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INTRODUGAO

Descricdo Arquivistica € o Conjunto de procedimentos que leva em conta os elementos formais e de conteido dos
documentos para elaboragéo de instrumentos de pesquisa. (Dicionario brasileiro de terminologia arquivistica. Rio de
Janeiro: Arquivo Nacional, 2005). Este é um processo em que o arquivista cria representagdes de um determinado acervo
arquivistico, e onde explicita o contexto e contetido do mesmo. E uma atividade intelectual e que demanda interpretacdo
de texto, conhecimento histdrico acerca do produtor, da época e compreenséo da lingua que estdo sendo produzidas as
informagdes descritivas.

O que tratamos no Brasil como descrigao arquivistica Yakel (2003) trata como representagao arquivistica. A representagao
se refere tanto ao processo de arranjo documental, respeitando ou ndo a ordem original, da descri¢do arquivistica e
da criagdo de instrumentos de referéncia, quanto aos guias, catalogos, inventarios, repertérios etc. A autora também
contemplou na defini¢ao de representagéo arquivistica a criagao de sistemas, incluindo as bases de dados e de informagdes
arquivisticas estruturadas, bem como os documentos de Descrigdo Arquivistica Codificada (EAD-DTD). Assim, a pesquisa
em desenvolvimento partiu de leitura de textos produzidos pela area, sobre o referido tema, da identificagdo de quais séo
as instituicbes custodiadores de acervos arquivisticos na cidade do Rio de Janeiro? Se estas possuem instrumentos de
pesquisa? Se a descrigdo dos documentos vai ao acordo das regras estabelecidas pela NOBRADE (Norma Brasileira de
Descrigao Arquivistica)? Se nao regidas pela NOBRADE, possuem outro tipo de normalizagao?

OBJETIVO

Investigar as instituicdes sediadas no municipio do Rio de Janeiro, que tem por finalidade o acesso de seu acervo a
populagdo, analisando quais sdo os obstaculos a ampliagdo do acesso aos documentos de arquivo pela populagao,
através de mapeamento dos recursos de pesquisa que sao disponibilizados pelas entidades custodiadoras de acervos
arquivisticos e analise dos instrumentos de divulgagéo das fontes arquivisticas, tendo em vista o seu papel de mediagédo
entre 0s usuarios e o contetido dos acervos;

METODOLOGIA

Ametodologia deste trabalho se deu através pesquisa bibliografica e foi feita uma investigago exploratéria dos instrumentos
de pesquisa disponibilizados pelas entidades custodiadoras de acervos arquivisticos de cunho bibliotecondmico na cidade
do Rio de Janeiro. A anélise foi realizada na institui¢ao Biblioteca Nacional — BN, investigando sua base de dados e visita
técnica no local, buscando saber quais eram os instrumentos disponibilizados aos usuarios do acervo, se estes possuiam
normalizagéo, quais eram as fontes bibliograficos, como é dado acesso aos documentos, se os instrumentos utilizados
séo de cunho arquivistico, se os instrumentos sé&o de facil compreenséo a populagéo.

RESULTADOS

A pesquisa se encontra em andamento, e até 0 momento foi analisada uma instituigao de cunho biblioteconémico, que
possui acervo arquivistico, a Biblioteca Nacional. Nas bases de dados encontradas no site da Biblioteca Nacional, pode-se
observar a falta do uso de elementos de descrigdo segundo a Norma Brasileira de Descri¢do Arquivistica - NOBRADE.
Como podemos ver abaixo:
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Figura 1: Guia de manuscritos
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Fonte: site da Biblioteca Nacional

Na figura 1, nota-se 0 uso de apenas 3 dos elementos obrigatérios segundo a Norma Brasileira de Descrigdo Arquivistica
— NOBRADE: Titulo, Data e Dimens&o e suporte, contudo possui outros campos néo previstos nas normas arquivisticas,
apesar de pertinentes a identificagdo de acervos de maneira geral. Se analisado pelas caracteristicas das quais o guia
deve apresentar, este também nado se enquadra, pois alguns elementos ndo s&o encontrados campos como condigdes
fisicas de acesso, restrigdes de acesso, as condigdes de reprodugao e estagio atual da organizagao.

Figura 2: Catélogo de manuscritos
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Na figura 2, apenas dois dos elementos obrigatorios séo utilizados no banco, s&o eles: Titulo e data. Analisado os elementos
do qual o catalogo deve possuir, este ndo apresenta os campos minimos do ponto de vista arquivistico.

Figura 3: Livros da divisdo de manuscritos
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Fonte: site da Biblioteca Nacional

Na figura 3 a nomenclatura utilizada para a base de dados néo é utilizada na arquivistica, analisado os campos utilizados este
apresenta apenas um campo obrigatério segundo a norma: Titulo. O acesso aos bancos de dados € bem confuso e pouco
amigavel ao usuario ndo especializado. O nimero de documentos na base é grande, porém néo séo disponibilizados on-line.
Com base na visita em 06 de julho de 2016 foi possivel ter contato com outra base de dados, a BNDIGITAL. Esse instrumento
de pesquisa baseado no software Sistema SophiA Biblioteca, possui uma pequena parcela do seu acervo digitalizado
disponivel para consulta. Como as outras trés bases de dados citadas acima, esses recursos de pesquisa disponibilizados
aos usuarios sdo de cunho bibliotecondmico e os campos utilizados para a descrigdo dos documentos arquivisticos ainda
serdo adaptados aos campos ja existentes neste software.

Considerando os textos lidos, a visita técnica realizada na Biblioteca Nacional e a pesquisa em suas bases disponiveis
no site https://www.bn.br/, pode-se constatar a falta do uso das normas de descri¢do arquivistica, certamente em razéo
da instituicdo ser uma biblioteca. Nesse sentido, observa-se a tendencia da descri¢@o ser feita com base em métodos
biblioteconémicos, utilizando como ferramenta 0 MARC 21 e o software SophiA, que ndo atendem algumas demandas
arquivisticas especificas.

CONCLUSOES

O trabalho encontra-se em andamento, € ndo possui resultados definitivos, no entanto, cabem aqui algumas consideragdes
gerais que destaquem os objetivos ja alcangados na pesquisa. Ha um panorama de rara utilizagéo das normas de descrigéo
arquivisticas em bibliotecas com acervos arquivisticos. O processo de construgdo dos instrumentos de pesquisa devem
atentar mais para a demanda dos usuarios e as possibilidades de ampliar a visibilidade dos acervos arquivisticos a toda
populagdo. Com base nas informagdes coletadas da instituicdo Biblioteca Nacional, pode-se afirmar que o uso da Norma
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Brasileira de Descricéo Arquivistica é substituido por normas da area bibliotecondmica, como MARC 21. Apesar da existéncia
da pratica interdisciplinar entre os funcionarios da equipe técnica, com diversas areas de formagéo, contudo, o acervo, que
€ de cunho arquivistico, nao é tratado como tal.
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INTRODUGAO

Para compreender os impactos recentes que se apresentam a partir das chamadas Tecnologias de Informagéo e
Comunicagao (TIC’s), nas Ultimas décadas, observa-se no contexto brasileiro uma nova ordem informacional que aponta
para a reconfiguracdo das dindmicas de produgao, fluxo, disseminagdo e acesso a informagdo. Sob esse prisma, a
transversalidade da infraestrutura da informagao perpassa o fendbmeno arquivistico e permite novas abordagens através
do advento da Web 2.0. A virtualidade da internet somada a desterritorializagdo dos saberes enseja a popularizagéo do
conceito de rede, ressaltando-se a interatividade e a velocidade exponencial do fluxo informacional.

Com efeito, a era digital se reveste do desafio da contemporaneidade ao produzir significativas mudangas na cadeia de
transferéncia de informagao, alterando padrdes e comportamentos de seus usuarios. A miriade de recursos informacionais
na internet ampliou 0s meios de busca e acesso as informagdes, ao passo que estremeceu a tradicional relagao entre
usuario e informag&o, inclusive no contexto arquivistico.

Considerando a propriedade dialégica dessa ordem informacional €, depreendendo a relevancia da funcéo da descrigao
arquivistica, torna-se vital ponderar sobre a convergéncia dos instrumentos arquivisticos de referéncia para os espagos
informacionais virtuais. Novas possibilidades de mediag&o da informacao transpassam uma nova geragéo de instrumentos
de referéncia disponibilizados na rede.

No ambito das instituicdes custodiadoras de acervos arquivisticos na cidade do Rio de Janeiro, pretende-se discutir a
transicéo dos tradicionais instrumentos de referéncia para uma nova geragéo, estimulando a investigagdo desse processo
frente aos recursos tecnoldgicos da era digital. Desse modo, 0 campo empirico da pesquisa refletiu a singularidade da cidade
do Rio de Janeiro concentrar arquivos publicos representantes das trés esferas de governo: o Arquivo Geral da Cidade
do Rio de Janeiro (AGCRJ), o Arquivo Publico do Estado do Rio de Janeiro (APERJ) e o Arquivo Nacional do Brasil (AN).
Essa metamorfose dos instrumentos arquivisticos de referéncia parte de amplo referencial tedrico, por meio de revisao
bibliografica, demonstrando-se, em seguida, os resultados de pesquisa empirica através do levantamento e analise dos
instrumentos de referéncia online das trés instituicdes arquivisticas selecionadas.

OBJETIVO

Aanélise empreendida teve o proposito de avaliar o impacto dos recursos tecnolégicos da era digital sobre os instrumentos
de divulgacao das fontes arquivisticas, tendo em vista o seu papel de mediagao entre os usuarios € o contetdo dos acervos,
com base em trés instituigdes arquivisticas sediadas no municipio do Rio de Janeiro: 0 Arquivo Geral da Cidade do Rio de
Janeiro, o Arquivo Publico do Estado do Rio de Janeiro e o Arquivo Nacional do Brasil.

Definiu-se, como objetivo geral de pesquisa, analisar os aspectos teoricos e técnicos que caracterizam uma nova geragao
de instrumentos arquivisticos de referéncia online, disponibilizados na internet pelas instituicdes arquivisticas publicas
selecionadas. Especificamente, buscou-se avaliar o contetido e a estrutura das ferramentas de navegagéo oferecidas
para 0 acesso a tais instrumentos, com énfase na qualidade da interagdo dos usuarios diante de suas interfaces, isto &,
seu processo de usabilidade na web.

METODOLOGIA
Para lograr os objetivos deste estudo de natureza exploratéria obedeceu-se aos seguintes procedimentos teérico-
metodologicos: revisao bibliografica, recorte do campo empirico € analise dos instrumentos arquivisticos de referéncia online
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escolhidos. Partiu-se da revisdo bibliografica realizada por Andrade e Silva (2008), principalmente sobre os aspectos tedricos
¢ historicos da descrigdo arquivistica, os instrumentos arquivisticos de referéncia tradicionais e a sua nova geragéo. Também
se baseou no estudo empreendido por Mariz (2012) acerca dos processos de transferéncia da informacéo arquivistica na
internet, no caso dos arquivos publicos brasileiros, além de outros autores da area.

Aanalise dos instrumentos de referéncia selecionados foi realizada a partir da combinagéo de dois caminhos de investigagao.
O primeiro, através de parametros de contelido considerados mais relevantes para esse estudo estabelecidos pelo documento
“Diretrizes Gerais para a Construgdo de Websites de Instituigdes Arquivisticas” do Conarg, em 2000. Ja o segundo tem
inspiracdo na metodologia de avaliagdo heuristica da usabilidade de Nielsen (2007), que define dez heuristicas para a
avaliagdo de interfaces. A analise empreendida utilizou apenas cinco delas, conforme pertinéncia e relevancia para o
estudo: 1) compatibilidade com o contexto; 2) controle do usuario; 3) flexibilidade e eficiéncia de uso; 4) design estético e
minimalista e 5) ajuda e documentagao.

Em seguida, a partir da atribuigdo de graus de severidade, avaliou-se a relagdo entre o que € apresentado pela interface
€ 0 que realmente é necessario para um modelo sélido e consistente, segundo principios heuristicos.

A andlise pretendida foi construida por meio da consolidag&o dos critérios expostos em um quadro para cada instituicdo
arquivistica, gerando um quadro comparativo entre elas.

RESULTADOS

Como produto direto da pesquisa foi elaborado um artigo cientifico intitulado “A metamorfose dos instrumentos arquivisticos
de referéncia na era digital”. Essa produgé&o cientifica abordou o impacto da era digital sobre os instrumentos arquivisticos de
referéncia na perspectiva analitica de conteudo e estrutura dos sitios eletrénicos de trés instituicdes arquivisticas publicas:
0 Arquivo Geral da Cidade do Rio de Janeiro, o Arquivo Publico do Estado do Rio de Janeiro e 0 Arquivo Nacional do Brasil.
Na analise empirica realizada com base nas heuristicas, as instituicdes observadas apresentaram como pontos fortes os
quesitos “compatibilidade com o contexto” e “flexibilidade e eficiéncia de uso”, consequéncia direta da normalizagéo da descrigéo
arquivistica. O ponto mais fraco consistiu no quesito “ajuda e documentacéo”, reforgando a necessidade de conhecer melhor
o perfil do usuario de cada instituigdo para ajuda-lo. A nova geragéo de instrumentos arquivisticos de referéncia do Arquivo
Nacional apresentou resultado mais positivo quanto as cinco heuristicas avaliadas, em especial “ajuda e documentacéo”,
quando comparado as demais instituigdes analisadas. A heuristica mais sintomatica na avaliagéo foi “ajuda e documentag&o”.
Mormente, os resultados apontam para a incorporagao de recursos tecnoldgicos renovando a forma pela qual os usuarios
interagem com as institui¢des arquivisticas.

CONCLUSOES

Ainvestigagao realizada confirmou dois pressupostos gerais que nortearam a execugao da pesquisa: o poder da informagao
arquivistica ndo reside em si mesmo, ele se potencializa com a circulagao e uso dessa informagao mediante instrumentos
que favoregam sua significagdo para que os cidaddos gerem conhecimento; 0s arquivos precisam ser instituigdes mais
populares do que séo, a fim de que mais pessoas possam se beneficiar do conhecimento ali armazenado, compondo uma
sociedade gradativamente mais instruida, mais plural e mais democratica.

As diretrizes do Conarq para a construgdo de websites em 2000 foram precursoras no cenario arquivistico da Web 1.0,
inaugurando uma interlocugéo proficua entre 0s arquivos e as inovagdes tecnologicos emergentes. Pouco mais de uma
década apos, 0 advento da Web 2.0 ampliou os recursos para a disponibilizagdo da informagao online ao encontro da maior
interagdo entre o usuario e as tecnologias. Os sitios eletrdnicos dos arquivos analisados denotam a consolidagdo de uma
nova relacéo entre o usudrio e a informagao através da metamorfose de seus instrumentos de referéncia.

Além dos tradicionais instrumentos de referéncia, as trés instituicdes analisadas disponibilizam uma nova geragéo de
instrumentos arquivisticos de referéncia em seus sitios eletronicos. Infere-se que tais instituicdes buscam otimizar os
recursos tecnoldgicos oferecidos pela Web 2.0, a fim de ampliar e renovar a forma pela qual os usuarios interagem com
seus acervos na era digital.

E imprescindivel que as instituigdes arquivisticas disponibilizem orientagdes claras sobre como operar tais instrumentos,
uma vez que nem todos os usuarios sdo pesquisadores. Demandas heterogéneas suscitam formas de pesquisa particulares.
Deste modo, resta claro que tais instituigdes necessitam promover o carater pedagogico da interagdo com a nova geragao de
instrumentos, explorando a eficacia potencial dos recursos da web, em convergéncia com as necessidades de seus usuarios.
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A LEI DE ACESSO A INFORMAGAO E SUA IMPLANTAGAO NOS PODERES EXECUTIVO,
LEGISLATIVO E JUDICIARIO DOS ESTADOS.

Bruno Medeiros Pinheiro de Araujo (PIBIC-UNIRIO); " José Maria Jardim (orientador); ! Tarcila Mancebo (PIBIC-UNIRIO).

1 - Observatério de Politicas Publicas Arquivisticas, Escola de Arquivologia, Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
Apoio Financeiro: CNPq, CAPES
Palavras-Chave: gestdo de documentos; acesso a informagao; politicas arquivisticas.

INTRODUGAO

ALei de Acesso a informagao (LAI) é encarada por muitos como uma maneira de aperfeicoamento do controle da sociedade
brasileira em relagdo aos seus Governos. Conforme a LA, toda informagéo produzida e custodiada pelo poder publico e
néo classificada como sigilosa sera acessivel a todos os cidadaos.

A LAl perpassa por conceitos de Transparéncia, Democracia e Informacéo. Este ultimo, cujo o campo da ciéncia da
Arquivologia esta inserida, dialoga com a sociedade e produz tanto os meios de que tratam o acesso preconizado pela
LAI, assim como reforga alguns aspectos dela, como a Cidadania, o Controle e Acesso das informagdes publicas e mais
uma vez, a Transparéncia e a Democracia

Ha de se considerar a baixa produgao cientifica sobre o tema da Lei de Acesso a Informag&o e a pouca énfase dada pelos
veiculos de comunicagdo. Sem este tipo de pressado, dos llustrados da academia e imprensa, dificiimente em ambientes
democraticos (e ndo o de ruptura politica-juridica, como o atual) o poder publico ndo seria compelido a agir para a
implementacéo eficaz do acesso a informagao por parte da sociedade.

OBJETIVO

O objetivo geral do estudo era o de analisar as atividades de implantagdo da Lei de Acesso a Informagao Publica nos
Poderes Executivo, Legislativo e Judiciario dos Estados no periodo 2012-2015, e suas relagbes com a gestao dos arquivos
e documentos publicos;

Tendo como objetivos especificos: a) Identificar programas, projetos e regulamentos relativos a Lei de Acesso a Informagao
Publica nos Poderes Executivo, Legislativo e Judiciario do Estados; b) Verificar o funcionamento dos Servigos de Informagédo
ao Cidadé&o ou equivalentes nos Poderes Executivo, Legislativo e Judiciario do Estado; e ¢) Reconhecer o impacto da Lei
de Acesso a Informagéo (LAI) nos Poderes Executivo, Legislativo e Judiciario dos Estados.

METODOLOGIA

As principais etapas foram a de buscar a identificagdo de servigos de informagdo ao cidad&o, programas, projetos e
regulamentos relativos a Lei de Acesso a Informagao Publica nos Poderes Executivo, Legislativo e Judiciario dos Estados.
O levantamento de informagdes foi realizado em sites e nas publicagdes dos Poderes Publicos estaduais, relativas a LAl
Assim como, houve o levantamento de sistemas de arquivos estaduais e como estavam relacionados a estrutura
organizacional daquele Estado.

Além disso, houve também a coleta de dados na imprensa sobre a implementagao da LAl. Sendo priorizados, sem excluséo
de outros veiculos, noticias e artigos de opiniéo sobre a LAI, localizados nos seguintes jornais: Folha de S. Paulo — SP;
O Globo- RJ; O Estado de S. Paulo — SP; Zero Hora- RS; Estado de Minas — MG; Correio Brasiliense — DF; Jornal do
Comercio - PE.

Houve, ainda, pesquisa de bibliografia nas principais publicagbes da area de ciéncia da informagao sobre a Lei de acesso
a informacéo.

Todos esses dados serdo disponibilizados no site do Observatdrio de Politicas Arquivisticas da UNIRIO: (http://www.
politicasarquivisticas.org/).
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RESULTADOS

Considerando a Lei n° 12.527/2011 que trata da Lei de Acesso a Informag&o no ambito Federal, a investigacéo teve seu
inicio analisando quais s&o 0s marcos regulatérios que lidam com a LAl nos Poderes Executivo, Legislativo e Judiciario
dos Estados. Em uma primeira analise constatamos a disparidade de instrumentos legais que regulamentam a LAl no
ambito Estadual: Lei, Decreto, Resolugao', Deliberagdo... todas essas opgdes sao dispositivos do Direito com diferentes
impactos sobre o poder em quest&o. Portanto, percebe-se que a LAl é adaptada de maneira mais proeminente por alguns
Estados e menos por outros. Sem uniformidade.

Também, pode-se afirmar que a LAl no Brasil € inaugurada no &mbito Federal e espalha-se pelos Estados e Municipios,
as vezes com mais interesse dos poderes locais e outras vezes com menos interesse.

A histdria constitucional dos poderes Federativos do Brasil ao longo da Republica, nos permite afirmar que hd momentos
que os Estados da Federac&o estdo sob maior influéncia de um poder central Federal, e hd& momentos em que n&o estao.
Estas caracteristicas podem nos mostrar todas as dificuldades de implementacéo de uma mesma cultura geral de tratamento
e disponibilizag&o de informagoes.

Conforme nossa pesquisa, todos os Estados tém e-sic ou similar, ou seja, todos tém um sistema integrado de informagdes
aos cidad&os que podem ser acessados através de meio eletrénico, pela internet. Algumas publicagdes de auditorias sobre
o0 tema sugerem que o Servigo de informagdo ao Cidaddo dos poderes publicos néo respondem a totalidade de questbes
apresentadas. E quando respondem, ndo fazem coerentemente as demandas solicitadas. Ou seja, a proxima rodada de
monitoramento junto aos agentes publicos tenderia a ser no fino ajuste dos servigos de informagéo para que primeiramente
respondessem a totalidades das questdes e que respondessem melhor as demandas solicitadas. H& na Academia projetos
para as gestdes do conhecimento, dos documentos, das informacgdes que podem fazer frente a este cenério.

No entanto, ainda s&o timidas as adequacdes das entidades publicas neste aspecto. Em pesquisa nossa, apontamos
que apenas cerca de 55,5% dos Estados brasileiros, incluindo o Distrito Federal, possuem um sistema de arquivo e tém
regulamentag&o da LAl concomitantemente.

Comiisso, encontram dificuldade em ter o controle, 0 acesso e a difuséo da informag&o produzida, armazenada e recebida,
deixando de promover o direito de acesso a informag&o ao cidaddo e impossibilitando a execugao da LAl em toda a sua
amplitude.

CONCLUSOES

Conforme a Constituicdo Federal (1988), o acesso a informag&o é um requisito de garantia de direito fundamental. A
regulamentag&o da Lei 12.527/2011 (Lei de Acesso a Informag&o) obriga a criagéo do Servico de Informagao ao Cidadao
(SIC), que deve atender a todos que buscam a informagéo de caréater coletivo, exceto a informagéo pessoal e a sigilosa.
A mesma lei dispde que é dever do Estado a publicidade da informagao por ele gerada/recebida, tendo como finalidade
0 acesso a informagéo, promovendo o controle, a fiscalizagdo e a monitoragéo dos recursos publicos pela sociedade.

Ou seja, tendo por finalidade de promover o controle e monitoramento dos recursos publicos, hd uma lei especifica para
garantir acesso as informagdes. Tal medida perpassa pelo conceito de transparéncia publica que seria um fator de inibi¢éo
de malfeitos publicos, de aumento de participacéo social nas decisdes e aperfeigoamento da gestao dos recursos publicos.
Aimplementac&o da LAl nos Estados ocorre por meio de contaminagéo, seja por quaisquer motivos — praticas administrativas
recompensatorias; seja pelo espirito imbuido do processo civilizador que cheio de significados que a LAl traz consigo no
que tange a coisa publica; seja por pressdes externas de conformidade a paré@metros internacionais; presséo interna de
forgas do governo Federal; imprensa; académicos; populagao.

A continuidade dessa pesquisa para 0s anos seguintes por agentes publicos independentes é de suma importancia para
0 acompanhamento e manutengao da evolugdo da Lei de Acesso na conjuntura social do pais. Podendo assim, identificar
como o poder publico vem desempenhando a transparéncia de suas agdes em prol de uma sociedade mais democratica.

' Nas esferas juridicas, encontraram-se adaptagdes dos portais de transparéncia a Resolugéo n° 102, de 15 de dezembro de 2009, do
Conselho Nacional de Justica. Dispde sobre a regulamentacéo da publicagao de informacdes alusivas a gestéo orgamentaria e financeira,
aos quadros de pessoal e respectivas estruturas remuneratorias dos tribunais e conselhos. Esta Resolugéo pelo que entendemos, nao
abarca todas as possibilidades de utilizagao da LAI, sendo uma das principais causas do atraso dos Poderes Judiciarios, de forma geral,
em relagdo aos outros Poderes no que tange 0 acesso a informagéo.
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Este é um trabalho académico, sustentado com recursos publicos, em um ambiente democratico de investimento na ciéncia
€ no conhecimento académico. Pelo menos em seu comego, este projeto estava neste cenario. E era mais um fator de
promogao da LAl através de seu monitoramento pelo vieis da Arquivologia. Este cenario de busca pela transparéncia foi
alterado no pais.

Diante do fator politico que nos acerca, provavelmente este processo sera estancado. O que é possivel prever seria a
descontinuidade dos processos de transparéncia e maior opacidade ainda nos mandos e desmandos da gestéo publica.
Um ambiente altamente favoravel e necessario para quem conta com a ruptura dos processos juridico-politicos para
governar o pais.
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INTRODUGAO

A pesquisa tem como foco principal o Acervo Frei Tito de Alencar Lima, o qual pertence ao Arquivo da Provincia da Ordem
dos Pregadores no Brasil, localizado na cidade de Belo Horizonte (MG) a partir do qual foi feita uma analise dos documentos
produzidos e/ou coletados pela provincia dominicana no Brasil.

Buscamos analisar os conjuntos e itens documentais sobre a perseguigdo, tortura e prisao do frei dominicano Tito de
Alencar Lima durante o regime militar, bem como a organizagdo arquivistica desses documentos e sua disponibilidade
para acesso. Realizamos também pesquisa bibliografica com a finalidade de aprofundarmos o conhecimento das questdes
pertinentes ao tema.

OBJETIVOS

A pesquisa em desenvolvimento busca expandir o conhecimento acerca dos conjuntos documentais pertencentes ou
relacionados a figura de Frei Tito de Alencar Lima, bem como contemplar a prética arquivistica inserida em uma instituicao
religiosa e sua organizagéo, conservagao e as condigdes de acesso prestadas ao usuario. Além disso, sdo apresentadas
reflexdes a partir de analise bibliografica.

METODOLOGIA

Foi utilizado 0 método qualitativo de pesquisa, por meio de Pesquisa Bibliografica sobre o tema e Pesquisa Documental em
conjuntos de documentos do Arquivo dos Dominicanos (Belo Horizonte — MG). A pesquisa ainda conta com a elaboragao
de quadros demonstrativos para que se possam expor as informagdes coletadas.

RESULTADOS

O arquivo da ordem dos pregadores tem sob sua guarda, entre outros, documentos acerca de Frei Tito de Alencar Lima,
figura que é particularmente estudada ao longo da pesquisa desenvolvida. A partir da pesquisa bibliografica foi possivel
obter uma maior compreensao sobre a atuagao dos frades dominicanos no Brasil, seu envolvimento politico e social, bem
como sobre a perseguic&o a religiosos durante o periodo da ditadura.

Além disso, a importancia do circuito biografico que envolve a memdria do Frei Tito de Alencar Lima pode ser notada
nas questdes que surgem a partir de seu estudo. A perseguicao, tortura, exilio e morte do frei se tornaram marcantes, o
que pode ser percebido a partir da forma como € feita a producdo de sua memoria em varios setores sociais. A pesquisa
bibliografica trouxe uma maior compreensao sobre a atuagao dos frades dominicanos no Brasil e seu envolvimento politico
€ social, bem como sobre a perseguigao a religiosos durante o periodo ditatorial e a produgdo de documentos por parte
tanto dos 6rgdos religiosos quanto dos 6rgdos de informagéo e repressao.

Os arquivos encontrados estavam organizados por assunto. A ordenagéo dos documentos encontrados é feita por data, ou
seja, estdo ordenados cronologicamente. A consulta foi agendada previamente e foi dado acesso a uma pasta suspensa
e duas caixas box, estas com identificagéo alfa numérica.

CONCLUSOES
Partimos de uma perspectiva arquivistica, sobre a produgao de documentos durante o periodo da ditadura no Brasil e seu
alcance social. Contemplamos a pratica arquivistica inserida em uma instituigao religiosa e sua organizagéo, conservagéo
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e as condicBes de acesso prestadas ao usuario. A gestao de documentos, ferramenta utilizada para a organizagéo e para
facilitar os processos de consulta, é observada em nossa pesquisa ao lidarmos com arquivos de uma institui¢éo religiosa.
O acervo pesquisado reflete elaboragdes técnicas da gestdo de documentos, como foi possivel perceber a partir do exemplo
da pasta suspensa a que se teve acesso, referente a Frei Tito enquanto frade vinculado a Ordem dos Pregadores. Estas
pastas s&o criadas para armazenamento de documentagdes administrativas dos frades, que vao sendo acumuladas ao
longo do cumprimento de suas atividades. Apds o falecimento do frade, a pasta € transferida para o arquivo permanente
adquirindo valor secundario.

Os documentos encontrados fazem parte de construgdes de memorias sobre Tito. Parte dessa construgdo é voltada para
as experiéncias traumaticas vivenciadas, causadas por um sistema, identificado como opressor. Nesse sentido, é possivel
compreendermos as interpretacdes feitas por diferentes individuos e grupos voltados para questées sociais, a partir da
imagem de frei Tito, relacionando-o com a luta pelos direitos humanos e a democracia.

REFERENCIAS

ABREU, Alzira Alves de [et al]. Dicionario histérico- biografico brasileiro pos-1930. Rio de Janeiro: Editora FGV; CPDOC,
2001. Disponivel em: http://www.fgv.br/cpdoc/acervo/arquivo . Acesso em: 18/06/2016

ADITAL. Agéncia de Informagao Frei Tito para América Latina. Disponivel em: http://site.adital.com.br/site/index.php?lang=PT
. Acesso em: 04 maio 2016.

ARQUIVOS da Provincia Dominicana no Brasil. Disponivel em: http://www.dominicanos.org.br/site/detalhes5x.php?id=131
. Acesso em: 16 maio 2016.

ASSIS, Jodo Marcus Figueiredo. Martirio, profetismo e santidade em documentos e memérias da luta social de Frei Tito
de Alencar Lima. Relatério de estagio Pés-Doutoral. Rio de Janeiro; UFRJ, 2015.

BOSI, Alfredo. Nos passos de Frei Tito. Estud. av. [online]. 2014, vol.28, n.81, pp.269- 272. ISSN 0103-4014. Disponivel
em: http://dx.doi.org/10.1590/S0103-40142014000200019. Acesso em :02/05/2016.

FEIJO, Sarah Carolina Duarte. Meméria da resisténcia & ditadura: Uma analise do filme Batismo de Sangue. 2011. 158
f. Dissertacéo (Mestrado) - Curso de Historia Social, Departamento de Histéria, Universidade de S&o Paulo, SP, 2011.
FONSECA, Gabrieli Aparecida da. Arquivos Pessoais e suas particularidades no ambito arquivistico. 2015. 10f. Departamento
de Ciéncia da Informag&o, Faculdade de Filosofia e Ciéncias — Unesp, Campus de Marilia

JUNGES, Adriana. Batismo de Sangue: as representagdes do periodo ditatorial no Brasil na década de 60. 2011. 72 f. Tese
(Doutorado) - Curso de Comunicag&o Social, Ciéncias Sociais, Centro Universitario Franciscano - Unifra, Santa Maria, 2011.
POLLAK, Michael. Meméria e Identidade Social. Estudos Histdricos, Rio de Janeiro, v. 5, n. 10, p.200-212, 1992.

18

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

REPRESENTAGAO DA INFORMAGAO NA CONSTRUGAO DO VOCABULARIO
CONTROLADO; UM ESTUDO DE CASO DA CASA DE OSWALDO CRUZ - COC - FIOCRUZ

'Lilian Cassia Souza de Almeida (IC-UNIRIO); 2Rosale de Mattos Souza (orientador).

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

Apoio Financeiro: CNPq, CAPES.
Palavras-chave: Representacdo da Informagéo; Vocabulario Controlado; fonte.

INTRODUGAO

Diante da interdisciplinaridade existente entre Biblioteconomia, Museologia e Arquivologia, este trabalho de pesquisa tem
como objeto o processo de construgdo do Vocabulario Controlado da area de Meméria e Documentagéo, da Casa de
Oswaldo Cruz - COC, da Fundag&o Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Na construg&o de um Vocabulario Controlado na area de
Gestao da Informag&o, observamos que os problemas nas relagdes terminoldgicas e obstaculos na harmonizagéo entre
conhecimentos e termos da Arquivologia, Biblioteconomia e Museologia no que se refere a representagéo da informagao e
as linguagens documentarias num Sistema de Recuperagéo da Informagdo — SRI se tornaram evidente. Assim, para maior
enriquecimento da area, principalmente no que toca a representacéo da informag&o, julgamos que seria interessante e
necessario analisar e estudar a construgéo do Vocabulario Controlado dessa instituigéo, levando-se ainda em consideragao,
que normalmente na Arquivologia existe uma lacuna quanto a representagéo da informagao organica, pois a atividade de
descrigdo é a considerada no processo do tratamento técnico da dos documentos desde o séc. XIX, por influéncia da histéria
e da historiografia nesta area de conhecimento. Portanto, compreender o processo de construgao de sentido no Vocabulario
Controlado da Fundagao Oswaldo Cruz, observando a inclusao dos acervos e informagdes da Biblioteconomia, Museologia
€ em particular da Arquivologia é o objetivo geral deste trabalho. Aimportancia deste trabalho de pesquisa deve-se ao fato
de que a COC, da FIOCRUZ possui vasto acervo de diferentes tipos e todos referidos ao mesmo assunto, demandando
um projeto para a construgdo de um Vocabulario Controlado, e para isso, foi necessario um dialogo multidisciplinar entre
os profissionais de diferentes areas do instituto. O Vocabulario Controlado surgiu da necessidade pela padronizagéo dos
termos dos acervos, buscando o tratamento da informagao, a consisténcia e precisdo dos termos, a rapida e eficiente
recuperagao da informagao.

OBJETIVOS

Objetivo Geral: Compreender o processo de construgédo de sentido no Vocabulario Controlado da Casa de Oswaldo Cruz
(COC) da Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) observando a inclus&o dos acervos da Biblioteconomia, Museologia € em
particular da Arquivologia. Objetivos Especificos: Contribuir para os estudos referentes a representagao da informacao;
Expor a necessidade e a relevancia de um Vocabulario Controlado, €, consequentemente da padronizagdo terminolégica nos
acervos; Contextualizar fungdes e atividades cientificas da Casa de Oswaldo Cruz (COC) e especialmente o departamento
de Sistema de Gestao da Informagao (SGI); Identificar se existe um padrdo e harmonizagao terminoldgica nas Ciéncias da
Saude; Verificar como a harmonizag&o terminologica de acervos distintos da Arquivologia, Biblioteconomia e Museologia se
da e em que ela é baseada; Refletir sobre a importancia da gestao do conhecimento, e consequentemente da representagéo
da informagao em instituigdes que possuem acervos arquivistico, bibliografico e museoldgico.

METODOLOGIA

Uma das principais etapas executadas visou identificar os artigos, textos e publicagdes que expusessem e analisassem o
processo de representacdo da informagéo. Buscou-se também fontes que deixassem claro o processo de representacéo da
informacdo em cada area de conhecimento, na Arquivologia, na Biblioteconomia e na Museologia. Foram feitas pesquisas
na base dos acervos arquivistico e bibliografico da Casa de Oswaldo Cruz. Para melhor elaboragao e entendimento do
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processo de representacéo da informagéo em acervos distintos, foi feito um acordo entre a Unirio e a Casa de Oswaldo
Cruz; acordo firmado em janeiro de 2016 entre a Coordenadora do projeto de pesquisa de Arquivologia pela Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro — Unirio, a bolsista do Projeto de Pesquisa “ Linguagens Documentarias, Semantica
e Representacéo da Informagdo Arquivistica”, cadastrado na Diviséo de Pesquisa — DPQ, da PROPG, da UNIRIO, Lilian
Cassia Souza de Almeida com, especificamente, 0 departamento de Sistema de Gestéo da Informagao (SGI) da Casa de
Oswaldo Cruz (COC). Ficou firmado que, incialmente, a bolsista deveria comparecer ao departamento por duas vezes na
semana para compreens&o dos processos que estao viabilizando a construgdo do Vocabulario Controlado da Casa de
Oswaldo Cruz. Para isso, ficou acordado que a bibliotecaria responsavel pela execugéo e elaboragao dos procedimentos
e do processo de indexagdo Marise Terra explicaria e proporcionaria tarefas para melhor entendimento. A bolsista e a
bibliotecéaria tiveram o respaldo da arquivista responsavel pelo departamento, Ivone de Sa. Posteriormente, a bolsista
desenvolveu as tarefas dadas pela bibliotecaria Marise Terra € as enviara por e-mails. As dlvidas e questdes a serem
corrigidas, assinaladas e analisadas eram tratadas com visitas esporadicas ao Sistema de Gestéo da Informagédo da COC.
Foram realizadas visitas técnicas envolvendo a coordenadora do projeto, a bolsista de pesquisa, a bibliotecaria da COC,
e a Arquivista, a fim de observar e acompanhar 0 andamento do trabalho e a atuag&o da bolsista.

RESULTADOS

0 acordo mencionado logo acima, proporcionou uma maior interagéo entre a equipe do projeto e o processo de representagéo
da informagdo em acervos distintos, e isto permitiu uma melhor compreensdo sobre o processo intelectual e pratico da
representacdo da informagao e consequentemente sob o processo de indexacdo. E escassa a producéo de artigos ou
textos que de fato abordam como o processo de representagdo da informag&o e indexagao ocorre em acervos arquivistico,
bibliografico e museoldgico. E este projeto além de desenvolver esta questdo pouco trabalhada, demostra a real necessidade
por acervos padronizados e representados, €, de certa forma fomenta essa discuss&o nessas trés areas.

CONCLUSOES

Esse projeto evidenciou que de fato existem publicages, artigos e textos sobre a representagéo da informagado, porém
nao foi encontrado nenhum trabalho que ressaltasse a aplicagdo da representagdo da informagéo em acervos, ficando
no plano tedrico; e isso deve ser analisado, porque, de certa forma, isso pode ressaltar a falta de da préxis profissional
aplicada ao desenvolvimento cientifico dada aos profissionais, inclusive aos arquivistas, bibliotecarios e musedlogos, sobre
a gestao do conhecimento, e suas vertentes como a representagédo da informagéo e indexagéo. O processo de construgéo
do Vocabulario Controlado da Casa de Oswaldo Cruz além de evidenciar a necessidade pelo processo de representagéo
da informagdo em seus acervos, mostra o qudo importante é ter uma equipe interdisciplinar para o desenvolvimento de
qualquer projeto, e isto enriqueceu e fundamentou o nosso projeto de pesquisa.
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RESUMO

Introdugao: E notério que ha um distanciamento significante entre usuario e arquivo, no que diz respeito a disponibilizacéo
da informagao arquivistica. Sendo assim, a proposta de estudo realizada objetivou o0 aprimoramento do que ja se conhece
sobre 0s mecanismos de pesquisa disponibilizados por instituicdes detentoras de acervos arquivisticos, que tém como foco
a ampliagdo do conhecimento através do acesso a informagao. Instituicdes arquivisticas tem a responsabilidade social de
garantir acesso as informagdes contidas em seus acervos, de maneira que haja adequada e satisfatéria transferéncia de
informagao ao cidadéo.

OBJETIVO

O objetivo geral da pesquisa foi identificar como ocorre a divulgagéo das informagdes contidas nas instituigdes detentoras
de acervos arquivisticos no Municipio do Rio de Janeiro, analisando seus instrumentos de pesquisa e observando a
utilizagéo, ou ndo, das Normas de Descricdo Arquivisticas, tendo em vista o papel dos arquivos de mediador entre
usuario e o conteudo neles guardados. Em relagéo aos objetivos especificos, realizou-se a identificagdo das instituigdes
arquivisticas publicas do Municipio do Rio de Janeiro que detém acervos arquivisticos, com o objetivo de dar acesso; o
mapeamento dos instrumentos de pesquisa disponibilizados pelas entidades custodiadoras de acervos arquivisticos para
acesso a documentacao preservada, além de analisar quais utilizam as Normas de Descri¢do Arquivistica; e a analise das
informacdes coletadas, além da indicagdo de possiveis maneiras de melhoria ao acesso para as que tiverem instrumentos
de pesquisa falhos.

METODOLOGIA

Do ponto de vista metodoldgico, esta pesquisa de cunho qualitativo foi feita a partir da revisao de literatura com o intuito de
atribuir a investigacao referéncias conceituais que sustentaram as analises. Com as referéncias conceituais estabelecidas
iniciou-se o levantamento de dados sobre as instituicdes detentoras de arquivos no Municipio do Rio de Janeiro. Para
esse levantamento foi utilizado o cadastro do Conselho Nacional de Arquivos. Também foram realizadas visitas técnicas
quando necessarias. A partir dos dados coletados, foram feitos o registro e a sistematizagéo das informagdes, levando em
consideragdo, principalmente, a qualidade e a eficiéncia dos instrumentos de pesquisa disponibilizados aos usuarios. Para
uma eficiente e compreensiva organizagao das informacdes, foram utilizados instrumentos de apoio como tabelas e gréaficos.

RESULTADOS

Foi confirmado que os instrumentos de pesquisa tradicionais ainda sdo bastante utilizados para pesquisas fisicas, ou seja,
aquelas em que o usuario vai diretamente ao arquivo pesquisar no acervo. Foi observado, também, que eles estdo sendo
disponibilizados digitalmente, na intengéo de facilitar e melhorar a eficiéncia da disponibilizagéo da informag&o, uma vez
que, quando disponivel online, o usuario tem a possibilidade de fazer uma busca prévia sem sair de casa. Constatou-se que
instrumentos de pesquisa novos estdo cada vez mais tendo espago no meio arquivistico, pois também séo facilitadores de
acesso aos usuarios. Bases de dados sdo ferramentas de pesquisa rapidas, que organizam de forma eficiente a informagao
asseguram um acesso instantaneo a informagao. Acredita-se que esse tipo de instrumento venha a ganhar cada fez mais
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espaco em relagdo a produgao de instrumentos de pesquisa e, quem sabe em um futuro, vir a substituir os instrumentos
tradicionais. A importancia de inventarios, catalogos e indice é inquestionavel, mas com a tecnologia avangando e a
necessidade de se ter tudo que deseja em tempo real é grande suficiente para fazer com que eles sejam substituidos.

CONCLUSOES

Com a pesquisa foi possivel a certificacdo de que arquivos estdo no caminho para se tornarem instituices onde ha um
interesse por parte de usuarios em estar e pesquisar em acervos, mas ainda é necessario dar um olhar mais instrutivo,
uma vez que nem todo usuario € um profissional da Arquivologia ou de areas afins. Entende-se que ha uma auséncia
significante de usuarios comuns, ou seja, que ndo sejam pesquisadores ou pessoas procurando documentagao probatéria
nos arquivos. Por isso, a proposta de estudo realizada objetivou o desenvolvimento do que ja se compreende sobre o0s
instrumentos de pesquisa, ferramentas de pesquisa que objetivam facilitar a busca de informagdo dentro dos acervos
disponiveis para consulta. Durante o desenvolvimento do projeto de pesquisa, procurou-se fazer uma analise critica em
torno das ferramentas de pesquisa disponibilizados pelas instituicdes custodiadoras de acervos arquivisticos na Cidade
do Rio de Janeiro, no caso as trés instituigdes publicas que representam uma esfera do governo do Brasil.
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INTRODUGAO

0 aumento dos registros, em especial os fotograficos digitais, e 0 surgimento e popularizagéo de redes sociais, fez crescer
uma necessidade urgente de se pensar uma nova estratégia de gestdo para esses documentos. A falta de bibliografia a
respeito do assunto indica que o profissional de arquivo ainda ndo tem arcabougo teérico suficiente pare se preparar para
essa mudanga de perspectiva que € demandada a partir do surgimento e proliferagdo desses novos tipos de documentos.
Pouco se tem problematizado sobre isso. Muitas questdes podem ser feitas quando se trata dessa tematica, como por
exemplo: qual deve ser o comportamento do arquivista perante essa nova e incontestavel realidade? Como agir diante da
mudanga do documento analégico para o digital? A formagao do arquivista estd adequada a atual demanda? Como gerenciar
arquivisticamente essas fotograficas de redes sociais? Podemos considera-las documentos de arquivo? Buscamos nesta
pesquisa ndo necessariamente respostas prontas para essas e outras questdes, mas a problematizagio de algumas delas,
que ainda tem sido prética bastante escassa no campo cientifico da Arquivologia.

OBJETIVO
Para inicio da pesquisa, foram elencados os seguintes objetivos: identificar ferramentas de internet para armazenamento
de fotografias e também para sua divulgagéo; verificar o uso dessas ferramentas para albuns de familia.

METODOLOGIA

Com o intuito de cumprir com os objetivos desta pesquisa, foram realizadas as seguintes atividades: leitura da literatura
existente sobre imagens, registros fotograficos e armazenamento das mesmas em meios digitais; mapeamento dos sitios
digitais de armazenamento dos registros fotograficos, como por exemplo, as redes sociais; analise das relagdes existentes
entre o produtor e/ou portador das imagens com as redes sociais que funcionam como locais de armazenamento e guarda
de registros pessoais; e busca de meios de armazenamento de imagens em locais de rede com seguranca.

RESULTADOS

No passado néo muito distante, fotografar era uma pratica cara e pensdvamos duas vezes antes de queimar um filme com
uma nova foto. Atualmente, o problema é outro: temos milhares de fotos estocadas no computador, ou em sites na internet,
apenas esperando por uma falha no HD ou no servidor para se perderem para sempre. Por esta raz&o, é necessario no
mundo moderno e tecnoldgico levarmos em consideragdo que as formas de armazenamento de imagens postadas no
ambiente digital podem ser perdidas com o tempo, principalmente se partimos do pressuposto que as redes sociais, como
o0 Facebook, ndo s&o repositorios infinitos de informagao, principalmente pela sua caracteristica mutavel e inconstante. A
rapida evolug&o das tecnologias, a popularizagdo do computador individual, entre outros fatores, propiciou a descentralizagéo
dos trabalhos informaticos, e a evolugao das redes locais para as redes regionais e globais, sendo a internet a maior e
melhor dessas redes. Essas mudangas atingiram profundamente o mundo do trabalho e, sobretudo, a area arquivistica,
pois 0 avango tecnolégico mudou radicalmente os mecanismos de registro e de comunicagéo da informacéo, que, por sua
vez, levou & mudanga nos procedimentos e atividades que envolvem os arquivos (RONDINELLI, 2002). Urge, atualmente,
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a necessidade de uma mudancga na mentalidade e no comportamento do profissional de arquivo, pois com o passar dos
Ultimos anos, fica cada vez mais evidente o aumento significativo dos documentos eletronicos. O surgimento das redes
sociais nos Ultimos vinte anos, ligou ainda mais as pessoas e fez crescer a necessidade do registro e compartilhamento
de informagdes pessoais. Soma-se a isso 0 aumento do nimero de fotografias digitais, que sdo hospedadas nas redes de
relacionamento. Documentar o cotidiano por meio de fotos e compartilhar com outras pessoas passou a ser comum. O que
antes era puramente analdgico, escasso e para fins de registro familiar, agora é plural, publico e corriqueiro. A fotografia
nos arquivos pessoais, sobretudo nas redes sociais, pode ser considerada uma forma de representagéo da identidade
do produtor. Segundo Michele Zambom, a auséncia de referéncias fisicas cria a possibilidade da construgéo livre de uma
mascara social. Cria-se uma personalidade/identidade da maneira que melhor convém. Trata-se de um espaco virtual,
onde cada um pode mostrar a si mesmo do modo como quer aparecer e ser identificado pelos outros (ZAMBOM, 2007).
Em pesquisa sobre albuns digitais em redes sociais, Fabiola de Mesquita observou que a imagem fotografica passa a ser
suporte da meméria de cada individuo, auxiliando na compreenséo do que acontece a meméria pessoal na era das novas
tecnologias da informagdo. O album passa a ser arquivo de uma recordacdo que ndo é estanque e sim fluida, continua
(MESQUITA, 2007). Mesquita trabalha a questao dos albuns de familias, quem eram repletos de fotografias, responsaveis
pela criacdo de uma meméria privada, repleta de subjetividade e representa¢éo. Aemergéncia dos albuns virtuais conserva
algumas caracteristicas dos albuns modernos, como a aura narrativa e de memoéria das fotografias, além da tentativa de
“guardar” o momento tempo-presente na internet. Observando o cotidiano de usuarios das redes sociais como locais
de hospedagem de registro fotografico, muitos deixaram de lado essa preocupagédo quanto ao armazenamento de suas
imagens, esquecendo de guardar uma segunda cépia. Uma recente pesquisa da Seagate (por meio da Harris Interactive)
revelou que 54% dos adultos que responderam a pesquisa ja perderam pessoalmente ou conhecem alguém que perdeu
arquivos. Entretanto, apenas 10% fazem backup diariamente e 25% (ou seja, uma em quatro pessoas) nunca fazem
backup de seus ativos digitais. Além disso, 72% dos entrevistados classificaram fotos e videos como seus ativos digitais
mais valiosos (SEAGATE). Identificamos a preocupagéo do mercado tecnoldgico em criar dispositivos de armazenamento
de dados, através da criagdo de disquetes, CDs e DVDs. Com o tempo, essas tecnologias foram ficando obsoletas,
com o agravante da facilidade da perda de informacéo, e sendo substituidas pelo backup digital, passando os registros
fotograficos a serem armazenados no que conhecemos como “nuvem”, os chamados “cloud computing”. Porém, ainda
nao foi solucionado o problema da facilidade da perda da informagao nele contida. Como ja explicitado acima, tratamos
esses documentos como documentos arquivisticos, entendendo a necessidade da area arquivistica de trazer para si tal
desafio. Podemos dizer que o album de fotografia analégico € comparavel em estrutura e fungéo social ao album criado
digitalmente, mesmo que possuam entre si elementos distintos, principalmente no que dizem respeito as peculiaridades
da criagéo da fotografia e seu uso.

CONCLUSOES

Considerando o conceito de documento de arquivo, a fotografia digital nas redes sociais pode ser vista como o produto das
acdes e transagdes de ordem burocratica e/ou sociocultural responséaveis pela sua produgéo. Concluindo isto, concordamos
com a colocagao de Aline Lopes de Lacerda, de que é necessario valorizar a relag&o organica de tais imagens fotograficas ao
seu universo ‘gerador’, que deveria ser atribuigéo do tratamento arquivistico, a partir de uma abordagem menos naturalizada
com relacdo a esses registros (LACERDA, 2012). Enfim, buscamos, por meio dessa pesquisa, defender o status de
documento arquivistico que tem a fotografia nas redes sociais, pois tal como as fotografias analdgicas, elas documentam
as atividades de um individuo e mantem relagao organica com outros registros feitos pelo mesmo. Ao compararmos as
imagens na internet com as fotografias antigas e os albuns em redes sociais com os tradicionais albuns de familia, podemos
perceber que ha apenas uma mudanga de suporte, aliada a novos costumes de uma sociedade que estad em constante
mutacao, o que leva a uma mudanca também nos seus arquivos. Esta mudanga de suporte e de comportamento, faz-nos
pensar na necessidade de voltar a atencéo para novos métodos de armazenamento pois se tratam de documentos sensiveis
e que podem ser facilmente perdidos, e assim perder uma parte da historia do produtor.
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INTRODUGAO

Os Arquivos Institucionais possuem lugar consagrado e vasta literatura em Arquivologia, 0 que ndo ocorre com 0s Arquivos
Pessoais. Primeiramente ha algumas expressdes a sublinhar: Arquivos Publicos, Arquivos Privados, Arquivos Pessoais,
Arquivos Institucionais. (COOK, 1998) O carater das organizagdes € o primeiro nivel de distingao. Este carater pode ser
publico ou privado, o que néo define a diferenciacdo de pessoal e institucional. Sdo situagdes distintas. Os arquivos podem
ser pessoais publicos, pessoais privados, institucionais privados ou institucionais publicos. Ha ainda arquivos pessoais
privados custodiados por instituicdes publicas. Somente essa pequena explanagao ja renderia longa discussao, porém este
néo é o foco do presente trabalho. A inquietagéo inicial quanto ao foco e tematica surgiu nas aulas de Arranjo e Descri¢éo,
onde foi estudado que os arquivos pessoais sdo entendidos como Arquivos Permanentes. Neste momento notou-se que
pouco é falado sobre Arquivos Pessoais. A questao chamou atengdo da turma. Outra questdo, que suscita inquietagdes
€ quais usos sao possiveis para este tipo de Arquivo, quem os utiliza e para que e como s&o armazenados nas familias
e instituigdes publicas. Nesse sentido, a meméria social, institucional e familiar séo evocados para buscar possiveis usos
destes acervos.

OBJETIVO

Partindo desses questionamentos, o presente trabalho tem como objeto de pesquisa os documentos arquivisticos do
género iconografico, especificamente as fotografias, de Arquivos Pessoais Publicos e Privados, custodiados por instituicbes
publicas e privadas. A pesquisa nos mencionados Arquivos tem por objetivo identificar a insergéo das fotografias em
conceitos arquivisticos, analisar os tratamentos dados aos arquivos fotograficos pessoais tendo como referéncia a Teoria
Arquivistica e mapear e comparar o tratamento arquivistico aplicado a arquivos pessoais institucionais com o tratamento
aplicado a arquivos pessoais domiciliares. Além disso, a pesquisa busca compreender 0s usos destes acervos em areas
de conhecimento como a Histéria, Meméria Social e Sociologia, visando observar interdisciplinarmente como o tratamento
arquivistico dispensado a esses Arquivos influenciam usos e possiveis usuarios das informagdes neles contidas.

METODOLOGIA

Visando alcangar os objetivos propostos, foram percorridos trajetos distintos, sendo um deles a literatura especializada,
que foi utilizada para a construgao do marco teérico da pesquisa. O estudo foi baseado em diversas fontes bibliograficas
sobre imagens, registros fotograficos, arquivos especiais — tratamento e conservagéo, arquivos pessoais, memdria, uso
social. Além disso, a busca por literatura busca também observar possiveis obras que se baseiam em arquivos pessoais
fotograficos, de modo a buscar observar possiveis usos dos mesmos para pesquisas fora do contexto arquivistico. Em
paralelo, foi feita uma pesquisa de campo que incluiu visita a instituices que mantém arquivos fotograficos pessoais e em
acervo fotografico de pessoa anénima, com a aplicagéo de questionario pré-moldado, feito durante entrevista, construida
por meio do referencial tedrico e do estudo empirico, visando determinar as semelhancas e diferencas entre os acervos
pessoais das instituigdes e dos particulares. Foram estudados também os mecanismos de divulgagéo e uso das fotos.
Relacionamos com base no levantamento de dados e da pesquisa de campo em arquivos pessoais fotograficos, a teoria
arquivistica e a realidade desses arquivos. Através de revisdo bibliografica, expusemos a conceituagéo e terminologia
atualmente empregada em arquivos pessoais; trazendo a tona a realidade dos arquivos fotograficos pessoais e relacionando-
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as a teoria arquivistica. Através desta metodologia, levantamos bibliografia, estudos e dados sobre a construgéo do conceito
de arquivos pessoais e 0s relacionamos ao tratamento arquivistico dado aos arquivos fotograficos pessoais ao tratamento
arquivistico em geral e ao dado aos arquivos publicos.

RESULTADOS

De modo que fosse possivel conhecer, mesmo que em pequena amostragem, a realidade das Instituicdes e de algumas
familias sobre o tratamento que estes ddo as fotografias digitais, foi realizada, em dezembro de 2015, entrevista com aplicagéo
de questionario. As perguntas foram baseadas nas funges arquivisticas citadas por Rousseau e Couture na publicagado Os
fundamentos da disciplina arquivistica (1998), pois € desenvolvendo essas fungdes que o tratamento arquivistico de acervos
¢ realizado. O vocabulario utilizado no questionario para as instituicdes difere do vocabulario empregado no questionario
para as familias, pois a terminologia arquivistica ndo é amplamente conhecida e n&o era de intengdo na pesquisa passar,
de alguma forma, a terminologia para as familias. Algumas palavras sdo comuns a ambos: classificagdo, preservagao,
arquivamento e documento. E é neste pequeno vocabulario comum que as semelhangas se encerram. Foram escolhidas
duas instituigbes para a entrevista: Instituto Moreira Salles e Fundag&o Oswaldo Cruz. Serdo nomeadas como instituigao 1
(11) e instituicdo 2 (12). No caso das familias, foram entrevistadas duas: uma da classe B (renda mensal de 10 a 20 salarios
minimos. indice segundo o IBGE), nomeada familia 1 (F1) e outra de classe D (renda mensal de 2 a 4 salarios minimos.
indice segundo o IBGE), nomeada familia 2 (F2). As perguntas partem da produgdo documental e caminham entre as
fungdes arquivisticas de modo que se chegue a eliminagao ou destinagdo e acesso, no caso das que possuem acesso.
Vale lembrar, ainda, que a instituigdo publica sofre influéncia da Lei de Acesso a Informagéo (L.A.l., Lei n° 12.527/2011)
e que em nenhum momento foi objetivo deste trabalho eleger melhor prética entre as identificadas e sim de conhecer e
fazer conhecer as praticas realizadas. E perceptivel a diferenca entre as realidades apresentadas nas respostas dadas ao
questionario nas entrevistas. Com relagao as instituicdes, a maneira como os documentos chegam a elas € bastante distinta
€ variada uma da outra. Enquanto na [1 0 modo de chegada € um tanto que padronizado, mesmo havendo compras, na 12
ha tantas variagdes quanto possivel. Ha aproximagdes entre a maneira de iniciar o tratamento nas duas instituicdes, pois
ambas iniciam com a equipe de conservagao ou preservacao, o que aponta para o cuidado com o estado e manutengéo
das qualidades do acervo recebido. Pela 11 tratar somente imagens fotograficas analdgicas ja em papel e a 12 tratar ja de
fotografias digitais, ha a diferenga do tratamento que, no caso da 12, envolve equipamento e fases de tratamento a mais
que na 1. O modo de Arranjar e Descrever também se assemelha uma vez que as duas instituicdes tratam cada acervo
como que de maneira personalizada. E realizado o estudo prévio, mesmo na I2 havendo a pesquisa mais profunda sendo
realizada depois, ha sempre estudo prévio da documentagao antes de iniciar o tratamento, o que vai de acordo com a
literatura da area que preconiza a pesquisa por parte dos organizadores do acervo. Mesmo ndo havendo Quadro de Arranjo
definido e padronizado, ha na |1 o estabelecimento interno de categorias e metodologia prépria baseada em experiéncias
€ em teoria que pode ser utilizada para a maioria dos acervos da instituicdo, uma vez que estes possuem mesmo carater
e tematica geral. Quanto a recuperacdo do contexto e da organicidade ambas parecem, através das respostas fornecidas,
alcangar com suficiéncia este ponto. A instituigdo 12 afirma categoricamente que sim, consegue recuperar os contextos de
produgao e a ordem original e, mesmo quando nao, fazem o possivel, com a colaboragéo da equipe e de pesquisadores,
para se aproximar ao maximo e proporcionar ao usuario informacdes consistentes. Ainstituicao 11, no que se refere ao topico
do paréagrafo anterior, afirma que também consegue recuperar, através da metodologia de Arranjo e Descri¢&o, recuperar
e respeitar os possiveis Fundos, Ordem Original e Proveniéncia. Quanto a descrigdo, os métodos séo diferentes, porém
ambos sao padronizados. A NOBRADE é amplamente utilizada e o método Dublin Core € pouco utilizado na descri¢do
de documentos de género textual na area de Arquivologia, mas, esse método parece atender muito bem a documentos
iconograficos, principalmente fotografias, como exposto pela 12. De maneira geral, as duas instituicdes apresentam 6timas
praticas com relagdo aos seus acervos e sao exemplos de empenho e compromisso com a intengédo do autor ou titular do
acervo ou fundo. Este tipo de agdo vai de encontro certeiro na literatura que aponta o trabalho de arquivistas (e organizadores
de acervos) como trabalhoso e investigativo, uma vez que este adentra territorio desconhecido, com especificidades distintas
de outros acervos e ainda devem lidar com gestao de recursos e muitos outros desafios colocados pelo contexto de cada
instituicdo. Ja as familias entrevistadas indicam semelhangas néo t&o positivas. Por motivos que néo foram contemplados
nesse trabalho e que ja podem iniciar discussdo para outro, as familias entrevistadas responderam que ndo realizam
nenhum tipo de backup. O que chama atengéo pela natureza dos documentos digitais e pela facilidade em perdé-los ou
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inutiliza-los por falta de manutencdo. Nesse caso, ha uma questao a ser levantada: as familias podem né&o realizar backup
por n&o saber o que € exatamente € um backup. No caso da F2, ha o armazenamento também em um pen-drive, 0 que
pode ser considerado um tipo de backup. Ambas possuem alguma maneira de classificar as fotografias, mesmo que néo
especificadas na entrevista. Também avaliam as fotos, sinal de que estas ndo ficam somente depositadas e armazenadas
no computador sem serventia. O principal motivo de produgéo, e talvez o Unico apresentado pelas familias, € a intengéo
de guardar momentos através do registro. Algumas palavras utilizadas pelas familias tem grande peso para Arquivologia,
mas vé-se que tem também peso para as mesmas.

CONCLUSOES

E possivel observar que a teoria arquivistica consegue, de alguma maneira, acompanhar as mudangas sociais e
tecnoldgicas. A evolugéo histérica dos arquivos demonstra que os mesmos s&o reflexos do funcionamento das instituicdes
as quais pertencem através dessa habilidade de atualizar-se de acordo com as demandas mercadoldgicas, tecnolégicas e
institucionais. Nesse sentido, observamos que 0s usos destes arquivos séo multiplos, multifacetados e escapam do universo
arquivistico, de forma que é mais abrangente e seus usos sdo muito difundidos na sociedade, tal qual a fotografia o é. E
verdade também que os documentos digitais, mais precisamente, os documentos arquivisticos digitais sdo um desafio que
impdem a Arquivologia respostas tedricas e praticas num universo onde a demora nessa resposta pode significar, desde a
ndo solidificagédo da mesma como ciéncia diante de outras areas semelhantes e diante da Ciéncia da Informag&o, incluindo
a perda de influéncia politica, até a ndo evolugéo e verticalizagéo tedrica de seus conceitos. Verticalizagdo essa que é ainda
necessaria quanto aos Arquivos Pessoais e fotografias como documento arquivistico. Sabe-se que as caracteristicas desses
documentos incluem alto grau de diversificagdo, o que dificulta uma padronizag&o que pode ser associada a verticalizagéo
tedrica. A pesquisa demonstra, mesmo que com pequena amostragem, que as instituicdes possuem meios de realizar a
tarefa dificil de tratar arquivos, ou acervos, pessoais fotograficos. As familias devem atentar-se mais a preservagéo de sua
memodria. A pergunta que surge é: como? Quem instruira? E acessivel a todos os métodos de preservagéo? Bom, essas
perguntas ficam para proximas pesquisas.
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INTRODUGAO

O subprojeto “ALei de Acesso a Informag&o e sua implantag&o nos Poderes Executivo e Legislativo das Capitais Estaduais”
esta inserido no projeto de pesquisa “A Lei de Acesso a Informagéo no Brasil: politicas arquivisticas, agéncias, atores e
processos no cendrio politico-informacional do Governo Federal entre 2013 e 2016”, coordenado pelo professor José
Maria Jardim.

O projeto é relevante, pois evidencia e analisa 0s nimeros referentes ao cumprimento ou no da Lei de Acesso a Informagéo
(LAI), evidenciando, assim, como esta sendo feito 0 acesso a informagao no Brasil, especificamente nas capitais. O servigo
de acesso a informag&o é fundamental no exercicio da cidadania, uma vez que possibilita ao cidad&o consultar dados de
seu interesse.

OBJETIVOS

Identificar os programas, projetos e regulamentos relativos a Lei de Acesso a Informagao Publica (LAI) nos Poderes Executivo
e Legislativo das capitais estaduais e verificar as formas de atendimento as demandas de informag&o governamental ao
Cidadao com o objetivo de reconhecer o impacto da LAl nesses municipios.

METODOLOGIA

Primeiramente foi feita uma anélise dos dados coletados pela Controladoria Geral da Unido (CGU) quanto a aplicagao
da Lei de Acesso a Informagdo. Assim, a partir das duas aplicagdes do Escala Brasil Transparente (EBT2.0 e EBT 1.0), a
CGU estabeleceu um ranking dos Estados, municipios e das capitais estaduais.

Para efeitos desse subprojeto, foram analisados os dados dos Estados como um todo e das capitais. Uma das preocupagdes
que tivemos foi o levantamento da existéncia de um Sistema eletrénico do servigo de informagéo ao cidad&o (e-SIC).

Em um segundo momento, verificamos nas principais revistas da area de Arquivologia, Biblioteconomia e Ciéncia da
Informagao, publicagdes com a tematica central “Lei de Acesso a Informag&o”. Como metodologia para o levantamento
quantitativo e qualitativo dos artigos, levamos em consideragéo os artigos que possuiam meng&o a Lei no titulo, nas
palavras-chave ou no resumo, caracterizando, portanto, que o assunto principal do artigo era a Lei de Acesso a Informacéo,
€ nao somente uma citagéo da Lei.

RESULTADOS

Na analise do Escala Brasil Transparente, percebemos que, em geral, houve avangos quanto a aplicagao da Lei de Acesso
a Informacao, pois as notas de um ano para o outro melhoraram.

Primeiramente fizemos uma analise dos Estados, para tanto, dividimos as notas obtidas na Escala Brasil Transparente
em cinco faixas de notas:
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Faixa de notas EBT 1.0 EBT 2.0
0-2 2 Estados: AP; RN. 2 Estados: AP; AM.
24 5 Estados: AM; MA; MS; PA; RJ. 4 Estados: AC; MS; RR; SE.
4-6 3 Estados: AC; RO; RR. 1 Estados: RO.
6-8 5 Estados: AL; MT, MG; PB; PI. 4 Estados: AL; PE; RJ; SC.
8-10 12 Estados: BA; CE; DF; ES; GO; PR; PE; RS; | 16 Estados: BA; CE; DF; ES; GO; MA; MT; MG;
SC; SP; SE; TO. PA; PB; PR; PI; RN; RS; SP; TO.

Fonte: CGU.

Fazendo a anélise por faixa de notas, temos na primeira faixa os Estados com notas de 0-2, onde percebemos a manutengao
do mesmo nlmero de Estados nesta faixa, ou seja, dois Estados. No entanto, na primeira avalia¢&o, os dois Estados
(Amapa e Rio Grande do Norte) estavam com a nota zero, pois ndo atendiam a nenhum dos requisitos estabelecidos
pela CGU em sua metodologia para pontuar. Na segunda avaliagdo, mantém-se dois Estados nesta mesma faixa de 0-2
(Amapa e Amazonas), mas apenas 0 Amapa com a nota zero. Amazonas tem a sua nota rebaixada na segunda avaliagao
e, assim, passa da faixa de 2-4 para a de 0-2, enquanto o Rio Grande do Norte tem a sua nota melhorada, e sai da faixa
de 0-2 e passa para a faixa de 8-10.

Nas trés faixas de notas seguintes temos uma diminuigdo do nimero de Estados em cada uma dessas faixas, assim
temos na faixa de 2-4 na primeira avaliagao cinco Estados (Amazonas, Maranh&do, Mato Grosso do Sul, Para e Rio de
Janeiro) e na segunda avaliagdo quatro Estados (Acre, Mato Grosso do Sul, Roraima e Sergipe). O Maranhdo que na
primeira avaliagdo estava na faixa de 2-4, passa para a nota maxima (10,0) na segunda avaliagdo. O Mato Grosso do Sul
mantém a nota 2,5 nas duas avaliagbes e permanece na faixa de 2-4. O Paré e o Rio de Janeiro melhoram suas notas de
uma avaliagdo para a outra e saem da faixa de 2-4 e vao para as faixas de 8-10 e 6-8, respectivamente. Acre, Roraima e
Sergipe tém suas notas rebaixadas, enquanto os dois primeiros passam da faixa 4-6 para a faixa 2-4, Sergipe passa da
faixa 8-10 para 2-4, uma diminuigao de nota consideravel.

Na faixa de 4-6 temos na primeira avaliagdo trés Estados (Acre, Rondénia e Roraima) enquanto na segunda avaliagao
apenas um Estado (Ronddnia). Apesar do Estado de Rondénia ter tido a sua nota diminuida de 5,56 para 4,44, o Estado
permaneceu na mesma faixa de 4-6.

