatistica: Todas as analises foram realizadas usando o Software Prism 6.0, admitindo-se

significancia estatistica quando p<0,05.

RESULTADOS

Como esperado, a introdugdo da TARV diminuiu a carga viral das pacientes e aumentou a contagem de
células T CD4* em ambos os grupos de mulheres HIV-1 positivas. Por outro lado, apesar da terapia ter diminuido
significativamente a proporgéao das células TrH IL-6*, 0 tratamento da infecgao viral aumentou, principalmente nas

gestantes, a porcentagem de células Trx capaz de produzir IL-21 e IL-10. Sabe-se que a interagéo e colaboragéo
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das células TrH e as células B s&o imperativas para a produgéo de anticorpos neutralizantes (HE et al., 2013). No
presente estudo nds observamos que, tanto a producao de IL-21, quanto sintese de IgG total, em co-culturas de
linfécitos T CD4* e células B foram significativamente maiores nas amostras obtidas das gestantes apés TARV
quando comparado as pacientes ndo gravidas. Ainda entre as pacientes positivas para o HIV-1, os titulos de 1gG
anti-HbsAg e anti-TT apds a imunizagdo ndo apenas foram maiores nos plasmas das gestantes, como foram
diretamente correlacionados aos niveis circulantes de estrogénio e frequéncia de células cTrn IL-21*. Apesar da
gestacao ter amplificado a capacidade da TARV em aumentar a proporgao de células cTrn funcionais, a terapia
nao foi capaz de recompor essa populagido celular quando comparado as mulheres gravidas saudaveis e

negativas para o HIV-1.

CONCLUSOES
Os resultados sugerem que a gestagao favorece uma melhor recuperagéo de células cTex funcionais em

mulheres infectadas pelo HIV-1 apds a introdugao da TARV.
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INTRODUGAO

Frente a resisténcia dos agentes infecciosos aos antimicrobianos, estudiosos vem dedicando atengao as
terapias tépicas capazes de promover cicatrizagao e reduzir a carga microbiana em feridas. A terapia larval (TL)
€ uma bioterapia conhecida ha centenas de anos. Compreende na utilizagdo de larvas de moscas de espécies
necréfagas, previamente descontaminadas, para o tratamento de feridas de diversas etiologias, permitindo a
limpeza da ferida ao degradar, liquefazer e ingerir apenas tecidos desvitalizados / necréticos e remogao de tecidos

desvitalizados.

OBJETIVO
Avaliar a aceitabilidade a TL entre pacientes atendidos no Hospital Universitario Gaffrée e Guinle,
identificar lesdes passiveis de tratamento com a mesma e evidenciar através da literatura a eficacia do seu uso

no manejo de feridas cronicas.

METODOLOGIA

Revisao integrativa em bases de dados do MEDLINE e SCIELO. Analise de dados clinicos e imagens de
acervo proéprio, fotografadas de pacientes inseridos no estudo de investigagao de portadores de feridas cronicas
realizado na instituicdo de ensino vinculada, apds aceite e assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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RESULTADOS

Em estudo realizado no hospital universitario, foram entrevistados 24 pacientes atendidos no setor de
feridas crénicas e no ambulatério de Cirurgia Vascular do HUGG, com idades entre 41 e 78 anos. 58,33% (14)
do sexo feminino e 41,66% (10) do sexo masculino. 25% (6) tabagistas, 29,16% (7) etilistas e 12,5% (3) ja haviam
feito uso de drogas ilicitas em algum momento da vida. Em relagao a escolaridade, 45,83% (11) dos entrevistados
possuem ensino fundamental completo, 29,16% (7) possuem ensino médio completo, 12,5% (3) possuem ensino
superior completo e 12,5% (3) sao analfabetos. Todos possuiam ferida crénica de dificil cicatrizagédo, associada
ou nao a doenga crbnica. 29,16% (7) dos pacientes tinham Diabetes Mellitus (DM) associada e 62,5% (15) tinham
Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) associada. Dentre os pacientes entrevistados, nenhum afirmou ter
conhecido a TL anteriormente a entrevista. Houve aceitabilidade de 91,66%. Somente dois pacientes se negaram
arealizar TL por medo e/ou/asco do contato com as larvas. Além disso, previamente a atividade, alguns pacientes
associaram de forma equivocada as larvas utilizadas na terapia larval com aquelas causadoras de miiase. De
modo geral, as principais razbes para aceitagdo da TL pelos pacientes foram: a dor crénica associada as feridas,
o longo tempo de néo cicatrizagdo sob uso de terapias convencionais, possibilidade de cicatrizagdo que a TL
oferece. As principais vantagens para o uso da terapia larval incluem: desbridamento seletivo, agcao bactericida e
estimulo do processo de cicatrizagéo. Na literatura, Gericke et.al (2007) relatam o uso da larvoterapia em paciente
de 72 anos de idade que durante pés-operatério de exenteragéo orbital apresentou infec¢do da ferida cirtrgica,
com secregcdo purulenta, sem melhora antibioticoterapia isolada. Além disso, nesse periodo o paciente
desenvolveu infecgao urinaria e episodio de infarto agudo do miocardio, sendo contraindicado o desbridamento
cirargico. Foi utilizada a TL, por meio de biobag de nylon com 50 larvas de Lucilia sericata. Apés uma segunda
aplicagao larval de quatro dias, a 6rbita estava livre de secregao purulenta. Thornton et.al (2002) descrevem o
uso da TL em paciente de 61 anos, DM tipo 1, com histérico de mau controle de glicemia, apresentando
queimadura severa em sola do pé D, apés contato direto com bolsa de calor pré-aquecida em micro-ondas. Tendo
em conta o mau estado de salude do paciente e as dificuldades antecipadas com o enxerto de pele ou a
reconstrugéo do retalho do pé deformado e insensivel, decidiu-se iniciar a terapia com larvas quatro dias apds a
lesdo. O acompanhamento demonstrou a cicatrizagdo da Ulcera anterior tratada com larvoterapia, mas um
progresso mais lento na area enxertada exigindo tratamento conservador prolongado. Dumville et. al (2009),
comparou os efeitos dessa bioterapia e do hidrogel em 267 pacientes, concluindo que houve redugéo do tempo
de desbridamento, porém, sem diferenga significativa em relagéo ao tempo de cicatrizagdo. Dentre as indicagdes
esta o tratamento de lesées com dificil cicatrizagdo: tegumentares, de tecidos moles, regides 6sseas, Ulceras (de

pé diabético, pds-cirurgicas infectadas, de decubito, por estase venosa) e queimaduras.

CONCLUSOES
No atual contexto de dificil controle de infecgdes, diabetes mellitus e suas comorbidades, a terapia larval

surge como uma alternativa terapéutica eficaz, de baixo custo e aplicacéo de facil reproducgéo.
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INTRODUGAO

A terapia larval (TL) € uma técnica que utiliza larvas de moscas necrobiontéfogas para desbridar feridas
com tecido necrosado, de dificil cicatrizagdo e muitas vezes infestadas por microorganismos resistentes a
antibidticos. A técnica beneficia demasiadamente os pacientes através de um desbridamento rapido da ferida,
podendo salvar a vida do individuo em determinados casos (SHERMAN et al., 2002). Feridas de dificil cicatrizagao
s&0 um obstaculo a saude constante em todo o mundo (VALACHOVA, 2013) e € importante destacar que ndo ha
evidéncias de que as larvas sejam afetadas por qualquer antibidtico, quimioterapia ou radioterapia (WHITAKER
et al., 2007; FERRAZ et al., 2012). No Brasil pesquisadores tém investido em estudos com Chrysomya
megacephala (Fabricius, 1794) visando o uso de suas larvas na terapia larval e diferentes dietas alternativas

podem ser realizadas para criar e manter em meio laboratorial os imaturos dessa espécie.

OBJETIVOS

Avaliar dieta a base de homogenato Agar pulmao bovino para o desenvolvimento larval de Chrysomya
megacephala até o segundo instar (L2) em diferentes concentragbes, serdo observados o tempo decorrido de
desenvolvimento até esse instar em cada concentragdo, bem como a viabilidade larval; determinar a relagcao

numero de larvas estéreis de primeiro instar (L1) e 0 peso de massa de ovos

METODOLOGIA

Para preparagdo do homogenato de pulm&o bovino, o pulmio foi batido em mixer utilizando trés
concentragdes diferentes. No Tratamento 1 (T1) utilizou-se uma parte de pulmao para nove partes de agua. No
Tratamento 2 (T2) duas partes de pulm&o para oito de agua. No Tratamento 3 (T3) trés partes de pulm&o para
sete de agua. Depois de batidas e para assumir aspecto homogéneo, as porgdes fibrosas do pulmao que nao se

homogenizaram na solugédo e ficaram presas as hélices do mixer em coagulos foram filtradas em peneira
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domeéstica, até que fossem retiradas todas as partes fibrosas da solugéo. A seguir transferiu-se 100 mL de cada
tratamento para Béqueres de 400 mL.

A solugdo de Agar foi preparada conforme as recomendacdes do fabricante a 2% em agua, aquecido a
100°C até a sua dissolugdo total, e entdo foram adicionadas 100 mL da solugdo de Agar aos 100 mL de
homogenato. Dessa forma, no T1 o homogenato Agar pulm&o bovino apresenta-se na concentragdo de 5%, no
T2 a 10% e no T3 a 15%. Preparou-se, da mesma forma, trés tratamentos que ndo passariam pelo procedimento
de esterilizagao. As dietas que foram esterilizadas passaram pela autoclave, por 15min / 121°C. Cada tratamento
foi dividido em trés repetigcbes transferidas para placas de Petri (Figura 3), formando-se assim nove placas de
Petri com 200 mL de cada dieta. Apds a dieta se solidificar estando a temperatura ambiente, transferiu-se para
cada repeticdo 40 larvas de C. megacephala de 12° geragao em laboratério manualmente com auxilio de um
pincel fino. Vedou-se cada placa com filme de PVC a fim de evitar fuga das larvas. Como controle foi utilizado
Agar sangue onde se realizou 0 mesmo procedimento para transferéncia de larvas como descrito para a dieta
homogenato de pulméo em Agar. Foi avaliada a capacidade das larvas penetrarem na dieta durante o processo
alimentar. Considerou-se “baixa penetragdo” quando quatro larvas ou menos larvas (< a 10% do total) penetraram
na dieta; “média penetragdo” quando de cinco a dez larvas penetraram a dieta (de 12,5 a 25% do total) e para
“alta penetragdo” quando mais de dez larvas penetraram a dieta (> 25% do total). Também foi avaliado o
crescimento das larvas ao se alimentarem das dietas por 48 horas. Considerou-se “baixo crescimento” quando
as larvas de primeiro instar ndo passaram para o segundo instar larval, atingindo aproximadamente de 1,0 a 3,0
mm de comprimento; larvas com “médio crescimento” aquelas que chegaram até segundo instar atingindo
comprimento acima de 3,0 até 6,0 mm; larvas com “elevado crescimento” aquelas que se alimentaram e
cresceram até o segundo e/ou terceiro instar larval, atingindo comprimento aproximadamente superior a 6,0 até
12 mm. Os trés tratamentos, esterilizados e os trés nao estéreis, bem como o tratamento controle foram
transferidos para capela de criagdo de larvas, e ali permaneceram por 48 horas sem controle das condicdes
ambientais. O registro médio da temperatura durante a fase experimental foi de 26,3°C dia; 17°C noite e 60+10%

de umidade relativa do ar.

RESULTADOS

Os resultados mostraram que as dietas artificiais testadas possuem nutrientes suficientes para as larvas
se desenvolverem até o segundo estagio larval em 48 horas, e que ndo ha diferenga significativa entre a
viabilidade das dietas de homogenato em base de Agar e do controle Agar sangue. Desse modo, o Agar sangue
pode ser substituido pela dieta alternativa de homogenato, que é mais econdémica, pratica, facil de ser reproduzida
e nutritiva para larvas até o segundo estagio larval. A Figura 1 evidencia os altos indices de viabilidade larval das

dietas de homogenato Agar pulmao bovino tanto nos tratamentos estéreis quanto no ndo estéreis.
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Figura 1: Taxa de viabilidade larval (larvas que sobreviveram apds o periodo de 48 horas) nas dietas artificiais estéreis, nao

estéreis e do grupo controle Agar Sangue.

Os resultados presentes na Tabela 1 mostraram que provavelmente o primeiro tratamento (5%) é o que
contém menor valor nutricional para as larvas, pois as larvas apresentaram "baixo crescimento” e visivelmente
nao passaram para o segundo instar larval tanto na dieta estéril quanto na ndo estéril. As larvas do terceiro
tratamento (15%) foram as que mais se desenvolveram dentre todos os tratamentos, demonstrando que essa
concentracdo possui 6timo nivel de unidade nutricional para as larvas se desenvolverem. As larvas do segundo
tratamento (10%) também se desenvolveram adequadamente e em sua maioria estavam visivelmente no
segundo estagio larval devido ao seu tamanho. O grupo controle (Agar sangue) obteve da mesma forma que os
tratamentos alternativos, um alto indice de viabilidade larval, contudo este indice foi menor em comparagao com
0 segundo tratamento estéril e o terceiro tratamento nao estéril. Nao apresentou diferenga significativa de
viabilidade larval com nenhum tratamento das dietas de homogenato Agar pulm&o bovino, salvo o primeiro
tratamento estéril, com concentragdo de 5%. Esses dados indicam que o Agar sangue pode ser substituido pelas

dietas alternativas de homogenato Agar pulméo bovino.

Tabela 1. Caracteristica do desenvolvimento das larvas de Chrysomya megacephala até o segundo instar em dieta a base de

homogenato agar pulméo bovino.

Tratamentos Dieta Estéril Dieta Nao Estéril Agar sangue
T1 Baixo crescimento | Baixo crescimento
Sem Introdugéo Baixa Introdugao Médio
T2 Alto crescimento Médio crescimento | crescimento
Baixa Introducéao Baixa Introducéao Baixa Introducéao
T3 Alto crescimento Alto crescimento
Baixa Introducao Média Introducéo
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Baixa introdugao: quatro ou menos penetraram a dieta. Média introdugao: cinco a dez larvas introduzidas
na dieta. Baixo crescimento: possuem de 1,0 a 3,0 mm. Médio crescimento: possuem de 3,0 a 6,0 mm. Alto

crescimento: possuem de 6,0 a 12,0 mm.

De forma geral, a dieta estéril leva vantagem quanto ao indice de penetracdo na dieta, pois devido ao
processo de esterilizacdo apresentou-se mais consistente. As larvas do segundo tratamento da dieta estéril se
alimentaram muito e poucas penetraram a dieta, mostrando que a dieta estéril consegue servir de étimo substrato
nutricional e reduz os indices de penetragéo na dieta. Quanto ao tamanho das larvas, tanto na dieta estéril quanto

a nao estéril se equiparam.

CONCLUSOES

Tanto as dietas estéreis e ndo estéreis de homogenato Agar pulméo bovino podem ser usadas para
substituir o Agar sangue para uso na terapia larval, pois ndo ha diferenca significativa entre seus indices de
viabilidade, que em sua maior parte se encontrou entre 70% e 90%. As concentracbes de 10% e 15% de
homogenato Agar pulmao bovino foram as que apresentaram maiores indices de viabilidade e desenvolvimento
larval, pois a maior parte das larvas sobreviveu e se alimentou por 48 horas. Quanto ao nivel de introdugéo das
larvas, as dietas estéreis obtiveram menores indices do que as néo estéreis. Isso € de grande beneficio para
terapia larval, pois quanto menor for a introducdo das larvas na dieta, mais facilmente sdo retiradas para

aplicagdes da terapia larval.
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INTRODUGAO

O saco vitelinico (SV) é uma estrutura extraembrionaria do desenvolvimento de vertebrados, que
desempenha fungbes cruciais para o desenvolvimento do embrido, podendo contribuir com aspectos da
morfogénese embrionaria (como o endoderma do intestino primitivo), no desempenho de fungées metabdlicas,
nutricionais e da hematopoese (Romanoff, 1960; Speake et al., 1998; Sheng e Foley, 2012; Yadgary et al., 2014;
Schoenwolf et al., 2016). A hematopoese € o processo de formacgao das células sanguineas, que durante o
desenvolvimento embrionario e fetal, ocorre através de diferentes sitios e ondas de hematopoese, sustentadas
através de interagdes com o microambiente onde as células hematopoéticas se encontram (Cumano e Godin,
2007; Medvinsky et al., 2011). De maneira conservada entre vertebrados, o SV &, pelo menos, o primeiro sitio de
formacgéo de células sanguineas do embrido (Sabin, 1920; Colle-Vandevelde, 1962, 1963; Robb, 1997; Palis e
Yoder, 2001).

Em mamiferos, células hematopoéticas provenientes de fontes como o SV, da regido aorta-gbnadas-
mesonefrons (AGM) e possivelmente da placenta, colonizam o figado fetal, que representa, nestes animais, o
principal sitio de expansao e diferenciagdo das células hematopoéticas, até que tardiamente migrem para a
medula éssea, que se mantera como sitio definitivo de hematopoese por toda vida do individuo (Dzierzak e
Medvinsky, 1995; Godin e Cumano, 2005; Mikolla et al., 2005; Ayres-Silva et al., 2011; Sugiyama et al. 2011;
Ciriza et al., 2013). No entanto, em embrides de galinha, o SV € o principal sitio de expanséo e diferenciacdo das
linhagens eritrociticas (Nagai e Sheng, 2008; Guedes et al., 2014) e granulociticas, de maneira analoga ao figado
fetal dos mamiferos, mantendo esta atividade até proximo ao periodo de eclosao (Guedes et al., 2014).

Embora embrides de aves representem um importante modelo para estudos no ambito da biologia do

desenvolvimento (Dieterlen-Liévre, 1997), incluindo achados experimentais cruciais na elucidacdo de questdes
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associadas a compreensao sobre a ontogenia do sistema hematopoético dos vertebrados (Dieterlen-Lievre, 1975;
1984; Jaffredo e Yvernogeau, 2014), questdes do préprio modelo ainda ndo se encontram esclarecidas, caso de
aspectos morfolégicos do SV. As lacunas existentes quanto a compreensao de aspectos morfolégicos da
estrutura do SV é um impeditivo para a elucidagdo e avangos associados a compreensao da ontogenia do sistema

hematopoético no modelo ave.

OBJETIVO
Descrever aspectos morfolégicos da microcirculagdo vitelinica durante a segunda metade do
desenvolvimento de embrides de Gallus gallus domesticus L., junto as relagbes com os vasos vitelinicos principais

e as linhagens hematopoeticas em expansao e diferenciagao.

METODOLOGIA

Areas de microcirculagdo em sacos vitelinicos entre 10 e 16 dias de desenvolvimento (dd) foram
exploradas ao nivel de estereomicroscopia, através de videos e fotomicrografias. Cortes histolégicos seriados de
5um foram obtidos de blocos parafinados contendo areas de microcirculagdo, sendo realizadas técnicas de:
coloragdes histoldgicas — HE (Mayer, 1903), Giemsa de Lennert (Lennert, 1978), Sirius Red pH 10.2 (Bogomoletz,
1980; Wehrend, 2004). Os cortes corados foram analisados ao microscopio de campo claro Axioskop (Carl Zeiss,
Alemanha), sendo documentados através de fotomicrografias feitas com camera digital (Carl Zeiss, Alemanha)
e/ou digitalizadas em scanner de laminas VSlide, analisadas através do software do equipamento VSViewer
(MetaSystems). Fotomontagens foram realizadas através de fotomicrografias obtidas ao nivel da
estereomicroscopia e a partir dos cortes histolégicos e as analises correlacionadas das estruturas vitelinicas ao
nivel estereomicroscépico e histolégico foram feitas a partir da co-localizagdo de campos respectivos entre estas
fotomontagens. Células presentes no lumen de veias (VV) e artérias vitelinicas (AV) principais, correlacionadas
aos cortes das areas de microcirculagao e em outros adicionais foram também analisadas em cortes histologicos

corados com HE, Giemsa de Lennert e Sirius Red, com a realizagao de fotomicrografias.

RESULTADOS

Em SV de embrides de galinha, VV sao dorsais as AV. E, enquanto as AV levam o sangue do embrido
em dire¢do ao SV, as VV direcionam o sangue do SV de volta para o embrido (Le Noble et al., 2004). Além disso,
SV de embrides de galinha s&o constituidos pelos folhetos mesoderma e endoderma, onde o primeiro origina
tecido conjuntivo e vasos sanguineos, e o segundo, células epiteliais caracteristicas (Romanoff, 1960). No
presente estudo, as analises correlacionadas entre a estereomicroscopia e histologia, de possiveis areas
constituidas de microcirculacdo, deixam nao sé evidente que as VV se encontram em endoderma superficial e as
AV, em endoderma profundo, como também, que ramos menores de VV ficam localizados na interface entre os

folhetos mesoderma e endoderma; que ramos menores de VV vao de encontro a microcirculagido; a aparéncia
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morfolégica dos ramos menores das VV mostra semelhangas a do ramo principal, diferenciando-se
principalmente quanto ao calibre. J4 a aparéncia do endoderma € distinta, tanto ao nivel da estereomicroscopia
quanto ao da histologia, nos territérios ocupados pelas VV e seus ramos menores, da regiao de microcirculagao
e interface com as AV. Enquanto o endoderma dos territérios ocupados pelas VV e seus ramos menores revelam
um endoderma linear, organizado sob a forma de I&mina ou folheto, o endoderma da regido de microcirculagao
em interface com as AV, junto ao préprio entorno desses vasos, se organiza sob a forma das denominadas
“dobras ou dobramentos” descritos na literatura (Romanoff, 1960). No presente estudo, as analises histologicas
destes dobramentos nestas areas de microcirculagdo, demonstraram que as estruturas vasculares que
constituem o eixo central dos mesmos, apresentam variagdes quanto ao aspecto morfolégico e quanto aos tipos
celulares circulantes. Estas analises também sugerem continuidade vascular dos componentes da suposta
microcirculagdo, contendo células das linhagens eritrociticas e granulociticas maduras e imaturas, com bolsas
vasculares de eritropoese e com vasos de calibre semelhantes a capilares (estes ultimos apresentando eritrécitos
organizados em fila indiana, e entre eles, entremeados, granuldcitos imaturos e maduros e eritrocitos em
maturagdo). Quanto as analises histologicas dos tipos celulares presentes no limen dos vasos vitelinicos
principais, além de eritrécitos maduros e trombdcitos, comum ao lumen de AV e VV, células eritropoéticas em
diferentes graus de maturagéo, granuldcitos maduros e imaturos, vém sendo também observados com frequéncia

no limen de VV.

CONCLUSOES

O conjunto de resultados do presente estudo sugere: organizagbes topograficas entre o endoderma e a
vascularizagao do SV; a suposta existéncia de uma microcirculagdo no SV capaz de atender, ao mesmo tempo,
o direcionamento de novas células sanguineas oriundas de processos hematopoéticos no SV junto ao retorno do

sangue circulante para o embrido.
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INTRODUGAO

O Rinovirus humano (HRV) é o patégeno causador do resfriado comum e de outras infecgbes do trato
respiratério superior. Membro da familia Picornaviridae e género Enterovirus, o virus é classificado em trés
espécies (HRV-A, HRV-B e HRV-C) e mais de 100 sorotipos de acordo com suas caracteristicas antigénicas e
genéticas. (1)

O Rinovirus pode ser transmitido por goticulas de aerossol ou contato com secregdes infectadas. Uma
vez dentro da célula, o virus desencadeia respostas imunes inatas induzindo a producgéo de interferons, citocinas
e quimiocinas que irdo recrutar células inflamatérias para as vias aéreas. Aumento de células T e B, pertencentes
as células mononucleares de sangue periférico (PBMC), nas vias respiratérias sao relacionados a resposta imune
ao HRV.

A infeccdo por rinovirus foi associada as exacerbagdes de doencas respiratérias crénicas, como asma
(2), doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) (3) e fibrose cistica (4). Estudos apontam que macréfagos
pulmonares infectados com HRV mostraram uma redugéo na produgéo de IL8 e TNFa [5] em resposta ao LPS e
diminuiram significativamente a fagocitose [6], sugerindo que a infec¢édo pelo HRV pode interromper as respostas
de macréfagos e a secregio de citocinas em resposta a infecgdo bacteriana. Esses achados sdo importantes
para explicar por que as coinfec¢des estdo cada vez mais presentes nas exacerbagdes da DPOC e da Asma.

Estudos demonstraram que a infecgdo por rinovirus induz aumento da produgao de IL-8, IL-6 e GM-CSF
a partir de células epiteliais (7) e 0 aumento na expressao dessas citocinas foi relatada em Asmaticos (8). A IL-8,
IL-6 e GM-CS produzidas pelas células epiteliais em resposta a estimulagéo viral tem propriedades bioldgicas
que estdo envolvidas diretamente com a patogenia do resfriado atuando na quimiotaxia de células imunes ao

local de infeccéo, ativacao e diferenciagao de linfocitos.

Juntos esses achados sdo importantes para explicar como o rinovirus modula a resposta imune

leucocitaria e os mecanismos pelos quais ele induz exacerbacgdes de doencgas do trato respiratério superior, como

&
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a DPOC e Asma.

OBJETIVO

Determinar o perfil de ativagao e a cinética temporal de produgao de citocinas de linfocitos nao ativados
e ativados (IFN-y/LPS ou anti-CD3) na interagéo in vitro de células mononucleadas do sangue periférico humano
(PBMC) com HRV14

METODOLOGIA

Voluntarios foram recrutados e 20 mL de sangue foram retirados de cada um. O sangue foi previamente
diluido e adicionado sob gradiente de Ficoll, na propor¢ao 2:1, e centrifugado por 20 minutos. Ao final da
centrifugacao a nuvem contendo células mononucleares foi recolhida e lavada com PBS e cultivadas em uma
placa de 24 pocos somente com meio de cultura ou ativadas (IFN-y/LPS ou anti-CD3) ou em interagdo com
rinovirus humano (HRV) 14 na proporgéo de 10:1 e 1:1. O sobrenadante da cultura foi coletado apés 24, 48, 72
e 120h

A dosagem de citocinas geradas pelas células foi realizada pelo método de ELISA sanduiche (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay) a partir do kit eBioscience. Placas de 96 pogos foram incubadas com anticorpos
de captura especificos para cada citocina diluido em solugdo de Coating Buffer (eBioscience) e mantidas a 4°C
overnight.

Foi realizada a dosagem dos niveis de 6xido nitrico. O sobrenadante da cultura foi colocado em placas
de 96 pocos, na propor¢ao de volume 1:1 com o reagente de Griess. Depois de colocada a curva e as amostras,
a leitura foi feita em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540nm

As células foram marcadas com anticorpos monoclonais para CD8 e para as citocinas IL-6 e IL-10, com
fluorocromos FITC e APC. As leituras foram realizadas em citdmetro de fluxo Verse-BD e a analise foi feita usando
o programa FlowJo-10.

Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, inc.). Utilizando a
comparagao de amostras pareadas, foi aplicado o teste T de Student. O intervalo de confianga foi bilateral de

95%, dessa forma, considerando significativo o valor de p>0,05.

RESULTADOS

A cultura de PBMCs com rinovirus apos 24h (MOI 10:1) resultou na produgéo de IFN-y. Ja no tempo de
48h de cultura observamos uma producgéo de 6xido nitrico (NO) equivalente aos niveis encontrados em cultura
de PBMCs ativados com IFN- y e Lipopolisacarideo (LPS), ativadores classicos de mondcitos/macréfagos para a
producdo de NO. A ativacdo dos linfécitos na cultura de PBMCs com anti-CD3 também estimulou a produgao de
NO. Ja a proporcdo de HRV 1:1 nao resultou na produgdo de IFN-y nem de NO, tendo niveis comparaveis as

células cultivadas com meio.
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O 6xido nitrico (NO) desempenha um papel fundamental na imunidade inata contra uma grande variedade
de patégenos e estudos demonstraram que o NO age na inibicdo da replicagdo de rinovirus e varios outros
picornavirus, sendo um componente importante da resposta antiviral (9). Nossos resultados mostram a
capacidade do HRV de ativar precocemente os mecanismos de defesa dos PBMCs através da produgao de IFN-
y e NO.

Avaliando a producdo de média de intensidade de fluorescéncia de IL-6 nos linfécitos em 72h,
observamos que o seu aumento € maior quanto maior for a carga viral (MOI 10:1>1:1). Esse aumento € mantido
quando as células sido ativadas com IFN-y/LPS. A IL-6 estimula a ativagdo de células T e a diferenciagéo e
producdo de anticorpos do linfécito B, sendo, portanto, importante para o desenvolvimento da resposta imune
adaptativa. Quando medimos sua produgao no tempo de 120h, observamos sua diminuigdo quando comparamos
células cultivadas apenas com meio e as cultivadas na presenga do HRV. Esses dados demonstram que a
producgéo da IL-6 estimulada pelo HRV ocorre com maior intensidade apenas inicialmente.

Na cultura de PBMC com HRV de 72h observamos o0 aumento de células produtoras de IL-10 na presencga
de rinovirus na proporcao 10:1. Ja quando as células sao ativadas com IFN-y/LPS, essa produgédo diminui. Em
120h de cultura observamos que o numero de células produtoras de IL-10 ndo sofre variagdes quando
comparamos células cultivadas com meio com células na presenga do HRV, porém, quando os PBMCs sao
previamente ativados com IFN-y/LPS, o numero de células produtoras de IL-10 aumenta significativamente.

Portanto, inicialmente vimos que o rinovirus induz a producéo de IL-10 pelas PBMCs, mas com o decorrer
da resposta imune essa producdo decai. A IL-10 é uma citocina produzida por macréfagos e linfocitos T
regulatérios que atua estabelecendo um mecanismo de imunossupressdo e através dos nossos dados
observamos que em células ativadas com IFN-y/LPS na presenga do HRV ocorre o0 aumento tardio na produgao
dessa citocina. Esses dados sugerem que esse aumento de IL-10 possibilita um maior tempo de infeccao
podendo, portanto, tornar o hospedeiro suscetivel as coinfecgbes e a exacerbagdes do processo inflamatorio (10-
12).

CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que o HRV é capaz de induzir uma cinética de produgéo de citocinas protetoras
através da producao precoce de IFN y e NO e sugerem um possivel mecanismo de imunossupressao mediado
pelo rinovirus através do aumento da produgao das citocinas IL-10.
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INTRODUGAO

O ¢lifosato (N-(fosfonometil)glicina)) € um herbicida n&o seletivo, com uma atividade de amplo
espectro que foi introduzida para o controle de ervas daninhas em campos de produgao agricola em
1974 (BENBROOK, 2016). Esse produto atua interferindo na sintese dos aminoacidos fenilalanina,
tirosina e triptofano, através da inibicao da enzima 5 enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS),
impedindo, dessa forma, o crescimento de plantas, como ervas daninhas (BAl; OGBOURNE, 2016).
Este herbicida se encontra no topo da lista de ingredientes ativos mais comercializados no Brasil e no
mundo, apesar de pouco se conhecer sobre sua toxicidade para espécies néo alvo, correspondendo a
40% do total de agrotéxicos empregados e a um volume de mais de 190.000 toneladas (IBGE, 2015;
ABRASCO, 2015; IBAMA, 2010).

Seu uso na agricultura aumentou drasticamente desde o desenvolvimento de plantas
geneticamente modificadas para serem resistentes ao glifosato, visto que, o volume total aplicado pelos
agricultores aumentou 14,6 vezes, de 51 milhdes de quilos em 1995 para 747 milhdes de kg em 2014
(BENBROOK, 2016). Esse agrotoxico também é usado na silvicultura, em areas urbanas e aplicagcbes
domeésticas e tem sido detectado no ar, na agua e nos alimentos. Destaca-se também que a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) reavaliou a carcinogenicidade de cinco ingredientes ativos
de agrotoxicos e em margo de 2015 publicou a Monografia da IARC volume 112, na qual classificou o

herbicida glifosato como provavel agente carcinogénico para seres humanos (Grupo 2A), devido a

i
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existéncia de forte evidéncia de duas caracteristicas principais de carcinogenicidade (genotoxicidade e
estresse oxidativo) e evidéncias de carcinogenicidade limitadas em seres humanos para o
desenvolvimento de Linfoma ndo-Hodgkin (GUYTON et al., 2015; SMITH et al., 2016)

OBJETIVO
Desenvolver e validar metodologia para deteccdo do glifosato e do AMPA por técnica de

cromatografia liquida de alta eficiéncia em agua.

METODOLOGIA

A coluna cromatografica utilizada foi a Luna 5 um NH> 100A (250 x 4,6 mm) Allcrom®. A fase
movel foi composta por uma mistura de Tampao KH2PO4 (0,1M) pH 5,8 e acetonitrila na proporg¢éao de
55:45, em fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura do termostato da coluna foi mantida a 35 °C e a detecg¢ao
foi realizada por fluorescéncia em A em: 260 nm /A ex: 310 nm. O tempo de corrida foi de 8 min.

Foi necessaria a realizagdo de processo de derivatizagao tanto do glifosato como do AMPA por
cloroformiato de 9-fluorenilmetila (FMOCCI). Adicionou-se a 3 mL de agua ultrapura, 500 uL de solugao
tampao tetraborato de sédio decahidratado (0,05M) pH 9 e 500 uL de derivatizante FMOCCI (1 g/L). A
derivatizagdo ocorreu sob agitacdo periddica no vértex por cerca de 1h. Apds o processo de
derivatizagdo o excesso de derivatizante foi removido adicionando-se 2 mL de éter dietilico. A mistura
foi submetida a agitagdo no vértex por cerca de 1 min e posteriormente deixada em repouso para que

ocorresse a separagao das fases. Apenas a fase aquosa foi injetada no HPLC (20 pL).

RESULTADOS

Inicialmente foram testados o glifosato e AMPA na concentragcdo de 500 ug/L e 600 ug/L,
respectivamente, e o controle negativo era composto por agua ultrapura, adicionada de derivatizante
FMOC-CI e tampéao tetraborato de sddio. Esta analise primaria foi realizada com o objetivo de avaliar a
capacidade do método em detectar os analitos de interesse sem interferéncia (seletividade). O glifosato
e AMPA foram avaliados separadamente a fim de minimizar interferéncia entre os mesmos. A Figura 1

mostra os cromatogramas obtidos para o controle negativo, glifosato e AMPA, respectivamente.
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Ao avaliar os resultados, observou-se que o método analisado apresentou seletividade, visto
que, nao foi identificada a presenca de interferentes préoximos aos tempos de retengdo dos compostos.
Garantindo que a area quantificada no cromatograma para o glifosato e o AMPA correspondesse
exclusivamente a quantidade do analito injetada no HPLC.

Apods verificar a sensibilidade do método foram construidas curvas de calibragao, para o
glifosato e AMPA, compostas por 6 pontos em triplicata (Quadro 1 e Quadro 2) como recomendado
pela RDC N° 166 (ANVISA, 2017) para avaliar a linearidade do método. Foi realizada a média aritmética
das areas encontradas para cada concentragao analisada com o objetivo de construir as curvas de

calibragao (Figura 2) para o glifosato e seu metabdlito AMPA.

Quadro 1: Areas das triplicatas das concentragdes do glifosato

Concentragao (ug/L) Area 1 Area 2 Area 3
18,75 3592186 4724491 4023371
37,5 7835849 8421513 8220521
75 18524896 20738440 18713622
150 40173671 42221589 40311437
300 80183494 85697498 81636417
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Quadro 2: Areas das triplicatas das concentragdes do AMPA

Concentragao (ug/L) Area 1 Area 2 Area 3
156,25 5388622 4958228 5028954
312,5 11191468 10645835 10867582
625 23167326 20973412 23692578
1250 46261517 42662874 42936173
2500 97020194 93571491 98276347
5000 180036834 185764474 183585465

Figura 5: Curva de calibragado do glifosato (A) e AMPA (B) em agua ultrapura
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Com relacao a linearidade do método analitico para o glifosato e o AMPA tem-se que o0 modelo

de regressao linear é adequado para as determinagdes analiticas em estudo segundo a RDC 166 de

2017 da ANVISA. Ja que, o coeficiente de determinacéo (R2) encontrado para as curvas de calibragao

de ambos os analitos foi maior que 0,99.

CONCLUSAO

De acordo com os dados obtidos pode-se dizer que o método foi implementado e validado por

HPLC-Fluorescéncia na determinacdo de glifosato e AMPA em agua ultrapura. Esse método
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demonstrou ser pratico e preciso, obtendo bons resultados na avaliagdo da precisdo, exatidao,
seletividade e sensibilidade para o analito de interesse. Além disso, este método apresentou bons
limites de detecgao e quantificagao tanto para o glifosato como para o AMPA, permitindo a quantificagao

de concentragcdes muito baixas desses analitos em agua.
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INTRODUGAO

A sepse é definida como uma disfungdo organica potencialmente fatal causada por uma resposta
sistémica desregulada do hospedeiro a uma infec¢ao (SINGER et al., 2016). A resposta sistémica a infecgédo é
marcada por uma tempestade de citocinas, acarretando um desarranjo hemodindmico e metabdlico que pode

resultar em choque séptico, faléncia multipla dos érgaos e morte (VACHHARAJANI et al., 2014). E estimado que

a sepse acomete cerca de 15 a 17 milhdes de pessoas no mundo anualmente, nos quais mais de 5 milhdes vao
a Obito. A sepse e choque séptico sado as principais causas de morte de adultos em unidades de terapia intensiva
(UTls) (LOBO et al.,, 2019; BERG, GERLACH, 2018). No Brasil, um estudo recente demonstrou aumento
progressivo do numero de casos de sepse nas UTIs brasileiras nos ultimos anos (LOBO et al., 2019).

O lipopolissacarideo (LPS) das bactérias gram-negativas é reconhecido pelo receptor Toll-like 4 (TLR4)
e a cascata de sinalizagao desse receptor ocasiona a translocagdo do NF-kB para o nucleo e este se liga ao DNA
(MCGHAN; JAROSZEWSKI, 2012), acarretando na produgédo de uma série de citocinas (IL-6, TNF-a, IL-18) e
quimiocinas (IL-8, MCP-1). A ativacdo continua de familia de quinases Src (SFK, Src Family Kinases) é
indispensavel para a resposta ao LPS (LEU et al., 2006). A Src esta relacionada com diversos processos
imunolégicos, como o desenvolvimento, proliferagéo, adesao, migragéo, quimiotaxia, fagocitose e sobrevivéncia
de células do sistema imune (BYEON et al., 2012). Respostas fisioldgicas a infecgdo envolvem a produgao de
citocinas e fatores de crescimento que se ligam aos respectivos receptores nas células endoteliais (CHEN et al.,
2017). As SFKs medeiam a fosforilagao da tirosina de moléculas envolvidas na permeabilidade da monocamada
endotelial e ndo é incomum a ativagdo das SFKs em processos patolégicos, nos quais as fungbes da célula
endotelial sdo perturbadas (HU-LOWE et al., 2008).

A disfuncdo cerebral aguda é recorrente na sepse e estd associado ao aumento da morbidade e
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mortalidade por esta enfermidade (SONNEVILLE et al., 2013). O impacto da inflamagéao sistémica sobre o dano

cerebral agudo e crénico tem sido motivo de crescente interesse pela comunidade cientifica (PERRY:;

CUNNINGHAM; HOLMES, 2007). Nao existe tratamento direcionado para a sepse além da antibioticoterapia e

terapia de suporte, o que revela a necessidade do desenvolvimento de novos tratamentos (POLAT et al., 2017).
O dasatinibe, inibidor de tirosina quinase utilizado no tratamento de leucemia mieloide crénica, aumentou a
sobrevida de camundongos sépticos, evitando a exacerbagdo da resposta inflamatéria e o supercrescimento
bacteriano, restaurando o equilibrio da resposta imunoldgica (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2018).

OBJETIVO

Investigar o potencial terapéutico de inibidores da familia Src tirosina quinases no modelo de sepse
induzido por perfuragao e ligadura cecal. Utilizamos a droga dasatinibe ja em uso clinico para outras patologias.

Objetivos especificos:

a) Avaliar o papel de inibidores de SFK no rolamento e adesao de células na microcirculagéo cerebral;

b) Avaliar o papel de inibidores de SFK na perfusao cerebral através da avaliagdo de capilares funcionais
e laser speckle;

c¢) Avaliar ativacado de vias de sinalizagdo no tecido cerebral por western blotting.