Na faixa de 6-8 temos na primeira avaliag&o cinco Estados (Alagoas, Mato Grosso, Minas Gerais, Paraiba e Piaui) enquanto
na segunda avaliagdo passa a ter quatro Estados (Alagoas, Pernambuco, Rio de Janeiro e Santa Catarina). Alagoas teve
a sua nota aumentada de 7,78 para 7,92, mantendo-se, portanto, na mesma faixa de 6-8. Mato Groso, Minas Gerais,
Paraiba e Piaui tiveram suas notas aumentadas e, com isso, passaram da faixa de 6-8 para a faixa de 8-10, sendo que o
Estado de Minas Gerais atinge a nota méxima (10,0). Pernambuco e Santa Catarina tém suas notas rebaixadas e passam
da faixa de 8-10 para 6-8.

Alltima faixa, correspondente aos Estados que obtiveram notas entre 8-10, portanto as notas mais altas, temos na primeira
avaliagdo doze Estados (Bahia, Ceard, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Parand, Pernambuco, Rio Grande do Sul,
Santa Catarina, S&o Paulo, Sergipe e Tocantins) enquanto na segunda avaliagéo cresceu para dezesseis Estados (Bahia,
Ceara, Distrito Federal, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Minas Gerais, Para, Paraiba, Parana, Piaui, Rio
Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Tocantins). Os Estados da Bahia, Distrito Federal, Espirito Santo, Goiés e
Tocantins tiveram suas notas melhoradas e permaneceram na faixa de 8-10, todos esses Estados atingiram a nota méaxima
(10,0). Parana e Rio Grande do Sul tiveram as suas notas diminuidas, no entanto, se mantiveram na faixa de 8-10. Sdo Paulo
foi 0 Unico Estado a ser avaliado com a nota méxima (10,0) nas duas avaliagdes e, portanto, manteve-se na faixa de 8-10.
Assim, percebemos que ocorreu de uma avaliagao para a outra (EBT2.0 e EBT 1.0) um aumento dos Estados que atingiram
a nota méxima (10,0), enquanto apenas um Estado permanece com a nota minima (0,0).

Em um segundo momento, fizemos uma analise das capitais, para tanto, também dividimos as notas obtidas na Escala
Brasil Transparente em cinco faixas de notas:
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Faixa de notas EBT 1.0 EBT 2.0
0-2 4 capitais: Macei6; Macapé; S&o Luis; Porto | 1 capital: Porto Velho.
Velho.
2-4 3 capitais: Belém; Boa Vista; Teresina. 4 capitais: Maceio; Manaus; Teresina; Aracaju.
4-6 6 capitais: Manaus; Vitoria; Cuiaba; Rio de | 4 capitais: Salvador; Belém; Porto Alegre; Boa
Janeiro; Aracaju; Palmas. Vista.
6-8 7 capitais: Rio Branco; Salvador; Goiania; | 3 capitais: Macapa; Campo Grande; Natal.
Campo Grande; Belo Horizonte; Natal; Porto
Alegre.
8-10 7 capitais: Fortaleza; Brasilia; Jodo Pessoa; | 15 capitais: Rio Branco; Fortaleza; Brasilia;
Curitiba; Recife; Floriandpolis; Sdo Paulo. Vitéria; Goiania; Sao Luis; Cuiaba; Belo
Horizonte; Jodo Pessoa; Curitiba; Recife; Rio
de Janeiro; Florianopolis; Sao Paulo; Palmas.

Fonte: CGU.

Observamos que na andlise dos dados referente as vinte e sete capitais dos Estados do Brasil, também tivemos uma
evolugéo quanto ao acesso a informagéo, ao compararmos a primeira e a segunda avaliagéo feitas pela CGU (EBT 1.0 e
EBT 2.0). Desta forma, seguimos a mesma metodologia adotada na analise dos Estados, separando as capitais em cinco
faixas de notas.

Na primeira faixa, referente as notas de 0-2, tivemos na primeira avaliagdo quatro capitais (Maceié, Macapa, Sao Luis e
Porto Velho), das quais Macapa, S&o Luis e Porto Velho obtiveram a nota minima (0,0). Na segunda avaliagao, apenas Porto
Velho ficou com nota zero e permaneceu na faixa de 0-2. Macapd, S&o Luis e Porto Velho tiveram suas notas aumentadas
na segunda avaliagdo e mudaram para as faixas 2-4, 6-8, 8-10, respectivamente.

Na faixa de 2-4 tivemos na primeira avaliagao trés capitais (Belém, Boa Vista e Teresina), enquanto que na segunda avaliagao
quatro capitais foram avaliadas dentro dessa faixa (Maceié, Manaus, Teresina e Aracaju). Belém, Boa Vista e Teresina
aumentaram suas notas, sendo que as duas primeiras capitais passaram para a faixa de 4-6, e Teresina permaneceu
na faixa de 2-4. Manaus e Aracaju que na primeira avaliagao figuravam na faixa de 4-6, tiveram a sua nota diminuida na
segunda avaliagao e foram para a faixa de 2-4.

Na faixa de 4-6 foram classificadas seis capitais na primeira avaliagdo (Manaus, Vitoria, Cuiaba, Rio de Janeiro, Aracaju
e Palmas) e quatro na segunda avaliagéo (Salvador, Belém, Porto Alegre e Boa Vista). As capitais Vitdria, Cuiaba, Rio de
Janeiro e Palmas tiveram suas notas aumentadas na segunda avaliagéo e, portanto, passaram da faixa de 4-6 na primeira
avaliacdo para a faixa de 8-10 na segunda avaliagéo. Ja as capitais Salvador e Porto Alegre tiveram as suas notas diminuidas
e, assim, passaram da faixa de 6-8 na primeira avaliagéo para a faixa de 4-6 na segunda avaliagéo.

Na faixa de 6-8, tivemos 7 capitais (Rio Branco, Salvador, Goiania, Campo Grande, Belo Horizonte, Natal e Porto Alegre),
enquanto que na segunda avaliagéo tivemos apenas trés capitais (Macapa, Campo Grande e Natal). As capitais Rio Branco,
Goiania e Belo Horizonte foram melhor avaliadas na segunda avaliagdo e passaram da faixa de 6-8 para a faixa de 8-10,
sendo que Rio Branco atinge a nota maxima (10,0) na segunda avaliagdo. A capital Campo Grande manteve a sua nota
(6,81), enquanto Natal teve uma leve redugéo (de 7,64 para 7,36) e, por isso, ambas permaneceram na faixa de 6-8.

Na ultima faixa de 8-10, tivemos sete capitais na primeira avaliagéo (Fortaleza, Brasilia, Jodo Pessoa, Curitiba, Recife,
Floriandpolis, Séo Paulo) enquanto que na segunda avaliagdo ocorre um salto significativo e passa-se a ter nessa faixa
quinze capitais (Rio Branco, Fortaleza, Brasilia, Vitoria, Goiania, Sao Luis, Cuiaba, Belo Horizonte, Jodo Pessoa, Curitiba,
Recife, Rio de Janeiro, Floriandpolis, Sao Paulo, Palmas). De todas as capitais que se enquadraram na faixa de 8-10 na
segunda avaliagdo, a maioria teve sua nova melhor qualificada na segunda avaliagéo, com excegao de Fortaleza que teve
uma pequena diminui¢do de sua nota (de 8,61 para 8,19), mantendo-se, portanto, na mesma faixa de 8-10; e Sao Paulo
que manteve a sua nota maxima (10,0). Destaca-se, ainda, que na primeira avaliagéo apenas S&o Paulo atingiu a nota
maxima (10,) enquanto que na segunda avaliagao seis capitais atingem a nota maxima (10,0), Rio Branco, Brasilia, Jodo
Pessoa, Curitiba, Recife e Sao Paulo.
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Por ultimo, para o levantamento bibliografico em periddicos da area, obtivemos o seguinte resultado:

Revista 201 2012 2013 2014 2015 2016 Total
Biblos 0 0 0 2 0 N/A 2
BRAJIS 0 0 0 1 0 0 1
Ciéncia da Informagio 0 0 1 0 0 N/A 1
DataGramaZero N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
Em Questio 0 N/A N/A N/A N/A N/A 0
Encontros Bibli 0 0 0 0 1 1 2
Informagéo & 0 0 0 1 1 N/A 2
Informagao
Informagao & 0 2 0 0 0 0 2
Sociedade
Acervo 0 0 0 0 0 1 1
Total 0 2 1 4 2 2 11

(N/A - Néo avaliado)

Foram poucas as publicagdes encontradas, denotando que o tema, por sua relevancia, ainda tem muito a ser explorado. A
Revista DataGramaZero deixou de ser publicada em dezembro de 2015 e o site em 20 de maio de 2016 ja ndo se encontra
disponivel e, por esse motivo, ndo pdde ser avaliada. No site da revista Em Questao, apenas foi encontrado um nimero,
de 2011, que n&o possui nenhum artigo sobre a LAI, assim, os demais anos n&o puderam ser avaliados.

CONCLUSAO

Percebemos ao analisar as avaliagdes aplicadas pela CGU que a aplicacéo da Lei de Acesso a Informagao vem sendo
ampliada e disseminada, mas ainda n&o atingiu sua capacidade plena. Existem Estados e até capitais que ainda podem
melhorar o acesso dos cidad&os as informagdes que lhe forem pertinentes. O quantitativo de artigos académicos publicados
nas revistas especializadas, nos indica que o tema ainda precisa ser melhor discutido e analisado.

REFERENCIAS

BRASIL. Lei n® 12.527, de 18 de novembro de 2011. Regula o acesso a informagdes previsto no inciso XXXIII do art. 5°,
no inciso Il do § 3° do art. 37 e no § 2° do art. 216 da Constituicdo Federal; altera a Lei n® 8.112, de 11 de dezembro de
1990; revoga a Lei no 11.111, de 5 de maio de 2005, e dispositivos da Lei n® 8.159, de 8 de janeiro de 1991; e da outras
providéncias. Disponivel em: <http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2011-2014/2011/lei/l12527 .htm>. Acesso em: 20
mai. 2016.

BRASIL. Escala Brasil Transparente. Metodologia desenvolvida pela CGU, 2015. Disponivel em: <http://www.cgu.gov.br/
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AS BASES TEORICO-METODOLOGICAS EM DESENVOLVIMENTO DE COLEGOES:
AUTORES DO SECULO XIX E XX - UMA COMPARAGAO

1Christina Guterres Ferreira Alves (Bolsista IC-UNIRIO); " Simone da Rocha Weitzel (orientadora).

1—Departamento de Estudos e Processos Bibliotecondmicos; Escola de Biblioteconomia; Universidade Federal do Estado
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Apoio Financeiro: IC/UNIRIO
Palavras-chave: Teorias da Sele¢édo; Desenvolvimento de colegoes.

INTRODUGAO

O presente estudo da continuidade as investigagdes acerca da origem e fundamentos da disciplina desenvolvimento
de colegdes que almeja identificar as teorias, os tedricos e a literatura que embasaram a construgdo de uma teoria de
desenvolvimento de colegdes conforme resultados de pesquisa anterior (WEITZEL, 2015).

Em estudos anteriores, Weitzel distinguiu 18 autores, especialmente dos séculos XIX (franceses em sua maioria) e XX
(indiano, norte-americanos e ingleses) responsaveis por uma teoria do desenvolvimento de colegdes, a saber: CIM,
Albert; MAIRE, Albert; ROUVEYERE, Edouard; CONSTANTIN, L. A.; PEIGNOT, Gabriel; MOREL, Eugene; NAMUR, P;;
RICHARD, Jules (século XIX) e BROADUS, Robert; CARTER, Duncan e BONK, John, CURLEY, Arthur e BRODERICK,
Dorothy; DRURY, F. K. W; EVANS, G; Edward; HAINES; Helen E; MCCOLVIN, L. R; RANGANATHAN, S. R. (século XX).

OBJETIVOS

Objetivo geral nesta etapa é analisar a obra de Robert Broadus, “Selecting materials for libraries” (1981), verificando se os
autores do século XIX e do século XX foram citados e as teorias e métodos de selegao do autor em questao, tendo por base
0 modelo de politica de selegao sistematizado por Vergueiro (2010, p.107-108). Sdo objetivos especificos neste estudo:
a) realizar a leitura da obra de Broadus (1981) para verificar a existéncia de referéncias aos autores do século XIX e do
século XX; b) detectar os critérios de selegdo apresentados por Broadus (1981) tendo por base o0 modelo apresentado por
Vergueiro (2010); c) verificar outros elementos do processo e/ou politica de seleg¢ao apresentados por Broadus (1981) tendo
por base o modelo apresentado por Vergueiro (2010); d) colaborar com a coleta de dados para o projeto de estudos “Origem
e Fundamentos do ensino do Desenvolvimento de Colegdes no Brasil: a partir da 12. Fase do Curso de Biblioteconomia
da Biblioteca Nacional” desenvolvido pela Prof.2 Dr.2 Simone da Rocha Weitzel.

METODOLOGIA

Para a consecugao dos objetivos deste estudo foram seguidas as seguintes etapas e atividades: a) leitura e analise de
Weitzel (2010) — “Elaboragé&o de uma politica de desenvolvimento de colegdes em bibliotecas universitéarias”; b) leitura
e analise de Vergueiro (2010) — “Sele¢do de materiais de informagao”; c) busca e localizagdo da obra objeto do estudo:
“Selecting materials for libraries” de Robert Broadus. Nesta etapa foi realizada uma busca intensiva para localizagdo da
obra em bibliotecas universitarias e de pesquisa da Regido metropolitana do Rio de Janeiro incluindo a Biblioteca Nacional
e em grandes livrarias da regi@o. Um exemplar da obra foi localizada na Biblioteca Nacional, e outro na Biblioteca do Centro
de Filosofia e Ciéncias Humanas (CFCH) da Universidade do Federal do Rio de Janeiro, o qual foi solicitado empréstimo.
d) levantamento de dados biograficos do autor. €) analise preliminar da obra em estudo observando sua estruturacao; f)
levantamento, na obra analisada, de referéncias aos autores do século XIX e XX — objeto da pesquisa de Weitzel (2015);
g) leitura da obra de Broadus (1981) visando identificar critérios de sele¢do por ele apresentados tendo por base o modelo
apresentado por Vergueiro, bem como outros elementos do processo e/ou politica de selegao por ele apresentados.

RESULTADOS

Na analise da obra de BROADUS, verificou-se a mengao de trés dos autores que sdo objeto de pesquisa do projeto do
qual faz parte o presente estudo. S&o eles: Francis K. W. Drury (1930), Lionel Roy McColvin (1925) e S. R. Ranganathan
(1966). Segundo Broadus, sua obra “Selecting materials for libraries” € um guia para auxiliar, especialmente o bibliotecario
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iniciante, perante “o desafio de longo prazo de visualizar de forma viavel e consistente a responsabilidade da sele¢cdo como
um todo, sem perder de vista a necessidade de atencéo cuidadosa aos detalhes do processo” (BROADUS, 1981, p. vii).
O autor enfatiza que seu “foco principal sdo as pequenas e médias bibliotecas gerais, mas que uma boa por¢éo de suas
observagdes se aplica também as bibliotecas universitarias, especializadas ou de maior porte” (BROADUS, 1981, p. vii).
Seu trabalho esta estruturado em cinco partes. A primeira parte compreende: o problema da seleg&o e a sua abordagem
basica, discorre sobre a importancia do processo de sele¢do na biblioteca, o papel do contexto da biblioteca no processo
de selecdo, os principios fundamentais deste processo e discute as evidéncias objetivas sobre o uso de materiais. Na
parte seguinte, o autor estabelece as bases para a selegao de livros discutindo a questdo dos editores e das publicagdes,
argumentando sobre a avaliago dos livros, analisando o uso de catalogos e guias, abordando, por fim, a importancia
das resenhas de livros como fonte de avaliagdo. A selegéo de tipos particulares de material impresso é apresentada
na terceira parte que engloba materiais livres € sem custos, documentos publicos, periodicos, trabalhos de referéncia,
materiais esgotados e substitutos. A quarta parte da obra esta concentrada nos materiais ndo impressos, onde o autor
discute sua natureza e uso, principios gerais e guias, além do processo de selegdo destes materiais. Por fim, na quinta
parte, Broadus analisa a selegao de materiais por campo do conhecimento agrupados em 13 se¢des (BROADUS, 1981, p.
ix-x). Verificou-se, entdo, grande correspondéncia em relagéo aos topicos abordados no que se refere a politica de selegao
entre Broadus (1981) e Vergueiro (2010). Percebeu-se que poucos assuntos, dentre os quais doagdes, reconsideragdo de
decisdes e modelos para as atividades do processo de sele¢do de materiais, ndo foram ou foram superficialmente discutidos
por Broadus. Por outro lado, a obra de Broadus se detém em consideragdes sobre a problematica da sele¢do de cada
area do conhecimento, servindo inclusive como fonte de informagao especializada para guias, catalogos e bibliografias. E
preciso destacar que o livro de Broadus dedica grande parte de seu livro aos instrumentos auxiliares de sele¢do — fontes
de informag&o que, conforme o termo denota, auxilia o bibliotecario a mapear o que existe sobre um tema ou assunto de
forma a contribuir para o atendimento dos interesses dos usuarios e da instituicdo que a mantém. Mas, o autor também
identifica algumas ressalvas nestes instrumentos, tais com adequagao ao publico alvo, desatualizagéo, pouca experiéncia
de alguns bibliotecarios com o campo de assunto da biblioteca que atua. Em Ultima analise podemos considerar que,
para o autor, o processo de selegao acontece em duas etapas: uma macro selegéo (assuntos de interesse) que leva em
conta principalmente quem usa, ou pode usar a biblioteca em questdo (BROADUS,1981, p. 13); e uma micro selegao
(BROADUS, p.85, 1981) que avalia o titulo (sua capacidade de atrair atengao - interesse) €, em relagéo ao contetido, sua
atualidade, veracidade (que parece englobar autoridade e precis@o nos termos de Vergueiro), auséncia de preconceitos
(imparcialidade), a autoridade do autor e do editor (autoridade).

CONCLUSOES

Ao final do presente estudo percebeu-se um alinhamento das ideias de Broadus (1981) com os conceitos atualmente
consagrados nos estudos sobre formagao e desenvolvimento de cole¢des, destacando sua preocupagdo com as
necessidades e desejos dos usuarios no momento da selegdo. Verificou-se, entdo, grande correspondéncia em relagao
aos topicos abordados no que se refere a politica de sele¢do entre Broadus (1981) e Vergueiro (2010), especialmente em
relagao aos instrumentos auxiliares de selegao - o foco principal do livro - e em relagéo aos critérios de selegao. Percebeu-se
que poucos assuntos, dentre os quais doagdes, reconsideragéo de decisdes e modelos para as atividades do processo de
selegdo de materiais, ndo foram ou foram superficialmente discutidos por Broadus. Por outro lado, a obra de Broadus se
detém em consideragdes sobre a problematica da sele¢do de cada area do conhecimento, servindo inclusive como fonte
de informagao especializada para a identificagdo de guias, catalogos e bibliografias.
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INTRODUGAO

Em pesquisa realizada entre os anos de 2007 e 2009, cujo objetivo firmava-se em investigar a origem e fundamentos do ensino
do Desenvolvimento de Colegdes no Brasil, a partir da primeira fase do curso de Biblioteconomia da Biblioteca Nacional,
Simone da Rocha Weitzel' resgata do Arquivo Central da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) e
do acervo da Biblioteca Nacional (BN), diversos documentos referentes as origens do primeiro curso de Biblioteconomia
do Brasil e da América Latina, atualmente alocado na UNIRIO. Segundo Weitzel (2009, p.3), “A Biblioteconomia tem sido
objeto de poucas pesquisas voltadas para o seu desenvolvimento e fortalecimento como campo cientifico”. Entretanto,
seu trabalho abriu campo para que outros pesquisadores? pudessem investigar o ensino de outras areas do conhecimento
que atualmente agregam o curriculo do curso Bacharelado em Biblioteconomia da Escola de Biblioteconomia (EB)
da UNIRIO. A presente pesquisa fundamenta-se nos estudos que tratam da genealogia da Biblioteconomia brasileira
(WEITZEL, 2009, SABAG, 2012, CASTRO, 2000), tendo como objeto a presenga da tematica Biblioteca Publica, na
formag&o dos bibliotecarios no pais. Nesse sentido, o presente trabalho procura mapear e analisar na “Colegdo Meméria
da Biblioteconomia” a existéncia de obras que abordam a tematica “Bibliotecas Publicas” e ainda pensar a existéncia de
tais documentos em relagéo a colegdo como um todo. Ao langar um olhar para os indicios histéricos de como essa tematica
foi trabalhada, pretende-se compreender a nogdo de Bibliotecas Publicas que emerge da referida colegao. A colegdo em
questdo conta com um total de 721 entradas de titulos e esta localizada na Sala Guilherme Figueiredo na Biblioteca Central
(BC) da UNIRIO. A sala de obras raras hospeda quatro acervos especiais, sdo eles: Acervo Basico-Histdrico da Biblioteca
da Primeira Escola de Biblioteconomia do Brasil; Coleg&o Vieira de Mello; Colegéo Shakespeariana e Colego Guilherme
Figueiredo (BIBLIOTECA..., 2016).

OBJETIVO

A pesquisa tem como objetivo geral compreender a nogéo de Bibliotecas Publicas que emerge da “Colegdo Meméria
da Biblioteconomia”. Para tanto, estabeleceu-se como objetivos especificos: classificar as tematicas que constituem a
colecdo; mapear as disciplinas, bem como suas ementas e bibliografias do curso de Biblioteconomia da BN no periodo
estabelecido pelo recorte, 1915-1962; identificar e analisar a partir dos dados recolhidos nas etapas anteriores o lugar da
tematica “Bibliotecas Publicas” na referida coleg&o.

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa bibliografica (GIL, 2010) fundamentada por duas leituras especificas a exploratoria e a analitica.
Utilizou-se da leitura exploratoria para buscar indicios nos livros da “Colegao Meméria da Biblioteconomia” que pudessem
expressar a tematica abordada no contetido das obras. Para tanto, fez-se necessario um trabalho de campo, com contato
direto ao acervo, para realizar a coleta dos dados para analise. A analise utilizada para o tratamento dos dados coletados
foi a analise de contetudo (BARDIN, 1977), em que foi realizada uma categorizagao tematica de acordo com grandes
areas de estudo da Biblioteconomia, conforme o que foi apresentando pela, a colegdo. Em paralelo, utilizou-se da leitura

' Professora Associada Il da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).
2 Ver pesquisas de Azevedo (2013) e Sabbag (2012), também realizadas com apoio financeiro da Fundagao Biblioteca Nacional.
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analitica, que se caracteriza por ser uma leitura mais aprofundada no conteudo textual que a exploratoria, em relatérios
cientificos e livros que pudessem fundamentar o contexto histdrico-social no qual a cole¢éo e consequentemente a
abordagem tematica das obras estd inserido. Ainda conforme as classificagdes apresentadas por Gil (2010) é possivel
caracterizar a presente pesquisa, em relagdo aos seus objetivos, como sendo do tipo exploratoria € segundo os métodos
empregados para a coleta dos dados, como sendo uma pesquisa quali/quantitativa em que os dados da analise foram
obtidos por meio de uma pesquisa de campo. Vale ressaltar ainda que por mais que néo estivesse previsto no projeto a
realizacéo de entrevistas como forma de coleta de dados, muitos conhecimentos sobre o contexto da cole¢do e do curso
foram adquiridos por meio de conversas informais com os funcionérios da BC e uma ex-aluna que estudou na década de
50. Como recorte, estabeleceram-se quatro marcos no curriculo do curso da BN, a saber; 1915-1922 - primeira fase de
funcionamento com um curriculo pensado para formacéo especializada voltada para atender as necessidades da propria
instituicdo; 1932-1944 - reabertura do curso apos seu encerramento em 1922 (em 1933 houve uma nova reforma em que
apenas inverteu a ordem das disciplinas. A nova estrutura foi mantida até reforma de 1944); Reforma de 1944 - o curriculo
passou a promover uma formagao profissional com aplicagdo Util a qualquer biblioteca; Reforma de 1962 - defini¢do do
curriculo minimo para o curso e Biblioteconomia pelo MEC (CASTRO, 2000; CHRONQS, 2014).

RESULTADOS

Conforme o levantamento das disciplinas que marcaram o periodo do recorte da presente pesquisa, realizado por meio
da leitura analitica do material apresentando por Castro (2000), Weitzel (2009), Sabbag (2012) e Chronos (2014) pode-se
constatar que a “Cole¢do Memoria da Biblioteconomia” € um espelho da representacéo tematica que fundamentava o
curso. O grafico a seguir, evidencia a distribuicdo das tematicas que constituem a colegao de acordo com o quantitativo
de entradas de titulos das obras gerais (para a pesquisa, foi contabilizado 1 exemplar por titulo e desconsideradas as
obras de referéncia):

Grafico 1 — Representatividade das tematicas que compdem a Cole¢do Meméria da Biblioteconomia.

Representagio tematica da colegéo

B QUANTITATIVO

CEL
Bibliotecas

Tipos de Bibliotecas
Fublicagies Sennadas

OAR

Arquivologia

Livros
Selecao de Livros

Bihlinfilia
Bibliografia

Biblinteconotia

Legislag@io de Bibliotecas
Filosofia

Imprensa
Teologia
Sociologia
Comunicagio
Tipografia

Encadernagio

Artes Graficas
Literatura

Linguistica

Documentagin
Catalogacio
Classificagio

Servico de Referéncia
Histdria da Ciéncia

Direttos Autorais
Administracio

Metodologia da Pesquiza
Arquitetura de Bibliotecas

Fonte: Elaborado pela autora.

Nota: Abarra “Outros” refere-se aos assuntos que ndo se enquadraram em nenhuma das grandes tematicas estabelecidas
para a formulagdo do grafico como, por exemplo, “Odontologia”.

Legenda: As siglas OAB e CRL indicam Organizagdo e Administragdo de Bibliotecas e Conservagao e Restauragéo de
livros, respectivamente.
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A tematica “Bibliotecas Publicas” foi categorizada no universo das obras que tratam de “Tipos de Bibliotecas” (nacional,
especializada, infantil, publica e escolar (FONSECA, 2007)), representando 42% da categoria, como ilustra o grafico abaixo:

Gréfico 2 — Representatividade das tematicas sobre tipos de bibliotecas.

Distribuicio portipos de bibliotecas

B Biblioteca Macional

m Bibliotecas Plblicas

B Dibliotecas Infantis

m Bibliotecas Hoapitalares

Bibliotecas Universitarias

Bibliotecas Escolares

Fonte: Elaborado pela autora.

No campo da Biblioteconomia brasileira, as tematicas que abordam questdes relacionadas as demandas sociais € as politicas
sociais, em que esta inclusa a tematica “Bibliotecas Publicas”, marcaram expressivamente a década de 80 (CALIL JUNIOR,
2014). A partir dos dados reunidos durante a pesquisa, pode-se verificar que ja havia uma movimentago no campo que
conduzia a essa tendéncia. E possivel realizar tal inferéncia, ao langar um olhar para as tematicas presentes na colegéo e
para as reformas curriculares que marcaram o curso, em especial a reforma de 1944 que introduziu a obrigatoriedade de
se cursar uma disciplina optativa, sendo “Bibliotecas Publicas” uma das disciplinas oferecidas pelo programa (CASTRO,
2000). Até o presente momento, foi possivel verificar a existéncia da tematica na coleg¢éo e sua razéo de ser, a preocupagao
em formar um bibliotecario que fosse capaz de atuar em qualquer tipo de biblioteca, ndo mais apenas na prépria BN
(CHRONOS, 2014), entretanto, devido a grande quantidade de dados que foram reunidos e tratados, n&o foi possivel
ainda verticalizar a analise ao ponto de compreender a nogdo que se tinha a respeito das bibliotecas publicas na época.

CONCLUSAO

A presente pesquisa teve como objetivo compreender a nogdo de Bibliotecas Publicas que emerge da “Colegdo Meméria
da Biblioteconomia”. Para tanto, foi realizado um trabalho de campo que compreendeu em uma coleta de dados por meio
de uma investigacdo no acervo, que tinha por finalidade mapear indicios (método indiciario) da presenca da tematica
“Bibliotecas Publicas” na referida colegdo. Com base na analise empregada (analise de contetdo), foi possivel identificar,
através do emprego de categorizagdo tematica o lugar que a tematica “Bibliotecas Publicas” ocupa na colegao. No universo
das disciplinas optativas, pode-se constatar que a tematica se sobressaia em relagao as demais disciplinas que abordavam
temas que se relacionam com os tipos de bibliotecas em seus contetidos programaticos. Devido ao grande volume de
dados que foram coletados no acervo, ndo foi possivel verificar a nogao que se tinha da tematica “Bibliotecas Publicas” a
época, pois o periodo de coleta, tratamento e anélise desses dados se estendeu para além do previsto. Dessa forma, ha
a perspectiva de continuagéo da investigagdo nas ementas e bibliografias das disciplinas que foram levantadas durante
a pesquisa.

REFERENCIAS
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A ORGANIZAGAO DO CONHECIMENTO EM RELIGIOES DE MATRIZES AFRICANAS:
REPRESENTAGAO E RECUPERAGAO DA INFORMAGAO NA NAGAO KETO

' Laura Maria Martins Ferreira Santos (IC-UNIRIO); " Marcos Luiz Cavalcanti de Miranda (orientador).

1 — Departamento de Estudos e Processos Bibliotecondmicos; Centro de Ciéncias Humanas e Sociais; Universidade
Federal do Estado do Rio de Janeiro.

Palavras-chave: Organizagdo do Conhecimento; Nagdo Keto; Representagao do Conhecimento; CDD23

1 INTRODUGAO

A premissa para o desenvolvimento deste trabalho pautou-se na valorizagao dos referenciais afrodescendentes, tendo em
vista a lei estadual n° 5506, de 15 de julho de 2009, que determina o candomblé patriménio cultural imaterial do estado
do Rio de Janeiro. Entendemos, portanto, que a eficiéncia na representagdo do conhecimento afrodescendente ¢ fator
primordial para que seja assegurada a preservagao do patriménio intangivel.

No ambito deste trabalho buscamos desenvolver uma analise acerca dos aspectos que permeiam a representagéo do
conhecimento produzido pela Nagdo Keto, assim como os referentes a ela. Priorizamos a meméria local, 0 saber popular,
a promogao da diversidade cultural e da construgdo do conhecimento baseados na experiéncia e nas préaticas sociais
associadas ao candomblé de Keto.

Para tanto investigamos a 232 Ed. da Classificacdo Decimal Dewey a fim de identificarmos possibilidades para a
representacdo do conhecimento relativo ao nosso objeto de estudo, o conhecimento relativo ao Candomblé de Keto.

2 OBJETIVOS

Investigar como o conhecimento produzido pelos integrantes da Nagdo Keto estao representados na CDD23; possibilitar
novas formas de representar o conhecimento a partir dos saberes milenares das culturas Afrodescendentes; Contribuir
para a preservagao do patrimonio intangivel.

3 METODOLOGIA

Para alcangar os objetivos propostos nesta pesquisa adotamos os seguintes procedimentos:

+ levantamento bibliografico sobre a nagao keto;

+ analise e estudo do sistema de organizagdo do conhecimento CCD23, no que se refere de algum modo a representagao
do conhecimento e a cultura afrodescendentes, particularmente aqueles que se relacionam a religido na nagao keto.

+ identificagédo e extragdo dos segmentos tematicos relacionados ao conhecimento e a cultura afrodescendentes em religido;
+ mapeamento da indexag&o atribuida a amostras de documentos tipicos em unidades de informagédo que tratam de
questdes relativas a cultura e ao movimento afrodescendentes;

4 RESULTADOS

Segundo convengao proposta pela UNESCO (2003, p.23) entendemos patrimdnio imaterial pelas praticas, representacoes,
expressdes e conhecimentos que as comunidades reconhecem como parte integrante de seu patriménio cultural, sendo estas
transmitidas de geragdo em geragao, constantemente recriado pelas comunidades e grupos em fungéo de seu ambiente,
de sua interacdo com a natureza e de sua historia, gerando um sentimento de identidade e continuidade e contribuindo
assim para promover o respeito a diversidade cultural e a criatividade humana.

Ja conforme o Iphan (2000, p.08) s&o atribuigdes do registro, protecéo e tombamento de bens materiais e imateriais:
Identificar e documentar bens culturais, de qualquer natureza, para atender a demanda pelo reconhecimento de bens
representativos da diversidade e pluralidade culturais dos grupos formadores da sociedade; e apreender os sentidos e
significados atribuidos ao patriménio cultural pelos moradores de sitios tombados, tratando-os como intérpretes legitimos
da cultura local e como parceiros preferéncias de sua preservagao.

Portanto, a fim de contribuir na preservagéo do patrimonio intangivel foram levados em consideragéo no desenvolvimento
da analise e estudo dos sistemas de organizagdo do conhecimento fatores que visavam abranger e salientar as disposicoes
da UNESCO e do IPHAN.
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Diante esta perspectiva foi possivel observar as dificuldades de representar o conhecimento afrodescendente nos sistemas
de organizag&o do conhecimento (CDD23) assim como o estabelecimento de conceitos e de suas relagdes, por estes ndo
contemplarem a multiplicidade cultural relacionada ao nosso objeto de pesquisa.

A partir do nosso levantamento observou-se um cunho generalista no que se refere a representagao das religiées de
matrizes africanas presentes na CDD23.

Ao investigarmos a 232 ed. da CDD (Classificagdo Decimal De Dewey) encontramos a classe 299.6 que se refere a “religides
originarias de negros africanos e afrodescendentes”, subordinada a ela a classe 299.67 que trata de “cultos especificos”
e por fim a classe 299.673 “candomblé”. N&o € abarcada neste sistema nenhuma especificidade dedicada a diversidade
que permeia a caracterizagao, historia e tradigdes do Candomblé da Nagéo Ketu, assim como o da multiplicidade dos
demais cultos de Candomblé.

Deparamo-nos com uma subrepresentagdo das religides africanas e afrodescendente, uma vez que as relagdes que as
envolve ndo séo satisfatoriamente eficientes.

5 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstraram que a pouca especificidade na representacdo do candomblé provoca uma dispersao
significativa em termos de representacdo da multiplicidade étnica e da diversidade cultural, assim como uma perda
semantica da informagé&o.

0 estudo relacionado a representagao do conhecimento e a cultura da religido na nagao keto demonstrou a necessidade
eminente do desenvolvimento de representagdes que melhor contemplem sua especificidade e multiplicidade.

Apouca precisdo na representagédo do conhecimento das religides de matrizes africanas, e especialmente o candomblé de
ketu, gera prejuizo no que tange a preservagéo do patriménio intangivel, tornando imprescindivel o esforgo na tentativa de
criacdo e reformulagéo dos sistemas de organizagdo do conhecimento que assegurem a continuidade dessas tradigdes.
Portanto, embora o candomblé tenha o patamar de patriménio intangivel assegurado no estado do rio de janeiro, a
preservacao dos saberes relacionados a sua cultura apresentam perdas no que se refere a sua representagao nos sistemas
de representagao do conhecimento.
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A PRODUGAO CIENTIFICA SOBRE BIBLIOTECAS PUBLICAS NOS CAMPOS DA
BIBLIOTECONOMIA E CIENCIA DA INFORMAGAO: UMA ANALISE COMPARATIVA ENTRE
PERIODICOS NACIONAIS E INTERNACIONAIS

" Magnolia Felix de Aratjo (IC-CNPq); ' Alberto Calil Elias Junior (orientador)

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

Apoio financeiro: CNPq
Palavras-chave: Biblioteconomia; Bibliotecas Publicas

INTRODUGAO

As diretrizes da IFLA para bibliotecas publicas (2012) apontam para possiveis variagdes nos niveis de desenvolvimento
que as bibliotecas publicas podem apresentar de acordo com o contexto em que atuam. No Brasil, fatores socioculturais,
politicos e econdmicos relegaram esta instituicdo a um patamar aquém de sua capacidade, portanto, como afirma Machado
(2015, p. 110), “o Brasil € um pais onde a biblioteca publica ainda ndo conseguiu se posicionar na sociedade como uma
instituicdo de acesso a informagéo”. Com isso, podemos afirmar que o lugar que as bibliotecas publicas ocupam na
sociedade brasileira se desdobra na caréncia de politicas publicas e recursos, na falta de conhecimento das suas fungées
por parte da populagéo, bem como na baixa produgéo cientifica sobre o tema.

OBJETIVO

Este subprojeto, desdobramento do projeto original “A construgéo social do(s) lugar(es) da Biblioteca Publica na sociedade
brasileira”, tem como objetivo investigar as nogdes de uso das bibliotecas publicas no Brasil, analisando comparativamente
o nivel de ocorréncias do tema “bibliotecas publicas” nas producdes de artigos de periddicos nacionais e internacionais.

METODOLOGIA

Apesquisa se deu por meio de um levantamento bibliografico de artigos de periddicos internacionais nas bases LISA (Library
and Information Science Abstracts), DOAJ (Directory of Open Acess Journal), e e-LIS (e-prints in Library & Information
Science). As estratégias de busca empregadas no levantamento da base LISA foram as seguintes: utilizamos “public
libraries” como termo de busca; o tipo de fonte selecionado foi “peridédicos académicos”; o tipo de documento escolhido foi
“artigo de periddico”; e os idiomas indicados foram Inglés, Espanhol, Francés e Portugués. Desta busca, a base retornou
17.400 resultados, porém, por considerarmos este um nimero de documentos excessivamente alto para realizar nossa
investigagao, langamos méao de um recurso disponivel na prpria base, optando por aplicar um filtro que delimita ainda mais
os assuntos tratados nos artigos. Desse modo, selecionamos o filtro “public libraries”, e obtivemos 352 resultados, sendo
apenas 35 destes o total de artigos de fato recuperados. Para a busca no DOAJ utilizamos “public libraries” como termo
de busca, e selecionamos “artigos” como tipo documental. De um resultado de 139, recuperamos apenas 17 artigos. Na
base e-LIS, selecionamos o assunto “public libraries” e dos 508 resultados, foram recuperados 160 artigos. Estes artigos
foram reunidos em um drive virtual junto a outros que haviam sido previamente recuperados na primeira etapa da pesquisa.
Apbs a elaboragao das referéncias destes documentos, e da verificagdo e excluséo de eventuais resultados duplicados,
obtivemos um total de 237 artigos.

RESULTADOS

Ao aplicarmos um recorte temporal aos artigos que recuperamos nesta etapa da pesquisa, sistematizando-os por décadas,
constatamos que o maior nimero de publicagdes acontece na década de 2000, como visto abaixo:
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Tabela 1 - Publicagdes de artigos internacionais por década

Artigos de periodicos internacionais - (recorte temporal)

Década de 90 19
Década de 2000 128
Década de 2010 90

Fonte: elaboracdo da autora

Quando comparamos o total destas publicagdes com os artigos de periédicos nacionais dentro do mesmo recorte, verificamos
que no ambito internacional a quantidade de artigos é consideravelmente superior.

Grafico 1 — Publicagdes de artigos nacionais e internacionais por década
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Fonte: elaboracéo da autora

No cenério brasileiro verificamos um timido crescimento de publicagdes entre cada uma das décadas, j& no &mbito
internacional podemos perceber um maior destaque dado ao tema, sobretudo se compararmos a produgao das décadas

de 90 e 2000.
Tabela 2 — Publicagdes de artigos nacionais e internacionais por década
Artigos de periddicos nacionais Artigos de periddicos internacionais
Década de 90 4 19
Década de 2000 35 128
Década de 2010 49 90
TOTAL 88 237

Fonte: elaboragao da autora

A partir da sistematizagao dos documentos recuperados, identificamos 59 diferentes periddicos, sendo os que constam na
tabela abaixo aqueles que possuem o maior nimero de artigos sobre o tema “bibliotecas publicas”, e a Espanha o pais
com o nimero mais expressivo de publicagdes, um total de 55 artigos.
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Tabela 3 — Periodicos internacionais

TiTULO PAiS DE ORIGEM | TOTAL DE ARTIGOS
BOLETIN DE LAASOCIACION ANDALUZA DE BIBLIOTECARIOS ESPANHA 28
PUBLIC LIBRARY QUARTERLY ESTADOS UNIDOS 22
EL PROFESIONAL DE LA INFORMACION ESPANHA 16
REVISTA INTERAMERICANA DE BIBLIOTECOLOGIA COLOMBIA 16
PEZ DE PLATA: BIBLIOTECAS PUBLICAS A LA VANGUARDIA CHILE 15
SERIE BIBLIOTECOLOGIA Y GESTION DE INFORMACION CHILE 13
ANALES DE DOCUMENTACION ESPANHA 11

Fonte: elaboragao da autora

Observando a presenga de pesquisadores brasileiros em publicagdes internacionais, vimos que dos 237 artigos analisados,
apenas 10 deles possuem autoria de pesquisadores brasileiros, 0 que corresponde a 4,2% do total.

CONCLUSAO

A sistematizagdo dos dados conforme os recortes aqui estabelecidos nos revelou que em comparagdo a producao
internacional, o cenario brasileiro apresenta uma caréncia bibliografica sobre o tema “bibliotecas publicas’; fato que se
expressa através dos aspectos quantitativos apontados na pesquisa, onde temos uma desvantagem de 149 artigos para um
periodo de trés décadas, correspondendo a quase um tergo da producao internacional dentro do universo pesquisado. Assim
como a baixa incidéncia do tema em periddicos nacionais, temos também uma baixa representatividade de pesquisadores
brasileiros nos periddicos internacionais, uma vez que apenas 10 artigos com este tipo de autoria foram identificados entre
o0s 237 que foram recuperados. Tais constatacdes entram em consonancia com os resultados expostos por Calil Junior
(2014), em pesquisa - da qual a presente se desdobra - que revela a mesma escassez do tema na produgao de Teses,
Dissertagdes e anais do ENANCIB.E possivel afirmar, com base no tratamento que as bibliotecas publicas vém recebendo
ao longo deste recorte de trés décadas de produgao cientifica, que o pouco destaque dado e esta instituigdo de indiscutivel
importancia para a democratizagao do conhecimento é apenas um reflexo da sua invisibilidade na sociedade brasileira.
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INTRODUGAO

Este trabalho estéa vinculado ao projeto de pesquisa intitulado “A VIA VERDE NO BRASIL: PRINCIPAIS TENDENCIAS
DOS REPOSITORIOS INSTITUCIONAIS”, atualmente em andamento no Departamento de Estudos e Processos
Bibliotecondmicos, coordenado pela professora doutora Simone da Rocha Weitzel. Busca-se através deste, mapear os
repositorios institucionais brasileiros das regides sudeste, sul e centro-oeste, e a partir deste contribuir para viabilizar a
construgéo do perfil da Via Verde no Brasil. Os repositérios estao vinculados diretamente as institui¢des a que pertencem,
para tanto tudo aquilo que neles é depositado preserva a meméria da produgéo académica, possibilita a recuperagao
da informag&o e consequentemente viabiliza a comunidade acesso irrestrito ao que esté sendo produzido. Identificados
e localizados os Rls, busca-se analisar neste estudo as seguintes categorias: tipos de colegdes, tipo de financiamento,
politica adotada, posicionamento nos rankings nacional e mundial de repositorios. Nesta perspectiva, pretende-se além
da construcdo do perfil dos repositérios institucionais, enfatizar a importancia destes em relagéo a produgéo cientifica de
qualidade.

OBJETIVO

O objetivo principal deste trabalho € mapear os repositérios institucionais brasileiros a fim de colaborar com a pesquisa
coordenada pela Profa. Simone Weitzel na construgdo do perfil da Via Verde no pais tragando uma correspondéncia com
0 momento atual do Movimento de Acesso Aberto no mundo. Os objetivos especificos buscam identificar os repositérios
institucionais brasileiros das regides sudeste, sul e centro-oeste e levantar os dados referentes as colegdes, tipo de
financiamento, politica adotada e posicionamento no ranking mundial de repositérios.

METODOLOGIA

Para a realizagdo do mapeamento do repositorios institucionais realizou-se pesquisa em diretdrios nacionais e internacionais,
a fim de identificar os repositorios existentes. Foram consultadas até o momento trés fontes, a saber: o site do DSPACE, o
Site do IBICT e o site do ROARMAP. Foi elaborada uma lista em planilha excell contendo todos os repositorios identificados
€ em seguida foram consultadas as paginas da web de cada repositério a fim verificar se estes estavam em funcionamento.
Também analisou-se os Rls quanto ao posicionamento destes nos rankings tanto nacional quanto mundial denominado de
Ranking Web of Repositories (http://repositories.webometrics.info). Esta etapa ja foi concluida e também consumiu mais
tempo pois os dados coletados levantaram todos os repositorios existentes no pais € ndo apenas nas regides cobertas
pelo estudo. A proxima etapa sera coletar os dados referentes as colegdes, ao tipo de financiamento do repositorio e a
politica adotada: se mandatdria ou voluntaria das regides delimitadas no estudo. Destacamos a importancia de levantar o
universo de repositorios brasileiros para permitir as analises com cada regido do pais.

RESULTADOS

No periodo de levantamento dos Rls observou-se a inexisténcia de um padréo especifico sobre o que seja um repositorio.
Dessa forma optou-se analisar mais profundamente cada repositério seguindo os critérios apontados pela BOAI (2002).
Um repositorio institucional no sentido dado pela BOAI (2002) deve ser implementado para viabilizar a via verde, isto é,
os pesquisadores de uma determinada instituicdo deve depositar sua produgéo cientifica no RI, especialmente aquela
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publicada em periddicos comerciais que tragam resultados de pesquisas que foram financiadas com recursos publicos.
Dessa forma, foi preciso mais tempo para verificar se cada repositério era de fato um repositério institucional nos termos
definidos pela BOAI (2002). Essa etapa ainda néo foi concluida. No total foram levantados 112 repositdrios, sendo 7 sem
link ativo somando, portanto, 105 repositorios. No Ranking Web of Repositories foram identificados 51 repositorios no
pais (e ndo somente na Regido Sudeste, Sul e Centro-Oeste), praticamente a metade do total esté entre os melhores do
mundo, embora o primeiro colocado esteja na 12° posigao e o tltimo na 2105 © posigao. Esse fator traz um dado importante:
0s repositorios brasileiros ainda ndo alcangaram a qualidade daqueles mais citados no Ranking Web of Repositories. Os
dados a serem coletados quanto aos tipos de colegdes serao decisivos para observar se a quantidade ou tipo de cole¢bes
dos repositérios brasileiros bem posicionados no Ranking Web of Repositories séo diferentes daqueles que ndo foram
listados nessa fonte de informag&o.

CONCLUSOES

Adificuldade de identificagdo dos Rls e suas politicas, os requisitos para ser realmente um repositorio e seu funcionamento
como fonte de pesquisa confiavel, foram prejudiciais para o desenvolvimento do trabalho. Apos a realizago das etapas
seguintes os dados desse mapeamento poderéo ser Uteis para demonstrar os pontos fortes e fracos dos repositérios
brasileiros contribuindo até mesmo para o estabelecimento de politicas publicas e para apoiar outros estudos mais complexos
que visem a qualidade, impacto e 0 aprimoramento das boas praticas no processo de implementagdo e manutencéo de
repositorios no pais. Outra contribuicdo de relevancia refere-se a possibilidade de evidenciar o nivel de participagdo do
pais em relagdo ao Movimento do Acesso Aberto. O mapeamento permitira evidenciar o perfil da via verde no Brasil bem
como tragar correspondéncias com questdes sobre a comunicagdo e produgao cientifica em especial aquelas relativas a
visibilidade, impacto, e, sobretudo, sua influéncia no Sistema da Ciéncia Mundial por meio das variaveis estabelecidas nesse
estudo a serem consideradas no projeto A VIA VERDE NO BRASIL: PRINCIPAIS TENDENCIAS DOS REPOSITORIOS
INSTITUCIONAIS”.
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INTRODUGAO

O presente trabalho trata da representagéo e recuperagéo da informagdo na Web na area de Paleontologia, mediante
processos de experimentagdo de procedimentos de recuperagdo da informagdo com auxilio de linguagem natural e
operadores booleanos, através de investigagao sistematica da terminologia utilizada para registro, avaliagdo e documentagéo
dos conceitos-chave do campo da Paleontologia, logrando a construcéo de sistema de conceitos que possibilita a prescri¢éo
de uma Ontologia hipertextual que contribua para a melhoria da representagao e recuperagao da informagao, veiculada
na Web, associada a Paleontologia e areas afins — Geologia, Biologia, Paleobotanica, Paleoecologia e Paleozoologia.

OBJETIVOS

Este subprojeto tem como objetivo principal verificar as relagdes conceituais configuradas na recuperagao da informagao na
Web na area de Paleontologia com o uso de linguagem natural e de sistemas de organizagdo do conhecimento. Identificar
as configuracdes de organizagdo do conhecimento em sistemas de organizagéo do conhecimento.

METODOLOGIA

A metodologia adotada na execucdo desse subprojeto foi estruturada em dez etapas: 1) Estudo da natureza do
conhecimento em Paleontologia; 2) Analise da produgéo do conhecimento em Paleontologia; 3) Identificagdo dos websites
em Paleontologia; 4) Descrigdo dos Instrumentos; 5) Recuperagao da informagédo nos Websites de Paleontologia através
da linguagem natural; 6) Busca e recuperagéo da informagédo no Paleobase; 7) Relatério parcial de pesquisa; 8) Analise
da representagdo do conhecimento em Paleontologia; 9) Mapeamento da Paleontologia; 10) Definicdo dos conceitos; 11)
Identificagdo das Relagdes Conceituais; 12) Analise das Relagdes Conceituais; 12) Construgéo de Sistemas de Conceitos;
13) Interpretagdo de Resultados; 14) Conclusdes e Recomendagdes; 15) Relatorio Final. Na primeira etapa visando informar
€ ampliar meu conhecimento sobre o tema Paleontologia pesquisei, constitui uma bibliografia basica representativa do
corpus da Paleontologia como dominio do conhecimento. Foram incorporados também a essa bibliografia, nesse primeiro
momento, artigos cientificos sobre Paleontologia Geral, Paleozoologia, Paleoboténica, Macrofosseis, Estratigrafia e
Tafonomia, pesquisados em linha, de forma a obter informagdes atualizadas sobre o tema, dentro do recorte temporal
de 2010 a 2015. Sao exemplos de bases de dados pesquisadas nessa etapa: a Biblioteca Digital Brasileira de Teses e
Dissertages do Instituto Brasileiro de Informagao em Ciéncia e Tecnologia (IBICT), para identificar teses dessa area; o
website FossilWorks.org— Gateway to the Paleobiology Database; e o Paleo Portal. Abusca em varias bibliotecas teve como
motivagao determinar essa bibliografia basica que cobrisse e informasse precisamente do atual status da Paleontologia
brasileira e da Histéria da Paleontologia. Somente com leitura dos escritos de Faria (2012) foi possivel ter uma dimensao
histérica da importancia, para a Paleontologia, de Buffon — Georges-Louis Leclerc, conde de Buffon (1707-1788), Nicolaus
Steno (1638-1686), Lyell — Charles Lyell, gedlogo e advogado britanico, e principalmente sobre o papel estruturante da
obra de Cuvier — Georges Cuvier, cujo nome real era Jean Léopold Nicolas Fréderic (Dagobert) Cuvier, naturalista francés
(1769-1832). Segundo Delicio (2015) e Faria (2012) considera-se Cuvier, o fundador da Paleontologia no inicio do século
XIX, enquanto a Biologia so se constituiria como ciéncia no inicio do século XX. Conhecer a natureza do conhecimento em
Paleontologia significa mapear seus fundamentos, sua historia, elementos estruturantes — paradigmas, limites, principais
conceitos, fundadores e centros produtores de conhecimento, assim determinar o alcance, a natureza do conhecimento,
€ como 0 conhecimento € organizado nesta ciéncia. Foi preciso buscar informagdes no campo da Geologia, ciéncia-mae
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da Paleontologia e lograr entender a importancia do conceito de tempo geoldgico, suas teorias e das técnicas de datagdo
absoluta e radiolégicas, bem como sobre Estratigrafia (SALGADO-LABORIOU, 1994) e Tafonomia (CARVALHO, 2004).
As buscas em bases de dados especializados se mantiveram na ordem das centenas, em alguns casos dezenas. Utilizei
combinagdes de termos coordenados e prossegui com a etapa de “Identificagdo de websites de Paleontologia”, registrando
e diferenciando websites, base de dados ou instituido produtora de conhecimento em paleontologia. Utilizando um termo
qualificador associado as estratégias de busca descritas por Maculan (2014), por exemplo: “museus AND (ou e ou+)
paleontologia; cursos AND (superior NOT secundario) AND paleontologia”. De forma a excluir das buscas resultados
contendo tipos de arquivos *.pdf, visto que s6 interessava a recuperagéo do referente da informagéo — o link para URL ou
Uniform Resource Locator, vulgo Localizador Padréao de Recursos. Sempre que a base de dados permitiu utilizei operadores
booleanos nas estratégias de busca, reduzindo o nimero e termos de busca ao que se mostrava estritamente necessario —
no maximo trés a quatro termos. Objetivando o registro dos resultados da etapa acima descrita criei um banco de dados de
websites de periodicos digitais e repositdrios. A Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagées do Instituto Brasileiro
de Informagdo em Ciéncia e Tecnologia (IBICT), para identificar teses no campo da Paleontologia e disciplinas afins foi a
base de dados escolhida para pesquisa na etapa de “Analise da Produgao do Conhecimento em Paleontologia” devido a
suas caracteristicas — filtro para periodo de tempo, diferenciagéo entre teses de mestrado, doutorado e especificagdo do
numero de teses por instituicdes de ensino superior (IES). Resultados da busca com o termo “paleontologia”™:

TESES

Mestrado

Doutorado

Periodo

Idiomas

Total

45

21

2010-2015

Portugués

Espanhol

61

5

66

Paleontologia (27), Paleontology (12), Rio Grande do Sul (6), Geociéncias (5), Pleistocene (4), Tafonomia (4),
CNPQ:: CIENCIAS EXATAS E DATERRA:: GEOCIENCIAS (3), Crocodylia (3), Earthsciences (3), Geomorfologia
(3), Bioestratigrafia (2), Biologia Comparada (2), Brasil (2), Cinodonte (2), Crocodiloféssil (2), Crustaceo (2),
Dialégica (2), Dicinodontes (2), Dicynodontia (2), Formagado Santa Maria (2), Geological time (2), Icnofésseis
(2), Intertextualidad (2), Intertextualidade (2), Mamiferoféssil (2), Megafauna (2), Mineralogia (2), Paleodiet (2),
Paleodieta (2) e Paleoecologia (2).

Quadro 1A - Resultados pesquisa BDTD - IBICT.

Assuntos

IES UFRGSD | UNESP | UNICAMP | UFPE | UFS | USP | UFC | UFG | UNB |UNISINOS |FIOCRUZ| UERJ | UFPR | UFSM

Quantidade 19 1 8 6 | 4 | 4| 3| 2| 2 2 1 1 1 1 | 66
Quadro 1B - Resultados pesquisa BDTD - IBICT.

Total

A analise do Portal de Periédicos CAPES/MEC, foi feita visando identificar os periodicos relacionados pela CAPES e
classificagdo de qualidade conferidos por essa agéncia a cada um dos periddicos relacionados. Os dados resultantes dessa
acao foram agregados ao banco de dados de websites e repositorios digitais, doravante denominado “BDPel” — Banco
de Dados sobre Periddicos em Linha. A “Descrigdo dos instrumentos”, etapa na qual utilizei a Classificagdo Decimal de
Dewey (CDD) e Classificagdo Decimal Universal (CDU), serviu para avaliar se o conjunto de termos relacionados aos
conceitos pesquisados e registrados para 0 mapeamento conceitual do dominio da Paleontologia estavam ou n&o expressos
nestes instrumentos. Assim detectei discrepancias entre o corpus conceitual da ciéncia estudada e sua presenca nessas
duas linguagens documentarias pré-coordenadas. Consultei os dois aplicativos em linha WebDewey, similar digital da
Classificagdo Decimal de Dewey (CDD), 232 edigdo em inglés, € o similar digital em linha da Classificagdo Decimal Universal
(CDU). Cerca de dez termos foram consultados termos consultado tanto na CDD quanto na CDU foram: Paleozoologia,
Paleobotanica, Paleopalinogénese (disciplina que estuda microfosseis de parede organica. Ex: esporomorfos), fossil
diagénese (t. processo de fossilizagao) e Tafonomia. A despeito do fator flexibilidade existente na CDU devido ao fato
dessa ser uma classificagdo facetada, possibilitando assim um indice de hospitalidade e esquemas de composi¢do as
duas classificagdes ndo conseguem atender a gama crescente de novos termos. CDD e CDU atendem a classificagdo
das disciplinas que estao no topo do esquema conceitual, atendem termos posicionados nas areas principais de cadeias e
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renques. Na medida que processos mais especificos precisam ser classificados essas classificagdes ndo conseguem oferecer
um suporte conceitual e terminologico na velocidade do avango do conhecimento. A CDU, se comparada a CDD oferece
6timas solugdes para composicdo de novas notagdes. A solugéo estrutural da CDU de representa r em paralelo Zoologia
e Paleozoologia, Boténica e Paleobotanica, possibilitando uma melhor representagéo da terminologia da Paleontologia ja
havia sido analisada por Hjgrland (2013) avaliando o descompasso entre as classificagdes bibliograficas, sob o aspecto
epistemoldgico e ontoldgico. O mapeamento conceitual da Paleontologia foi iniciado sob uma abordagem indutiva obtendo
garantia literaria como processo de extragao da terminologia e definigdes da literatura cientifica consolidada no corpus do
conhecimento da Paleontologia. Listados, mapeados os conceitos maiores, utilizamos a abordagem da analise de assunto
sob o postulado das cinco categorias fundamentais PMEST de Ranganathan (1964) e as expansdes dessas categorias,
proposta pelo British Classification Research Group (CRG). Estabeleci as relagdes conceituais e revisei o modelo conceitual
anterior para propor uma versao manual, uma vers&o draft manual da Ontologia para Paleontologia.

RESULTADOS

Obtive uma base conceitual que permitiu a modelagem de uma ontologia sobre o dominio da Paleontologia, ciéncia que
oferece bons desafios ao desenvolvimento de modelos conceituais devido a sua transversalidade natural, e relagéo direta
com a Geologia e a Biologia. Atingi 0 objetivo ao definir uma proposta de adog&o de uma metodologia de desenvolvimento de
uma Ontologia hipertextual com a plicagao do padrao de linguagem Web Ontology Language (OWL), padréo de linguagem
para ontologias estabelecido pelo World Wide Web Consortium (W3C).

CONCLUSAO

Apartir da experiéncia relatada fica evidente a contribuicdo de pesquisas no campo das ontologias hipertextuais para melhoria
dos processos de recuperagéo da informagao na Web. A materializagao de esforcos direcionados ao desenvolvimento da Web
Semantica converge no sentido do desenvolvimento de ontologias que mantenham sintonia com a area do conhecimento
para qual foram desenvolvidas.

REFERENCIAS

Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagdes (BDTD). IBICT. Disponivelem: <http://bdtd.ibict.br/vufind/Search/
Results?lookfor=paleontologia&type=AllFields>. Acesso em: 15/08/2015.

HJ@ORLAND, Birger. Theories of knowledge organization — theories of knowledge. 13th Meeting of the German, International
Society for Knowledge Organization (ISKO). 2013.

CARVALHO, Ismar de Souza (Ed.). Paleontologia. Rio de Janeiro: Interciéncia, 2004. 2ed. (v.1).

DELICIO, Maria Paula. El desarrollo del pensamiento paleontolégico. Rem. Rev. Esc. Minas, Ouro Preto, v.55, n. 1, p.
73-75, Mar. 2002. Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0370-44672002000100014&In
g=en&nrm=iso>. Acesso em: 04/11/2015.

FARIA, Felipe. Georges Cuvier: do estudo dos fosseis a paleontologia. Sao Paulo: Associagao Filoséfica Scientia Studia:
Editora 34. 2012. (Colegao Histéria da Ciéncia).

FossilWorks.org — Gateway to the Paleobiology Database. Disponivel em: <http://fossilworks.org/?a=displaySearchRe
fs&type=view>. Acesso em: 16/08/2015.

Geobank (Paleobase). Servigo Geoldgico do Brasil (CPRM). Disponivel em: <http://geobank.cprm.gov.br>. Acesso em:
23/08/2015.

MACULAN, Benildes Coura Moreira dos Santos. Taxonomia facetada navegacional: um mecanismo de recuperag&o.
Curitiba: Apris, 2014.

Paleo Portal. Disponivel em: <http://paleoportal.org/>. Acesso em: 15/08/2015.

RANGANATHAN, S. R. Colon classification. Madras, London, 1964.

SALGADO-LABOURIAU, Maria Léa. Histdria ecoldgica da Terra. — 2.ed. — Sdo Paulo: Edgard Blucher, 1994,

UDC Consortium Summary. Disponivel em: <http://www.udcsummary.info/php/index.php>. Acesso em: 20/05/2016.
WebDewey. Disponivel em: <http://dewey.org/>. Acesso em: 17/05/2016.

49

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa
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INTRODUGAO

Esta Pesquisa é uma continuidade do projeto “A Representagdo Descritiva no Brasil: seu caminho até o contexto atual’
(SILVEIRA, 2012). Neste sentido, este trabalho pretende mapear quais temas dentro da area de Representagao Descritiva
sao mais trabalhados no Brasil, através da analise das teses e dissertagdes defendidas nos Programas de Pos-Graduagéo
em Ciéncia da Informacéo e Biblioteconomia no Brasil.

OBJETIVO

O objetivo geral ¢ identificar quais s@o as tematicas mais presentes nas teses e dissertagdes defendidas no Brasil. A
seguir sao descritos os objetivos especificos: a) Identificar os programas de Pés-Graduagao em Ciéncia da Informagao e
Biblioteconomia; b) Estabelecer os termos de busca; ¢) Busca e recuperagao das teses e dissertages em bases de dados;
d) Andlise das teses e dissertagdes; e) Fornecer um quadro estruturado com as principais tematicas abordadas sobre a
Representagdo Descritiva no Brasil nos Gltimos 10 anos.

METODOLOGIA

Trata-se, inicialmente, de uma pesquisa exploratéria e descritiva, principalmente quantitativa, que em um segundo momento
podera utilizar-se de analise documental e pesquisa qualitativa. Aamostra foi composta por teses e dissertagdes defendidas
nos ultimos 10 anos nos Programas de pos-graduacg&o brasileiro. Além da base de teses e dissertagdes do IBICT (http://
bdtd.ibict.br/vufind/) foram consultadas paginas institucionais dos programas, para obter 0 acesso aos documentos a serem
utilizados. Uma vez estabelecidas as bases, iniciou-se as buscas com os termos. Baseado na reviséo de literatura, foi
possivel estabelecer 32 termos para a busca e recuperagdo dos documentos, a saber: Ponto de Acesso, MARC, Catalogo
online, Catalogos, Descri¢do Bibliografica, Representagao Descritiva, Vocabulario Controlado, Catalogagéo, Organizagéo
da Informagao, Registro da Informagao, Sistemas Documentérios, Ponto de acesso principal, Ponto de acesso secundario,
Catalogo Sistematico, Entrada Analitica, Remissivas, Fichas Catalograficas, Produgdo de documentos, Catalogacgao
descritiva, Cddigos de catalogagdo, RDA, Ambientes digitais, Metadados, Interoperabilidade, Recuperagao da Informagao,
Tratamento Descritivo da Informagao, Autoria, Representagdo Documental, Formato MARC 21, AACR2R, Registro
Bibliografico e Modelo FRBR. Em virtude da disponibilizagdo de bases de dados, optou-se por selecionar as bases que
possuiam os textos completos e que tiveram trabalhos recuperados, por isso, a nossa analise ficou limitada as seguintes
universidades: UNIRIO, UFBA, UFRJ/IBICT, UNESP/Marilia, USP, UFSC e UFMG.

RESULTADOS

Auniversidade que apresentou maior nimero de documentos recuperados foi a UNESP/Marilia, com 26 documentos com
os seguintes termos: MARC, Catalogo online, Catéalogos, Vocabulario Controlado, Catalogagao, Catalogagéo descritiva,
Metadados, Recuperagéo da Informag&o e Registro Bibliografico. AUNIRIO foi a segunda com maior nimero de recuperagéo,
18 documentos. Entretanto, no momento da busca no catalogo online da UNIRIO néo foi possivel estabelecer o programa
no qual a tese ou a dissertagéo foi defendida, nem mesmo em sua busca combinada. Para identificar os programas
deve-se analisar cada registro bibliografico individualmente, ou até mesmo acessar o proprio documento. Neste primeiro
momento optou-se apenas pelo levantamento quantitativo das teses e dissertagdes, em pesquisas futuras, analisaremos
qualitativamente os documentos. Foram recuperados o total de 18 trabalhos, sendo 16 dissertagdes e 2 teses com 0s
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seguintes termos: Ponto de acesso, Catalogos, Vocabulario Controlado, Catalogagdo, Metadados, Recuperagédo da
Informacao e Autoria. Na UNIRIO especificamente ha outro programa de pos-graduagéo, o de Memoria Social, que possui
mestrado e doutorado. Provavelmente parte das dissertacdes e todas as teses recuperadas séo oriundas deste. Isso revela
que se pode pesquisar a Representagdo Descritiva em outros programas que néo estejam vinculados apenas a Ciéncia da
Informag&o ou Biblioteconomia, exibindo seu carater interdisciplinar. Nos termos selecionados, apenas o termo “metadados”
recuperou uma dissertagdo na UFBA. Na UFPB, os termos “catalogos”, “representagao descritiva” e “autoria” possibilitaram
encontrar uma dissertacdo cada termo. Na UFSC apenas o termo “Recuperacdo da Informagédo” teve uma dissertagéo de
mestrado encontrada e na UFMG o termo “organizag&o da informagéo” recuperou uma dissertacdo e uma tese. Na UFRJ/
IBICT, a busca teve o resultado total de sete documentos, com os seguintes termos: Vocabulario Controlado, Organizagéo
da Informag&o, Metadados e Recuperacdo da Informag&o. A USP apresentou um numero menor que os da UNIRIO. A
UNESP/Marilia ocupa o terceiro lugar com oito documentos recuperados com os seguintes termos: Representagéo Descritiva,
Vocabulario Controlado, Registro da Informagao, Sistemas Documentarios, RDA, Autoria e Representagédo Documental.

Tabela 1: Termos e trabalhos recuperados: geral

Termos que recuperaram maios nimero de trabalhos
TERMOS RELEVANTES Dissertagtes Teses Total
Recuperagéo da Informagéo 10 1
Catalogos
Catalogagéo
Metadados
Autoria
Vocabulario Controlado
Organizagao da Informagao
Catalogo online
Representacdo Descritiva
MARC
Catalogacéo descritiva
Ponto de acesso
Registro da Informagao
Sistemas Documentarios
RDA
Representa¢do Documental
Registro Bibliografico
Total

Fonte: Elaborado pelo autor
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De modo geral, observou-se que 0s quatro termos com maior numero de teses e dissertagdes recuperadas séo: Recuperagdo
da informag&o, Catalogos, Catalogagéo e Metadados. Ressalta-se que nenhum daqueles equivale exatamente ao termo
“Representacdo Descritiva”, tema e assunto principal desta pesquisa. O termo mais préximo é Catalogagéo, que para
o presente autor engloba Catalogacdo de Assunto e Catalogagdo Descritiva, entendendo que este Ultimo equivale a
Representagdo Descritiva. O termo especifico “Representagdo Descritiva” recuperou apenas 3 trabalhos, sendo uma
dissertacdo e duas teses. Neste sentido, infere-se que a area no Brasil é pouco estudada, pois nos Ultimos 10 anos muita
pesquisa tem sido desenvolvida em outros paises como, por exemplo, os Estados unidos.
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CONCLUSAO

Nos ultimos 10 anos diversas mudangas tém sido vivenciadas, porem no Brasil estdo sendo realizadas poucas pesquisas
sobre Representagdo Descritiva, 0 que pode indicar certa acomodagéo da area, que ird incorporar o conhecimento
desenvolvido em outros lugares.