METODOLOGIA

a) Modelo de indugao de sepse (CLP, cecal ligation and puncture)

Os camundongos Swiss foram anestesiados através de injegdes intraperitoneais de cloridrato de
cetamina (100mg/kg, Cristalia) e xilazina (10mg/kg, Syntec) 5-10 minutos antes da cirurgia. Apds a assepsia da
regido abdominal com alcool 70%, o ceco foi externado e ligado a 1 centimetro do dpice com um fio de algodao
sem agulha 3-0. A ligadura cecal foi seguida de 4 pungdes com uma agulha de 18G e uma pequena quantidade
de material cecal foi extravasada pelos orificios da punc¢ao antes da recolocacdo do ceco na cavidade abdominal.
O abdémen foi saturado com nylon 3-0 (Shalon) e a reposigéo volémica foi realizada com 1 mL de solugao salina
0,9% estéril por via subcutanea. Os animais receberam antibiotico imipenem (10mg/Kg) 6 horas ap6s o CLP por
via intraperitoneal. Foi administrado dasatinibe (1mg/Kg), bosutinibe (3mg/Kg) e pp1 (1mg/Kg) diluidos em DMSO
1% por gavagem oral 30 minutos antes e 6 horas apds o CLP. O controle negativo deste modelo foi constituido
por animais sham (falso) operados, nos quais 0 abdémen foi apenas aberto e saturado em seguida, para descartar
a influéncia do procedimento anestésico e cirurgico. Estes receberam a reposi¢cao volémica e o antibiético da
mesma maneira que os animais que foram submetidos ao CLP. Os camundongos Swiss foram provenientes do
Biotério Central da Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e os procedimentos experimentais realizados sob a
aprovagdo da Comissao de Etica em Experimentagdo Animal (CEUA) da FIOCRUZ (licenga nimero L054/2015).

b) Microscopia intravital

Para a visualizagao da microcirculagao cerebral em 24 horas apés CLP os animais foram anestesiados
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com uma solugéo de cetamina (100mg/kg, Cristalia) e xilazina (10mg/kg, Syntec) e a veia caudal foi puncionada
para administracdo de marcadores fluorescentes. O procedimento foi realizado de acordo com publicagdo do
nosso grupo (ARAUJO et al., 2012). A janela craniana foi brevemente aberta para a observacdo dos vasos
sanguineos desta rede vascular que ficou sob o feixe de luz. Foi administrado intravenosamente isotiocianato de
fluoresceina dextran (FITC-dextran 150) e as imagens da microcirculagdo foram adquiridas através do software
Archimed 3.7.0 (Microvision, France). Para marcagéo dos leucécitos circulantes, foi feita a administragéo via
intravenosa de 0,3 mg/kg de rodamina 6G e os leucécitos com a fluorescéncia associada foram visualizados
através da microscopia acima. A contagem de capilares funcionais foi feita com o auxilio do software Saisam
5.1.3 (Microvision, France) e o monitoramento da perfusao foi realizado através do laser speckle.

c) Avaliagao da ativagao de vias de sinalizagao no tecido cerebral

Os cérebros dos camundongos submetidos ao CLP ou nao foram perfundidos com 20 mM de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e coletados para posterior processamento com o tampao recomendado
(Rippa Buffer com inibidor de protease, Complete, Roche AG e inibidor de fosfatase, Roche). A dosagem de
proteinas totais presentes no sobrenadante das amostras foi realizada pelo método de acido bicinchoninico
(BCA). Proteinas das amostras do tecido cerebral foram desnaturados e submetidos ao SDS-PAGE, transferidas
para a membrana de nitrocelulose (poro de 0,45 ym de tamanho) e incubadas com solugéo de bloqueio 1% (soro
albumina bovina em TBS-Tween 0,05%). A membrana foi incubada com anticorpo anti-pERK (diluigdo de 1:1000,
Sigma-Aldrich) e com anticorpo anti-B-actina (1:15000, Sigma-Aldrich). As bandas foram detectadas pelo Odyssey
Imaging System (LI-COR), digitalizadas e quantificadas pelo software ImageMaster 2D elite.

d) Analise Estatistica

Os dados foram representados como média + erro médio padrdo (EMP) e analisados estatisticamente
utilizando-se o teste pela analise de variancia (one-way ANOVA) seguida pelo teste de Neuman-Keuls, sendo os

valores de p< 0,05 considerados significativos.

RESULTADOS

Processos inflamatérios podem acometer o sistema nervoso central, afetando a microcirculagao,
migracao e ativacdo de células do sistema imune circulantes e residentes em resposta a estimulos patogénicos
ou traumaticos/hemorragicos (SKAPER et al., 2018). Animais com sepse tiveram aumento no nimero de células
no processo de rolamento e adesdo, bem como tiveram uma diminuigdo no numero de capilares funcionais
quando comparados com o grupo controle. Animais sépticos tratados com inibidores de SFK (dasatinibe,
bosutinibe e PP1) tiveram menor nimero de leucdcitos no processo de rolamento e adeséo ao endotélio quando
comparados aos animais sépticos. Além disso, apresentaram maior densidade capilar funcional e perfusao
cerebral. O aumento da produgédo de mediadores inflamatérios pode levar a disfungdo microvascular (SPRAGUE;

KHALIL, 2010) e a Src quinase esta envolvida na inflamacao e permeabilidade do endotélio cerebral (HU; PLACE;
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MINSHALL, 2008). Este resultado aponta que o tratamento com dasatinibe protegeu os camundongos sépticos
da disfungéo microvascular preservando sua integridade funcional.

Durante o processo de transmigragdo de leucécitos para os tecidos ocorre a ativagdo da cascata de
sinalizagdo via Src quinase envolvendo a ativagdo da MAPquinase ERK (MOON et al., 2002). A ERK esta
envolvida na proliferagcdo e inflamagcdo de células endoteliais e em processos patolégicos onde ocorre
exacerbagdo da inflamagao a ERK é continuamente ativada (KESHET; SEGER, 2010). Logo investigamos se
bloqueando a ativagdo da Src quinase com o uso de inibidores de SFK a via da ERK estaria inibida. Os
camundongos sépticos apresentaram aumento nos niveis de ERK fosforilada, enquanto que os camundongos

tratados com dasatinibe apresentaram menor fosforilagdo da ERK.

CONCLUSOES

O tratamento com dasatinibe e outros inibidores de SFK (bosunitibe, PP1) demonstrou exercer efeito
protetor no cérebro na sepse com a diminui¢gdo de leucdcitos no rolamento e adesdo ao endotélio cerebral e
manutengao do numero de capilares funcionais, preservando a perfusao tecidual. Estes inibidores de Src quinase

bloquearam a ativagdo da ERK.
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INTRODUGAO

O Brasil ocupa posicao de destaque internacional em biodiversidade, devido ao seu clima privilegiado e
territorio fértil disponivel'. Atualmente, € o segundo maior produtor agricola mundial e terceiro no ranking da
produgéo mundial de frutas®. No entanto, existe um contraste entre a produgéo agricola brasileira e o desperdicio
de milhares de produtos que poderiam ser aproveitados no Pais.

Dados alarmantes de consumo alimentar demonstram que apenas 10% dos brasileiros ingerem a
recomendacgédo de quatrocentos gramas de frutas, legumes e verduras por dia, conforme recomendado pela
OMS34. Neste sentido, o Conselho Nacional de Seguranga Alimentar e Nutricional (CONSEA) articulou a adogao
de politicas direcionadas a promogao da alimentagcdo adequada e saudavel, a partir do incentivo e da valorizagao
a produgio e ao consumo de alimentos tipicos regionais brasileiros®.

Atualmente, vivenciamos um momento de alteragbes no padrao de consumo alimentar da populagéo
mundial, cuja preferéncia tem se voltado para as frutas processadas em detrimento das in natura®, sendo a maior
parte da produgéo brasileira de frutas € destinada a industria de sucos de frutas, que sdo apreciados pelas suas
propriedades sensoriais e nutricionais’. O receituario padrdo de preparacdes culinarias incentiva a versatilidade
e utilizacdo das receitas®, mas a realidade é que ainda nos deparamos com a escassez de referéncias

bibliograficas de eficacia, que garantam o acesso e incentivo a uma alimentagao saudavel e sustentavel.

OBJETIVO
Elaborar um banco de dados a partir do desenvolvimento de formulagdes dietéticas, baseado no conceito

ampliado de aproveitamento integral dos alimentos (AIA).
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METODOLOGIA

Mediante a relevancia de dados de produgéo, desperdicio® e de baixo consumo de frutas?®, foi priorizada
a selecao das seguintes frutas nativas do Brasil: Abacaxi, Cacau, Coco e Jabuticaba.

As formulagées dietéticas foram planejadas experimentalmente e testadas no Laboratério de Técnica
Dietética da Escola de Nutricado — UNIRIO utilizando o maximo de 10 ingredientes, de preparag¢des praticas para
pequenas refeicoes, respeitando o habito alimentar e cultural da populacdo brasileira, bem como, o aspecto
nutricional, sensorial, ambiental e econémico. Ressalta-se que as formula¢des foram modificadas por técnicas
dietéticas praticas e inovadoras, restringindo ao maximo a utilizagédo de agucar, sddio e insumos ultraprocessados.

Inicialmente, as formulagbes dietéticas se basearam no desenvolvimento de blends de frutas, no conceito
de aproveitamento integral dos alimentos, ou seja, sendo o extrato das frutas, aproveitado para o desenvolvimento
de preparagdes caseiras, da categoria de panificagcdo e confeitaria.

A informag&o nutricional de cada formulagéo foi calculada por meio de ficha técnica de preparo em
programa Excel XP 2007®, contemplando: ingredientes — medida quantitativa e medida caseira, informagoes
nutricionais'®'! (quilocaloria — kcal e quilojoule — Kj; proteina; gorduras totais (gordura saturada, gordura
monoinsaturada e gordura poli-insaturada, colesterol); carboidrato, fibra; Na; Ca; Fe); além de informagdes como
modo de preparo, dicas de preparo, tempo de preparo, rendimento da preparacdo, numero de porgdes;

quantitativo para a compra dos alimentos, custo por preparacao e por por¢ao e, ilustracéo por foto.

RESULTADOS

A selecao dos frutos nativos do Brasil se respalda pela demanda em aproveitar residuos alimentares,
como pratica que deve ser utilizada para agregar valor nutricional a receitas de cozinhas domésticas, e do
estabelecimento de produgdo de alimentos, bem como, viabilizar a utilizacdo desses frutos independente da
sazonalidade do pais. Em pesquisa'? realizada com 200 pessoas da regido metropolitana do Recife, 84% ja
haviam consumido preparagdes com AIA, sendo o percentual de residuos alimentares mais utilizados pela
populacao estudada o das frutas (60,1%), indicando a banana (43,6%), o abacaxi (23%), a melancia (14%) e o
caju (12%) como as frutas mais utilizadas em domicilio pelos entrevistados. A vasta bibliografia publicada sobre
a tematica de preparagbes que se baseiam no conceito de AIA utilizam, de modo repetitivo e monétono, as
seguintes frutas: banana, macga, abacaxi, laranja, melancia, tangerina, maracuja, meldo e manga. Ou seja, nao
promovem o incentivo ao consumo diversificado de frutos nativos do Brasil. As referéncias bibliograficas de maior
acessibilidade a populagao, ndo costumam considerar a praticidade nem demonstram preocupacgao com a saude,
utilizando de forma irrestrita o agucar, o sal de cozinha, as gorduras e insumos ultraprocessados, além disso ndo
constam as informagées nutricionais nas preparagdes publicadas'? 1415161718

No presente estudo, inicialmente, foram desenvolvidos dois tipos de blends (quadros 1 e 5). A partir dos
extratos alimenticios gerados apds a elaboragao das bebidas, que seriam desperdigados em nivel domiciliar, mas

que ainda apresentavam boa qualidade organoléptica e sensorial foram desenvolvidos subprodutos de
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panificagdo e confeitaria e calculadas as respectivas informagdes nutricionais por por¢cao, conforme apresentados

nos quadros 2, 3,4,6,7 e 8.

Quadro 1. Blend de Cacau com Jabuticaba

(Informag&o Nutricional)

Quantidade Por Porgao (200mL) Quantidade

Valor energético 111,0
Carboidratos 30,0
Proteinas 1,0
Gorduras totais 0,0
Gorduras saturadas 0,0
Gordura monoinsaturada 0,0
Gordura poliinsaturada 0,0
Colesterol 0,0
Fibra alimentar 3,0
Sédio 1,0
Calcio 6,0
Ferro 0,0

%VD(*)
6,0
23,0
3,0

*k
*k
*k

ik

*k

9,0
0,0
1,0
5,0

Quadro 2. Brigadeiro Biomassa Banana Verde

com Cacau (Informag&o Nutricional)

Quantidade Por Porgao (25g) Quantidade
Valor energético 78,0
Carboidratos 14,0
Proteinas 2,0
Gorduras totais 2,0
Gorduras saturadas 1,0
Gordura monoinsaturada 0,0
Gordura poliinsaturada 0,0
Colesterol 7,0
Fibra alimentar 2,0
Sédio 25,0

%VD(*)
16,0
5,0

3,0

3,0

*k
*k
*k

*k

7,0
1,0

Quadro 3. Bolo de Cacau com Jabuticaba e

Aveia

Quantidade Por Porgao (40g) Quantidade
Valor energético 119,40
Carboidratos 17,3
Proteinas 2,8
Gorduras totais 43
Gorduras saturadas 0,6
Gordura monoinsaturada 0,9
Gordura poliinsaturada 25
Colesterol 14,1
Fibra alimentar 31
Sadio 58
Célcio 14,9
Ferro 2,3

%VD(*)
6,0

13,3
5,0

*k
*k
*k
k.

*

8,2
0,2
18
28,7

Quadro 4. Pdo de Couve-flor com Farinha de

Jabuticaba (Informag&o Nutricional)

Quantidade Por Porgao (50g) Quantidade

Valor energético 105,7
Carboidratos 21,7
Proteinas 2,8
Gorduras totais 0,8
Gorduras saturadas 0,1
Gordura monoinsaturada 0,3
Gordura poliinsaturada 0,2
Colesterol 0,0
Fibra alimentar 15
Saédio 2,5
Calcio 10,2
Ferro 0,4

%VD(*)
50
17,0
50

*k
ik
*k

*k

0,0
4,0
0,0
1,0
5,0

Quadro 5. Blend de abacaxi com coco

(Informag&o Nutricional)

Quantidade Por Porgéo (200mL)  Quantidade

Valor energético 188,0
Carboidratos 20,0
Proteinas 2,0
Gorduras totais 13,0
Gorduras saturadas 11,0
Gordura monoinsaturada 1,0
Gordura poliinsaturada 0,0
Colesterol 0,0
Fibra alimentar 5,0
Saédio 82,0
Célcio 34,0
Ferro 1,0

%VD(*)
9,0
15,0
40

**
*k
*k
*k

*k

14,0
5,0
4,0
17,0

Quadro 6. Broa de milho com extrato de
abacaxi com coco (Informag&o Nutricional)

Quantidade Por Porgao (50g) Quantidade

Valor energético 198,4
Carboidratos 324
Proteinas 6,0
Gorduras totais 54
Gorduras saturadas 1,6
Gordura monoinsaturada 1,1
Gordura poliinsaturada 0,8
Colesterol 514
Fibra alimentar 14
Saédio 63,0
Célcio 431
Ferro 0,9

%VD(*)
9,9
24.9
10,7
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Quadro 7. Biscoito de abacaxi, coco, aveia e Quadro 8. Bolo de coco com abacaxi
melado de cana (Informag&o Nutricional) (Informagao Nutricional)

Quantidade Por Porgéo (50g) Quantidade ~ %VD(*) Quantidade Por Porcso (40g) Quantidade ~ %VD(*)
Valor energético 148,7 9,0 Valor energético 82,0 6,0
Carboidratos 19,2 15,0 Carboidratos 8,4 6,0
Proteinas 1,9 3,0 Proteinas 12 2,0
Gorduras totais 7,6 * Gorduras totais 51 *
Gorduras saturadas 53 * Gorduras saturadas 85 *
Gordura monoinsaturada 11 * Gordura monoinsaturada 1,0 *
Gordura poliinsaturada 0,2 ** Gordura poliinsaturada 0,2 **
Colesterol 8,2 * Colesterol 17,7 *

Fibra alimentar 2,0 50 Fibra alimentar 0,9 2,0
Sédio 43,8 3,0 Sadio 4.6 0,0
Calcio 8,5 1,0 Célcio 48 1,0
Ferro 0,6 10,0 Ferro 0,3 5,0

A formulagéo do blend de cacau com jabuticaba apresentado neste estudo torna-se ainda mais favoravel
se somarmos os beneficios nutricionais (quadro 1). Se compararmos o blend de cacau com jabuticaba (100%
natural), com o néctar de fruta comercial (30% de fruta, 14% de agucar, 0% de fibra, corantes, aromatizantes e
conservantes), que é mais consumido pela populagcdo brasileira, observamos que a formulagdo proposta
apresenta agregacao de fibra (3g%), além de redugéo significativa no teor de agucar (3%). O blend de abacaxi
com coco (quadro 5) também apresentou perfil nutricional satisfatorio, com teor consideravel de fibras e de ferro.
Gomes e colaboradores'® desenvolveram um blend de abacaxi, cenoura e couve. Dionisio e colaboradores?®
desenvolveram uma bebida funcional com polpas de acerola, caju, caja, camu-camu, agai, abacaxi e yacon; Silva
e colaboradores?' obtiveram um produto a base de abacaxi e acerola a partir do método de liofilizagdo. Ambos
os estudos avaliaram apenas o processamento e a caracterizagdo fisico-quimica das preparagdes, sem
abordagem de AIA, nem a relevancia da garantia no acesso ao consumo (aplicabilidade e praticidade) e,
consequente no incentivo a producgao dos frutos nativos do Brasil.

A formulagdo de brigadeiro de biomassa de banana verde (BBV) e cacau (quadro 2) desenvolvida
apresenta-se como um produto “fonte de fibra” por porg¢éao de 2 unidades (4g/50g) e até mesmo, um produto “rico
em fibra"?? por porgao de 3 unidades (6g/75g). Em estudo realizado com doce tipo “brigadeiro”, utilizando soja,
cacau, BBV e batata doce®®, mesmo as amostras produzidas que continham maior teor de fibra apresentaram
apenas (0,29g/100g), acima do brigadeiro tradicional em lata (0g/20g), porém sem atingir a alegagéo de fonte de
fibra.

Os subprodutos da jabuticaba desenvolvidos nesta pesquisa, como o bolo de cacau com jabuticaba
(quadro 3) pode ser classificado como rico de fibra (2,06g9/100g) e, o pao de couve-flor com farinha de jabuticaba
(quadro 4), fonte de fibra (3g/100g), além do baixo teor de sédio (2,49%) e do potencial funcional. Dessimoni-
Pinto e colaboradores?* avaliaram a formulagdo de geleias de jabuticaba com a utilizagéo das cascas, indicando

0,269 de fibra em uma porgéo de 20g de geleia.
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O brioche e o bolo de extrato de abacaxi com coco (quadro 6 e 8, respectivamente) apresentaram teor
de fibra e perfil lipidico, satisfatérios. O biscoito do extrato de abacaxi com coco, aveia e melado de cana (quadro
7) apresentou-se como produto ‘fonte fibra’ (4g/100g), além do perfil sensorial satisfatério, principalmente textura.
Lima e colaboradores?® na elaboracéo de doce pastoso & base de suco da casca do abacaxi, massa da casca e
coco ralado, onde o produto obtido apresentou um teor de fibra (3g/100g) abaixo do biscoito elaborado em nosso
estudo, isto sem considerar que a porgéo recomendada para o consumo do doce em pasta (20g) € menor do que
a porgao do biscoito (30g). As pesquisas baseadas no conceito de AIA em produtos de panificagéo e confeitaria
s3o incipientes no que tange alegagdo de saude, praticidade e viabilidade. Ripari e colaboradores?® elaboraram
um péo de forma utilizando a polpa de coco verde desidratada. Menezes?’ realizou o aproveitamento da polpa de
coco para produgao de gelado comestivel. Ressalta-se, que os estudos levaram em consideragdo apenas o AlA,
sem considerar a praticidade nem o valor nutricional, com auséncia de informac¢des do teor de fibras das

preparagoes.

CONCLUSOES

Este tipo de pesquisa pode constituir um instrumento facilitador de acesso da populacdo a alimentagéo
saudavel, pratica e sustentavel. A elaboragdo de subprodutos a partir de frutas nativas do Brasil pode ser
considerada uma alternativa eficaz para um melhor aproveitamento dessas matérias-primas com agregacao de
valor nutricional, econdmico e ambiental do pais.

Como perspectivas futuras, com o suporte da analise sensorial e do estudo de viabilidade de mercado, a
producgéo otimizada das formulagbes dietéticas desenvolvidas pela instituigdo pode ser utilizada em cursos com
modelagem profissionalizantes de empreendedorismo na area de alimentagdo e nutricao, visando a inclusdo
social da comunidade envolvida, acesso e propaga¢do das praticas alimentares promotoras da saude pela

populacdo carente, além da geracao de renda para o projeto social e para os envolvidos.
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INTRODUGAO

Segundo a Organizagédo Mundial de Saude (OMS, 2012), a resisténcia bacteriana aos farmacos deve ser
encarada como um problema de saude publica, uma vez que o numero de bactérias resistentes aos antibidticos
e cepas com suscetibilidade reduzida a eles vem aumentando nos ultimos anos. Desde 2015, a OMS considera
urgente o investimento no desenvolvimento de novos antimicrobianos e descreve em um de seus objetivos o
combate a resisténcia aos antimicrobianos.

Os antibidticos de origem natural, representam uma boa alternativa apresentando diversas atividades
terapéuticas, além de n&o estarem associados ao surgimento de muitos efeitos colaterais, ao contrario das formas
sintéticas (Shyamala Gowri, 2010; Tamilarasi, 2012).

O uso de planas medicinais esta presente nos habitos da populagéo brasileira e com a criagdo do
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, caracteriza um importante componente do Sistema
Unico De Saude - SUS (Ministério da Saude, 2018).

A selecdo do jamelao (Syzygium cumini L.), goiabeira, (Psidium guajava L.) e dormideira (Mimosa pudica
L.), teve como base a composi¢do dessas plantas que apresentam compostos bioativos tais como: taninos,
esterois, fendis, flavonoides e glicosideos, que conferem, assim como justificam a atividade antimicrobiana (Anas,
2008; Migliato et.al., 2005; Sriram, 2009).