Dessa forma, este trabalho abre caminho para pesquisas futuras, com analise desses documentos recuperados, de cunho
qualitativo. Assim revela a interdisciplinaridade da Representag&o Descritiva com outras areas e indica uma preocupagéo
com a pequena quantidade de pesquisa brasileira realizada sobre este tema. Entretanto, o nimero de documentos
encontrados esta limitado aos Ultimos 10 anos e os termos de busca recuperaram trabalhos defendidos em diferentes
programas de pos-graduacdo. Em etapas futuras da pesquisa busca-se identificar a partir da leitura de seus resumos,
evidenciar a relag&o e a interdisciplinaridade da Representag&o Descritiva com outros programas, além dos programas de
Ciéncia da Informagao e também de Biblioteconomia. Um mesmo termo pode ter sentidos diferentes de acordo com a area
de pesquisa, por exemplo, o termo “recuperacédo da Informagéo” néo esta vinculado apenas a representagéo Descritiva,
para identificar seu verdadeiro sentido, deve-se fazer uma anélise qualitativa nas teses e disserta¢édo recuperadas.
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INTRODUGAO

No contexto da Biblioteconomia, o ensino de Representagéo Descritiva (RD) é obrigatério e sua carga horaria normalmente
varia, assim como sua denominagao, conforme as conclusdes de Silva e Silveira (2015), resultados do plano de estudos
anterior. Outros estudos, integrantes do projeto de pesquisa principal, como Rego e Silveira (2015) e Austin e Silveira (2015)
identificaram as principais tematicas concernentes ao arcabougo tedrico da RD, pelas publicagdes do Encontro Nacional de
Pesquisa em Ciéncia da Informagao (ENANCIB), os autores com maior quantitativo de trabalhos no recorte estabelecido e
0s grupos de pesquisas voltados a esta disciplina da Biblioteconomia. Outros apontamentos realizados denotam aspectos
importantes a compreensao do desenvolvimento da RD como a desvalorizagao da disciplina, como campo de estudos e
sua propria pratica, pouca tradugao de materiais internacionais e pouca produgao nacional (MEY, 2005); uso irreflexivo de
alguns instrumentos bibliotecondmicos, como esquemas de classificagéo e cddigos de catalogagéo (MEY; SILVEIRA, 2010);
vis&o dos discentes sobre as disciplinas de RD (ROCHA; SILVEIRA, 2013); a crenga da catalogagdo como uma atividade
técnica, na qual o fazer se sobrepde ao pensar, abordada em diversos textos (SILVEIRA, 2007). Estes estudos embasam
a pesquisa sobre o ensino de RD, no tempo presente, visto que a pesquisa continua, e fundamentaram a elaboragao do
roteiro para entrevista e redacéo deste resumo. E necessario que se tenha uma visdo ampla da RD: seu contexto histérico,
seu desenvolvimento, a penetragdo das tecnologias de comunicagéo e da informagéo, também sua prdpria pratica, sua
aplicagdo em bibliotecas e demais unidades de informag&o. Esta visdo ampla consiste no objetivo principal do projeto de
pesquisa ‘A Representagao Descritiva no Brasil: seu caminho até o contexto atual’ (SILVEIRA, 2012), através do qual se
desenvolveu o estudo sobre a vis@o dos docentes (ROSA; SILVEIRA, 2016). Conforme a lei que regulamenta o exercicio
da profissdo de bibliotecario (BRASIL, 1962), a catalogagao, termo que também denota a RD, € uma atividade exclusiva
deste profissional, que é o bacharel em Biblioteconomia, formado em cursos do ensino superior, ou seja, o estudo da RD
se inicia na graduagao, é neste periodo que o catalogador se forma. A grande questdo que se apresenta é de quais formas
a RD esta sendo ensinada aos futuros bibliotecarios?

OBJETIVO
O projeto se propde a aprofundar os estudos iniciados em 2014 sobre o ensino da RD, com base no olhar dos docentes
sobre a disciplina.

METODOLOGIA

A revisdo de literatura, primeira atividade, ocorreu com base na consulta a fontes textuais disponiveis. Realizou-se uma
pesquisa no catalogo em linha do Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO)
(UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, [20167], online) de modo a identificar textos sobre
‘Catalogacéo’, ‘Ensino de Biblioteconomia’, ‘Docéncia no ensino superior’ € ‘Metodologia cientifica’. Ainda, consultou-se
os programas das disciplinas de RD ministradas na UNIRIO e os Anais da JIC dos anos anteriores, além de outros textos
indicados pela professora orientadora. Em seguida, procedeu-se a elaboragao do roteiro da entrevista, instrumento de coleta
de dados definido para a realizagdo da pesquisa, para ser aplicado aos docentes de RD das universidades que ofertam
o0 curso de Biblioteconomia no estado do Rio de Janeiro, recorte definido pelos autores, o qual resultou em perguntas
passiveis de serem divididas em dois eixos, conforme 0 quadro abaixo.
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Quadro 05 - Divisao das perguntas para analise

Perguntas de cunho curricular

Perguntas de cunho pedagogico e profissional

- conteudos necessarios ao ensino de RD: quais devem ser
obrigatérios, quais poderiam ser optativos;

- elementos necessarios para um bibliotecario ser um bom
catalogador

- carga horaria minima e maxima para as disciplinas de RD;

- percebe alguma distancia entre a teoria e a pratica da
catalogacao;

- numero de professores de RD da universidade ¢ suficiente;

- a pesquisa e o0 universo académico estdo préximos do
mercado de trabalho;

- ha disciplinas de RD suficientes na universidade;

- temas que prefere estudar em RD;

- faria alguma modificacéo nas ementas das disciplinas de
RD ou na matriz curricular do curso;

- possui projetos de ensino, pesquisa ou extenséo voltados
para RD;

- docentes de RD sempre ministram as mesmas disciplinas
ou ha variagao;

- se identifica com as disciplinas de RD ou ministraria
disciplinas de outra area da Biblioteconomia;

- enxerga a RD aplicada no contexto de projetos e
programas de extensao, haja vista que ha umallei que prevé

- enxerga a percepgao dos alunos sobre RD, acredita que
eles gostem da disciplina;

10% do curso nessa modalidade.

- 0s alunos participam das disciplinas, trazem exemplos de
seus estagios;

- prefere alguma metodologia ou estratégia de ensino;
- prefere algum instrumento de avaliag&o.

Fonte: o autor.

Através da ferramenta denominada Cadastro e-MEC de Instituigbes e Cursos de Educagéo Superior (BRASIL. Ministério
da Educacéo, [20167]), o e-MEC, confirmou-se quais eram os cursos de Biblioteconomia do estado do Rio de Janeiro
e as instituigdes que os ofertavam. Confirmadas as instituicdes que ofertam cursos de graduagéo de Biblioteconomia
— Universidade Federal Fluminense (UFF), Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) - e estabelecido um recorte a cursos presenciais € de universidades publicas federais,
buscou-se através dos sitios eletronicos destas instituigdes os projetos politico-pedagdgicos (PPP) destes cursos, ou, em
caso de ndo disponibilizagao dos PPP, o ementario de forma a identificar denominag&o, ementa, quantidade e carga horéria
das disciplinas de RD. Apenas a UNIRIO disponibiliza o PPP de seus cursos de Biblioteconomia em seu sitio eletronico.
No caso da UFF e UFRJ foi necessario buscar outras fontes que fornecessem as informagdes necessitadas, em especial
fontes eletronicas como sitios, blogs, entre outros. Finalmente, seriam entrevistados 6 professores, identificados através
das fontes eletronicas e dos quadros de horarios disponibilizados nas institui¢des: 1 da UFF, 3 da UFRJ e 2 da UNIRIO,
entrevistados presencialmente. Os curriculos da plataforma Lattes destes seis professores foram consultados de modo a
identificar se estes possuiam publicagdes (livros, artigos em periddicos, trabalhos em congressos), orientagdes (de graduagéo
e poés-graduagao), projetos (de ensino, pesquisa ou extensdo), se participavam de grupos de pesquisa, voltados a RD
ou ao seu contexto. Desta forma, seguindo as recomendagdes de Gil (2010), esta pesquisa pode ser classificada como
aplicada, segundo a sua finalidade, exploratéria, segundo seu objetivo, utilizando as técnicas de pesquisa bibliogréfica,
pesquisa documental e levantamento.

RESULTADOS

Os resultados da pesquisa na base e-MEC apontaram sete cursos divididos em quatro instituigdes, UNIRIO, UFRJ, UFF
e Universidade Santa Ursula (USU), contudo o curso da USU, em desacordo com o informado pelo e-MEC, ndo esta em
funcionamento, sendo, entdo, desconsiderado para analise. A UNIRIO possui seis disciplinas de RD, entre obrigatorias e
optativas, totalizando 285 horas de ensino de RD. AUFRJ possui duas disciplina obrigatorias e uma optativa totalizando 150
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horas. AUFF, por sua vez, possui duas disciplinas, ambas obrigatérias, totalizando 120 horas. (UNIVERSIDADE FEDERAL
DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2009, 2010; UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO, [20167?]; UNIVESIDADE
FEDERAL FLUMINENSE, [20147?]). Silva e Silveira (2015) j& indicavam a diferenca para a carga horaria das disciplinas.
Alguns pontos a serem destacados sdo: todos os professores, das trés instituicdes, consideram como contetido obrigatério
essencial a parte tedrica da RD, o que constitui os fundamentos dessa disciplina. Eles consideram indispensavel que os
estudantes conhegam estes fundamentos e, mais do que saber aplicar as regras presentes em codigos de catalogagao, que
os estudantes entendam o contexto desta aplicagéo de regras e o sentido desta atividade. Tal qual Mey e Silveira (2010)
indicavam sobre o uso irreflexivo dos instrumentos bibliotecondmicos, percebe-se a preocupagdo dos docentes para que
isto ndo acontega. A carga horaria, de modo semelhante, minima ideal para as disciplinas obrigatdrias de RD seria de 150h
€ 0 maximo seria de 180h. Sobre projetos de extensao nos quais a RD poderia ser aplicada, houve variagdo nas sugestoes:
catalogagdo dos materiais de bibliotecas escolares e comunitarias, espagos que contam menos com a participagao de
bibliotecéarios; elaboragéo de fichas catalograficas de trabalhos académicos; treinamentos de pessoal que trabalha em
bibliotecas. Sobre a relagéo teoria e pratica da RD e aproximagéo ou distanciamento cientifico e académico da RD do
mercado de trabalho, os docentes, de um modo geral, disseram ndo considerar teoria e pratica e pesquisa, academia e
mercado de trabalho distantes. Segundo eles, o que é ensinado e pesquisado esta préximo do que esta sendo desenvolvido
em bibliotecas ou outras unidades de informagao. Uma relagdo interessante a ser feita com o trabalho de Rocha e Silveira
(2013) sobre a visdo dos discentes é que, naquela época, 81% dos discentes ndo consideravam o aprendizado obtido na
disciplina de RD suficiente para catalogar materiais diversos em sua atuagéo profissional. No contexto deste trabalho, de
2013, apenas discentes da UNIRIO foram entrevistados. As autoras concluiram que seria necessario remodelar e atualizar
as ementas. Nesse sentido, apesar de ndo ser possivel generalizar, induz-se que a teoria e a academia ndo estao proximas
da prética e do mercado de trabalho.

CONCLUSOES

Percebe-se que a RD, disciplina da qual alguns alunos desgostam, contudo, reconhecem a importancia e a necessidade do
ensino, tem professores interessados em transmitir seu contetido de uma maneira agradavel, muito embora reconhegam
a densidade deste contetdo e a dificuldade que os discentes tém de assimila-lo. Ainda, a propria densidade do contetdo,
necessariamente tedrico e pratico, ndo impede o uso de diferentes instrumentos de avaliagdo, além de provas e realizagéo de
exercicios, o que dinamiza seu ensino. Segundo os professores, se esforgam para que 0 aluno compreenda a catalogagao,
em seu contexto, e saibam aplicar as regras determinadas no cédigo. E perceptivel o esforco dos docentes para que os
estudantes de biblioteconomia enxerguem o porque dessa atividade e criem interesse pela pesquisa em RD, tal qual
concluem os estudos anteriores do projeto principal e a literatura apontada. De um modo geral, acredita-se que o projeto
foi bem sucedido e que seus resultados serdo bem vindos a comunidade bibliotecaria. Espera-se que novos estudos sejam
desenvolvidos, com foco principal em questdes pedagogicas como as leituras essenciais a formacao de catalogadores,
as metodologias que os docentes utilizam para o ensino, seus instrumentos de avaliagéo. Verifica-se a necessidade de se
expandir esta pesquisa atual aos demais cursos de Biblioteconomia, em outros estados, de modo a, futuramente, ter-se um
estudo comparativo em ensino de RD, 0 que permitird compreender seu estado, como campo de estudos, como disciplina
académica e como pratica profissional, de modo a compreender, em um nivel maior, seu caminho até o contexto atual.
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INTRODUGAO

Causada por protozoarios do género Plasmodium, a malaria é transmitida por mosquitos infectados do género Anopheles.
Devido a resisténcia aos tratamentos usuais principalmente pelo Plasmodium falciparum e Plasmodium vivax, cada vez
se fez necessario buscar outras alternativas de tratamento para essa doenga. A malaria cerebral surge como complicagdo
principalmente nos casos de P, falciparum, levando a procura de compostos pirrélicos com atividade antiplasmodial. As
estatinas séo Inibidoras da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase -HMG — CoA redutase, e por isso s&o utilizadas
principalmente no tratamento de hipercolesterolemia. A Atorvastatina € uma estatina de segunda geragéo, e dentre seus
efeitos pleiotropicos estdo neuroprote¢éo e agdo anti-inflamatdria, levando a crer que seria efetiva no tratamento da malaria
cerebral (PROFUMO, 2014).

OBJETIVO
Investigar o efeito da Atorvastatina e de dois derivados em macréfagos da linhagem RAW 264,7.

METODOLOGIA

As células RAW 264,7 foram cultivadas em frascos de cultura com meio DMEM/SFB e mantidos em estufa a 37°C com
atmosfera de 5% "CO",. O repique foi realizado a cada dois dias, seguindo o protocolo descrito em Oliveira 2014, e a cultura
mantida até o fim dos experimentos. Com a populagao de células estabelecida, foi possivel realizar os testes de Viabilidade
celular e Viabilidade celular modificado, ambos com WST-1, ambos medidos com auxilio de um espectofotometro. O
tratamento dos farmacos e células dos dois experimentos seguiu o protocolo de Oliveira 2014, enquanto que a aplicagdo
do WST-1 foi baseada na metodologia descrita pelo fabricante, ROCHE, 2006. Os farmacos testados, PALP 002/13 F,
PALP 005/13 JBC e Atorvastatina, foram cedidos pela doutora Nubia Boechat, do Centro de tecnologia de Farmacos da
Fundagéo Oswaldo Cruz (FarManguinhos - FIOCRUZ). O teste de viabilidade celular com WST-1 foi realizado em 24
horas e 48 horas, com objetivo de determinar a sobrevivéncia das células apés tratamento com os trés farmacos. O teste
de WST-1 modificado foi realizado com objetivo de avaliar a proliferagdo de células ap6s tratamento com farmacos, e
posteriormente com LPS de Escherichia coli. Os resultados obtidos nos experimentos foram analisados no software Excel,
e organizados em tabelas.

RESULTADOS

Na Figura 1 observa-se a sobrevivéncia alcangada no Ensaio de viabilidade celular com WST-1 - 24 horas, onde todas
as substancias testadas ATV, PALP 002/13 F e PALP 005/13 JBC, além do controle negativo DMSO mantiveram indice de
sobrevivéncia acima de 80% (Figura 1).
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100.00% - Figura 1: Ensaio de viabilidade celular com WST-1 24 horas: pelo
' - método WST-1 todas as concentragbes das substancias testadas
—+=DMS0 encontram-se acima do limite de 80% considerado néo citotoxico.
90,00% -
== ATY
80,00% PALP 002/13
£32333% ¢
A H 2o o 2
=) = 2 2 ——PALP005/13
- IBC

Observa-se na Figura 2 que todas as substancias apresentaram citotoxicidade em alguma concentragéo. A Atorvastatina
€ 0 analogo PALP 02/13 F, se mostraram citotdxicos somente na concentragdo de 1000 uM. O analogo PALP 05/13 JBC,
se mostrou citotoxico nas concentragdes 10, 100 e 1000 uM (Figura 2).

Figura 2: Ensaio de viabilidade celular com WST-1 48 horas: pelo
método WST-1 todas as substancias testadas encontram-se abaixo
do limite de 80% em alguma concentrag&o.

100,00%

|

90,00% o DMSO

80,00% ﬁt"& weATY
b PALP 02/13

70,00% +—————7— —=—PALP05/13

1% 1pM 100
I

Na Figura 3 observam-se os Indice de Estimulagéo (IE) para as substancias testadas. Considerando que a ativagéo dos
macrofagos foi eficaz quando o indice de estimulagdo foi igual ou maior que 3, todas as concentragdes apresentaram
propriedades redutoras (Figura 3). O quadro abaixo demonstra os IE e as porcentagens de redugao referentes as amostras
e concentragdes testadas (Quadro 1).

indice de Estimulacdo

Atorvastatina PALP 002/13 F

DMSO  Dexa 10 100 1000

indice de Estimulagio

DMSO  Dexa 10 100 1000

PALP 005/13 JBC

Indice de
Estimulagido

DMSO Dexa 10 100 1000

Figura 3: indice de estimulagéo (IE), das substancias testadas nas concentragdes de 10, 100 e 1000 uM, apresentando
reducdo em todas as amostras.
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Quadro 1: indice de Estimulagao e porcentagem de reducdo das amostras Atorvastatina, PALP 002/13 F e PALP 005/13
JBC nas concentragdes de 10, 100 e 1000 pM.

ENSAIO WST -1 modificado
Amostra Concentragdo (uM) | indice de Estimulagdo Redugao (%)

DMSO 0 1,00

LPS 0,1 3,49 0,00
DEXA 0,1 2,07 32,49
Atorvastatina 10 2,30 25,27
Atorvastatina 100 2,21 28,74
Atorvastatina 1000 1,99 3544
PALP 002/13 F 10 2,36 22,81
PALP 002/13 F 100 217 30,10
PALP 002/13 F 1000 1,56 50,50
PALP 005/13 JBC 10 2,27 26,36
PALP 005/13 JBC 100 2,21 28,57
PALP 005/13 JBC 1000 1,94 36,57

Fonte: Autora.

CONCLUSOES

Nenhum dos analogos testados apresentou sobrevivéncia abaixo de 70%. Entretanto o analogo PALP 005/13 JBC se
mostrou citotdxico no Ensaio WST - 1 de 48 horas nas concentragdes de 10, 100 e 1000 uM. O analogo que demonstrou
maior eficacia foi PALP 002/13 F. Considerando o |E utilizado no Ensaio de WST — 1 modificado, 0 analogo que reduziu a
ativacéo e proliferagdo da melhor forma foi PALP 002/13 F.
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INTRODUGAO

A Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa fatal que afeta os neurénios motores superiores e
inferiores (ROBBERECHT; PHILIPS, 2013). AELA é uma das doengas do neurdnio motor mais frequentes no mundo, com
uma incidéncia de 1-5 a cada 100.000 pessoas, e por isso é muito estudada (MANCUSO; NAVARRO, 2015). Amanifestacéo
da doenca se da, normalmente, apds os 40 anos de idade, e o paciente atinge o dbito entre 2-5 anos ap6s o diagnostico,
geralmente devido a falha respiratéria (CALINI et al., 2013). A maioria dos casos de ELA é esporadico, mas 5-10% dos
casos s&o familiais, estando relacionados com mutagdes génicas herdadas. Em 2013 a proteina HNRNPA1 foi descrita
como causadora da ELA do tipo 20 (KIM et al., 2013). Esta ribonucleoproeina nuclear heterogénea tem um papel essencial
no metabolismo do RNAm, estando envolvida em processos como splicing alternativo, transporte nicleo-citoplasma e
biogénese de microRNA (HUANG et al., 2013; HONDA et al., 2015). A por¢do N-terminal da HNRNPA1 ja foi cristalizada,
mas sua estrutura tridimensional completa ainda n&o foi resolvida experimentalmente. O conhecimento de estruturas
tridimensionais proteicas é imprescindivel para analisar as interagdes proteina-ligante, interagdes proteina-proteina, e
para o desenho racional de farmacos. Com os avangos na tecnologia de sequenciamento em meados de 2005, o niumero
de sequéncias proteicas disponiveis em bancos de dados online cresceu exponencialmente, mas o nimero de estruturas
tridimensionais ndo acompanhou 0 mesmo aumento, ja que métodos experimentais de determinagéo de estrutura como
a cristalografia e a ressonancia magnética nuclear séo muito custosos e demorados (DORN et al., 2014). E neste cenario
que a bioinformatica entra como uma forte aliada da metodologia experimental, alcangando resultados de maneira répida,
menos dispendiosa, e ainda assim precisa.

OBJETIVOS

Este projeto tem como principal objetivo a analise, por simulagdo computacional, da estrutura da proteina HNRNPA1, que
foi descrita como uma das causas da Esclerose Lateral Amiotréfica do tipo 20. Além disso, o projeto visa averiguar de que
maneira as mutagdes afetam a estrutura e a estabilidade desta proteina, e como estas alteragdes estéo correlacionadas com
o desenvolvimento da doenga. Os objetivos especificos s&o: (i) Compilagéo de todas as mutagdes descritas da proteina; (ii)
Anédlise de polimorfismos n&o sindnimos (nsSNP), visando identificar se estas mutagdes comprometem a atividade da proteina
HNRNPA1; (iii) Modelagem computacional da estrutura tridimensional da proteina, utilizando métodos de homologia e ab
initio; (iv) Dindmica molecular da proteina e de suas isoformas, visando identificar mudancas na estabilidade e flexibilidade
da proteina; (v) Anédlise filogenética das sequéncias da proteina HNRNPA1 humana e de outros organismos, visando
identificar regides conservadas na evolug&o; (vi) Revis&o bibliografica; (vii) Preparagdo de resultados para publicagéo.

METODOLOGIA

Neste trabalho foi utilizada a metodologia j& estabelecida em nosso grupo (CARVALHO, DE; MESQUITA, DE, 2013;
MOREIRA et al., 2013). Foi realizada a compilagdo das mutagdes conhecidas da proteina HNRNPA1 através da consulta
as bases de dados online UNIPROT (http://www.uniprot.org/) € OMIM (http://www.omim.org/). A analise de polimorfismos
n&o sindnimos (nsSNP) se deu através da utilizagdo dos seguintes algoritmos de predicdo funcional de SNP: I-Mutant,
nsSNP Analyzer, PhDSNP, Polyphen-2, PredictSNP, PROVEAN, SIFT, SNAP, SNPeffect e SNPs&GO. A modelagem
comparativa das estruturas tridimensionais foi realizada utilizando os seguintes algoritmos de predicdo de estrutura:
IntFOLD, M4T, Phyre2, PS2, Raptor X e SwissModel. Para a modelagem ab initio das estruturas tridimensionais foram
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utilizados os algoritmos Rosetta e I-TASSER. As estruturas modeladas computacionalmente foram submetidas ao algoritmo
de refinamento estrutural KoBaMIN, e validadas por algoritmos de validagdo como PROCHECK, ProSA, Qmean, Verify3D,
Rampage e ERRAT. A dindmica molecular da proteina e de suas mutagdes foi realizada utilizando o pacote GROMACS, e
o0 programa Consurf foi utilizado para a analise filogenética dos aminoacidos da proteina HNRNPA1.

RESULTADOS

Os algoritmos de predigéo funcional de nsSNPs revelaram que as mutagdes D314V e D314N aumentam a propensao
amiléide da proteina HNRNPA1, enquanto a mutagdo N319S diminui a propensao amiléide. A mutagdo N73S foi predita
como neutra por todos os oito algoritmos de predigao funcional de nsSNP, a mutagéo N319S foi predita como deletéria por
dois algortimos, a mutagdo D314V foi predita como deletéria por cinco algoritmos, e a mutagdo D314N foi predita como
deletéria por trés dos oito algoritmos. Neste trabalho conseguimos modelar computacionalmente a estrutura tridimensional
completa da proteina HNRNPA1, que possuia apenas parte de sua estrutura resolvida experimentalmente. A estrutura mais
fidedigna foi obtida pelo algoritmo Rosetta, seguida de refinamento pelo programa KoBaMIN. A estrutura gerada foi submetida
a algoritmos de validagao de estrutura, garantindo assim sua qualidade. Com a analise filogenética observamos que 0s
aminoéacidos 314 e 319 sdo extremamente conservados, o que pode explicar a relagdo entre mutagdes nestes residuos e
o0 desenvolvimento de Esclerose Lateral Amiotrofica do tipo 20. Ja o residuo 73 aparece como altamente variavel, ainda
que pertenca a um dos dominios de ligagéo & RNA desta proteina. A dindmica molecular revelou que todas as mutagdes
aumentam a estabilidade da proteina HNRNPA1, e afetam os valores de Raio de Giro e de Superficie de Acesso ao Solvente.
Além disso, todas as mutagdes diminuem a flexibilidade da proteina, especialmente na regido C-terminal, o que pode afetar
a habilidade da protéina HNRNPA1 de interagir com outras proteinas. Estas mudangas impactam a conformagao estrutural
e funcional da proteina e podem explicar a relagdo das mutagdes com o desenvolvimento da doenga.

CONCLUSOES

A partir de simulagdes computacionais foi modelada a estrutura tridimensional completa da proteina HNRNPA1. A analise
de nsSNPs revelou a necessidade do uso de mais de um algoritmo de predicéo funcional para a obtengédo de um resultado
confiavel. As mutagdes D314V, D314N e N319S se mostraram deletérias, enquanto a mutagdo N73S foi classificada como
neutra. Os aminoacidos 314 e 319 sdo conservados, e a posi¢do 73 é altamente variavel. As simulagdes de dindmica
molecular revelaram que todas as mutagdes aumentam a estabilidade e diminuem a flexibilidade da proteina.
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INTRODUGAO

O fendmeno da performance fisica humana em modalidades esportivas especificas sempre foi alvo de interesse de
especialistas em medicina desportiva e fisiologistas do exercicio. Esses profissionais confirmavam niveis outline de
performance de seus atletas a partir de analises morfoldgicas e funcionais, com técnicas histoquimicas, dosagens bioquimicas
e analise de parametros cardiopulmonares. Acreditava-se que altos niveis de performance de atletas eram decorrentes de
treinamento e acompanhamento nutricional especificos, essenciais para o desenvolvimento das caracteristicas dos atletas
de elite. No entanto, fatores ambientais, por si sos, se mostraram, ao longo do tempo, insuficientes para caracterizar um
fenotipo de status em performance fisica humana. A partir de entdo surgiu o interesse por um terceiro fator determinante
desse complexo fenétipo para a aptidao fisica, isto &, a predisposi¢do genética que, se ndo o mais importante, tem
grandes implicagdes na caracterizagéo do individuo como um atleta de destaque. As diferengas genéticas baseadas em
polimorfismos, com potencial em afetar a aptiddo e a performance fisica humana, comegaram a ser investigadas nos anos
de 1990 (Rankinen et al., 2000). Um fendtipo bem caracterizado em atletas de diferentes modalidades é o tipo de fibra da
musculatura esquelética. Em adultos, esse fendtipo é determinado pela expressao de trés genes distintos que, quando
transcritos e traduzidos, codificam isoformas de cadeia pesada da miosina (MHC), determinando, em parte, a distribui¢do
percentual dos diferentes tipos de fibra no musculo (Simoneau & Bouchard, 1995).

No gene ACTN3 ha a troca do nucleotideo C — T na posi¢éo 1.747 do éxon 16, mutagao resultante da conversao do cddon
para arginina em um stop codon prematuro no residuo 577 (R577X) (North & Beggs, 1996; North et al., 1999). Homozigotos
para o alelo 577X ndo expressam a a-actinina 3 (Mills et al., 2001) e a deficiéncia da a-actinina 3 ndo resulta em fenotipo
patolédgico como as miopatias (North et al., 1999), sugerindo que a isoforma ACTN2 (81% homdloga na sequencia de
aminoéacidos) compensa a auséncia da a-actinina 3 (Mills et al., 2001). Se a a-actinina 3 desempenha importante fungéo
em fibras musculares do tipo I, pode-se predizer diferengas na fungdo muscular esquelética entre individuos com diferentes
gendtipos (R577X) para ACTN3. Individuos que expressam o gene ACTN3 (genotipos RR/ RX) podem apresentar vantagem
em modalidades de explosao e forga muscular quando comparados com individuos com genétipo XX. (MacArthur & North,
2004). O sistema renina-angiotensina (SRA) enddcrino desempenha importante fungdo no controle e homeostasia do
sistema circulatorio humano (Myerson et al., 1999). Produzida pelas células renais justaglomerulares, tipo modificado de
célula muscular lisa em arteriolas aferentes, a renina atua sobre a globulina angiotensinogénio, liberando um peptideo de
10 aminoacidos, a angiotensina I. Esse peptideo possui propriedades vasoconstritoras leves, mas, quando clivada num
peptideo de oito aminoacidos, angiotensina Il (Ang Il), por acéo da enzima conversora de angiotensina (ECA), adquire
capacidade vasoconstritora relevantes. Essa resposta fisioldgica € mediada predominantemente por agdo em receptores
especificos para Ang Il (AT1 e AT2) localizados na superficie celular (Payne & Montgomery, 2003). Outra fungdo da ECA
concentra-se na hidrdlise da bradicinina pela remogao de um dipeptideo da regiao C terminal (Coates, 2003), que provoca
sua desativagdo. A bradicinina € um peptideo de agdo vasodilatadora e inibidora do crescimento celular; promove seu
efeito por agdo em receptores especificos B1R e B2R (Williams et al., 2004). O gene da ECA (21 Kbp) esta no cromossomo
17 923 e € composto de 26 éxons (Coates, 2003). Uma variante genética comum no gene da ECA consiste na auséncia
(delegao ou alelo “D”) ou presenga (insergao ou alelo “I”) de 287 pares de base no intron 16. O alelo D esta associado
com niveis circulatorio e tecidual aumentados de ECA (Costerousse et al., 1993; Danser et al., 1995). O polimorfismo |
/D da ECA tem atraido ateng&o a respeito de sua associagdo com a performance fisica humana. Estudos demonstraram
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que o alelo | é mais frequente em atletas de resisténcia, enquanto que o alelo D, em atletas de forga e explosdo muscular
(Hagberg et al., 1998; Myerson et al., 1999). No coragdo, aAng Il é potente fator de crescimento celular (Touyz et al., 1999).
Embora néo se tenha verificado aumento da massa ventricular esquerda em individuos com diferentes genotipos para a
ECA (Kauma et al., 1998; Linhart et al., 2000), a ativagdo do SRA local com conseqiiente aumento da Ang Il em resposta a
sobrecarga mecanica induzida pelo exercicio fisico parece aumentar a sintese protéica no miécito cardiaco via receptores
AT1 (Kinugawa et al., 1997; Higaki et al., 2000). A hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) é uma caracteristica marcante
em atletas de elite (Douglas et al., 1997). Conforme comentado anteriormente, a bradicinina tem efeito antiproliferativo
¢ inibidor do crescimento (Kinugawa et al., 1997). Portanto, maior degradagao da bradicinina pode facilitar a hipertrofia
do VE. Entretanto, esses resultados ndo permitem a conclusao de que polimorfismo | /D da ECA é o Unico mediador do
desenvolvimento do VE. Em resumo, dados apresentados sugerem que o alelo | melhora a performance em atletas de
resisténcia, mediado pela maior eficiéncia mecanica da musculatura esquelética e por seu efeito na proporgéo das fibras
musculares, enquanto que o alelo D mostrou relagédo com o fenétipo de forca e explosdo muscular, mediado pelo efeito
hipertréfico muscular, secundario ao aumento na concentragao plasmatica e tecidual de Ang Il.

A variabilidade das respostas mecanicas e biologicas dos diferentes sistemas, particulares dos atletas de elite de cada
modalidade especifica, possibilita 0 estudo do que no campo da genética é conhecido como rastreamento dos “genes
candidatos” (Payne & Montgomery, 2003). Até o presente momento, sabe-se que no mapa genético humano existem 170
sequéncias variantes de genes e de marcadores genéticos que estéo relacionados aos fenétipos de performance fisica e de
boa condigéo fisica relacionada a satde (Wolfarth et al., 2005). Aidentificagao de talentos parece estar sendo revolucionada
por essas descobertas, com a caracterizagéo génica do individuo pesando como parte significativa na decisdo da selegao
de jovens talentos (MacArthur & North, 2004).

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

MATERIAIS E METODOS

Uma amostra de 10 mL de sangue venoso, sera coletada de cada atleta com jejum de 8-12h, em tubos com EDTA por
técnico flebotomista, para extragdo de DNA. O sangue sera centrifugado (2300 revs.min-1 (rpm)) por 10 minutos a 4°C e as
amostras serdo mantidas em refrigeracéo até 0 momento da extragéo, nao ultrapassando o periodo de 24h pos coleta. Serdo
avaliados os polimorfismos de ACE I/D e ACTN3 R/X utilizando a técnica de reagéo em cadeia da polimerase (PCR) em
acordo com os primers e analises descritas em McCauley et al., 2008. Serdo tipados atletas de alta performance submetidos
a diferentes testes de esforgo para que se correlacione a forga gerada (torque) com o perfil genético estabelecido. Este
projeto esta amparado pelo processo nimero CAA 53.0.313.007.

RESULTADOS

Em resultados preliminares 78 atletas foram analisados quanto aos seus polimorfismo, destes, é possivel notar diferencas
entre os possiveis genotipos. Na corrida de 9 minutos, atletas com gendtipo RR (polimorfismo de ACTN3) e DD (polimorfismo
de ACE) correram, respectivamente , 352 e 299 metros a mais que a média geral para o teste. Na corrida de 20 metros, os
melhores resultados foram obtidos pelos genétipos XX (polimorfismo de ACTN3) e DD (polimorfismo de ACE) em relagao
aos demais, onde respectivamente, foram 0,45 e 1,10 segundos mais rapido que a média geral do teste.

CONCLUSAO

Ainda nao foram produzidos artigos ou envio de trabalhos pois novas amostras estdo sendo processadas enquanto a
avaliagdo deperformance ainda nao for finalizada. Ambos testes, sdo fundamentais para assegurar o polimorfismo como
influéncia daperformance fisica dos atletas.
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INTRODUGAO

A espécie Cyrtopodium punctatum é pertencente a familia Orchidaceae e esta familia € conhecida por possuirem varios
componentes quimicos como alcaléides, flavondides, fenantrenos e terpendides (YONZONE et al, 2001), e esses
compostos s&o usados na terapéutica clinica como diurético, antiinflamatério, anticarcinogénico, anticonvulsivo, antiviral,
neuroprotetores, hipoglicémico, antireumatico e antimicrobiano (GONZALEZ et al, 1999). O xarope fabricado dos bulbos
de Cyrtopodium punctatum é utilizado como expectorante na recuperagao de tosse seca, e amenizagdes dos sintomas
de bronquite e asma, ja o seu suco € usado como um emoliente para fistolas, acnes, furiinculos, luxagdes, abcessos,
epiteliomas e queimaduras, por obter agéo cicatrizante (CHINSAMY et al, 2014). Porém, componentes quimicos presentes
em farmacos e plantas medicinais, podem induzir mutagdes que levam a danos potenciais em células somaticas, sendo
totalmente capazes de levar ao desenvolvimento de cancer, e inclusive células embrionarias, levando a mutagdes que serdo
carregadas por geragdes futuras. De acordo com OECD (Organizagéo para Cooperagao e Desenvolvimento Econdmico)
que é um drgdo ndo governamental recomenda-se que todo produto de origem natural, para ser considerado com efeitos
terapéuticos e uso da populagao, precisa ter avaliagdo genotoxica e mutagénica (OECD, 1997).

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

METODOLOGIA

O teste de mutagenicidade com citotoxicidade utilizado, conhecido como Teste de Ames, ou Teste de Reverséo em bactéria
S. Typhimurium com mutacdes preexistentes, de linhagens TA97, TA98, TA100, TA102 e TA104, foi realizado seguindo
o0 protocolo original de MARON e AMES (1983). O extrato de Cyrtopodium punctatum, foi diluido em agua estéril em
concentragdes de 0,1; 0,5; 5; 50; 500 M. Foram incubados em tubos de ensaio 100 L das cepas de linhagens bacterianas,
100 L da diluigdo do extrato e 500 uL de tampao Fosfato de Sodio (0,2 M pH 7,4), apés 20 minutos, foram adicionados
a cada tubo, 2 ml de Agar de superficie enriquecido com solugéo de Histidina e Biotina 0,5 mM, numa proporco de 10:1
(pH 7,4 & 45°C), e as misturas finais foram vertidas em placas de petri de Agar Vogel-Bonner. Estas foram incubadas a
37° C durante 72 horas. As coldnias His+ revertentes foram contadas, o indice de mutagenicidade foi calculado pelo valor
médio obtido a partir de cada concentragéo, dividido pelo valor médio do controle negativo. Para determinar o potencial
citotdxico, 10 uL da mistura pés-incubagéo foi diluida em 0,9% de NaCl. Esta suspenséo final, apds diluicdo seriada,
continha, para cada amostra, 2 x 10° células/ml. Uma aliquota de 100 L desta suspens&o foi plaqueada em Agar nutriente,
resultando num numero final estimado de 2 x 10? bactérias/placa. As placas foram entéo incubadas a 37°C durante 24
horas e porcentagens de sobrevivéncia foram calculadas e comparagdo com o grupo controle negativo.

Na segunda etapa de avaliagdo de toxicidade foi feito o teste Microntcleo in vitro, seguindo protocolo de HEDDLE et al
(1991), utilizando linhagens de macréfagos da linha RAW 264.7, foram adicionados 950 uL de meio de cultura suplementado
a 37°C, e 50 L de células em suspensao (2x105 células/mL) na placa de microtitulagdo com 24 pogos, contendo laminula
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circulares previamente tratadas com &cido nitrico 0,1 M, durante vinte minutos, as placas foram incubadas em atmosfera
de CO, 5%, a 37°C overnight para garantir a adeséo das células ao substrato. Apos essa etapa, o meio foi retirado e
foram adicionados 900 L de meio de cultura fresco, ndo suplementado com SFB. Para o tratamento das células, 100 L
das cinco concentragdes do extrato e salina para controle (0 ug /ml, 0,5 pg /ml, 5 pg /ml, 50 pg /ml, 500 pg /ml e 5000 pg
Iml) foram adicionados e as placas foram incubadas durante 3 h. Apés o periodo de incubag&o, o0 meio foi removido e as
células foram lavadas com 1 mL de meio de cultura ndo suplementado, depois foi adicionado 1 mL de meio suplementado
com SFB (10%) e as células foram novamente incubadas durante 24 h na incubadora com 5% de CO,, 37°C. O controle
positivo utilizado foi a Mitomicina-C e o N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG). Ao fim, 0 meio de cultura foi removido
e substituido por uma solucéo fixadora de Carnoy, a 4°C, durante 15 min. As células fixadas foram lavadas com solugéo
tampéo MI (21,01 g/L de acido citrico e 35,60 g/L Na,HPO,, pH 7,5) e secadas a temperatura ambiente. Os nucleos das
células foram corados com uma solugéo DAPI (4'-6-diamidino-2-fenilindol 0,2 ug/mL) por 40 min. Apés este periodo, DAPI
foi retirado e placa lavada com tamp&o MI por 2 minutos e agua destilada, deixando-se secar a temperatura ambiente. As
laminulas foram analisadas em um microscépio de fluorescéncia com um comprimento de onda de 350 nm, com sistema
de captura de imagens digitais.

Para determinar o indice total de compostos fenélicos na amostra foi utilizado o teste Folin-Ciocalteu, foi realizada
homogeneizagéo de 2 mg do extrato em 1 mL de agua destilada, e a mistura reacional foi de 50 pL das concentragdes
respectivas do extrato e 25 pL de solugdo Folin. Decorridos 5 minutos foi adicionado 125 pL de solugdo aquosa de
Carbonato de sodio (Na,CO,, 99,5%) a 75 g/L. Apds periodo de incubagao de 2 horas a 30, foi feita leitura da microplaca
a absorvancia de 780 nm.

O ensaio de capacidade sequestradora DPPH foi utilizado para analisar a capacidade antioxidante da amostra. Foi
transferido, em ambiente escuro, aliquotas de 100 pL de cada dilui¢do do extrato ou padrao hidrdxi-tolueno butilado (BHT)
para microplaca com 100 uL de DPPH (0,25 pM), foi utilizada solugao controle de alcool metilico e agua como branco.
Apds 40 minutos, leituras foram feitas em comprimento de 517 nm, a capacidade percentual captadora do radical livre foi
calculada segundo equagao ((AbsNegativo - AbsAmostra) / (AbsNegativo-AbsBranco)) x 100 (%). A partir dos resultados
obtidos, tragou-se os graficos dos extratos e do padrdo BHT, e encontrado o valor encontrado para a concentragéo efetiva
50 (CE50), seguindo protocolo descrito em AINSWORTH e GILLESPIE (2007).

Também foi realizado o ensaio WST-1 , para testar a viabilidade celular onde € utilizada a quantificagdo de proliferacéo de
células, entdo a viabilidade e citotoxicidade sdo testadas de encontro com amostra testada. Seguindo protocolo descrito
por ROCHE (2006), utilizando-se culturas com 90-95% de confluéncia, ajusta-se a populagdo de células para 105 células/
mL, e foi plaqueado, em placa de 96 pogos, 104 células/mL e incubado overnight em estufa nas condigdes de 5% de CO,
e 37°C para garantir a adesao do substrato. Apds este periodo, é retirado 0 meio da placa e lavada com PBS, logo ap6s
adicionado 90 pL de meio de cultura DMEM suplementado e 10 pL das concentragdes utilizadas do extrato, e incubado
por 24, 48 e 72 horas horas a 37°C, com atmosfera de 5% de CO,. Depois do periodo pré-determinado, o meio de cultura
€ removido, placa lavada duas vezes com PBS, adicionados 10 pL do reagente WST-1 ao abrigo de luz e incubado por
2 horas a 37°C, com umidade de 5% de CO,, para que n&o ocorra a redug&o do sal de tetrazlio, a placa entéo foi entdo
lida em espectrofotdmetro no comprimento de 440nm.

RESULTADOS

Os resultados obtidos no teste de Ames sem ativagdo enzimatica foram observados capacidade citotdxica dose-dependente
para cepas TA98, TA100 e TA102, e com ativacéo enzimatica foram observados nas cepas TA97, TA100 e TA102. Destes
resultados pode-se concluir que a cepa TA102 especificamente demonstrou alta taxa de toxicidade revelando, portanto,
que o possivel mecanismo de dano causado pelo extrato é de natureza oxidativa ou agente cross-linker de bases. Para
ser considerado mutagénico, o indice mutagénico deve ser maior que 2. Todas as cepas apresentaram indice inferior a 2,
indicando néo mutagenicidade do extrato. De acordo com o dano celular demonstrado no mincrontcleo, com o aumento
da concentragao, o extrato é capaz de induzir mitose nos macréfagos, aumentando a resposta inflamatéria, e na maior
concentragao testada o efeito some, indicando possiveis danos na maquinaria celular e consequentemente atraso no ciclo
celular para o reparo destes danos ocorridos. Na viabilidade celular a exposigao do extrato ndo houve diferenga, portanto
nao foi citotdxico ao macrofago. O teor de polifendis encontrados pelo método Folin-Ciocalteu foi de 3,24 mg por grama de

67

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UU NIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

amostra, e sua concentragao eficiente (CE50) encontrado no ensaio de sequestro DPPH foi de 144 mg por ml. No ensaio
WST-1 a concetragao letal para os macréfagos encontrada foi maior que 50 pg/mL, a maior utilizada no teste.

CONCLUSOES

Podemos concluir que o extrato da espécie Cyrtopodium punctatum demonstra efeito citotoxico em altas concentragdes.
O perfil apresentado para as cepas que identificaram esta citotoxicidade, indica que provavelmente 0 mecanismo é de
acdo oxidativa, agindo sobre pares de bases G:C. Devido a possiveis compostos quimicos presentes em sua constituicdo
ha aumento de resposta mitética dos macréfagos presentes, demonstrando possivel aumento da resposta inflamatoria,
porém ainda é preciso repetir testes para confirmagéo da concentragdo limite que se induz a resposta sem dano celular.
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1. INTRODUGAO

Os dermatoglifos séo sistemas de cristas e sulcos do estrato cérneo da epiderme, presentes nas areas ventrais dos dedos
das maos e dos pés, assim como em regides palmares e plantares em seres humanos. Estes sistemas de cristas séo
formados entre a 132 e 192 semana de vida embrionaria e apresentam figuras e padrdes caracteristicos (arcos, presilhas,
verticilos e trirradios) que permanecem inalterados por toda a vida, sofrendo somente variacées do crescimento. (CUMMINS;
MIDLO, 1943)

No Brasil, o estudo dos dermatdglifos teve inicio no século XX com estudos antropologicos em indigenas brasileiros de
varias tribos. Na segunda metade daquele século, cientistas brasileiros dedicaram-se a publicagdo do tema com enfoque
na antropologia e na medicina (RIBEIRO, 1939). O sistema de classificagéo das cristas de figuras ou padrdes utilizados
para a identificagdo pessoal ou estudos de heranga requer procedimentos numéricos como a contagem de linhas entre
pontos especificos ou medida de angulos. Seu estudo é de aplicagao forense, ou de emprego na antropologia fisica, biologia
humana, genética e clinica médica. Atualmente, as tecnologias em imagem e computagao facilitaram a capta¢do das
imagens dermatoglificas para fins de identificagdo pessoal, investigagdo criminal e controle de individuos (PENROSE, 1969).
Deste modo, os dermatdglifos podem ser ferramentas para auxiliar no diagnéstico de sindromes genéticas como a Sindrome
de Prader-Willi (SPW), que é uma doenca genética fruto da perda de expressdo de genes do cromossomo 15, mais
especificamente na regiao cromossémica 15911913, de origem paterna, os quais sofrem imprinting genémico. Genes desta
regido sdo expressos normalmente apenas se as copias maternas e paternas estiverem presentes (MESQUITA, 2010).
A doenca possui duas fases clinicas: a primeira se manifesta no neonato; a segunda, a partir dos seis meses de vida.
A primeira fase caracteriza-se por hipotonia neonatal, dificuldade de alimentagao, letargia, choro fraco e hiporreflexia.
A segunda fase da doenca caracteriza-se por melhora da hipotonia, ganho de peso e desenvolvimento progressivo de
hiperfagia e obesidade, além de alteragdes genitais, como criptorquidia, micropénis e bolsa escrotal hipoplasica no sexo
masculino e hipoplasia dos genitais externos no sexo feminino. Nos casos de obesidade em individuos com SPW, problemas
respiratérios graves se desenvolvem e podem ser fatais (BEXIGA, 2010)

Hoje, o diagndstico da sindrome de Prader-Willi é realizado apenas por metodos moleculares, que apresentam alto custo
e de dificil acesso em diversas regides do pais, necessitando, portanto, de métodos mais baratos e rapidos para auxiliar
no diagnostico da doenga (MESQUITA, 2010.)

2. OBJETIVO

Arelagéo entre o gendtipo e o fendtipo na SPW néo esté totalmente definida. O diagnéstico clinico baseia-se em critérios
major e minor presentes em varias fases da vida desde o periodo neonatal até a idade adulta. Uma forma de diagndstico
sugerida é aquela por meio de dermatdglifos. O estudo da dermatoglifia dos pacientes com sindrome de Prader-Willi pode
revelar importantes achados digitais que auxiliam no diagnéstico clinico da doenga, assim como foi reconhecida a importancia
das alteragdes dermatoglificas na sindrome de Down, Turner, entre outras, e que hoje sdo Uteis no codiagnostico das
sindromes genéticas (CASSIDY, 2012; HOLT, 1975a; SCHAUMANN, 1991)

3. METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado por meio da coleta das impressoes digitais dos quirodactilos e da palma da méo de pacientes
previamente diagnosticados pela biologia molecular com a sindrome de Prader-Willi (casos) e de controles por meio de
tinta sintética para carimbo, rolinho para tinta e folhas brancas A4.
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0 estudo dos dermatoglifos colhidos utiliza a contagem das cristas (TRC) como base quantitativa de dados para anélise.
Esse método consiste em contar o nimero de cristas, visual e manualmente, do centro do padrdo dos dermatoglifos até
o trirradio mais distante. Pelo fato dos arcos ndo possuirem trirradio, eles possuem contagem nula de cristas, enquanto
verticilos pode apresentar elevado numero de cristas entre os pontos de referéncia.

Arcos (5%) e presilhas radiais (6%) s&o os padrdes de menor frequéncia, enquanto verticilos apresentam frequéncia maior
(26%), principalmente nos quirodactilos 4, 1 e 2, e alga ulnar como padrao mais frequente (63%). Os padrdes também
variam de frequéncia de acordo com o género e etnia. Por exemplo, 0 sexo feminino apresenta um ndimero maior de arcos
e menor de verticilos em relagdo ao sexo masculino e orientais apresentam maior frequéncia de verticilos que os europeus
e americanos (GIRALDI, 2011)

Para fins de estudo, a regido palmar é dividida em areas hipotenar, tenar e quatro areas interdigitais (11, 12, 13, e 14).
Em uma palma normal, encontra-se um trirradio axial (t) entre as areas tenar e hipotenar, presilhas e verticilos na area
hipotenar e frequentemente padrdes nas areas 13 e 14 sdo mais comuns que padrdes nas areas tenar, 11 ou 12 (Figura 1).
A area hipotenar é classificada pela localizagao e pelo nimero de trirradios e a posi¢do do trirradio axial (t) também pode
ser utilizada para estudo, medido-se o valor do angulo atd, (Figura 2) sendo que a corresponde ao trirradio da area 11, t o
trirrario axial e d o trirrario da area 14 (PENROSE, 1963; GIRALDI, 2011)

Figura 1 — Exemplos dermatoglificos Figura 2 — Angulo atd
Fonte: Montenegro RC et al Fonte: Montenegro RC et al.

4, RESULTADOS

Apresente pesquisa dermatoglifica realizada com pacientes com sindrome de Prader-Willi e com o método utilizado descrito
nao apresentou resultados significativos que destoassem os casos dos controles de maneira que o metodo pudesse ser
utilizado na pratica clinica para auxiliar o diagndstico da sindrome. O resultado obtido foi condizente com a literatura médica,
pois um estudo (n = 13) conduzido por Holt (1975) concluiu que os dermatoglifos dos pacientes com SPW diferem pouco ou
nada daqueles da popula¢éo normal. O padrdo de intensidade nas méaos, e sobretudo nos pés, é fraco; os dermatdglifos,
portanto, ndo seriam, segundo Holt, um critério de diagndstico Util para SPW. De acordo com Schaumann e Optiz (1991),
muitas questdes relativas a importancia dos dermatdglifos na clinica médica ainda permanecem em aberto.

5. CONCLUSOES

Sa0 necessarias mais investigagdes e pesquisas mais bem elaboradas, com auxilio da computacéo digital e de softwares
modernos especializados em dermatoglifia, ja disponiveis no Brasil, porém de alto custo, para evitar as armadilhas de
estudos anteriores, a fim de reavaliar algumas das alegagdes atuais e determinar o valor real dos dermatdglifos na medicina.
Os beneficios de um exame dermatoglifico em pacientes individuais na pratica da genética clinica sdo evidentes; deve-
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se incentivar a aplicacdo desta ferramenta por geneticistas clinicos e pediatras. Estudos embrioldgicos e experimentais
envolvendo dermatdglifos apresentam um potencial consideravel no sentido de um melhor entendimento dos fatores que
influenciam o desenvolvimento dos padrdes de cristas epidérmicas. Utilizados junto com métodos desenvolvidos mais
recentemente, e aliados a insights obtidos de estudos recentes de outros aspectos dos dermatoglifos, € possivel que
tais estudos fagam progredir significativamente o conhecimento da relagao entre a variagdo dermatoglifica e as doencas
médicas, incluindo a SPW.
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INTRODUGAO

O retinoblastoma (RB. OMIM 180200) € um tumor ocular maligno que se apresenta, geralmente, no primeiro ou segundo
ano de vida, sendo este o tumor intraocular mais comum na infancia. As manifestagdes fenotipicas mais frequentes séo a
leucocoria (presente em 60% dos casos), que corresponde a um reflexo pupilar branco, notado durante o flash de fotografias,
e o estrabismo (ELLSWORTH, 1969; LOHMANN; GALLIE, 2004; SHIELDS; SHIELDS, 2004; SHIELDS, 1999). O tumor pode
se manifestar unilateralmente (em um dos olhos) ou bilateralmente (nos dois olhos), apresentando um ou multiplos focos. A
sua ocorréncia pode ser na forma esporadica ou hereditaria. As mutagées no gene RB7 (Retinoblastoma 1) so os principais
fatores que causam a doenga. O gene RB1, localizado no brago longo do cromossomo 13, na regido 13q14.2, possui 27
éxons (LOHMANN; GALLIE, 2004) e codifica uma fosfoproteina nuclear que, por interagir com fatores de transcri¢éo e
outras proteinas nucleares, atua na regulagao do ciclo celular, apoptose e diferenciacdo (BREMNER et al., 1997; FUNG et
al., 1987). Tanto na forma esporadica, quanto na forma hereditaria, € necessario que ambos os alelos do gene RB7 deixem
de ser funcionais (COWELL; HOGG, 1992). Na forma esporadica o tumor é causado por duas mutagdes somaticas nos
retinoblastos. Na forma hereditaria, o primeiro evento mutacional é herdado de um dos progenitores ou ocorre de novo
na gametogénese ou pos-concepgao, resultando em uma mutagéo constitucional. O segundo evento mutacional ocorre
nos retinoblastos e determina o desenvolvimento da neoplasia (LOHMANN, 1999). A maioria dos casos de RB bilateral
¢ hereditaria, assim como aproximadamente 15% dos unilaterais (LOHMANN; GALLIE, 2004; SMITH; SORSBY, 1958).
Nos casos hereditarios, a crianga que é portadora de uma mutagédo constitucional, tem 90% de chance de desenvolver
tumor uni ou bilateral, além do risco de desenvolver outras neoplasias ndo oculares (principalmente osteossarcomas e
sarcomas de partes moles). A caracterizagdo do primeiro evento mutacional no gene RB1 possibilita 0 estabelecimento
de estratégias de prevencgéo através do aconselhamento genético das familias portadoras. Grande parte das mutagdes
constitutivas encontradas no gene RB7 consiste em substitui¢des de um ou poucos nucleotideos. Porém, em alguns casos
hereditarios (cerca de 15%) é possivel encontrar grandes delegdes no gene RB1 efou na regido cromossomica 13q14.
Grandes delegdes, assim como duplicagdes, encontram-se dentro das limitagdes do sequenciamento, principal metodologia
utilizada na detecgdo de mutagdes patogénicas, mas podem ser detectadas através do MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification - amplificagdo de multiplas sondas dependente de ligagao), pois esta metodologia permite a quantificagao
relativa de até 50 regides de interesse em apenas uma reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction - rea¢&o em cadeia
da polimerase). A técnica de MLPA, descrita por Schouten e colaboradores (2002), consiste na amplificagdo de sondas,
complementares as regides do DNA que se deseja analisar, através da hibridizagdo das mesmas com uma sequéncia
alvo. Este projeto visa utilizar a metodologia de MLPA em amostras de DNA de pacientes com retinoblastoma do Programa
de Aconselhamento Genético em Cancer do INCA, que ndo apresentaram mutagdes patogénicas em RB17 através da
metodologia de sequenciamento. Além do gene RB1, a metodologia utilizada permitira a analise de outros genes que sao
abrangidos pelas sondas contidas no conjunto de reagentes.

OBJETIVOS

Pesquisar, através da metodologia de MLPA, alteragdes genéticas na regido cromossdmica 13q14, ndo detectadas pela
metodologia de sequenciamento direto, tais como grandes dele¢des ou duplicagbes em amostras de DNA de pacientes
com retinoblastoma e reunir dados relevantes para 0 aconselhamento genético dos pacientes e seus familiares.
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METODOLOGIA

Apopulacéo de estudo foi constituida por 60 pacientes com retinoblastoma (casos) cuja analise dos 27 éxons do gene RB1,
através do sequenciamento direto, foi negativa para altera¢des patogénicas. Todos os pacientes assinaram previamente o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). O DNA foi extraido de amostras de sangue periférico, pelo método
de extragéo salina (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988)e disponibilizados pelo Programa de Aconselhamento Genético do
Instituto Nacional de Cancer (INCA). Foi utilizado para controle das reagdes DNA extraido de sangue periférico pelo método
de extragdo salina (MILLER; DYKES; POLESKY, 1988) de voluntarios que concordaram com a participagao através da
assinatura do TCLE. A técnica de MLPA foi realizada em termociclador Applied Biosystems Veriti® 96-Well Fast Thermal
Cycle, utilizando o conjunto de reagentes “SALSAMLPAKIT PO47 RB1 verséo D1” (MRCHolland, Holanda), seguindo as
instrugdes do fabricante. O produto da reac&o foi submetido a eletroforese capilar no sequenciador ABI-3130XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) e a andlise dos dados feita no software GeneMarker, considerando como deleges o0s
valores abaixo de 0,70 e como duplicagdes os valores acima de 1,30.

RESULTADOS

Até o momento, a reagao de MLPA foi realizada para amostras de 46 pacientes, apresentando resultados em 31 delas. As reagdes
que ndo funcionaram podem estar relacionadas a uma fragmentagao do DNA ap6s um longo periodo de armazenamento. Em
seis casos foram encontradas algum tipo de alteragao, sendo quatro provenientes de pacientes com tumor bilateral e dois de
pacientes com tumor unilateral. Ndo foram encontradas alteragdes em 25 pacientes analisados. O Kit “SALSA MLPA P047
versdo D1” tem como principal objetivo a investigacao de alteragdes no locus RB1, contendo quatro sondas para o intron
2 e sondas para todos os exons do gene exceto para o exon 15 pela sua proximidade aos 14 e 16, porém também possui
seis sondas complementares a regides proximas do gene RB1 para auxiliar na caracterizagéo da extensao das delecdes e
duplicagdes. Duas sondas hibridizam-se em regites a montante (proximais) do gene RB1, no exon 6 do gene ENOX1 (Ecto-nox
disulfide-thiol exchanger 1) e no exon 5 do gene ITM2B (Integral membrane protein 2b), e quatro hibridizam-se em regides a
jusante (distais) do gene RB1, no exon 8 do gene RCBTB2 (RCC1 domain- and BTB domain-containing protein 2), no exon
2 do gene DLEU1 (Deleted in lymphocytic leukemia, 1) e nos exons 2 e 3 do gene PCDH8 (Protocadherin 8). O kit apresenta
ainda 14 sondas com localizagdes em varios autossomos que s&o relativamente estéveis em tumores humanos. Aamostra do
paciente P28 apresentou delegdo do exon 23 do gene RB1. Segundo Harbour (1998) esta parte do gene esté relacionada ao
dominio C-Terminal da pRb. O MLPA foi repetido para este paciente e a delecéo foi entdo confirmada. Na amostra do paciente
P53 foi encontrada delegéo total do gene RB1 e parcial dos genes ITM2B e RCBTB2. A delegéo do gene RB1 foi confirmada
pela metodologia de FISH (Fluorescence in situ Hibridization) com o uso das sondas cat#KBI-40001 PN 13 - 13q14, marcada
em verde com PlatinumBright 495, que hibridiza na regi&o 13q14.2, onde esta localizado o gene RB1, fabricada pela empresa
Kreatech Diagnostics, e LSI 13 RB1 (13q14) SpectrumOrange Probe fabricada pela Vysis e que hibridiza no gene RB1. Na
amostra do paciente P49, foi observada dele¢éo completa de um alelo do gene RB1 e dos genes ITM2B, RCBTB2, PCDH8 e
DLEUT1 localizados na regido 13q14.2, e delegéo parcial do gene ENOX1, localizado em 13q14.11. Em vista do falecimento do
paciente, ndo sera possivel a confirmagéo da alteragao por técnicas de citogenética. Na amostra do paciente P12 foi possivel
detectar delecéo total de um alelo do gene RB1 e parcial de outros genes localizados na regido 13q14.2, como o ITM2B,
RCBTB2, PCDH8 e DLEU1. A delego foi confirmada através de bandeamento GTG e cariotipagem. A amostra do paciente
P48 apresentou amplificagéo de 6 exons consecutivos do gene RB1 (12 a 17) com estimativas superiores a duplicagéo ja
que, segundo o fabricante (MRC Holland), valores acima de 2,15 sdo considerados ambiguos para consideragéo do nimero
de copias. O kit néo possui sonda para o exon 15 pela proximidade deste as sondas adjacentes, porém é possivel supor que
deva estar também amplificado. Aregido amplificada corresponde a todo o dominio A da proteina pRB, que junto com a regido
C-Terminal compde o pocket de ligagao, de grande importancia no crescimento celular por se ligar a oncoproteinas e proteinas
reguladoras (HARBOUR, 1998). Para um melhor entendimento do resultado apresentado seré realizada amplificacdo do cDNA
proveniente de RNA de sangue periférico através da RT-PCR (Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction). Aamostra do
paciente P20 apresentou um padrdo normal do gene RB1, porém com delecdo em heterozigose na regido de hibridizagéo de
uma sonda de controle, no exon 2a do gene SMPD1 (Sphingomyelin Phosphodiesterase 1) localizado em 11p15.4. Alteragdes
neste gene podem estar associadas a doenga de Niemann-Pick (OMIM 257200), uma doenga rara que resulta em acumulo de
esfingomielina, produto resultante do metabolismo dos lipidios. De acordo com a gravidade, a doenga pode ser classificada
em seis tipos: A, B, C, D, E e F (AMARAL et al., 2010), sendo o tipo A relacionado a mutagdes no gene SMPD1 (levando a
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6bito aos trés anos de idade, como foi 0 caso do paciente P20. A literatura descreve alteragdes oftamolégicas associadas a
doenga de Niemann-Pick tipo A, como alteragdes na retina (WALTON; ROBB; CROCKER, 1978), porém n&o relacionadas a
retinoblastoma. Em contraste, a enzima codificada pelo gene SMPD2 (Sphingomyelin phosphodiesterase 2, localizado em
6921), uma esfingomielinase pertencente a familia de fosfodiesterases como SMPD1 (STOFFEL et al., 2007), ja foi descrita em
associagao com fosforilagéo da proteina pRB (MARCHESINI et al., 2004). Por impossibilidade de realizagao das técnicas de
citogenética, em vista do falecimento do paciente, outras possiveis metodologias estdo sendo desenhadas para confirmagéo
do resultado. Para investigar o impacto dos resultados no Aconselhamento Genético, seré coletado o sangue periférico dos
pais dos pacientes que apresentaram delecdo do gene RB1, para MLPA e cariotipagem.

CONCLUSAO

Até o momento foram analisados 31 pacientes e foram encontradas alteragdes para seis deles, sendo quatro provenientes
de pacientes com tumor bilateral e dois de pacientes com tumor unilateral. Em alguns casos o resultado sera confirmado
através de técnicas cujo material para realizagdo encontra-se disponivel no laboratério. O trabalho possiblitara uma melhor
caracterizacdo do primeiro evento mutacional, ampliando o conhecimento acerca das bases genéticas que causam o
retinoblastoma, sendo, portanto, essencial para a clinica dos pacientes e para complementa¢do do aconselhamento
genético das familias que utilizam este servigo, oferecido no INCA.
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ANALISE DO POLIMORFISMO DE PARAOXONASE E ASSOCIAGOES COM
PARAMETROS BIOQUIMICOS E DE ESTILO DE VIDA.

Professor Responsavel: Jaime de Silva Lima
Bolsista (Discente): Ailme Siqueira Paulo Junior

Area de Conhecimento: Satde Publica
OBJETIVOS DO PLANO DE ESTUDO
O objetivo do nosso estudo foi descrever a atividade PON1 em um grupo de voluntarios saudaveis em comparagéo com

um grupo de individuos que mostram disturbios lipidicos e investigar se a dieta e estilo de vida pode afetar a atividade.

CRONOGRAMA DO PLANO DE ESTUDO ORIGINAL

Atividade Meses

Andlise Bibliografica e aquisigao de insumos Agosto a outubro de 2015

Selegao de amostras, inquérito epidemioldgico e coleta de amostras biolégicas | Agosto de 2015 a fevereiro de 2016

Formatagao de banco de dados e alocagao de resultados da pesquisa Janeiro a abril de 2016
Andlise estatistica dos resultados Maio a julho de 2016
Relatdrio dos resultados Julho de 2016

PRINCIPAIS ETAPAS E ATIVIDADE EXECUTADAS VISANDO ALCANCE DOS OBJETIVOS;

Paraoxonase 1 (PON1) pertence a uma familia de proteinas que também inclui PON2 e PON3. Seus genes estao
conjuntamente agrupados no cromossomo humano 7 (q21.22). Fisiologicamente, PON1 é responsavel por impedir
modificagdes oxidativas que ocorrem nas lipoproteinas plamaticas. Esta parece ser uma fungéo crucial de PON1 para a
prevencao de varias doengas humanas, tais como a doenga coronariana, a aterosclerose e outras doengas associadas.
Numerosos estudos tentam correlacionar a expressdo de PON1 e seus polimorfismos com o desenvolvimento destas
doengas; no entanto, procedimentos analiticos mais eficientes precisam ser desenvolvidos para a analise em alta velocidade
de multiplas amostras. Atécnica de dissociagdo em alta resolugéo (“high resolution melting”, HRM) € um método homogéneo,
rapido e simples de analise pds-PCR e pode ser postulada como sendo uma metodologia muito sensivel e reprodutivel
para determinar uma pequena variagdo de sequéncia de DNA, como nas analises de SNPs que podem ser aplicaveis
em analises de screening e coorte. A metodologia de HRM pode ser aplicada na identificagcdo de espécies, analise de
polimorfismo, aberragdo cromossdmica e metilagdo do DNA.

Neste trabalho nds estabelecemos os parametros de HRM-PCR para anélise de polimorfismos de nucleotideo tnico do gene
PON1 em um método de baixo custo, rapido e preciso. As amostras de DNA de 87 individuos foram purificadas de sangue
periférico utilizando-se kits QIAamp™ DNA Blood Mini Kits (Qiagen). As reagdes foram desenvolvidas com um kit Tipo-it
HRM PCR (Qiagen). O sequenciamento foi usado para determinar as SNPs na sequéncia de DNA. Os primers rs854560
e rs662 foram adequados para os ensaios de HRM-PCR. Para a amplificagdo de DNA foram utilizados os seguintes ciclos
de PCR: 40 ciclos de 10 min a 95°C, 30 segundos a 55°C, 30 segundos a 72°C seguidos por 90 segundos a 60°C. HRM
foi padronizado por rampa de temperatura de 75° C até 85° C, com aquisigao de fluorescéncia em cada variagéo de 0,1°C.
Cada ensaio em placa, compreendendo 36 amostras em duplicata foram padronizadas em analise de 1 hora e 45 minutos
com um custo de US$ 1,34 / reagao.

ANALISES DE ATIVIDADE ENZIMATICA E POLIMORFISMOS DA ENZIMA PON1.

Foram estudados 40 voluntarios saudaveis e 47 voluntarios com niveis anormais de triglicérides, LDL, HDL ou colesterol
total. As varidveis estudadas incluiram atividade PON1, atividade de arilesterase, andlise dos polimorfismos genéticos L55M
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e Q192R, colesterol sérico, HDL, LDL, VLDL e triglicérides. Outras varidveis como consumo de nutrientes foram avaliados
a partir de um questionario de frequéncia alimentar validado. A andlise estatistica foi feita com testes de correlagao, teste T
e ANOVA.

APRESENTAGAO E DISCUSSAO SUCINTA DOS PRINCIPAIS RESULTADOS OBTIDOS DEIXANDO CLARO O AVANGO
TECNICO, EXPERIMENTAL OU PRATICO

Através da analise por HRM verificou-se que a frequéncia do polimorfismo L55M foi de 0,56 para LL, 0,43 para LM e 0,01
para MM. Na analise do polimorfismo [Q192R] foi observada a frequéncia de 0,72 para QQ, 0,26 e 0,01 para QR e RR,
respectivamente. Observamos também associagdes significativas entre 0 aumento dos niveis de atividade de PON1 e
altos niveis de LDL (p = 0,007), e também de colesterol total (P = 0,053). N&o foram observadas associagdes importantes
entre a atividade PON1 e consumo de nutrientes. Quando os grupos foram dicotomizados, usando o primeiro quartil da
distribuicdo de atividade PON1 como um ponto de corte, houve associagéo significativa entre os niveis mais baixos de
PON1 e maior ingestao de carboidratos, gordura total e colesterol.

PRINCIPAIS FATORES NEGATIVOS E POSITIVOS QUE INTERFERIRAM NA EXECUGAO DO TRABALHO
Como fator negativo pode ser citada a dificuldade material no que tange a obtencéo de material de coleta, kits de analise
bioquimica e outros materiais.

PRODUGAO RELACIONADA AO PLANO DE ESTUDO
Né&o houve participagdo em congresso ou artigo publicado relacionado ao plano de estudos no periodo. Pretendemos
fazé-lo em periodo préximo.

CONCLUSOES

Nossos resultados mostram que existem correlagdes positivas entre 0 aumento dos niveis de LDL e colesterol total e a
atividade aumentada de PON1 associadas a determinado polimorfismo. Observa-se também que é possivel que a dieta
pode afetar a atividade PON1 e isto aponta para a necessidade de mais estudos, uma vez que pouco se sabe sobre as
interagdes ambientais com o polimorfismo do gene PON1,
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COMPARAGAO ENTRE METODOLOGIAS DESCRITIVAS SENSORIAIS PARA
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS PRODUTOS.

' Aimée de La Torre de Barros (IC-UNIRIO); 2 Thaize de Araujo de Oliveira (Mestrado-PPGAN); *Paulo Sergio Marcellini
(Orientador)

1 - PIBIC-UNIRIO
2 -MESTRADO PPGAN UNIRIO
3 - IB-UNIRIO

Palavras-chave: ADQ; Barra de cereais; CATA.

INTRODUGAO

Aandlise sensorial corresponde ao conjunto de respostas transmitidas pelos individuos as sensagdes advindas das reagoes
fisioldgicas resultantes de estimulos, gerando a interpretacdo das propriedades intrinsecas dos produtos. Devendo haver,
para tanto, contato e interagdo entre os individuos e a matriz que se quer estudar. AAnalise Descritiva Quantitativa (ADQ),
o Perfil Livre, Perfil Livre Flash e o Check-All-That-Apply séo exemplos de metodologias descritivas utilizadas (MURRAY
etal., 2001).

OBJETIVO
Avaliar a viabilidade da utilizacéo das metodologias descritivas: Anélise Descritiva Quantitativa, Perfil Livre, Perfil Livre
Flash e CATA, utilizando como amostras cinco tipos de barras de cereais sabor chocolate

METODOLOGIA

Apesquisa utilizou cinco amostras de barras de cereal sabor chocolate. Os testes foram executados conforme a caracteristica
de cada método estudado sendo estes: Método CATA utilizado para entender a preferéncia dos individuos no ato da compra,
mas também determinar quais atributos sensoriais sdo esperados. (VALENTIN et al., 2012). Utilizou-se 21 provadores nao
treinados, 32 termos nao hedonico, para obtengao dos principais atributos responsaveis pelas diferengas caracteristicas
sensoriais das barras de cereais. Os atributos com frequéncia de citagéo superior a 10% foram selecionados. A avaliagéo
das amostras foi realizada com 100 individuos (69% mulheres e 31% homens), consumidores de barras de cereais com
sabor de chocolate. Tais individuos responderam ao questionario CATA & cerca dos atributos, obtidos pelo pré-teste, que
melhor caracterizariam as amostras, além das escalas de aceitagéo, utilizando uma escala hedénica estruturada de 9
pontos (9 = gostei muitissimo e 1 = desgostei muitissimo) e atitude de compra, com uma escala heddnica estruturada de
5 pontos (5 = certamente compraria e 1 = certamente ndo compraria). Os dados gerados foram analisados através do
teste Analise de Correspondéncia, teste Q de Cochran, teste de Tukey (p<0,05) e ANOVA. Para o método perfil livre assim
como os demais métodos, exceto CATA, foi feita uma seleg&o dos provadores utilizando o método triangular em triplicata,
sendo considerados aptos aqueles que obtiveram trés acertos consecutivos nos testes triangulares utilizando as duas
amostras com diferenca pré-determinada. Foi solicitado aos provadores selecionados que definissem as similaridades
e diferengas entre as amostras com suas préprias palavras, incluindo apenas os atributos objetivos em detrimento dos
termos heddnicos, através do método de Rede de Kelly (MOSKOWITZ, 1983) A partir disso, foi coletada uma lista de
atributos referentes as caracteristicas das amostras e fichas individuais foram preparadas. Por conseguinte as amostras
foram avaliadas monadicamente, através de blocos completos balanceados em trés repeti¢des, onde o provador avaliou
o0 bloco de 5 amostras em 1 sess&o e repetida 3 vezes. Para essa avaliacéo foi utilizada uma escala ndo estruturada de 9
cm ancorada nas extremidades com os seguintes termos de intensidade: “nenhum” ou “pouco” e “forte” para cada atributo.
Seguindo para o método Perfil Livre Flash ap6s a etapa de sele¢édo e previamente ao levantamento de atributos, houve
uma prévia explicagéo sobre as amostras e de forma simplificada sobre método de Perfil Livre Flash a cada provador,
descrevendo-se suas etapas basicas, para se ter o Levantamento da terminologia descritiva. Na sessé@o destinada a
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gerar os descritores, as cinco amostras de barras de cereais foram apresentadas aos pares para os julgadores, segundo
0 método de Rede de Kelly (MOSKOWITZ, 1983), totalizando trés combinagdes. Foi solicitado que estes anotassem nas
fichas as similaridades e diferengas quanto a aparéncia, aroma, sabor e textura e evitassem termos heddnicos. Apés a
realizacdo desta tarefa, ocorreram entrevistas individuais para que fossem elaboradas fichas de avaliagdo das amostras
para cada provador e uma lista geral com todos os atributos gerados. Na sesséo seguinte, as amostras foram novamente
apresentadas e orientaram-se os provadores que, utilizando a ficha apresentada, ordenassem as amostras em ordem
crescente de intensidade para cada um dos atributos definidos anteriormente. Essa etapa abrangeu trés sessdes, ou seja,
cada amostra foi avaliada trés vezes por cada provador, em dias distintos. Em seguida os dados coletados transformado em
matrizes puderam ser analisados. Prosseguindo para o método Andlise Descritiva Quantitativa Os avaliadores selecionados
participaram da etapa de levantamento de atributos, através do método de Rede de Kelly (MOSKOWITZ, 1983), entéo
descreveram em uma ficha as similaridades e diferencas em relagéo a aparéncia, a textura, ao aroma e ao sabor. A partir
disso, foi coletada uma lista de atributos referentes as caracteristicas das amostras. Posteriormente, o grupo discutiu 0s
termos listados formando-se escalas, que foram utilizadas nas etapas subsequentes. Foram determinados os materiais
de referéncia para as extremidades das escalas, bem como a defini¢do do termo e a descrigdo do material de referéncia
para os extremos das escalas, a apresentacdo destes para os provadores ocorreu na primeira sessao do treinamento. As
amostras que apresentaram diferenca significativa (p<0,05) pelo teste F, para algum atributo, foram comparadas por meio
do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS

O nimero de atributos levantados sobre a barra de cereal sabor chocolate atras de cada método é um ponto inicial a ser
avaliado, em um primeiro momento, um menor nimero de atributos levantados pela metodologia CATA, no entanto, 0s
julgadores os selecionaram a partir de uma lista prévia de atributos. Tal lista foi definida através de referéncias bibliograficas
utilizando barras de cereais como amostras em estudos com técnicas de anélises sensoriais classicas. Em estudo a cerca
desse tema, Ares et al (2013) observou que longas listas de termos podem desmotivar os individuos participantes do estudo,
onde estes podem optar pelas primeiras caracteristicas apresentadas sem, no entanto, se ater as reais caracteristicas da
amostra analisada. O quantitativo de termos levantados € determinado pelas caracteristicas intrinsecas a cada método
e, apesar das diferengas apontadas, no que se refere ao nimero de atributos utilizados na caracterizagdo das amostras,
as metodologias obtiveram resultados similares. O periodo de tempo gasto para mencionar os termos que diferenciam
e assemelham as amostras foi maior para 0 método ADQ, seguida do Perfil Livre Flash e Perfil Livre Tal fato pode estar
relacionado com uma maior dedicagao dos provadores ao saberem que os atributos citados pertenceriam a uma lista
consensual de termos, diferente dos dois outros métodos, que proporcionam uma maior liberdade aos julgadores, uma
vez que suas listas sao individuais. De maneira geral, percebe-se que as metodologias foram eficazes ao caracterizar
a aparéncia das amostras, onde, quantitativamente, Perfil Livre determinou uma potencialidade maior, seguido de Perfil
Livre Flash e igualmente por CATA e ADQ, no entanto, este Ultimo diferenciou as cinco amostras estudadas. Todas as
metodologias apresentaram um percentual de explicagao superior a 50% O método Perfil Livre Flash apresentou maiores
graus de explicagéo para os atributos associados a sabor, aroma e aparéncia nas primeiras dimensdes e observa-se que a
segunda dimens&o foi mais preponderante para caracterizar as amostras através do método Perfil Livre. Os resultados obtidos
demonstram a viabilidade das quatro metodologias descritivas: CATA, Perfil Livre, Perfil Livre Flash e Analise Descritiva
Quantitativa analisadas no presente estudo. Os dados resultantes do método ADQ determinaram que o treinamento diminuiu
o0 tempo das avaliagdes das amostras, embora o tempo total deste seja maior que o dos demais. Apesar dos atributos néo
serem analisados a respeito da intensidade nas amostras, a metodologia CATA possibilitou a caracterizagdo das amostras.
Os resultados provenientes da metodologia Perfil Livre determinaram eficacia quanto a caracterizagdo das amostras e,
sobretudo, pelo tempo total reduzido em comparag&o com as demais metodologias. Embora sejam métodos similares,
Perfil Livre e Perfil Livre Flash apresentaram resultados diferentes em grupos de atributos e amostras. O método Perfil
Livre Flash obteve dados mais consistentes, demonstrando uma melhor discriminagéo entre as amostras, inclusive para
as diferencas mais sutis. A utilizac&o dos termos gerados pelos préprios julgadores determinaram um melhor desempenho
destes, sendo observado no Perfil Livre e Perfil Livre Flash.
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CONCLUSAO
As novas metodologias (CATA e Perfil Livre Flash) podem substituir quanto a caracterizagéo de amostras as metodologias
classicas, mais caras e que demandam um maior tempo de analise.
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EFEITOS DA SUPLEMENTAGAO COM CARQUEJA (BACCHARIS TRIMERA) SOBRE A
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INTRODUGAO

Estima-se que, em 2030, 366 milhdes de pessoas possuam diabetes (Wild et al., 2004), cuja forma mais prevalente é o
Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) (Grundy et al., 1999). Essa patologia metabolica cronica é um fator de risco independente
para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, a maior causa de morte tanto entre individuos diabéticos (Cade,
2008) quanto mundial (Gaziano et al., 2006). Entre suas complicagdes macrovasculares estdo a hipertensao arterial
sistémica, a doenca vascular periférica (Heydari et al., 2010), a doenga arterial coronariana, a aterosclerose (Bailes, 2002)
e o infarto agudo do miocérdio (Heydari et al., 2010), que s&o causados devido ao aciimulo de produtos finais de glicacéo
avancada (AGE), aumento da produg&o de espécies reativas de oxigénio (ROS), desregulagdo hemodindmica e inibi¢éo
da sintese de Oxido Nitrico (NO), alteragdes promovidas majoritariamente pelo estado de hiperglicemia crénica (Cade,
2008). A progresséo dessas complicagdes diabetes-relacionadas pode ser evitada através do controle glicémico realizado
por principios ativos presentes em medicamentos sintéticos ou em plantas medicinais, como a carqueja (Baccharis trimera),
que atua como hipoglicemiante (Karam et al., 2013) e antioxidante (Paiva et al., 2015), devido a sua alta concentragéo
de flavonoides (Karam et al., 2013). Entretanto, ha uma caréncia na literatura, de estudos que demonstrem os efeitos e a
seguranga do consumo crdnico da carqueja sobre o sistema cardiovascular.

OBJETIVO
Avaliar os efeitos do 6leo essencial de carqueja (Baccharis trimera) nos parametros de repolarizagéo ventricular e no perfil
autonémico de ratos diabéticos.

METODOLOGIA

Ratos Wistar machos, pesando 250g, foram divididos em quatro grupos experimentais: controle (CONT; N=5), controle
tratado com carqueja (CAR; N=4), diabético (DM; N=4) e diabético tratado com carqueja (DMCAR; N=5). Os grupos
tratados receberam dleo essencial de carqueja (20 mg/kg/dia) enquanto os outros receberam o veiculo diluente do 6leo
essencial. Induziu-se o diabetes mellitus por dieta de cafeteria (3 semanas) seguido de injegao Unica de estreptozotocina
(35mg/kg ip). Ambos os grupos receberam tiopental sddico 40 mg/Kg ip para implantagéo dos eletrédios subcutaneos.
O registro eletrocardiografico na derivagao D2 foi realizado durante a sedagéo com tiopental e ap6s sete dias, com os
animais acordados. Avaliou-se frequéncia cardiaca (FC), intervalo QT e QT corrigido (QTc), intervalo Tpeak-Tend (Tp-e),
duragédo do QRS, componente de baixa (LF), muita baixa (VLF) e alta frequéncia (HF), indice simpatovagal (LF/HF), além
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de indices no dominio do tempo relacionados a variabilidade da frequéncia cardiaca, como média dos intervalos RR
normais (MNN), percentual de intervalos RR normais que diferem mais que 5ms de seu adjacente (pNN5), desvio padrao
de todos os intervalos RR normais registrados em um intervalo de tempo (SDNN) e a raiz quadrada da média do quadrado
das diferencas entre intervalos RR normais consecutivos (rMSSD). Os resultados foram expressos em média £ E.P.M.
Para comparagao entre as médias foi utilizada anélise de variancia (one-way ANOVA) com p6s-teste de Newmann-Keuls.
P<0,05 foi considerado significativo. O presente estudo possui aprovagdo no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO), cujo nimero é CEUA-UNIRIO/2012014-2 encaminhado
em 11 de setembro de 2014 e aprovado em 10 de agosto de 2015.

RESULTADOS

A durag&o do intervalo QT foi significativamente maior (P<0,001) no grupo DM (72,8 + 1,2 ms) quando comparado ao
grupo CONT (57,7 + 1,6 ms). O intervalo QTc também foi maior (P<0,01) no grupo DM (162,9 + 4,6 ms) comparado com
0 CONT (139,4 + 4,3 ms). Esses resultados também foram demonstrados por VanHoose et al., 2010. Interessantemente,
a administragéo de carqueja alargou (P<0,01) tanto 0 QT (65,1 £ 1,5 ms) quanto o QTc (160,2 £ 3,9 ms) no grupo CAR,
sugerindo que o consumo cronico de 6leo essencial de carqueja pode ter carater arritmogénico. A FC dos ratos controles
tratados (362,1 £ 9,8 bpm) e n&o tratados (365,1 + 17,8 bpm) foi significativamente maior (P<0,05) do que os ratos diabéticos
(299,6 + 9,7 bpm), aspecto ja demonstrado por Jacobson et al., 2007. A administracdo cronica de 6leo de carqueja nos
ratos diabéticos ndo exerce influéncia sobre a FC (277,7 £ 11,3 bpm). O intervalo Tp-e aumentou (P<0,05) no grupo
DMCAR (39,2 + 1,2 ms) quando comparado ao CONT (30,2 £ 3,1 ms), 0 que pode ser influenciado pelo peso corporal e
pela frequéncia cardiaca, podendo indicar aumento da dispersdo da repolarizagdo ventricular (Kaplam et al., 2015), além
de estar associado com aumento do risco de mortalidade mesmo quando n&o ha alteragao no intervalo QTc (Miki et al.,
2014). Observou-se também, que no grupo DM ha um aumento do indice simpatovagal (1,5 £ 0,4) em relag&o ao grupo
CONT (0,5 £ 0,2) (P<0,05) e que o tratamento cronico com 6leo de carqueja reverte esse aumento no grupo DMCAR (0,6
1 0,2), sugerindo uma recuperagao no balango autondmico cardiovascular (De Angelis et al., 2007). O tratamento também
aumentou (P<0,05) a média (215,9 + 10,2 ms) do intervalo RR no grupo diabético quando comparado aos grupos CONT
(179,7 £9,2 ms) e CAR (176,6 + 4,1 ms). Resultado semelhante (P<0,05) foi obtido com a mediana quando comparado
0 grupo DMCAR (215,2 + 9,9 ms) aos controles tratados (176,7 + 3,9 ms) e ndo tratados (180,2 + 9,2 ms). Ao passo que
os valores de HF, LF, VLF, SDNN, rMSSD e pNN5 n&o sofreram alteracéo significativa.

CONCLUSOES
Apesar de normalizar o indice simpatovagal em ratos diabéticos, o 6leo essencial de carqueja pode atuar como agente
arritmogénico e aumentar o risco de morte subita devido ao prolongamento do intervalo QT, QTc e aumento do intervalo
entre o pico e o final da onda T, sendo necessario realizar mais estudos para averiguar a seguranca e eficacia dessa
planta medicinal.
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MORTALIDADE POR CANCER DE ESOFAGO, ESTOMAGO, PROSTATA, LINFOMA NAO-
HOGDKIN E LEUCEMIA E EXPOSIGAO A AGROTOXICOS NA AREA RURAL DO CENTRO-
OESTE BRASILEIRO

' Amanda Alzira Friaes Martins (IC-UNIRIO); ' Jaime Silva de Lima (orientador)
1 — Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro

Apoio financeiro: UNIRIO; CAPES
Palavras-chave: Agrotoxicos. Carcinogénese. Agricultores.

INTRODUGAO

O Brasil € o campedo mundial no consumo de agrotéxicos e um dos principais exportadores agricolas do mundo. A regido
Centro-Oeste por sua vez é a maior comercializadora de agrotoxicos do Brasil. No Brasil ainda sdo consumidos diversos
tipos de agrotoxicos comprovadamente prejudiciais a saide humana e ao meio ambiente. Este estudo ecoldgico avaliou
a possivel associagao entre mortalidade por cancer de es6fago, estdmago, prostata, linfoma ndo-Hodgkin e leucemia em
agricultores com mais de 15 anos, nos anos de 2006 a 2013 nos municipios rurais dos estados da regido Centro-Oeste.
Também foi avaliada a relagéo entre a mortalidade por estas neoplasias e a quantidade de agrotoxicos utilizadas por
agricultores conforme indices de exposicdes referentes ao ano de 1996.

OBJETIVO
Analisar possivel associagdo entre exposigao a agrotoxicos e mortalidade por cancer de es6fago, estdbmago, prostata,
linfoma ndo-Hodgkin e leucemia em agricultores na regiao rural do Centro-Oeste brasileiro.

METODOLOGIA

Estudo de area e populagéo

Um estudo ecolégico utilizando dados nacionais sobre mortalidade e producéo agricola foi desenhado para comparar a
mortalidade por suicidio entre os trabalhadores agricolas e no agricolas dos municipios rurais dos estados de Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul e Goias. Os dados do Distrito Federal ndo foram utilizados por se tratar de uma area predominantemente
urbana, bem como foram excluidos da analise os municipios urbanos de cada um dos estados da regido Centro-Oeste.

Dados de mortalidade por cancer

As informagdes de mortalidade dos agricultores dos estados da regi@o Centro-Oeste foram extraidas do Sistema de
Informag&o sobre Mortalidade (SIM) do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satide (DATASUS) implementado
pelo Ministério da Saude, para os anos de 2006 a 2013. A 10? revisdo da Classificagao Internacional de Doengas (CID-10)
foi utilizada para estabelecer os codigos referentes a mortalidade por cancer de eséfago (C15), cancer de estémago (C16),
cancer de préstata (C61), linfoma n&o-Hodgkin (C82-C85) e leucemia (C91-C95). Foram analisadas as mortes pelos tipos
de cancer supracitados do periodo de 2006 a 2013 para individuos do sexo masculino e feminino com 15 anos ou mais,
residentes dos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goiés.

Indices de exposicéo

Para analises de acordo com indices de exposi¢ao, foram utilizados dois diferentes indices referentes ao ano de 1996:
1. Gastos totais com agrotoxicos por numero de trabalhadores em estabelecimentos agricolas;

2. Gastos totais com agrotdxicos por area (hectares) de estabelecimentos agricolas.
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Anélise de dados

As comparagdes entre os dados de mortalidade presentes neste estudo foram feitas através de calculos de razdes de
taxas de mortalidade anteriormente descritos por Miettinen e Wang (1981).

Para as comparagdes de dados de mortalidade por cancer entre os grupos de estudo e os grupos de referéncia foi calculada
arazéo de chance de mortalidade (Mortality Odds Ratio, MOR). A significancia estatistica foi calculada usando um intervalo
de confianga (IC) de 95%.

Todos os calculos das taxas de mortalidade e seus intervalos de confianga foram realizados com o auxilio do programa
estatistico de epidemiologia WinPepi.

RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os resultados de MOR para céncer de eséfago, estdmago, prostata, linfoma ndo-Hodgkin e
leucemia em trabalhadores agricolas quando comparados a trabalhadores ndo agricolas em geral

E possivel observar que trabalhar em agricultura na regido Centro-Oeste e em cada um de seus estados individualmente,
€ um risco de mortalidade por cancer de esdfago, estdmago ou prostata. Para esses trés desfechos foi constatado risco
estatisticamente significativo (IC>1) de mortalidade. Destaca-se que no estado de Goiés foi observado risco de mortalidade
por cancer de esbfago duas vezes maior em trabalhadores agricolas quando comparados a trabalhadores ndo agricolas.

Tabela 1: MOR para cancer de esbfago, estomago, prostata, linfoma ndo-Hodgkin e leucemia: Trabalhadores agricolas
comparados a trabalhadores néo agricolas.

Céncer de A ) Linfoma .
R Cancer de prostata Leucemia
estdmago

Cancer de esofago n&o-Hodgkin

MOR IC(9%5%) |MOR 1C95% |MOR IC9%% |[MOR IC95% |MOR IC95%

Goias 231 1.89-281"| 140 1.18-1.67*| 121 1.06-1.38" | 1.34 0.97-1.83| 0.79 0.57-1.08
Mato Grosso 1,34 1.08-1.65| 1,25 1.05-1.48"| 150 1.30-1.72*| 0.88 0.58-1.33| 0.87 0.65-1.18
Mato Grosso do Sul | 1,72 1.43-2.08"| 120 1.02-1.40"| 1.38 1.21-157*| 0.84 0.55-1.29| 096 0.72-1.28

Centro-Oeste 1,81 1.62-2.03*| 1,31 1.19-1.45"| 135 1.25-1.45"| 1.00 0.80-1.24| 0.88 0.74-1.04

** Estatisticamente significativo

Na tabela 2 s&o apresentados os resultados de MOR para céncer de es6fago, estémago, prostata, linfoma ndo-Hodgkin
e leucemia em trabalhadores agricolas quando comparados a trabalhadores néo agricolas do sexo masculino e feminino.
Quando estratificado por género, vemos que homens sofrem mais risco de mortalidade por cancer de estdmago mais
elevado do que as mulheres. Porém, as mulheres apresentam riscos maiores de mortalidade por cancer de eséfago do
que os homens, destacando-se o resultado estatisticamente significativo de 2,65 vezes mais chance de mortalidade por
cancer de esdfago em mulheres agricultoras quando comparadas a néo agricultoras no estado de Goias.

Os resultados para linfoma né@o-Hodgkin e leucemia nédo foram estatisticamente significativos. Apenas foi encontrada
sugestéo de risco de mortalidade por LNH em Goias e na regi&o Centro-Oeste, com destaque para o risco estatisticamente
significativo de 1,52 vezes mais chance de mortalidade por este desfecho em mulheres agricultoras quando comparadas
a mulheres de outras classes trabalhistas.
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Tabela 2: MOR para cancer de esbfago, estomago, prostata, linfoma ndo-Hodgkin e leucemia: Trabalhadores agricolas
comparados a trabalhadores néo agricolas estratificados por género.

Cancer de esbfago gj%ﬁ;g: Cancer de prostata nélc_)i-rl?lcg?;kin Leucemia
MOR IC(95%) |MOR IC9% |MOR 1IC9% |MOR 1C9%% |MOR IC95%
Masculino
Goias 1,90 153-2.35"| 129 1.07-156"| 1.21 1.06-1.38*| 0.79 025-248 | 084 0.60-1.18
Mato Grosso 1,11 089-139 | 123 1.02-148*| 150 1.30-1.72**| 065 0.16-2.66 | 095 0.67-1.34
Mato Grosso do Sul | 1,29 1.06-1.57**| 1,17 0.99-1.38 | 1.38 1.21-1.57"*| 117 0.37-374 | 1.08 0.78-1.49
Centro-Oeste 145 1.28-1.64"| 127 1.14-140*| 135 1.25-145*| 081 040-1.63 | 095 0.78-1.15
Feminino
Goias 2,65 1.40-5.03"| 1,12 0.60-2.10 152 1.07-214**| 053 0.17-1.66
Mato Grosso 1,35 063-291 | 060 0.28-1.26 090 058-142 | 120 0.61-2.36
Mato Grosso do Sul | 1,93  0.94-3.97 | 0,38 0.16-0.91 077 048-124 | 067 0.25-1.80
Centro-Oeste 1,96 1.31-2.94*| 0,67 0.44-1.02 1.05 0.83-133 | 086 0.52-1.41

** Estatisticamente significativo

O Brasil ¢ 0o maior consumidor de agrotéxicos no mundo e a regido Centro-Oeste é a regido que mais consome agrotoxicos
no Brasil. O estado do Mato Grosso € o lider nesta regido e consequentemente, o lider nacional e mundial no consumo
destes produtos. Fato preocupante, uma vez que os agrotoxicos vém sendo cada vez mais relacionados com desfechos
prejudiciais a saude humana e ao meio ambiente.

CONCLUSOES

Um maior risco de mortalidade por cancer de esdfago, estbmago e prostata foi constatado neste estudo, bem como
possiveis relacdes entre o nivel de exposicdo a agrotdxicos e mortalidade por estes canceres. Uma sugestdo de risco
também foi inferida para mortalidade por linfoma n&o-Hodgkin e leucemia. Estes resultados, junto com outros resultados
presentes na literatura, chamam ateng&o para um maior cuidado com a saude da classe de trabalhadores mais exposta
a estes quimicos, os agricultores.
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ESTUDO DO DICLOFENACO SODICO SOBRE O DESENVOLVIMENTO DA MOSCA
NECROFAGA CHRYSOMYA MEGACEPHALA (FABRICIUS, 1794)
DIPTERA: CALLIPHORIDAE): APLICAGAO EM ENTOMOLOGIA FORENSE
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INTRODUGAO

Os dipteros califorideos possuem uma grande diversidade ecologica. Sua distribuicdo geografica compreende o Brasil,
onde foram acidentalmente introduzidos a partir do lixo de navios africanos (GUIMARAES et al, 1978). O género Chrysomya
(ROBINEAU-DESVOIDY, 1830) é reconhecido mundialmente por sua importancia médica-sanitaria (BAUMGARTNER &
GREENBERG, 1984) e suas espécies sdo conhecidas como moscas-varejeiras.

Chrysomya megacephala (FABRICIUS, 1794) é uma espécie r-estrategista com alta incidéncia em areas com influéncia
antropogénica (VIANNA et al, 1998). Seu carater necréfago leva a um alto indice populacional relativo & proximidade
de lixdes (RIBEIRO et al, 2015), principalmente pela presenca de carcagas, importantes para alimentagéo e oviposi¢do
desses dipteros.

Segundo Amendt et al (2007), a entomologia forense é a area da ciéncia que utiliza artrdpodes em investigacdes forenses,
podendo auxiliar na determinagéo do momento da morte, se houve ou ndo movimentag&o ou manipulag&o do corpo e na
dedug&o das circunstancias que envolveram o fato (DE SANTANA & BOAS, 2012). Para tal calculo, é necessario conhecer
o0 tempo de desenvolvimento das espécies, a sucessao de insetos que colonizam cadaveres e sua dispersao larval pos-
alimentar (AMENDT et al, 2004). C. megacephala tem grande importancia forense (VON ZUBEN, 2001), podendo ser
usada como evidéncia para estimativa do intervalo pés-morte (IPM), j& que esta entre os primeiros e predominantes insetos
envolvidos na decomposi¢ao cadavérica (OLIVEIRA-COSTA & QUEIROZ, 2007).

Ataxa de desenvolvimento dos insetos necréfagos pode ser afetada por substancias introduzidas no seu organismo através
da sua alimentagéo e isso pode afetar estudos como o IPM (ESTRADA et al, 2009). Desta forma, necessita-se conhecer
os efeitos de cada substancia quimica na taxa de desenvolvimento de cada espécie; o que estuda a Entomotoxicologia
(GOSSELIN et al, 2011). A fase larval € a mais utilizada para estudos desse tipo visto que séo facilmente coletadas e
mantidas em laboratério (KINTZ et al, 1990). C. megacephala pode ser usada na identificacdo de substancias ou drogas
em corpos em decomposicdo, sendo suas larvas consideradas como amostras alternativas nas analises toxicoldgicas.

O diclofenaco sddico é um anti-inflamatério ndo esteroide e potente inibidor competitivo reversivel da atividade da
ciclooxigenase (WYPYCH, 2009), causando grande reducéo da formacdo de mediadores da resposta inflamatéria. E,
portanto, altamente recomendado para tratamento de doengas como artrite reumatéide, célicas renais, pequenas cirurgias,
traumas e dismenorréia, em 94 paises (PUERTAS, 2006). Visto que o nimero de mortes causadas por superdosagem de
remédios controlados tem crescido grandemente nos ultimos anos ou, mesmo nao tendo este fator como causa da morte,
tendo-0 como caracteristica circunstancial da mesma, faz-se necessario analisar tal medicamento no desenvolvimento
de moscas necréfagas.

OBJETIVO

Produzir conhecimentos a serem aplicados em entomologia forense através da avaliagao da influéncia de duas concentragdes
do diclofenaco de sédio sobre o crescimento e desenvolvimento pds-embrionario de Chrysomya megacephala, pela da
analise do peso de larvas maduras, duragdes dos estagios de larva, pupa e total (neolarvas a adultos), viabilidades, taxas
de normalidade e raz&o sexual.
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METODOLOGIA

Foram utilizados individuos de C. megacephala da 32 geracdo de uma col6nia estabelecida no Laboratoério de Estudos
de Dipteros (LED) do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (DMP) da Universidade Federal do Estado do Rio
de Janeiro (UNIRIO), mantida com adultos coletados no Jardim Zooldgico do Rio de Janeiro, localizado dentro do parque
da Quinta da Boa Vista, S&o Cristévao, RJ. Foram utilizadas trés armadilhas seguindo o modelo de MELLO et al (2007),
contendo sardinha como isca e expostas por aproximadamente 24 horas. Apos a coleta dos dipteros adultos, estes foram
levados para o LED para triagem e a identificagéo taxonémica dos mesmos de acordo com chave taxonémica de Mello
(2003). Foram mantidos em gaiolas de plastico transparente (40x30x20cm) com abertura na parte superior para arejamento
e abertura frontal para permitir 0 acesso ao interior da gaiola revestida com tecido escaline. Foram alimentados com &gua,
solucdo de mel e &gua (50%) e moela de frango como fonte de proteinas, substrato de oviposi¢éo e maturagéo de ovarios.
O experimento foi realizado com 480 larvas de primeiro instar, separados em trés tratamentos com quatro repeticdes cada,
totalizando doze repetigdes, cada uma com 40 larvas. 300g de moela foram misturadas com 100mL de agua destilada e
trituradas por um mixer até adquirir consisténcia pastosa (FERRAZ et al, 2012). 6g de agar foram misturados a 400mL
de agua destilada e levados ao micro-ondas. O homogenato de moela foi entéo adicionado ao &gar numa proporgéo 1:1
e a mistura foi dividida em por¢des de 60g, sendo colocadas em béqueres de vidro de 100mL. Cada repeti¢do continha
60g de dieta de homogenato de moela em &gar e recebeu 40 larvas, transferidas com uso de pincel fino numero 2 - o que
constituiu o grupo controle.

Foram testadas duas concentraces diferentes de diclofenaco adicionadas a dieta larval, consistindo em dois tratamentos. O
primeiro tratamento (T1) utilizou 1 g de diclofenaco sédico diluido em 100ug de dgua, quantidade baseada em niveis séricos
de acordo com as indicagbes médicas. J& no segundo tratamento (T2), foi utilizada uma quantidade quatro vezes maior
do que a dosagem padréo (4g de diclofenaco sddico em 100ug de agua), simulando uma maior dose do medicamento.
Cada béquer de cada repeticao foi inserido em outro béquer maior (400 mL), contendo serragem esterelizada para permitir
a puparia¢do das larvas quando maduras, ap6s o abandono da dieta, e vedado com escaline e elastico. As larvas foram
mantidas em cdmara climatizada a 30°C/dia e 28°C/noite, 70 + 10% U.R. e 12 horas de fotoperiodo e foram realizadas
observagdes didrias no mesmo horério.

As larvas, ap6s abandono da dieta, foram pesadas em lotes de cinco em balanga analitica e armazenadas em tubos de
ensaio com serragem esterelizada vedados com escaline e elastico para observagdo da emergéncia dos adultos. Foram
acompanhadas as datas de puparia¢éo, emergéncia dos adultos e a raz8o sexual, assim como anormalidades morfologicas
dos adultos. Para a anélise bruta dos dados, utilizou-se o programa Microsoft Excel e, para as demais andlises, o software
estatistico BioStat 5.0. Aanalise de variancia entre as médias de peso de larvas e as duragdes dos estagios larvais, pupais
e totais (neolarvas a adultos) foram feitas por meio do Teste ANOVA, assim como a viabilidade.

RESULTADOS

Quanto ao peso individual médio das larvas, ndo houve diferenga significativa entre os trés tratamentos. Os grupos controle,
T1 e T2 apresentaram valores médios de 0,0569g, 0,0572g e 0,0593g, respectivamente, com valor de significancia 0.7886
(n&o significante).

Diversos autores j& estudaram os efeitos de outras substéncias no desenvolvimento de C. megacephala. Quanto ao ganho
de massa por tempo, Moretto (2011) observou que o medicamento Citalopram, utilizado em individuos com diagndstico
de depresséo, em sua maxima dosagem, assim como o grupo controle, obteve média de massa final relativamente maior
quando comparada as dosagens inferiores. Gomes (2012) comparou o efeito deste medicamento com o do Diazepam,
indicado para sedacéo antes de intervengdes, notando efeito contrério ao do Citolapram. Pereira (2011) obteve resultados
um pouco diferentes na analise da influéncia do Topiramato, utilizado em tratamentos como cefaleia e epilepsia, notando
que nao houve diferengas abruptas nas massas obtidas no decorrer do tempo - apenas um crescimento de padrdo comum
para o desenvolvimento larval de moscas desse tipo (crescimento inicial baixo, seguido de periodo de aumento abrupto e
aparente estabilidade apds pupariag&o).

O pico de abandono da dieta de todos os tratamentos foi no 4° dia e apenas o grupo T1 se estendeu até o 9° dia. Quanto
a puparia¢do, novamente os picos foram no mesmo dia, no 5°, sendo T1 0 mais longinquo, se estendendo até o 11° dia.
Ja relativo & emergéncia dos adultos, embora o pico ainda seja 0 mesmo nos trés tratamentos, no 9° dia, o grupo mais
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extenso foi agora o T2, comegando no 9° dia, mais tardiamente do que os outros, que se iniciaram no 8°, e se estendendo
até 0 11° dia. Temos entdo que a duragdo dos estagios de larva, pupa e total apresentaram valores médios aproximados
de 5,5, 4,6 e 9,4 dias, respectivamente, no grupo controle; 5,6 dias; 4,4 dias e 9,1 dias, respectivamente, no grupo T1; e
5,3 dias; 4,6 e 9,5 dias, respectivamente, no grupo T2.

O anticoncepcional Ciclo 21, medicamento utilizado por mulheres para evitar a gravidez, por sua vez, teve sua influéncia
no desenvolvimento de C. megacephala analisada por Santos (2013), que utilizou trés diferentes dosagens da droga. O
estudo notou uma diminui¢do na média das massas e retardo no processo de crescimento quando utilizado a maior dose.
As menores doses, por outro lado, aceleraram o processo de desenvolvimento, encurtando o tempo de pupariagdo. O
inverso pdde ser observado por Moretto (2011) com relagéo ao Citalopram. A adigdo do medicamento em quatro diferentes
doses simulando o uso de 1, 2, 3 e 28 comprimidos na dieta dos individuos n&o revelou diferenca significativa entre os
primeiros tratamentos, mas sim quando comparados o grupo controle e a dosagem maxima, uma vez que esta ocasionou
uma aceleragdo no processo de crescimento. Também foi notado que as doses iniciais, menores, retardaram o processo
de crescimento pela diminuigdo do tempo de pupariacéo, efeito contrario ao do anticoncepcional visto anteriormente.

As proporcdes encontradas relacionadas ao sexo foram: controle (machos=53%, fémeas=47%), T1 (machos=51%,
fémeas=49%) e T2 (machos=52%, fémeas=48%). Todos os tratamentos apresentaram 100% de adultos normais. Quanto
as viabilidades, embora os grupos controle e T1 tenham tido maiores viabilidades larvais e pupais, respectivamente, o
grupo T2 demonstrou a maior viabilidade total dos trés tratamentos.

Rezende et al (2014) estudaram o efeito do medicamentos Methylphenidate hydrochloride e Phenobarbital, muito
utilizados para o tratamento de Transtorno de Hiperatividade e Déficit de Atengao e doengas relacionadas a altos indices
de transmissdes sinapticas, respectivamente. Foi também estudada a atuagéo dos dois medicamentos juntos, simulando
uma dose terapéutica e uma overdose. Foi observado que tanto na presenga das drogas separadamente quanto de ambas
em conjunto, sé foram demonstradas pequenas alteragdes em idades especificas

de C. megacephala, diferindo do efeito em outras espécies de Chrysomya (Chrysomya albiceps (Wiedmann, 1819) e
Chrysomya putoria (Wiedmann, 1830)), onde houve uma aceleragéo no desenvolvimento. Conclui-se, entdo, que 0 mesmo
conjunto quimico pode ter diferentes efeitos mesmo em espécies do mesmo género, talvez por uma auséncia de via
bioquimica correspondente a acédo de tais medicamentos na espécie.

CONCLUSOES

O presente estudo obteve resultados que mostraram que ndo houve alteragédo no metabolismo da espécie na presenca de
diclofenaco sédico em sua dieta. Portanto, pode-se que concluir que este medicamento n&o influencia o desenvolvimento
de Chrysomya megacephala.
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INTRODUGAO

Infecgdes do trato respiratério sao importante problema da saude publica mundial causando as doengas mais comuns em
seres humanos. Muitos microorganismos estéo implicados nessas infecgdes, mas os virus e as bactérias sdo os patdgenos
mais frequentemente associados. Dentre as infecgdes do trato respiratorio, destaca-se o resfriado comum, como a doencga
infecciosa que mais acomete seres humanos. Apesar de ser considerada uma doenga autolimitada e de baixo risco, 0
resfriado comum é responsavel por altos custo econdmicos e de qualidade de vida, especialmente nos extremos etarios. O
resfriado comum pode ser causado por um grupo heterogéneo de virus, mas tem como principal agente etiologico o rinovirus
humano (HRV). As interagdes entre virus e bactérias na patogénese das infecges respiratérias ja foram extensamente
discutidas na literatura, e dentre os mecanismos virais que favorecem infecgdes bacterianas posteriores destacam-se as
alteracdes epiteliais causadas induzidas por virus, 0 aumento da expressao de receptores de superficie utilizados durante
0 processo de aderéncia e internalizagao bacteriana, e marcadamente, a capacidade de modular o sistema imunolégico
do hospedeiro, comprometendo as respostas imunes. O rinovirus humano, como tantos outros microorganismos, possuli
mecanismos que visam evadir o sistema imunoldgico para assim alcangar o objetivo de se replicar e se disseminar. Apesar
desses mecanismos favorecerem infecgdes bacterianas subsequentes de uma maneira geral, a literatura existente aponta
para a existéncia de uma associagao entre infecgdes causadas pelo HRV e infecgdes bacterianas subsequentes causadas
por Streptococcus pneumoniae. Sabe-se que o HRV é capaz de alterar as fungdes acessorias de células do sistema
imune induzindo a produgao de citocinas imunossupressoras como IL-10 (STOCKL et al., 1999) e interferindo nas vias
de sinalizagdo que resultam na produg&o de interferons do tipo | (KOTLA et al., 2008; BARRAL et al., 2009; DRAHOS;
RACANIELLO, 2009) o que indiretamente pode comprometer a resposta do hospedeiro a infecgdo bacteriana subsequente
(WEIGENT et al., 1986; MANCUSO et al., 2007; PARKER; MARTIN; SOONG, 2011). O efeito direto do HRV sobre a
capacidade fagocitica e microbicida de mondcitos ainda néo foi explorado, assim, os experimentos realizados no presente
estudo tiveram como objetivo avaliar in vitro 0 impacto da interagdo com o rinovirus humano em alguns dos mecanismos
utilizados pelos fagécitos mononucleares em resposta ao Streptococcus pneumoniae.

OBJETIVO
Avaliar o efeito da exposicdo ao rinovirus sobre a capacidade microbicida de monacitos humanos contra Streptococcus
pneumoniae.

METODOLOGIA

Isolamento de células mononucleares do sangue periférico (PBMC): A obtengéo das células mononucleares do sangue
periférico (Linfocitos T, B, mondcitos e células NK) foi feito a partir da coleta em tubos heparinizados (BD Biosciences) de
25 mL de sangue periférico de voluntarios sadios. O isolamento da fragdo de células mononucleares foi feito através da
separagéo por gradiente de densidade com Ficoll-Paque (GE Healthcare ® Life Sciences) seguido de um protocolo de
enriquecimento para mondcitos como descrito a seguir. Um volume de 20mL de sangue periférico foi coletado em tubos
heparinizados estéreis (BD Vaccutainer®) e transferido para um tubo tipo falcon contendo 10mL de Ficoll-Paque PLUS.
Em seguida, o tubo foi centrifugado a 2000 rpm, por 20 minutos, a 20°C, com aceleragéo 7 e desaceleragdo 2. Apos a
centrifugagdo e formagao do gradiente, a camada onde se localizam as células mononucleares foi recolhida e transferida
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para um segundo tubo do tipo falcon onde o volume foi completado para 20mL com tampao fosfato-salino PBS (fosfato
0,01M, cloreto de potassio 2,7mM e cloreto de sodio 0,14 M) pH 7,4, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cultilab). Em seguida, a suspenséo de células foi centrifugada a 1900 RPM, por 10 minutos, a 4°C, com aceleragéo 9 e
desaceleragdo 9. Apds nova lavagem com tampao PBS-SFB, o pellet de células foi ressuspendido em 1mL de meio RPMI
1640 completo (suplementado com 10% de SFB (Gibco ® Life Technologies)) com ou sem vermelho de fenol (Gibco ® Life
Technologies). A suspenséo de células foi diluida 10x em solugéo de azul tripan (0,04%) e contadas em camara de Neubauer
em microscopio otico Axio Lab A1 (Zeiss). Aliquotas contendo o equivalente a 10° ou 5 x 10° células foram distribuidos em
pogos de placas de 96 ou de 24 pogos, respectivamente. Os pogos das placas de 24 pogos tiveram os volumes ajustados
para 300 uL de meio RPMI 1640 completo (suplementado com 10% de SFB (Gibco ® Life Technologies)) com vermelho
de fenol (Gibco ® Life Technologies) e 0s pogos das placas de 96 pogos tiveram seu volume ajustado para 150 L de meio
RPMI 1640 completo. As placas foram entdo incubadas por 1 h a 37°C, 5% CO2 para aderéncia dos mondcitos. Terminada
a incubagdo de 1 h, os pogos foram lavados duas vezes com tampdo PBS-SFB aquecido para remogao das células
nao aderentes. O volume dos pogos das placas de 24 pogos foi completado com 500 pL de meio RPMI 1640 completo
(suplementado com 10% de SFB (Gibco ® Life Technologies)) com vermelho de fenol (Gibco ® Life Technologies), enquanto
0 volume dos pogos das placas de 96 pogos foi completado com 150 L de meio RPMI 1640 completo sem vermelho de
fenol (Gibco ® Life Technologies) e em seguida, as placas foram incubadas por adicionais 24 h a 37°C a 5% CO2.

Avaliagcdo da viabilidade de monécitos apés interagdo com HRV-14: Culturas de mondcitos aderidas em pogos de
placa de 96 pogos, foram estimuladas com HRV-14 nas MOI 1, 5 e 10 por 1 hora ou overnight. Em seguida as culturas
foram incubadas com 0,01% de sal de tetrazdlio XTT em PBS com 4% de Menadiona por 2 horas a 37°C em 5% de CO2.
A reducéo de XTT, diretamente proporcional capacidade respiratdria dos mondcitos foi analisada em espectrofotometro
SpectraMax M5 (Molecular Devices) procedendo-se a leitura de 9 pontos em cada pogo a partir da base, com comprimento
de onda de 490 nm.

Avaliagao da produgéo de espécies reativas de Oxigénio (ROS) por mondcitos: Culturas de mondcitos aderidas em
pogos de placa de 96 pogos foram estimuladas com HRV-14 nas MOI 5 e 10 overnight. Em seguida, as culturas foram
incubadas com 5L de dihidrorodamina (DHR) 123 (Sigma-Aldrich) (concentragéo na cultura 10uM) por 20 minutos a 37°C
em 5% de CO2. Apds a incubagdo com DHR, foram adicionadas aliquotas com suspenséo de Streptococcus pneumoniae
nas MOI 10, 100 e 200 nos pogos designados das placas, que permaneceram incubadas por 30 minutos a 37°C em 5% de
CO2. Aprodugéo de (ROS) foi analisada em espectrofotdmetro SpectraMax M5 (Molecular Devices) procedendo-se a leitura
de 9 pontos em cada pogo a partir da base, com comprimento de onda de excitagdo de 480 nm e de emissédo de 530 nm.

Avaliagéo da capacidade microbicida dos monécitos (ensaios de killing): Culturas de mondcitos aderidas em pogos de
placa de 24 pogos foram estimuladas com HRV-14 na MOI 1 overnight. Em seguida, foram estimuladas com Streptococcus
pneumoniae nas MOI 5 e 10, por 1 hora. Ao final da etapa de incubagao, os sobrenadantes das culturas foram descartados,
e as células foram lavadas com 300 uL de tamp&o fosfato-salino PBS-SFB aquecido. Ao final da etapa de lavagem, as
culturas receberam 100 uL da solugdo de Triton X-100 0,1 % e 400 pL de PBS- SFB. Dessas culturas foram retiradas
aliquotas, as quais foram diluidas em PBS-SFB e plaqueadas em meio Agar BHI-sangue 5%. A contagem das unidades
formadoras de col6nia (UFC) de Streptococcus pneumoniae foi realizada apds 24 horas de incubag&o a 37°C em 5% de CO2.

Andlise dos dados: A andlise estatistica foi realizada com o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc.). O
teste T de Student pareado foi empregado para comparagéo de médias entre as condigdes experimentais onde a distribui¢ao
dos dados era paramétrica. A significancia em todos os experimentos foi definida como p<0,05.

RESULTADOS

Avaliagao da viabilidade de mondcitos apds interagdo com HRV-14: A viabilidade das células foi avaliada pele teste de
reducéo do sal de tetrazélio XTT com leitura da absorbancia a 490nm. Nao foram observadas diferencas estatisticas entre
a viabilidade das células incubadas apenas com meio de cultura e das células incubadas com HRV14, indicando que a
incubacéo com HRV n&o afeta a viabilidade dos mondcitos em nenhuma condicéo testada.
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Avaliagao da produgéo de espécies reativas de Oxigénio por mondcitos: O estimulo das células apenas com HRV14
n&o induziu producéo de ROS assim como também néo afetou a produgéo induzida por S. pneumoniae em nenhuma das
condigdes testadas. Diferengas estatisticamente significativas com p < 0,05 foram observadas apenas entre monocitos
sem qualquer estimulo e mondcitos estimulados com S. pneumoniae.

Avaliagéo da capacidade microbicida dos mondcitos (ensaios de killing): As UFC de S. pneumoniae foram recuperadas
apds lise dos monocitos pré-expostos ou ndo (controle) ao HRV14 e plaqueamento do sobrenadante das culturas em agar
Sangue. O numero de UFC recuperadas da cultura de mondcitos controle foi considerado como 100%. Tendo o controle
como parametro comparativo, foi observado que a exposigao ao virus diminuiu a recuperagéo de bactérias viaveis, em
média, em 35% e 69% quando os mondcitos foram incubados com S. pneumoniae nas MOI de 5 e 10, respectivamente.

CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos por esses experimentos preliminares foi possivel averiguar que o HRV-14 n&o induziu
isoladamente um aumento na producéo de espécies reativas de Oxigénio ao interagir com mondcitos humanos, e também
nao afetou a produgdo de ROS induzida pelo S. pneumoniae, sugerindo que esta fungéo microbicida se mantém preservada
nos mondcitos mesmo quando expostos ao HRV. Em contrapartida, através da avaliagdo da capacidade microbicida
dos mondcitos foi verificado um menor nimero de UFC recuperadas nas culturas que foram pré-tratadas com HRV-14 e
posteriormente incubadas com S. pneumoniae, quando em comparagao com culturas sem pré-tratamento. Considerando-se
que macrofagos alveolares pré-tratados com HRV-16 apresentam uma redugéo na capacidade fagocitica de bioparticulas
bacterianas (OLIVER et al., 2008) é possivel que a menor recuperagao de bactérias viaveis do interior dos monaocitos em
nossos experimentos seja em decorréncia do comprometimento na internalizagdo das bactérias induzido pelo virus. Existindo
na literatura estudos que apontam para uma alteragao no perfil de citocinas (STOCKL et al., 1999; KORPI-STEINER et al.,
2006; OLIVER et al., 2008) apds a exposigao ao rinovirus e estudos que apontam a existéncia de comprometimento da
capacidade fagocitica das células do sistema imune, fica evidente a necessidade de novos experimentos para elucidar os
mecanismos pelos quais o HRV14 afeta a eficiéncia dos fagdcitos contra o S. pneumoniae
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INTRODUGAO

Staphylococcus epidermidis € uma espécie do género Estafilococos, pertencente ao grupo coagulase negativo. Faz parte
da microbiota da pele humana, mas nas ultimas décadas passou a ser considerado um importante patégeno oportunista,
especialmente em infecgdes hospitalares (OTTO, 2012). Na maioria das vezes, as infecgdes causadas por S.epidermidis
envolvem o uso de dispositivos médicos como cateteres venosos centrais, proteses articulares, marca-passos e outros
implantes. (MACK, 2013). Os principais mecanismos de viruléncia envolvidos nestes processos infecciosos s&o a sua
capacidade de aderir e formar biofilme na superficie de biomateriais. A aderéncia da bactéria pode ser feita diretamente ao
biomaterial, sendo decorrente da sua hidrofobicidade superficial, ou as proteinas do hospedeiro que recobrem os implantes,
sendo mediada por adesinas. Apos a aderéncia, ocorre a formagédo do biofilme, uma aglomeragdo de bactérias envoltas
em uma matriz extracelular e organizada em multicamadas, estrutura esta que oferece prote¢éo contra 0s mecanismos
imunoldgicos de defesa e antibidticos (FEY e OLSON, 2010). A matriz extracelular do biofilme pode ter como componente
principal um polissacarideo, a Adesina Polissacaridica Intercelular (PIA - Polysaccharide intercellular adhesin) (MACK et
al., 1996) ou diferentes proteinas (Bap - Biofilm associated protein; Bhp - Bap homologue protein; Aap — Accumulation
associated protein; Embp - Extracellular matrix-binding protein) (OTTO, 2009). Recentemente, em S. epidermidis foi
detectada a presenca do operon capDEACB responsavel pela produgédo do acido u-poliglutamico (y-PGA), apontado em
Bacillus anthracis como o principal mecanismo de patogenicidade da bactéria (JANG et. al., 2011). Em outras bactérias
Gram positivas, particularmente do género Bacillus, y-PGA estando nas espécies ndo patogénicas relacionado com a
sobrevivéncia em condigdes ambientais adversas (BUESCHER, J. M.; MARGARITIS, A. 2007; CANDELA, T.; FOUET,
A.; 2006). No caso do Bacillus anthracis, 0 y-PGA néo é secretado para o meio, formando uma capsula que € o principal
mecanismo de patogenicidade, sendo responsavel pela evasdo imune da bactéria (JANG et. al., 2011). O y-PGA é um
biopolimero anidnico onde os aminoacidos séo ligados por ligagdes peptidicas do tipo y-amino, diferentemente das proteinas
onde esta ligacédo é a-amino, fazendo com que este polimero seja resistente a agéo das proteases (CANDELA, T.; FOUET,
A. 2006). Aimportancia do y-PGA em S. epidermidis foi estudada por KOCIANOVA et. al. (2005) em cateteres implantados
em modelos animais, sendo demonstrado que este € um componente-chave para a persisténcia da infecgdo, conferindo
a bactéria protecéo a peptideos antimicrobianos e fagécitos da resposta imune inata. Estes autores relataram a detecgéo
do gene capB e a produgéo de y-PGA em todas as amostras de S. epidermidis e de outras espécies do grupo coagulase
negativo estudadas. O gene capB, pesquisado por KOCIANOVA et. al. (2005), faz parte do operon capBCAED (GILL et al.,
2005). Em contrapartida, resultados anteriores deste projeto mostraram que somente 80% dos isolados de S. epidermidis
estudadas possuiam o gene capB, sendo que destas a produgao de y-PGA foi detectada em apenas 64% (CAMPOS et.
al., 2015). Tendo em vista esta contradi¢éo, surge a hipotese de que ocorre algum tipo de inibigdo na produgéo do y-PGA
em determinadas amostras de S. epidermidis. A falta desta expressao fenotipica nestas amostras pode estar relacionada
a presenga de elementos génicos inseridos no operon cap. Este tipo de supressao da expressao fenotipica por elementos
de insercéo ja foi descrito em S. epidermidis para o operon ica, responsavel pela produgédo de PIA (ZIEBUHR et al., 1999).
Como nao existem relatos na literatura de amostras com este perfil, cap+/y-PGA-, & interessante investigar se um fenémeno
analogo ao que ocorre no operon ica poderia ocorrer também com o operon cap.
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OBJETIVOS
Correlacionar a falta de produgéao de &cido poli-y-glutamico (y-PGA) em amostras de S. epidermidis que possuem o operon
cap (cap+) com a possivel presenca de elementos genéticos, 1S256 ou 1S257, inseridos no operon.

METODOLOGIA

Foram estudados cinco isolados clinicos de S. epidermidis capB+, sendo quatro deles n&o produtores de y-PGA (EP09,
EP16, EP17 e EP45) e um produtor forte (EP05) utilizado como controle. Os isolados foram repicados em TSB e incubados
por 18 h a 35°C, sendo entao repicados para placas de Petri contendo Agar Infus&o de Cérebro e Coragéo (BHIA). Apds
o crescimento dos isolados por 24 h a 35°C, foram preparadas, a partir de col6nias isoladas, suspens6es em agua ultra-
pura estéril com turbidez equivalente ao tubo 6 da escala de McFarland. As suspensdes bacterianas foram submetidas
por 10 minutos a 100°C e em seguida colocadas em banho de gelo por 30 minutos. Apds o choque térmico as suspensdes
foram centrifugadas e o sobrenadante removido, aliquotado e mantido congelado a -20°C até o seu uso nas reagdes de
PCR (NININ et al., 2006). As reagdes de PCR simples foram realizadas individualmente para cada um dos cinco genes
do operon cap. Os oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na pesquisa dos genes do operon cap foram: capD F
5-TCTCCTTCGCGAACACTTTT-3, capD R 5-AAGAAGGCGACAAAATTGGA-3', capE F 5-GCTTGCCCCTTTTGAAAGAT-3,
capE R 5'-TTGAATATTAAAAAGCATTGGTTACAA-3’, capA F 5-GCGAACCTTTCCAGTCTTGT-3’, capA R
5-TGGGGGATACCTAATGAACG-3, capCF 5-AATGGGGTCAATGGGTACAA-3', capCR5-TCCAGCAGGGTTAGTCGTTC-3,
capBF5-CGCCTTGTGGTTTTCTGATT-3' e capBR 5-TAGCGTGTGTTGCGCTTATT-3'. Estes foram definidos com o0 emprego
do software Primer3Plus, com base nas sequencias do operon cap do genoma completo do Staphylococcus epidermidis
ATCC 12228 descrito no GenBank® (AE015929.1), sendo os genes utilizados e sua posigdo no genoma as seguintes: gene
SE_2089 - 2,134,291..2,135,895 (capD); gene SE_2090 - 2,135,898..2,136,074 (capE); SE_2091 - 2,136,049..2,137,122
(capA); SE_2092 -2,137,146..2,137,598 (capC); SE_2093 - 2,137,600..2,138,757 (capB). Para a pesquisa da transposase
dos elementos de inser¢do foram empregados os seguintes primers: 15256 F 5-TGAAAAGCGAAGAGATTCAAAGC-3'
e R 5-ATGTAGGTCCATAAGAACGGC-3' (ZIEBUHR et al., 1999); 1S257 F 5-CTATCTAAGATATGCATTGAG-3 ¢ R
5-TTAACTTGCTAGCATGATGC-3’ (GU et al., 2005). Nas reacdes de PCR simples para deteccdo da presenga do operon
cap como controle positivo e negativo, foi utilizado o DNA extraido das amostras S. epidermidis ATCC 12228 e S. aureus
ATCC 25923, respectivamente. As reagdes de Nested PCR foram realizadas empregando os amplificados obtidos com o
emprego dos primers: NEST1: capD F 5- TCTCCTTCGCGAACACTTTT-3' e capAR 5-TGGGGGATACCTAATGAACG-3';
NEST2: capA F 5-GCGAACCTTTCCAGTCTTGT-3' e capC R 5-TCCAGCAGGGTTAGTCGTTC-3; NEST3: capC F
5-AATGGGGTCAATGGGTACAA-3 e capB R 5-TAGCGTGTGTTGCGCTTATT-3. As reagdes de PCR simples foram
realizadas seguindo as instrugdes do fabricante do produto Red Mix®, para volume total de reagéo de 25 uL sendo os
primers F e R adicionados para uma concentragéo final de 0,4 uM. No PCR simples, a esta mistura foi adicionada de 2
ML do DNA extraido dos isolados como template.

No Nested PCR, a amplificac&o inicial dos segmentos do operon cap para a pesquisa da possivel presenca dos elementos
de inserc&o foi feita com a mesma metodologia descrita para o PCR simples, em trés reagdes distintas onde foi empregado
0 DNAdos isolados e os conjuntos de primers NEST1, NEST2 e NEST3 na mesma concentragéo descrita anteriormente. Na
reag&o para a pesquisa da presenga dos elementos de insercéo, foram utilizados os amplificados iniciais diluidos 1:10 como
template e os primers da transposase dos elementos de insergéo na concentragéo descrita na reagéo de PCR simples. Os
produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% em tampéo TBE 0,5X, sendo empregada
uma corrente de 100 volts por 30 min. Nos pogos do gel, colocou-se 4 uL do produto da amplificagéo misturados com 2
ML de GelRed®. Em um poco de cada gel de agarose foi colocado também um marcador de tamanho de DNA (LowRanger
100bp DNA Ladder - Norgen Biotek) para identificacdo do tamanho dos produtos amplificados. Apds a eletroforese, os
géis foram observados por transiluminagdo com luz ultravioleta e as imagens obtidas registradas por fotodocumentador.

RESULTADOS

Na amostra EP05 capB+/PGA+ foram detectados os genes capD, capC e capB, ndo sendo detectados 0s genes capA e
capE. Nas quatro amostras capB+/PGA- foram detectados os genes capD, capA, capC e capB, ndo sendo detectado o
gene capE.Na amostra ATCC12228, utilizada como controle positivo para a presenga do operon cap, foram detectados
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todos os genes do operon, com excegao do capE. Nao houve reagao para os genes do operon cap no controle negativo (S.
aureus ATCC 25923). O 1S256 foi detectado somente nas amostras capB+/PGA- EP16 e EP45. Ja o 1S257 foi detectado
em todos os isolados estudados. No Nested PCR, o 15256 foi detectado nos amplificados das sequéncias correspondentes
ao operon cap em 2 isolados, os mesmos onde este elemento de inser¢o havia sido detectado previamente no DNA
gendmico, pela reagdo de PCR simples. Ja o /S257, detectado previamente em todos os isolados por PCR simples, foi
encontrado nos amplificados das sequéncias correspondentes ao operon cap somente em 3 dos 5 isolados estudados. O
estudo de KOCIANOVA et al. (2005) mostrou uma relagdo direta entre a presenga do gene capB e a produgéo de acido
poli-y- glutdmico em amostras de S. epidermidis. No entanto, nossos resultados demonstram a presenga do operon cap em
amostras ndo produtoras de PGA. A presenca dos elementos de insergao 1S256 e 1IS257 em amostras cap+ poderia estar
relacionada a inibigdo da produgéo de PGA, a exemplo do que ocorre com a insergdo do 1S256 no operon ica, inibindo a
produgao de PIA e consequentemente a produgao de biofilme (ZIEBUHR et al., 1999).

CONCLUSAO

Afalta de deteccédo do gene capE em todos os isolados estudados e na amostra ATCC 12228 indica o0 ndo funcionamento
dos primers confeccionados na reagao de PCR simples, isto porque a amostra ATCC 12228 sabidamente possui este gene,
sendo necessario uma reavaliagdo dos referidos primers. A detecgdo dos elementos de inser¢éo estudados na reagéo
de Nested PCR especificamente dentro do operon de alguns isolados capB+/PGA-, sugere uma possivel relagdo entre
estes elementos génicos € a inibicdo da produgéo de acido poli-y-glutdmico, devendo sua presenga ser confirmada pelo
sequenciamento dos amplificados. A ndo detecgéo do gene capA no isolado EP05 possivelmente ocorreu devido a uma
ou mais alteragdes na sequéncia de nucleotideos da regido em que o primer se anelaria, impedindo assim a amplificagéo
do gene pela reagdo de PCR.
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INTRODUGAO

Staphylococcus epidermidis € uma espécie bacteriana isolada dos epitélios do homem, pertencente ao género Estafilococos
€ ao grupo coagulase negativo. Embora seja considerada tipicamente comensal da microbiota do homem, exercendo papel
protetor a colonizagao por outros microrganismos (OTTO, 2009), essa espécie tem sido destacada progressivamente como
um patégeno oportunista associado a infecgdes hospitalares relacionadas a implantagéo de dispositivos médicos como
préteses articulares, cateteres venosos centrais € marca-passos (OTTO, 2012). Os principais fatores de viruléncia de S.
epidermidis sdo a capacidade de aderir a superficie de biomateriais e de formar biofilme, que pode ser definido como uma
associagdo de bactérias aderidas a superficie, envolvidas por uma matriz extracelular polimérica altamente hidratada e
organizada em finas multicamadas. O biofilme confere uma protegao fisica contra fatores da resposta imune do hospedeiro e
contra antibioticos (FEY; OLSON, 2010) dificultando o tratamento das infecges e gerando, em muitos casos, a necessidade
de remocao dos dispositivos implantados e um aumento da morbidade e mortalidade. Recentemente, foi detectada em S.
epidermidis a presenga do operon cap responsavel pela produgéo do acido poli-y-glutdmico (y-PGA). Os cinco genes que
constituem o operon sdo nomeados de acordo o destino do produto: quando ele é liberado para o0 meio extracelular os
genes sao denominados “pgs”, referente a enzima poliglutamato sintetase descrita em Bacillus subtilis, e quando permanece
ancorado nos envoltorios celulares sao denominados “cap”, referente a capsula formada em Bacillus anthracis. O complexo
de sintese do y-PGA encontra-se ancorado na membrana celular e sua produgéo ocorre em duas etapas, a polimerizagdo
dos mondmeros de glutamato, envolvendo os produtos dos genes cap/pgsBC, e o transporte do polimero formado para
0 meio extracelular, por agédo dos produtos dos genes cap/pgsAE. O gene capD, codifica uma y-glutamil-transpeptidase
responsavel por catalisar a ligagdo do y-PGA ao peptidioglicano, promovendo seu ancoramento, enquanto o gene pgsS
codifica uma hidrolase que facilita o transporte € a liberagdo do y-PGA para o meio extracelular (CANDELA; FOUET,
2006). O y-PGA é um biopolimero ani6nico altamente soltvel, constituido por ligagdes peptidicas do tipo y-amino entre
residuos de glutamato e resistente a agéo de proteases. Em B. anthracis, a capsula formada por esse polimero ao redor
da bactéria auxilia na evaséo imune e é indicada como principal mecanismo de patogenicidade da espécie (JANG et. al.,
2011; CANDELA, T.; FOUET, A.; 2006). Em outras bactérias Gram-positivas e nao patogénicas, o y-PGA esta associado
a sobrevivéncia em condicdes adversas, como em elevadas concentragdes de sal. Como demonstrado por KOCIANOVA
et al. (2005), o y-PGA oferece protegao a peptideos antimicrobianos e fagécitos responsaveis pela resposta imune inata,
sendo importante para persisténcia da infecgdo por S. epidermidis. Diante da relevancia crescente dessa espécie como
patégeno oportunista e da importancia do y-PGA, torna-se essencial a pesquisa de mecanismos moleculares envolvidos
na regulagéo da expressado do operon cap, bem como a influéncia de condi¢des adversas do meio sobre a produgéo do
polimero.