OBJETIVO
O projeto tem como objetivo investigar a atividade antibacteriana dos extratos aquosos das folhas de
Syzygium cumini, Psidium guajava e Mimosa pudica contra a bactéria isolada do Hospital Universitario Gaffrée e

Guinle Klebsiella pneumoniae multirresistente através da técnica de difusdo em agar.
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METODOLOGIA

A metodologia usada foi descrita por CIRKOVIC et.al. (2012) e Ramos et al. (2018). Para a realizagéo do
Teste de Susceptibilidade Antimicrobiana (TSA) utilizando agar Mueller Hinton como meio de cultura,
micropipetas e placas de Petri contendo 30 ml de 4gar em temperatura ambiente. Para preparar as suspensoes
de bactérias, adicionou-se de 3-4 colbnias das cepas em um tubo de ensaio contendo solugéo salina estéril a
0,85% e foi comparada com o padrao de turbidez de 0,5 de McFarland. Foram feitos pogos de 6mm no agar e
em seguida foram distribuidos 100 microlitros dos extratos. Os extratos foram testados em trés concentragdes
diferentes (3%, 10% e 15%) além de uma secgéo integra da folha. Os testes foram realizados em ftriplicata.

Como controle positivo utilizou-se gentamicina (0,66 pg/ml), as placas inoculadas foram mantidas
incubadas por 24 horas a temperatura de 35°C e o resultado foi comparado com a tabela do CLSI (CLSI, 2018).

As plantas utilizadas foram obtidas em diferentes locais do Rio de Janeiro, as folhas de jamelao (Syzygium
cumini), goiabeira (Psidium guajava) e dormideira (Mimosa pudica) sdo provenientes dos bairros de Pavuna,
Anchieta e Urca, respectivamente. As amostras foram colhidas no mesmo dia da realizagéo das analises, afim de

minimizar oxidagao e deterioragdo das folhas.

RESULTADOS

Nenhuma das trés concentragbes dos extratos de jameldo (Syzygium cumini) e goiabeira (Psidium
guajava) apresentou atividade antimicrobiana contra a bactéria multirresistente Klebsiella pneumoniae. As folhas
inteiras também n&o promoveram a formacgao de halo. As analises feitas com a dormideira (Mimosa pudica) foram
negativas independentemente dos percentuais de concentracdo analisados. A gentamicina, controle positivo,

apresentou um halo de 14mm.

Figura 1: Teste de Sensibilidade a antimicrobianos feito com extrato de folhas de jamel&o (Syzygium cumini);
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Figura 3: Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos com extrato de folhas de dormideira (Mimosa pudica);

O resultado obtido contrasta com o que foi observado por Nascimento et. al. (2000), que avaliou o
potencial fitoquimico e antimicrobiano de extrato etanoico de folhas, sob o método de difusdo em disco,
verificando que o extrato de jameléo teve agéo contra a Klebsiella pneumoniae resistente, apresentando halo >
7mm, enquanto o extrato de goiabeira ndo obteve resultado positivo.

Enquanto Kumar et. al. (2008), avaliaram extratos aquosos, acetonicos e metanoicos das folhas secas e
pulverizadas de Psidium guajava por meio de difusdo em discos. Os autores observaram agédo microbiana contra
3 dos 4 Staphylococcus aureus multirresistentes testados, nao tendo diferenciagéo entre os extratos em metanol
e acetona. Entretanto, ndo foram testadas bactérias gram-negativas multiresistentes.

Mohan et. al. (2011), utilizaram extratos aquosos e metanoicos das folhas secas e pulverizadas de
dormideira, para avaliar a atividade antimicrobiana dos mesmos e chegaram a conclusao que o extrato de metanol
possui maior atividade antimicrobiana que o aquoso, tendo a Concentragéo Inibitéria Minima contra a Klebsiella
pneumoniae ndo multirresistente, de 0.44 a 0.88 mg/ml.

Os resultados encontrados pelos pesquisadores pode ser referente ao tipo de extrato utilizado (metanol,
acetona, etanol) que possivelmente promoveu uma melhor extracdo dos compostos bioativos como taninos,

esterdis, fenois, flavonoides e glicosideos, que conferem a atividade antimicrobiana dessas trés plantas.

CONCLUSOES

Os extratos vegetais aquosos testados nao apresentaram atividade antimicrobiana para o microrganismo
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resistentes testados neste estudo. S&o necessarios estudos com mais plantas no combate a bactérias

multirresistentes.

REFERENCIAS

ANAS, K. et.al. In vitro antibacterial activity of Psidium guajava Linn. Leaf extract on clinical
isolates of multidrug resistant Staphlococcus aureus. Indian Journal of Experimental Biology. v.46, p. 41-46,
Jan, 2008

CIRKOVIC, I., JOVALEKIC, M., JEGOROQVIC, B. In vitro antibacterial activity of garlic and synergism
between garlic and antibacterial drugs. Archives of Biological Science. v. 64, n. 4, p. 1369-1375, 2012

CLSI. Clinical & Laboratory Standards Institute. Disponivel em:
http://em100.edaptivedocs.net/dashboard.aspx Acessado em 01/04/2018.

MIGLIATO, K, F. et. al. A¢ao Farmacolégica de Syzygium cumini (L.) Skeels. Acta Farm. Bonaerense.
V.25, n.2, p. 310-314, 2005.

Ministério da Saude. Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos — PPNPMF,
disponivel em: <http://portalms.saude.gov.br/acoes-e-programas/programa-nacional-de-plantas-medicinais-e-
fitoterapicos-ppnpmf/plantas-medicinais-e-fitoterapicos-no-sus>. Acessado em: 03, abril de 2018

MOHAN. G, ANAND, S.P, DOSS, A. Efficacy of Aqueous and Methanol extracts of Caesalpinia
sappan L. and Mimosa pudica L. for their potential Antimicrobial activity. South Indian journal of biological
sciences. Vol. 1(2) p. 48-57. 2011

NASCIMENTO, G. G. F., LOCATELLI, J., FREITAS, P. C., SILVA, G. L. Antibacterial activity of plant
extracts and phytochemicals on antibiotic-resistant bactéria. Brazilian Journal of Microbiology. 31:247-256.
Nov, 2000.

OMS, Organizagao Mundial da Saude. A crescente ameaga da resisténcia antimicrobiana.
Departamento de Publicagdes da OMS, Organizagao Mundial da Saude. Genebra, 2012

OMS, World Health Organization. Global Action Plan on Antimicrobial Resistance. WHO Document
Production Services. Geneva, 2015

RAMOS, T. S.; CHAN, Y. C.; SILVA, C. R,; BARROS, J. T.; CARVALHO, K. R.; VILLAS BOAS, M. H. S ;
Marin, V.A. Antimicrobial activity of Allium sativum against multidrug resistant Acinetobacter baumannii.
REVISTA BRASILEIRA DE PLANTAS MEDICINAIS (IMPRESSO), 2018.

SHYAMALA, G, S. VASANTHA, K. Phytochemical Screening and Antibacterial Activity of Syzygium
cumini (L.) (Myrtaceae) Leaves Extracts. International Journal of PharmTech Research CODEN (USA): [JPRIF
ISSN: 0974-4304 Vol.2, No.2, pp 1569-1573, 2010

SRIRAM, N. G. et. al. Phytochemical Screening and Antimicrobial Activity of the Plant Extracts of
Mimosa pudica L. Against Selected Microbes. Ethnobotanical Leaflets v.13 pp.618-24, May. 2009

TAMILARASI, T. ANANTHI, T. Phytochemical Analysis and Anti Microbial Activity of Mimosa pudica

328




Universidade Federal do

L
UU NIRIO Estado do Rio de Janeiro

Linn. Research Journal of Chemical Sciences. Vol. 2(2), 1-7, Feb, 2012.

329




U Universidade Federal do .cll
UNIRIO Estado do Rio de Janeiro \._dehi‘,'f(?'a a0

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS DE
EXTRATOS DE CAFE EM DIFERENTES NiVEIS DE TORRA SUBMETIDOS A EXTRAGAO ASSISTIDA POR
MICRO-ONDAS

'Gabriele Bentes de Aguiar (IC-UNIRIO); 2Julia Montenegro (mestrado); Carlos Adam Conte

(Colaborador) Anderson Junger Teodoro (orientador)

1- Departamento de Tecnologia de Alimentos; Escola de Nutrigdo; Universidade federal do Estado do Rio
de Janeiro.
2— Programa de Pds-Graduagao em Alimentos e Nutrigdo; Universidade federal do Estado do Rio de

Janeiro.

Apoio Financeiro: UNIRIO.

Palavras-chave: café; antioxidante; compostos fendlicos.

INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores de café no mundo e se destaca como um dos poucos que produz
as duas principais espécies, C. arabica e C. canilon (ABIC, 2016). O café € uma bebida com agao bioativa cada
vez mais explorada e tradicionalmente consumida pela populagéo brasileira e mundial (EMBRAPA, 2017). O café
€ ainda considerado a fonte mais importante de compostos antioxidantes na dieta brasileira quando comparado
ao mate, agai e feijdo, confirmando a importancia desta bebida para a saude humana (Torres & Farah, 2017). No
gréo de café é possivel encontrar vitaminas do complexo B; os acidos clorogénicos; a cafeina e a trigonelina
(ABIC, 2015).

A extragdo de compostos bioativos de alimentos pela utilizagdo do aquecimento por irradiagédo de micro-
ondas é considerada uma técnica promissora por permitir a extragdo de diferentes compostos e melhorar
processos quimicos. As irradiagdo por micro-ondas € definida como radiagbes eletromagnéticas com frequéncia
de 0,3 a 300 GHz, que podem penetrar em biomateriais e interagir com moléculas polares,como a agua para criar
calor. Entre as vantagens do uso de micro-ondas em relagdo ao aquecimento convencional, destacam-se a
reducdo no tempo e aumento da taxa de reagédo, 0 aumento do rendimento e da seletividade e 0 menor consumo
de energia. (BIANCHIN, et al., 2017).

OBJETIVO
Analisar a capacidade antioxidante e o teor de compostos fendlicos totais de diferentes niveis de torra de
café submetidos a extragao assistida por micro-ondas.
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METODOLOGIA

Os graos de café Arabica (Coffea arabica) foram adquiridas de regides produtoras dos estados do Rio de
Janeiro e Espirito Santo. Tais amostras foram transportadas e armazenadas no Laboratério de Diagnostico
Molecular e Micologia da EMBRAPA Agroindustria de Alimentos, RJ.

As amostras de cafés passaram a ser processadas nas torras clara (12 minutos a 230°C); média (14
minutos a 240°C), escura (15 minutos a 245°C), realizadas no torrador Gene café®. Estes niveis de torra sdo
classificados de acordo com a Escala Agtron (PORTO, 2015).

Foram preparados extratos aquosos de cada nivel de torra, por metodologia de extragao assistida por
micro-ondas, com poténcia de 500W por 5 minutos a temperatura de 50°C, conforme descrito por Upadhyay et al
(2012), como condig¢des 6timas para extragdo de compostos fendlicos totais de café e analise pela metodologia
de Folin-Ciocalteau.

As analises antioxidantes foram avaliadas por quatro diferentes métodos colorimétricos descrtios na
literatura (DPPH, ABTS, FRAP, ORAC), sendo realizados no proprio laboratério. Todas as diluigbes foram

realizadas em ftriplicatas.

RESULTADOS

Na analise de atividade antioxidante pelo método de DPPH, observou-se que os valores maiores foram
referentes as amostras de torra verde e clara (Figura 1). O valor apresentado pelo extrato verde foi de 10774,16
+ 631,73 pmol/g para o extrato etandlico e 6675,80 + 658,10 umol ET/g para extrato aquoso de amostra. Para
torra clara, o valor médio apresentado pelo extrato foi de 10617,59 + 220,79 uymol ET/g para o extrato etandlico e

7761,77 + 380,49 pmol ET/g para extrato aquoso de amostra.
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Figura 1. Capacidade antioxidante total de extratos de café verde e diferentes niveis de torra (clara, média e escura) submetidos
a extracdo assistida por micro-ondas por diferentes métodos (DPPH, ABTS,FRAP e ORAC). (letras diferentes diferem estatisticamente

p<0,05)

Pelo ensaio de ABTS, observou-se que os valores maiores encontrados foram referentes a amostra de
torra clara (Figura 1). O valor médio encontrado para o extrato de café verde foi de 11582,76 + 820,10 umol ET/g
para etanol 50% e para o extrato aquoso foi de 14788,13 £ 1216,40 umol ET/g. Enquanto para torra clara, extrato
etandlico foi de 21466,55 + 2269,60 umol ET/g e para o extrato aquoso foi de 15184,48 + 106,97 yumo ET/g.

Na analise do método de FRAP, observou-se que o maior valor encontrado foi referente a amostra de
torra clara (Figura 1). O valor encontrado para a torra clara foi de 445,29 + 4,09 ymol ESF/g para etanol 50% e
para o extrato aquoso foi de 426,92 + 4,27 umol ESF/g.Os extratos aquosos e etandlicos de café verde, torra
média e escura nao apresentaram diferencga significativa entre si dentro do mesmo extrato, com valores para os
extratos aquosos de 286,00 + 57,34 umol ESF/g, 304,82 + 5,54 ymol ESF/g e 303,02 + 22,93 pmol ESF/g, e para
os extratos etandlicos de 202,32 + 2,87 ymo ESFl/g, 206,88+2,57 pmol ESF/g e 213,55+44,09 umol/g,
respectivamente.

Na analise de ORAC, observou-se que o maior valor encontrado foi para torra verde com valor de
2478,373 + 139,911 ymol ET/g para extrato etandlico e 2408,137 + 519,605 ymo ETI/g para extrato aquoso. Nao

foi observada diferenga significativa (p>0,05) entre os extratos utilizados dentro de um mesmo nivel de torra.

(Figura 1).
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Figura 2. Compostos fendlicos totais de extratos de café verde e diferentes niveis de torra (clara, média e escura) submetidos a extracao
assistida por micro-ondas por diferentes métodos (DPPH, ABTS,FRAP e ORAC). (letras diferentes diferem estatisticamente p<0,05)

Na analise do teor de compostos fendlicos totais, observou-se que os maiores valores foram
referentes as amostras de torra clara e média sobre extrato etandlico. Para torra clara foi de 35315,13 + 873,33
umol/g e para torra média foi de 36470,59 + 2421,67 ymol/g para etanol 50%. Enquanto no extrato aquoso os
maiores valores foram encontrados para a torra verde e torra clara. Sobre a torra verde apresenta valor de
31.717,44 + 2174,71 ymol/g e para torra clara 31875,00 + 2340,58 pymol/g para extrato aquoso (Figura 2).

CONCLUSOES

Portanto, os extratos de cafés produzidos exibiram elevada capacidade antioxidante e alto teor de
compostos fendlicos. Sobre a metodologia de extragdo por micro-ondas, esta foi eficaz e eficiente na extragcao
desses compostos. Os diferentes niveis de torra influenciaram na capacidade antioxidante e teor de compostos

fendlicos totais, sendo as torras mais claras e café verde aqueles com maior potencial bioativo.
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INTRODUGAO

O girassol (Helianthus annuus L.) da familia Asteraceae é uma planta originaria das Américas, mas
durante o século XVI foi levada para continentes como Asia e Europa, onde passou a ser utilizada como planta
ornamental e hortalica (MANDARINO, 1997). No Brasil, o girassol passou a ser produzido no século XIX na regiao
Sul. Entretanto, sua cultura passou a ter destaque no final da década de 1970, pois nesse periodo o niumero de
incentivos a pesquisa aumentou, com o objetivo de substituir o petréleo por biocombustivel (GAZZOLA, 2012). A
semente do girassol apresenta, em média, na sua composicao seca: 20% de carboidratos totais, 24% de
proteinas, 47% de lipidios 4% de minerais, podendo apresentar alteracbes de acordo com o local, clima e
fertilizantes utilizados para seu cultivo. O girassol possui destaque tanto nacional quanto internacional, sendo a
Ucrania o seu maior produtor mundial, seguido da Unido Europeia e Russia (GAZZOLA 2012). Sua produgéo no
Brasil é crescente devido a uma demanda cada vez maior por 6leo comestivel, biocombustivel e também a
utilizagao do farelo na alimentagéo animal (ROSA, 2011). De acordo com Scharlack (2015), nos ultimos anos o
pais apresentou uma expansao de 13, 5% na produgao de girassol com uma area de cultivo em 2012/2013 de

68,9 mil hectares. Dentre os maiores estados produtores estdo Goias, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul.

A extragao do 6leo de girassol pode ser feita mecanicamente, pela prensagem, ou pelo uso de solventes,
como o hexano. Com a extragdo do dleo também é gerado um subproduto, o farelo do girassol, utilizado,
principalmente, na alimentagao animal. Esse material é rico em proteinas com aminoacidos essenciais, exceto

lisina, fonte de calcio, fésforo e vitaminas do complexo B. Além do alto teor de proteinas, o farelo de girassol
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também é rico em compostos fendlicos, sendo 70% da massa total desses compostos de acidos clorogénicos.
Apesar de nao serem compostos toxicos, os acidos clorogénicos séo responsaveis pela formagdo de uma
coloragéo amarelo-esverdeada seguida de escurecimento oxidativo no farelo. Este processo se da pela agéo da
enzima polifenol oxidase, que oxida os acidos clorogénicos formando quinonas, que reagem com as proteinas.
Como consequéncia dessa reagao, ha uma perda da digestibilidade e alteragao de propriedades funcionais do
farelo (MANDARINO, 1997).Todavia, alguns estudos apontam para uma associagdo da presenca destes acidos
com atividade antioxidante, estabilidade oxidativa e até redugdo da incidéncia de Diabetes Mellitus Tipo 2
(SCHARLACK, 2015). Os compostos fendlicos possuem diversas atribuigdes como, por exemplo, nas areas de
cosmeéticos e agroalimentar, onde sdo usados como conservantes em produtos que contenham lipideos
insaturados (LAGUNA, 2018). Entretanto, muitos estudos ainda buscam métodos mais eficientes para promover
a recuperagao destes compostos, com o intuito de explorar o potencial dessas moléculas e evitar o seu

desperdicio.

OBJETIVO

Verificar a recuperagédo de compostos fendlicos em extragao aquosa assistida por enzimas do farelo de

girassol.

METODOLOGIA

Material: farelo de girassol peletizado e dessolventizado. Foram avaliadas duas diferentes amostras, uma
previamente extraida com solugédo hidroetandlicoa e outra ndo previamente tratada. O tratamento prévio foi
realizado segundo Zardo ( 2017): foram pesadas 10 g de farelo e adicionados 100 mL de etanol 40%. A amostra
foi aquecida a 45 °C, por 15 minutos e logo apés sonicada, em ultrassom, em poténcia maxima, por um minuto.
A torta resultante foi filtrada a vacuo e passou por um processo de secagem em estufa ventilada, por um periodo

de uma hora, e em temperatura controlada de 55 °C. O extrato obtido apds a filtragdo foi recolhido para analise.

Com o material sélido seco iniciou-se o processo de hidrolise com a utilizagdo da enzima Alcalase, marca
comercial da protease bacteriana produzida por Bacillus licheniformis. Foram pesados, em duplicata, 5 g do
material seco em um frasco Erlenmeyer de 125 mL. Em seguida, as amostras foram suspendidas em 20mL de
solugao tampéao fosfato em pH 8,5 e aquecidas em chapa a 95 °C, sob agitagdo magnética, por 15 minutos. Apoés
0 aquecimento, as amostras foram resfriadas rapidamente em banho de gelo até chegarem a temperatura
aproximada de 50 °C e transferidas para um banho de aquecimento tipo Dubnoff, até a estabilizagdo da

temperatura a 50 °C.

Para extracdo aquosa assistida por enzima, foram adicionados 15 pL da enzima comercial em uma das
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replicatas e agitado manualmente, enquanto na outra foi colocado agua, representando a amostra em branco ou
controle: extragdo aquosa sem auxilio de enzimas. Apds tampar as amostras com papel aluminio, estas foram,
novamente, para banho de agitagdo, por uma hora. Para paralizagdo da reagdo as amostras foram levadas a
ebulicdo por 10 minutos, resfriadas a temperatura ambiente e neutralizadas com HCI 1M até atingirem o pH 7,0.
Posteriormente, as amostras passaram por uma centrifugagao a 6000 xg, por 15 minutos, para a separagao do

sobrenadante, que foi armazenado em freezer a -20°C.

Para quantificacdo dos compostos fendlicos obtidos nas extragdes, foi utilizado o método
espectrofotométrico com o reagente de Folin-Ciocalteu, usando o acido galico como padrao. Quarenta microlitros
da amostra hidrolisada foram adicionados de 3,2 mL de agua e 200 uL do reagente, previamente diluido 1:10. A
mistura foi homogeneizada em vértex e mantida ao abrigo da luz, por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 600
ML de solugdo de carbonato de sédio 4%, agitado em voértex novamente e abrigado da luz por uma hora. As

amostras foram lidas no espectrofotébmetro a 765 nm.

Analise estatistica: os resultados, obtidos em hexaplicatas, foram avaliados por analise de variancia
(ANOVA) utilizando o software GraphPad Prism (5.0).

RESULTADOS

A Figura 2 apresenta os resultados obtidos para a quantificagcdo de compostos fendlicos apds extragao

aquosa com e sem auxilio de enzimas.
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Figura 2. Resultado da extragdo de compostos fendlicos totais. Amostra 1 e Branco 1 - farelo previamente extraido com etanol
em ultrassom; Amostra 2 e Branco 2 - farelo sem extragéo prévia. Amostral e Amostra 2 - com adigdo de enzimas; Branco 1 e Branco 2 -

sem adigdo de enzimas. Letras diferentes indicam diferenca significativa com nivel de significancia de 95%.

DISCUSSAO

Conforme esperado, a amostra que n&ao passou por extragao prévia com etanol apresentou um teor
significativamente maior de compostos fendlicos apds extragdo aquosa, com ou sem adi¢cdo de enzimas. Da

mesma forma, nos dois casos, a adigdo de protease alcalina aumentou significativamente a extracdo de
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compostos fendlicos no meio aquoso. Embora diferentes entre si, os valores obtidos para extracdo aquosa se
apresentaram muito inferiores ao esperado, especialmente na amostra sem extragdo etandlica, uma vez que os
extratos etandlicos obtidos (dados ndo mostrados) apresentaram teores de compostos fendlicos totais da ordem
de 50 ug/mL. E possivel que algum erro tenha ocorrido na metodologia de andlise quantitativa dos extratos

etandlicos ou aquosos. Os ensaios estdo sendo repetidos para confirmagéo.

Conclusdo: Independente da amostra utilizada, foi possivel verificar que a adicdo de enzimas ao farelo

aumentou significativamente a extragdo aquosa de compostos fendlicos totais.
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INTRODUGAO

Temporal Dominance of Sensations (TDS) € uma método de analise sensorial que estuda a sequéncia
das sensagbes dominantes de um produto durante um determinado periodo de tempo. Durante a mastigagéao e
salivagdo, alimentos e bebidas sofrem diversas mudancas fisicas e quimicas que alteram a forma com que o
consumidor percebe caracteristicas como textura, sabor e aroma, fato que os métodos de analise sensorial
tradicionais ndo conseguem avaliar e sao informacgbes potencialmente importantes para desenvolver ou

aperfeigoar um produto.

OBJETIVO
O objetivo do presente trabalho foi aplicar a metodologia TDS e avaliar as caracteristicas dominantes de

amostras de sorvete com azeite de acordo com o tempo.

METODOLOGIA
Foram utilizadas seis amostras de um sorvete funcional, em que a Unica variagao nos ingredientes era
na proporgéo de gordura de palma e de azeite na composigéo. Trinta e cinco consumidores foram convidados

sendo, em sua maioria, estudantes e servidores escolhidos ao acaso conforme transitavam pelo campus da
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UNIRIO. Antes de iniciar a analises, todos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Numero
CAAE: 39693914.8.0000.5285). Previamente a analise das amostras, ocorreu uma familiarizagdo com o software
e a dinamica do teste utilizando uma amostra de sorvete comercial. O software SensoMaker® foi utilizado para
aplicagdo do método TDS e os consumidores avaliariam as amostras por 60 segundos. Para a aplicacdo das
analises foram selecionados previamente por uma equipe de avaliadores os seguintes atributos: Gosto Doce,
Sabor Residual, Sabor de Azeite, Sabor de Leite, Sabor de Leite em P6 e Sabor de Baunilha. Os dados foram

analisados utilizando o software SensoMaker®.

RESULTADOS

Conforme demonstrado na Figura 1, o Sabor Residual foi dominante nas amostras 1 (100% o6leo de
palma) e 3, enquanto na amostra 5 (80% de azeite) o Sabor de Azeite predominou como dominante. O atributo
Gosto doce apresentou picos de dominancia em algumas amostras, mas por tempos curtos. As amostras de
sorvete, embora fossem de sabor baunilha, o atributo Sabor baunilha ndo se destacou entre os dominantes.
Entretanto, por se tratar de um método aplicado a consumidores, ha a hipotese de que os consumidores tenham
atribuido ao Sabor residual, o que estivesse associado a presenca da esséncia de baunilha nas amostras. Além
disso, conforme se incrementava o percentual de azeite, menor era a percepgdo dominante sobre o Sabor
residual. Rodrigues e colaboradores (2016) realizaram um estudo preliminar comparando trés tipos de painéis de
avaliadores (I- consumidores; IlI- painel selecionado; lll- painel selecionado e familiarizado com as sensacgdes da
analise) usando chocolate e o mesmo software deste projeto. Concluiram que ndo sao obtidos resultados
melhores quando se utiliza painel treinado/treinado e familiarizado (Il e Ill, respectivamente). Os provadores do
painel | ndo sé discriminaram melhor as amostras como apresentaram percep¢des mais semelhantes entre dentro
do proprio grupo e utilizaram mais caracteristicas para descrever as amostras. De Boulille et. al (2010), analisando
15 estudos, e Pineau et. al (2012), apds analisar 21 estudos, mostraram que, mesmo utilizando painel treinado
ou selecionado, resultados contraintuitivos ndo sao incomuns e que a forma com que os provadores descrevem
as amostras muda de acordo com o nimero de sensacgdes a serem percebidas sendo 4 o niumero médio de
sensacgdes utilizadas pelos avaliadores. A Figura 2 representa apenas a dominancia do atributo Sabor de Azeite
e, como esperado, as amostras com maior percentual de azeite apresentaram mais picos de dominéancia

relacionado a este atributo.
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Figura 3: Taxa de dominéncia x Tempo de cada uma das amostras para a sensagao "Sabor de Azeite".

CONCLUSOES

TDS é uma técnica sensorial complexa e, quando aplicada a consumidores, depende de uma
familiarizagdo com o software e a com a dinadmica do teste. Os consumidores conseguiram perceber os atributos
relacionados as amostras de sorvete e o Sabor residual, além do Sabor de azeite foram os atributos que
apresentaram maior dominancia, variando de acordo com o aumento do percentual de azeite nas amostras. O
aumento do percentual de azeite nas amostras possibilitou sua percepg¢ao, o que pode influenciar de alguma

forma na aceitagdo dessas amostras.
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INTRODUGAO

O ftrato digestorio € povoado por diversos microorganismos, principalmente por bactérias dos filos
Firmicutes e Bacteroidetes, que séo influenciadas pela qualidade da dieta(MATSUSHITA et al., 2016). O excesso
de gordura saturada ou de frutose compromete a homeostase energética hepatica, pois favorecem a lipogénese,
e estimula a produgéo de lipopolissacarideos (LPS), uma endotoxina, produzida pela microbiota intestinal (ZHOU
et al., 2014). Altos niveis de LPS induzem inflamagao de baixo grau, que compromete a integridade da mucosa
por alteragbes nas proteinas estruturais das zbnulas de oclusdo e aumento da permeabilidade
intestinal(MATSUSHITA et al., 2016). A disbiose produzida por inadequagbes nutricionais, além de induzir o
binébmio inflamagéo e estresse oxidativo, desencadeia a esteatose hepatica por mecanismos associados ao
aumento da extracdo de energia alimentar e favorecimento da lipogénese (JUMPERTZ et al.,, 2011; LE
CHATELIER et al., 2013).

Nesse contexto, farinha de residuos de frutas e hortalicas (FFH) obtida através da producdo de bebida
isotbnica a base de frutas e hortalicas apresentou 38% de fibra insoluvel, 9,5% de fibra solivel e foram
identificados mais de 88 compostos fendlicos, sendo entdo considerada um potencial bioativo (NAVARRO-
GARCIA et al., 2010; ROBERTA A et al., 2014). A presenga, principalmente de polifendis, nessa farinha propicia
a aplicagao como anti-inflamatério, na redugao do estresse oxidativo, da citotoxicidade e de espécies reativas de
oxigénio (ROCKENBACH et al., 2008), o que pode favorecer no tratamento de comorbidade no eixo intestino-
figado.

OBJETIVO

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo preparar os animais para o tratamento com a FFH, avaliando

os efeitos diferenciais das dietas high fat (HF) e high frutose (HFRU) no remodelamento do tecido hepatico apos
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12 semanas de dieta.

METODOLOGIA

Nesse estudo foi utilizado Camundongos C57BL/6 machos, foram alimentados com dieta hiperlipidica
(high-fat, HF) ou rica em frutose (high-frutose, HFRU) por um periodo de doze semanas. Durante o mesmo
periodo o grupo controle recebeu dieta padrédo para roedores (controle, C, n=10). Ao final do experimento, uma
semana antes do sacrificio, foi realizado o Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG), no qual a glicemia foi
mensurada com glicometro manual apds lavagem orogastrica de solugéo glicosada. Em relagcéo ao procedimento
de eutanasia, os camundongos foram mantidos em jejum por 6 horas e, apds anestesia profunda com ketamina
e xilazina. O figado foi cuidadosamente dissecado, pesado e seguiu protocolo para congelamento (-80°C) e
processamento para microscopia de luz(SOUZA-MELLO, V.; CARVALHO, S.N.; BARGUT, 2018). Os dados
foram analisados por ANOVA com teste de Brown-Forsythe e Welch e pos teste T2 de Tamhane(TAMHANE,
1979).

RESULTADOS

Os resultados obtidos das analises metabdlicas, primeiramente, em relagcdo a ingestao alimentar(g) os
animais iniciaram o experimento sem diferencga entre os grupos, o que foi mantido durante todo o experimento.
Por outro lado, o grupo de dieta rica em lipidios (HF) apresentou maior consumo de energia (Kcal) do que o grupo
controle (+ 25,62%, P < 0,0001) e o grupo de dieta rica em frutose (HFRU). Esse resultado se deve ao fato de
que a dieta HF possui maior quantidade lipidica, consequentemente apresentou maior densidade calérica. E
valido ressaltar que o grupo HFRU e controle apresentam dietas que s&o consideradas isocaléricas, entretanto a

diferenga entre elas se da na qualidade do carboidrato que € ofertada em cada dieta(OZCAN et al., 2004).
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Figura.1. Massa Corporal dos animais que receberam a dieta controle (C), rica em lipidios (HF) e rica em frutose (HFRU (N=10/grupo).
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Quanto a massa corporal (MC) dos animais, foi analisado que eles iniciaram o experimento sem diferenca
entre os grupos quanto a MC. A partir da 72 semana, os animais comegaram a apresentar diferenga na MC, o que
perdurou até o final do experimento (fig 1). Na 72 semana o grupo HF apresentou sobrepeso significativo em
relagéo ao grupo C (+16,25%, P = 0,0138). Na 122 semana de dieta, a MC do grupo HF permaneceu aumentada
em comparagao ao grupo C (+23,71%, P = 0,0001), enquanto que o grupo HFRU apresentou redugdo da MC em
relagdo ao grupo C (-3,8%, P = 0.0223). Resultados esses que corroboram com o obtido no estudo de Mandarim-
de-Lacerda (2017) em que os animais da dieta rica em frutose apresentaram massa corporal até mesmo inferior
aos animais controle, fato este que se deve a questao de que a frutose € o monossacarideo que possui a
capacidade metabdlica mais acelerada, um dos motivos se deve por ser insulina independente(VEIGA et al.,
2017). Assim, gerando um efeito termogénico e reduz a massa corporal do individuo. Apesar disso, essa dieta
gera alteragdes hepatica e metabdlicas semelhante a individuos que consomem dieta rica em lipidios, sendo
classificado pelo fendmeno de alteragdo hepatica independente de sobrepeso e obesidade(SCHULTZ et al.,
2013).

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado nos animais 1 semana antes da eutanasia. A
Figura 2B mostra a curva do TOTG, no qual o grupo HF apresentou aumento significativo da glicemia de jejum
(TO) em relagéo aos grupos C e HFRU. Essa diferenga foi mantida até o final do teste (T120). O grupo C
reestabeleceu os niveis basais de glicemia nos periodos remanescentes de avaliagdo (T30, T60 e T120) em
comparacgao aos grupos HF e HFRU, indicando um atraso na normalizagdo da glicemia apds a sobrecarga de

glicose.
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Figura.2. Fotomicrografias representativas da estrutura hepatica com hematoxilina-eosina (A), estereologia da densidade de esteatose (B) e quantidade de triglicerideos
hepaticos (C) dos animais (6/grupo) que receberam a dieta controle (c), rica em lipidios (HF) e rica em frutose (HFRU).
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Ao realizar analises histolégicas e bioquimicas, com os resultados obtidos na microscopia de luz pode-se
observar o efeito deletério das dietas hiperlipidica e rica em frutose, causando maior deposicao de lipidios nas
fotomicrografias do figado dos animais dos grupos HF e HFRU, com observagao mais frequente de vesiculas
lipidicas de esteatose micro e macrovesicular em comparagéo com o grupo C (fig 2A). A estereologia hepatica e
a quantidade de triglicerideos hepaticos (fig.2C) confirmam os achados das ladminas histoldgicas, uma vez que o
grupo HF apresentou maior densidade de volume de esteatose que o grupo C (+343%, P<0.001). O grupo HFRU
apresentou uma intensificagdo do quadro de esteatose, com um aumento mais expressivo quando comparado ao
grupo C (+745%, P<0.0001), apesar de nao apresentar diferenca com o grupo HF. Da mesma forma que a
quantidade de triglicerideos hepaticos demonstram que é maior no grupo HF e HFRU se comparado ao grupo C.

Diante desse cenario, o excesso de gordura saturada ou de frutose acarretam em doenga hepatica
gordurosa nao alcéolica (DHGNA), consequentemente altera a composigdo da microbiota intestinal (disbiose) e
aumenta a permeabilidade da barreira intestinal, pois o eixo intestino-figado desempenha papel fundamental na
génese e progressdao da DHGNA(LEUNG et al., 2016; YE et al., 2006). Dessa forma, ocorre translocagao de
bactérias e toxinas produzidas por elas do lumen intestinal para o sangue, com consequéncias para o
metabolismo (LEUNG et al., 2016).

CONCLUSAO

Portanto, nota-se que uma dieta rica em lipidios e/ou frutose sdo capazes de provocar efeitos deletérios
no figado de camundongos, acarretando uma maior deposigao de lipidios nos grupos HF e HFRU, sendo um fator
de risco para o desenvolvimento da DHGNA. Assim, tendo desenvolvido um ambiente em que o uso da farinha
de frutas e hortalicas pode atuar como medida de tratamento para essa comorbidade, estudos seguem com a

utilizagao estas na dieta de camundongos
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INTRODUGAO

No Brasil, as doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT) sao as principais causas de morte
entre adultos e idosos, e estdo relacionadas a fatores como a pré-disposicao genética e o estilo de
vida. Os habitos alimentares podem orquestrar o silenciamento ou a superexpressao de genes ligados
a algumas DCNT e aos danos teciduais e moleculares que efetivamente podem causar o cancer’.

O café além de ser uma das bebidas estimuladoras mais consumidas no mundo possui agdes
bioativas importantes, as quais vém sendo exploradas cada vez mais. O café da linhagem arabica
apresenta 70% das exportacbes mundiais e possui um sabor apetecivel maior em comparacao ao da
linhagem robusta?. Todavia, o café robusta oferece maiores teores de copostos bioativos, como por
exemplo os acidos clorogénicos, acido cafeico e a cafeina3. Alguns estudos recentes mostram que os
compostos presentes no café sao potencialmente benéficos para a saude, diminuindo a ocorréncia de

diversas doengas cronicas degenerativas, como o cancer e doengas cardiovasculares*>.

OBJETIVO
Investigar a influéncia de extratos de café (Coffea arabica linnaeus) soluvel verde e submetido
a diferentes tipos de torra em linhagem celular de adenocarcinoma de préstata humano com

metastases em osso (PC-3) e cérebro (DU-145).
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METODOLOGIA

Os graos de café da espécie Coffea arabica linnaeus (arabica) foram adquiridos da Fazenda
Boa Vista — Bom Jardim (RJ), sendo o local de armazenamento das amostras o laboratério de
Diagnéstico Molecular e Micologia da EMBRAPA AGROINDUSTRIA DE ALIMENTOS (Planta V) no Rio
de Janeiro. Para obtengao dos extratos houve a segregagdo manual dos gréos para o descarte de
graos imperfeitos e algumas sujidades. Os graos selecionados foram separados em quatro partes: uma
para o extratos de café verde (cru) e os demais foram divididos em torra clara (12 minutos a 230°C),
média (14 minutos a 240°C) e escura (15 minutos a 245°C). Os graos verdes foram moidos no moinho
de disco. Ja as torras de café, apds o resfriamento natural, foram moidos por moedor em ago escovado
(Cuisinart), sendo todos em moagem fina para o aumento da superficie de contato e maior eficiéncia
na etapa de extracdo. A padronizacdo dos graos foi realizada por granulometria, utilizando dois
conjuntos de peneiras analiticas (0,850 e 0,600 mm) e fundo para nivelar a superficie de contato das
amostras no momento da extracdo. As extracbes foram realizadas por infusdo, otimizadas em
ultrassom e banho de gelo para estabilidade da temperatura no processo. Para a obtengéo do pé do
extrato de café, o conteudo da extragéo foi centrifugado e o sobrenadante sofreu secagem por Spray
Dryer. ApGs a secagem, os extratos obtidos foram armazenados de maneira individual em sacos
laminados tipo zip, protegidos da luz em camara de refrigeracdo a -80°C até as analises de interesse.
A determinacdo de fendlicos totais foi feita através do ensaio de Folin-Ciocalteu e a atividade
antioxidante dos extratos foi avaliada através dos métodos DPPH, ABTS, FRAP e ORAC. A viabilidade
celular foi analisada pelo ensaio de MTT, com posterior analise de ciclo celular e apoptose por citometria

de fluxo.

RESULTADOS

Na analise do teor de compostos fendlicos totais, observou-se que os valores maiores foram
referentes ao extrato de café torra clara (TC), que n&o apresentou diferengas significativas, comparado
ao extrato de café verde (CV). O extrato de café verde e a torra média (TM) ndo mostraram diferenca
estatistica entre si (p<0,05), sendo a menor concentragdo de compostos fendlicos nos extratos de torra

escura (TE), com valor de 178,19+ 15,52mg de acido galico/100g de amostra (figura 1).
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Figura 1. Compostos fendlicos totais de extratos de café verde (CV) e café submetido as torras clara (TC), média (TM) e escura (TE).

Na anadlise da viabilidade celular, observou-se na linhagem PC-3 uma redugdo significativa
mesmo em doses baixas de extrato de café verde e torra clara, reduzindo expressivamente a
capacidade metabdlica das células tumorais. Porém, nas concentragbes de 5.000ug/mL, o extrato
soluvel de café verde aumentou o poder de reducao da viabilidade celular da PC-3 em torno de 70% e
na concentracdo de 10.000 pg/mL causou uma reducdo de 72%. O extrato de café torra média
apresentou reducao de apenas 33% na concentragao a partir de 10.000 pg/mL, enquanto o extrato de
torra escura mostrou redugées em média de 13% (Figura 2A).

Em relagdo a DU-145, com o extrato de café verde houve reducdo de 26% na maior
concentragcdo (10.000ug/mL). Com o extrato de torra clara houve uma reducédo de 20% nas
concentragoes de 2.500-10.000ug/mL, enquanto com as torras média e escura a redugao, em ambas,

foi de de apenas 5% nas suas maiores concentragdes (10.000 ug/mL) (Figura 2B).
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Figura 2. Percentual de inibigéo relativo ao controle de células tumorais de prostata (PC-3 e DU-145) tratadas por 24h com extratos soliveis de café
arabica, em diferentes concentragbes pela metodologia de MTT. Abreviagbes: CV- café verde, TC - torra clara, TM-torra média, TE- torra escura.

A tabela 1 mostra que nas fases Go/G1, as células tratadas com café verde e torra clara

apresentaram diminui¢des, sendo a reducao pelo café verde mais significativa. A torra média nao
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apresentou diferengas consideraveis e a torra escura teve pouca variagao comparada com o controle.
Na fase S, o extrato de café verde apresentou um aumento significativo dependente de concentragao,
havendo um decréscimo em congruéncia com o nivel de torra dos extratos. Por fim, nas fases G/M
houve diminuicdo que se perdeu em consequéncia do processo de torrefagdo. A torra escura nao

apresentou alteragdes significativas quando comparada com o controle, mesmo nas concentragdes

mais altas.

No ensaio de apoptose, as células de adenocarcinoma com metastase em osso (PC-3), tratadas
com os extratos de café verde e torras apresentaram maior inducéo de apoptose quando tratadas com
as concentragdes de 5.000 e 10.000 pg/mL. Os efeitos sobre a morte celular programada sofrem

decaimento com o aumento da torra do extrato, sendo a torra escura a que menos apresentou

alteragdes, comparada ao controle (Figura 3).