OBJETIVOS
Pesquisar a presencga de genes do operon cap, nomeadamente capA, capB, capC, capD e capE, em isolados clinicos de
S. epidermidis.
Verificar o destino do y-PGA produzido quanto a sua possivel ancoragem na parede celular ou liberagao para o meio.
Avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de substéncias osmoticamente ativas (NaCl, KCI) sobre o crescimento e
produgdo de y-PGA
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METODOLOGIA

Aidentificagao dos genes foi realizada pela técnica de PCR simples utilizando o DNA cromossomico extraido dos isolados
clinicos de S. epidermidis. A confecgéo dos primers foi feita na plataforma online Primer3Plus com base no operon encontrado
no genoma de trés amostras de referéncia, ATCC 12228, PM221, ATCC 35984, descritas no GenBank® com os respectivos
numeros de acesso: AE015929.1, HG813242.1 e NC_002976.3. Foram utilizados quatro isolados clinicos classificados
previamente como produtores fortes de PGA, um produtor moderado, trés produtores fracos e trés ndo produtores. Um
isolado clinico de Staphylococcus aureus foi utilizado como controle negativo das reagdes, pelo prévio conhecimento da
auséncia do operon cap em seu genoma. A extragdo do DNA cromossomico foi feita a partir de culturas em TSB. Foram
feitas suspensdes em 2 ml de agua purificada estéril as quais foram ajustadas a uma turvagao correspondente ao tubo 6 da
escala de McFarland. A suspensao foi centrifugada, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido em tampéo
TE. Anova suspenséo obtida foi homogeneizada em agitador mecénico do tipo vértex, colocada em agua fervente por 10
minutos e, em seguida, colocada em banho de gelo por 30 minutos. Por fim, ela foi centrifugada e o sobrenadante, contendo
0 DNA, foi distribuido em microtubos e armazenado a -20°C até sua utilizagdo no PCR. As reagbes de amplificagdo por
PCR simples foram realizadas em volume total de 25 L contendo Red Mix®, agua ultra purificada e mix com os primers
forward e reverse especificos para cada gene separadamente nas concentragdes finais de 0,4 uM e 2 uL do DNA extraido.
O processo de amplificagdo das misturas de reagéo para detecgao dos genes do operon cap, foi: desnaturagéo inicial a 94°C
por 4 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a temperatura especifica para
cada primer por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1:30 minuto. Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose a 1,5%, sendo colocado em cada pogo do gel 3 pL do produto da amplificagéo e 2 uL de GelRed. No gel
de agarose foi colocado um padrdo de peso molecular (100 bpplus DNA ladder) e as imagens foram visualizadas sob luz
ultravioleta em fotodocumentador, sendo o tamanho dos produtos amplificados estimados por comparagéo com o marcador
de DNA (Souza et, al., 2012). Para avaliagéo da influéncia de diferentes concentragdes de NaCl e KCI no crescimento e
producéo de y-PGA e para verificagdo do destino dessa molécula foram utilizados trés isolados clinicos de S. epidermidis
classificados previamente em dois produtores forte e um produtor moderado. A partir do estoque de bactérias em Agar
Mueller-Hinton inclinado conservado a 4°C, os trés isolados clinicos foram ativados em tubos contendo 2 ml de Caldo Soja
Tripticaseina (TSB) e incubados a 35°C por 16 horas. Apds verificagdo da pureza, os isolados foram cultivados em 2ml de
TSB e TSB acrescido de NaCl e KCI nas concentragdes 0,4 M, 0,8 M, 1,0 M 1,2 M 1,6 Me 2,0 M a 35C por 24 horas. O
crescimento bacteriano nessas culturas foi observado pela densidade 6tica obtida em andlise no espectrofotdmetro com
absorbancia de 620 nm. A extragao, purificagéo e quantificagdo do y-PGA foi feita de acordo com o método proposto por
KOCIANOVA et al. (2005) e por KANNO et al. (1995) adaptado por Campos et al. (2014). Ap6s a incubag&o por 24 horas,
as culturas foram centrifugadas a 12.000 xg por 5 min a 4°C, o sobrenadante foi descartado por inversao do tubo e a massa
de células foi ressuspensa em 3 ml de agua destilada. As suspensdes bacterianas foram homogeneizadas em agitador
mecanico do tipo vortex e autoclavadas, por 45 minutos a 115°C para extragéo do [-PGA aderido a superficie celular. Em
seguida, foi feita a purificagdo com centrifugacéo a 25.000 xg por 25 min a 4°C e adigéo de 0,5 ml de HCI concentrado e 6
ml de alcool etilico 95° as suspensdes. Apds homogeneizagéo, foi feita a transferéncia de 5 ml para um novo tubo, o pH foi
ajustado entre 8,0 e 9,0 com a adicdo NaOH a 1,0 M e as suspensdes foram centrifugadas novamente. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi ressolubilizado com 1 ml de tampéo fosfato pH 7,0 e 15 ml de etanol absoluto frio, adicionado
lentamente, e a mistura obtida foi centrifugada. O sobrenadante foi descartado por inversdo do tubo, o precipitado foi
ressuspenso com 3 ml de tampé&o fosfato pH 7,0 e um volume de 3 ml dessa suspenséo foi transferido para um novo tubo
onde foi misturado com 1 ml de solu¢do de brometo de cetiltrimetilaménio a 0,1 M (CTAB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) / 1 M de NaCl. A mistura foi homogeneizada, incubada por 20 min a 30°C e sua absorbancia a 400nm foi analisada
em espectrofotdmetro. A purificagdo e quantificagdo do y-PGA no sobrenadante foi feita a partir de culturas bacterianas
de 3 ml em TSB de cada isolado. Essas culturas foram centrifugadas a 25.000 xg por 25 min a 4°C e o sobrenadante foi
totalmente transferido para um novo tubo ao qual foi adicionado HCI concentrado e alcool etilico. A partir dessa etapa o
procedimento foi 0 mesmo descrito anteriormente.
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RESULTADOS

As reagdes de PCR foram realizadas separadamente com primers especificos para cada um dos cinco genes do operon
cap. Os genes capD, capC e capB foram detectados nos onze isolados clinicos com os respectivos pesos moleculares
esperados pelos primers confeccionados, 226 bp, 219 bp e 249 bp. O gene capA, com produto esperado de 226 bp, foi
detectado em dez isolados, ndo sendo observado apenas no produtor forte EP05 e 0 gene capE néo foi detectado em
nenhum dos isolados. Esses dois Ultimos genes estariam envolvidos no transporte do y-PGA para o meio externo e a ndo
identificagdo do capE, especificamente, pode estar relacionada a incapacidade do primer de se anelar a regido do gene
no DNA dos isolados devido a um problema na sua constru¢@o. Quanto a ndo detecgdo do gene capA no isolado EPO05,
possivelmente foi devido a uma alteragéo na sequéncia de nucleotideos da regido de anelamento do primer, impedindo
assim a amplificacéo do gene pela reagao de PCR. O valor da absorbancia a 400 nm foi considerado presuntivamente como
a quantidade de y-PGA produzida pelos isolados e o nivel de produgao foi classificado como proposto anteriormente neste
projeto (CAMPOS et. al., 2014). Anormalizag&o da quantidade de y-PGA em relagéo ao crescimento obtido nos gradientes
de NaCl e KCl foi feita pela determinacéo do “indice de Produgo de y-PGA Corrigido” (IPPC), obtido pelo produto da
multiplicac&o do valor da ABS400nm (dosagem de y-PGA) por 100, e dividido pelo valor da ABS620m, (populac&o bacteriana).
Os isolados classificados como produtores fortes (EP05 e EP61) apresentaram uma redugéo na produgéo do y-PGA nas
concentragdes 0,8M a 1,0M e 1,6M a 2,0M de NaCl. Entretanto, nas concentragdes de 0,4M a 0,8M o perfil de produgao
foi diferente, com aumento para o isolado EP05 e diminuicdo para EP61. O isolado classificado como produtor moderado
(EPQT7) apresentou uma redugao do indice de produgao corrigido nas concentragdes de 0,4M a 1,0M e de 1,2Ma 2,0M e
um aumento de 1,0M a 1,2M. Os isolados EP05 e EP61, originalmente classificados como produtores fortes, apresentaram
valores crescentes de produgdo nos meios adicionados de 0,4 a 1,0 M de KCI. Em seguida houve uma progressiva redugao
na faixa de 1,2 M a 2,0 M de KCI. O isolado clinico EP07, classificado como produtor moderado, apresentou um aumento
na produgao de y-PGA na presenca de 0,8 M de KClI, seguida de um decréscimo progressivo na faixa de 1,0 Ma 2,0 M. O
destino do y-PGA produzido por esses trés isolados de S. epidermidis foi determinado pela dosagem do y-PGA extraido
das células, que estaria ancorado, e do sobrenadante, que seria liberado. Foi observado que nos isolados classificados
como produtores fortes (EP05 e EP61) a quantidade do y-PGA ancorado foi consideravelmente superior, 0,9 e 12,2 vezes
respectivamente, ao liberado, enquanto no isolado produtor moderado (EP07) a quantidade de y-PGA liberado foi superior
(1,7 x) a0 ancorado. A detecgdo do y-PGA no sobrenadante dos isolados estudados pode indicar que a sua produgao
superou a capacidade de ancoragem ao peptidioglicano ou que ha um mecanismo préprio da bactéria de liberagéo para
0 meio externo. Nas duas hipéteses, a a¢éo da enzima y-glutamil-transpeptidase (GGT), codificada pelo gene capD pode
estar relacionada, pois esta € responsavel por catalisar ligagdo do y-PGA ao peptidoglicano.

CONCLUSAO

Os genes capB, capC e capD foram observados nos onze isolados clinicos testados, indicando a presenga do operon cap
no genoma, uma vez que os produtos obtidos eram dos tamanhos esperados e que néo houve reag¢do no controle negativo
S. aureus. As substancias osmoticamente ativas e as diferentes concentracdes testadas ndo apresentaram influéncia
homogénea sobre os isolados de S. epidermidis testados, devendo este comportamento ser levado em consideragéo quando
da caracterizagao laboratorial da produgéo ou do nivel de produgao de y-PGA. Adetecgdo de [-PGA no sobrenadante dos trés
isolados analisados revela que, além de se ancorar ao peptidoglicano da parede celular das bactérias, essa molécula pode
ser liberada para o meio externo, o que é importante na compreenséo da sua agdo como mecanismo de patogenicidade.
0 y-PGA, quando ancorado, classicamente é apontado como tendo agéo de proteger a bactéria da fagocitose. Contudo,
sua atuagdo quando liberado, em particular sobre as células envolvidas na resposta imune, necessita ser melhor estudada.
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INTRODUGAO

O exercicio fisico intenso acarreta situagdes extremas de estresse para 0 organismo humano, que por sua vez, podem resultar
em diferentes mudangas e/ou adaptagdes no metabolismo energético e no sistema imunitario (Bassini-Cameron A, et al.,
2007; Bessa A, et al., 2008). A Esportomica utiliza as ciéncias “-6micas”, como por exemplo, a protedémica e metabolémica,
em conjunto com exames baseados em anélises clinicas laboratoriais cléssicas para auxiliar no entendimento das diferentes
alteragdes metabdlicas e/ou proteicas induzidas pelo exercicio (Gongalves, Luis Carlos, et al., 2012), e desta forma, conseguir
mimetizar os reais desafios e condi¢des enfrentadas pelos atletas durante treinamentos e competicées (Bassini, et al., 2014).
Assim, o exercicio fisico pode ser considerado uma ferramenta adequada para estudos de interacdes entre o estresse fisico e
o metabolismo energético. A Metabolémica visa identificar o perfil metabélico apresentado em uma matriz biolégica especifica
(Holmes, et al., 2006), que proporciona uma “impressé&o digital quimica” do metabolismo de células, ou até mesmo tecidos
ou organismos, sugerindo estados fisioldgicos e patologicos particulares em diferentes amostras biologicas (Naz S, et al.,
2014; Zhang A, et al., 2015). A Espectrometria de Massa tem sido uma ferramenta amplamente eficaz para a identificagéo e
quantificagdo dos metabolitos capaz de adquirir dados com altissima sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade (Zhou,
Bin et al., 2012). Por este motivo, torna-se possivel identificar e quantificar centenas de metabdlitos com maior exatidao de
massa/carga, permitindo assim obter um perfil metabolico global (Theodoridis, Georgios et al., 2008).

OBJETIVO
Analisar os efeitos metabdlicos em atletas de alto rendimento durante a pratica de exercicio, em diferentes tempos,
utilizando uma abordagem Esportdmica.

METODOLOGIA

No presente estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Humana da Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro e que se adequa aos padrdes nacionais para pesquisa em objetos humanos (Conselho Nacional de Saude, Brasil,
2010),trinta (30) atletas do sexo masculino entre 18-20 anos de idade, do Fluminense Football Club, foram avaliados durante
um treinamento de uma partida de futebol, com a duragdo de 90 minutos. Para este experimento, amostras de sangue
venoso foram coletadas imediatamente antes e depois da partida.

Para a analise metaboldmica, sete (7) atletas foram escolhidos randomicamente e suas amostras coletadas antes e depois
do jogo foram preparadas e analisadas por espectrometria de massas, como proposto por Chambers e colaboradores
(2013) e Pizzatti e colaboradores (2012), com algumas modificacdes descritas abaixo.

As andlises de soro sanguineo foram obtidas a partir do sangue venoso, e ap6s a coleta, foram centrifugadas imediatamente
a1.300 x g, por 10 minutos, para a sua total separag&o. Em seguida, este foi aliquotado em tubos criogénicos previamente
identificados, e armazenados a -23°C, em freezer, até o dia da injegéo.
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Para a inje¢éo no espectrdmetro de massas, as amostras previamente congeladas foram descongeladas de acordo com
o protocolo proposto (Chambers, ET AL, 2013; Pizzatti, ET AL, 2012). Em seguida, 15 pL das amostras foram aliquotadas
em um tubo do tipo eppendorf (1,5 mL). Tubos AMICON foram pré-lavados utilizando agua Milli-Q e centrifugados. As
amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e vortexadas. Apds esta etapa, foram transferidos 1.500 uL de
soro para microtubos. Os tubos contendo as amostras foram centrifugados e o sobrenadante foi coletado e transferido para
os tubos AMICON previamente lavados, passando por uma membrana de dialise (Amicon, Merck Millipore, Alemanha).
Posteriormente, os tubos foram novamente centrifugados. Aproximadamente 700 pL do filtrado foram coletados e a
dessalinizag@o do filtrado foi efetuada. As amostras foram eluidas da coluna de extragéo e o eluato foi ent&o coletado e
concentrado com o auxilio do equipamento SpeedVac Plus (Modelo: SC110A, ThermoSavant, EUA). Apés esta etapa, as
amostras foram ressuspendidas, vortexadas e transferidas para o vial do fabricante (Waters®, Corporation) para inje¢do. Os
dados de LC-MS foram adquiridos a partir de um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Acquity UPLC I-Class
System, Waters, EUA) acoplado a espectrometria de massas de alta definigdo (Xevo G-S Q-TOF, Waters, EUA) com um
método de analise non-target (BASSINI; CAMERON, 2014). A separagéo foi realizada em uma coluna cromatografica C18
1.7 um 50 mm. A taxa de fluxo dos solventes utilizada foi fixada a 900 uL.min-1. O sistema utilizado para a identificagéo
e quantificagdo dos metabdlitos foi o UPLC/MS/MS XEVO-QTOF. A fonte ionizante utilizada foi +ESI (Eletrospray de ions
positivos). Em seguida, os dados foram processados com o auxilio do software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Waters,
UK), onde os metabdlitos detectados foram identificados a partir do banco de dados especifico para metabolitos de urina
humana (Human Metabolome Database).

As andlises por quimica seca foram realizadas a partir de amostras oriundas de plasma sanguineo. Para a obtengéo
dessas amostras, apos a coleta de sangue venoso, estas foram imediatamente centrifugadas a 1.300 x g, por 10 minutos,
a temperatura ambiente, para a separagéo total do plasma. Em seguida, o plasma foi aliquotado em tubos criogénicos
previamente identificados, e armazenados a -23°C, em freezer, até o dia do processamento. Apos 0 descongelamento das
amostras, foram adicionados 90uL de plasma aos cartuchos do aparelho de point of care Piccolo Xpress® (Abaxis, USA)
€ apos a leitura pelo equipamento, os resultados foram obtidos e os dados foram interpretados e analisados. Em adigao,
foi realizado um hemograma completo de todos os jogadores, em um laboratdrio comercial, para identificar alteragcdes no
metabolismo que poderiam afetar os resultados ou prejudicar a sua interpretagéo.

As andlises estatisticas para os dados ndo-paramétricos foram realizadas através do Método Dunn, juntamente com o teste
de Kruskal-Wallis. Enquanto que o teste realizado para os dados paramétricos foi o teste ONE-WAY ANOVA. Tais analises
foram realizadas com o auxilio do software GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, USA) considerado significativos os
valores de p<0,05.

RESULTADOS

Apos a obtengéo dos dados por espectrometria de massas, foram identificados aproximadamente 663 metabdlitos
sintetizados quando amostras de soro coletadas apés o jogo foram comparadas com as amostras de soro coletadas antes
do jogo. Apds analises estatisticas, foi possivel obter vinte e quatro (24) metabélitos alterados (Acido Indolacético, Acido
Urico, 4-Hidroxibenzaldeido, Acido 3-Fenil-2-Propenéico, a-Hidroxi-1H-Indol-3-Acido Propandico, Tiramina, Acido Para-
Aminobenzéico, 7-Metil-Guanina, Acido acético, p-Cresol, Ecgonina Metil Ester, N-Acetil Omitina, Estradiol-3-glucosiduronato,
L-Aspartil-L-Fenilalanina, L-Octanoilcarnitina, Isovalerilcarnitina, Acetil-L-Carnitina, Citrulina, Glucosamina, Creatinina,
Prolina Betaina, Uridina, Malondialdeido e 2-Hidroxifenetilamina).

Os metabolitos oriundos das amostras coletadas em plasma heparinizados, através da técnica de quimica seca foram
analisados e resultados indicam que dezoito (18) metabdlitos apresentaram diferenga significativa, dentre eles, é possivel
citar: Glicose, Urato, Creatinina, Creatina Quinase, Sodio, Potassio, Cloreto, Diéxido de Carbono Total, Urato, Calcio,
Albumina, Proteina Total, Alanina Aminotransferase, Aspartato Aminotransferase, Fosfatase Alcalina, Bilirrubina Total,
Gama Glutamil Transferase e Amilase.
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DISCUSSAO

Neste estudo, utilizando como modelo de exercicio intenso, uma partida de futebol em tempo real, observou-se dentro
do painel de metabdlitos analisados através da técnica de quimica seca, que dos dezoito (18) metabdlitos, nove (9)
apresentaram diferencas estatisticas significativas quando comparados no pos e pré-jogo. Os analitos como Glicose (GLI),
Creatina Quinase (CK), Urato (AUR), Albumina (ALB), Proteina Total (PT), Alanina Aminotransferase (ALT) e Aspartato
Aminotransferase (AST) tiveram seus niveis aumentados em: GLI (36%), CK (33%), AUR (16%), ALB (16%), PT (9%), ALB
(23%) e AST (18%). Ja os analitos Potassio (K) e Dioxido de Carbono Total (TCO2) diminuiram seus niveis em 15% e 6%,
respectivamente, quando comparado as amostras de p6s e pré-jogo. Durante exercicio intenso os niveis séricos de ALT,
AST e Creatina Quinase aumentam, além disso, durante a produgéo de energia aerdbica as aminotransferases podem
catabolizar aminoacidos gerando assim trifosfato de adenosina para manter contragéo do musculo e respostas fisiolégicas,
como aumento da freqiiéncia cardiaca e respiratéria, e termorregulagao (Huang, 2016).

Dos vinte e quatro (24) metabdlitos alterados, observados pela espectrometria de massas, dez (10) metabdlitos foram
caracterizados como subsintetizados (Acido Indolacético, Acido Urico, 4-Hidroxibenzaldeido, Acido 3-Fenil-2-Propendico,
a-Hidroxi-1H-Indol-3-Acido Propandico, Tiramina, Acido Para-Aminobenzéico, 7-Metil-Guanina, Acido acético, p-Cresol)
com redugdo significativa maior ou igual a 20%, quando comparado as amostras de pds e pré-jogo, enquanto quatorze
(14) como supersintetizados (Ecgonina Metil Ester, N-Acetil Ornitina, Estradiol-3-glucosiduronato, L-Aspartil-L-Fenilalanina,
L-Octanoilcarnitina, Isovalerilcarnitina, Acetil-L-Carnitina, Citrulina, Glucosamina, Creatinina, Prolina Betaina, Uridina,
Malondialdeido e 2-Hidroxifenetilamina) com a redugéo significativa maior ou igual a 20%. Anélises metabolémicas
relacionadas ao exercicio fisico tém sido realizadas utilizando principalmente soro ou plasma sanguineo como matrizes
biologicas. Estudos desta finalidade sao extremamente importantes para ajudar a analisar possiveis os efeitos de exercicios
de resisténcia extenuante, treinamento de forca-resisténcia, exercicio vigoroso, e ingestao de dietas especificas ou ingestao
de diferentes bebidas pds-exercicio (Pechlivanis et al., 2010).

CONCLUSAO

O uso da espectrometria de massas aplicada nas anélises metaboldmicas em bioquimica do exercicio pode proporcionar
uma maior aquisicao e processamento dos dados. Com isso, torna-se possivel identificar um maior nimero de analitos
simultaneamente, em diferentes matrizes bioldgicas, com a finalidade de entender eventuais mudangas metabolicas em
resposta ao exercicio fisico.
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EFEITOS DA ELETROESTIMULAGAO TRANSCUTANEA EM PONTOS DE ACUPUNTURA
SOBRE O PERFIL AUTONOMICO DE INDIVIDUOS SAUDAVEIS

' Carole Massolar (IC-UNIRIO); * Alice Dugue (IC-UNIRIO); " Luiz Fernando Rodrigues Junior (orientador).
1 - Departamento de Ciéncias Fisioldgicas; Instituto Biomédico; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
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INTRODUGAO

Com mais de 17 milhdes mortes por ano, as Doengas Cardiovasculares (DCVs) séo a maior causa de mortalidade no mundo
(World Health Organization, 2011). O fendmeno conhecido como precondicionamento isquémico pode ser caracterizado
como uma prote¢ao adquirida pelo coragao, apds um ou varios curtos periodos de isquemia, reduzindo a injdria celular ao
ser submetido a uma isquemia prolongada com potencial letal. Acredita-se que essa cardioprotecdo se deve a liberagdo de
fatores neurohumorais (Serejo et. al, 2007), e que essa liberagdo poderia depender da estimulagdo nervosa (Mastitskaya
et. al, 2012). Ja foi demonstrada a importancia do sistema nervoso autonomo (SNA) na mediagéo do precondicionamento
isquémico por bloqueio completo do sistema nervoso simpatico e parassimpatico, que eliminou a cardioprotec¢éo (Gho et.
al, 1996), e também que a estimulagéo do nervo Vago reduz a injiria miocardica de reperfusdo (Mioni, 2005). AAcupuntura
€ um método da medicina tradicional chinesa que se baseia no uso de agulhas para estimulacéo de pontos superficiais
do corpo capazes de regular e ativar fungdes organicas remotas (He et. al, 2015). Estudos realizados com modelos de
animais anestesiados demonstraram que a estimulagdo em pontos de acupuntura desencadeia respostas reflexas em
diversas fungdes viscerais (Sato et. al, 1993; Ohsawa et. al, 1995; Uchida et. al, 2010; Sato et. al, 1996). A aplicagdo de
corrente pulsatil por eletrodos na regido da pele, conhecida como eletroestimulagéo transcuténea, ao estimular pontos
de acupuntura pode ativar os tecidos mais profundos e, ainda assim, induzir os efeitos desejados da acupuntura sem
que seja necessaria a invasdo por agulhas. Essa técnica é denominada estimulagao elétrica transcutanea em pontos de
acupuntura (Ma et. al, 2015). Em modelo animal, a Eletroacupuntura no ponto Neiguan (PC-6) induz respostas pressoricas
vasculares e no sistema simpatico cardiovascular (Syuu et. al, 2001). A variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) descreve
a variagao entre batimentos cardiacos sucessivos, sendo um resultado da regulagdo do SNA sobre 0 nodo sinusal (SA). O
SNA pode ser dividido nos ramos simpatico e parassimpatico e suas influéncias sobre a frequéncia cardiaca (FC) e VFC
sdo muito bem entendidas. A influéncia do ramo simpatico tende a aumentar a FC, e tem frequéncia mais baixa, enquanto
a do parassimpatico tende a reduzi-la, e possui mais alta frequéncia. A VFC é uma ferramenta utilizada em pesquisas
cardiovasculares para avaliar o funcionamento do sistema nervoso autonomo (SNA). Sabe-se que o desbalango simpatico-
parassimpatico esta associado a ocorréncia de disturbios cardiovasculares. A VFC pode ser afetada por estresse, certas
doengas cardiacas e outros estados patolégicos (Tarvainen et. al, 2014) . Baseado nos apontamentos acima, nossa hipétese
¢ de que a eletroestimulagdo transcutdnea em pontos de acupuntura exerga suas agdes remotas, no que se refere ao
sistema cardiovascular, através de estimulagao nervosa, influenciando assim o balanco autondmico.

OBJETIVO
Avaliar os efeitos da eletroestimulagéo transcutanea no ponto de acupuntura Neiguan PC6 sobre o balango autonémico
de individuos saudaveis.

METODOLOGIA

Para dar inicio ao estudo foi necessaria a aprovagéo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro (UNIRIO) e cadastro na Plataforma Brasil, por se tratar de uma pesquisa com humanos. Voluntarios
homens entre 18 e 30 anos foram recrutados no Instituto Biomédico da UNIRIO de forma aleatéria. Ao aceitarem participar
do estudo, os individuos receberam um questionario de satde para a coleta de informagdes relevantes (idade, sexo, historico
de doengas, fatores comportamentais etc.). Foram considerados saudaveis todos os voluntarios que declararam ndo possuir
patologias agudas ou cronicas e que na avaliagéo inicial ndo apresentaram nenhum dos critérios de exclusao (idade maior
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do que 30 e menor do que 18 anos, presenca de dispositivo marca-passo cardiaco ou cardiodesfibrilador intermitente,
dispositivos auditivos, trauma de cranio, injuria cerebral, status epiléticus, tétano, sindrome da angustia respiratdria no adulto
(SARA), doengas hepaticas cronicas, doengas renais cronicas, pacientes em uso de Sulfonilurea ou Glibenclamida, ou que
jatenham realizado cirurgia cardiaca prévia). Apds o recrutamento, os voluntarios foram alocados randomicamente, através
de sorteio eletronico com software Excel (Microsoft, EUA) em um grupo que recebeu eletroestimulagdo nervosa transcutanea
no ponto de acupuntura (EE, N=10 individuos), em outro grupo que recebeu apenas um placebo sem estimulagao elétrica
(PLACEBO, N=11 individuos) e um grupo sem nenhuma intervengao (Controle, N=11 individuos). Mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) os individuos foram submetidos a medigées biométricas (peso, altura,
circunferéncia abdominal, circunferéncia do quadril e relagao cintura-quadril) e em seguida, ao protocolo experimental.
Para dar inicio ao experimento, os voluntarios deveriam estar deitados, em posigéo confortavel, e o ambiente silencioso
com temperatura controlada de 23°C, sempre no periodo da manha. Foram posicionados eletrédios, na superficie cutanea
referente ao ponto de acupuntura Neiguan (PC6), o eletroestimulador (Neurodyn Portable TENS/FES, Industria Brasileira
de Equipamentos Médicos, EIRELI, Brasil), o sistema de registro de presséo arterial (Esfigmomanometro Digital MA100,
G-Tech, Onbo Electronic (Shenzhen) Co, LTD, China) e o monitor de frequéncia cardiaca (Polar Rs800cx ®). O protocolo
experimental consistiu em: periodo de acomodagdo, com duragéo de 20 minutos; periodo de eletroestimulagdo, com
duracéo de 40 minutos; e periodo de recuperagéo, com duragdo de 30 minutos. A frequéncia cardiaca (FC) e a presséo
arterial sistémica foram obtidas a cada 10 minutos, a partir do inicio do periodo de acomodagéo até o fim do periodo de
recuperacao. A eletroestimulagao foi realizada com uma intensidade de 0,8 a 1,9 mA e com uma frequéncia de estimulagéo
de 5 a 30 Hz por 40 minutos. A FC e os intervalos RR foram registrados durante todo o protocolo experimental para a
obtencéo dos indices da VFC no dominio do tempo e no dominio da frequéncia. Dentre esses, analisou-se os indices
indice simpato-vagal (LF/HF), componente de muita baixa frequéncia, do inglés very low frequency (VLF), componente de
baixa frequéncia, do inglés low frequency (LF), componente de alta frequéncia, do inglés high frequency (HF), média dos
intervalos RR (MNN), desvio padrdo de todos os intervalos RR normais registrados em um intervalo de tempo (SDNN),
Média da Frequéncia Cardiaca (FC), raiz quadrada da média do quadrado das diferengas entre intervalos RR normais
consecutivos (rtMSSD), nimero de intervalos RR sucessivos que possuem diferenga de duragdo maior que 50milissegundos
(NN50), porcentagem obtida entre a divisdo do indice NN50 pelo niimero total de intervalos RR (pNN50). Os intervalos
R-R de cada registro foram processados com software especifico (Kubios HRV v. 2.2, UEF, Finlandia). Posteriormente,
realizaram-se analises estatisticas dos resultados da VFC por meio do programa GraphPad Prism 5 ® (GraphPad Software
Inc., San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS

Durante a eletroestimulagdo houve um aumento significativo (p<0,01) do indice simpato-vagal no grupo EE (2,456 £ 0,635)
quando comparado aos grupos Controle (1,080 + 0,165) e Placebo (1,149 £ 0,142). Isto ndo se manteve no periodo de
recuperagao. Arelagdo LF/HF reflete as alteragdes no equilibrio entre os componentes simpatico e parassimpatico do SNA,
0 que caracteriza 0 balango simpato-vagal sobre o coragéo (Vanderlei et. al, 2009). Um baixo indice simpato-vagal indica
um desequilibrio do balango autondmico cardiaco, com predominancia de atividade simpatica. A reducéo da atividade
parassimpatica esta associada a ocorréncia de distlrbios cardiovasculares e de mortalidade cardiaca, bem como a uma pior
qualidade de vida (Monteze, 2014). Também foi possivel observar que o indice LF, durante o periodo de eletroestimulagao,
obteve um aumento no grupo EE (4214,125 + 812,581), e que se mostrou maior (p<0,01) que o grupo Controle (2035,000
+ 305,429) durante este periodo. No periodo de recuperagdo, ndo houve diferenca significativa. Em relagéo ao indice VLF,
observou-se que durante o periodo de eletroestimulagdo houve aumento (p<0,05) no grupo EE (5748,250 + 1671,876)
quando comparado aos grupos Controle (2125,889 + 404,381) e Placebo (2521,300 + 707,662). O efeito prolonga-se durante
o periodo de recuperagéo, evidenciado de forma significativa (p<0,05) entre grupo EE (5651,750 + 1319,360) e Placebo
(2690,800 + 386,516). O VLF esta relacionado com o sistema renina-angiotensina-aldosterona (Vanderlei et. al, 2009),
podendo ser um indicador de risco de morte subita e preditor de taquicardia ventricular em pacientes com IAM (Hadase et
al., 2004) e um marcador de insuficiéncia cardiaca (Francis et. al, 2000). Este resultado sugere que a eletroestimulagdo
aumenta a poténcia desse indice, atuando de forma benéfica na regulagdo cardiovascular. Os demais indices do dominio
da frequéncia (HF) e do dominio do tempo (MNN, SDNN, Média da Frequéncia Cardiaca, rMSSD, NN50, pNN50, indice
triangular e TINN) ndo demonstraram diferenca significativa (p>0,05).
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CONCLUSOES
Nossos resultados sugerem que a eletroestimulagéo transcutnea no ponto de acupuntura PC6, em individuos saudaveis,
pode modular o balango autonémico de forma aguda.
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INTRODUGAO

A prética regular de exercicio fisico tem sido recomendada como intervengdo ndo-farmacolégica para a prevencgao e
reabilitagao de doencas cardiovasculares e outras doengas cronicas, como hipertenséo arterial e distrofia muscular (PADRAO
etal., 2015). Um dos principais objetivos de um treinamento fisico consiste no aprimoramento do condicionamento ou para a
prevengao ou tratamento de doengas. Tanto para o treinamento fisico como para o treinamento de atletas de alto rendimento
em esportes profissionais, € necessario exercer uma carga maior do que a habitual. Ao mesmo tempo, é fundamental controlar
também a intensidade, durag&o e frequéncia do exercicio, respeitando inclusive a especificidade e individualidade de cada
atleta (CIOLAC; GUIMARAES, 2004). Exercicios prolongados e de alta intensidade podem causar diversas alteragdes
bioguimicas, como hipertrofia muscular, elevagao da temperatura intramuscular, tensdes mecanicas e oxidagdo de proteinas
para o fornecimento de energia. Da mesma forma, o sistema imunoldgico também pode sofrer variagdes, aumentando a
possibilidade de ocorrer inflamagéo e imunossupressdo (MOLDOVEANU et al., 2001; FEHRENBACH; SCHNEIDER, 2006).
Por este motivo, respostas fisiologicas apds exercicio intenso tem despertado a aten¢do da comunidade desportiva. Com
isso, a busca por biomarcadores presentes em fluidos biolégicos, como por exemplo sangue € urina, é essencial para auxiliar
na detecgdo de possiveis alteragdes que por ventura sejam causadas pela pratica do exercicio fisico (WU; GAQO, 2015). A
urina possui algumas vantagens sobre os outros fluidos devido & facilidade de coletar grandes quantidades de amostra do
mesmo individuo em um Unico intervalo de tempo. A coleta é ndo-invasiva, € por ndo possuir mecanismos homeostaticos,
¢ estavel e menos complexa. Ainda, por fazer parte do processo de excre¢do, pode ser uma ferramenta bastante eficaz
para a observagéo de eventuais mudancas fisiologicas (WU; GAO, 2015). A metabolémica é uma ciéncia caracterizada
por identificar e/ou quantificar o conjunto de metabdlitos sintetizados por um determinado organismo. A viabilidade do
metaboloma como biomarcador é corroborada ao fato de que metabolitos s&o sensiveis a mudangas bioquimicas e por
isso oferecem beneficios tanto na sensibilidade como na especificidade em relagdo a marcadores clinicos convencionais
(MONTEIRO et al., 2013). Uma técnica muito utilizada em estudos metabolémicos é a espectrometria de massas, que
possibilita 0 estudo de moléculas de interesse através da medicdo de sua massa e estrutura quimica. O principio fisico
consiste em ionizar compostos utilizando um método previamente escolhido, separa-los de acordo com a razao massa/
carga e detecta-los qualitativa e quantitativamente baseando-se nos resultados da razéo massa/carga (GROSS, 2011).
Desta forma, surgiu uma nova area de conhecimento em estudos bioquimicos: a “esportémica”, que reproduz os desafios
e as condicdes reais enfrentados durante treinamentos e competices dos mais diferentes atletas e modalidades. Por
este motivo, diversas modalidades esportivas estdo atualmente utilizando métodos cientificos com o objetivo de auxiliar
o preparo dos atletas individualmente. Essa eficaz forma de estabelecer um treinamento personalizado pode resultar em
grandes beneficios para o atleta, como por exemplo, obter maiores distancias percorridas, melhor desenvolvimento da
musculatura e consequentemente melhor desempenho durante as competigdes. Por este motivo, utilizando os conhecimentos
obtidos através da analise metaboldémica, por espectrometria de massas, torna-se cada vez mais importante na rotina de
treinamento de diferentes atletas de alto rendimento.

OBJETIVO

Analisar o perfil metabdlico de atletas de alto rendimento apds condigdes reais de treinamento, utilizando amostras de
urina como matriz biologica, por espectrometria de massas.
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METODOLOGIA

Sete jogadores do sexo masculino foram recrutados para participar do experimento e foram avaliados em um treino de futebol
durante 1 hora e 30 minutos. Amostras de urinas foram coletadas antes do inicio da partida (T3) e no final desta (T5). As
amostras foram imediatamente colocadas em gelo e transportadas ao Laboratério de Bioquimica de Proteinas (LBP), situado
na Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) e armazenadas em ultra freezer a -80°C. Tubos AMICON
foram pré lavados utilizando agua Milli-Q e centrifugados. As amostras foram descongeladas em temperatura ambiente e
vortexadas. Apds esta etapa, foram transferidos 1.500 L de urina para microtubos. Os tubos contendo as amostras foram
centrifugados e 0 sobrenadante foi coletado e transferido para os tubos AMICON previamente lavados, passando por uma
membrana de didlise (Amicon, Merck Millipore, Alemanha). Posteriormente, os tubos foram novamente centrifugados.
Aproximadamente 700 pL do filtrado foram coletados e a dessalinizago do filtrado foi efetuada. As amostras foram eluidas
da coluna de extragao e o eluato foi entéo coletado e concentrado com o auxilio do equipamento SpeedVac Plus (Modelo:
SC110A, ThermoSavant, EUA). Apés esta etapa, as amostras foram ressuspendidas, vortexadas e transferidas para o
vial do fabricante (Waters®, Corporation) para inje¢do. Os dados de LC-MS foram adquiridos a partir de um sistema de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Acquity UPLC I-Class System, Waters, EUA) acoplado a espectrometria de massas
de alta defini¢do (Xevo G-S Q-TOF, Waters, EUA) com um método de andlise non-target (BASSINI; CAMERON, 2014). A
separacéo foi realizada em uma coluna cromatografica C18 1.7 um 50 mm. A taxa de fluxo dos solventes utilizada foi fixada
a 900 uL.min-1. O sistema utilizado para a identificacéo e quantificagéo dos metabdlitos foi 0 UPLC/MS/MS XEVO-QTOF.
Afonte ionizante utilizada foi +ESI (Eletrospray de ions positivos). Em seguida, os dados foram processados com o auxilio
do software Progenesis QI (Nonlinear Dynamics, Waters, UK), onde os metabdlitos detectados foram identificados a partir
do banco de dados especifico para metabdlitos de urina humana (Human Metabolome Database).

RESULTADOS

Como resultado, foram identificados aproximadamente 770 metabdlitos sintetizados quando amostras de urinas coletadas
apos o treinamento foram comparadas com as amostras coletadas antes do treino. Apds analises estatisticas, foi
possivel obter uma tabela contendo 115 metabdlitos alterados, dos quais 76 foram subsintetizados, enquanto 39 foram
supersintetizados. As diferentes vias metabdlicas sub e supersintetizadas estéo sendo cuidadosamente analisadas, assim
como os respectivos graficos estdo sendo elaborados.

CONCLUSOES

A pesquisa em metabolémica tem sido intensificada ao longo dos Ultimos anos, visto que metabdlitos s&o produtos finais
oriundos de diversas atividades celulares. Por este motivo, é possivel que centenas de metabdlitos sejam analisados em
um determinado tempo e desta forma cria-se um perfil momenténeo do estado biol6gico do individuo (ELLIS et al., 2007).
Esta ciéncia demonstra vantagens sobre métodos tradicionais pois oferece a oportunidade de contribuir para diagnésticos
baseados em padrdes de biomarcadores, ao invés de um unico composto (RYAN et al., 2011). Visto isso, alguns estudos
fornecem evidéncias que corroboram as alteragdes metabdlicas encontradas neste estudo causadas pelo exercicio fisico
(KUJALA et al., 2012; NIEMAN et al., 2013; YAN et al., 2008). Avangos recentes na técnica de espectrometria de massas
tém aumentado o alcance de metabdlitos que podem ser analisados na urina tanto para a identificacdo quanto para a
quantificagéo de metabdlitos. Para isso, atualmente, uma das técnicas mais adequada em estudos de metabol6mica é a
espectrometria de massas, que possui sensibilidade e rendimento de alta qualidade em um curto espago de tempo (DUNN
etal., 2011; JOHNSON; GONZALEZ, 2012).
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INTRODUGAO

Ao se comparar as comunidades do Estado do Rio de Janeiro com as demais situadas no pais, as primeiras sao diferenciadas
devido ao alto indice de violéncia urbana, baixa infraestrutura educacional, urbana, sanitaria e elevada taxa de desnutrido
infantil. O acompanhamento nutricional nas principais fases de desenvolvimento é necessario visto que oferece uma base
para o diagndstico e tratamento de desordens tanto de desnutricio quanto obesidade. A desnutri¢ao € um problema conhecido
na saude publica de paises ndo desenvolvidos. E a desnutrigdo durante a gestagdo e/ou lactagdo pode comprometer o
crescimento e desenvolvimento fetal além de favorecer a ocorréncia de doengas cronicas na vida adulta (Catta-Preta, 2006),
entre elas, a obesidade. Entretanto a obesidade infantil n&o est& apenas relacionadas a fatores genéticos mas também
as escolhas alimentares das criangas. A formagéo dos habitos alimentares é influenciada por fatores genéticos, sociais
e culturais, lembrando que os pais ou cuidadores das criangas tém papel fundamental, j& que passam maior tempo com
elas e assim acabam influenciando nas preferéncias das criangas. Visto isso, a educagao nutricional atua na promog&o de
atitudes e praticas que conduzam as melhorias da saude, € isto é capaz de reduzir os riscos nutricionais ou, até mesmo,
possibilitar a adequagéo do estado nutricional (Kim, 2008). Esta, por sua vez, utiliza recursos, como ilustragdes, videos e
analise sensorial de alimentos, que juntos contribuem para melhor adequagéo da dieta e formagao de habitos alimentares
adequados e saudaveis, que serdo perpetuados pela vida adulta (Barbosa, 2005). Nesse subprojeto foi abordado a analise
antropométrica peso por idade de meninos e meninas € a analise sensorial com desenvolvimento de produtos.

OBJETIVO
O objetivo do presente trabalho foi desenvolver uma formulagao funcional com bases nos dados antropométricos de criangas
de uma creche comunitaria do Estado do Rio de Janeiro.

METODOLOGIA

Antropometria:

Realizou-se avaliagdo antropométrica em 102 criangas com idades entre 6 e 14 anos que frequentam a creche comunitaria,
utilizando as medidas de peso e estatura ou comprimento. Para a medida do peso, utilizou-se uma balanga digital com
plataforma de vidro Plenna®, de capacidade maxima 180 kg e preciséo de 100g. O peso foi tomado com a crianga descalga
e vestindo apenas roupas intimas (calcinha ou cueca), com registro posterior do peso em quilos e gramas (BRASIL, 2011).
Para medida do comprimento e estatura as criangas foram medidas na posicdo vertical, com auxilio de estadiémetro
compacto de parede Seca®, graduado de 0 a 220 cm, com precisao em milimetros (BRASIL, 2011).

Para a avaliagdo do estado nutricional das criangas participantes adotou-se os critérios propostos pela Organizagdo Mundial
de Saude (OMS), utilizando os indicadores IMC/idade, pesol/idade, estatura/idade e peso/estatura. Para identificagdo de
excesso de peso, foram considerados os valores acima de +2 z-scores para os indicadores IMC/idade, peso/idade e peso/
estatura. Para identificar o déficit nutricional, foram considerados os valores abaixo de -2 z-scores para os indicadores
IMClidade, estatura/idade e peso/idade.
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Desenvolvimento da formulagéo funcional:

Desenvolveu-se uma formulagdo de doce funcional, utilizando como base a biomassa de banana verde, € as quantidades
utilizadas foram definidas de acordo com testes feitos previamente no laboratorio de Técnica Dietética da Escola de
Nutricdo da UNIRIO.

A biomassa de banana verde foi obtida a partir do cozimento das bananas com casca em panela de pressdo com agua
por 20 minutos; apds esse tempo, as bananas foram descascadas e amassadas com o auxilio de um garfo. Apds o
processamento, formou-se a biomassa que foi utilizada para confecgédo do doce.

Pela avaliagdo dos dados antropométricos, verificou-se a necessidade da insergao de alimentos menos caléricos a dieta da
populagdo estudada. Propds-se, entéo, a confecgao do doce funcional utilizando a biomassa de banana verde como base.
O doce funcional foi confeccionado a partir da seguinte receita: 1 lata de leite condensado, 3 colheres de sopa de cacau
em p6 e 1 medida de lata de biomassa de banana verde, com rendimento de aproximadamente 60 unidades de doce. Os
ingredientes foram batidos em liquidificador para homogeneizagéo da massa, que depois foi cozida em fogo brando até
que esteja desprendendo do fundo da panela. Apds o resfriamento da massa, os doces foram enrolados em bolinhas e
decorados com confeitos coloridos para tornar o doce atrativo, e dessa forma foram oferecidos para as criangas.

Avaliagéo sensorial e analise de aceitagéo:

Foram selecionadas as criangas atendidas pela creche comunitaria da Tijuca com idade entre 6 e 14 anos, e com elas foi
feita a andlise de aceitagdo do doce funcional. Para avaliagdo da aceitagdo do produto foram utilizadas fichas com escala
hedonica de expresséo facial com 5 categorias proposta por GUINARD (2001), onde as criangas apontavam a expressao
correspondente a sua opinido sobre o produto.

Desenvolvimento de mais agbes integrativas de educagéo nutricional:

Foram desenvolvidas atividades de educagéo nutricional pelo programa instalado pela equipe denominado Ciéncia Viva.
Questdes foram elaboradas sobre o conhecimento de nutrigdo e de salde em fungédo dos resultados todas as segundas
feiras foram elaboradas aulas de 50 minutos.

RESULTADOS

Foram utilizadas como padréo de referéncia as curvas de crescimento da OMS (2006), enquanto os estudos abaixo
citados utilizam o padréo de referéncia do National Center Health Statistics (NCHS/CDC, 2000). Segundo TORRES et al.
(2007), observam-se prevaléncias maiores de obesidade nos estudos que utilizam as curvas da OMS como referéncia, em
relagdo aos estudos que utilizam o padrao NCHS, o que pode ser explicado pelas diferengas metodologicas empregadas
na confecgdo de cada um dos padrdes.

Ao analisar o indicador IMC/idade, constatou-se que 12 criangas encontravam-se acima da média padrédo para cada idade.
Destas, 8 classificavam-se como sobrepeso, alocadas entre os p85 e p90, sendo 4 meninas e 4 meninos. As 4 criangas
restantes foram classificadas com obesidade, pontuadas acima do p90, sendo que, destas, 2 foram classificadas com
obesidade grave, pois, no grafico, situaram-se acima do p95.

TRICHES E GIUGLIANI (2005), ao avaliarem 573 escolares provenientes de escolas publicas do Rio Grande do Sul conclui
que as praticas alimentares pouco saudaveis e 0 baixo nivel de conhecimento em Nutrigdo sdo fatores que se associam
fortemente aos altos indices de excesso de peso.

O oposto também se verifica, visto que 7 criangas foram classificadas como baixo peso, sendo 3 meninas e 4 meninos,
alocados abaixo do p10, nos gréaficos. Duas dessas criangas encontravam-se, ainda, abaixo do p5, indicando baixissimo
peso, essa criangas foram encaminhadas para atendimento nutricional.

Com base nesses dados, optou-se por desenvolver um produto de paladar agradavel as criangas, porém rico em fibras € com
baixo valor energético. A escolha do doce enriquecido com biomassa de banana deve-se ao fato de ser um alimento muito
bem aceito pelo publico infantil, j& que tem como matéria prima o cacau, produto com propriedades sensoriais singulares
como sabor, brilho, aroma, dogura e capacidade de fusdo na boa (BECKET, 2000), que tornam seus derivados altamente
aceitos por toda a populagéo (MIQUELIN et al., 2008). Ja o seu enriquecimento com biomassa foi escolhido com o intuito
de reduzir as calorias do doce original (108 para 62 kcal em porgéo de 30 gramas quando comparado ao doce tradicional)
sem abrir mao da qualidade sensorial do produto
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A biomassa de banana é uma pasta obtida através da cocgéo e posterior processamento do fruto verde, e seu uso no
enriquecimento de receitas deve-se ao fato de a banana verde ser rica em fibras e amido resistente (CHAMP, 2001),
conferindo ao alimento uma propriedade funcional de melhorar o transito gastrointestinal. Tem, ainda, a vantagem de contribuir
com o aumento do rendimento total da preparacéo, além de acrescentar a mesma vitaminas e minerais provenientes da
banana (OLIVEIRA & CURTA, 2014).

Outra vantagem da biomassa ¢ a adigdo de amido resistente. Esse amido se caracteriza por apresentar comportamento
fisiologico semelhante ao da fibra alimentar (ENGLYST et al. 1992; LOBO & LEMOS-SILVA, 2003), devido & sua resisténcia
a acdo das enzimas digestivas, relacionada a capacidade de provocar efeitos benéficos locais no corpo, principalmente
no intestino grosso (CHAMP ET al., 2001; BJORK et al., 1989). Segundo ASP (1992), o amido resistente pode ser definido
como “a soma do amido e dos produtos de sua degradagéo que néo séo digeridos e absorvidos no intestino delgado de
individuos sadios”.

0O teste de aceitagao sobre o0 produto produzido foi aplicado em 73 criangas. As respostas obtidas com o teste de aceitagao
do doce foram analisadas e o produto recebeu média 4,64 (gostei), com desvio padrao de 1,03, indicando que o produto
obteve um resultado excelente de acordo com a avaliagdo das criangas com potencial de utilizag&o pelas merendeiras,
foram desenvolvidos outros produtos (browie funcional e quiche funcional), porém a analise ainda esta em fase final.

Em virtude dos temas no qual ficou evidenciado a caréncia de informagéo dos adolescentes foram ministradas pela bolsista
e 0 professor responsavel aulas de: nutricdo equilibrada, alimentos industrializados, aproveitamento de alimentos e coleta
seletiva de lixo, tais atividades visaram uma intervencéo educacional também.

CONCLUSOES

O perfil infantil nutricional apesar de tratar-se de uma comunidade carente mostrou-se tendendo a um percentual maior
de obesidade, apesar da maioria das criangas serem eutréficas, o doce desenvolvido teve aceitagdo excelente e o projeto
possibilitou a criagdo das aulas educacionais de ciéncia viva.
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INTRODUGAO

A Euterpe oleracea Mart., popularmente conhecida como agai é uma planta amplamente difundida na regido Amazonica,
cujos frutos séo ricos em polifendis. O extrato hidroalcdolico obtido do carogo do agai (ASE) apresenta significativos efeitos
antioxidante, anti-hipertensivo, vasodilador dependente do endotélio, hipoglicemiante e analgésico (Rocha et al, 2007,2008;
de Oliveiraetal., 2011; Sudo et al, 2015). Essa diversidade de efeitos do ASE poderia ser decorrente também de uma agéo
no sistema nervoso central e poderia estar interferindo sobre a memoria, a depresséo e a ansiedade.

OBJETIVOS

Assim, visando compreender os mecanismos do ASE sobre a depresséo nds submetemos ratos wistars ao teste de
comportamento Porsolt e avaliamos a expressdo das seguintes proteinas no hipotalamo: POMC (pro-opiomelanocortina),
CREF (fator liberador de corticotrofina) e GR (receptor de glicocorticoides), bem como os niveis séricos de corticosterona
e leptina.

METODOLOGIA

Todos os experimentos em animais foram revistos e aprovados pelo Comité de Cuidado e Uso Animal da UERJ. Ratos
Wistar machos foram divididos em 3 grupos (n= 12-15 animais): ASE, tratados com ASE a 200 mg/kg/dia por gavagem
e foram tratados por duas semanas consecutivas antes de iniciarem os testes de comportamento; um grupo Controle
que receberam agua por gavagem; e o grupo Fluoxetina (10mg/kg), nos quais os animais foram tratados 24 horas antes
dos testes. Para avaliarmos os efeitos sobre a depresséo, o teste de comportamento Porsolt (teste de nado forgado) foi
utilizado. A variavel avaliada foi o tempo de imobilidade usado como comportamento semelhante a depressao. Apos a
realizacéo dos testes de comportamento, os animais sofreram eutanasia por deslocamento cervical. Foi realizada a pungao
intracardiaca do sangue e, posteriormente, o hipotalamo isolado foi colocado em tampéo de lise celular a fim de se obter
um homogenato proteico para posterior quantificagéo das proteinas por western blot. O soro do sangue foi utilizado para
dosagem dos horménios insulina, leptina e corticosterona através de kit de Elisa. Todos os resultados seréo apresentados
pela média + EPM. A analise de variancia One-Way ANOVA seguido pelo pds-teste de Bonferroni ou o teste ¢ Student
ndo pareado serdo utilizados para avaliarmos as diferengas entre os grupos. Valores de p < 0,05 serdo considerados
estatisticamente significantes.

RESULTADOS

A maioria dos modelos animais de depressdo envolve uma exposi¢ao aguda ou cronica a um estressor especifico, a fim
de provocar um ou mais sintomas do transtorno. Atualmente o teste do nado forgado, inicialmente descrito por Porsolt
e colaboradores, um dos mais populares e utilizados modelos de depressao que se baseia na observagédo de que ratos
colocados em um cilindro preenchido com agua, sem possibilidade de fuga, adotam uma postura imével ap6s tentativas
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iniciais de fuga (Porsolt et al., 1977). Tal comportamento pode ser interpretado como uma forma de desamparo aprendido
ou comportamento de desespero e o tempo gasto tentando escapar pode ser aumentado pelo uso de antidepressivos. Os
grupos de animais tratados com ASE apresentaram significativo aumento no tempo de mobilidade e significativa redugéo
na imobilidade quando comparados aos animais controle, sugerindo uma possivel agdo antidepressiva do extrato. Esses
resultados foram similares ao grupo tratado com Fluoxetina, corroborando nossos resultados. Muitos tém proposto que o
aumento dos niveis de CRF esta intimamente relacionado com o estabelecimento da depressao maior (Kerck et al., 2005;
Nemeroff. 1988). Nosso trabalho demonstrou que o ASE reduziu significativamente a liberagdo de CRF (p< 0,05), mesmo
com duas semanas de tratamento. Nao houve diferenga significativa na quantidade de receptores glicocorticdides, embora
aparentemente haja uma tendéncia de aumento. Nos observamos também um aumento significativo de POMC (p<0,05). A
pro-opiomelanocortina € um polipeptideo precursor de outros hormonios, tais como: horménio estimulador de melandécito alfa
(a-MSH), horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e os opidides, B-endorfina e (Met)encefalina. O aumento de POMC pode
favorecer 0 aumento desses peptideos que possuem papéis importantes na fome-saciedade, dor, depressao e ansiedade,
acdes essas as quais 0 ASE aparentemente tem efeito modulador importante. O periodo curto de tratamento ndo promoveu
alteragdes nas dosagens dos hormdnios insulina, leptina e corticosterona entre os grupos tratados e o controle.

CONCLUSOES

Nosso trabalho demonstrou que o ASE apresenta agao antidepressiva e que possivelmente sua agao pode ser através
da modulagdo do eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (HPA). Novos estudos ainda necessitam ser realizados para que
possamos compreender o papel do ASE como antidepressivo. A compreensao de seu mecanismo pode ser importante
para que possamos ter uma nova abordagem terapéutica para uma patologia que acomete a cada ano milhdes de pessoas.
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INTRODUGAO

Os radicais livres s&o os principais responsaveis pelo processo de envelhecimento. Essas moléculas reagem com &cidos
nucleicos, proteinas, aminoacidos, lipidios e carboidratos, danificando as células. Grande parte dessas particulas nocivas
sa0 espécies reativas de oxigénio produzidos durante o metabolismo aerdbico, sendo responsaveis por um processo
conhecido como estresse oxidativo (HARMAN, 1956). A vida em ambiente oxigenado requer efetivas estratégias contra
os danos proporcionados pelo estresse oxidativo (FINKEL; HOLBROOK, 2000). A principal estratégia de prote¢édo contra
os radicais livres consiste em aparato enzimatico conversor, na qual a familia de proteinas Superéxido Desmutase(SOD)
se faz essencial. Existem trés tipos de SOD descritas na literatura: a SOD1, enzima intracelular ligada a ions de CuZn;
a SOD3, enzima de atuagédo extracelular ligada a CuZn; e por fim a SOD2, enzima mitocondrial ligada a Mn (ZELKO;
MARIANI; FOLZ, 2002). ASOD3 é um homotetramero composto por 240 aminoacidos em cada mondémero, sendo 18 deles
constituintes do seu peptideo sinal, responsavel pelo enderegamento extracelular dessa enzima, que age convertendo
espécies reativas de oxigénio em perdxido de hidrogénio por meio da oxidagao e reducdo de ions de CuZn de sua
estrutura, tornando esses radicais menos reativos, e consequentemente reduzindo os danos associados ao metabolismo
aerdbico (ROTUNNO; BOSCO, 2013). Existem trés mutagdes descritas para a proteina SOD3 de acordo com o banco
de dados UNIPROT: A58T, A91T e R231G (SHERRY et al., 2001), os quais se destacam por estarem associados ao
desenvolvimento de patologias de grande importancia: Infarto de Miocardio (GRAMMER et al., 2009), Glioma (ZHAO et
al., 2012) e Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (SIEDLINSKI et al., 2009). Para estudar a proteina em questao e suas
mutagdes associadas, optou-se pelo uso de ferramentas computacionais, as quais estdo se tornando metodologias cada
vez mais efetivas e difundidas no meio cientifico (CARVALHO et al., 2007). Dentre seus usos, destacam-se: o desenho
racional de farmacos, e a modelagem de mutagdes, essenciais para o entendimento de patologias associadas amutagdes,
uma vez que a forma e fung&o da proteina estéo intrinsecamente correlacionadas (KARCHIN, 2009). Além disso, embora
muitas mutagdes estejam registradas em bancos de dados de grande relevancia, como o NCBI, observa-se que apenas
poucas estdo devidamente caracterizadas (KUMAR et al., 2014), impedindo o desenvolvimento de estudos futuros nessa
area. Objetivos: Esse trabalho visa, assim, compreender as alteragdes provenientes da ocorréncia de mutagdes na proteina
SOD3 e relaciona-las as patologias descritas na literatura por meio de um estudo comparativo seguindo metodologia
estabelecida por nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013; KREBS; DE MESQUITA, 2016; MOREIRA, LGA;
PEREIRA, LC; DRUMMOND, PR; DE MESQUITA, 2013),utilizando simulagdes computacionais de modelagem estrutural,
dinamica molecular,e predigéo funcional.

METODOLOGIA

Compilagdo das mutagdes descritas na literatura para a SOD3 e selecdo da respectiva sequéncia proteica disponivel
no banco de dados UNIPROT, permitindo criagdo de sequéncias contendo essas mutagdes. Analise funcional de SNPs
usando 10 algoritimos de predigao funcional: PolyPhen-2, PMUT, nsSNPanalyzer, SIFT, SNAP, SNPs&GO, PhD-SNP,
MutPred, I-Mutant 2.0 e SNPeffect. Esta abordagem permite a identificagdo de possivel comprometimento de estabilidade
ou atividade da proteina em questdo com base em algoritmos que utilizam como estratégias: homologia, aprendizado em
maquina e rede neural. Desenvolvimento do modelo tedrico para estudo usando modelagem comparativa e ab initio. A
modelagem comparativa utilizou como molde a estrutura da SOD3 humana disponivel no banco de dados Protein Data
Bank. Os modelos foram alinhados usando o TM-align(ZHANG; SKOLNICK, 2005) e o melhor modelo para estudo foi
escolhido com base na similaridade estrutural € na qualidade do modelo gerado. O modelo selecionado foi gerado por
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estratégia ab initio pelo algoritmoRosetta(DAS; BAKER, 2008). Validagdo do modelo selecionado usando os validadores:
ProSa (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), QUEAN (BENKERT: KUNZLI; SCHWEDE, 2009), PROCHECK (LASKOWSKI et al.,
1993) e Verify3D (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997). A etapa de validagéo se faz essencial para avaliar a qualidade do
modelo tedrico por meio de: comparacdo deste com estruturas resolvidas experimentalmente por Cristalografia de Raio-X
e Ressonancia Nuclear Magnética depositadas no Protein Data Bank; analise estereoquimica e geométrica de angulagbes
estruturais; e adequagdo da estrutura terciaria e primaria. 5-O modelo validado foi entdo mutado usando-se a ferramenta
computacional Visual Molecular Dynamics (HUMPHREY; DALKE; SCHULTEN, 1996), gerando-se modelos da Proteina
Nativa e das mutagdes descritas na literatura: A58T, A91T e R231G. 6-Realiza¢do de Dinamica Molecular usando o pacote
GROMACS 5.0.7 (VAN DER SPOEL et al., 2005) em trés etapas: Minimizagdo, Equilibragdo e Producdo. A Dindmica
Molecular permite a otimizagéo da estrutura além de andlise de pardmetros que evidenciam a estabilidade e flexibilidade
da proteina ao longo da trajetoria. A trajetoria da SOD3 selvagem e mutantes foram expressas em graficos utilizando o
visualizador grafico padrdo do GROMACS, XMGrace. As trajetdrias foram analisadas pelos parametros: RMSD e RMSF
por meio da produgdo de graficos comparativos.

RESULTADOS

Os modelos tedricos desenvolvidos neste estudo apresentaram boa qualidade e similaridade estrutural conforme alinhamento
estrutural pelo TM-align e validagéo pelos algoritmos PROCHECK, QMEAN, ProSa-Web e Verify-3D. A anélise funcional
demonstrou que todas as mutagdes descritas foram caracterizadas como fenétipos deletérios por pelo menos um dos
algoritmos de predicdo selecionados, demonstrando a necessidade de se usar mais de um algoritmo para essa analise.
Os valores de RMSD e RMSF observados durante a dindmica molecular indicaram perda de estabilidade e flexibilidade
em todas as mutantes analisadas.

CONCLUSAO
Os resultados apontam para alteragdes estruturais € funcionais nas mutagdes estudadas da proteinaSOD3 que podem
estar relacionadas ao envolvimento dessas mutantes com as patologias associadas na literatura.
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INTRODUGAO

O termo diabetes mellitus (DM) envolve um grupo heterogénio de disturbios metabdlicos que se caracterizam por uma
concentraco elevada de glicose plasmatica, com alteragdes no metabolismo de carboidratos, proteinas e lipideos. E uma
condi¢do que se instala decorrente de varios mecanismos que envolvem o processo de resisténcia insulinica, defeitos na
secre¢ao e agdo da insulina e a falta de inibicdo da produgéo de glicose endégena (COMMITEE OF THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELITUS, 2011). Segundo a OMS, o diabetes esta entre as dez principais causas de
morte no mundo, e seu rapido crescimento € resultado do aumento da populagéo de idosos e da epidemia de obesidade.
O diabetes também & um importante preditor de mortes prematuras e esta associado com o0 aumento da mortalidade
por doengas cardiovasculares (MALTA, D.C. et al, 2014) Os casos de diabetes mellitus podem ser classificados em dois
principais subgrupos: diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Ambas as patologias apresentam
a hiperglicemia como fator conectante no diagndstico, além de outros sintomas, como por exemplo, polilria, polidipsia
€ em alguns casos a polifagia. No DM1 a principal causa é a deficiéncia na produg&o/secre¢éo de insulina e, no DM2 a
combinacéo da resisténcia e produgdo/secrecéo insuficiente deste horménio (COMMITTEE ON THE DIAGNOSIS AND
CLASSIFICATION OF DIABETES MELLITUS, 2011). A indugéo ao Diabetes experimental pode ser realizada por varios
métodos diferentes, sendo o mais comumente utilizado, a indugéo de diabetes quimico pela administragdo dos toxicos
aloxana e estreptozotocina (DELFINO, D.A.V. 2002). A estreptozotocina (STZ) N-[methylnitrocarbamoyl]-Dglucosamine é
um glicosideo nitrosuréia natural isolado do fungo Streptomyces achromogenes que estimula a produgao de radicais livres,
levando a destrui¢éo e disjuncéo das células 3 das ilhotas de Langerhans do pancreas (NEGRI, G. 2005). Assim, uma vez
que tais células sdo produtoras de insulina, quando utilizada em animais, determina uma severa deficiéncia da mesma,
com quadro de hiperglicemia (VAREDA, P.M.P. 2013). O presente estudo permite a comparagéo de dosagens diferentes
da droga, possibilitando avaliar efeitos fisiopatolégicos em animais induzidos a Diabetes experimental, estabelecendo a
influéncia da droga no efeito ocasionado.

OBJETIVO
0O estudo teve como objetivo comparar a aplicagéo de diferentes dosagens de estreptozotocina na indugéo de Diabetes
experimental.

METODOLOGIA

O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagao Animal - CEUA da Universidade Federal do
estado do Rio de janeiro — UNIRIO (parecer de n° 001/ 2014). Os animais, 24 ratos (Rattus novergiccus) machos recém-
desmamados (21 dias de idade) da linhagem Wistar, foram provenientes do Centro de Criagdo de animais de laboratério
(CECAL) / Fundagédo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ). Tais animais foram mantidos em sala climatizada com temperatura de
24+1°C e ciclo claro/escuro de 12 horas, e passaram por um periodo de adaptagéo de 3 dias. Em seguida, foi realizado o
procedimento de indug&o do diabetes experimental com administragéo intraperitonial de estreptozotocina em dose Unica,
diluida em 1 mL de tamp3o citrato de sédio (0,1M pH 4,5) (LERCO et al, 2003; MACHADO et al, 2000) . Os animais do grupo
controle ndo diabéticos foram submetidos ao mesmo procedimento de indugéo, porém, foi administrado solugao salina.
Foram divididos em 3 grupos (n=8): 1- Controle nao diabético (C), 2- Diabético induzido com 60 mg/Kg de STZ (DM60),
3- Diabético induzido com 70 mg/Kg de STZ (DM70). A confirmagdo do DM foi realizada através da verificagéo de glicemia
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de jejum,apos 5 dias da indug&o, por dois dias consecutivos utilizando-se glicosimetro digital accu-chek. Os animais que
apresentaram glicemia maior ou igual a 250 mg/dL foram considerados diabéticos (LERCO et al, 2003). A agua e a ragdo
padrdo para ratos (de marca Purina) foram oferecidas ad libitum. Ao término do periodo experimental, a eutanasia dos
animais foi realizada por pung&o cardiaca, com anestesia intravenosa de Tiopental em 100 mg/kg. Realizou-se a coleta
de amostras de sangue total em tubos de polipropileno com anticoagulante EDTA. Imediatamente apds a coleta, o sangue
foi centrifugado a 3000 RPM por 10 min e mantido a -20°C para analises posteriores. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia ANOVA e teste de Tukey (p<0.05).

RESULTADOS

Os modelos experimentais de diabetes induzidos no rato tém sido amplamente utilizados por pesquisadores em todo o
mundo entre outros fatos, por apresentarem semelhancas clinicas, laboratoriais e histopatoldgicas com o diabetes humano
(LERCO et al, 2003). Os parametros analisados no presente estudo foram: glicemia de jejum, insulina, proteinas totais e
albumina, perfil lipidico e consumo médio alimentar.

Tabela 1. Resultados dos parametros laboratoriais nos grupos controle e diabéticos.

C DM60 DM70 Valor de p
Glicemia 113,35+6,71 410,78+42,24 517,74+68,94 <0,0001
Insulina 0,81£0,15 0,35+0,04 0,21£0,02 0,0004
Proteinas totais 5,46+0,17 4,85+0,09 4,7140,09 0,0007
Albumina 3,19+0,08 2,84+0,03 2,84+0,06 0,0004
Colesterol total 34,50+2,29 36,88+2,90 42,50+2,93 0,1272
HDL 18,85+3,11 11,11+1,52 19,01+2,97 0,0747
Triglicerideos 90,73+18,67 107,51£12,74 93,39+18,65 0,7552

Controle ndo diabéticos (C) ; Diabéticos induzidos com 60mg/kg (DM60); Diabéticos induzidos com 70mg/kg. Valores
descritos em média * erro padréo da média (EPM).

A glicemia de jejum dos animais dos grupos DM60 e DM70 foi maior do que o controle, sugerindo que as duas doses
administradas causam efeitos diabetogénicos semelhantes. As concentragdes de insulina diminuiram conforme o aumento
da dosagem de STZ nos animais, sendo esses valores significativos (p<0,05) quando comparado o grupo controle aos
demais. No entanto, ndo houve diferenca estatiistica (p>0,05) entre os dois grupos que receberam STZ. Ahiperglicemia nos
ratos diabéticos mostrada neste estudo é devido a destruicdo irreversivel das células beta do pancreas e por conseguinte,
aos defeitos na produgéo de insulina (HAMDEN et al, 2009). Segundo Schnedl et al (1994), o efeito citotoxico preferencial
as células beta deve-se a similaridade entre a molécula de STZ e a molécula de glicose, o que faz com que a STZ seja
internalizada via GLUT-2 presentes em hepatdcitos, células epiteliais intestinais e renais, e astrécitos de alguns nucleos
cerebrais.

As concentragdes de proteinas totais e albumina foram menores nos animais diabéticos quando comparados ao grupo
controle (p<0,05). A falta de ac&o insulinica acarreta interrupgéo da sintese e aumento do catabolismo protéico, com
esgotamento desses estoques e liberagdo de grandes quantidades de aminoacidos no plasma, utilizados para a produgéo
de energia ou como substrato para a gliconeogénese (VOLPATO et al, 2006). Em relag&o a menor concentragéo de albumina
nos animais diabéticos, poderia estar associada as glicagdes ndo enziméticas causadas pelo estado de hiperglicemia
do diabetes mellitus, diminuindo assim a concentragéo de albumina livre e aumentando a concentragéo de frutosamina
(AHMED, 2005) e, possivelmente, a um processo inflamatorio, visto que a albumina é um reagente de fase aguda negativa
(JUNIOR et al, 2005).

Avaliou-se o perfil lipidico pela determinagao do colesterol total, lipoproteinas de alta densidade (HDL) e triglicerideo. N&o
houve diferenca estatistica (p>0,05) entre os grupos em nenhum desses parametros. Segundo a Sociedade Brasileira de
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Diabetes (2013), o perfil lipidico normalmente apresentado em portadores de diabetes consiste em hipertrigliceridemia
e redugdo do HDL-C. Contudo, os resultados observados no presente estudo relacionados ao perfil lipidico dos animais
corroboram com o estudo de LERCO (2003), o qual os animais diabéticos ndo apresentaram alteragdes do perfil lipidico.
Em relagdo a média de consumo alimentar diario dos animais, os grupos induzidos com STZ em ambas as doses
apresentaram aumento significativo (p<0,05) de consumo em relagdo ao grupo controle (Tabela 2). Segundo SALES et al
(2010), além de polidipsia e politria, um dos sintomas tipicos de DM descompensado, consiste na polifagia.

Os animais diabéticos apresentaram, visivelmente, polidria, polidipsia e polifagia, além de apatia, alteragées na pelagem e
odor forte da urina, condizentes com os sintomas encontrados em outros estudos (GOMES, 2006; LERCO et al, 2003), porém,
essas caracteristicas foram mais intensas nos animais do grupo DM 70 quando comparados aos animais do grupo DM60.

Tabela 2. Média de consumo alimentar diério dos animais (g/24h) ao longo de 4 semanas de experimento.

g de ragao/ 24h
Controle 20,02 £ 1,17
DM60 30,56 + 1,17
DM70 33,93 £1,17

Controle néo diabéticos (C); Diabéticos induzidos com 60mg/kg (DM60); Diabéticos induzidos com 70mg/kg (DM70). Valores
descritos em média + erro padrdo da média (EPM).

CONCLUSAO
Ambas as doses de STZ causaram efeitos diabetogénicos semelhantes. Contudo, devido a severidade causada pela
dosagem de 70mg/Kg de peso corporal, esta ndo seria a mais apropriada.
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INTRODUGAO

A Sindrome Metabdlica deve ser compreendida como uma sucesséo de transtornos de risco cardiovascular, geraimente,
relacionadas com a deposigao central de gordura e a resisténcia a insulina, no entanto, diversas outras caracteristicas
podem estar presentes. A predisposicao genética, a alimentagéo inadequada, a inatividade fisica e o baixo condicionamento
cardiorrespiratério sdo os principais fatores de risco para aumento da prevaléncia de casos de Sindrome Metabdlica (1, 2, 3).
A Sociedade Brasileira de Cardiologia (4) considera o diagnostico de Sindrome Metabdlica, quando, dentre uma série de
fatores (apresentados na tabela 1) o paciente apresente pelo menos trés, sendo a existéncia de resisténcia a insulina o
fator de inclusdo principal para construcdo da base fisiopatologica da doenca.

Os determinantes bioquimicos da sindrome metabdlica sdo tema de pesquisa em evolugao e uma das enzimas que pode ter
associacdo com este quadro é a Paraoxonase 1 (PON1), uma enzima que pertence a uma familia de proteinas que também
inclui PON2 e PON3. Seus genes estdo conjuntamente agrupados no cromossomo humano 7 (q21.22). Fisiologicamente,
PON1 é responsavel por impedir modificagdes oxidativas que ocorrem nas lipoproteinas plasmaticas. Essa parece ser uma
fungao crucial de PON1 para a prevencao de varias doengas humanas, tais como a doenga coronariana, a aterosclerose
e outras doengas associadas.

0 enfoque dado nessa pesquisa para investigagdo dos fatores de risco para Sindrome Metabolica foram as variaveis
antropométricas (peso, estatura, perimetro da cintura, medida do quadril, relagao cintura — quadril e pressao arterial), as
analises de atividade de paraoxonase e de seu polimorfismo génico e anlises bioquimicas como a glicemia de jejum,
colesterol total e fragdes e triglicerideos, assim como variaveis associadas a dieta e estilo de vida.

Tabela 1 — Componentes da sindrome metabdlica

Componentes Niveis
Obesidade abdominal por meio de circunferéncia
Homens 102 cm
Mulheres 88 cm
Triglicerideos =150 mg/dl
HDL Colesterol
Homens <40 mg/di
Mulheres <50 mg/di
Pressao arterial = 130 mmHG ou = mmHg
Glicemia de jejum =mg/d
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OBJETIVOS

Analisar diversas variaveis antropométricas e biolégicas com o objetivo de estabelecer correlagdes entre os niveis de
atividade de paraoxonase, seu polimorfismo génico, variaveis de bioquimica clinica (glicemia e lipidios) resultante do
estudo em uma coorte de voluntarios. Também avaliar variaveis antropométricas para caracterizar possiveis correlagées
com as variaveis metabdlicas e assim contribuir com o conhecimento sobre importantes disfun¢des com impacto sobre a
saude, tais como dislipidemias e sindrome metabdlica.

METODOLOGIA

Foram realizadas anélises de massa corporal por metodologia de anélise por densitometria de dupla emisséo de raio x.
As andlises de atividade de paraoxonase e arilesterase foram realizadas utilizando-se paraoxon e fenilacetato como
substratos, respectivamente.As analises foram feitas por medidas cinéticas da formagéo de p-nitrofenol e fenol ao longo
do tempo, em comprimento de onda de 412 nm e 280 nm, respectivamente.

A atividade PON1 foi investigada em um grupo de voluntérios saudaveis em comparagdo com um grupo de individuos
que demonstravam distlrbios lipidicos. Foram estudados 40 voluntarios saudaveis e 47 voluntarios com niveis anormais
de trigliceridios, LDL, HDL ou colesterol total. As varidveis estudadas incluiram atividade PON1, atividade arilesterase,
polimorfismos génicos L55M e Q192R, colesterol sérico, HDL, LDL, VLDL e trigliceridios. Analise de correlagéo, teste T e
ANOVA foram utilizados para analise estatistica.

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

RESULTADOS

Até 0 més de julho, houve 43 voluntarios, os quais tinham idade entre 19 e 30 anos e eram estudantes de graduagéo da
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro sendo 13 homens e 30 mulheres, 30 do total dos participantes eram do
curso de medicina, 7 de biomedicina, 3 de enfermagem e 3 de biologia; foi possivel observar tendéncia a alimentacéo e
realizac&o de atividade fisica inadequada em 65% dos voluntarios (28 alunos). Baixa qualidade do sono e ansiedade foram
as principais informagdes acerca da qualidade de vida, uma vez que 30 (69,7%) dos participantes sofrem com elas. No que
concerne aos dados obtidos através da anélise de massa corporal por densitometria por dupla emiss&o de raio x (DEXA),
6 estavam com sobrepeso, sendo todos homens e correspondendo a 13% do total e 28 (65%) possuiam percentual total
de gordura inadequado ( acima de 30%).

Com relag&o as andlises de paraoxonase e seus polimorfismos foi possivel caracterizar a atividade PON1 em um grupo
de voluntarios saudaveis em comparagéo com um grupo de individuos que mostram disturbios lipidicos e investigar se a
dieta e estilo de vida pode afetar a atividade.

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

CONCLUSOES

Foi possivel observar que a analise de parametros antropométricos por uma metodologia sofisticada como a utilizada no
aparelho de anélise densitométrica por dupla emissédo de raio x (DEXA) associados a dados biolégicos séo altamente
acurados e podem auxiliar na caracterizagdo de quadros associados a sindrome metabdlica e distlrbios associados.
Também concluimos que a metodologia de HRM/PCR é apropriada para analisar os polimorfismos de PON1, L55M e
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Q192R, demonstrando a vantagem de baixo custo, baixo do tempo de reagéo e precisao.

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

O diabetes mellitus é uma enfermidade que atinge 415 milhdes de pessoas no mundo e tem como caracteristica uma
hiperglicemia acentuada, podendo levar ao aumento de espécies reativas de oxigénio e consequente estresse oxidativo,
acarretando danos teciduais e celulares. Além disso, se ndo tratada, hiperglicemia a longo prazo pode levar a alteragdes
cardiacas prejudiciais ao individuo. Por esse motivo, objetiva-se encontrar um tratamento que consiga atenuar os danos
causados pelo diabetes, sendo a vitamina D uma alternativa terapéutica bastante discutida para os devidos fins. O presente
estudo teve como proposta avaliar a influéncia da suplementag&o de vitamina D no estresse oxidativo e eletrocardiograma
de ratos diabéticos com base em uma pesquisa experimental.

OBJETIVO
Avaliar o estresse oxidativo e alteragdes eletrocardiograficas em ratos diabéticos suplementados com vitamina D.

METODOLOGIA

Trinta e dois ratos foram divididos em quatro grupos (n=8): Controle (C); Diabético (D); Diabéticos suplementados com
400 Ul de vitamina D (VD400); Diabéticos suplementados com 520 Ul de vitamina D (VD520), durante 20 dias a partir do
inicio do experimento. Apds periodo de aclimatagdo dos animais (3 dias), o diabetes experimental foi induzido por uso
de estreptozotocina, sendo administrada vitamina D por gavagem aos animais pertencentes aos grupos que receberam
suplementag&o. Ao término do periodo de suplementagao, os ratos foram levados para a realizago de um eletrocardiograma
e no dia seguinte a eutanasia foi realizada por pung&o cardiaca, realizando-se a coleta de amostras de sangue em tubos
de polipropileno com anticoagulante para analises posteriores. Os dados foram representados como média e erro padréo
da média (EPM). Os resultados foram submetidos ao teste estatistico ANOVA, sendo utilizado o teste de Newman-Keuls
para o confronto das médias. O software utilizado foi 0 GraphPad Prism versdo 6.01® (for Windows), considerando p<0,05
como probabilidade minima aceitavel para diferenca entre as médias.

RESULTADOS

Pode-se constatar que a estreptozotocina induziu um quadro hiperglicémico em 100% dos animais que receberam a dose,
apresentando desenvolvimento de alteragdes clinicas e laboratoriais, bem definidas, incluindo, elevagéo da ingestéo hidrica
e da diurese e valores glicémicos acima de 300 mg/dl. Ao longo do trabalho experimental, os animais do grupo controle
apresentaram-se mais ativos, com aparente ganho progressivo de peso e ingestéo hidrica, reflexos conservados e diurese
aparente normal, dentro dos padrdes de normalidade para a espécie. Ja os animais do grupo diabético caracterizaram-se
por apatia, pelagem amarelada e gordurosa, odor forte da urina e queda progressiva do estado geral, com politrria, polidipsia
e polifagia. No presente estudo, a oxidagdo do DCFH-DA foi significativamente maior em animais diabéticos, demonstrando
elevados niveis de EROs. Tal ocorréncia pode ser baseada no fato de que animais diabéticos n&o suplementados, ndo
usufruiram da protegao contra a produgéo de mais radicais livres conferida pela vitamina D, fazendo com que a agéo do
diabetes fosse mais acentuada no grupo experimental em questdo. Analogamente, os animais diabéticos que foram
suplementados com 400 Ul e 520 Ul de vitamina D apresentaram diminuigdo nos niveis plasmaticos de EROs, sugerindo
que reversao conferida pela vitamina D aos animais diabéticos exerceu influéncia sobre os radicais livres originados por
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EROs. Sugere-se que a vitamina D possa agir como um antioxidante no organismo afim de se obter sua prote¢do. O
presente estudo demonstrou haver perda de massa cardiaca (p<0,05) dos grupos diabético, VD400 e VD520 em relagao
ao grupo controle, na corre¢do do peso do coragéo pelo comprimento da tibia, mostrando que de fato o diabetes teve
influéncia sobre a remodelagédo cardiaca, ainda que a mesma néo seja descrita normalmente na literatura. Apesar da
diminuigdo cardiaca sofrida pelos animais diabéticos, a vitamina D mostrou-se capaz de realizar sua remodelagéo, uma
vez que o peso da massa cardiaca dos animais suplementados apresentou aumento em relagao ao grupo diabético. Essa
remodelagao cardiaca pela vitamina D pode ter relagdo a expressao do VDR nas células cardiacas (MONTEIRO JUNIOR
etal., 2014). No indice de hipertrofia renal, os rins dos animais diabéticos (0,00545+ 0,000131) apresentaram maior peso
do que os rins do grupo controle (0,00426+ 0,000168) quando corrigidos pelo peso corporal (p<0,05), mostrando que o
diabetes foi capaz de causar modificagdes estruturais nos rins, aumentando-os de tamanho. Foi descrito na literatura que
o diabetes mellitus é capaz de causar modificagdes renais, como albumina urinaria, polidria e hipertrofia renal que pode
ser explicada devido a hiperfiltracdo glomerular e tubular proveniente da hiperglicemia. A hiperfiltragao renal vai aumentar
a pressao capilar glomerular e promover a proliferagéo celular regulada pelo TGF-a que por sua vez vai mediar a hipertrofia
renal (GROVER; YADAV; VATS, 2003; O'CONNOR; SCHELLING, 2005; ANTAO; GALLEGO; CALDEIRA, 2007). Além
disso, também foi constatada a diferenca de peso do rim (p<0,05) entre o grupo controle e o grupo VD400 (0,00508+
0,000154), ao mesmo tempo em que n&o houve diferenca (p>0,05) entre o primeiro grupo referido em comparagéo ao
grupo VD520 (0,00469+ 0,000137). Nota-se que apesar da dose administrada de STZ ter sido a mesma em ambos 0s
grupos suplementados em questao (60mg/Kg), o grupo VD520 apresentou uma melhora em sua hipertrofia renal. Deste
modo, acredita-se que a diferenga de peso entre os rins do grupo C e VD400 seja devido a agdo do diabetes na estrutura
renal, causando hipertrofia, entretanto a auséncia de diferenga significativa entre o grupo controle e VD520 denota que a
hipertrofia renal causada pelo diabetes tenha sido revertida pela agao da vitamina D. No indice de hipertrofia hepatica, foi
observado aumento (p<0,05) no peso do figado do grupo diabético (0,0378+0,000512) quando comparado aos animais
do grupo controle (0,0313+0,000812). Em relag&o aos grupos suplementados com vitamina D, apesar de demonstrarem
hipertrofia hepatica (p<0,05) quando comprados ao grupo controle, existe uma tendéncia a sua diminui¢do devido a agao
da vitamina D. Essa tendéncia pode ser corroborada pela diferenga de peso do figado entre o grupo diabético e o grupo
VD520 (0,0341+0,00127), que provavelmente devido a sua maior dosagem de vitamina D conseguiu reverter 0 aumento
hepatico causado pelo diabetes. Pode-se sugerir que o figado dos animais do presente estudo tenha passado por um
processo inflamatério devido ao diabetes, com consequente aumento de estresse oxidativo e alteragao hepatica, visto que
uma resposta inflamatoria frequentemente pode causar ou ser acompanhada de estresse oxidativo (ZHANG et al., 2012).
Devido ao aumento da expectativa de vida da populagéo e das melhorias na prevencéo e tratamento de doengas cronicas,
especialmente as doengas neoplasicas, metabolicas degenerativas e cardiovasculares, passam a ganhar especial
importancia como causa de mortalidade e morbidade. O eletrocardiograma (ECG) é um dos métodos de investigagdo mais
utilizado para diagnostico de anormalidades cardiovasculares através do registro da atividade elétrica do coragao.
(HOUGHTON; GRAY, 2008). Os animais diabéticos (309+3,67 bpm) tiveram acentuada redugéo (p<0,05) da frequéncia
cardiaca quando comparados aos animais do grupo controle (379+14,85 bpm), assim como ao grupo VD520 (377427
bpm), 0 que demonstra a diminui¢ao da FC devido ao diabetes como era de se esperar e mostra que o grupo suplementado
com maior dose de vitamina D aparenta ter conseguido recuperar sua frequéncia cardiaca até valores considerados normais,
quase equiparando-se aos valores referentes ao grupo controle. Sugere-se que a redugao da frequéncia cardiaca em
animais com diabetes possa ser causada por um prolongamento dos potenciais de a¢do do n6 sinusal, o que, por sua vez,
podem ser causados pela expressao alterada e/ou a fungéo dos canais de ions. Além disso, a propria STZ pode contribuir
diretamente para distUrbios do ritmo cardiaco. Levando em consideracéo estas observagdes, a suplementagdo de vitamina
D nas concentragdes estudadas podem ter tido a capacidade de alterar a taxa de potencial geragdes no marcapasso
cardiaco nos animais diabéticos tratados, uma vez que os animais que receberam a maior quantidade de vitamina D tiveram
aumento da frequéncia cardiaca apesar do diabetes. A duragédo do intervalo QT e QTc s&o os pardmetros mais utilizados
para a verificagdo da repolarizagéo ventricular. Em individuos com diabetes tais pardmetros se mostram prolongados
denotando retardo na repolarizagéo e o maior risco para a ocorréncia de alteragdes cardiovasculares como por exemplo
arritmias ventriculares (CLEMENTE; PEREIRA; RIBEIRO, 2012). Adurag&o do intervalo QT mostrou-se aumentada (p<0,05)
para os grupos suplementados com vitamina D em relag&o aos grupos controle e diabético, os quais ndo demonstraram
diferencga entre si (p>0,05), 0 que poderia sugerir que o diabetes néo foi capaz de ocasionar modificagdes na repolarizagéo
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ventricular. Entretanto, ao verificar-se a duragéo do intervalo QTc, que refere-se ao intervalo QT corrigido pela frequéncia
cardiaca os animais diabéticos apresentaram diminuigédo (p<0,05) do intervalo QTc com relagéo aos grupos suplementados,
que por sua vez ndo divergiram (p>0,05) do grupo controle, denotando que possivelmente houveram alteragdes cardiacas
em decorréncia do diabetes apesar do mostrado pelos resultados apresentados do intervalo QT. A amplitude da onda P
mostrou haver diferenga (p<0,05) entre o grupo diabético que se mostrou aumentado em relagdo ao grupo VD520. A
amplitude da onda P tem relagdo com a despolarizagéo atrial e inicio da contragéo cardiaca, sendo que sua alteragao pode
indicar modificagdes na sobrecarga atrial. De acordo com os achados, sugere-se que a vitamina D tenha causado um efeito
positivo nos animais revertendo o quadro instaurado pelo diabetes, uma vez que o grupo D encontra-se diminuido em
relagdo ao grupo VD520 e, apesar de néo ser significante (p>0,05), ha a tendéncia do mesmo também estar diminuido
com relacdo ao grupo controle e VD400, o que pode significar que o grupo de animais diabéticos sofreu alteragdes em sua
sobrecarga atrial. A analise da variabilidade da frequéncia cardiaca é baseada na medi¢do do intervalo de frequéncia
cardiaca entre duas ondas R (intervalo RR) e avaliagdes qualitativas e quantitativas que representam o equilibrio do sistema
cardiovascular através do controle do SNA. Em individuos diabéticos o pardmetro de intervalo RR normalmente encontra-
se alterado (DEKKER et al., 2000). Valores altos da VFC refletem um SNA saudavel que estd apto a reagir de forma
apropriada a mudancas, enquanto que diminuicao de valores da VFC € um sinal de inflexibilidade autonémica e doengas
cardiacas que podem preceder problemas sistematicos, como por exemplo aterosclerose mediada por inflamagéo e fibrilagao
ventricular (TAK et al., 2014). As anélises dos indices de VFC no dominio de tempo em relagdo ao intervalo RR demonstraram
aumento (p<0,05) do intervalo RR dos grupos diabético e VD400 em relagdo aos grupos controle e VD520. Pode-se sugerir
a partir dai a dosagem utilizada da vitamina D no grupo VD520 tenha surtido um efeito benéfico pois teve a capacidade
de fazer com que o intervalo RR do grupo VD520 voltasse a um valor de RR esperado de acordo com o grupo controle.
Além disso, observa-se uma tendéncia (p>0,05) a diminuigdo do grupo VD400 em relagdo ao grupo diabético, o que leva
a crer que a dose de vitamina D utilizada pode nao ter sido suficiente para reverter a situagao que o diabetes estabeleceu,
Ou que seria necessario mais tempo de tratamento para que a vitamina D em menor dose pudesse agir até diminuir
significativamente o intervalo RR. As anélises de dominio de tempo SDNN e de dominio de frequéncia LF, VLF e poténcia
total apresentaram um aumento (p<0,05) do grupo VD520 quando comparado com os grupos controle, diabético e VD400
entretanto, comparando-se os trés ultimos grupos entre si ndo houve diferenga. O SDNN depende de mudangas ocorridas
em todos os parametros de VFC e sua diminui¢&o é associada a redugéo da fungao do ventriculo esquerdo. No presente
estudo ndo houve diminuicdo do SDNN no grupo diabético, ndo sendo relatadas mudangas associadas ao diabetes, o
mesmo pode se relatar do pardmetro de poténcia total com relagéo ao grupo diabético. O componente HF do VFC representa
a atividade cardiaca do nervo vagal no nd sinoatrial e estabilidade eletrdnica, uma diminui¢do na atividade do nervo
parassimpatico no coragao resultaria na diminuicdo do componente HF. Entretanto, no presente estudo, o HF ndo apresentou
alteragdo no grupo diabético e o controle, apenas houve um aumento (p<0,05) do grupo suplementado de maior dose de
vitamina D quando comparados aos animais do grupo VD400. Foi descrito na literatura que concentragdes reduzidas de
vitamina D ativa e do seu metabdlito 25(OH)D3 sdo comuns em pacientes com insuficiéncia cardiaca (SCHLEITHOFF et
al., 2006), bem como presenga de fungdo ventricular comprometida e cardiomiopatia dilatada em pacientes pediatricos
com raquitismo (MAIYA et al., 2008). A hipovitaminose D tem influéncia na atividade do sistema cardiovascular e resulta
na disfungéo do sistema nervoso autonomico cardiaco, uma vez que o sistema nervoso autdnomo (SNA) regula a resposta
do organismo a estimulos internos e externos e como consequencia dessa regulagao tem-se mudangas no intervalo da
frequéncia cardiaca (TAK et al., 2014). Diversas células que compdem o sistema cardiovascular expressam a CYP27B1
elou o VDR, como as células musculares lisas e endoteliais dos vasos sanguineos, miécitos, e as células justaglomerulares
do néfron, a partir dai autores afirmam que a 1,25(0H)2D3 participa do controle da fungéo cardiaca e da presséo arterial
por meio da regulagéo do crescimento das células musculares lisas, do grau de contratilidade miocardica e da inibigéo da
renina, interferindo na dindmica do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SIMPSON; HERSHEY; NIBBELINK, 2007;
RAFAELLI et al., 2015). Levando isso em consideragao, acredita-se que os parametros eletrocardiograficos e de VFC que
se apresentaram modificados nos grupos suplementados do presente estudo tenham uma relevancia cardiaca positiva.
Em resumo, a indugao do diabetes pela droga STZ foi efetiva uma vez que os animais apresentaram todas as caracteristicas
descritas por diversos autores anteriormente citadas. Entretanto ndo se pode afirmar que a indugéo do diabetes no modelo
experimental estudado ¢ DM1 ou DM2, pois 0s animais ndo apresentaram sinais determinantes correspondentes a nenhum
tipo de diabetes em especifico no periodo de tempo analisado pelo presente estudo. Os niveis aumentados de EROs
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revelam que houve estresse oxidativo devido a indugéo do diabetes e que provavelmente 0 mesmo teve relagdo com a
patogenia da doenga, alterando os diversos parametros citados anteriormente. Quanto a agao da vitamina D pode-se supor
que o controle glicidico ocasionado pela sua suplementacao levaria a prevengao da superprodugéo mitocondrial de radicais
livres, ndo ocorrendo a inibigdo da enzima GAPDH e assim o glicrealdeido-3-fosfato ndo produziria o precursor intracelular
de AGE responsavel pela ativagédo da via de AGE e da molécula DAG responsavel pela ativagao da via da PKC. Ao mesmo
tempo, devido ao controle da hiperglicemia, a frutose-6-fosfato n&o seria desviada para a vida das hexosaminas € néo
haveria a ativagdo da via dos polidis com consumo de NADPH e consequente diminuicdo de GAPDH. Conclusdes: A
hiperglicemia cronica desenvolvida pelos animais diabéticos ao longo do experimento levou ao aumento das espécies
reativas de oxigénio no organismo, sendo a vitamina D capaz de reverter esse quadro. O diabetes mellitus parece néo ter
ocasionado modificagdes cardiacas nos animais, de modo contrario, 0 uso da vitamina D causou alteragdes nos parametros
eletrocardiograficos.

REFERENCIA

CLEMENTE, D.; PEREIRA, T.; RIBEIRO, S. Artigo Original Repolarizagéo Ventricular em Pacientes Diabéticos:
Caracterizagéo e. Arq Bras Cardiol, v. 99, n. 5, p. 1015-1022, 2012.

DEKKER, J. M. et al. Low Heart Rate Variability in a 2-Minute Rhythm Strip Predicts Risk of Coronary Heart Disease and
Mortality. Circulation Journal of the American Heart Association, v. 1, n. 102, p. 1239-1245, 2000.

HOUGHTON, A. R.; GRAY, D. Making sense of the ECG: A hands-on guide. 3. ed. London: Hodder Arnold, 2008
KIRSTEN, V.; SESTERHEIM, P.; SAITOVITCH, D. Modelos experimentais para o estudo do diabetes tipo 1. Medicina
(Ribeirao Preto), v. 43, n. 1, p. 3-10, 2010.

MAIYA, S. et al. Hypocalcaemia and vitamin D deficiency: an important, but preventable, cause of life-threatening infant
heart failure. Heart (British Cardiac Society), v. 94, n. 5, p. 581-584, 2008.

RAFAELLI, R. A. et al. Influéncia da vitamina D nas doengas endocrinometabdlicas Influence of vitamin D in endocrine
metabolic diseases. Revista Semina: Ciéncia Bioldgicas e da Saude, v. 36, n. 1, p. 333-348, 2015.

SCHLEITHOFF, S. S. et al. Vitamin D supplementation improves cytokine profiles in patients with congestive heart failure: a
double-blind, randomized, placebo-controlled trial. American Journal of Clinical Nutrition, v. 83, n. 4, p. 754759, 2006.
SIMPSON, R. U.; HERSHEY, S. H.; NIBBELINK, K. A. Characterization of heart size and blood pressure in the vitamin D
receptor knockout mouse. The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, v. 103, n. 3-5, p. 521-4, 2007.
SZKUDELSKI, T. The mechanism of alloxan and streptozotocin action in B cells of the rat pancreas. Physiological research
| Academia Scientiarum Bohemoslovaca, v. 50, n. 6, p. 537-546, 2001.

TAK, Y. J. et al. 25-hydroxyvitamin D and its relationship with autonomic dysfunction using time- and frequency-domain
parameters of heart rate variability in Korean populations: A cross-sectional study. Nutrients, v. 6, n. 10, p. 4373-4388, 2014.
ZHANG, C. et al. Diabetes-Induced Hepatic Pathogenic Damage, Inflammation, Oxidative Stress, and Insulin Resistance
Was Exacerbated in Zinc Deficient Mouse Model. PLoS ONE, v. 7, n. 12, p. 3-10, 2012.

132

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

A ASSOCIAGAO DA INIBIGAO DA VIA DE SHH E TEMOZOLOMIDA DIMINUI A
PROGRESSAO DO GLIOBLASTOMA?

12 Jessica Honorato Ribeiro (IC-voluntaria); 2 Vivaldo Moura Neto; 2 Giselle Pinto de Faria Lopes (co-orientadora); 2 Tania
Cristina Leite de Sampaio e Spohr (orientadora).

1 - Departamento de Ciéncias Fisioldgicas; Instituto Biomédico; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
2 - Laboratorio de Biomedicina do Cérebro; Instituto Estadual do Cérebro Paulo Niemeyer.

Apoio Financeiro: CAPES, FAF/ONCO, FAPERJ, CNPgq, INNT-INCT-MCT, PRO-SAUDE - Associago Beneficente de
Assisténcia Social e Hospitalar
Palavras-chave: glioblastoma; sonic hedgehog; temozolomida;

INTRODUGAO

O envelhecimento populacional observado mudialmente é uma realidade do século XXI, o que representa uma melhoria
na qualidade de vida. Porém, a medida que a populagdo envelhece o nimero de diagnésticos de cancer aumenta, com
incidéncia onze vezes maior acima dos 65 anos?. O glioma, tipo tumoral que representa em média 80% dos tumores
cerebrais primarios malignos, é o que apresenta menor sobrevida, tendo uma média de 15 meses independente da
idade®. O termo glioma refere-se a todos os tipos tumorais que apresentam componentes celulares gliais, como é o caso
do Glioblastoma multiforme (GBM), com maior incidéncia e agressividade do Sistema Nervoso Central®®. Apesar dos
progressos na neurorradiologia e neurocirurgia, a sobrevida média pouco se alterou nos ultimos 30 anos, o que indica
imediata necessidade de novos estudos que identifiquem potenciais alvos terapéuticos que possam contribuir para este fim.
Mesmo assim, o protocolo de tratamento que associa a radioterapia com um agente alquilante de DNA capaz de atravessar
a barreira hematoencefalica, a Temozolomida (TMZ)®, ainda é considerado o tratamento de primeira linha dos GBMs. Devido
a sua alta invasividade e resisténcia, pacientes com GBM apresentam pior prognéstico independente do tratamento, pois
a maioria apresenta recidiva®. Hoje em dia ja se sabe que durante a diferenciagao e o crescimento tumoral, diversas vias
de sinalizagdo s&o inibidas enquanto outras sao ativadas e, frequentemente, podemos observar que vias de sinalizagéo
vitais para o desenvolvimento embrionario e organogénese voltam a ser moduladas na carcinogénese. Dentre as vias
ativadas durante a embriogénese que voltam a desempenhar papel na carcinogénese, podemos citar as de TGFs, a de
Wnt e a de Shh"®). Avia de Shh afeta o desenvolvimento embrionario de maneira concentragdo dependente interferindo na
proliferagéo, sobrevivéncia e diferenciagdo celular, atuando diretamente na organogénese e na polarizagdo do embrido de
vertebrados®. Uma das principais limitagées para o tratamento do GBM pode ser contornada pela identificagao e isolamento
de um tipo celular distinto com propriedades de células tronco com a capacidade de iniciar um cancer, as células tumorais
tipo tronco (CTT), constituindo um potencial alvo terapéutico. Hoje em dia ja se sabe, que a via de sinalizagao de Shh esta
envolvida no desenvolvimento de propriedades de quimio e radiorresisténcia das CTTs, assim como com a sua capacidade
de auto-renovagao, tendo esta via, portanto um grande alvo terapéutico(®',

OBJETIVO
Avaliar o efeito in vitro da inibicdo da via Sonic Hedgehog pelo inibidor especifico da via, Gant-61, em associagdo com
TMZ, em linhagens celulares de GBM humano.

METODOLOGIA

As linhagens celulares GBM11 (linhagem primaria) e T98G (da ATCC) do Laboratério de Biomedicina do Cérebro (LBMC)
foram obtidas de pacientes por meio cirurgia, realizado em colaboragéo pela equipe de Neurocirurgia - Dr. Jorge Marcondes do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho-UFRJ CEP 21941-913, n® 255). O cultivo celular foi feito em meio DMEM/F-12
com 10% de soro fetal bovino (SFB) e seu repique foi realizado de acordo com Faria e cols. (2006)"™. No primeiro dia
de experimento as células foram plaqueadas em placas de 96 pogos com densidade celular especifica de acordo com
o0 tempo de incubagdo das placas, onde utilizou-se GBM11 nas densidades de 3500,14000, 28000 e 56000 células por
pocgo e T98G nas densidades de 2000, 8000, 16000 e 32000 células por pogo. No segundo dia ambas linhagens foram
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incubadas com o0 agente alquilante TMZ nas concentragdes de 100, 200 e 400 uM e com o inibidor Gant-61 na concentragao
de 20 uM. Hora os farmacos foram utilizados isoladamente, hora em associacéo e hora em alternéncia. No terceiro dia
as placas com farmacos isolados incubadas por 24 horas foram submetidas a ensaios com o componente cromogénico
metil-tiazolil-tetrazolio (MTT) a fim de avaliar a viabilidade celular por detecgéo da atividade das enzimas mitocondriais.
Para tal, apos incubag&o de 2h com MTT, as células vidveis foram estouradas com dimetil sulfoxido (DMSO) e os cristais
formados por metabolizagéo enziméatica mitocondrial pelas células vidveis, foram diluidos ao DMSO sua densidade 6tica lida
por espectrofotometria a 570 nm. No quarto dia as placas com os farmacos isolados e em associagdo incubadas durante
48 horas também foram submetidas aos ensaios de MTT, enquanto as demais placas também incubadas por 48 horas
tiveram seus farmacos alternados, as que continham TMZ 400uM receberam Gant 20uM e as que continham Gant 20uM
receberam TMZ 400uM. No quinto dia as placas com os farmacos isolados e em associagao incubadas durante 72 horas
também foram submetidas aos ensaios de MTT, enquanto as demais placas também incubadas por 72 horas tiveram seus
farmacos alternados como descrito anteriormente. No sexto e no oitavo dia as placas com alternancia de farmacos tratadas
por um total de 96 horas e 144 horas, respectivamente, foram submetidas aos ensaios com MTT. Foi considerado 100%
de viabilidade as células incubadas apenas com o veiculo dos farmacos. Os ensaios foram realizados em quintuplicata e
a representacao grafica demonstra resultados independentes. Os resultados foram organizados em graficos utilizando-se
o software GraphPad Prism 5.0 e as analises estatisticas foram feitas por teste estatistico One-way ANOVA com teste de
Turkey para comparar estatisticamente os pares de colunas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 observamos que a GBM11 mostrou-se resistente as diferentes concentragbes de TMZ durante as primeiras
24 horas, e respondeu de forma discretamente significativa em relagdo ao controle durante as 48 horas de incubagéo
nas concentragdes de 200 uM (4,18% +1,46) e 400 uM (8,01% £3,03), indicando que a redugao de viabilidade para esta
linhagem é tempo e dose dependente. Com relagéo a linhagem T98G houve diminuicéo significativa em relagdo ao controle
em ambos os tempos (24 e 48 horas), porém a resposta mais efetiva ocorreu em 48 horas, para a concentragéo de 400
MM de TMZ havendo redugéo de 42,91% +2,6, também tempo e dose dependente. Foi selecionada a dose de 400 uM
para dar continuidade aos experimentos.

%GBM11 24 horas %GBM11 48 horas %T98G 24 horas %T98G 48 horas
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Figura 1. Viabilidade celular das linhagens humanas GBM11 e T98G incubadas com TMZ. Células tratadas nas condicées CONTROLE
(células na presenga do veiculo) ou TMZ (100uM, 200uM,400uM). Barras azuis indicam que os grupos de destino séo significativos
em relacdo ao CONTROLE. Barras vermelhas indicam que os grupos de destino s&o significativos em relagdo a TMZ 100uM. Barras
verdes indicam que os grupos de destino séo significativos em relacdo a TMZ 200uM. Teste estatistico One-way ANOVA com teste de
Turkey, P<0,05. Figura representativa de 3 experimentos independentes feitos em quintuplicata.

Asinalizagéo de Shh pode ocorrer por contato célula-célula ou por ligagéo da proteina soluvel. Na auséncia do ligante, seu
receptor Ptch (patched) inibe a proteina Smo (smoothened). Na presenca do ligante, Ptch deixa de inibir Smo que se torna
ativada, portanto a ligagdo da proteina de sinalizagdo Shh a Ptch regula a atividade do Smo(™. Como resposta a ligacéo
de Shh a Ptch, Smo ¢é ativada e estabilizada, iniciando a cascata de sinalizagéo a jusante de Shh levando a translocagéo
das proteinas da familia Gli para o ndcleo!™. Trés proteinas Gli (Gli1, Gli2 e Gli3) sdo expressas nos vertebrados, Gli2 e
Gli1 possuem fungdes ativadoras ao passo que Gli3 possui uma atividade repressora da via, sendo estas trés proteinas
dependentes de Shh"®. Segundo Benvenuto e cols. (2016)"®, o composto hexahidropirimidina, GANT-61, é capaz de
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bloguear de forma satisfatéria os fatores de transcricdo, GLI1 e GLI2. Como demonstrado na Figura 2 a inibi¢&o da via
Shh e a simultanea adigdo de TMZ400 uM na linhagem T98G foi capaz de reduzir por sinergismo a viabilidade celular
em 54,98% +2,88 quando comparado aos grupos controle e TMZ400 (40,42% +6,22) em 48 horas, € em 30,46% +5,08
em 72 horas. Ja na linhagem GBM11 a associag&do dos farmacos houve redugéo da viabilidade apenas no tempo de 72
horas, 15,01% 6,35, quando comparado ao controle, mas néo foi significativo quando comparado ao tratamento isolado,
reforgando portanto a maior resisténcia da linhagem ao tratamento.

#GBM11 438 horas %GEM11 72 horas WT98G 48 horas WT98G 72 horas
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Figura 2. Viabilidade celular em resposta a associagao de TMZ com o inibidor Gant-61 da via Shh. Células tratadas nas condicoes
CONTROLE (células na presenga do veiculo), TMZ 400pM, Gant-61 20 uM ou TMZ400uM+Gant-61 20uM. Barras azuis indicam que os
grupos de destino s&o significativos em relagdo ao CONTROLE. Barras vermelhas indicam que os grupos de destino séo significativos
emrelagdo a TMZ 400uM. Barras verdes indicam que os grupos de destino séo significativos em relagdo a GANT 20uM. Teste estatistico
One-way ANOVA com teste de Turkey, P<0,05. Figura representativa de 2 experimentos independentes feitos em quintuplicata.
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Com relagdo a alternancia de TMZ 400uM e Gant 20uM demonstrada na Figura 3, a linhagem GBM11 apresentou redugéo
de viabilidade de 19,21% £2,3 em 48 horas e de 21,22% +2,19 em 72 horas quando comparado ao controle, o que
ainda n&o havia sido observado no tratamento isolado (Figura 1) e na associagé&o simultanea (Figura 2), revelando-se a
melhor estratégia terapéutica para esta linhagem. Ja a T98G apresentou satisfatoria redugédo de viabilidade em resposta
a alternéncia de Gant 20pM e TMZ 400uM no tempo de 72 horas (59,94% £3,5), onde a prévia inibico da via Shh e

posterior adi¢do de TMZ revelou-se a melhor estratégia para esta linhagem em comparagéo ao tratamento isolado e a
associagdo simultanea de farmacos.

$%GBM11 48 horas #%GBM11 72 horas %T98G 48 horas $T93G 72 horas
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Figura 3. Viabilidade celular em resposta a alternancia de TMZ e Gant-61. Células tratadas nas condigdes CONTROLE (células na
presenca do veiculo), TMZ 400uM alternado com Gant-61 20 uM ou Gant-61 20uM alternado com TMZ 400uM. Barras azuis indicam que
0s grupos de destino s&o significativos em relagdo ao CONTROLE. Barras vermelhas indicam que os grupos de destino séo significativos
em relagdo a TMZ 400uM/Gant-61 20uM. Teste estatistico One-way ANOVA com teste de Turkey, P<0,05. Figura representativa de 2
experimentos independentes feitos em quintuplicata.

CONCLUSOES

O estudo demonstrou que a inibigdo da via Shh pelo bloqueio dos efetores transcricionais GLI1 e GLI2 por Gant-61 é
eficaz em reduzir a resisténcia das células tumorais permitindo uma melhor atuagéo do alquilante TMZ na concentragéo de
400 uM. Ainda, demonstrou que a alternancia dos farmacos € a melhor estratégia in vitro para reduzir a viabilidade celular
entre as trés que foram estudadas tanto na linhagem T98G como na de maior resisténcia, GBM11.
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INTRODUGAO

A Euterpe oleracea Mart., popularmente conhecida como agai € uma planta amplamente distribuida difundida na regido
Amazonica, cujos frutos séo ricos em polifendis. O extrato hidroalcéolico obtido do carogo do agai (ASE) apresenta
significativos efeitos antioxidante e anti-hipertensivo, vasodilador dependente do endotélio, hipoglicemiante (Rocha et al,
2007,2008; de Oliveira et al., 2011). Muitos trabalhos tém relacionado a deméncia com a resisténcia a insulina (Lourengo et
al., 2013; De Felice et al., 2015). Como 0 ASE tem agao antioxidante significativa € promove uma melhora significativa na
resisténcia insulina de camundongos C57BI6J submetidos a uma dieta hiperlipidica e em ratos diabéticos tipo Il (de Oliveira
et al, 2015), consideramos que o efeito sobre a memoria pode estar relacionado a sua agao sobre a resposta insulinica.

OBJETIVOS

Assim, visando compreender os mecanismos do ASE sobre o hipocampo, submetemos ratos wistars ao teste de
comportamento labirinto aquatico radial. Posteriormente, avaliamos a expresséo das seguintes proteinas no hipocampo:
nNOS (6xido nitrico sintase neuronal), BDNF (fator neurotréfico derivado do cérebro), IR (receptor da insulina), IRS-
1 (substrato do receptor de insulina -1), AMPk (proteina quinase ativada por AMP), Akt (proteina quinase B), PI3k
(fosfatidilinositol-3-quinase).

METODOLOGIA

Todos os experimentos em animais foram revistos e aprovados pelo Comité de Cuidado e Uso Animal da UERJ. Ratos
Wistar machos foram divididos em 2 grupos (12 — 15 animais) : ASE, tratados com ASE a 200 mg/kg/dia ( gavagem)
por semanas antes dos testes de comportamento; e um grupo Controle que foram receberam agua por gavagem. Para
avaliarmos a agéo do ASE sobre a memdria, os ratos foram submetidos ao teste de comportamento labirinto aquatico
radial (LAR), em que a laténcia para encontrar a plataforma escondida foi utilizada para avaliar o desempenho no LAR
como meméria / aprendizagem. Apos os testes de comportamento que visaram avaliagédo da memoria, da ansiedade e da
depresséo, os animais sofreram eutanasia por deslocamento cervical. O hipocampo isolado foi colocado em tampéo de
lise celular a fim de se obter um homegenato proteico para posterior quantificagéo das proteinas por western blot. Todos
os resultados foram apresentados pela média £ EPM. O teste t Student ndo pareado seréo utilizados para avaliarmos as
diferengas entre os grupos. Valores de p < 0,05 serdo considerados estatisticamente significantes

RESULTADOS

Aexpressao proteica das diferentes proteinas da cascata insulinica demonstrou que nos ratos tratados com ASE houve um
aumento, embora n&o significativo, da expressao de receptores insulinicos. Observamos também um aumento significativo na
expressao proteica do AMPk e uma redugéo significativa do pIRS (p<0,05). Aexpresséo do AkT e do PI3k ndo apresentaram
alteragdes na expressdo dos mesmos. Esses resultados sugerem que o ASE tenha algum efeito na via de sinalizagao da
insulina, porém nao via PI3k — AKT. Na analise de outros mensageiros intracelulares que interferem na consolidagéo a
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memoria verificamos que no nosso modelo as proteinas BDNF e nNOS apresentaram um aumento significativo (p<0,05)
na expressao. O BDNF é uma neutrofina essencial para hipocampo adulto pois estimula a neurogénese em niveis basais
€ a integragéo de neurdnios recém-nascidos nesta regido. Além disso, 0 BDNF tem um papel crucial em ambas as fases
precoce e tardia da potenciagdo a longo prazo (LTP) do hipocampo para a aprendizagem € meméria (kang and Schuman,
1995; Li et al., 2010). Da mesma forma que o BDNF, o 6xido nitrico tem papel crucial na meméria. Ratos tratados com
inibidores de oOxido nitrico sintase mostraram um déficit no reconhecimento de objetos (Pitsikas, 2015). Desta forma, a
possivel agdo do ASE sobre 0 aumento dessas proteinas pode indicar que o extrato tem papel relevante na neuroprotecao,
como também na neuroplasticidade das células hipocampais, efeitos esses importante na meméria.

CONCLUSOES

Nossos dados demonstraram que 0 ASE promove um ganho na memdria mesmo com um tratamento de duas semanas.
Apesar desse pouco periodo de tratamento foi possivel verificar um aumento significativo de BDNF, nNOS e AMPk. Esses
mensageiros intracelulares sdo fatores neurotréficos positivos que favorecem a consolidagao da memoria e retardam a perda
damesma. O efeito do ASE sobre a memoria ainda necessita de mais estudos para que seu efeito possa ser compreendido
e possivelmente possa ser utilizado futuramente na prevencéo e na terapéutica da deméncia.
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INTRODUGAO

O sistema imunolégico é formado por uma rede de células, tecidos e 6rgdos, além de moléculas especificas que por
meio de processos bioldgicos, atuam visando identificar e eliminar ou confinar potenciais agentes agressores para a
manutengdo da homeostase do organismo. Dentre os componentes do sistema imunoldgico, merece destaque as células
T CD4*, que devido a sua plasticidade funcional podem adquirir diferentes fenétipos capazes de regular a funcionalidade de
outras células do sistema imune tanto inato quanto adaptativo (WAN; FLAVELL, 2009). Um fen6tipo representativo dessa
plasticidade das células T CD4* sdo as células T auxiliares foliculares (TFH). Funcionalmente as células TFH regulam o
desenvolvimento da imunidade humoral (CROTTY, 2015), por auxiliar na formagao dos centros germinativos através de
sinais necessarios para a proliferagéo, sobrevivéncia (TANGY et al., 2013), maturagdo e diferenciagdo dos linfocitos B
em plasmdcitos secretores de anticorpos e em células B de memoria longa (CROTTY, 2015; PALLIKKUTH; PARMIGIANI;
PAHWA, 2012). Elas fornecem sinais sollveis e cognitivos para essas células B antigeno-especificas que podem, a partir
de entdo, produzir outras classes de anticorpos além de IgM, contendo em suas regides variaveis mutagdes pontuais que
acarretam uma maior afinidade desses anticorpos pelos respectivos antigenos, aumentando sua capacidade neutralizante,
contribuindo para o desenvolvimento de uma imunidade protetora contra doengas infecciosas (SHULMAN et al., 2013;
TANGY etal., 2013). Em humanos, essas TFH s&o caracterizadas por apresentarem alta expressao do fator de transcri¢do
Bcl-6, do receptor de morte programada PD-1, do coestimulador induzivel ICOS, do receptor de quimiocina CXCR5 e pela
produgao da citocina IL-21, aliado a uma baixa expressédo do receptor de quimiocina CCR7 (ONABAJO et al., 2013). No
sangue periférico essas células T CD4* do tipo TFH tém sido identificadas com sendo CD4*CXCR5* PD-1+ (LOCCI et
al., 2013). No contexto da gestagdo, o desenvolvimento normal da crianga depende da inibigéo de células T maternas
potencialmente embriotoxicas produtoras de citocinas como IFN-y (Th1) e IL-17 (Th17), associada a um incremento na
frequéncia de células T reguladoras e produgéo de anticorpos (HEL et al., 2010; LUO et al., 2011; ZANG et al., 2002).
Esses fendmenos parecem estar relacionados aos efeitos imunomoduladores dos hormdnios gestacionais (SAITO et al.,
2010). Entretanto, nenhum estudo até o momento avaliou se esse favorecimento da resposta imune humoral na gestagéo
estaria relacionado a um aumento na frequéncia e/ou fungéo das células TFH.

OBJETIVOS

Avaliar o impacto da gestacdo na frequéncia e fungéo das células T auxiliares foliculares (TFH) circulantes e sua relagéo
com a concentragdo de hormonios gestacionais e a produgéo de anticorpos IgG especificos contra citomegalovirus (CMV)
e contra 0 antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBs).

METODOLOGIA

Pacientes: Apds a aprovago do estudo pelo Comité de Etica em pesquisa do HUGG, 30 gestantes (20 a 33 anos de idade)
saudaveis, no Ultimo trimestre da gestagao, foram recrutadas do Instituto Fernandes Figueira (Fiocruz/RJ) e do Centro de
Pesquisa em Imunologia Aplicada da Universidade da Califérnia (UC/Irvine). Para o controle dos eventos imunes relacionados
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a gravidez, 30 mulheres n&o gravidas saudaveis (idade entre 20 a 32 anos) foram recrutadas na Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO) e na UC/Irvine. Em nosso estudo, foram excluidas mulheres portadoras de doengas
autoimunes e neoplasias, tabagistas, imunodeprimidas ou usuarias de substancias ilicitas. Ademais, nenhuma participante
do nosso estudo apresentava alguma indicacéo clinica ou soroldgica de infecgéo por influenza, HCV, HBV e HIV-1/2.
Obtencéo e estimulagdo das células do sangue periférico ex vivo: Amostras de 10 mL de sangue periférico foram colhidas
das participantes do estudo. Volumes de 2 mL foram mantidos em placas de 24 pogos de fundo chato na presenga ou na
auséncia dos estimuladores Acetato meristato de forbol (PMA, Sigma-Aldrich Co) a 20 ng/mL e lonomicina (IO, Sigma-
Aldrich Co) a 600 ng/mL e para otimizar a marcagao intracelular de citocinas, as amostras foram mantidas na presenga
brefeldina A (BD Biosciences). As amostras foram incubadas por 4 horas a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO,.
Para avaliagdo dos niveis sistémicos dos horménios gestacionais (progesterona e estrogénio) e dos titulos de IgG anti-
CMV e anti-HBs, o volume restante de sangue colhido (em torno de 6 mL) foi submetido a centrifugagdo em 1500 rpm por
5 minutos e os plasmas foram congelados a -20°C até o momento de uso.

Anaélise fenotipica por citometria de fluxo: Afrequéncia e o perfil fenotipico das células TFH foi definida através da marcagéo
com mAbs fluoreceinados em diferentes combinagdes: IgG anti-CD3-PE, anti-CD4-FITC/PECy7, anti-CD45RO-PECy7,
anti-CXCR3-PE/PECy7, anti-CXCR5-PE/PECy7/APC, anti-ICOS-PerCP, anti-PD1-APC. Apds a marcacédo de superficie,
as células foram submetidas tanto a lise das hemacias quanto a fixagao e permeabilizagéo e, em seguida, submetidas a
marcagao intracelular usando IgG anti-IL-21-PE/APC, anti-IFN-y-PE/APC, anti-IL-10-FITC/APC, anti-IL-17-PECy7, anti-
IL-4-APC e anti-IL-6-PE. As analises foram conduzidas ap6s a aquisi¢do de 100.000 eventos usando o citbmetro Accuri
C6 (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA) e FACS LRS Il Fortessa (BD Biosciences, San Diego, CA, USA), utilizando o Cflow
software (Accuri™, Ann Arbor, MI, USA) e ©FlowJo. Os linfécitos foram determinados através dos padrdes de tamanho e
granulosidade ap6s a excluséo de células mortas e débris.

Dosagem de estrogénio e progesterona e de IgG anti-CMV e anti-HBs: As analises dos hormonios gestacionais, assim
como dos titulos de anticorpos anti-citomegalovirus e anti-hepatite B foram realizadas através da técnica de ELISA usando
kit Abcam (Abcam Co, USA), de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

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

RESULTADOS

Em nosso estudo, a frequéncia das células T CD4*CD450*CXCR5* foliculares (TFH) circulantes, expressando ou nao
os marcadores PD-1 e ICOS, foi maior em gestantes, quando comparadas as mulheres nédo gravidas (p= 0,0110).
Adicionalmente, o subtipo de célula TFH que expressa CXCR3 também foi superior nas gestantes (p= 0,0005). Para
avaliar a capacidade dessas células TFH de auxiliarem as células B a produzirem uma resposta humoral de alta eficiéncia,
analisamos a porcentagem das células TFH em expressar diferentes citocinas, principalmente a IL-6 e IL-21, ambas
citocinas importantes na indugdo de produgédo de anticorpos protetores contra diferentes patdgenos (SHULMAN et al.,
2013). De todas as citocinas estudadas (IL-17, IFN-y, IL-6, IL-21, IL-4 e IL-10), apenas a frequéncia das células TFH
CXCR3* capazes de produzir IL-6, IL-10 e IL-21 foi significativamente maior (p<0,05) nas gestantes quando comparado as
mulheres n&o gravidas. Adicionalmente, produgao dessas citocinas foram correlacionadas positivamente com frequéncia
de células TFH expressando ou ndo o marcador PD-1 [L-6 (r= 0,7346, p= <0,0001), IL-21 (r= 0,5608, p= 0,0019) e IL-10
(r=0,5631, p= 0,0018). Esses dados diferem dos encontrados por LOCCl e cols. (2013) em pacientes infectados pelo virus
da imunodeficiéncia humana do tipo 1 (HIV-1) em que as melhores células TFH eram negativas para CXCR3. No entanto,
maiores comparagdes entre os estudos ndo sao possiveis, dada as diferengas entre as popula¢des estudadas entre esses
autores e 0 nosso grupo. De forma interessante, a frequéncia das células TFH CXCR3* expressando (= 0,5383, p = 0,0039)
ou ndo o marcador PD-1 (r= 0,5497, p = 0,0024) foi diretamente correlacionada com os niveis plasmaticos de anticorpos
lgG anti-CMV. Com relagéo a produgéo de IgG anti-HBsAg, nés observamos também uma correlagao positiva entre os
titulos desses anticorpos com a percentagem das células TFH CXCR3*PD-1* (r= 0,6924, p< 0,0001). Adicionalmente, os
niveis séricos de IgG anti-CMV foram diretamente correlacionados com as células TFH CXCR3* produtoras de IL-6 (r=
0,3826, p= 0,0369) e IL-21 (r= 0,6222, p= 0,0002). Em contraste, somente as células TFH CXCR3* produtoras de IL-21
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apresentaram correlagdo positiva significativa em relagdo aos titulos de IgG anti-HBs (r= 0,4084, p= 0,0251). Finalmente,
0s niveis séricos de estrogénio, mas néo de progesterona, foram diretamente correlacionados a frequéncia de células TFH
CXCR3* expressando (r=0,5189, p= 0,0047) ou ndo o marcador PD-1 (r= 0,5474, entre com os niveis de progesterona.

CONCLUSOES

Nossos achados sugerem que a gestacao, através da producédo de estrogénio, parecer favorecer a expansao das células
TFH expressando, ou ndo, o marcador CXCR3 e PD-1. Adicionalmente, os niveis de anticorpos IgG anti-CMV e IgG anti-
HBs foram relacionados a percentagem de células TFH CXCR3* funcionais, identificadas pela capacidade de produzir IL-6
e IL-21. Apesar de preliminar, os dados apontam para a possibilidade de o estrogénio agir como um potente adjuvante
da resposta humoral, podendo ser usado como alvo terapéutico em condi¢des aonde a modulagao da resposta imune
humoral & importante no contexto da salide humana, tais como prote¢&o, no desenho de vacinas, e patolégicas associadas
a doengas autoimunes de fundo humoral.
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INTRODUGAO

O Diabetes mellitus (DM) pode ser considerado uma das grandes epidemias mundiais do século XXI e um problema de
saude publica por sua elevada frequéncia na populagao, suas complicagdes e mortalidade, tanto nos paises desenvolvidos
como em desenvolvimento (DA ROCHA, 2010). E uma doenca metabdlica cronica que quase quadruplicou desde 1980,
afetando cerca de 422 milhdes de pessoas no mundo. Em 2012, somente esta patologia causou 1,5 milhdes de mortes
(WHO, 2016). No Berasil, cerca de 12 milhdes de pessoas estdo com esta patologia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA, 2016). O DM ¢é uma desordem metabdlica caracterizada pela alteragéo na
homeostase dos substratos energéticos causando hiperglicemia devido a redugdo da liberagdo do horménio insulina
pelo pancreas ou pela redugao da resposta periférica do receptor de insulina ao seu horménio (DA SILVA, 2012). E uma
doenca que se instala silenciosamente com disturbios no metabolismo dos carboidratos, proteinas e lipidios, e provoca
muitas complicagdes para 0 organismo, ocasionando no inicio sintomas mais comuns, como: polifagia, podipsia, poliria
e perda de peso (SOUZA, 2012). As complicagdes estdo associadas a uma extensa lista envolvendo diferentes érgaos
e sistemas e podem ocorrer a longo prazo, tais como retinopatia, nefropatia e vasculopatia. Estas alteragdes reduzem a
expectativa e a qualidade de vida dos diabéticos. No entanto, a vitamina D pode atuar em varios processos vitais, inclusive
na fisiopatologia do diabetes mellitus. A atuagao da vitamina D em processos metabolicos € pesquisada desde o século
XVl e foi objeto de prémio Nobel em 1938. Atualmente, s&o conhecidos aproximadamente 41 metabdlitos desta vitamina e
um horménio principal, a 1,25(0H)2D3, que atua como ligante para o fator de transcrigdo nuclear VDR (do inglés vitamin D
receptor, receptor da vitamina D), regulando a transcri¢do génica e a fungao celular em diversos tecidos. Ha evidéncias de
que 3% do genoma humano seja regulado pela 1,25(0H)2D3 (SCHUCH; GARCIA; MARTINI, 2009). Segundo a literatura,
a deficiéncia da vitamina D afeta mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo (ALAM; ARUL-DEVAH; MALIK, 2016).
Os dados de Alam, Arul-Devah e Malik (2016) indicam que essa deficiéncia ocorre em 91% dos pacientes com diabetes, e
deficiéncia grave em 32% dos mesmos. Alguns mecanismos tém sido bastante investigados na perspectiva de esclarecer
a funcdo da vitamina D sobre a secre¢éo e agao da insulina, ja que estudos demonstraram que a deficiéncia desta pode
prejudicar o papel deste horménio (LIMA et al., 2013; LIU et al., 2015; SCHUCH; GARCIA; MARTINI, 2009). A forma
biologicamente ativa dessa vitamina atua sobre a agao da insulina de modo direto, por estimular a expresséo do receptor
desse hormdnio ou indireto por meio da regulagéo de calcio extracelular e no fluxo deste mineral dentro das células beta
pancreaticas (LIMA et al., 2013).

OBJETIVO
Avaliar a influéncia da suplementacéo com vitamina D no metabolismo de ratos diabéticos.

METODOLOGIA

Trinta e dois ratos recém-desmamados foram divididos em quatro grupos (n=8): 1- Controle n&o diabético + dieta padréo
(C); 2- Diabéticos controle + dieta padrdo (DC); 3- Diabéticos + dieta padrao + suplementagdo com 400 Ul de vitamina D
(VD400); 4- Diabéticos + dieta padrao + suplementagdo com 520 Ul de vitamina D (VD520), durante 20 dias. A indugao
do diabetes foi realizada através da aplicagéo de estreptozotocina via intraperitoneal (60mg/Kg de peso corporal) diluida
em tampéo citrato. O peso corporal e 0 consumo de ragao foram monitorados duas vezes por semana, a agua € a ragéo
oferecidas ad libitum. O sacrificio foi realizado por puncéo cardiaca, 0 sangue foi coletado e centrifugado. Posteriormente,
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foram realizadas anélises sanguineas de glicemia, colesterol total, HDL-c, triglicerideos, insulina, vitamina D, proteinas
totais, albumina e célcio através de colorimetria e ELISA. Os resultados foram submetidos a ANOVA, sendo utilizado o
teste de Newman-Keuls para o confronto das médias (p<0,05).

RESULTADOS

No peso corporal dos animais foi observado menor evolugéo no ganho de peso dos animais diabéticos em relagéo ao grupo
controle, 0 que corrobora com os achados da literatura (p>0,05) (GOMES, 2006; LERCO et al., 2003). Gomes (2006),
revisando o trabalho de varios autores, cita que a perda de peso pode ser devido a auséncia de insulina, e consequente
aumento de glucagon, e outros hormonios antagonistas da insulina que causam anormalidades no metabolismo de
carboidratos, lipideos e proteinas. Neste estudo, o consumo alimentar foi como o esperado, ou seja, 0s grupos diabéticos
tiveram um consumo maior em comparagao com o grupo controle. Este fato da-se em fungdo do centro de saciedade,
localizado no nucleo hipotaldmico ventro-medial, necessitar de insulina para a captagao de glicose, e assim inibir o centro da
fome. Ainsuficiéncia de insulina e a ndo inibigdo do centro de saciedade induz a uma maior ingestao de alimentos (GOMES,
2006). Por outro lado, os grupos diabéticos suplementados com a vitamina apresentaram um menor consumo de ragdo em
relagéo ao grupo DC, o que pode ser devido, provavelmente, a diminuicdo da glicemia destes animais, certificando o fato
de que quanto menores os niveis de glicemia, menos severa sera a polifagia no DM (LERCO et al., 2003). Levando em
consideragdo as analises bioquimicas, pode-se dizer que a glicemia de jejum apresentou-se significativamente menor no
grupo C em comparagao com o grupo dos animais diabéticos, visto que a hiperglicemia, a principal caracteristica do diabetes
mellitus, ocorre devido a falha na producéo ou no efeito da insulina, o que foi provocado e confirmado pela agéo de STZ nos
grupos diabéticos. Os grupos que foram submetidos a suplementagéo de vitamina D expressaram uma alteragéo relevante
aredugao da glicemia; o grupo VD520 apresentou-se igual (p>0,05) ao grupo C enquanto o grupo VD400 foi igual (p>0,05)
ao grupo VD520 e ao grupo DC. Esse achado pode ser um indicativo importante da ag&o da vitamina D como “agente
hipoglicemiante”, sento esta vitamina uma possivel alternativa a ser considerada no manejo terapéutico do diabetes. No
entanto, vale ressaltar o fato de que a melhora nos niveis séricos de glicemia, ou seja, na redugao desta, foram independentes
da concentragéo de insulina, enfatizando a atividade da vitamina D em uma forma alternativa a ligagao direta aos receptores
VDR das células beta e/ou pelo fluxo de calcio intra e extracelular nessas células, estimulando a secregédo de insulina. Assim,
a relagéo entre o status de vitamina D e a ag&o da insulina requer uma investigagdo mais aprofundada. Além disso, as
possiveis razdes para estes resultados diferentes podem ser devido as diferengas nas populagdes dos estudos, amostras
pequenas ou mesmo os métodos utilizados para avaliar os pardmetros (KAYANIYIL et al., 2010). No presente estudo, a
suplementagao de vitamina D n&o alterou o perfil lipidico sérico dos roedores diabéticos significativamente, com exce¢éo
da concentragéo de triglicerideos, em que houve significancia estatistica, apesar do teste de comparagdo multipla nao ter
detectado essa diferenga entre os grupos. Contudo, o grupo DC apresentou tendéncia a aumentos médios de colesterol
total e triglicerideos em relagéo ao grupo C, o que poderia indicar uma situagao caracteristica da patogénese do diabetes.
Segundo Ramiro-Lozano e Calvo-Romero (2015), muitos estudos ndo apresentaram alteragao significativa no perfil lipidico,
porém no trabalho dos autores citados foi observada uma redugao estatisticamente significativa nos niveis de colesterol
total e uma tendéncia néo significativa a diminuigéo dos niveis de LDLc, HDLc e triglicerideos, o que difere do presente
experimento, em que houve diferenca estatistica somente na concentragao de triglicerideos. No entanto, a suplementagéo
com vitamina D resultou em redugéo nos niveis de colesterol total e triglicerideos em comparagao ao grupo diabético sem
suplementagdo. Mesmo que os niveis de colesterol ndo tenha sido significativo do ponto de vista estatistico, esses dados
apresentam uma melhora do ponto de vista clinico e do risco cardiovascular. Considerando que, como ja mencionado, a
vitamina D participaria da melhora da resposta a insulina, a diminuigéo do colesterol e triglicerideos como uma resposta
em consequéncia a melhora do quadro de DM. Ainda neste tema, verificou-se uma tendéncia a diminuigdo do HDLc no
grupo DC em relag&o ao grupo C, e aumento do HDL nos grupos que receberam vitamina D, em relag&o ao DC. Ambos os
casos néo apresentaram diferenca significativa. Porém, concentrages elevadas de HDLc é um fator de protegédo para as
doengas cardiovasculares, contribuindo para 0 aumento do transporte de colesterol e perfis globais de lipideos melhorados
(COURTEN et al., 2015). No que se refere aos resultados encontrados em relagdo a insulina, constatou-se, que 0 grupo
diabético apresentou uma concentragao de insulina significativamente menor, como era esperado, confirmando o quadro
de deficiéncia insulinica do DM e a agéo eficaz da STZ como indutor da doenga neste estudo. E ndo houve alteragdes
significativas dos animais suplementados em comparagdo com os animais do grupo DC, fato este que difere de estudos
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referentes a suplementagao com 25(0OH)D3, os quais sugerem uma melhora na secregéo de insulina em individuos com
diabetes mellitus (COURTEN et al., 2015; HAMDEN et al., 2009; LIU et al., 2015). No atual experimento, os valores de
proteinas totais foram significativamente menores nos animais diabéticos, pois a falta de ag&o insulinica acarreta interrupgao
da sintese e aumento do catabolismo protéico, com esgotamento desses estoques e liberagao de grandes quantidades
de aminoécidos no plasma, utilizados para a produg&o de energia ou como substrato para a gliconeogénese. Além disso,
houve um aumento das proteinas totais nos grupos suplementados com vitamina D, porém somente o grupo VD520
apontou diferenga estatistica, inclusive apresentou-se igual estatisticamente ao grupo C. A albumina foi significativamente
menor no grupo DC quando comparado ao C, estando associada, possivelmente, a um processo inflamatorio, visto que
a albumina é um reagente de fase aguda negativa. Além disso, esta redugéo poderia estar associada as glicagdes néo-
enzimaticas causadas pelo estado de hiperglicemia do diabetes mellitus, diminuindo assim a concentragdo de albumina
livre e aumentando a concentragao de frutosamina (AHMED, 2005). Observou-se ainda que, o tratamento com vitamina
D teve uma tendéncia de elevar os niveis de albumina sérica nos grupos que receberam a suplementagao, igualando-se
estatisticamente, aos valores encontrados no grupo C, 0 que pode ser em virtude dos efeitos antiinflamatérios. Os resultados
do presente trabalho mostraram niveis séricos de calcio similares entre os grupos estudados, e estdo de acordo com os
estudos de Gomes (2006), que em suas investigagdes bioquimicas, observaram que os valores séricos de calcio entre 0s
grupos diabéticos e ndo-diabéticos estudados, eram semelhantes. Entretanto, diferem dos achados de Rivoira et al. (2015),
0s quais demonstraram que a absorgado de calcio intestinal diminui com a deficiéncia de insulina em ratos injetados com
STZ. Aagao hipoglicémica da vitamina D diminui a producao de radicais livres, auto-oxidagéo de glicose e glicosilagéo de
proteinas, que juntas previnem as complicacdes de hiperglicemia nas fungdes renais e hepaticas (HAMDEN et al., 2009).

CONCLUSOES

A suplementag&o com vitamina D pode melhorar o controle da glicose em ratos diabéticos, mas n&o apresentou alteracéo
significativamente benéfica no perfil lipidico. Além dessa melhora na glicemia, ela melhorou o perfil das proteinas totais
(albumina e globulina) de forma significativa, sendo assim, a vitamina D pode ter perspectivas mais promissoras nesta
area. Contudo, ndo teve uma alteragéo significativa no perfil da insulina em relagdo ao grupo diabético controle e os grupos
diabéticos suplementados, sugerindo que ela possa estar atuando em uma via alternativa a estimulagao da produgao de
insulina. Assim, a relagdo entre o status de vitamina D e a agdo da insulina requer uma investigagéo mais aprofundada. Com
base neste estudo, recomenda-se que novas pesquisas sejam feitas a fim de mais esclarecimentos sobre 0 mecanismo de
acao da vitamina D relacionado & prevencao e tratamento de doencas metabdlicas. E importante continuar com ensaios
controlados, de longo prazo para se estabelecer, principalmente, efeito e adequagéo do status de vitamina D.

REFERENCIAS

AHMED, N. Advanced glycation endproducts-role in pathology of diabetic complications. Diabetes Res Clin Pract. v. 67,
n. 1, p. 03-21, 2005.

ALAM, U.; ARUL-DEVAH, V.; MALIK, R. A. Vitamin D and diabetic complications: true or false prophet. Diabetes Therapy.
v.7,n.1,p. 11-26, 2016.

COURTEN, B.; MOUSA, A.; NADERPOOR, N.; TEEDE, H.; COURTEM, M. P. J.; SCRAGG, R. Vitamin D supplementation
for the prevention of type 2 diabetes in overweight adults: study protocol for a randomized controlled trial. Trials. v. 16, p.
1-12, 2015.

DAROCHA, M. T. A. Efeitos de Momordica charantia L. em ratos diabéticos. 2010. Dissertagdo (Mestrado em Bioquimica
Agricola) - Universidade Federal de Vigosa, Vigosa.

DA SILVA, L. A. Efeito da ingestdo aguda de cafeina na resposta glicémica e insulinica em ratos diabéticos. 2012.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual do Centro-Oeste em associagdo com
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Guarapuava.

GOMES, D. A. S. Influéncia do estado diabético na doenga periodontal induzida em ratos. Analise bioquimica,
macroscopica, radiografica e dos niveis de mieloperoxidase. 2006. Dissertagdo (Mestrado em Periodontia) - Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Araraquara.

144

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UU NIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

HAMDEN, K.; CARREAU, S.; JAMOUSSI, K.; MILADI, S.; LAJMI, S.; ALOULOU, D.; AYADI, F.; ELFEKI, A. 121,25
Dihydroxyvitamin D3: therapeutic and preventive effects against oxidative stress, hepatic, pancreatic and renal injury in
alloxan-induced diabetes in rats. J Nutr Sci Vitaminol. v. 55, n. 3, p. 215-222, 2009.

KAYANIYIL, S.; VIETH, R.; RETNAKARAN, R.; KNIGHT, J. A.; Ql, Y.; GERSTEIN, H. C.; PERKINS, B. A.; HARRIS, S. B.;
ZINMAN, B.; HANLEY, A. J. Association of vitamin D with insulin resistance and ?kcell dysfunction in subjects at risk for
type 2 diabetes. Diabetes Care. v. 33, n. 6, p. 1379-1381, 2010.

LERCO, M. M.; SPADELLA, C. T.; MACHADO, J. L. M.; SCHELLINI, S. A.; PADOVANI, C. R. Caracterizagao de um modelo
experimental de diabetes mellitus induzido em ratos. Estudo clinico e laboratorial. Acta Cirdrgica Brasileira. v. 18, n. 2,
p. 132-142, 2003.