Tabela 1. Efeito dos extratos de café secos por liofilizagao (2500 e 5000 pg/mL) na progresséo do ciclo celular em linhagem celular de

tumor prostatico maligno (DU-145) aps 24 horas de tratamento.

Amostra  Fases do ciclo celular CT 5000 pg/mL 10000 pg/mL
Go/G1 66,82+4,572 52,32+1,140 40,13+4,04¢

cv S 3,301,802 30,96+0,57° 41,62+1,32C
G2/M 21,02+1,192 16,72+1,0220 15,42441,62°

Go/G1 61,81+2,52% 55,53+1,50° 54,85+0,96°

TC S 3,88+0,982 8,67+3,21a 15,74+4,00°
G2/M 20,12+2,482 9,42+1,74b 17,8312,402

Go/G1 62,23+4,312 62,73+1,192 61,940,102

™ S 5,81+0,522 8,15+0,39° 8,400,560
G2/M 27,103,672 21,95+1,60° 23,431,322
Go/G1 64,071,102 60,2+1,85° 61,08+1,102

TE S 9,82+0,632 7,930,440 8,300,320
G2/M 22,630,512 21,88+1,182 22,78+0,782
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Figura 3. Efeito das concentragoes de 5.000 e 10.000 ug/mL de extratos de café arabica verde e torras na morte celular programada
(apoptose), na linhagem celular de adenocarcinoma de prostata com metastase em osso (PC-3).

CONCLUSOES

Os dados desse estudo sugerem, portanto, que os extratos de café sollvel produzidos foram capazes de
interferir na taxa de crescimento celular e no processo de apoptose em linhagem de cancer de préstata humana.
O processo de torra interferiu no teor de compostos bioativos e na sua eficiéncia citotéxica. Em conjunto, estes
dados indicam que o efeito anticarcinogénico dos extratos de café verde e de torra clara apresentaram os maiores

valores de compostos fendlicos e a maior agao apoptética e anticarcinogénica.
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INTRODUGAO

A carqueja amarga é uma erva medicinal amplamente usada na medicina tradicional para o tratamento
da diabetes mellitus (AMARAL et al., 2010) e também de muitas outras disfungdes por suas diversas atividades
farmacolégicas (RABELO, 2018). Contudo, nao ha muitos dados sobre o potencial farmacoldgico in vivo de seu
Oleo essencial, apesar de um estudo prévio ter indicado que a administragdo intraperitoneal de carquejol (um
dos componentes majoritarios dessa fragao) era capaz de reduzir (em 5-10%) os niveis sanguineos de colesterol
de ratos (ABREU, 1994). Portanto, é interessante conhecer melhor os efeitos farmacoldgicos desse dleo

essencial em modelos vivos para que se possa validar cientificamente seu uso no tratamento de patologias.

OBJETIVO
O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do consumo do 6leo essencial da carqueja amarga

(Baccharis trimera) sobre a glicemia, insulinemia e trigliceridemia de ratos diabéticos tipo II.
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METODOLOGIA

Os vinte ratos utilizados no estudo foram adquiridos com dois meses de idade do Centro Multidisciplinar
para Investigagdo Biolégica na Area de Ciéncia em Animais de Laboratério da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB/UNICAMP). Eles foram aleatoriamente divididos em 4 grupos de 5 individuos: Grupo 1 —
Controle n&do diabético tratado com Tween 80 (0,01%) (veiculo do 6leo essencial); Grupo 2 — Controle néo
diabético tratado com 6leo essencial de carqueja (20 mg de 6leo essencial mL™' de Tween 80 (0,01%) por kg de
massa corporal); Grupo 3 — diabéticos tratados com Tween 80 (0,01%); Grupo 4 — diabéticos tratados com dleo
essencial de carqueja (20 mg de dleo essencial mL™' de Tween 80 (0,01%) por kg de massa corporal). Durante
8 semanas, os animais foram mantidos em gaiolas (2 ou 3 animais por gaiola), a temperatura de (24 £ 1)°C e
ciclo de 12h/dia e 12h/noite. A primeira semana correspondeu ao periodo de adaptagcédo dos animais. Depois
disso, os grupos 3 e 4 passaram a receber por 3 semanas uma dieta hiperlipidica/hipercalérica, enquanto que
0s grupos 1 e 2 continuaram recebendo a dieta normal. Na terceira semana foi administrada aos animais dos
grupos 3 e 4 uma pequena dose de estreptozotocina (35 mg/kg de massa corporal) que, somada a dieta
hiperlipidica/hipercaldrica, objetivou induzir a diabetes mellitus tipo Il nesses animais. Apds a 5% semana, os
ratos dos grupos 3 e 4 voltaram a receber somente a racdo normal, como os grupos 1 e 2 durante todo o
experimento. Essa alimentacdo foi mantida até o final do estudo (fim da 82 semana). A massa corporal € o
consumo de ragdo e agua foram monitorados trés vezes por semana; a agua e a ragao foram oferecidas ad
libitum e o Tween 80 (grupos 1 e 3) ou o 6leo essencial de carqueja (grupos 2 e 4) foram administrados
diariamente por intubagao intragastrica (gavagem) a partir a 52 semana.

Apbs a eutanasia dos animais (sedacgéo e deslocamento cervical), o sangue foi coletado e os teores de
hemoglobina glicada (HbA1c), triglicerideos e insulina foram dosados por espectrofotometria com auxilio de kits
enzimaticos. A glicemia dos animais foi medida uma vez por semana, com o sangue sendo coletado por pungao
caudal. Os resultados foram submetidos a analise de varidncia para o confronto das médias (p < 0,05). Esse
projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no uso de Animais da UNIRIO (CEUA-UNIRIO) com nimero CEUA-
UNIRIO/2012014-2.

RESULTADOS

A associagao entre a dieta de cafeteria (racdo normal:chocolate ao leite:amendoim:biscoito de maisena;
3:2:2:1; m/m; ESTADELLA et al., 2004) e a pequena dose de estreptozotocina parece ter funcionado muito bem
para a indugdo da diabetes mellitus tipo Il nos ratos. A glicemia média em jejum dos ratos diabéticos (grupos 3
e 4) mostrou-se bem superior (p < 0,05) a dos ratos néo diabéticos (grupos 1 e 2). Por outro lado, a insulinemia
ndo se mostrou estatisticamente diferente entre os quatro grupos (p > 0,05), apesar de notar-se uma tendéncia
de os grupos diabéticos apresentarem valores menores do que os nao diabéticos. Isso poderia ser explicado
por uma das caracteristicas mais marcantes do diabetes mellitus tipo Il: a resisténcia a insulina. O tratamento

com a pequena dose de estreptozotocina destroi parte das células 3 pancreaticas, diminuindo a capacidade do
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organismo de produzir insulina e manter a euglicemia. Entretanto, a resisténcia a insulina, provocada
provavelmente pela dieta de cafeteria, fez com que aquela quantidade menor de células pancreaticas
trabalhasse mais exaustivamente na produg¢ado de insulina, impedindo que pudéssemos observar diferengas
estatisticamente significativas entre os grupos e respaldando o modelo de diabetes mellitus tipo II.

O tratamento com o 6leo essencial de carqueja mostrou potencial como agente hipoglicemiante.
Conforme a Tabela 1, observou-se uma diminuigao na glicemia dos ratos n&o diabéticos tratados com o 6leo
essencial de carqueja (grupo 2) em relagao ao seu controle (grupo 1: ndo diabéticos + veiculo) ja que houve
diferenca estatistica entre as areas sob as curvas glicémicas (p < 0,05). Ja no caso dos ratos diabéticos, o
tratamento estatistico gerou um p = 0,05556 ao comparar as areas sob as curvas glicémicas desses grupos (3
e 4). Apesar da diferenga ainda nao ser estatisticamente significativa, esse resultado estimula os pesquisadores
a continuarem investindo nessa pesquisa, aumentando, por exemplo, a quantidade de ratos (ou seja, o n
amostral).

Foi observada uma perda de peso significativa nos ratos diabéticos (Grupos 3 e 4) quando comparados
aos ndo-diabéticos (Grupos 1 e 2). Com a dificuldade de usar a glicose como principal substrato energético,
esses animais passam a depletar suas reservas lipidicas e proteicas, perdendo massa gorda e magra com o
passar do tempo (DE MARIA E MOREIRA, 2011). Os animais diabéticos, como esperado, também
apresentaram niveis sanguineos mais elevados de hemoglobina glicada do que os ndo diabéticos (p < 0,05).
Com relagéo a esses dois parametros (peso e hemoglobina glicada), a ingestao do 6leo essencial de carqueja

nao parece ter sido capaz de provocar beneficios para os animais diabéticos.

Tabela 1 - Influéncia do consumo do dleo essencial de carqueja sobre alguns parametros bioquimicos de ratos (normais e diabéticos).

Ratos Hemoglobina glicada Insulinemia ASCG Triglicerideos
(%) (Med £ DP) (ng/mL) (Med + DP) (ua) (Med £ EP) (mg/dL) (Med + DP)
Grupo 1 8,4 +12A 1,66 + 1,587 5220 + 271A 77,8 * 36,47
Grupo 2 8,2+0,6° 0,62 + 0,29~ 4789 + 1268 74,3 * 34,07
Grupo 3 10,7 £1,38 0,35+ 0,14~ 11773 £ 659¢ 2241 £29,78
Grupo 4 11,2+0,28 0,30 £ 0,254 11258 £ 472¢ 157,6 £ 22,2¢

Os valores médios apresentados na tabela acima s&o o resultado de analises em triplicata. Grupo 1 - ndo diabético +
veiculo; Grupo 2 - ndo diabético + dleo essencial; Grupo 3 - diabético + veiculo; Grupo 4 - diabético + 6leo essencial; ASCG
- &rea sob a curva de glicemia; ua - unidades aleatorias; Med — Média; DP — Desvio Padréo; EP - Erro padréo; Valores
com letras diferentes em uma mesma coluna s&o estatisticamente diferentes (p < 0,05).

A dislipidemia é uma disfungdo do metabolismo de lipoproteinas do sangue. Na diabetes mellitus tipo 2
ela é causada pela resisténcia a insulina e pela obesidade, podendo ser caracterizada por hipertrigliceridemia
associada a redugdo na HDL e elevagao na LDL. Essa disfungdo é ocasionada pela lipdlise exacerbada,
caracteristica da diabetes (PEREIRA, 2011). Os teores de triglicerideos do sangue dos animais dos grupos nao
diabéticos (1 e 2) mostraram-se bem inferiores (p < 0,05) aos observados nos diabéticos (3 e 4), e isso demonstra
a alteracdo do perfil lipidico promovida por essa doenca. Na comparagéo entre os grupos de animais diabéticos

(3 e 4), foi observado que o 6leo essencial foi capaz de reduzir os niveis de triglicerideos dos animais nessa
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condicao patoldgica (p < 0,05), ndo produzindo o mesmo efeito nos animais nao diabéticos.

CONCLUSOES

A associacao da racido de cafeteria com a pequena dose de estreptozotocina foi capaz de induzir a
diabetes mellitus tipo Il nos ratos. A ingestdo do éleo essencial parece ser capaz de reduzir a glicemia apenas
nos animais ndo diabéticos e de reduzir a hipertrigliceridemia somente nos animais diabéticos. Apesar dos
resultados ainda serem preliminares, o 6leo essencial de carqueja amarga parece ter potencial para atuar como
um agente hipotrigliceridémico em animais diabéticos. Outros parametros bioquimicos no sangue desses animais
(HDL- colesterol, LDL-colesterol, uréia, creatinina e atividade de enzimas hepaticas) ainda estdo em analise para

elaboracao de um artigo cientifico e do relatério final desse projeto de pesquisa.
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INTRODUGAO

Os produtos da reagao de Maillard (PRM) podem apresentar propriedades interessantes na conservagao
de alimentos e possuem um grande potencial como material de cobertura de alimentos. Os resultados desse tipo
de reacdo podem promover um aumento consideravel na solubilidade, estabilidade térmica, propriedades
emulsificantes, atividade antioxidante, atividade antimicrobiana e promoc¢do de propriedades de espuma
caracteristicas de das proteinas (Katayama, Shima & Saeki 2002; Maitena, Katayama, Sato Saeki, 2004;
Lertittikul, Benjakul & Tanaka, 2007; Song et al., 2004.). Os produtos da reagao de Maillard tornaram-se um
assunto em evidéncia atualmente (Liu, Ru &; Ding, 2012) e sua importancia é relacionada por autores que propde
seu uso como potenciais biopolimeros funcionais (Song et al., 2002; Kato, Sato, &; Kobayashi, 1989). O colageno
em po proveniente de tecido conjuntivo animal, rico em proteinas e de facil solubilizagao foi escolhido por possuir
baixa alergenicidade e ser de facil biodegradagao (Elango et al., 2017). Para estudar as propriedades fisicas dos
produtos da Reagédo de Maillard, neste trabalho foram analisadas as variagbes de pH, cor, UV e 420 nm de
absorcao e atividade antioxidante dos produtos formados durante a Reacéo de Maillard entre colageno e glicose.
os produtos da reacgdo de Maillard formados durante a reagdo entre maltodextrina e colageno aumentam as
propriedades antioxidantes da solugao.

OBJETIVO
O objetivo deste estudo é analisar as propriedades fisico quimicas e propriedades antioxidantes dos
produtos provenientes da reagédo de Maillard entre colageno e maltodextrina.

Materiais e métodos

Materiais
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Maltodextrina: MOR-REX 1910 (10 DE) Corn Products (Mogi Guagu, SP, Brasil)
Colageno: Gelita do Brasil Ltda. (Cotia, SP, Brasil)
Outros reagentes: Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

METODOS
A. Obtencgéo dos Produtos de Reagéo de Maillard (PRM)
Os produtos da reacdo de Maillard foram obtidos pelo método de Lertittikul, Benjakul; Tanaka (2007).

Colageno 2% (2g) e maltodextrina 2% (2g) foram dissolvidos em tamp&o fosfato de sodio, pH 7 (100 mL), e

transferidos para um erlenmeyer (250 mL) e mantidos em banho-maria sob a temperatura de 90°C. As amostras

foram retiradas em determinados intervalos de tempo, 0, 2, 4 e 8 horas e imediatamente resfriadas em gelo e

mantidas em temperatura de 4°C. Todas as amostras foram realizadas em ftriplicata.

B. Parametros L*, a*, b* e intensidade de cor (C*): C* = (a? +b?)"’?,
Determinagédo em espectrofotémetro Konica Minolta (mod. CM 5)

Absorbancia UV e intensidade de escurecimento: Foi utilizado o método determinado por Ajandouz et al.

(2001). Utilizando-se de apropriada diluicdo utilizando agua deionizada utilizando espectrofotémetro UV 2700

(Shimadzu, Kyoto) a 294 nm para produtos da reagéo intermediaria e 420 nm para produtos da reacéo final, para

absorbancia UV e intensidade de escurecimento respectivamente.

C. DDPH Analise de radicais livres

A analise de radicais livres foi realizada de acordo com o método desenvolvido por Brand-Williams et al.

(1995) com modificagbes Miliauskas et al., (2004). De forma resumida, aliquotas dos PRM foram utilizadas (50-

200 yL) e misturadas a 2 mL de DPPH (60 uM) recentemente preparado. A curva de calibragao foi construida

com a solugao 400 uM de Trolox nas concentragdes de 0.7 to 9.3 pyM. Os resultados foram expressos em pmol

por equivalente Trolox/g.

D. Analise estatistica.

Todas as analises foram feitas em triplicata, a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o software

Graphpad Prisma utilizando teste de Tukey como pés-teste e nivel de confianga p<0,05.

RESULTADOS

A. pH.

Os valores de Ph dos produtos da reagdo de Maillard ndo sofreram alteragéo significativa (P<0,05)

durante todo o tempo de reagao estudado.
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Figura 1. Alteragdes de pH durante determinados tempos de aquecimento. Letras iguais ndo diferem estatisticamente. p<0.05.

Os resultados encontrados corroboram com Lertittikul, Benjakul & Tanaka (2007) que estudaram a
variagao de pH dos produtos da reacao de Maillard entre proteinas do plasma de porco com glicose com inicio

da reagdo com valores mais baixos de pH e encontraram menores valores iniciais de pH perto da neutralidade.

B. Cor.

As cores dos produtos formados durante a reagado de Maillard estdo apresentadas na figura 1.

Tabela 1. Valores médios de L *, a **, b * parametros de intensidade de cor © da reac&o de Maillard. Letras iguais nas colunas ndo possuem diferenga estatisticamente

significante entre elas. Nivel de confianga p<0.05.

Time (h) L* ar b* c

0 9944 + 006° -047 £ 0000 223 + 0,000 1,12 + 1,58
2 98,12 + 005> -046 + 0,012> 458 + 007> 229 + 3,19
4 9759 + 0,6 -0,50 + 0,01* 6,11 + 0,14c 3,06 + 4,22¢
6 9,84 + 019¢ -043 + 0,03 813 + 0,0¢ 4,08 + 568¢

A intensidade de cor e os pardmetros L* e b* variaram significativamente durante a reagdo de Maillard,
confirmando a informagéo visual obtida. Wang & Zhong (2014) estudaram as propriedade da proteina de isolado
do soro do leite conjugado com maltodextrina e seu impacto na acidez do p6 durante a reagéo de Maillard. Os
autores observaram que os valores das cores geralmente estdo de acordo com as observagdes visuais,

demonstrando um maior C quando utilizado maiores valores de pH e maior tempo de duragéo da glicagao.

C. Absorbéancia UV e escurecimento dos produtos da reagédo de Maillard.
Os produtos formados no estagio intermediario da reagdo ndo enzimatica podem ser detectados em

espectrofotdmetro a 294 nm (Ajandouz et al., 2001). Os resultados demonstraram que houve um aumento na
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absorbancia a 294 nm, com exceg¢do das amostras de 2 e 4 horas, indicando um aumento da concentragdo de

intermediarios da reacao de Maillard.

(Figura 2).
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Figura 2. Absorbancia a 294nm dos produtos da reagao de Maillard em diferentes tempos. Letras iguais ndo diferem estatisticamente entre elas nivel de confianga p<0.05.
Os produtos formados na fase final da reagcdo ndo enzimatica podem ser detectados pela absorbancia a

420nm (Ajandouz, 2011). Os produtos da reacao final das reacdes de Maillard aumentaram significativamente

(p<0,05) nas primeiras 2 horas e permaneceram constante até o final do tempo de estudo. (Figura 3).

0.10-
a a
0.08 ——
a
o, 0.06-
0.044 o
0.02- $§
0.00 e T
™ ©
Tempo (h)

Figura 3. Absorbancia a 420 nm dos produtos da reagao de Maillard em tempos diferentes de aquecimento. Letras iguais ndo diferem significativamente das outras com o

nivel de confianga p<0.05.

Ajandouz et al. (2001) também observaram que a 420nm a reacao da frutose-lisina foi maior em maiores
valores de pH (ph10 e 12). De acordo com os autores, uma maior proporgao dos produtos intermediarios foram

precursores dos polimeros escurecidos.

D. Atividade antioxidante (DPPH)
Atividade antioxidante das produtos da reagéo de Maillard aumentaram acima de 4 horas de aquecimento.

Desse tempo em diante a atividade permaneceu constante. (Figura 4)
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Figura 4. Atividade antioxidante (DPPH) analise de radical livre dos produtos da reagéo de Maillard em diferentes tempos.

Lertittikul, Benjakul & Tanaka (2007) observaram que o efeito antioxidante dos PRM aumentou de forma
significativa nas primeiras duas horas de reacéo e permaneceram constantes por mais de 8 horas a niveis altos

de pH (pH 10, 11 e 12). A niveis mais baixos de pH (pH 8 e 9) a atividade antioxidantes teve um aumento
constante.

CONCLUSAO

O resultado desse trabalho demonstrou que os produtos da reagao de Maillard formados durante a reagao
entre maltodextrina e colageno aumentam as propriedades antioxidantes dessa solugao. Os resultados obtidos
sao bastante promissores na industria de protec¢ao e cobertura de alimentos com melhorias nas suas propriedades
protetoras. Outros estudos precisam serem realizados com valores diferentes de pH incial, tempos e temperaturas

diferentes para avaliagao fisico quimica, propriedades antioxidantes e antimicrobiana do material obtido.
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INTRODUGAO

Os cereais exercem papel fundamental no cenario econdmico e nutricional da populagcdo mundial.
Estudos epidemioldgicos tem relacionado o consumo de cereais com a diminui¢cdo do risco de desenvolvimento
de doencgas crbnicas e neurodegenerativas (MURTAUGH et al., 2003; HANHINEVA et al., 2010). Tais efeitos
benéficos a saude surgem da agdo sinérgica entre varios componentes como os compostos fendlicos, fibras,
vitaminas e outros compostos bioativos (LIU, 2003). Compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios de plantas
e apresentam diversas bioatividades, destacando-se pela capacidade antioxidante. Os cereais representam o
terceiro grupo mais importante na contribuicdo de compostos fendlicos na dieta brasileira (CORREA et al., 2015).
Nesses grédos, a maior parte desses compostos encontra-se nos envelopes externos, principalmente os acidos
fenodlicos (ADOM E LIU, 2002). Ferramentas metabolémicas, como a cromatografia liquida de ultraperformance
(UPLC) acoplada a espectrometria de massas in tandem (MS-MS) tém sido utilizadas para investigar a

diversidade de compostos bioativos em alimentos.

OBJETIVO
O objetivo foi caracterizar o perfil de compostos fenodlicos de gréaos integrais de aveia, cevada, centeio e
trigo brasileiro a partir do uso de técnicas de cromatografia liquida de ultraperformance acoplada a espectrometria

de massas de alta definigao.

METODOLOGIA
Foram utilizados gréos de aveia, cevada e centeio cedidos pela EMBRAPA e graos de trigo que foram

cedidos pela empresa OR Melhoramento de Sementes (Passo Fundo-RS). Para as anélises metaboldmicas
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por UPLC-MS-MS, os graos de aveia e cevada foram descascados manualmente, sendo todos os graos
moidos criogenicamente em moinho de bolas para preservagao dos compostos fendlicos. Em seguida, os
compostos fendlicos livres foram extraidos a partir de solugao etandlica (80%), apdés homogeneizagao e
centrifugacdo. A partir do pellet, os compostos ligados foram extraidos apés hidrdlise alcalina, seguida de
hidrélise acida de acordo com Santos et al. (in press). Os extratos foram filtrados, evaporados e
ressuspendidos na fase movel utilizada. Um mix de 33 padrées de compostos fendlicos foi utilizado para
identificagdo e confirmagdo dos dados. Para as analises, 2L de extratos ou padrdo foram injetados em
cromatografo liquido de ultra performance (UPLC Acquity, Waters) acoplado a um espectrémetro de massas
Xevo G2S ESI-QTOF (Waters). Os resultados foram processados com o software Progenesis QI utilizando um
banco de dados customizado, considerando similaridade isotdpica maior que 80%, reprodutibilidade (3/3), erro
de massa exata de precursor e dos fragmentos menor que 10 ppm. A analise de componentes principais foi
gerada a partir do EZInfo, software integrado ao Progenesis Ql.

RESULTADOS

Globalmente, foram tentativamente identificados 143 compostos fendlicos. Os fendlicos ligados (115)
foram mais abundantes em numero de identificagdo que os livres (46) em todos os cereais, sendo encontrados
18 compostos em comum aos 2 extratos (livre e ligado). De maneira geral, a classe dos flavonoides e dos acidos

fendlicos foram as classes com maior numero de compostos identificados, 51 e 50, respectivamente, seguidas

das classes dos outros polifendis (44), lignanas (14) e estilbenos (2) (Fig. 1).

Na Figura 2, pode ser observado o numero de identificagbes de compostos fendlicos livres e ligados por
classe em cada cereal. A aveia apresentou 0 maior numero total de compostos identificados (86), seguida do

centeio (72), cevada (58) e trigo (57). Também é possivel visualizar mais nitidamente que os fendlicos ligados

foram predominantes nos cereais.
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Figura 4. Distribuicao das classes de compostos fendlicos.
Figura 2. Namero de identificagées de compostos fendlicos por cereal.

Legenda: Rosa — flavonoides; Verde — outros polifendis; Azul — acidos fendlicos; Laranja — lignanas; Amarelo — estilbenos.
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Foram calculadas médias das abundancias das classes a partir da abundancia de cada composto por
extrato (livre ou ligado) para todas as amostras, sendo excluidos os compostos que nao foram identificados nas
trés replicatas. Quanto a abundancia relativa de ions, um tipo de quantificagao relativa, os cereais apresentaram
comportamentos diferentes nos extratos livres e ligados. A classe dos flavonoides (cor rosa) foi a classe de
fendlicos predominante nos extratos livres (Fig. 3-A) para a aveia, cevada e trigo. O centeio, por outro lado,
apresentou maior abundancia de compostos de outras classes, como a dos outros polifendis (cor verde), que foi
a mais abundante, sendo acompanhada das lignanas e acidos fendlicos. Ja em relagao aos fendlicos ligados (Fig.
3-B), a classe predominante foi a classe dos acidos fendlicos (cor azul) seguida da classe dos outros polifendis.

Pode-se observar a diferenca na abundancia relativa total de ions em ambos os extratos, uma vez que a
aveia mostrou maior abundancia relativa de compostos livres e ligados. No entanto, nota-se certa semelhanga
quanto ao perfil de classes de compostos identificados, observando-se que, de maneira geral, os flavonoides sao
0s principais compostos livres, enquanto os acidos fendlicos e outros polifendis sdo os mais abundantes nos
extratos ligados. Esses resultados corroboram a literatura, onde os acidos fendlicos sdo citados como os
principais fendlicos dos cereais, especialmente abundantes nas camadas mais externas do gréo, principalmente
ligados a componentes e estruturas da parede celular, como as cadeias de hemicelulose (WANG et al., 2013;
NDOLO e BETA, 2014).
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Figura 3. Abundancia relativa total de ions dos fenolicos livres (A) e ligados (B).
Legenda: Rosa — flavonoides; Verde — outros polifendéis; Azul — acidos fendlicos; Laranja — lignanas; Amarelo — estilbenos. *Letras

diferentes significam diferenca estatistica entre os cereais (p<0,05).

Dentre os compostos livres mais abundantes estdo 3,7-dimetil-quercetina (flavonoide), procianidina
dimérica do tipo-B (flavonoide) e avenantramida 2p (acido fendlico). Em relagdo aos compostos fendlicos ligados
mais abundantes foram identificados o acido p-cumarico (acido fendlico), 4-vinilfenol (outros polifendis) e acido
fertlico (acido fendlico). Os acidos fendlicos sdo os principais compostos encontrados nos cereais, como 0s
acidos ferulico, p-cumarico, cafeico e sinapico (WANG et al, 2013).

As analises metabolémicas possibilitam a deteccao e identificacdo de substancias de pequenas massas
moleculares e que se encontram em baixas concentragdes nas amostras, como no caso dos compostos fenélicos.

Além disso, também ¢é possivel analisar o perfil de forma mais abrangente, como também analisar

Oat H—( |_D—|a T "H '_‘la
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especificamente cada amostra. Pode-se observar a semelhanga desses cereais quanto ao perfil de classes de
compostos fendlicos identificadas, como também foi possivel identificar as diferencas entre os cereais, como a
presenga de compostos unicos, como o acido fendlico Avenantramida 2p que foi identificado exclusivamente na
aveia e a procianidina dimérica do tipo-B que foi encontrada somente na cevada.
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Figura 4. Andlise de componentes principais dos cereais.

Legenda: Losangos cinzas — compostos fendlicos; circulos coloridos — cereais.

Na analise de componentes principais (PCA) (Fig. 4), é possivel distinguir claramente o perfil de
compostos entre os diferentes cereais. De maneira geral, observa-se trés grandes agrupamentos: a aveia (laranja)
nos quadrantes superiores, bem separada dos demais cereais; o centeio (azul), localizado no quadrante a direita;
e o trigo (roxo) e cevada (verde) nos quadrantes a esquerda. Esse resultado mostra que a aveia possui um perfil
fendlico totalmente diferente dos outros 3 cereais, como o centeio também apresenta um perfil mais diferenciado

quando comparado ao trigo e a cevada, que parecem ter um perfil de compostos mais semelhante entre si.

CONCLUSAO

Os cereais integrais apresentaram rica composigéo de compostos, podendo ser observado diversificado
perfil fendlico, tanto relacionado ao niumero de compostos identificados quanto a variagdo na abundancia relativa
de fendlicos livres e ligados. Além disso, as ferramentas metabolémicas possibilitaram a detecgao e identificacao
de compostos fendlicos exclusivos ou mais abundantes em algumas amostras, como o composto Avenantramida
2p que foi identificado somente na aveia. Além dos compostos Unicos, pode ser observado também que os
compostos mais abundantes como o acido ferulico e p-cumarico foram encontrados em todos os cereais. Por fim,
este trabalho pode contribuir para o fortalecimento e valorizagcdo do consumo destes graos integrais, que
apresentam significativa presenca de compostos bioativos e sdo amplamente consumidos pela populagéo

brasileira.
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INTRODUGAO

O tamarillo (Solanum betaceum) € um fruto originario das regides andinas da América Latina com
crescente cultivo no Brasil através da agricultura familiar. (Castro, 2019). Fonte de vitaminas (A, B6 e C), fibras,
carotenoides e compostos fendlicos, o tamarillo tem uma alta atividade antioxidante e vem sendo associado a
beneficios a saude como redugado da hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, modulagdo do metabolismo da
glicose e acao prebiotica (Kadir et al., 2015; Salazar Lugo et al., 2016; Castro, 2019). O tamarillo € consumido
principalmente in natura, entretanto o seu consumo na forma de néctares, geleias, sorvetes tem sido descrito
(Castro, 2019). Frutas e hortaligas in natura tendem a ter uma curta vida util devido a sua alta atividade de agua,
desta forma, as recentes orientacdes dietéticas tém incentivado a producédo de alimentos que contenham fruta
como uma alternativa para o aumento de sua ingestao e, consequentemente, de seus compostos bioativos
(Romano et al., 2015). Sendo assim, a elaboracao de geleias de frutas pode ser uma estratégia para aumentar a
vida util de frutos através da adicdo de soluto. Alimentos para fins especiais sdo definidos pela ANVISA (1998)
como alimentos modificados quanto a determinados nutrientes com o propésito de atender as necessidades de
pessoas em dietas. O mercado de alimentos para fins especiais tem expandido devido ao aumento da prevaléncia
de obesidade e de doengas cronicas nao transmissiveis (DCNT), como o Diabetes tipo Il, bem como uma maior
conscientizagcao sobre qualidade de vida e consequente adogao de habitos alimentares voltados para um padrao
dietético mais equilibrado (Perin & Sayuri, 2018). Os poliéis sdo importantes atores dentro deste setor uma vez
que o seu poder adogante esta combinado a nenhum ou a um baixo valor calérico (Regnat et al., 2018). O xilitol
e o eritritol sdo poliois que vem tendo seus efeitos bioldgicos discutidos na literatura e o uso confeitaria vem sendo

descrito (Regnat et al., 2018; Salli et al., 2019). O eritritol € um adogante nao colérico, ndo cariogénico e que
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apresenta propriedades antioxidantes e protetoras do endotélio (Regnat et al., 2018). O xilitol, por sua vez, € um
adogante de baixo valor calérico, com beneficios a saude bucal muito bem descritos, favorece a absorcao de
célcio e vitaminas do complexo B e contribui na manutengao da saude do trato gastrointestinal (Salli et al., 2019).
A associagao de adogantes esta classicamente relacionada com a redugéo de gosto residual, entretanto estudos
de sinergia mostraram que xilitol e eritritol quando associados apresentam poder de inibigdo do crescimento de
culturas de Streptococcus mutans e limitagdo da carie (Regnat et al., 2018). Dessa forma esses adogantes sédo
uma excelente alternativa ao uso de sacarose em produtos alimenticios. Tendo esse contexto em vista,
apresenta-se o presente projeto com a finalidade de elaborar diferentes geleias para fins especiais e avalia-las

de acordo com os seus aspectos fisico-quimicos, aceitacdo sensorial e intengdo de compra frente ao consumidor.

OBJETIVO

Obter geleia convencional e geleias para fins especiais a base de tamarillo, utilizando xilitol e eritritol em
diferentes proporgdes; Caracterizar os aspectos fisico-quimicos das geleias; Avaliar a aceitagdo sensorial e a
intencdo de compra das geleias.

METODOLOGIA

As amostras de tamarillo foram adquiridas na Central de Abastecimento do Estado do Rio de
Janeiro (CEASA-RJ). Apds selegdo e lavagem, a sanitizagéo foi realizada com solugéo prépria para alimentos
de 100ppm de hipoclorito de sédio por 15 minutos. Em seguida o fruto teve sua casca removida através da técnica
de branqueamento e foi cortado em 4 partes longitudinais. Foram produzidas 4 geleias de tamarillo em diferentes
proporcoes (Tabela 1). Essas proporgdes foram determinadas para que os produtos pudessem ser definidos
conforme a legislagao (Brasil, 1998; Brasil, 2005). Todas as geleias foram envasadas a quente em potes de vidro
estéreis, sendo considerados o “head space” de 10% de todo o conteudo. Os potes foram armazenados em
refrigerador até o momento das analises. As geleias foram elaboradas no Laboratério de Técnica Dietética da
Escola de Nutricdo da UNIRIO.

Tabela 1. Proporcéo de fruto, sacarose e edulcorante no preparo das geleias.

Geleia Tamarillo Sacarose Xilitol Eritritol Pectina Definigdo
(%) (%) (%) (%) (%)
Geleia de Tamarillo Geleia de
adogada com sacarose 50 50 - - T .
amarillo

(G1)
Geleia de Tamarillo
adogada com xilitol 50 - 50 - 9
(G2) Geleia de
Geleia de Tamarillo Tamarillo para
adogada com eritritol 50 - - 50 fins especiais
(G3)
Geleia de Tamarillo 50 - 25 25
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adogada com xilitol e
eritritol (G4)

As analises fisico-quimicas foram realizadas em duplicata utilizando as metodologias descritas por Adolfo
Lutz (2008). Foram obtidos resultados para solidos soluveis, analisados por refratdbmetro de bancada; pH por
leitura direta de potenciémetro (pHmetro T-1000, Tekna); acidez total por titulometria com NaOH 0,1M utilizando
fenolftaleina como indicador; umidade em estufa a vacuo a 70°C por 16h (SL 104/30, Solab); e glicidios por g de
sacarose e glicose pelo método de Lane-Eynon. As analises foram realizadas nos Laboratério de Composicao de
Alimentos e de Higiene de Alimentos da Escola de Nutricdo da UNIRIO. A qualidade das geleias frente ao
consumidor foi avaliada por meio de testes sensoriais de intengdo de compra e aceitagao do produto. Esta etapa
do projeto foi submetida e aprovada pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro (UNIRIO) (Numero do CAAE: 69324117.8.0000.5285). Para as analises foram recrutados 100
consumidores ndo treinados, que avaliaram cada produto em blocos independentes. As amostras foram
codificadas aleatoriamente com numeros de trés algarismos. Entre as amostras foram oferecidos agua potavel e
biscoito agua e sal a fim de garantir a limpeza do palato. Foi entregue ao voluntario o termo de consentimento
livre esclarecimento da pesquisa e um questionario contendo variaveis sdcio-demograficas, questdes de consumo
e compra de frutos e geleias para a identificagdo do consumidor. Para a investigagdo da aceitagdo sensorial foi
utilizada uma ficha de avaliagdo com escala hedbnica de 9 pontos, onde 1 corresponde a “desgostei
extremamente” e 9 a “gostei extremamente”. Cada consumidor demonstrou sua opinido para os atributos:
impresséo global, textura, sabor, cor, aparéncia e aroma. Para o teste de intengdo de compra, os consumidores
demonstraram sua intengdo de compra através de uma escala heddbnica de 5 pontos, onde 1 corresponde a
“certamente ndo compraria” e 5 a “certamente compraria”. As analises foram realizadas no Laboratério de Analise
Sensorial da Escola de Nutricdo da UNIRIO. Anadlises de estatistica descritiva foram usadas no calculo de média
e desvio padrdo. Analise de variancia (Oneway ANOVA) com pés-teste de Tukey foi utilizada para investigar a
diferenga entre as geleias. Foram considerados significativos valores com p<0,05. As analises estatisticas foram
realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 5.0, XLSTAT 5.0 e Microsoft Excel 365.

RESULTADOS

A geleia adogada com agucar atingiu 65 °Brix, como preconiza a legislagdo brasileira (Brasil, 2005). As
geleias para fins especiais G2, G3 e G4 atingiram 63, 40, 60 °Brix, respectivamente. As geleias obtiveram um
rendimento médio de 83% (+3,82). Logo apds envase, a geleia adogada com eritritol cristalizou, sendo assim, as
analises com esta geleia ndo foram realizadas. Esse comportamento também foi observado por Alves et al. (2014)
na textura de balas moles com agai adogadas com eritritol e se justifica devido a média solubilidade e velocidade
de cristalizag&o rapida do edulcorante. As geleias G1, G2 e G4 apresentaram pH acido (3,90+0,012; 4,02+0,01°;

4,02+0,01°; respectivamente). A acidez total apresentou valores consistentes ao pH, sendo a acidez de G1
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(8,39+0,462) significativamente diferente de G2 (8,64+0,10°) e de G4 (9,49+0,27%). Os valores de umidade n&o
apresentaram diferenca significativa entre si (p=0,1849). A sacarose foi detectada apenas na geleia adogada com
agucar (3,46+0,86). Ja a glicose foi detectada com valores diferentes (p=0,0004) para todas as geleias
(1,99£0,022; 1,43+0,01°; 1,54+0,03% G1, G2 e G4 respectivamente). As geleias G1, G2 e G4 seguiram para a
analise sensorial onde foram avaliadas por 100 voluntarios nao treinados. Os consumidores tinham entre 17 e 62
anos (27,23 anos em média), renda familiar mensal entre R$ 998,00 a R$ 20.000,00 e eram em sua maioria do
género feminino (74%). De acordo com os dados obtidos nos questionarios de estudo do consumidor, a maioria
dos avaliadores alegou consumir frutas ou produtos de fruta muito frequentemente (63%). Quanto ao consumo
de geleia, a maioria dos voluntarios alegou consumir raramente ou ocasionalmente (35% e 44%,
respectivamente). Quando questionados sobre a possibilidade de provar frutas ou produtos de frutas que nao
conhecem 90% disse sim, e da mesma forma, a maioria dos consumidores disse consumir produtos com base
nos beneficios a saude que este pode proporcionar. Todas as formulagdes de geleias a base de tamarillo
obtiveram alta aceitacdo e boa inten¢do de compra frente ao consumidor (entre gostei levemente e gostei muito
e entre talvez comprasse/talvez ndo comprasse e possivelmente compraria) (Tabela 2). Comparando-se as
geleias para fins especiais e a convencional é possivel observar que para G1 e G2 os valores se apresentam
semelhantes para os atributos sabor, textura, aroma e impressé&o global, bem como para intengdo de compra. Por
sua vez, G1 e G4 quando comparadas, diferiram significativamente em todos os atributos, com excegao da
aparéncia e em intengao de compra. Foi observado que a geleia elaborada com xilitol apresentou maiores scores
de aceitagao para os atributos textura, sabor e intengcdo de compra quando comparada a geleia elaborada com

xilitol e eritritol (Tabela 2).

Tabela 2. Aceitagdo’ e intencdo? de compra de geleia convencional (G1) e geleias
para fins especiais (G2 e G4) produzidas a base de tamarillo

G1 G2 G4
Atributos sensoriais
Impressao global 7,811,272 7,49+143a0  7,3+147°
Aparéncia 8,111,252 7,66+1,42>  7,81+1,282b
Cor 8,41£0,950 7,76+1,34>  8,02+1,27¢
Aroma 7,48+1,45 716+150ab 7,08+1,57°
Textura 7,521,812 7124179  6,32+2,23b
Sabor 7,58+1,642 7,24+178  6,40+1,96b

Intencdo de compra  3,78+1,122  350+1,172  3,11+1,22°
G1: 50% de tamarillo € 50% de sacarose; G2: 50% de tamarillo e 50% de xilitol; G4:
50% de tamarillo, 25% de xilitol € 25% de eritritol. 'Notas em escala hedonica de nove
pontos (1= desgostei muitissimo; 2= desgostei muito; 3= desgostei moderadamente;
4= desgostei levemente; 5= ndo gostei nem desgostei; 6= gostei levemente; 7= gostei
moderadamente; 8= gostei muito; 9= gostei muitissimo).2Notas em escala de cinco
pontos (1= certamente ndo compraria; 2= possivelmente ndo compraria; 3= talvez
comprasse/talvez ndo comprasse; 4= possivelmente compraria; 5= certamente
compraria). Resultados expressos como média + DP. Letras sobrescritas diferentes
na mesma linha indicam diferenga significativa as geleias (Teste One-way ANOVA
seguido de pos-teste de Tukey; p<0,05).
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CONCLUSOES

Os resultados mostram que duas das trés formulagbes de geleias de tamarillo para fins especiais
desenvolvidas sao viaveis. As trés geleias obtidas durante o estudo apresentaram alta aceitagao sensorial € boa
intencdo de compra. No geral a geleia elaborada com xilitol apresentou aceitagcdo semelhante a geleia
convencional e maior aceitagdo comparada a geleia elaborada com xilitol e eritritol, sendo, portanto, uma boa
opcdo quando da necessidade de um produto isento de agucar. Além disso, o presente trabalho fornece dados

para futuras investigagdes sobre a bioatividade dos produtos.
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Apoio Financeiro: FAPERJ e CNPq.
Palavras-chave: RMN; solo; nanotecnologia.