LIMA, E. V.; BESERRA, B. T. S.; SAMPAIO, F. A;; MARREIRO, D. N. Influéncia da hipovitaminose D no diabetes mellitus
tipo 2. Moreira Jr. Editora. v. 70, n. 6, p. 217-221, 2013.

LIU, C.; LU, M.; XIA, X.; WANG, J.; WAN, Y.; HE, L.; LI, M.Correlation of serum vitamin D level with type 1 diabetes mellitus
in children: a meta-analysis. Nutr Hosp. v. 32, n. 04, p. 1591-1594, 2015.

RAMIRO-LOZANQ, J. M.; CALVO-ROMERQO, J. M. Effects on lipid profile of supplementation with vitamin D in type 2 diabetic
patients with vitamin D deficiency. Therapeutic Advances in Endocrinology and Metabolism. v. 6, n. 6, p. 245-248, 2015.
RIVOIRA, M.; RODRIGUEZ, V.; LOPEZ, M. P.; TALAMONI, N. T. Time dependent changes in the intestinal Ca? [ absorption
in rats with type | diabetes mellitus are associated with alterations in the intestinal redox state. Biochimica et Biophysica
Acta. v. 1852, n. 3, p. 386-394, 2015.

SCHUCH, N. J.; GARCIA, V. C.; MARTINI, L. A. Vitamina D e doengas endocrinometabdlicas. Arq Bras Endocrinol Metab.
v. 53, n. 5, p. 625-633, 2009.

SOCIEDADE BRASILEIRADE ENDOCRINOLOGIA E METABOLOGIA. Nimeros do Diabetes no Brasil. Disponivel em:
<http://www.endocrino.org.br/numeros-do-diabetes-no-brasil/>. Acesso em: 23 maio 2016.

SOUZA. E. C. Diabetes mellitus e suas complicagdes: Revisao de Literatura. 2012. Trabalho de Conclus&o de Curso
de Bacharelado em Enfermagem — CHRISFAPI, Piripiri, 2012.

WORLD HEALTH ORGANIZATION (WHO). Diabetes programme. Disponivel em: <http://www.who.int/diabetes/en/>.
Acesso em: 23 maio 2016.

145

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

IDENTIFICAGAO DE MECANISMO DE IMUNOSSUPRESSAO IN VITRO MEDIADO POR
RINOVIRUS HRV-B14 EM CELULAS IMUNES HUMANA

'Lais de Albuguerque Carneiro (IC/UNIRIO); ' Leticia Kobayashi (IC/UNIRIO); " Tamires Fernandes (IC/UNIRIO);  Bruna
Teixeira (IC/UNIRIO); 2Rafael Braga Gongalves (Colaborador/UNIRIO); * Vera Carolina Bordallo Bittencourt (Pesquisadora/
UNIRIO); " Landi 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; linfdcitos, ativagao.

INTRODUGAO

HRV é a principal causa do resfriado comum e séo frequentemente associados com exacerbagdes de asma e também
causar doenga do trato respiratorio inferior incluindo bronquite, bronquiolite e pneumonia (JARTTIT., et al., 2007; BUSSE
WW., et al., 2010). S&o classificados em mais de 150 sorotipos de HRV, divididos em trés espécies distintas de acordo
com a sequéncia do genoma de RNA: A, B e C (ABRAHAM G., et al., 1984; VLASAK M., et al., 2003). Noventa por cento
das espécies virus A e B utilizam molécula de adesao intercelular (ICAM) -1 ou CD54 como 0 seu receptor, ao passo que
o0s outros usam receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR). Tipos do HRV-C s6 foram descobertos recentemente,
€ os alvos receptores ainda ndo estdo identificados (KARTA M R., et al., 2014). Durante uma infecgao viral, a extenséo
do dano epitelial varia de acordo com o tipo de virus. Infec¢do causada pela maioria dos picornavirus leva a um efeito
citopatico (CPE) na célula hospedeira. Em comparagdo com outros virus, o HRV causa um pequeno dano. A resposta de
defesa contra 0 HRV envolve ativagao da imunidade inata e adquirida. Além disso, estudos in vitro tém demonstrado que
células epiteliais infectadas por HRV induzem a produgéo de citocinas como IL-1a, IL-6, IL-8, IL-11. Mondcitos e macréfagos
exercem intensa resposta antiviral, com produgéo de citocinas pro-inflamatérias (IL-18, IL6, interferons (IFN) e TNF-a),
eicosanoides, e produgéo de radicais livres. O radical livre dxido nitrico (NO) é também um importante componente da
defesa do hospedeiro ndo sé contra HRV, mas contra outras infecgdes virais. Células epiteliais infectadas por HRV induzem
expressao de oxido nitrico sintase induzida (iNOS), tanto in vitro quanto in vivo. O aumento da expresséo de iNOS
epitelial durante infecgdes experimentais por HRV in vivo correlaciona-se com niveis de produgéo de NO. Os efeitos do NO
podem ser mediados ndo somente pela sua capacidade de inibir a replicagdo de HRV em células epiteliais, mas também por
inibir a produg&o de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias induzidas por HRV epiteliais controlando as lesdes teciduais
(KOETZLER R, et al., 2009a). O controle da inflamag&o no trato respiratorio € crucial em pacientes com asma, uma vez
que, infecgdes por HRV podem ter efeitos profundos na fungéo das vias aéreas inferiores e sdo uma causa frequente de
exacerbagdes asmaticas e bronquite cronica. (PAPADOPOULOS N., et al., 2002). O processo inflamatério € mantido através
da ativagdo da imunidade adquirida, mediada preponderantemente por linfocitos T. Linfocitos T aumentam em nimero
nas mucosas nasal e bronquica, s&o ativados e produzem, em circunstancias normais, o IFN-y, que é a principal citocina
secretada pelos linfocitos em resposta as infecgdes virais (SCHALL TJ,. et al., 1990). Ainterleucina 12 (IL-12) é também uma
citocina importante envolvida na produgéo IFN-y pelas células T e células NK, e desempenha um papel na diferenciagéo da
populagdo de células as T auxiliares 1 (Th1) (WATFORD WT.,, et al., 2004). Os IFNs do tipo | sdo também um componente
importante da resposta imune inata, que tem um efeito antiviral direto sobre as células infectadas e vizinhas, ao promover
respostas imunes antivirais adquiridas (PARRONCHI P, et al., 1992). Além disso, larraza M et al., (2013), demonstrou que
HRV ¢ capaz de ativar diretamente linfécitos T sem prévia ativagdo de células da imunidade inata, 0 que poderia explicar
0 excesso de inflamagéo e subsequentes agravamentos da asma e doengas do trato respiratorio. Apesar da relevancia
clinica das infecgdes causadas por HRV ainda nédo estdo completamente elucidados os mecanismos de imunomodulagéo.

OBJETIVO
Investigar, in vitro, a capacidade imunomoduladora do HRV-B14 em células mononucleares de sangue periférico, com o
intuito de identificar possiveis mecanismos facilitadores de co-infecgdes.
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METODOLOGIA
Isolamento dos PBMCs (células mononucleares de sangue periférico humano)

20 mL de sangue de voluntarios foram colocados sob 10 mL de Ficoll e centrifugado por 20 min.. Apds a centrifugacéo a
nuvem contendo células mononucleares foi coletada e lavada 2x com 25 ml PBS.

Cultura dos PBMCs com HRV14

2x10- de PBMCs/ml foram cultivados em placa de 24 pogos por 24h e 48h com somente 0 meio ou com 2,5 pg/mL de
anticorpos monoclonais anti-CD3 e 2,5 pg/mL anti-CD28 ou com IFN-y recombinante (2ng/ml) e LPS 10 (ng/ml) na presenga
ou néo de HRV-B14 na proporgéo de 10:1 ou 1:1.

Quantificacdo Celular
O sobrenadante da cultura foi coletado e as células foram quantificadas através do teste de viabilidade por excluséo de
azul de tripan (0,4%) em cdmera de neubauer.

Dosagem de 6xido nitrico

O sobrenadante da cultura foi colocado em placa de 96 pogos, na proporcéo de volume 1:1 com o reagente de Griess. O
Reagente de Griess ¢ preparado na proporgédo de 1:1 de 1% de sulfanilamida em H3PO4 5% com 0,1 % de sulfanilamida
em H3PO4 5%. Em seguida efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540nm.

Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas IFN-y, IL-12 p70 foi feita pela técnica ELISA sanduiche em uma placa de 96 pogos com o uso do
kit para ELISA sanduiche da eBioscience. A reacao foi avaliada em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda 450 nm
e 570 nm.

RESULTADOS

Em 48 horas de co-cultura PBMC-HRVB14 observamos que na propor¢édo 10:1 ocorreu aumento do nimero de células em
relagéo ao controle sem rinovirus, podendo indicar indugéo de proliferacéo celular. Ja na propor¢&o 1:1 ndo foi observado
aumento do numero de células em relagdo ao controle sem interagdo com HRV-B14. Com o intuito de ativar os linfécitos
T presente na cultura de PBMCs, as células foram ativadas com anticorpos agonistas anti-CD3 e anti-CD28 e desafiadas
com rinovirus simulando uma ativagdo de linfécitos T policlonal. Ao quantificarmos as células da cultura apés 48h de
ativagéo ndo observamos aumento da celularidade independente da presenca do HRV. Como proximo passo, investigamos
se a interacdo com HRV-B14 resultava na produgédo de o6xido nitrico (NO). No que tem sido descrito como produzido
por células epiteliais infectadas por HRV, apresentando papel tanto no controle da replicagéo viral como na inflamagéao
(SANDERS S. P, et al.,1998; KOETZLER R, et al., 2009a e 2009b). Dessa forma era esperado observar produgao de NO
em culturas de PBMCs devido a presenca de mondcitos. Na presenga de HRV-B14 na proporcéo de 10:1 foi observado
produgdo de NO semelhante ao observado quando as células foram ativadas com anti-CD3 e anti-CD28. Na proporgao
1:1 ndo foi observado produgéo de NO, semelhante as células cultivas somente com o meio. Nao foi observada alteragéo
na producdo de NO quando as células ativadas estavam na presenca de HRV-B14 na proporgéo de 10:1. Ja na proporgao
1:1 a ativagdo das células T resultou em aumento de NO em niveis semelhantes aos encontrado na proporgéo 10:1. A
ativacéo dos linfécitos T resulta em mecanismos efetores como produgao IFN-y que, por conseguinte, ativam os mondcitos
contidos na cultura de PBMCs a produzirem NO. Além disso, mondcitos, embora néo sejam de fato infectados, ja foram
evidenciados sendo ativados por HRV (KORPI-STEINER NL., et al.2006). Portanto, a produg&o de NO poderia ter origem
tanto de mondcitos ativados diretamente por HRV-B14 ou indiretamente através de citocinas IFN-y liberadas por linfécitos
ativados. Analisando a produgéo de citocinas de mondcitos que poderiam responder pela indugéo de NO quantificamos
os niveis de citocina IL-12 e constatamos niveis basais de produc&o em qualquer proporgédo de interagdo com HRV-B14
independente de ativagdo. Ja quando analisamos os niveis de producdo de IFN-y, esta citocina foi produzida quando as
células T foram ativadas mesmo na presenca de HRV-B14. Em seguida, com o intuito de simular precocemente a ativagao
de mondcitos/macréfagos indiretamente mediada pela ativagéo com anti-CD3 e anti-CD28, ativamos a cultura adicionando
proteina IFN-y recombinante e LPS, que s&o ativadores classicos de macréfagos para a produgdo de NO. Analisando os
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dados, observamos que a citocina IL-12 € produzida somente ap6s ativagdo com IFN-y e LPS e é mantida mesmo apo6s
interagdo com HRV-B1410:1. Curiosamente a producéo de IL-12 e de NO ndo ocorreu nas células ativas e em interagao
com HRV-B14 na proporgéo 1:1.

CONCLUSAO

Nossos dados preliminares sugerem um possivel mecanismo de imunossupressao mediado pelo rinovirus através do bloqueio
da producdo inicial de IL12 e consequente supressao da producdo de NO, que normalmente seria induzida no inicio da
resposta imune inata e potencializado ap6s uma semana de interagéo e recrutamento da ativagao da imunidade adquirida.
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Palavras-chave: Dipteros; Feridas; Califorideos

INTRODUGAO

Miiases sdo afecgdes causadas pela presenga de larvas de moscas em drgaos e tecidos do homem ou de outros animais
vertebrados, onde elas se nutrem e evoluem como parasitas (REY, 1991). As miiases humanas sdo enfermidades freqlientes
em paises tropicais, acometendo mais comumente habitantes da zona rural (PESSOA, 1969). Na América do Sul, os agentes
etiolégicos mais comuns de miiase humana s&o larvas de Cochliomyia hominivorax (Coquerel, 1858), que causam uma
forma mais frequente e grave de miiase — a nao furunculosa — e larvas de Dermatobia hominis (Linaeus Jr., 1781), que
ocasionam a miiase furunculosa, popularmente conhecida como “berne™. Ha estreita relagdo da miiase com a pobreza, a
falta de cuidados primarios com a saude e de saneamento basico (MARQUES, 2017). A miiase pode instalar-se em locais
previamente acometidos por outras enfermidades ou dermatoses, areas expostas, em individuos com habitos precarios de
higiene e baixo nivel de instrugao (MARTINEZ, 2003). Dessa forma, é importante correlacionar as informagdes clinicas e
epidemioldgicas com os diagnosticos laboratoriais, ja que as manifestagdes clinicas de miiases dependem das espécies
de dipteros que atuam como o agente etioldgico e o érgao ou tecido infestado (PIERCE, 1981).

OBJETIVO
Correlacionar as informagdes clinicas e dos pacientes com miiase atendidos no Hospital Federal do Andarai com o
diagndstico entomoldgico.

METODOLOGIA

Trata-se de um estudo qualitativo, realizado, de agosto de 2015 a julho de 2016, no Hospital Federal do Andarai (HFA)
onde foi feito o contato com a equipe do setor de feridas, a fim de que eles pudessem informar quando houvesse paciente
com miiase para que a equipe do projeto se deslocasse ao hospital, explicasse ao paciente o objetivo do estudo e apds
a apresentacdo e esclarecimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ao paciente, iniciasse a coleta das
larvas nas feridas, em seguida, seriam identificadas as espécies de dipteros bioagentes das miiases no Laboratério de
Estudo de Dipteros da Unirio (LED). Quando necessario e permitido pelo paciente, foi feito registro fotografico das lesdes,
a correlag@o entre as informagdes clinicas com o diagndstico laboratorial: através da ficha clinica e epidemioldgica e da
investigagao clinica. Ademais, foi realizada a associagdo entre os fatores predisponentes (comorbidades) e as miiases.
Apds o diagndstico entomoldgico foi feita a associagao entre as espécies de dipteros e a progresséo e caracteristicas das
lesBes. Por fim, houve apresentagao do projeto e seus resultados aos estudantes do Instituto Biomédico a fim de comprovar
a importancia dos alunos participarem de projetos de pesquisa. Em toda a elaboragdo deste projeto de pesquisa foram
consideradas as normas regulamentadoras ditadas pela Resolugdo 196, de 10 de outubro de 1996 do Conselho Nacional
de Saulde, a qual regulamenta a pesquisa envolvendo seres humanos no Brasil.

RESULTADOS
No periodo de agosto de 2015 a julho de 2016, foram atendidos dois pacientes com miiase no Setor de Feridas do
Hospital Federal do Andarai. Os dois eram mulheres acima de 40 anos, naturais do Rio de Janeiro. Em relacdo a area
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do corpo acometida, a primeira paciente, de 47 anos, apresentou miiase no maléolo lateral esquerdo que surgiu devido a
uma alergia dérmica a qual evoluiu para ferida aberta. J& a segunda paciente, de 41 anos, apresentava miiase na mama
esquerda associada a comorbidade de carcinoma ductal invasivo na mama esquerda. Entretanto, as atividades do projeto
foram prejudicadas devido a néo realizago da analise microbioldgica no laboratério, pois no tempo de execugao do plano
de estudo s6 houve demanda de dois pacientes, o que ndo € um numero significativo para a pesquisa. Ademais, a baixa
demanda de pacientes com miiase que procuram assisténcia em satde no H. F. A. Sabe-se que esses pacientes existem,
que sao muitos os casos de pessoas com miiase, porém € dificil elas chegarem ao hospital, seja por falta de transporte,
por fatores econdmicos, pelo preconceito que sofrem devido a doenga que trazem, seja por desconhecerem que no hospital
ha um setor com pessoas capacitadas ajuda-la. Diante dos resultados obtidos, pode-se notar claramente que a incidéncia
de miiase ¢ facilitada por algumas comorbidades, bem como a falta de conhecimento acerca da doenca e sua profilaxia;
0 baixo grau de escolaridade, as precarias condigdes de higiene também somam enormemente para 0 acometimento pela
doenca. Ademais, a falta de acesso a informag&o adequada e aos servigos de saude s&o fatores contribuintes para que
uma doenga de tao facil prevencao e tratamento ainda continue incidindo no pais. Conclus&o: A miiase humana é uma
doenca constrangedora, tanto para o paciente, quanto para 0 médico que o atende. Normalmente, afeta pacientes idosos,
criangas e imunocomprometidos. E comum estar associada a alguma comorbidade e & falta de conhecimento sobre a
doenga, assim como da sua profilaxia, 0 que colabora para sua grande incidéncia. Fazer o diagndstico entomoldgico do
agente etiologico da miiase ajuda a um melhor progndstico.

REFERENCIAS

GUIMARAES, J.H.; PAPAVERO, N. Myiasis in man and animals in the Neotropical Region. Bibliographic database.
Pléiade/Fapesp, Séo Paulo, 1999. p.308.

MARQUES, A.T.; MATTOS, M.S.; NASCIMENTO, S.B.; Miiase associada com alguns fatores s6cio-econdmicos em
cinco areas urbanas do Estado do Rio de Janeiro. Rev Soc Bras Med Trop 40: 175-180, 2007.

MARTINEZ, C.A.R.; ROMANI, G.; PRIOLLI, D.G.; DE CAMPOS, A.A.; CARNEIRO, V.P.P;; DALBEM, C.A.G.; Miiase vulvar:
relato de caso. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia 25: 23-33, 2003.

PESSOA, S.B.; Miiases. In: Pessoa SB (ed) Parasitologia Médica. 72 edigao. Editora Guanabara Koogan, Rio de Janeiro,
p. 857-861, 1969.

PIERCE, A.W.; Myiasis. In: Braud Al. Medical microbiology and infectious diseases. Philadelphia: W.B. Saunders;
1981. p.1704-10.

REY, L. As miiases humanas. In: Parasitologia - parasitos e doengas parasitarias do homem nas Américas e na Africa.
22 edigdo. Rio de Janeiro. Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, p.630-632, 1991.

150

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

ESTUDO PRELIMINAR DO PERFIL DE ATIVAGAO DE CELULAS MONONUCLEARES DE
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INTRODUGAO

As co-infecgdes por virus/bactéria vém sendo reportadas em criangas com pneumonia adquirida na comunidade
(NASCIMENTO-CARVALHO et al., 2011), sendo uma das mais comum a infecgdo por Streptococcus pneumoniae
simultaneamente a infecgdo por rinovirus. Um estudo recente de Kloepfer e colaboradores (2014) analisou a relagéo da
presenca da infecgao do rinovirus associada com a detecgéo de S. pneumoniae com o aumento da exacerbagéo da asma.
Reconhecendo que as infecgdes virais promovem infecgdes bacterianas através de inimeros mecanismos, incluindo a
indugdo de receptores usados por bactérias para invadir as células e o bloqueio da fungéo da barreira epitelial. Dessa
forma, as infecgdes mistas por HRV e S.pneumoniae pode induzir quadros mais severos de pneumonia do que infecgdes
causadas unicamente por virus ou bactérias. O Rinovirus consiste em mais de 150 tipos diferentes e s&o classificados em
trés espécies de acordo com a sequéncia do genoma de RNA. Os rinovirus das espécies A, B e C podem ser separados
em dois grupos de acordo com o receptor da célula hospedeira na qual eles se ligam. HRV-A e HRV-B se ligam a molécula
de adesao intercelular ICAM-1 e membros da familia do receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR). HRV-C foram
descobertos recentemente e os seus receptores ainda ndo foram identificados (KARTA et al., 2014). Streptococcus pneumoniae
Ou pneumococo é uma bactéria gram-positiva, capsulada, com 90 sorotipos distintos, e considerada agente etiolégico em
infecgdes no trato respiratdrio, incluindo meningite, pneumonia adquirida na comunidade, sinusite e otite media (KALIN M.,
1998 e MORRISON et al., 2000). A presenga do HRV promove alteragdes no microambiente local da infecgéo levando a
producéo de citocinas e modificando o padrdo de expressdo de moléculas de superficie celular. Sabe-se que a infecgao
por HRV14 induz 0 aumento da expressédo de receptor do fator de agregagéo plaquetaria (PAF-R) pelas células epiteliais,
favorecendo, assim, a ades&o de S. pneumoniae ao tecido respiratorio. Este aumento da ades&o do epitélio respiratdrio a
bactéria pode contribuir para o desenvolvimento de pneumonias por S. pneumoniae simultaneamente ou apds infecgao de
HRV (ISHIZUKA et al., 2003). No entanto, poucos estudos avaliam o efeito destas alteragdes sobre a resposta imune ao
S. pneumoniae. Em epitélio respiratério humano, a infecgéo por HRV é detectada pela interagdo com os receptores do tipo
Toll. O engajamento destes receptores leva a liberagéo de citocinas e quimiocinas que recrutam e ativam células do sistema
imunoldgico. A resposta celular mediada por células T demonstra com predominio do fenétipo Th1 (WIMALASUNDERAS. et
al.,, 1997). Ainterleucina 12 é uma citocina, produzida por macréfagos, importante na diferenciagéo de células ThO para Th1
células dendriticas, macrofagos e células NK também participam na produgéo de IFN-y pelas células T (MACHADO et al.,
2004 e WATFORD et al., 2004). IFN-y é considerado um dos estimuladores classicos para a diferenciacdo de macréfagos
para M1, aumentando o seu potencial microbicida em respostas virais (MACHADO et al., 2004). Macréfagos exercem
fung&o antiviral, com produg&o de citocinas pré-inflamatdrias, eicosanoides e radicais livres, principalmente o 6xido nitrico
(NO). Células epiteliais infectadas por HRV induzem expressao de dxido nitrico sintase induzida (iNOS). NO apresenta
capacidade de inibir a replicagdo de HRV em células epiteliais do trato respiratdrio e suprimir a produgao de citocinas e
quimiocinas pré-inflamatdrias induzidas por HRV controlando as lesdes teciduais (KOETZLER et al., 2009 e SANDERS et
al.,1998). Entéo, é possivel que uma infecgdo mista proporcione uma maior inflamagédo das vias aéreas que por sua vez
contribua para a exacerbagao asmatica. O controle da inflamag&o no trato respiratorio € essencial em individuos asmaticos
pois, infecgdes virais, particularmente HRV, sdo causas frequentes de exacerbagdes asmaticas, uma das principais causas
de morbidade de pacientes de todas as idades (BUSSE et al., 2010). O processo inflamatério € mantido através da ativagéo
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da imunidade adaptativa, mediada pelas células T. Presenca de IL-17A, produzida pelas Th17, em doencas inflamatérias do
trato respiratorio, possui sinergia com HRV, induzindo a quimiocina IL-8 e reduzindo a produgéo de RANTES (WIEHLER S.
e PROUD D., 2007), fator essencial para a resposta protetora anti-pneumocécica (PALANIAPPAN et al., 2006).

OBJETIVO
Comparar o perfil de ativag&o in vitro de PBMC cultivadas com HRV14 com as culturas de PBMC co-infectadas com HRV14
e S. pneumoniae.

METODOLOGIA

Isolamento dos PBMCs (células mononucleares de sangue periférico humano).

20 mL de sangue foram coletados de voluntarios e depositados sob uma camada de 10 mL de Ficoll e centrifugado por 20
minutos. Apos a centrifugagéo, a nuvem celular foi coletada e lavada 2x com 25 ml de PBS 1x.

Cultura dos PBMCs com HRV14
2x10%de PBMCs/mL foram cultivados em placa de 24 pogos por 24h, 48h e 120h com somente 0 RPMI completo somente
ativados com 2ng/mL de IFN-y recombinante e 10ng/mL de LPS com e sem HRV14 na propor¢&o de 10:1 ou 1:1.

Viabilidade Celular
Aliquotas de 10pL foram coletadas de cada pogo e diluidas com o azul de Trypan (0,04%) na proporg&o de 1:1. Foram
quantificadas em camera de neubauer

Dosagem de 6xido nitrico
O sobrenadante da cultura foi depositado em placa de 96 pogos, na proporgéo de 1:1 com o reagente de Griess. O Reagente

de Griess € preparado na proporgao de 1:1 de 1% de sulfanilamida em H3PO4 5% com 0,1 % de sulfanilamida em H3PO4
5%. Em seguida, efetuou-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540nm.

Dosagem de citocinas por ELISA sanduiche

A dosagem de citocinas IFN-y, IL-12 p70, IL-17AF e TGF-B foi realizada em uma placa de 96 pogos e com o uso do KIT
da eBioscience. Os resultados foram obtidos pela diferenga entre as absorbancias medidas em espectrofotbmetro nos
comprimentos de onda 450 nm e 570 nm.

Anélise de Dados
Os dados obtidos foram analisados com o programa Graph Prism 6.0 (GraphPad Software, inc.), através do teste T pareado,
considerando significativo o valor de p<0,05.

RESULTADOS

Visando investigar o perfil de ativagao de macréfagos/mondcitos, simulamos ativagao dessas células com IFN-y recombinante
e LPS. Através da producéo de dxido nitrico (NO), pudemos avaliar a ativagéo da resposta imune pois, NO é produzido por
células epiteliais infectadas por HRV e esté envolvido na inibi¢&o da replicagéo de rinovirus e da produgéo de citocinas e
quimiocinas induzidas por ele (KOETZLER et al., 2009 e SANDERS et al.,1998). Ap6s 48h, as células ativadas produziram mais
NO do que as células ndo ativadas, independentemente na presenca de HRV, concordando com os estudos de Blanchette,
Jaramillo e Olivier (2003) de ativac&o apenas com IFN-y. Vale ressaltar que células ndo ativadas com interagdo viral de
proporcédo 10:1 também possui alta producéo de NO, visto que NO esta envolvido na atividade citotoxica e antimicrobiana
dos macréfagos em resposta contra virus. Entretanto, a estimulagéo de IFN-y e LPS possui um efeito sinérgico profundo
na geragao de NO que ativa diretamente o macréfago na produgéo desse radical livre (BLANCHETTE J., JARAMILLO M.
e OLIVIER M., 2003). Depois, investigamos as citocinas envolvidas na producéo de NO. A produgao de IFN-y é resultado
da ativagdo dos linfocitos T e responsaveis pela ativagéo classica dos macréfagos presentes na cultura. Como esperado
células ativadas com o meio e células ativadas com HRV14, na propor¢éo 10:1 mostraram presenca de IFN-y. No entanto,
curiosamente, nas células ativadas com HRV14, na proporgéo 1:1, foi visto uma diminui¢&o nessa produgéo. Em seguida,
quantificamos a citocina IL-12, citocina essencial na ativagdo de células T, produzido pelos mondcitos pela estimulagéo
de IFN-y e LPS. Ap6s 24h, células ativadas induziram a produgéo de IL-12. Entretanto, HRV 14 inibiu a produgéo de IL-
12, apenas na propor¢éo de 1:1, diferente com o achado de Stéckl e colaboradores (1999) que observou a inibi¢do com
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HRV 10:1 com LPS (100ng/mL) e IFN-y (300U/mL). Dessa forma, verificamos a contagem celular para compararmos o
numero de células ativadas com HRV nas duas proporcdes. Apds 24h, a contagem celular de células ativadas com HRV foi
semelhante, independentemente da proporgao. Entretanto, apds 48h, a contagem celular de células ativadas com HRV 1:1
foi menor comparado com a proporgéo de 10:1, sugerindo um menor numero de células produtoras de IL-12 tanto na cultura
cultivado s6 com meio como na estimulada com IFN-y e LPS (STOCKL et al., 1999). Tendo visto esta diminuigdo do nimero
de células, simulamos a ativagdo celular apds uma semana, tempo de maturagéo de mondcitos em macrofagos. Notamos
que a citocina inflamatéria IL-17AF, produzida por Th17e associada a doengas do trato respiratdrio pela caracterizagao de
infiltragao neutrdfila, foi produzida, em altos niveis, somente ap6s 120h pelas células ativadas. Altos niveis de IL-17 também
sao vistos em células T de pacientes com asma. A produgéo de IL-17AF de células ativadas com HRV 1:1 se mostrou maior
que a de 10:1 apoiando que essa citocina pode modular respostas a infeccdo de HRV (WIEHLER S. e PROUD D., 2007).

CONCLUSAO
Nossos dados preliminares sugerem um possivel mecanismo de imunossupressao pela presenga do HRV que inibiu a
produgao de citocinas pré-inflamatérias, especificamente a IL-12, e consequentemente afetou a producéo de IFN-y e NO.
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INTRODUGAO

Calliphoridae é um grupo formado por dipteros muscoéides caliptrados de distribuigdo mundial com mais de 1000 espécies
distribuidas em 150 géneros (Shewell, 1987, Vargas & Wood, 2010). Os califorideos s&o conhecidos por sua grande
diversidade ecoldgica, ocupando diferentes habitats (Skevington & Dang, 2002). A maioria das larvas s&o sapréfagas e
com frequéncia sdo encontradas em excrementos humanos e de outros animais, depdsitos de lixo urbano, fossas sépticas
e carcacgas (Greenberg, 1971, 1973, Queiroz & Carvalho, 1987). Devido ao seu habito alimentar e por ocuparem diferentes
habitats, espécies dessa familia sdo de interessepara a saude publica e para as ciéncias forenses. No Ultimo caso, dados
do ciclo devida e da morfologia das espécies s@o usados para estimativas de intervalo pds-morte (Greenberg & Kunich,
2002, Marquez et al., 2007, Pujol-Luz et al., 2008, Ferraz, et al., 2011). O género Chrysomya Robineau-Desvoidy, 1830 é
composto por quatro espécies. Os estudos sobre o desenvolvimento intrapupal ainda s&o muito escassos. Dessas quatros
espécies, apenas a Chrysomya albiceps (Wiedemann) foi estudada(Pujol-Luz & Barros-Cordeiro, 2012) e a Chrysomya
putoria (Proenca et al., 2014). A metamorfose € uma das estratégias de histdria de vida mais utilizados pelos animais. As
diferengas dramaticas entre formas larvais e adultas permitiu que os diferentes estagios explorassem diferentes habitats e
fontes de alimentos, e também permitiu a extrema adaptacéo de um estagio para um papel especifico, como a disperséo
(Truman & Riddiford,1999). Com isso, esse estudo ira contribuir para o conhecimento da biologia deste invertebrado e
ainda poderéo auxiliar em estudos forense, como na da estimativa de intervalo pés-morte.

OBJETIVO
O objetivo foi caracterizar o desenvolvimento intrapupal de Chrysomya megacephala (Fabricius, 1794) sob condi¢des
controladas, visando gerar dados para aplicagdo em entomologia forense.

METODOLOGIA

Acriagao dos dipteros e toda a parte experimental foi realizada no Laboratorio de Estudos de Dipteros (LED), Departamento
de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO). A colénia de Chrysomya
megacephala foi iniciada com adultos coletados na Fundagéo Jardim Zoolégico da Cidade do Rio de Janeiro. Foram
utilizadas duas armadilhas seguindo o modelo de MELLO, QUEIROZ e AGUIAR-COELHO (2007), contendo sardinha como
isca. Os dipteros foram criados em gaiolas de plastico transparente (40x30x20cm) com abertura na parte superior vedada
com tecido de nailon (escaline) para arejamento e abertura frontal para permitir 0 acesso ao interior da gaiola revestida
com tecido de nailon em forma de manga de camisa, sendo alimentadas com agua, com solugao de mel e agua (50%) e
moela de frango como fonte de proteina, substrato de oviposi¢éo e maturagéo de ovarios.O experimento foi realizado em
duas etapas. A primeira etapa consistiu em separar as pupas de Chrysomya megacephala. Para isso, oitenta larvas de
primeiro instar da 4 geragéo em laboratorio foram transferidas com o uso de pincel fino para bécheres de vidro de 100mL
contendo 100 gramas de carne suina. Foram realizadas dez repeti¢des, contendo assim um inicial de 800 larvas. Cada
béquer de cada repeti¢ao foi inserido em outro béquer maior (400 mL) contendo maravalha esterilizada para permitir o
abandono das larvas da dieta, este foi vedado com tecido de nailon e elastico. Os tratamentos foram mantidos em camara
climatizada a 28°C/dia e 26°C/noite, 70+10% U.R. e 14 horas de fotofase. Foram realizadas observagdes diarias sempre
no mesmo horario (10:00 horas). No dia que houve abandono da maioria das larvas, as observagdes passaram a ser de
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2 em 2 horas, nas 12 horas seguintes. Apos o processo de pupariagao, foram fixadas oito pupas a cada intervalo de duas
horas, nas primeiras 12 horas (n = 40). Posteriormente, foram realizadas duas coletas diarias (10 horas e 16 horas), até
a emergéncia dos adultos, onde também foram fixadas oito pupas por coleta (n = 64). As pupas foram imersas em acido
formico a 5%. A segunda etapa consistiu na abertura desses puparios, com auxilio de estilete e pingas, e registro, através
de uma maquina fotografica acoplada a um microscopio estereoscdpico (Motic), dos diferentes estagios intra-pupais (Pupa
criptocefalica, Pupa fanerocefalica e Adulto farado). A terminologia adotada para descrever a morfologia do pupa e as
fases do desenvolvimento intra-pupal seguiu as de Cepeda-Palacios & Sholl (2000), Pujol-Luz & Barros-Cordeiro (2012).

RESULTADOS

A pupa criptocefalica, que iniciado logo apds a apdlise completa, onde o pupario “solto” se torna mais pigmentado e
esclerotizado. A pupa nesse momento possui forma indefinida e esta envolvida por uma fina membrana. Ja na pupa
fanerocefalica, ocorre a extroverséo, visualizagdo externa da capsula cefalica e os apéndices toracicos. Nesse periodo
¢ possivel distinguir cabega, térax e abdémen do imago. O par de espiraculos protoracicos forma uma projecéo lateral,
semelhante a uma trompa cilindrica, que se liga ao pupario. Por Gltimo, no Adulto Farado, que corresponde a etapa de
maturagdo do adulto e pode ser dividida em quatro fases de acordo com a pigmentagdo dos olhos compostos (definigao
adotada por Cepeda-Palacios & Sholl, 2000). (1) Olhos-transparentes: cabega, térax e abdomen definidos, pernas e asas
ndo membranosas. (2) Olhos-amarelos: suturas do térax e abdémen definidas, a terminalia € visivel, inicio da pigmentagao
de pelos e cerdas. (3) Olhos-rosados: maior pigmentagéo de pelos, cerdas, nervurasdas asas e pernas; proboscidade
e antenas nitidas.(4) Olhos-vermelhos: corpo completamente formado, antenas, palpos e ocelos bem definidos; asas
membranosas e veias enegrecidas; genitalia externa visivel; escleritos definidos e delimitados; sacopitilineal formado.
Foi observado também que o pupario escurece a medida que 0 tempo passa e que 0 pupario marrom claro pertence ao
estagio da pupa criptocefalica e 0 marrom escuro ao estagio Adulto Farado. O estagio pupa fanerocefalica nao foi possivel
fazer uma associagdo de cores.

CONCLUSOES

Assim como Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala apresenta os trés estagios intra-pupais. Conclui-se que pupas
com cores marrons claras pertencem ao estagio da pupa criptocéfalica e pupas com cores marrons escuras pertencem ao
estagio pupa Adulto Farado. Foram descritas importantes informagdes morfoldgica desse diptero que poderéo colaborar
com a entomologia forense para auxiliar em estimativa de intervalo pds-morte (IPM) e com informagdes sobre a biologia
desse inseto.
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INTRODUGAO

Os eventos adversos (fraumaticos) ocorridos no inicio da vida podem funcionar como uma resposta mal-adaptada ao estresse
€ podem aumentar a vulnerabilidade a disturbios psicopatolégicos como o transtorno de déficit de atengao e hiperatividade,
depresséo e ansiedade tardiamente na vida (Winnicott, 1948; Nemeroff, 2004). As manipula¢des imediatamente apds o
nascimento (separagdo materna em ratos) tanto de curta como de longa duragdo, séo usadas em animais para estudar
os efeitos negativos do estresse ou trauma ligados ao inicio do desenvolvimento (Crawley, 1984; Ellenbroek et al, 2005).

OBJETIVOS

O estudo consistiu em determinar se a separa¢do materna Unica (SMU) em ratos como modelo de estresse pos-natal
pode resultar em depresséo e prejuizo na memoria, bem como avaliar se o extrato hidroalcodlico de carogo de agai (ASE)
nesse modelo.

METODOLOGIA

Todos os experimentos em animais foram revistos e aprovados pelo Comité de Cuidado e Uso Animal da UERJ. Ratos
Wistar machos foram separados das suas mées durante oito minutos, e foram expostos a uma temperatura de 22° C, no
primeiro dia pos-natal (PN). Os ratos foram divididos em 4 grupos (12- 15 animais): Controle (ndo submetidos ao isolamento
materno), ASE (tratados com ASE a 200 mg/kg/dia, por gavagem); SMU (submetidos ao isolamento materno); SMU+ASE
(submetidos ao isolamento materno e tratados com ASE a 200 mg/kg/dia por gavagem). Os grupos ASE e SMU+ASE foram
tratados por duas semanas e posteriormente os quatro grupos foram submetidos a testes comportamentais de PN90 a
PN101. Os seguintes testes foram realizados: 1) labirinto aquatico radial aquatico (LAR), em PN90-95, em que a laténcia
para encontrar a plataforma escondida foi utilizada para avaliar o desempenho no LAR como meméria / aprendizagem;
2) Teste de Porsolt (teste de nado forgado), em PN100-101, a variavel avaliada foi o tempo de imobilidade usado como
comportamento semelhante a depressédo. Apds a realizagdo dos testes, os animais sofreram eutanasia e o sangue foi
retirado por pungao intracardiaca a fim de avaliar os niveis de insulina, leptina e corticosterona.

RESULTADOS

O teste Porsolt foi utilizado visando avaliar depress&o. Nossos resultados demonstraram que a separa¢do materna por um
periodo curto de tempo nao promove o desenvolvimento de depressdo. No entanto, quando os mesmos foram submetidos
a um teste para avaliar a memoria (LAR), foi observado um aumento significativo (p<0,05) na laténcia, indicando redugéo
na memoria e aprendizagem em ratos SMU, que n&o foi revertido com o tratamento com ASE. No entanto, ao avaliarmos
os niveis de insulina, leptina e corticosterona, verificamos que os niveis desses horménios estavam significativamente
elevados (p<0,05) nos ratos SMU e ao serem tratados com ASE a taxa desses hormonios foi significativamente reduzida
(p<0,05). O aumento dos niveis de corticosterona indica que 0 modelo de separagdo materno é um evento traumatico,
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favorecendo 0 aumento do estresse. A corticosterona elevada aumenta a secregao de leptina pelas adipocitos e aumenta
a glicemia, favorecendo o aumento da taxa de insulina (Laferrére et al., 2006). Possivelmente, o tratamento por apenas
duas semanas néo foi capaz de promover a alteracdes significativas na memdria.

CONCLUSAO

Os nossos resultados fornecem evidéncias de que a privagdo materna de curta duragao, em um Unico dia, afeta a meméria/
aprendizagem tardiamente na vida e interferem nos niveis dos hormonios leptina, corticosterona e insulina. O tratamento
com ASE néo foi capaz de melhorar a memoria desses animais, no entanto, as taxas de insulina, leptina e corticosterna
apresentaram niveis similares ao controle. Um tratamento com ASE por um periodo mais longo, provavelmente poderia
promover efeitos mais expressivos sobre 0s danos ocasionados pelo estresse promovido pela separagdo materna unica
no sistema nervoso central.
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INTRODUGAO

O tabaco comum (Nicotiana tabacum) é uma das safras ndo alimentares mais amplamente cultivadas no mundo,
caracterizado por um grupo de plantas herbaceas e arbustos da familia Solanaceae. O género Nicotiana compreende 76
espécies que estdo predominantemente distribuidas nas Américas e na Australia, sendo a espécie Nicotiana tabacum a mais
bem estudada e caracterizada. O tabaco € modelo para o estudo de processos biolégicos fundamentais da planta, além
de ser fonte da linha de cultura de células BY- 2, uma ferramenta-chave para a pesquisa molecular em plantas. E também
usado como um modelo para a susceptibilidade a doengas de plantas, caracteristica que partilha com outras plantas da
familia Solanaceae. As doengas mais comuns que afetam o tabaco s&o: o virus do mosaico do tabaco (TMV), o “tobacco vein
mottling” virus (TVMV) e o virus Y da batata (PVY) (SIERRO et al., 2014). O tabaco tem periodo de geragéo relativamente
curto além de uma alta concentragao proteica, mas também pode sofrer facil transformagéo genética. Por estes motivos, o
tabaco tem sido amplamente utilizado em estudos de resposta imune das plantas, ciclo celular e estresse oxidativo (XIAO
et al., 2015). F. oxysporum é uma espécie amplamente estudada devido a sua capacidade fitopatogénica, sendo por isso
economicamente importante (GORDON & OKAMOTO & MILGROM, 1992), e por estar emergindo como um importante
fungo oportunista causador de doenga em hospedeiros humanos imunocomprometidos. Nos vegetais, F. oxysporum pode
se instalar e se desenvolver em seus tecidos devido a capacidade de penetragéo das hifas em raizes e tecidos de plantas
e a produgado de enzimas que degradam a parede celular vegetal (CARLILE & WATKISON, 1996). Alguns estudos também
descrevem a atuagao direta de fatores de viruléncia fungicos na fitopatogénese. Em um estudo com F. oxysporum f. sp.
Nicotianae observou-se que a super-expressao de uma glicoproteina na parede celular resultou em lesdes mais severas
causadas em tabaco infectados com esse fungo. Os autores observaram um aumento na resisténcia do fungo a agéo de
uma proteina anti-fingica (PR-5-relacionada com a patogénese) produzida em resposta a infeccdo (NARASIMHAN et al.,
2003) e sugeriram que as interagdes entre o0 F. oxysporum e sua planta hospedeira podem ser mediadas por proteinas
fungicas associadas a parede celular que induzem a resisténcia do fungo contra as respostas antimicrobianas produzidas
pela planta. A parede celular dos fungos é uma estrutura complexa e dinamica que protege a célula contra estresses
ambientais. E constituida, em sua maioria, por polissacarideos (80-90%), proteinas, glicoproteinas e lipidios (CABIB et al.,
1988), sendo as glicoproteinas moléculas imunorreativas relacionadas diretamente ao reconhecimento pelo sistema imune
do hospedeiro, regulando assim a patogénese. Entre os tipos de glicoproteinas encontradas nos fungos podemos citar as
peptidogalactomananas isoladas de Cladosporium resinae, Aspergillus fumigatus e as peptidoramnomananas isoladas de
Pseudallescheria boydii (CALIXTO et al.,2010; PINTO et al., 2001; HAIDO et al., 1998). As plantas possuem mecanismos
de defesa para prote¢édo contra ataque de patdgenos. Como exemplo podem-se citar a resisténcia sistémica adquirida
(SAR) que é ativada por patdgenos, especialmente os que causam necrose tecidual, e a resisténcia sistémica induzida
(ISR), que é iniciada a partir da colonizagao de raizes por bactérias presentes no solo. Tanto SAR quanto ISR s&o respostas
efetivas contra patdgenos, sendo caracterizadas pela restricdo do patdgeno e supressdo do desenvolvimento da doenga
(CONTRERAS-CORNEJO et al. 2011). Ao reconhecer um patdgeno, uma das primeiras reagdes de defesa induzidas pela
planta & a produgéo e secregéo de peroxido de hidrogénio (H,0,). Isto evita a propagagéo do agente patogénico para outras
areas da planta formando uma espécie de rede em volta do patdgeno e restringindo também sua reprodugéo (STAEL et al.,
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2015; MUTHAMILARASAN & PRASAD, 2013; TUDZYNSKI et al., 2012; GERBER et al., 2004). Sendo uma das respostas
de defesa mais importantes da planta durante o “burst” oxidativo, a produgéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) pode
agir na modificagdo da parede celular, sinalizago de defesa, respostas de hipersensibilidade (HR) ou na toxicidade contra
agentes patogénicos (ASSELBERGH & CURVES & FRANGA, 2007). A produgéo de superoxido e acumulo de H,O, séo
caracteristicos de uma resposta de hipersensibilidade gerada por sinais de viruléncia patogénicos. H,0, funciona como:
agente protetor, substrato para “cross-linking” oxidativo na parede celular de plantas, sinalizador de morte celular e sinal para
indugéo de genes protetores. A ativagéo do “burst’ oxidativo e consequente produgéo de H,0, sdo componentes centrais
de uma reposta imune efetiva, que também envolvem a produgao de 4acido salicilico e perturbagdes de Ca?+ citosdlico, o
que constituem a base da expressdo de mecanismos de resisténcia a doengas. Em estudos prévios fizemos a extragao,
purificag@o e caracterizagao quimica parcial da PGM de Fusarium oxysporum. Nossos estudos atuais foram direcionados
para a avaliagdo do papel da PGM na interacéo entre fungo e a planta do tabaco.

OBJETIVO
Analisar o efeito da peptideogalactomanana(PGM) obtida da parede celular de Fusarium oxysporum na indugdo de resposta
de hipersensibilidade em Nicotiana tabacum.

METODOLOGIA

APGM foi utilizada no estudo de fitotoxicidade nas raizes de Nicotiana tabacum. Primeiramente foram germinadas sementes
de Nicotiana tabacum cv. SR1 em meio MS semi-solido (sal MS, sacarose, Agar e vitamina MS). Durante a solidificagéo
do meio foi feita a assepsia das sementes, que sdo armazenadas a -20°C. O processo de assepsia consiste em uma
lavagem, por agitagdo manual, com etanol 70%, por 5 minutos, apds o qual todo liquido é aspirado com o auxilio de uma
micropipeta. Seguidamente € feita uma lavagem com hipoclorito (50ml) adicionado de TWEEN 20 (2 gotas), seguindo os
mesmos parametros de agitagdo e aspiracdo. Seis lavagens consecutivas com agua estéril sdo realizadas, sendo retirado
todo liquido remanescente por aspiragdo. Apos secagem das sementes, estas sao dispostas sobre 0 meio ja solidificado e
espalhadas com o auxilio de uma alga bacteriologica estéril. A placa foi fechada e vedada com adesivo micropore, 0 que
permite trocas gasosas, consequentemente permitindo o crescimento da planta. Apds um més de crescimento as sementes
chegaram ao estagio de plantulas, cujas raizes foram utilizadas no experimento de interagdo com a PGM de F. oxysporum,
a qual foi diluida em solugéo isotdnica (CaCL,, KCI e sal MES 10mM) em 5 concentragdes diferentes (50, 100, 200, 300 e
400ug/ml). Com o auxilio de uma pinga estéril, foram retiradas, do meio semi-s6lido, as pléntulas com raizes intactas. Essas
raizes foram lavadas em agua destilada estéril com a finalidade de remover qualquer resquicio do meio. Em seguida, as
raizes das plantulas foram submesrsas nas solugdes de PGM, em suas diferentes concentragdes, por 30 segundos. Apds
esta interacdo, as raizes foram dispostas em placas de 6 pogos contendo 3ml de meio MS (sal MS, sacarose e vitamina
MS). Essas placas foram fechadas e mantidas sob agitagao, a 200rpm, por 24h, 48h, 72h e 96h. Apo6s cada tempo foram
feitas analises com auxilio de microscopio Optico, onde foi observada a mudanga de pigmentacao da raiz, por acumulo de
peroxido de hidrogénio e alteragdes morfoldgicas. Para a andlise de acimulo de perdxido de hidrogénio (H*0?) foi utilizado
0 3,3 — diaminobenzidina (DAB) (Sigma) na concentragéo de 1mg/ml, diluido em agua Milli Q. como se segue: as plantulas
foram retiradas dos pogos e suas raizes separadas; em um tubo tipo Eppendorf. Colocou-se 1ml de DAB e as raizes das
plantulas contidas em cada pogo; os tubos foram mantidos por 2 horas na auséncia de luz e temperatura ambiente; em
seguida as raizes foram transferidas para outro tubo contendo etanol fervente e mantidas a 70°C por 10 minutos. Apos
aincubagdo com DAB, as raizes foram observadas ao microscopio optico com um aumento de 10x (DONG et al., 2008).

RESULTADOS

Nas leituras dos pogos onde a plantula foi tratada com PGM, foi observado que a concentragao de 50ug/ml induziu uma
resposta de hipersensibilidade como mecanismo de prote¢éo da planta a partir de 48h. As maiores concentragdes (100,
200, 300 e 400 ug/ml) induziram protecdo com 24h apds o tratamento. A indugdo de resposta imune em plantas por
glicoconjugados também foi observada por Silipo e colaboradores (2010). Essa resposta se traduziu pela detecgéo de H,0,
vista pelo desenvolvimento de cor amarronzada nas raizes. A produgéo de H,0, em resposta a diferentes fitopatogenos
também foi descrita na literatura (ASSELBERG et. al., 2007; TUDZYNSKI et. al, 2012). Nao se observou alteragéo morfoldgica
nas raizes. Essa andlise foi utilizada como controle, uma vez que a reagéo com DAB (3,3—-diaminobenzidina) utilizada na
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detecgéo de H,0, (DONG et al., 2008) causa alteragdes na morfologia normal da raiz, onde o filamento central castanho
claro com as células visiveis ao redor se torna mais escuro e as estruturas pilosas que recobrem a raiz podem desaparecer.

MORFOLOGIA

CONTROLE

Figura 2: Concentrag&o de 50ug/ml em 48h e demais concentragdes em 24h. As marcagdes indicam os depdsitos de H202,
caracterizados pela coloragdo marrom-escura, localizadas ou no filamento central ou em forma de vesiculas espalhadas
pela raiz.

CONCLUSAO

Neste trabalho conclui-se que: a PGM foi capaz de induzir resposta de hipersensibilidade protetora na plantula; a
concentragao de 50ug/ml induziu protecdo na planta a partir de 48h apds o tratamento; as concentragdes de 100, 200,
300 e 400 pg/ml induziram protegéo ja com 24h apds o tratamento; a produgéo de peroxido de hidrogénio pela planta é
dose e tempo-dependente.
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INTRODUGAO

A esclerose mdiltipla (EM) é uma doenca inflamatéria crénica do sistema nervoso central caracterizada principalmente
pela ocorréncia de surtos de incapacidade neuroldgica seguida de remissdo completa, parcial ou progressao, nesse caso
associada a uma piora progressiva das fungdes neuronais (FRIESE et al., 2014). Apesar dos estudos apontarem para um
evento autoimune coordenado pelas células T contra peptideos da bainha de mielina, a grande heterogeneidade do curso
clinico da EM pode estar relacionada a influéncia de fatores ambientais no estabelecimento do comportamento funcional
desses linfocitos, tal como doengas infecciosas (SIBLEY; CALDAS & CARVALHO 2012; EFTEKHARIAN et al, 2016). De
fato, assim como em outras doengas autoimunes, estudos sugerem que algumas doengas infecciosas podem elevar o risco
de desenvolvimento e progressao da EM (TAUBER, EFTEKHARIAN et al, 2016). Os mecanismos por traz dessa relagéo
adversa entre patdgenos e EM pode estar relacionada a dois fenémenos néo excludentes: o0 mimetismo molecular e a
ativacdo inespecifica das células imunes envolvidas na destruicdo da bainha de mielina (CALDAS et al, 2012; PERSSON,
2012). Na dindmica dos eventos imunes implicados na EM, varios estudos tém demonstrado que citocinas pré-inflamatérias
associadas aos fendtipos Th1 e principalmente Th17 coordenam a acéo de diferentes células da imunidade adaptativa
e inata contra a bainha da mielina (LOVETT-RACKE et al, 2011; BRUCKLACHER-WALDERT et al, 2009, KEBIR et al,
2009). Elevada frequéncia de células T produtoras de IL-17 e IL-22 tem sido detectada no sangue periférico dos pacientes
com EM durante as crises de déficits neuroldgicos (LOVETT-RACKE et al, 2011, WING et al., 2015). O IFN-y, importante
citocina produzida por células Th1, por ativar as caspases pode favorecer a morte por apoptose das células que formam
a bainha de mielina, os oligodendrdcitos (LOVETT-RACKE et al, 2011; KEBIR et al, 2009). Finalmente, células T CD8+,
especificas para antigenos da bainha de mielina devem contribuir para a les&o a essa estrutura através da liberagao de
perforinas e granzimas (BJARTMAR et al, 2003). Coletivamente, esses achados sugerem o envolvimento do eixo Th1/
Th17 na imunopatogenia da EM e que produtos microbianos, tais como os padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMPs), podem exercer efeitos negativos no curso da EM por favorecer a expansao dessas células T encefalitogénicas.
Apesar de diferentes PAMPs modularem a resposta imune por ativar classicamente as células da imunidade inata, tal
como as células apresentadoras de antigenos, recentes estudos tém demonstrado que os linfécitos T humanos ativados
expressam niveis significativos de muitos dos receptores de PAMPs, particularmente membros da familia de receptores
do tipo toll (TLRs) (MIOSSEC, 2009). Esse achado sugere que diferentes PAMPs podem modular diretamente o status
funcional das células T. Nesse sentido, e de forma interessante, recentes resultados obtidos pelo nosso grupo demonstraram
uma maior frequéncia de células T CD4+ e T CD8+ expressando TLR-2, TLR-4 e TLR-9 no sangue periférico de pacientes
com EM quando comparado ao grupo controle. Quando estimuladas in vitro, a frequéncia de células T (CD4+ e T CD8+)
TLRs+ co-expressando IL-17+ e IFN-y+ foi fortemente relacionada ndo apenas ao EDSS (KURTZKE, 1983), como também
ao numero de lesdes ativas no cérebro. Esses resultados sugerem que, no contexto da EM a elevada expresséo de TLRs
esta relacionada com pior progndstico. Entretanto, para entender como diferentes doencas infecciosas virais e bacterianas
podem exacerbar a EM (SIBLEY et al, 1985; TAUBER, NAU & GERBER; 2007; EFTEKHARIAN et al, 2016), investigagao
sobre 0 papel dos PAMPs em modular diretamente a fungao das células T desses pacientes precisa ser conduzida.
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OBJETIVO
No presente estudo nos investigamos a capacidade de diferentes ligantes de TLR-2, -4 e -9 em modular o perfil de citocinas
das células T dos pacientes com EM.

METODOLOGIA

Pacientes, obtengéo de células e cultivo: Para 0 nosso estudo 15 pacientes adultos (05 homens e 10 mulheres) com
diagndstico definitivo de EM recorrente remitente (EM-RR) foram recrutados do hospital universitario Gaffrée e Guinle/UNIRIO
(Rio de Janeiro, Brasil). Todos os pacientes com EM estavam na fase de remiss&o clinica e sem uso de quaisquer drogas
imunomoduladoras/imunossupressoras e sem diagndstico clinico de qualquer outra comorbidade. Para o nosso estudo,
20 mL de sangue periférico foram colhidos de cada paciente e as células mononucleares (CMSP) foram obtidas através da
centrifugagao em gradiente de Ficoll-Hypaque. Em seguida, usando protocolo fornecido pelo fabricante (StemCell, Co), as
células T CD4+ e T CD8+ foram isoladas usando colunas e esferas magnéticas recobertas com anticorpos dirigidos contra
diferentes marcadores celulares. As células T CD4+ e T CD8+ foram plaqueadas separadamente e mantidas por 48 h na
presenca de agonistas de TLR-2 (PAM3CSK4, 1 ug/mL), -4 (LPS, 100 ng/mL) or -9 (CpG ODN, 1 pg/mL) na presenga
ou na auséncia de esferas recobertas com anti-CD3/anti-CD28 (1uL/mL). Apos 48 h, os sobrenadantes foram colhidos e
submetidos a dosagem das citocinas IL-1B, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-17A, IL-22, GM-CSF e IL-10 através da técnica ELISA
usando kits BD OptEIA seguindo as instru¢des do protocolo fornecido pelo fabricante (BD, Pharmigen, San Diego). Todas
as culturas, durante o tempo de incubag&o, foram mantidas em estufa amida & 37°C e 5% de CO,.

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

RESULTADOS

Nas culturas das células T CD4+, o PAM3CSK4 sozinho, ou em combinagdo com anti-CD3/anti-CD28, elevou a produgao
de todas as citocinas inflamatérias dosadas no presente estudo, porém reduziu a liberagéo de IL-10, uma potente citocina
anti-inflamatéria (GOROSITO et al., 2015). Em culturas de células T CD8+, esse agonista de TLR2 foi capaz de induzir,
sozinho, apenas a produc&o de IL-1B e IL-6, mas foi capaz de potenciar a produgéo de todas as citocinas inflamatorias
induzidas pelo ativador policlonal (anti-CD3/anti-CD28). Quanto ao LPS, conhecido agonista do TLR4 (LUDGATE, 2012),
sua adigao as culturas de células T CD4 e T CD8 ndo apenas induziu a produg&o de IL-1B, IL-6 e IL-10, como aumentou
a produgao dessas citocinas seguindo a adigdo do ativador policonal das células T. Finalmente, o agonista de TLR9, o
CpG ODN (LUDGATE, 2012), s6 foi capaz de elevar a liberagdo de IL-10 ou GM-CSF quando adicionados as culturas de
células T CD4 e TCD8 ativadas com anti-CD3/anti-CD28, respectivamente.

CONCLUSOES
Nossos resultados sugerem que diferentes PAMPs, particularmente os agonistas de TLR2, podem favorecer diretamente
a expansao de células T encefalitogéncias no contexto da EM.
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INTRODUGAO

As espécies da familia Calliphoridae (Ordem Diptera) sdo conhecidas vulgarmente como moscas-varejeiras. Normalmente
é atribuido a elas uma grande importancia sanitaria justificada pelo fato de utilizarem a matéria organica independente da
sua procedéncia e estado para sua proliferacdo. Pousam em fezes, restos alimentares e outros seres em decomposigao, em
seguida, convivendo no mesmo meio que os humanos, podem pousar nos alimentos que seréo consumidos, e até em seres
humanos, sendo esse considerado um fator de risco devido a capacidade potencial de transmiss&o de enteroparasitos a partir
desses dipteros. No entanto, os insetos dessa familia, por terem habitos sapréfagos, séo bons candidatos a terapia larval.
A terapia larval consiste na aplicagéo de larvas esterelizadas de dipteros em feridas infeccionadas e necrosadas tendo
como objetivo seu desbridamento. Estudos recentes, como o de Baxfield et al, (2004) e Barnes et al, (2010) mostraram
que a utilizagdo de larvas sobre feridas € importante ndo s6 pela sua capacidade de desbridamento fisico, mas também
por sua atividade antimicrobiana natural. Muitos estudos demonstraram que bactérias, como por exemplo Escherichia coli,
sdo consumidas pelas larvas de Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae) e erradicadas no acido estomacal das mesmas
e ainda que a secrecéo e excre¢ao dessas larvas diminuiram a viabilidade de bactérias gram-positivas e gram-negativas
(Barnes et al, 2010).

Torna-se, portanto, importante conhecer o potencial de agao antimicrobiana da secre¢éo e excregdo (NES) das larvas dos
dipteros califorideos, para se verificar sua viabilidade e eficiéncia nos tratamentos com terapia larval.

OBJETIVOS
Desenvolver e padronizar uma técnica de extragéo de secrecéo e excegdo (NES) larval de Chrysomya megacephala e
Chrysomya putoria para avaliagdo de sua atividade antimicrobiana em laboratorio.

METODOLOGIA

0O estudo foi conduzido no Laboratério de Estudo de Dipteros (LED) da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro
(UNIRIO).

As coldnias de Chrysomya megacephala e Crysomya putoria foram formadas por espécimes coletados no Jardim Zoolégico
do Estado do Rio de Janeiro, RioZoo. Os insetos adultos foram capturados com o auxilio de armadilhas semelhantes as
descritas por Mello et al. (2007) e encaminhados para o Laboratério de Estudo de Dipteros (LED) no Departamento de
Microbiologia e Parasitologia do Instituto Biomédico da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO).
Adultos de C. megacephala foram transferidos para gaiolas de polietileno com abertura frontal de tecido de nailon em forma
de manga de camisa. A partir da postura dos individuos nativos, foram estabelecidas as col6nias, onde os insetos foram
alimentados com mel a 50%. Foi oferecido 20 mL de agua e, como proteina para alimentagao e substrato para oviposi¢éo,
50 gramas de moela de frango.

Apbs ampla revisdo da literatura, foram identificados cinco artigos para se utilizar de base para a padronizagéo da
metodologia: Barnes (2010); Bexfield (2004); Kruglikova et al. (2011); Plas et al. (2007) e Ratclife et al. (2015), todos
utilizaram em seus experimentos Luculia sericata, a excessao de Ratcliffe que utilizou Crysomya megacephala, Crysomya
putoria e Crysomya albiceps para seus estudos. Foram ent&o feitos testes baseados nas metodologias desses cinco artigos
selecionados, até chegar a uma técnica eficaz e viavel.
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RESULTADOS

Apos varios testes preliminares foi desenvolvida e padronizada uma técnica para extragdo do NES que consistiu em utilizar
20g de larvas do segundo instar de C. megacephala e C. putoria, as quais foram lavadas com &gua destilada a baixa
temperatura utilizando tamis de Flukefinder. A secagem foi realizada em placas de Petri forradas com papel de filtro. Apos
a secagem, as larvas foram separadas em lotes de em 5g e inseridas em bécheres de 80 mL forrados com papel de filtro
umedecido com &gua destilada.

As larvas foram submetidas ao jejum durante 24h e incubadas & 25°C em uma c&mara climatizada. Apds esta etapa,
as larvas foram novamente submetidas a lavagem com &gua destilada estéril a baixa temperatura através de tamis de
Flukefinder. A seguir, sofreram secagem em placas de Petri forradas com papel de filtro. Estas foram entéo transferidas
para um tubo conico e adicionado agua destilada estéril na proporgéo de 100 microlitros para cada grama de larva (500pL).
Os tubos foram incubados por uma hora a 37°C em estufa e posteriormente centrifugados a 2000rpm durante 2 minutos
e 0 sobrenadante obtido transferido para tubos Eppendorf estéreis. Esse NES foi entdo congelado para testes posteriores
nas col6nias bacterianas.

Testes preliminares da atividade antimicrobiana da secregéo e excregéo larval de C. putoria e C. megacephala foram
realizadas utilizando as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os resultados preliminares demonstraram
atividade antimicrobiana do NES de C. megacephala para ambas as bactérias e um discreta agéo antimicrobiana do NES
de C. putoria.

CONCLUSAO

Apesar das dificuldades iniciais com a padronizagdo da metodologia, a etapa experimental foi realizada com sucesso,
tendo-se obtido resposta nos dois tratamentos com NES nas col6nias bacterianas.

Dando continuidade a este estudo seréo estudados NES de outras espécies de Calliphoridae frente a diferentes espécies
de bactérias.

BIBLIOGRAFIA

BARNES K.M., D.A., GENNARD D.E., The antibacterial potency of the medicinal maggot, Lucilia sericata (Meigen): Variation
in laboratory evaluation. Journal of Microbiological Methods, 82, p. 234-237. (2010).

BAXFIELD, A., NIGAM, Y., THOMAS, S., RATCLIFFE, N.A.,. Detection and partial characterisation of two antibacterial
factors from the excretions/secretions of the medicinal maggot Lucilia sericata and their activity against methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA). Microbes and Infection, 6, 1297-1304, (2004).

KRUGLIKOVA, A.A, CHERNYSH, S.I., Antimicrobial Compounds from the Excretions of Surgical Maggots, Lucilia sericata
(Meigen) (Diptera, Calliphoridae). Entomologicheskoe Obozrenie, Vol. 90, No. 3, pp. 504-513.(2011)

PLAS, M. J. A. van der et al. Maggot excretions/secretions inhibit multiple neutrophil pro-inflammatory responses. Microbes
and Infection, 9, 507-514. (2007).

RATCLIFFE, N.A., Detection and preliminary physico chemical properties of antimicrobial components in the native excretions/
secretions of three species of Chrysomya (Diptera, Calliphoridae) in Brazil. Acta tropica, 147, pp.6-11. (2015)

167

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

ELEVADA FREQUENCIA DE CELULAS T CD4+ TH17 EXPRESSANDO RECEPTORES DO
TIPO TOLL (TLRS) E CAPAZES DE PRODUZIR IL-6 FOl ASSOCIADA A TRANSLOCAGAO
MICROBIANA E A GRAVIDADE DA NEUROMIELITE OPTICA

1 Tatiane Cassano Fonseca (IC-PIBIC); " Priscila O. Barros (Doutorado-CAPES); ' Thais B. Ferreira (Doutorado-CAPES);
'Taissa M. Kasahara (Mestrado-CAPES); ' Newton F. Centurido (IC-PIBIC); 2Soniza Vieira Alves-Leon; 2Regina Alvarenga
(Coorientadora); ' Cleonice A. M. Bento (Orientadora).

1 - Departamento de Microbiologia e Parasitologia; Instituto Biomédico; Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.
2 —Departamento de Neurologia; Hospital Universitario Gaffrée e Guinle, Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

Apoio financeiro: CNPq; FAPERJ; UNIRIO
Palavras-chave: Neuromielite dptica; citocinas; TLR; sCD14

INTRODUGAO

Doengas autoimunes s&o manifestagdes clinicas complexas que envolve a interagao entre fatores genéticos e ambientais
(MILLS, 2011, LEONI et al., 2015). Nesse sentido, doengas infecciosas tém sido relacionadas com maior risco e gravidade
da neuromielite dptica (NMO) (SELLNER, HEMMER & MUHLAN, 2010), uma doenga desmielinizante de fundo autoimune do
sistema nervoso central (SNC) que foi por muitas décadas considerada uma variante da esclerose mdltipla (EM)(ARGYRIOU,
MAKRIS, 2008). Recentes estudos tém sugerido que, diferente da EM, a fisiopatogenia da NMO envolve principalmente a
producéo de anticorpos contra antigenos do SNC, particularmente IgM e IgG anti-aquaporina 4 (AQP4), um canal de agua
expresso em altos niveis nos astrécitos (LENNON et al., 2004, 2005; LUCCHINETTI et al., 2002). Entretanto, a leséo néo se
restringe a essas células, como também hé intensa destruigdo da bainha de mielina dos nervos dpticos e da medula espinhal,
caracterizado clinicamente por dois eventos indices, neurite 6ptica (NO) e mielite transversa aguda (MTA) (PITTOCK et
al., 2006; WINGERCHUK et al., 2006). Apesar do envolvimento da imunidade humoral na NMO, a producéo de anticorpos
patogénicos pelas células B depende de sua capacidade de colaborar com células T CD4+. Estudos recentes publicados
pelo nosso grupo, e por outros pesquisadores, demonstraram uma frequéncia elevada de células T CD4+ produtoras
de interleucina (IL)-6, IL-17 e IL-21 no sangue periférico de pacientes com NMO, que foi diretamente correlacionada a
progressao da doenga (ISHIZU et al., 2005; UZAWA et al., 2010; KIRA, 2011; LINHARES et al., 2013; BARROS et al.,
2015;). De forma interessante, elevado nivel de translocagdo microbiana, avaliada através da quantificagdo plasmatica
do lipopolissacarideo (LPS) bacteriano, ndo apenas foi observada no sangue periférico de pacientes com NMO, quando
comparado a individuos saudaveis, como a presenga desse padréo molecular associado a bactérias Gram-negativas foi
diretamente relacionada a produg&o de citocinas IL-6 e IL-17 pelas células T CD4+ dos pacientes com NMO (BARROS et
al., 2013). Apesar dos padrbes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) classicamente modulares a resposta imune
por agirem na imunidade inata (JIMENZ-DALMARONI, GERSWHIN & ADAMOPOULOS, 2016), estudos tém demonstrado
que células T humanas ativadas expressam niveis significativos de receptores desses padres, particularmente membros
da familia de receptores do tipo toll (TLRs) (JIMENZ-DALMARONI, GERSWHIN & ADAMOPOULOS, 2016). Esse achado
sugere que PAMPs podem modular diretamente o status funcional das células T. Levando em considerag¢&o nossos achados
prévios sobre a relagdo adversa entre os niveis de LPS e aumento na produg&o de citocinas inflamatorias produzidas
pelas células T envolvidas nas lesdes neuronais classicas da NMO, nossa hipdtese € que a expressao de diferentes TLRs
esteja elevada nas células T CD4+ desses pacientes, o que poderia ajudar a explicar porque doengas infecciosas impactam
negativamente no curso da NMO.