A relaxometria determinada pela espectroscopia de ressonancia magnética nuclear no dominio do tempo
(LF-NMR) é uma ferramenta inovadora para avaliar amostras de alimentos desde o plantio até a colheita. A RMN
oferece uma grande variedade de parametros de relaxagao, de acordo com o grupo de pesquisa de Tavares, o
tempo de relaxagéo spin-rede do nucleo de hidrogénio (com constante de tempo, T1H), tem sido empregado como
um método analitico de caracterizagao da dindmica molecular e homogeneidade de alimentos, solos, dentre
outros [1,2].

Neste estudo foi utilizada a determinagdo do tempo de relaxagéo spin-rede visando obter informagdes
sobre a difusdo da agua no solo, e a porosidade deste, além do acompanhamento da alimentagao do solo com o
sistema nanoencapsulado.

Neste estudo inovador foram utilizadas as medidas de relaxagcdo do nucleo de hidrogénio, via T1H, para
a analise do solo antes de iniciar o plantio dos temperos funcionais e, no final apds a retirada do plantio, este
processo esta em solicitagdo de patente. Foram preparados dois canteiros um denominado A e outro B e foram
retiradas por¢cbes de ambos. A umidade e temperatura do dia foi obtida do servico de meteorologia, sempre
medidas ao meio dia.

A analise inicial do solo dos canteiros (A e B) mostrou que estes apresentam porosidade e difusdo da
agua diferentes entre si, porém ambos apresentaram uma boa homogeneidade em seu conjunto, mas com
diferentes granulometrias/porosidades. Os valores de tempo de relaxagdo do Canteiro A foram menores que os
valores de tempo relaxagao do canteiro B, devido a sua menor porosidade e distribuicdo. O canteiro B apresentou
solo com maior porosidade e consequentemente maior difusdo da agua, o que pode fazer com que haja lixiviagdo
mais rapidamente, pois este ndo acumula muita agua. A analise do tempo de relaxacao apds o término do plantio
mostrou que o solo que foi alimentado com nanotecnologia, A, foi mais eficiente na geragéo de plantas maiores
e mais frondosas.

Ambos os canteiros na determinagao inicial apresentaram valores crescentes de tempo de relaxagéo do

topo para a base, em fungdo da quantidade de agua disponivel em diferentes profundidades e,
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consequentemente, uma maior contribuicdo da fragdo de agua livre, que possui elevado valor de tempo de
relaxagcéo, em fungéo destes dados pode-se concluir, que uma maior quantidade de agua livre e a presenga de
familias de poros de didmetro médio maior ou até mesmo uma concentragdo ligeiramente menor de ions
ferromagnéticos, principalmente Fe®** e Mn™, podem influenciar na qualidade do solo para o plantio. Apos a
colheita os solos analisados pelo mesmo parametro mostraram que houve uma mudanga significativa no teor de
umidade na base, mostrando a captacao desta pelo alimento.
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INTRODUGAO

O iogurte faz parte da dieta diaria de milhdes de pessoas no mundo. As propriedades reoldgicas do
iogurte, como a viscosidade e a resisténcia estrutural ao estresse s&o atributos importantes para determinar a
aceitagao 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 relagédo ao leite de vaca (HERRERO &
REQUENA, 2006). A pequena produgéo por animal e a sazonalidade desta produgéo s&o os principais fatores
limitantes para a distribuicao do leite de cabra (CURI & BONASSI, 2007). Com isso a Instrugao Normativa n°37
(IN 37), de 31 de outubro de 2000, do MAPA, permite o congelamento do leite de cabra cru, sem estabelecer o
tempo maximo permitido para o mesmo. O congelamento do leite pode causar alteragbes no balango fisico
quimico com aparecimento de cristais de lactose e agregados de caseina apdés 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 alteragbes 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
inicial, apos os testes preliminares com o leite de vaca para adaptar os processos, foi utilizado o leite de cabra

UHT, e para os resultados definitivos o leite de cabra in natura.

OBJETIVO
Estudar o efeito do congelamento do leite de cabra na viscosidade, na cor, na acidez e na quantidade de

sinérese do iogurte firme produzido por esta matéria-prima.
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METODOLOGIA

A. Cultura Starter

Para a fermentagéo do iogurte firme foram utilizadas culturas starter comercial Docina Nutri¢do
Ltda. As culturas starter liofilizada separadas em tubos falcon para cada lote e congelada. A cultura foi
descongelada a temperatura ambiente e foi coletado in6culo em pd liofilizado para logurte, onde cada
unidade de saco tem capacidade de reagir com 3 a 4 litros de leite. Foram utilizados dois sacos .Com o
auxilio de uma balanga digital e um Becker foi pesado o p6 referente aos dois sacos que rendeu 6,09669.
Apoés separar para cada tubo (8 no total), a distribuicdo foi de 0,7620g para cada. Todos os inéculos
permaneceram congelados, 1, 2, 3 e 4 por 30, 60, 90 e 120 dias respectivamente.

B. Matéria-prima

Para o processamento do iogurte foi utilizado leite in natura de cabra da raga Saanem de
produtores da Zona Oeste do municipio do Rio de Janeiro, com retirada de leite de 6 as 7 horas da manha.
Cuja a alimentagao era composta por aipim, alfafa, milho picado e farelo de trigo.

C. Processamento do iogurte

No processamento do logurte, o leite in natura sofreu pasteurizagéo a 85°C por 30 minutos, foram
adicionados 4% de leite em p6 desnatado e 6% de acgucar refinado, e foi em seguida colocado em banho
de agua e gelo para resfriar até 45°C, apo6s atingir essa temperatura foi adicionado 0,25% de inoculo. O
iogurte foi acondicionado em copos descartaveis de PP com tampa e armazenado na estufa a 45°C por
volta de 6 horas até chegar a pH 4.7

O leite in natura foi homogeneizado e foi congelado por 0, 30, 60, 90 e 120 dias e descongelado
por 1 hora precedente ao processamento em temperatura de refrigeragdo. Antes da utilizagdo o leite foi
colocado em um banho de agua a temperatura ambiente para o total descongelamento.

Todas as amostras, apo6s atingir o pH, foram colocados sob refrigeragéo (8°C) de 16 a 17 horas,

antes das avaliages.

D. pH
O pH das amostras foi determinado em pHmetro Tekna mod. T-1000.
E. Viscosidade

A viscosidade foi determinada em viscosimetro LR Lamy Rheology Instruments mod. 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 analises foram realizadas em
triplicata.

F. Cor

Para analise de cor, foi utilizado um Espectofotometro Colorimetro Konica Minolta mod. CM 5,
onde “L, para a luminancia, expressa em percentagem (de O para o preto a 100 para o branco); a e b,

para as duas gamas de cor que vao, respectivamente, do verde ao vermelho e do azul ao amarelo com
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valores que vao de -120 a +120. As analises foram realizadas em ftriplicata.

G. Sinérese

Para anadlise da sinérese foi realizada por decantacao estatica, onde 30g da amostra foi pesado
em papel Whatmann no 1 colocado em funil acomodado em um tubo de proveta, que foi deixado sob
refrigeracdo em camara climatica SL-206 a 4°C por 5 horas, até decantar a sinérese da amostra. Depois
foi pesada a sinérese e diminuida a tara da proveta.

H. Acidez Titulavel

A acidez Titulavel foi determinada por titulométria utilizando NaOH 0,1 N, segundo as
metodologias propostas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

l. Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prisma utilizando-se teste t-Student
(p<0,05).

RESULTADOS
Os resultados das anadlises dos iogurtes preparados com leite fluido e leite congelado de vaca estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados das analises de viscosidade, acidez e sinerese do iogurte produzido com leite de cabra in natura.

TEMPO DE MEDIA DE TORQUE  MEDIA DE ACIDEZ (G AC MEDIA
CONGELAMENTO  VISCOSIDADE LATICO) SINERESE
0 DIAS 6.536+116  0,1176+0,030  0,6691+0,04/6,691 °D+04  10,1% 3,7

30 DIAS ‘ 5.079+18,38 0,109+0,025 0,8336+0,04/8,33 °D+0,4 20,14%%1,16
60 DIAS ‘ 6.225+369,8 0,110+0,04 0,554+0,00/5,554 °D +0,00 24,38+5,97
120 DIAS ‘ 4.642+130,08 0,083+0,002 0,5962+0,03/5,92+0,38 24,49+5,32

A viscosidade do iogurte produzido por leite de cabra n&o foi alterado significativamente pelo tempo de

congelamento (Tabela 1, Figura 1).
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Figura 1. Viscosidade do iogurte produzido por leite de cabra submetido a congelamento por 0 a 120 dias. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si no nivel de
confianga p < 0,05.

A textura do iogurte e dos leites fermentados é um critério relevante para a avaliagdo da qualidade, uma
vez que desempenha um papel importante na aceitagdo pelo consumidor destes produtos. A textura depende da
rede de proteina formada pelas micelas de caseina e dos glébulos de gorduras e soro aprisionados (HERRERO
e REQUENA, 2006)

Park et al. (2007) observaram que a estocagem a baixas temperaturas pode influenciar o sistema micelar
do leite de cabra, com solubilizagdo parcial do fosfato de calcio coloidal e da B-caseina.

Os iogurtes produzidos com leite congelado apresentaram maior % de sinérese (Tabela 1). Possivelmente
este fato se deve ao comprometimento de parte das caseinas durante o congelamento o que levou a formagao
de um gel mais fragil.

Houve diferenca de acidez entre os iogurtes produzidos com leite de cabra congelado por 0, 30 e 60 dias,
onde primeiro houve um aumento e depois uma diminuigao (tabela 1).

A cor do iogurte também foi influenciada pelo congelamento da matéria-prima (Tabela 2).

Tabela 2. Resultados de colorimetria dos iogurtes produzidos por leite de cabra submetidos ao congelamento por 0 a 120 dias. Resultados expressos em média + desvio
padrao. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si no nivel de confianga p < 0,05.

L Tempo (dias)

0 90,90 £ 0,072
30 90,28 + 0,55°
60 88,68 + 0,500
120 103,98 + 0,00

-2,36 + 0,05
30 2,43 + 0,07
60 -3,19 + 0,070
120 -0,21 £ 0,01°
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11,38 + 0,112
30 12,17 + 0,322
60 12,20 + 0,728
120 10,16 + 0,000

Os resultados de colorimetria mostraram que houve alteragao da cor e brilho dos iogurtes produzidos por
leite de cabra congelados por mais de 60 dias. Os resultados indicaram que a luminosidade foi afetada pelo
congelamento a partir de 60 dias de congelamento, com as amostras ficando menos escuras. As coordenadas a
(vermelho-verde) e b (amarelo-azul) foram significativamente diferentes indicando que a cor sofreu alteragdo. O
leite fluido é levemente mais verde do que a amostra feita com o leite congelado, que é mais avermelhada, e

também menos amarelada, onde o leite congelado ficou mais amarelado.

CONCLUSOES

O congelamento do leite n&o influenciou na viscosidade do iogurte de leite de cabra, porém os iogurtes
produzidos com leite congelado apresentaram maior % de sinérese. Houve diferenca de acidez entre os iogurtes
produzidos com leite de cabra congelado por 0, 30 e 60 dias, onde primeiro houve um aumento e depois uma
diminuicdo. Houve alteragéo da cor e brilho dos iogurtes produzidos por leite de cabra congelados por mais de

60 dias, deixando o iogurte menos escuro, menos verde, mais avermelhado, menos azul e mais amarelado.
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INTRODUGAO

Os cereais sado importantes fontes de calorias para populagdo mundial sendo responsavel por
aproximadamente 60% do aporte energético. O consumo de cereais integrais tem ganhado destaque por fornecer
maiores teores de vitaminas, fibras e principalmente compostos fendlicos, que estdo diretamente relacionados
com a reducao do risco de doengas cronicas devido ao alto potencial antioxidante (Sarwar, 2013). Dentre os
cereais mais consumidos no mundo, o trigo tem grande destaque e é considerado a matéria-prima mais adequada
para a panificagdo. Centeio, cevada e aveia também tém grande produg¢édo e consumo, podendo ser usado na
panificagdo, na produgdo de cerveja e outros produtos para consumo imediato (Owusu-Apenten, 2002). Como
uma alternativa ndo alergénica aos cereais convencionais citados e com alto teor de compostos bioativos, o0 sorgo
surge como um potencial cereal para consumo, principalmente por ser um grdo adaptado a seca e ao calor
(Stefoska-Needham et al., 2015). O sorgo apresentou maior teor de fendlicos quando comparado com trigo,
cevada, milho e centeio, mas sabe-se que o gendtipo e o ambiente em que é cultivado influenciam seus niveis
(Ragaee et al., 2006).

OBJETIVO
O objetivo deste trabalho foi determinar e comparar o potencial antioxidante de cinco diferentes espécies
de cereais, sendo eles: sorgo em 5 estagios de desenvolvimento do gréo e grdos maduros integrais de trigo,

cevada, centeio e aveia.

METODOLOGIA

Os gréaos de sorgo foram cultivados no Sul da Franga e fornecidos em 5 estagios de maturagéo (S1, S2,
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S3, S4 e maduro). Trigo, aveia, cevada e centeio foram cultivados no Sul do Brasil e fornecidos no estagio maduro.
Os gréaos inteiros foram triturados em moinho de bola (Solab) e a farinha foi tamisada manualmente em peneira
de 350 pym. Os compostos fendlicos livres foram extraidos a partir de solugcao etandlica (80%), apods
homogeneizacao e centrifugacdo. A partir do pellet, os compostos ligados foram extraidos apés hidrdlise alcalina,
seguida de hidrélise acida de acordo com Santos et al. (in press) com modificagdes. Os extratos foram filtrados,
evaporados e ressuspendidos na fase mével utilizada. A capacidade redutora nos extratos foi determinada pelo
método de Folin-Ciocalteu (Singleton&Rossi, 1965) com modificagbes. As leituras de absorbancia foram
realizadas a 750 nm em leitor de microplacas (FlexStation Ill, Molecular Devices). Foram realizadas as analises
dos brancos de solvente e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de acido galico (EAG) por
grama de grao moido (base seca). Para atividade antioxidante foram realizados os métodos DPPH e poder redutor
férrico (FRAP). Para o primeiro, os extratos foram combinados com solugdo de DPPH em tubos de ensaio e
incubados por 30 min no escuro a 25 °C. A leitura foi feita a 517 nm em leitor de microplacas. A analise de FRAP
foi feita utilizando tamp&o acetato de sédio (0,3 M, pH 3,6), reagente TPTZ 10 mM e cloreto férrico 20 mM. Essa
solucao foi misturada com os extratos e a absorbancia foi lida a 595 nm. Os dados foram expressos em pmol de
equivalentes de trolox (TE) por grama. Todos os resultados foram obtidos em triplicata e submetidos & ANOVA
(Tukey, p<0,05).

RESULTADOS

A massa seca média dos grdos de sorgo foi determinada por pesagem para maior compreensio dos
estagios de maturagdo (Figura 1). Os estagios mais imaturos (S1 e S2) correspondem a fase de
celularizagao/divisdo celular e enchimento do grdo. O peso maximo é atingido no S3, fase também denominada
de maturidade fisiolégica. O grdo entdo passa pela fase de dessecagéo (S4) até o estagio maduro pronto para
colheita (Ferreira et al., 2012). Com isso, pode-se observar que os estagios abordados nesse estudo englobam
todo desenvolvimento do gréo e facilita a elucidagédo das transformagdes que ocorrem nos compostos fendlicos

e antioxidantes durante esse processo.
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Figura 5. Peso seco médio de gréos de sorgo em cada estagio de maturagao.
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De maneira geral, o teor total de fendlicos (Figura 2A) variou entre 623,02 a 1591,44 mg EAG/100 g de
grao (b.s). Esse teor € maior nos estagios mais imaturos (S1-2), e decaem provavelmente devido a mudangas
oxidativas ou enzimaticas sofridas pelos compostos na matriz do grédo de sorgo (Santos et al., in press). Os
estagios mais maduros (S3, S4 e maduro) ndo apresentaram diferenga significativa entre si. O teor de fendlicos
nos extratos livres variou de 207,19 a 1052,77 mg EAG/100 g de amostra (b.s), enquanto nos extratos ligados
variou de 268,71 a 624,75 mg EAG/100 g de amostra (b.s). Pode-se observar que o grdo mais imaturo (S1)
apresentou maior teor de fendlicos no extrato livre, enquanto os estagios mais maduros apresentaram maior teor
de compostos ligados. O estagio S2 apresentou os mesmos valores em ambos os extratos.

Para maior compreenséao da atividade antioxidante ao longo do desenvolvimento do grao, a analise de
DPPH foi realizada e os resultados apresentados na Figura 2B. Nos extratos livres, a atividade antioxidante variou
entre 4,33 a 43,42 umol TE/100g (db), com o S1 apresentando o maior valor, seguido e S2 e os demais estagios
com valores iguais. Ja nos extratos ligados, o teor variou entre 11,95 a 26,97 umol TE/100g (db), sem apresentar
diferenga estatistica. Além disso, o estagio S1 foi o Unico que apresentou diferenca na atividade antioxidante
entre os extratos livres e ligados. O teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante por DPPH
apresentaram forte correlagdo (R?= 0,835) e corroboram trabalhos anteriores que mostraram o mesmo
comportamento para graos de trigo imaturos, que apresentaram maior teor de compostos fendlicos totais (Santos
et al., in press). De fato, o interesse em grdos de cereais imaturos tem crescido em todo o mundo devido a
presenca de nutrientes e compostos bioativos em maior quantidade do que grdos maduros, especialmente

compostos bioativos (Ozkaya et al., 2018).
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Figura 6. (A) Teor fendlico total e (B) Ensaio antioxidante DPPH em diferentes estagios de maturacéo. Letras diferentes indicam
diferenga significativa (p <0,05) entre cada extrato (n = 3).

O sorgo maduro foi também comparado com os outros cereais integrais maduros, como trigo,
aveia, cevada e centeio. A tabela 1 compara o teor fendlico total e atividade antioxidante nesses cinco

cereais. Nesses cereais, as analises de teor de fendlicos totais e FRAP apresentaram boa correlagdao
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(R?*=0,8682), demonstrando assim que os grdos com um maior teor fenélico dispéem, consequentemente,
de uma maior capacidade redutora. Sendo o FRAP um dos principais métodos de medicao direta de
capacidade antioxidantes e redutores (Halvorsen et al., 2002) os resultados revelam que o sorgo é a
amostra com o maior potencial antioxidante com valores que chegam a 413,43 umol TE/100g. Esses
resultados comparativos corroboram o que ja havia sido relatado na literatura, onde sorgo apresentou
maior conteido de compostos fendlicos e, consequentemente, maior atividade antioxidante quando

comparado a outros cereais, com trigo, cevada, milho e centeio.

Com relagéo aos resultados do método de DPPH, os graos de cevada e centeio demonstraram maior
capacidade antioxidante, com valores de até 29,58 ymol TE/100 g nos ligados, e os grédos de sorgo demonstraram
0os menores valores (8,73 umol TE/100 g). Esses resultados na inibicdo do reagente DPPH n&o apresentaram
boa correlagdo com as analises anteriores (teor de fendlicos totais e FRAP) isso pode ser explicado segundo
Brand-Williams et al. (1995), que mostrou que o acido ferulico, principal acido fendlico em gréos de cereais,

demonstra um efeito antioxidante e redutor fraco em experimentos com o radical DPPH.

Tabela 1. Contetido fendlico e atividade antioxidante dos cinco cereais maduros. Letras diferentes

indicam diferenga significativa (p <0,05) entre cada extrato. Dados sdo médias * SD (n = 3).

Extratos Cereais Fendlicos totais DPPH FRAP
(mg EAG/100 g) (umol TE/00 g) (4mol TE/100 g)
Livres Aveia 90,65 + 5,04a 20,63 £ 1,392 3,16 £ 0,362
Centeio 61,59 £ 2,090 24,17 £ 0,280 0,88 £ 0,230
Cevada 56,88 + 4,910 27,78 £ 0,48¢ 5,31 £ 1,852
Sorgo 230,09 £ 17,83¢ 8,73 £3,5¢ 32,36 £ 2,44¢
Trigo 18,15 £ 1,764 17,5 £ 1,882 0,31 £ 0,214
Ligados Aveia 285,69 + 6,472 16,21 £ 0,072 9,83 £ 0,572
Centeio 117,05 + 8,630 18,97 + 1,050 2,02 £ 0,44p
Cevada 186,17 £ 9,91¢ 29,58 £ 0,42¢ 9,20 £ 3,732
Sorgo 544,96 + 70,65¢ 18,09 £ 4,91 413,43 £5,81¢
Trigo 91,16 £ 7,21 17,59 £ 1,43 9,95 £ 0,582
CONCLUSAO

Foi possivel observar que os teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante sdo modificados ao
longo do desenvolvimento do grdo, com destaque para os estagios mais imaturos. Observou-se também que
durante o processo de maturagao do grdo a