OBJETIVO

Avaliar a expressao de diferentes TLRs nas células T de pacientes com NMO e correlacionar com o padréo de citocina,
translocag&o microbiana e marcadores clinicos de progressao.

168

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

o Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro -Em

Diretoria de Pesquisa

METODOLOGIA

Pacientes, obteng&o de células e cultivo: Para o nosso estudo, amostras de sangue (20 mL) de 15 pacientes adultos (02
homens e 13 mulheres) com diagnéstico de NMO recorrente remitente (NMO-RR), segundo os critérios de WINGERCHUCK
e colaboradores (2006), foram recrutados dos Hospitais Gaffrée e Guinle/UNIRIO e Federal da Lagoa (Rio de Janeiro,
Brasil). Como controle da normalidade, todos os ensaios foram também conduzidos em individuos saudaveis (n=15)
pareados pela idade e género. Todos os pacientes estavam na fase de remisséo clinica, livres de drogas imunomoduladoras/
imunossupressoras e sem diagndstico clinico de doengas infecciosas no momento da coleta da amostra. Para 0 nosso
estudo, os plasmas e as células mononucleares (CMSP) foram obtidas através da centrifugagéo do sangue total em gradiente
de Ficoll-paque (GE healthcare life Sciences). As CMSP foram em seguida cultivadas na presenga, ou n&o, do ativador
policlonal das células T humanas (fitohemaglutinina A, ou PHA, & 1 ug/mL) em estufa imida a 37 0C e 5% de CO2. Apds
3 dias, as células foram adicionalmente estimuladas com PMA (600 ng/mL, Sigma Co) e ionomicina (20 ng/mL, Sigma
Co) na presenca da Brefeldina (1 pug/mL, BD Biosciences). Apds 4h as células foram colhidas e submetidas a marcagéo
com diferentes anticorpos monoclonais (mAb) fluorescentes dirigidos contra diferentes marcadores celulares. Citometria
de fluxo: A frequéncia de células T expressando diferentes tipo de TLR e citocinas foi definida através da marcagéo com
mAbs dirigidos contra os seguintes marcadores humanos: CD4, CD8, TLR-2, TLR-4, TLR-9, CD28, CD57, PD-1, IL-6, IL-
17, 1L-10 e interferon (IFN)-1 (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). Resumidamente, as CMSP recém purificadas (2 x 105
células/pogo) foram incubadas com varias combinagdes de anticorpos por 30 minutos & temperatura ambiente e protegidas
da luz, de acordo com as instrugdes fornecidas pelo fabricante. Em seguida as células foram fixadas e permeabilizadas
e tratadas com mAb dirigidos contra as citocinas IL-6, IL-17, IFN-I e IL-10 e contra TLR9. As células foram lavadas com
PBS suplementado com 1% de SFB e analisadas através do citbmero Accuri utilizando o software FlowJo. Anticorpos de
isotipo controle e amostras marcadas com um Unico anticorpo foram usados como controle. Apds a aquisigao de 50.000
ou 100.000 eventos, os linfécitos foram determinados através dos padrées de tamanho e granulosidade ap6s a excluséo
de células mortas e debrits. Dosagem de sCD14 e de citocinas in vivo: Os plasmas foram submetidos a quantificagao de
moléculas soluveis de CD14 e das citocinas IL-18, IL-6, TNF-a, IL-17 e IL-10 através da técnica ELISA usando os kits R&D
Systems Inc e BD OptEIA, respectivamente. Parametros clinicos: O status de incapacidade dos pacientes foi avaliado
utilizando a escala do EDSS (Expanded Disability Status Scale) (KURTZE, 1983). Andlise estatistica: Todas as anélises
estatisticas dos ensaios foram conduzidas usando o programa de grafico GraphPad Prism vers&o 5.0 para Windows. A
significancia em todos os experimentos foi definida como p < 0,05.

RESULTADOS

Quando comparado ao grupo controle, a frequéncia de células T CD4+ e T CD8+ expressando TLR-2, TLR-4 e TLR-9 foi
significativamente maior no sangue periférico dos pacientes com NMO (p<0,05). Ademais, a elevada expressédo de CD28
associada a baixa expresséo de PD-1 e CD57, sugere que essas células T TLRs+ s&o funcionais. Mesmo em culturas néo
estimuladas, células T CD4+ positivas para TLR-2, -4 ou -9 dos pacientes com NMO expressavam detectaveis niveis de IL-
17. Apés ativacao policlonal, diferente do grupo controle, a produgéo de IL-17, associada ou ndo a co-expresséo de IL-6, foi
principalmente observada no compartimento das células T CD4+ e T CD8+ positivas para TLR2, -4 e -9. Entretanto, o grau
de incapacidade neuroldgica dos pacientes foi relacionado apenas a percentagem de células T CD4+TLRs+IL-17+IL-6+.
Nesse sentido, a pontuagao do EDSS foi diretamente correlacionada a frequéncia desses linfocitos. Relagéo oposta foi
observada entre a presenca de células T reguladoras convencionais (IL-10+IL-17-) ou ndo convencionais (IL-10+IL-17+)
com a gravidade da NMO.

De forma interessante, a frequéncia de células T CD4+TLRs+IL-17+IL-6+ foi positivamente associada com 0s niveis
plasmaticos da molécula CD14 soluvel, considerado como marcador indireto de translocagéo microbiana (WILSON et al.,
2015; SVARD et al., 2015).

CONCLUSOES

Apesar do estudo ter sido conduzido em um nimero pequeno de pacientes, nossos dados apresentados revelam uma
relagéo direta entre a frequéncia de células T CD4+ de fendtipo Th17 expressando TLR2, -4 ou -9 e capaz de produzir IL-6
com a gravidade da neuromielite optica. Essa relagéo adversa deve envolver a ativagéo direta e indireta dessas células T
por produtos microbianos presentes no sangue periférico dos pacientes com NMO.
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INTRODUGAO

Staphylococcus aureus € um destacado patdgeno humano, responsavel por multiplas doengas infecciosas e toxigénicas,
tanto no ambiente hospitalar como comunitario. Frequentemente as infecges relacionadas a cuidados com a saude
causadas por este micro-organismo estao associadas a procedimentos médicos invasivos, como a implantagéo de cateteres,
préteses, stents e outros. Processos septicémicos relacionados ao uso de cateter resultam, além do aumento da taxa de
mortalidade, no prolongamento da hospitalizagéo e custos adicionais para o sistema de saude (FALAGAS et al. 2007).
As infecgOes associadas aos dispositivos de implantes iniciam logo apds sua a inser¢éo, com a colonizagao da superficie
destes dispositivos (MAKI, 1989). Neste evento participam fatores inespecificos (fisico-quimicos) envolvendo as superficies
do micro-organismo e do dispositivo, além de adesinas microbianas especificas (APARNA, YADAV, 2008). Ocorre entéo a
produgao pelo micro-organismo de uma matriz extracelular amorfa que garante a sua persisténcia, protegendo-o das defesas
do hospedeiro e da a¢éo de antimicrobianos. Adicionalmente, propicia aderéncia inter-celular com acumulo de bactérias, e
consequentemente a formagédo de uma estrutura complexa e altamente organizada conhecida como biofime (ROHDE et al.,
2007). Essa matriz frequentemente tem como principal componente a PIA (Adesina Polissacaridica Intercelular), codificada
pelos genes do operon icaADBC. Os biofilmes PIA-dependentes sdo predominantes, porém, biofilmes PIA-negativos
também podem ocorrer (O'GARA, 2007; IZANO et al., 2008). Nas amostras biofilme positivas, mas PIA negativas, proteinas
representam o componente mais frequente da matriz (GEOGHEGAN et al. 2010). Estima-se que em mais de 60% de todas
as infecgdes bacterianas ocorra o envolvimento de biofilmes (UMARU et al., 2009). Diferentes tipos de estimulos podem
influenciar a produgao de biofilme, como concentragdes sub-inibitdrias de antimicrobianos (KAPLAN, 2011). Durante a
internac&o, frequentemente, os pacientes recebem administragéo de variados tipos de drogas parenterais, entre estas, 0
diclofenaco de sédio, um potente anti-inflamatério nao esteroide e que demonstrou possuir também atividade antibacteriana
de amplo espectro (MARTINS et al., 2008). Para este e outros compostos medicinais que apresentam propriedades
antimicrobianas, mas tem seu uso voltado para a terapia de patologias ndo infecciosas, foi proposta a designagéo de
“nao-antibidticos” (NISHIMURA, 1986). Além de ag&o in vitro, foi demonstrado que sua administragdo a camundongos
submetidos a infec¢do com Salmonella Typhimurium mostrou-se medida eficaz para protegé-los da agao letal do micro-
organismo (DUTTA et al., 2007). Embora o mecanismo antibacteriano desta droga n&o seja completamente conhecido,
Dastidar et al. (2000) apontaram que este ocorre por inibigdo da biossintese de DNA. Riordan et al. (2011) constataram
que concentragdes sub-inibitorias do diclofenaco podem determinar amplas modificagdes no transcriptoma de S. aureus,
com alteragdes na expressdo de centenas de genes, incluindo os associados com a resisténcia a antimicrobianos e a
viruléncia. Foi demonstrado também que o diclofenaco pode aumentar ou reduzir a suscetibilidade de S. aureus a certos
antimicrobianos. Adicionalmente, este farmaco mostrou atividade antibiofilme contra micro-organismos como S. aureus
e E. coli (RESLINSKI et al., 2013). Apesar da importancia desta droga como medicamento anti-inflamatério, os estudos
referentes a sua atuagéo sobre micro-organismos séo ainda muito limitados.

OBJETIVOS

Avaliar a influéncia do diclofenaco de sddio sobre a produgéo de biofilme por amostras clinicas e de portadores de S. aureus.
Comparar o efeito do diclofenaco de sédio na forma de produto farmacéutico injetavel com o sal da droga, em relagdo a
produg&o de biofilme por amostras de S. aureus
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METODOLOGIA

Foram testadas cinco amostras de S. aureus isoladas de pacientes hospitalares infectados pelo micro-organismo (rotuladas
como SA03, SA10, SA12, SA39 e SA50) e cinco amostras isoladas de individuos portadores nasais saudéveis (B01, B03,
B39, B43 e B56). Duas amostras de referéncia biofilme-positivas foram utilizadas como controle (S. aureus ATCC 25923
e ATCC 43300). Os isolados foram previamente identificados por provas bioquimicas e em equipamento automatizado
MicroScan WalkAway-96 System, e foram caracterizados como portadores dos genes icaA e icaD do operon icaRADBC,
envolvido na sintese de biofilme (NININ et al., 2006). Para o estudo da influéncia do diclofenaco na produgéo de biofilme
foi empregada a técnica de cultivo em placa de microtitulagdo (STEPANOVIC et al., 2007). Apés padroniza¢do dos
experimentos empregando solugdes da droga na forma de medicamento injetavel Voltaren (ampola, 25 mg/mL) e do sal
(Shenzhen Simeiquan Biotechnology Co., Ltd., China), a solug&o do produto injetével foi diluida diretamente em Caldo Soja
Tripticaseina (TSB), enquanto o sal foi dissolvido em metanol + agua destilada (2:1). A concentrag&o minima inibitéria (CMI)
do diclofenaco para as amostras foi determinada pelo método de microdiluicio em placas de microtitulag&o, de acordo com
as recomendagdes do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013), usando TSB em vez de caldo Mueller-Hinton.
As concentragdes finais de diclofenaco empregadas nos testes foram: 6,25, 12,5, 25, 50, 100, 200, 400 e 800 ug/mL. As
amostras bacterianas foram ativadas em TSB (24h/35°C), seguido de semeadura em Agar Soja Tripticaseina (24h/35°C),
e posterior transferéncia de aliquotas de cinco coldnias de cada amostra para TSB (24h/35°C). A seguir, as culturas foram
diluidas em TSB (1:100), procedendo-se entdo a adicdo a esta suspenséo das diferentes concentragdes de diclofenaco
de sodio. Em seguida, 200 uL das suspensdes foram transferidos para pogos da placa de microtitulagéo (3 pogos para
cada concentracao e trés para a amostra diluida em TSB sem droga). Foram reservados também trés pogos para TSB sem
indculo bacteriano (branco). Apés incubagéo por 24h a 35°C foi realizada a quantificagéo do crescimento bacteriano, por
meio da determinagao da densidade 6ptica (DO) em leitor de Elisa a 620 nm. A seguir, foi feita a determinag&o quantitativa
da producéo de biofilme, com base nas recomendagdes de Stepanovic et al. (2007), utilizando-se etanol para a extragéo do
corante, e leitura do extrato do biofilme (DOeb) em leitor de ELISA a 570 nm. Por meio da metodologia utilizada procedeu-
se previamente a determinag&o da DO do ponto de corte (DOPC) para distinguir as cepas produtoras das ndo produtoras
de biofilme. ADOPC foi calculada por meio do valor médio da DOeb de triplicatas dos pogos dos controles negativos (TSB
n&o inoculado), obtido em 10 experimentos independentes, acrescido de 3 vezes o valor do desvio padréo dos resultados.
Valores de DOeb maiores que o da DOPC foram considerados positivos para produgéo de biofilme e valores inferiores a
este foram classificadas como negativos. Com base no valor da DOPC o nivel de produgéo de biofilme foi classificado em
fraco (DOeb da amostra até duas vezes o valor da DOPC), moderado (DOeb duas a quatro vezes a DOPC) e forte (DOeb
maior que 4 vezes a DOPC).

RESULTADOS

O diclofenaco mostrou agé&o antimicrobiana contra as amostras estudadas, com CMI entre 200 a 400ug/mL. Este resultado
se mostrou concordante com outros relatos referentes a agdo dessa droga sobre S. aureus e outras bactérias (ANNADURAI
etal., 1998; MAZUMDAR et al., 2006; PADMA, YALAVARTHY, 2015). As amostras de referéncia S. aureus ATCC 25923 e
ATCC 43300 (previamente caracterizadas como produtoras forte de biofilme em TSB) mantiveram niveis altos de produgéo
quando cultivadas na presenga de concentragdes subletais de diclofenaco. Adicionalmente, essa expresséo se manteve
mesmo na presenca de concentragdes da droga em que ndo se observou turvago indicativa de crescimento bacteriano.
Entre as cinco amostras clinicas estudadas, todas originalmente caracterizadas como biofilme-negativas em TSB, em trés
(SA12, SA39 e SA50) o diclofenaco induziu a producao desse fator de viruléncia. Na amostra SA39 o biofiime induzido, de
modo similar ao observado para as amostras de referéncia, foi detectado mesmo em concentragéo da droga na qual ndo
se observou turvagéo nos pogos (400ug/mL). Entre os isolados de portadores, quatro foram previamente caracterizados
como néo produtores em meio de TSB sem a droga (B01, B03, B39, B43), sendo que o diclofenaco induziu a produgéo de
biofilme na amostra B03. O isolado B56, originalmente produtor de biofilme em TSB, manteve inalterada essa expressao
fenotipica na presenca de concentragdes sub-inibitérias da droga. O biofilme induzido foi classificado como de nivel fraco
em todos os isolados. Os resultados obtidos de indugdo da produgéo de biofilme pelo diclofenaco em cinco dos isolados
de S. aureus diferem de relatos de investigacdes similares, os quais apontaram que, ao contrario, a droga apresenta
efeito antibiofiime para essa espécie bacteriana (RESLINSKI et al., 2013; MOHSEN et al., 2015). Nao foram observadas
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discrepancias nos resultados dos testes de produgéo de biofilme quando se comparou o efeito do sal da droga com o
medicamento comercial injetavel estudado.

CONCLUSOES

O diclofenaco exerceu boa atividade antimicrobiana sobre as amostras de S. aureus estudadas, resultado que se mostrou
concordante com outros estudos. Porém, ao contrario de alguns relatos da literatura, concentragdes subinibitdrias da droga
ndo inibiram a producéo de biofilme nas amostras originalmente caracterizadas como produtoras. Além disso, de modo
singular, nas amostras de referéncia a produgao de biofilme foi mantida em nivel elevado mesmo em concentragdes nas
quais ndo se observou turvagéo indicativa de crescimento bacteriano nos pogos da placa de microtitulagdo. O diclofenaco
induziu produgao de biofilme em quatro dos nove isolados originalmente negativos para a produgao de biofime em TSB,
sendo o biofilme classificado como de nivel fraco. Os resultados obtidos para o diclofenaco na forma do farmaco injetavel
foram similares ao do sal da droga, indicando que, no caso do produto injetavel, o efeito para indugéo da produgéo de
biofilme decorreu exclusivamente do principio ativo da droga, sem interferéncia dos excipientes presentes, como 0 manitol,
metabissulfito de sédio, alcool benzilico, propilenoglicol, hidréxido de sddio.
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INTRODUGAO

ATripanossomiase americana ou Doenga de Chagas é classificada pela OMS como uma doenga negligenciada, que afeta
milhdes de pessoas ao redor do mundo, principalmente na América Latina (Ministério da Saude, 2005).

E causada por um protozoario, o Trypanosoma Cruzi, descrito pela primeira vez, por Carlos Chagas, em 1909. A doenga
apresenta uma fase aguda e uma fase crénica, que sao separadas de acordo com suas manifestacdes caracteristicas,
que podem ser cardiacas, digestivas ou mistas (Ministério da Saude, 2005).

Aluta contra a doenca € pautada no controle vetorial, na melhora das condi¢des de moradias em areas endémicas, além
do diagnostico e tratamento na fase aguda, a medida que ndo se tem ainda cura conhecida para esta doenga (Dias,
2007). No Brasil, o farmaco de primeira escolha utilizado para o tratamento é o Benzonidazol (Rochagan®, Rodanil®),
sendo utilizado nas fases aguda e cronica, apesar de estudos comprovarem sua baixa eficacia em casos cronicos. Com a
ineficacia ja estabelecida na cronicidade da doenga, pelos efeitos colaterais associados ao farmaco, a resisténcia de cepas
ao tratamento de escolha, além da inabilidade de eliminag&o do parasita do hospedeiro, novos sistemas terapéuticos vém
sendo estudados e testados (Oliveira, 2015).

Estudos com inibidores da biossintese do ergosterol (IBE), como o Fluconazol, vém ganhando espago nos programas de
pesquisa que buscam ativos antichagasicos eficientes, ja que o ergosterol € essencial para o crescimento, proliferagdo e
sobrevivéncia do Trypanosoma Cruzi (Franca et al , 2014).

Precedendo os testes clinicos, segundo o Guia de condugdo de estudos néo clinicos de toxicologia e seguranga
farmacoldgicos necesséarios ao desenvolvimento de medicamentos, da ANVISA (2013), recomenda-se a execugao de
testes de seguranca, que avaliem o potencial mutagénico e toxico de um composto, antes que se estabelega seu potencial
terapéutico e que possa ser liberado para uso (ANVISA, 2013).

OBJETIVO
Investigar o potencial mutagénico e toxicologico, além da potencial atividade biolégica antichagasica de compostos triazolicos.

METODOLOGIA

0O estudo de genotoxicidade escolhido, conhecido como Teste de Ames ou Teste de Reversao, um teste in vitro desenhado
para detectar o potencial de uma substancia de causar mutagdes génicas, se utilizando de linhagens da bactéria S.
Typhimurium com mutacfes preexistentes, nas cepas TA97, TA98, TA100, TA102; baseado no protocolo original de
MARON e AMES (1983).

Os derivados do Fluconazol, PFCT 012/14 e 015/14 foram diluidos em DMSO nas concentragdes de 0,005; 0,05; 0,5; 5 e
50 uM, em triplicata. Primeiro, foi colocado em tubos de ensaio, 100uL das cepas das linhagens bacterianas previamente
crescidas, 100 L da diluigdo dos derivados e 500 uL de tampao Fosfato de Sédio (0,2 M pH 7,4).

Apds 20 minutos no shaker (60,0 rpm, & 37°C), o ensaio foi dividido em duas fases. Primeiramente, foi realizado o teste
paralelo para citotoxicidade, para determinar a taxa de sobrevivéncia das cepas em contato com o derivado, foi colocado
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10 L da mistura pos-incubagdo em um eppendorf de 990, contendo salina (NaCl), a 0,9%, depois em outro eppendorf
de 990 e por fim, 100 uL em um eppendorf de 900. Esse contelido, apds diluicdo seriada em eppendorfs contendo salina,
continham, para cada amostra, 2 x 10° células/ml. Uma aliquota de 100 pL desta suspenséo, do eppendorf de 900, foi
plaqueada em Agar nutriente, resultando num nimero de estimativa final de 2 x 102 bactérias/placa. As placas de petri foram
entdo incubadas a 37°C durante 24 horas. Ap6s isso, foram calculadas as porcentagens de sobrevivéncia e comparadas
com o controle negativo.

Na fase posterior, na determinacdo da taxa de revertentes e potencial de mutagenicidade, foram adicionados a cada
tubo de ensaio contendo a suspenséo, 2 ml de Agar de superficie enriquecido com solugéo de Histidina e Biotina (HB),
aquecido, a 0,5 mM, numa proporgao de 10:1 (pH 7,4 & 45°C). O contetdo final de cada tubo foi vertido em placas de Agar
Vogel-Bonner. Estas foram incubadas a 37° C durante 72 horas. As col6nias histidina (his+) revertentes foram contadas
e 0 indice de mutagenicidade (IM), onde para ser considerado mutagénico o indice calculado a partir da formula do valor
médio obtido a partir de cada concentragéo, dividido pelo valor médio do controle, deve ser maior que 2.

Em comparagao com estes resultados, a partir de dados cedidos por grupo em colaborag&o, foram analisados os resultados
do teste de efeito antiparasitario, com a cepa de T. cruzi, Tulahuen; os indices de dose-resposta EC50 e LC50 que é definido
como a concentrag@o do farmaco necessario para induzir metade (50%) do efeito méximo, que demonstra a poténcia da
substancia testada e que representa a concentracéo letal para metade da populagéo celular (50%), em um periodo de
trés e de vinte e quatro horas, respectivamente; além do indice de seletividade, raz&o entre os pardmetros LC50 e EC50,
para estabelecer uma relacdo entre a eficacia antiparasitaria do derivado, aliado a um indice elevado de seletividade.

RESULTADOS

Os resultados obtidos no teste de Ames, na auséncia de ativagdo metabolica (-S9), para o derivado da série PFCT 012/14,
foi observado que a avaliagéo da porcentagem de sobrevivéncia é concentragdo-dependente para as cepas TA98, TA100
e TA 102, considerando-a potencialmente citotoxica, devido a taxa de sobrevivéncia inferior a 70% em ambas as cepas,
a partir da concentragéo de 0,5 uM.

Para o derivado da série PFCT 015/14, a avaliagdo de sobrevivéncia é concentragdo-dependente para as cepas TA98,
TA100 e TA 102, contudo pode-se concluir a partir dos resultados obtidos que seu potencial citotdxico, € marcado a partir
de concentragdes superiores, em 5uM e 50 uM.

Para o indice de mutagenicidade (IM), obteve-se indices dependentes da concentragéo, na série PFCT 012/14, na linhagem
TA100, com indices superiores a 2. Nas linhagens TA98 e TA102, os indices encontrados foram inferiores a 2, portanto
sendo considerados ndo mutagénicos.

Na série PFCT 015/14 na linhagem TA100, foram obtidos resultados superiores a 2, sendo portanto considerado mutagénico.
Nas linhagens TA98, na concentragéo de 0,005 foi encontrado um indice superior a 2, contudo nas outras concentracdes
esse indice mostrou-se inferior a 2. E na linhagem TA102, os indices encontrados foram inferiores a 2, portanto sendo
considerados n&o mutagénicos.

Para efeito de comparagéo, com o teste de viabilidade celular WST-1 foram utilizados os pardmetros de LC50 e EC50,
comparados com os valores de base do Fluconazol, de LC50 3 h (uM) >500 e LC50 24h (uM), 270,0; EC50 Tulahuen
(uM) de 47,00 e indice de Seletividade (IS), de 5,74. A partir da analise desses resultados comparando com os derivados
analisados, pode se observar que o derivado PFCT 012/14, apresentou baixo LC50, de 4,9 uM em trés horas € 4,6 uM em
vinte e quatros horas, demonstrando a ndo dependéncia do tempo de exposigao e a ndo necessidade de uma concentragéo
elevada do derivado para que se atinja a concentrag&o letal, em 50% da populagéo; baixa EC50, de 0,03 uM, que indica
que é necessaria uma pequena concentragdo de droga, para que seja alcangada uma eficacia de 50%; e um alto indice
de Seletividade, de 153,33, indicando de seguranga da droga em quest&o, demonstrando o distante limiar entre a dose
citotoxica e a de eficécia.

E o derivado PFCT 015/14, apresentou baixo LC50, de 163,5 uM em trés horas e 140,0 uM em vinte e quatro horas,
indicando nesse caso que o tempo de exposicdo tem relativa influéncia e que néo é necessaria uma concentragéo elevada
da droga para que chegue a concentragao citotoxica; baixa EC50, de 0,59 uM, demonstrando uma eficacia de 50%, com
baixa concentracéo da droga e um indice de seletividade alto, de 237,29 uM, indicativo de seguranga e eficacia do derivado.
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CONCLUSAO

Apartir dos preliminares resultados obtidos, se pode dizer que os derivados do Fluconazol, da série PFCT 012/14, apresenta
potencial toxico dependente da concentracéo e o PFCT 015/14, apresenta baixo potencial toxico. O potencial mutagénico
destes derivados apresentou evidente relagdo com a concentragéo, na linhagem TA100. E baseado nos parametros de teste
de viabilidade celular WST-1, os derivados possuem baixo LC50 e baixo EC50, com alto indice de seletividade, contudo
analisando os resultados de ambos, o derivado PFCT 015/14, teria menor potencial hepatotoxico em comparagéo ao
Fluconazol e ao derivado do PFCT 012/14 e completando a analise com o ensaio de Ames, com relagéo a mutagenicidade,
seria potencialmente o derivado mais promissor.
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INTRODUGAO

A superfamilia das ribonucleases (Rnase) A é a Unica exclusiva de vertebrados que codifica proteinas com atividade
enzimatica. Por esse motivo, é de grande interesse o estudo desse grupo de proteinas, visando-se a melhor compreenséo de
como se forma um novo gene e as fungdes que ele exerce (ZHANG; DYER; ROSENBERG, 2002). A angiogenina, membro
dessa superfamilia e também chamada de Rnase 5, € uma proteina de 14.1-kD e 147 residuos de aminoacidos, sendo
24 correspondentes ao seu peptideo sinal, localizada na sub-banda 14q11.2. A fungdo angiogénica de neovascularizagao,
que lhe da o nome, é ha muito tempo conhecida e explorada. Seu mecanismo, para essa fungao, se da pela ligacédo a
actina presente na superficie de células endoteliais e rapidamente translocada para o nucleo e se liga a regiéo promotora
do DNA ribossomal (DNAr) para estimular a transcrigdo de RNA ribossomal (RNAr). Essa capacidade de estimular o
crescimento e divis@o celulares torna, também, mutagdes no gene ANG relevantes para a oncogénese (LI; HU, 2010).
Outra fung&o importante da angiogenina é a sua participagao na fisiologia de neurénios motores e papel de resposta ao
stress. Foram observadas, em alguns pacientes portadores de esclerose lateral amiotrofica (ALS), mutagdes de perda de
sentido no gene ANG. Isso pode ser associado a redugdo na capacidade de estimulagéo da transcrigdo de RNAr, com um
mecanismo similar ao descrito anteriormente ou a resposta deficitaria, em neurdnios motores, ao stress (LI; HU, 2010).
O mecanismo de resposta ao stress é a capacidade de, em resposta a estimulos agressivos, reduzir a sintese proteica
para a conservagdo de energia anabolica para o reparo dos danos causados por esse estimulo. A angiogenina participa
da clivagem de RNAt induzida pelo stress e independente de elF2a fosforilada, o que reduz a sintese proteica da célula.
A acdo da elF2a fosforilada inibe a via de transagao e indugdo da formagdo de RNAr e induz uma outro modo de agéo da
angionenina, o pela formagao de granulos de stress e consequente estimulo da formagao de um tipo de RNA pequeno,
derivado do RNAY, induzido pelo stress e com a capacidade de clivar RNAt, o tiRNA (LI; HU, 2010). Diferentes mutagdes no
gene ANG foram descritas como possiveis causas para o desenvolvimento da esclerose lateral amiotréfica familial (FALS)
em humanos (CONFORTI et al., 2008; CRABTREE et al., 2007; VAN ES et al., 2011). A Esclerose Lateral Amiotréfica
€ uma das desordens neurodegenerativas mais severas e prevalentes na espécie humana nos dias de hoje, de carater
progressivo e fatal. A doenga é caracterizada por alteragdes conformacionais em certas proteinas, que levam a agregagao
proteica em neurdnios motores e subsequentes perdas seletivas de neurénios do corddo espinhal, tronco e cortex cerebral,
provocando atrofia muscular que ao evoluir pode gerar paralisia e resultar em morte. AALS geralmente se inicia apos os
50 - 60 anos, levando a 6bito, na maioria dos casos, entre 2 a 5 anos, por insuficiéncia respiratoria. Os mecanismos que
levam a tais alteragdes proteicas ainda ndo séo bem compreendidos, entretanto, sabe-se que suas causas sao multifatoriais.
0 desenvolvimento de ALS pode ser esporadico, ou herdado geneticamente, caracterizando a FALS. Associado a FALS do
tipo 9, as mutagdes de ANG sdo as mais importantes, as quais foram descritas vinte e duas em dezenove posigdes, sendo
7 mutagdes no peptideo sinal. Uma vez que as causas de FALS ainda ndo foram completamente elucidadas, a busca por
um tratamento eficaz, ainda inexistente, se torna dificil. A identificagao das regides proteicas potencialmente envolvidas na
formagao de agregados insoluveis e a caracterizagdo de suas propriedades sdo questdes de grande importancia ao avango
no estudo de doengas como a FALS. A simulagdo computacional pode ser utilizada como uma importante ferramenta na
busca pelas respostas a estas questdes, sugerindo, por exemplo, mecanismos pelos quais ocorre a agregagao proteica.
Os resultados obtidos seguindo a metodologia ja estabelecida em nosso grupo (DE CARVALHO; DE MESQUITA, 2013;
KREBS; DE MESQUITA, 2016; MOREIRA et al., 2013), ja apresentados no passado, sinalizaram a importancia das mutagées
na forma e fungdo da ANG. Nesse trabalho, a abordagem do problema por analise filogenética permite a avaliagéo da
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importancia funcional e estrutural de cada residuo e a por dindmica molecular permite observar diferencas relacionadas as
formas que o peptideo sinal assume em um sistema dindmico. A metodologia foi escolhida visando melhor compreender
0s mecanismos que levam ao desenvolvimento de fALS, o que pode vir a contribuir com o diagnostico eficiente da doenga
e desenho de novos farmacos.

OBJETIVOS
Analisar computacionalmente as mutantes de ANG associadas a fELA, bem como obtengéo de modelos tedricos do peptideo
sinal da ANG, obtidos por modelagem ab initio, abordando-as por dindmica molecular.

METODOLOGIA

Partindo de modelos ja obtidos para o peptideo sinal e predigdo de SNPs, a metodologia a ser utilizada contemplou as
etapas descritas a seguir: 1. Analise filogenética usando o algoritmo ConSurf (ASHKENAZY et al., 2010) 2. Otimizag&o
dos modelos obtidos pelo I-Tasser (YANG et al., 2015). Os algoritmos utilizados para esse efeito foram o 3Drefine
(BHATTACHARYA; CHENG, 2013), o KoBaMIN (RODRIGUES; LEVITT; CHOPRA, 2012), o Mod-Refiner (XU; ZHANG,
2011), o TIGRESS (KHOURY et al., 2014) e o GalaxyWeb (SHIN et al., 2014). 3. Validagao das estruturas e escolha do
melhor modelo. Para tal, foi feito um quadro comparativo utilizando os resultados dos algoritmos ERRAT (MACARTHUR,;
LASKOWSKI; THORNTON, 1994), ProSa (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007), Prove (PONTIUS; RICHELLE; WODAK, 1996),
Rampage (LOVELL et al., 2003), Verify3D (BOWIE; LUTY: EISENBERG, 1991) e WHAT_CHECK (VRIENDI, 1990) 4.
Dinémica molecular (DM), usando o software GROMACS 5.0.7 (VAN DER SPOEL et al., 2005). Foi utilizado o campo de
forgas Amber99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN et al., 2010), com modelo de agua TIP3P. A dindmica dividiu-se na etapa
de minimizag&o no vacuo, minimizag&do no solvente, minimizag&o isobarica, minimizag&o isovolumétrica e corrida produtiva.
Essa Ultima teve durag&o até estabilizagédo do RMSD.

RESULTADOS

Aanalise filogenética pelo ConSurf demonstrou que a maior parte das mutagdes se encontram em posigdes conservadas,
o que reforga a relevancia dessas mutacdes.. Os modelos estruturais foram otimizados e validados, de modo a obter 0 0
modelo de maior qualidade para a realizagédo de metodologias de DM. Os resultados da DM corroboram os da predigao
funcional, uma vez que se observam grandes diferengas em todos os fatores analisados. Os dados de dinamica molecular
relacionam-se entre si, proporcionando maior profundidade das analises. Essas variagdes podem estar relacionadas ao
desenvolvimento de fELA. Todos os resultados desse estudo serdo disponibilizados para consulta e uso livre na pagina http:/
bioinfogroup.com/database. Isso objetiva o incremento em pesquisas sobre a fELA, bem como uso livre por pesquisadores,
clinicos e leigos dos dados obtidos.

CONCLUSOES
Os resultados apontam para a alteragéo de funcionalidade e estrutura em proteinas mutadas.
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INTRODUGAO

Bebida néo alcodlica obtida do mosto de uva, principalmente as tipo Isabel e Bordd, o suco de uva possui capacidade
antioxidante, antiviral e anticarcinogénica. (SGARBIERI; PACHECO, 1999; WILLIAMSON; MANACH, 2005; ARTS;
HOLLMAN, 2005; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005 apud PONTES, 2010; O'BYRNE et al., 2002; STEIN et al.,
1999 apud PONTES, 2010; ADA, 2004 apud PONTES, 2010). E, assim como o vinho tinto, foi considerado pela American
Dietetic Association (ADA)(2004) como uma “bebida com evidéncias “moderadas a fortes” na prevengdo da agregagao
plaquetéria (...)", contendo teores fenolicos, que estéo relacionados as propriedades sensoriais, semelhantes. (ADA, 2004
apud PONTES, 2010; MALACRIDA & MOTTA, 2005/2006 apud PONTES, 2010; GIADA & MANCINI-FILHO, 2004 apud
PONTES 2010; BEVILAQUA, 1995 apud PONTES, 2010). Sua composigao quimica apresenta elevados teores de aglcar,
glicose e frutose, tornando-o um alimento energético. Ja a acidez muitas vezes percebida advém dos acidos tartarico,
malico e citrico, garantindo assim um equilibrio entre os gostos doce e acido.(PEYNAUD, 1997; USSEGLIO-TOMASSET,
1995 apud SANTANA, 2008; MIELE, 1990 apud PONTES, 2010). No Brasil, os tipos comercializados s&o, sobretudo, o
suco integral em concentragdo natural, 0 suco concentrado parcialmente desidratado e o néctar, que é a diluigdo do suco
concentrado em agua com adigao de aglcar, tendo como os maiores produtores os estados de S&o Paulo, Pernambuco,
Parana, Santa Catarina, Bahia e, principalmente, Rio Grande do Sul.(BRASIL, 1990 apud PONTES, 2010; BRASIL,
1997, 2000 apud PONTES, 2010; SANTANA, 2008). A avaliagdo sensorial é reconhecida pelas indUstrias de alimentos
como instrumento chave para investigar as caracteristicas sensoriais dos produtos, na pesquisa de desenvolvimento de
novos produtos, controle de qualidade, preferéncia e aceitagdo do consumidor avaliando o potencial de mercado de um
determinado alimento (MEIGAARD et al., 1999; STONE & SIDEL, 1993). Com as metodologias CATA, que vem ganhando
popularidade e se mostra como alternativa simples para obter uma vis@o sobre a percepcao direta do consumidor de um
produto, e Napping, que promove a associagao entre produtos, consegue-se obter mais rapidamente “a reagdo aos estimulos
sensoriais resultantes do consumo de um produto, proporcionando a descrigéo de aspectos qualitativos e quantitativos da
percepcdo humana,(...)" (ARES & JAEGER, 2013; ARES et al, 2010; ARES, 2012). O suco de uva € uma bebida que vem
ganhando destaque, além de ser de facil acesso a populagdo. (PONTES, 2010).

OBJETIVO
Analisar as semelhancas/diferencas de caracteristicas sensoriais de sucos e néctares de uva utilizando novos rapidos
métodos em analise sensorial descritiva.

METODOLOGIA

Primeiramente, foi solicitado a fabricantes de sucos e/ou néctares de uva a cessao de amostras a serem utilizadas. Apés a
disponibilizagdo das mesmas, seguiu-se a realizagéo de 2 (dois) testes sensoriais, napping e CATA, com 6 (seis) amostras,
sendo 1 (uma) néctar (Nec) e 5 (cinco) do tipo integral (Int1, Int2, Int3, Int4 e Int5).

Os testes foram realizados em semanas consecutivas. Primeiro o teste napping e depois 0 CATA, ambos em 2 dias, na
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Escola de Nutrigdo da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, participando dos estudos um total de 82 e 80
individuos, respectivamente, consumidores de suco de uva, adultos e de ambos os sexos, selecionados de acordo com
sua disponibilidade e interesse em participagéo.

Primeiro foi realizado o napping, afim de se obter descritores que promovessem a caracterizag@o sensorial das amostras.
Para isso, foi entregue aos participantes as 6 (seis) amostras, simultaneamente, em copos codificados, junto a uma folha
de papel A3, na qual eles deveriam posicionar as amostras, ao escrever a codificacdo da amostra no papel, onde julgassem
pertinente de acordo com a semelhangas e diferengas, assinalando pelo menos 4 caracteristicas sensoriais, entre aparéncia,
sabor, cor, aroma, textura para cada uma ou conjunto de amostras, com forma de justificativa para os posicionamentos
escolhidos. (ARES, 2012) Depois fez-se a analise parcial dos dados no software Excel para a caracterizagao dos descritores,
onde foram tabelados todos os atributos descritos por cada julgador para cada amostra.

Posteriormente, foi aplicado o teste CATA, no qual foram entregues aos participantes fichas correspondentes a cada
amostra, entregue monadicamentre, nas quais constavam as caracteristicas sensoriais mais assinaladas no teste anterior.
Foi orientado que fossem marcadas todas aquelas percebidas durante a prova (ARES, 2012).

Os resultados foram tabelados e analisados estatisticamente com o programa XLSTAT (2015), sendo avaliado pela frequéncia
na qual os atributos foram citados para cada amostra. Possiveis diferengas (p < 0,05) nas frequéncias de indicagéo de
cada atributo entre as amostras foram avaliadas pelo teste Q de Cochran, que compara produtos independentemente para
cada atributo. Também foram conduzidas analise de correspondéncia e analise fatorial multipla.

RESULTADOS

A Figura 1 representa a tabulagdo dos descritores obtidos a partir do teste Napping, que permitiu o levantamento dos
atributos a serem usados no teste CATA, bem como apontou similaridades e/ou diferengas sensoriais entre as amostras,
distinguindo-as por marcas e categorias de produtos.

Figura 1: Tabulag&o descritores atribuidos com o Napping.
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A partir da coleta dos dados com a aplicagdo do CATA fez-se o Teste de Cochran (Figura 2), que permitiu identificar
a percepcao da diferenga de um mesmo atributo para diferentes marcas. Com isso, vé-se que para uma determinada
caracteristica como, por exemplo, sabor de vinho as amostras Int1(147), Int3 (936) e Int4 (258) ndo diferem entre si,
mas quando comparadas as amostras Int5 (369), Nec (714) e Int2 (825), essa sensibilidade é sentida. Porém, a analise
evidenciou que para o atributo “escuro”’, apenas a amostra Int2 ndo apresenta similaridade, e que esta possivelmente é
uma amostra bem aguada, rala mas de cor roxa, tendendo, diferentemente das demais, a ser mais clara. Ja no quesito
acidez, normalmente presente em sucos de uva, as amostras que demonstraram apresenta-lo mais marcantemente foram
Int1 e Int4. Em contrapartida, aquelas que se sobressairam como agradaveis foram Nec, Int2 e Int3.
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Figura 2: Teste de Cochran para descritores sensoriais atribuidos por avaliadores (n=80) no método CATA.

Atributos p-valores " 47 ¥ 258 Y aes ¥ 714 I 825 936
Encopada 0,000 0,513 (b) 0,400 [b) 0,500 (b 0.513 (b) 0,013 (a) 0,435 (b)
Aguads 0,000 0,188 () 0,2000s) 0125 (s) 0,100 (=) 07257 0,050 (=)
Aroma de uva 0,046 1,350 (ab] 0,363 (ab) 0,300 (a) 0,525 (b] 0.363 (ab) 0,388 (ab)
Doce 0,000 0.233 (a) 0.2251a)1.413 (ab) 0558 (baT 0,650 (2] 0,313 (a)
Sabor de outra fras L0000 1L 200 (be) 0,900 [ak) 0,300 (=) 0,063 (ak] 0,163 (abe) 0.035 [a)
Amargas 0,000 0.388 (=) 0,338 (be) 1,158 (ab) 0,150 (ab) 0,038 (a) 0,338 (bl
Aroma de frues 0,632 0,185 (a) 0,150 (a) 0,225 (a) 0,238 (a) 0,238 (a) 0,175 [a)
Acids 0,000 0,538 (bl 0,5001(b)1,350 (ab) 0,263 (a) 0,150 (&) 0,513 (b)
Escura 00001558 (bo) 0,658 (od] 0,413 (k] 0,850 (d) 0,075 (a] 0,675 (od)
Muite doce 0.002 0,025 (a) 0,038 (a) 1150 (ab) 0. 113 (ab) 0,188 (k) 0,100 (k)
Adstringente 0,000 0.233(<) 0,200 (be) 135 (aba) 0,075 (ab) 0,025 (a) 0.250 (a)
Cor clara 0.000 0,163 (a) 0.125(a) 0,088 (a) 0.013 (&) 0,688 (b) 0.088 (a)
Corrésea 0,000 0135 (al D113 (al LZZ25 (abl 0,063 [a) 0.375 (bl 0,138 [a)
Sabor de Lva 0,000 0,238 () 0,263 (a) 0,375 (a) 0,588 (b) 0,325 (a) 0,438 (ab)
Suave 0,000 0,175 [a) 0.2751a) 0,188 (al 0,363 [ab) 0,563 (bl 0,188 [a)
Sabor de vinho 0,000 0,400 (b 0,4501(b) 0.138(a) 0,150 (a) 0,013 (a) 0,363 (b)
Fala 0,000 D.325(b) 0,158 (ab] 0,125 (a) 0,125 (a) 0,688 (=T 0,113 (a)
Gosto residusl 0,070 0,300 () 0,325(a) 0,313 (a) 0,250 [a) 0,150 (a) 0,313 (a)
Agradduel 0,001 0,300 (a) 0,288 (a) 0,285 (a) 0.538 bT 0,350 (ab) 0,435 (ak)
Cof rana 00001235 (ab) 0,400 (b) 0.750 (=] 0,425 (bl 0,053 (a) 0425 (B)

* Dois produtos com letras diferentes, diferem significativamente.

Através do grafico nota-se maior concentragéo dos atributos nas proximidades das amostras Int1 (147), Int4 (258), Int3
(936), Int5 (369) e Nec (714), e um distanciamento da amostra Int2 (825). Também se vé que as particularidades &cida,
gosto residual, escura, aroma de uva, agradavel, encorpada e cor roxa foram as mais presentes.
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Gréfico 1: Correspondéncia entre amostras e atributos
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CONCLUSAO

Concluimos que a ingestdo moderada de suco de uva traz beneficios a satide humana devido as propriedades fisico-
quimicas desse produto. No entanto, um mesmo tipo de produto ndo apresenta, necessariamente, as mesmas propriedades
sensoriais, ou seja, sucos de uva tipo integral podem diferir entre si sensorialmente, mas 0 mesmo pode apresentar-se
semelhante ao néctar nesse aspecto. E que a agradabilidade de um suco de uva ndo esta relacionada apenas a sua
cor escura ou sabor adocicado, mas que a combinagdo da metodologia do CATA junto a do teste de aceitagdo permite
ao produtor visualizar a garantia que seu produto promovera frente ao mercado consumidor. Portanto, o uso da analise
sensorial frente a esta produgdo mostra-se de grande valia para garantir ao consumidor um produto bom e de qualidade
esperada, visto que 0 mesmo, segundo estudos, tem natureza altamente benéfica.
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INTRODUGAO

Os pds para bebidas sao considerados misturas para preparo de alimentos pela legislagdo brasileira. Sao produtos
constituidos de varios ingredientes destinados a preparar bebidas através da complementagdo com um outro ingrediente
indicado pelo fabricante no rotulo (BRASIL, 2016a). Normalmente, estdo prontos para o consumo ao serem adicionados
de agua e sacarose. S&o chamados erroneamente de “refrescos” ou pelos proprios nomes das marcas comerciais € s&o
adicionados de um ou mais corantes artificiais, entre eles a tartrazina. A tartrazina (5-hidroxi-1-(4-sulfonatofenil)-4-sulfonato-
fenilazo)-H-pirazol-3-carboxilato trissddico) (Figura 1) € um corante alimenticio sintético de coloragdo amarela responsavel
por processos alérgicos, que também tem sido estudada sob suspeita de efeitos mutagénicos e carcinogénicos (HEREDIA
etal., 2015).

Figura 1. Estrutura quimica da tartrazina
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Alegislagéo brasileira permite a adigéo de tartrazina a alimentos e exige que sua presenca seja declarada no rétulo através
do seu proprio nome ou da sigla INS102, mas n&o estabelece que a concentragao presente no alimento seja informada
(BRASIL, 2016b). Portanto, torna-se necessario saber a frequéncia e as quantidades de tartrazina ingeridas (POLONIO,
2009). A IDA (Ingestao Diaria Aceitavel) de tartrazina € de 7,5 mg. kg de peso corpéreo™ (FREITAS, 2012). O quadro é
acentuadamente preocupante na populag&o infantil, cuja massa corpérea inferior aos adultos associado ao consumo de
varios alimentos contendo corantes pode ultrapassar a IDA e trazer riscos a salde. Neste sentido, conhecer os teores de
tartrazina em alimentos normalmente consumidos por criangas, como as bebidas preparadas a partir de pds para bebidas
torna-se de grande relevancia no planejamento dietético e na preservacédo da saude da populagéo.

OBJETIVO
Determinar o teor de tartrazina em p6s para bebidas sabores abacaxi, manga, maracuja, laranja e limao.

METODOLOGIA

A quantificag&o do teor de tartrazina foi realizada segundo Takahashi et al. (1988). Foram analisados 5 sabores diferentes
de p6 para bebidas: abacaxi, manga, maracuja, laranja e limao de 2 marcas comerciais diferentes, exceto os sabores de
laranja e limdo, comercializados por 3 marcas diferentes. Em todos os casos, foram analisadas 3 embalagens de cada um
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dos 3 lotes do produto, portanto nos pos para bebida de sabor lim&o e laranja foram analisados 27 embalagens para cada
sabor e nos pds para bebida sabor abacaxi, manga e maracuja foram analisadas 18 embalagens para cada sabor. Para
isso foram pesados em béquer de 50 mL, 1,50 g do pé para bebida em balanga analitica. A seguir foram adicionados 30
mL de metanol com 5% de hidréxido de amonio. Apds decantagdo (néo foi necessario centrifugar), o liquido sobrenadante
colorido foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL, o material do béquer novamente extraido com metanol amoniacal
€ 0 sobrenadante transferido para 0 mesmo baldo volumétrico de 50 mL. Duas extragdes foram suficientes para tornar
0 p6 para bebida incolor. Apenas no caso do pd para bebida sabor maracuja foram pesados 3,00 g do produto e o baldo
volumétrico utilizado foi de 100 mL. Os baldes volumétricos foram avolumados com metanol amoniacal e a solugdo colorida
foi lida em espectrofotdmetro a 426 nm, usando como branco a solu¢éo de metanol amoniacal. Padréo de tartrazina
(Sensient Colors Latin America, Lerma, México) foi empregado para a construgdo de curva de calibragdo com 5 pontos
do espectrofotdmetro. Os dados foram tratados por analise de variancia e teste de Tukey (p < 0,05) no programa Assistat
7.7 beta (SILVA e AZEVEDO, 2002).

RESULTADOS
As concentragOes de tartrazina encontradas nos pds para bebida séo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Concentragao de tartrazina em mg. 100 g de p6 para bebida

Marca/ Sabor Abacaxi | Laranja [ Limao [ Manga [ Maracuja
Marca 1

Lote 1 14,00 ¢ 98,38 ¢ 30,53 b 126,76 a 25,32 a

Lote 2 23,18 a 131,53 b 21,39¢ 78,60 ¢ 1943 b

Lote 3 18,69 b 137,93 a 54,07 a 92,00 b 15,57 ¢
Marca 2

Lote 1 54,31b 31,40b 38,29 ¢ 51,31¢ 13,08 ¢

Lote 2 36,22 ¢ 29,18 ¢ 87,04 a 54,27b 17,20 a

Lote 3 65,62 a 34,27 a 57,84 b 69,42 a 16,74 b
Marca 3

Lote 1 - 166,62 b 51,93 a - -

Lote 2 - 203,78 a 4724 b - -

Lote 3 - 132,02 ¢ 53,47 a - -

Média da Marca 1 18,62B £3,75 |122,61B+18,39 |35,33B 14,66 |99,12A +21,52 |20,10A +4,25
Média da Marca M2 52,05A+12,10 | 31,61C +2,21 61,06A £21,46 |58,33B+8,43 [15,67B +1,96
Média da Marca M3 - 167,47A +31,08 |50,88AB+2,86 |- -

Média do sabor das diferentes

marcas (M1, M2 & M3) 35,38bc 107,23a 49,09b 78,73a 17,89¢

Letras minusculas diferentes ha mesma coluna indicam diferencga significativa (p < 0,05) do teor de tartrazina entre lotes
diferentes de uma mesma empresa (Diferenga entre Lotes 1, 2 e 3).

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05) do teor de tartrazina entre marcas
comerciais diferentes.

Letras minUsculas diferentes na Ultima linha da Tabela 1 indicam diferenga significativa (p < 0,05) do teor de tartrazina
entre sabores diferentes.

Foi observada significativa heterogeneidade nos teores de tartrazina para diferentes lotes de uma mesma marca comercial
em todos os sabores avaliados, o que parece falta de padronizagdo na adigéo de tartrazina aos pds para bebida e dificulta
a constru¢do de uma tabela contendo o teor de tartrazina para uso rotineiro em consultérios de nutricionistas e outros
profissionais. Nao foi possivel identificar uma Unica marca comercial com menores teores de tartrazina em todos os sabores.
A marca 2 apresentou menores teores de tartrazina que as marcas comerciais 1 e 3 para os sabores de laranja, manga e
maracuja, enquanto a marca 1 apresentou menores teores de tartrazina que as outras marcas comerciais para os sabores
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de abacaxi e limdo. Os pés para bebida sabor laranja e manga apresentaram os maiores teores de tartrazina, superando
em varias vezes o limite de 10 mg de tartrazina. 100 g*' de pd para bebida gaseificada ou nao gaseificada previsto na
legislacéo brasileira (BRASIL, 2016c). Os pds para bebida sabor maracuja e abacaxi apresentaram os menores teores
de tartrazina entre os sabores estudados, mas mesmo assim, ainda estavam acima do limite permitido pela legislagao.
Nenhum p6 para bebida apresentou teor de tartrazina até o limite maximo permitido pela legislagao. O teor de tartrazina
encontrado nos pos para bebida sabor maracuja (17,89 mg. 100 g') foram semelhantes ao encontrado por Takahashi et
al. (1988) 20 mg. 100 g, mas o teor de tartrazina encontrado nos pds para bebida sabor laranja (107,23 mg. 100 g*) foi
3 vezes maior que o valor encontrado por aqueles autores (36 mg. 100 g'). Os pds para bebida de cores mais intensas
(laranja e manga) apresentaram maior teor de tartrazina e 0 pd para bebida sabor maracuja, apesar de amarelo apresentou
menor teor de tartrazina que o p6 para bebida sabor limdo, o0 que pode ser justificado pela presenga de outros corantes
simultaneamente para atingir a coloragdo amarela. O corante sintético amarelo crepusculo € normalmente empregado em
associagdo com tartrazina em varios alimentos (FREITAS, 2012). As por¢des dos pds para bebidas descritas nos rotulos
dos produtos para preparar um copo de 200 mL da bebida pronta, sdo proprias de cada marca comercial, assim uma
porgéo do po para bebida das marcas 1,2 e 3s806,0 g, 5,0 g e 1,5 g, respectivamente. Isto significa que se 0 consumidor
tomasse um copo de 200 mL de qualquer sabor ou marca da bebida pronta produzida a partir do p6 para bebida, ele estaria
consumindo no maximo 7,3 mg de tartrazina (no caso da bebida sabor laranja da marca 1, que continha o p6 para bebida
com maior concentragdo de tartrazina por porgao) e a IDA é de 7,5 mg de tartrazina. kg de peso corporeo™. Para fins de
ilustragdo, uma crianga de 4 anos de idade pesando cerca de 20 kg, poderia tomar 20 copos da bebida por dia até atingir
a IDA. Por isso, acredita-se que, apesar dos elevados teores de tartrazina encontrados nos pos para bebidas o risco maior
para os consumidores ndo sensiveis ao corante esta na associagéo de varios produtos contendo este corante na dieta ou
no consumo abusivo de porgdes de determinados produtos diariamente.

CONCLUSAO

Existem variaces significativas nos teores de tartrazina em lotes diferentes de p6 para bebida de uma mesma empresa,
tornando dificil estimar a ingestao do corante pelos consumidores. N&o foi possivel apontar uma empresa que apresentasse
as menores concentragdes de corantes para todos os sabores de pos para bebida simultaneamente. Os pds para bebida
sabores maracuja e abacaxi apresentaram os menores teores de tartrazina, enquanto os pds para bebida sabores laranja
€ manga apresentaram os maiores teores de tartrazina, entretanto, todos os pés para bebida analisados apresentaram
concentragdes de corante tartrazina superior ao limite estabelecido como seguro pela legislagdo. O consumo de uma
porgéo diaria do produto néo atinge o limite maximo de seguranga estabelecido pela legislagao.
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INTRODUGAO

Devido ao clima e sua biodiversidade, o Brasil destaca-se como um grande produtor de frutas. A agricultura de pequeno
porte destaca-se no cenario brasileiro com produgdo de frutas ainda poucos explorados economicamente, como o
tamarillo (Solanum Betaceum). O tamarillo pertence a familia Solanaceag, € originario da regido andina da América do Sul
(Bolivia, Equador e Peru) e tem sido cultivado em diversos paises como Nova Zelandia, Espanha, Portugal e Brasil. No
Brasil apresenta crescente cultivo na Bahia, em S&o Paulo e em Minas Gerais (Guilherme et al, 2012), onde é conhecido
popularmente como “tomat&o”, “tomate francés” ou “tomate de arvore”. Além de seu alto contetido de vitamina A e C,
o tamarillo contém quantidades significativas de constituintes com ag&o antioxidante, tais como compostos fenolicos e
carotenoides (Espin et al., 2015; Mertz et al., 2010; Huertado et al., 2009). Dentre os compostos fenélicos destaca-se pelo
alto teor de antocianinas, que contribuem para sua cor vermelha e roxa caracteristica. Em fungao de sua elevada atividade
de agua, alta umidade, alta taxa respiratoria, metabolica e enzimatica, o tamarillo esta suscetivel a alteragdes quimicas,
enzimaticas e microbioldgicas, resultando em elevadas perdas pés-colheita (Gava, 2009). Neste sentido, tratamentos
envolvendo aquecimento, refrigeracéo, irradiagao, atmosfera modificada e desidratagdo podem ser utilizados para aumentar
sua vida de prateleira no pds-colheita. A desidratagéo especificamente pode ser empregada nédo apenas com o objetivo
de conservagédo mas também para elaboragéo de produtos diferenciados (Gava, 2009). As frutas desidratadas podem ser
facilmente armazenadas, apresentam grande parte de suas caracteristicas sensoriais preservadas e, portanto, tornam-se
passiveis de adigdo em outros produtos, agregando valor nutricional e contribuindo para a comercializagao de produtos com
aumentado valor de mercado (Osorio et al., 2012). Neste contexto, a desidratagdo do tamarillo pode ser uma ferramenta
visando contribuir na valoragdo deste fruto, com consequente produgéo de uma farinha passivel de adi¢éo e enriquecimento
de novos produtos. No processo de desidratagéo, no entanto, devido a exposigao a altas temperaturas, podem haver
alteragdes na composi¢do quimica do tamarillo, com perdas significativas de compostos fenélicos e 3-caroteno, por exemplo,
que contribuem para sua potencial bioatividade. Neste sentido, torna-se necessario avaliar o efeito de diferentes condigbes
de desidratacdo sobre os teores dos compostos fendlicos e a atividade antioxidante do tamarillo, visando conhecer o método
que melhor preserva suas caracteristicas bioativas.

OBJETIVOS

Objetivo Geral: Investigar o efeito de métodos de desidratagdo sobre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante no
fruto tamarillo. Objetivos especificos: Determinar a atividade antioxidante pelo método de FRAP e TEAC e o teor de fendlicos
totais do fruto tamarillo in natura e da farinha de tamarillo, obtida apds desidratacéo; Investigar o efeito da desidratagdo
osmética prévia a secagem em estufa sobre a atividade antioxidante e o teor de fenodlicos totais do tamarillo.

METODOLOGIA

Amostragem: As amostras de tamarillo foram adquiridas de agricultores familiares da regido Serrana do Rio de Janeiro
(RJ). Apds selegdo, lavagem e sanitizagdo, cada fruto foi cortado em quatro partes longitudinais e foram direcionados
para 0s processos de desidratacéo (1, 2 e 3), conforme descrito a seguir: Farinha 1: Desidratagdo em estufa ventilada
(Estufa Marconi, modelo ma 035/5) a 55°C por 32h18’, posteriormente submetida a 90°C por 1h (Ferreira et al., 2015).
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Farinha 2: Desidrata¢&o osmética prévia em solugéo de 27,5% sacarose + 10% NaCl (p/p) a 40°C por 60 minutos (Heredia
et al., 2012), seguida de desidratagéo em estufa ventilada a 55°C por 20h35’, posteriormente submetida a 90°C por 1h.
Farinha 3: Desidratacdo osmética prévia em solugdo de sacarose a 55° Brix, 30°C por 120 minutos (Heredia et al., 2012),
seguida de desidratagdo em estufa ventilada a 55°C por 18h33', posteriormente submetida a 90°C por 1h. Em seguida, os
frutos desidratados foram moidos em moinho para obtengéo das farinhas. O fruto in natura macerado e as farinhas foram
extraidos com solugéo aquosa de metanol:dgua (40:60, v/v) e filtrados para realizacéo das analises. Determinagdo de
fendlicos totais: Os teores de fendlicos totais foram determinados pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau
(Singleton et al., 1999). Determinagéo de capacidade antioxidante pelo método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant
Power): O ensaio de FRAP foi realizado de acordo com metodologia adaptada de Benzie & Strain (1996). Determinagdo de
capacidade antioxidante pelo método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity): O ensaio de TEAC foi realizado
de acordo com metodologia adaptada de Re et al., (1999). Analises estatisticas: Anélise de One-way anova seguida de
pos teste de Tukey foi empregada para investigar as diferengas entre as amostras analisadas. Teste de correlagdo em
matriz de Pearson foi utilizada para investigar as associagdes entre os teores de fendlicos totais e a atividade antioxidante
do tamarillo. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos. As anélises foram realizadas em duplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 s&o apresentados os dados de umidade e o tempo em estufa gasto para desidratagéo do tamarillo. No geral
foi possivel observar que o emprego de desidratacdo osmatica previamente a secagem em estufa levou a uma redugéo no
tempo gasto necessario em estufa para obtengéo da farinha de tamarillo. De acordo com legislagéo que estabelece teores
méaximos de umidade de 25% para frutas desidratadas (Brasil, 2008), as farinhas de tamarillo apresentaram resultados de
umidade dentro do preconizado pela legislagéo vigente.

Tabela 1: Umidade e tempo gasto na desidratagéo de farinhas de tamarillo,
submetidas a diferentes processos de desidratagéo.

FARINHA 1 FARINHA 2 FARINHA 3
UMIDADE 9,9+0,2° 7,2+0,078 13,1+ 0°
TEMPO DE ESTUFA 32h18’ 20h35’ 18h33’

Resultados expressos como Média + DP; letras sobrescritas diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p <
0,05; Teste One-way anova seguida de pds teste de tukey). Farinha método 1: Desidratagdo em estufa a 55°C por 32h18’
+90°C por 1h. Farinha método 2: Desidratacdo osmética (27,5% sacarose + 10% NaCl (p/p) a 40°C por 60 minutos),
seguida de estufa a 55°C por 20h35’ + 90°C por 1h. Farinha método 3: Desidratacdo osmoética (Sacarose a 55° Brix, a
30°C por 120 minutos), seguida de estufa a 55°C por 18h33'+ 90°C por 1h.

Foi observado que a farinha desidratada somente em estufa (Farinha 1) apresentou teor de fenélicos e atividade antioxidante
(FRAP) similares aos do fruto in natura (Figura 1). Consistentemente, comparando-se as farinhas de tamarillo obtidas pelos
diferentes métodos de desidratagéo, foi possivel observar que a Farinha 1 apresentou teor de fenolicos totais e atividade
antioxidante em média 28% e 32% maiores, respectivamente, que as farinhas desidratadas com tratamento osmético prévio
(Farinhas 2 e 3; Figura 1). Provavelmente parte dos compostos fendlicos e outros compostos do tamarillo foram lixiviados
junto da agua durante o processo de desidratagéo osmética, levando a esta redugéo do contetido de fendlicos e atividade
antioxidante observada, quando comparado aos do fruto in natura. Este resultado difere de dados da literatura obtidos
para laranjas pré-desidratadas osmoticamente, que apresentaram menores perdas de fendlicos e aumento da capacidade
antioxidante em relagéo a fruta seca em estufa sem pré-tratamento osmético (Mendes et al., 2013). De acordo com a
literatura, a variavel concentragao da solugdo osmoética tem efeito positivo sobre a retengéo da atividade antioxidante de
frutas. Assim, quanto maior a incorporagao de solutos, maior € o seu efeito protetor criado na superficie da fruta, prevenindo
o fluxo de compostos que conferem atividade antioxidante (Heredia et al., 2012). Provavelmente no nosso estudo, a alta
solubilidade dos principais compostos fenolicos presentes no tamarillo levaram a sua perda durante o fluxo de agua do
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fruto para a solucdo (Neto et al., 2005) e este fator foi preponderante a prote¢éo conferida pela impregnagéo dos solutos.
Consistentemente, comparando-se os dois processos de secagem com desidratagdo osmotica prévia, foi observado
que 0 método mais brando (método 2) foi aquele que reteve o maior contelido de fendlicos e atividade antioxidante.
Foi observada correlagao positiva entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante obtida pelos dois métodos,
reiterando a importancia dos compostos fendlicos como os principais determinantes da atividade antioxidante dos frutos
(Tabela 2). O maior valor de R e 0 menor nivel de significancia observado pelo método FRAP indica que 0 mesmo pode
ser mais adequado ao se avaliar a atividade antioxidante do tamarillo.
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Figura 1: Conteudo de fendlicos totais (A) e atividade antioxidante avaliada pelos métodos FRAP (B) e TEAC (C) de
tamarillo in natura e farinhas de tamarillo obtidas por diferentes processos de desidratagdo. Resultados expressos como
média * desvio padrao de duas replicatas. Valores com diferentes letras sobrescritas no mesmo ensaio indicam diferenca
significativa entre as amostras (Oneway ANOVA seguida de pos teste de Tukey, p< 0,05). Farinha 1: Desidratagdo em
estufa a 55°C por 32h18" + 90°C por 1h. Farinha 2: Desidratagéo osmética (27,5% sacarose + 10% NaCl (p/p) a 40°C
por 60 minutos), seguida de estufa a 55°C por 20h35’ + 90°C por 1h. Farinha 3: Desidratagao osmotica (Sacarose a 55°
Brix, a 30°C por 120 minutos), seguida de estufa a 55°C por 18h33" + 90°C por 1h.

Tabela 2: Correlagdes (matriz de Pearson) entre o teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante
no tamarillo in natura e nas farinhas de tamarillo.

Variaveis R P
Fendlicos totais vs. FRAP 0,977 <0,0001
Fendlicos totais vs. TEAC 0,766 0,027

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo indicaram que a desidratagao do fruto tamarillo em estufa ventilada néo altera seu teor de
fenodlicos totais e sua atividade antioxidante. Adicionalmente, 0 emprego de desidratagdo osmatica previa a desidratagdo em
estufa promove maior perda de fendlicos e consequentemente da atividade antioxidante do tamarillo, quando comparado a
desidratagdo em estufa. Este estudo contribui para o conhecimento dos efeitos dos processamentos sobre a composi¢do
do tamarillo e fornece dados para futuras investigagdes sobre sua qualidade sensorial e bioatividade.
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MAPEAMENTO DE CORANTES ARTIFICIAIS EM BISCOITOS E QUANTIFICAGAO EM
BISCOITOS DO TIPO SNACK
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Palavras-chave: espectrofotometria; corantes sintéticos.

INTRODUGAO

A tilizagédo de corantes artificiais em alimentos € uma pratica comum na indUstria com a finalidade de recuperar ou evidenciar
aspectos sensoriais alterados durante o processamento de determinados alimentos e torna-los atrativos ao consumidor
(EVANGELISTA, 2000; GODQY, 2003). Alimentos tais como sucos, balas, gelatinas, refrigerantes e guloseimas em geral
sao frequentemente adicionados destas substancias com o objetivo de torna-los atrativos aos olhos do consumidor (KAPOR
et al., 2001). A aplicagdo destes compostos deve, no entanto, seguir critérios pré-estabelecidos. A avaliagdo segura dos
aditivos alimentares no ambito mundial € baseada no controle das IDAs ou ADIs (Acceptable Daily Intake), desenvolvida
pelo Comité de Experts em Aditivos Alimentares da FAO/WHO (Food and Agriculture Organization). No Brasil o érgao
responsavel pela regulamentagdo dessas substancias é a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) que dispoe
de diversas resolugdes para tratar e limitar o uso de corantes no Brasil nos diferentes tipos de alimentos. Atualmente, no
Brasil, é permitido 0 emprego de onze corantes artificiais em alimentos e bebidas sendo eles: amaranto (INS 123), amarelo
crepusculo (INS110), azorrubina (INS102), azul brilhante FCF (INS133), azul patente V (INS131), eritrosina (INS127),
indigotina (INS132), ponceau 4R (INS124), tartrazina (INS102), verde rapido FCF (INS143), vermelho 40 (INS129). Apesar
dos parametros regulamentados para o uso na industria, ha uma questao inerente a pouca informagéo que chega ao
consumidor a respeito desses aditivos. Isto porque, a legislagao vigente, o Decreto-Lei n° 986, de 21 de outubro de 1969
obriga que seja informada no rétulo a presenga do corante na composicao do alimento, mas néo a informar a quantificagéo
dos teores presentes, nem seus possiveis efeitos (PRADO & GODQY, 2004). Ademais, a permissibilidade desses corantes
sintéticos ndo extingue o fato da existéncia de efeitos adversos no uso dessas substancias, que embora ndo sejam
divulgados na embalagem estéo disponiveis em artigos cientificos. Por conseguinte, estudos tornam-se relevantes de
modo a quantificar os valores de corantes artificiais em alimentos visando verificar sua adequacgéo a legislacéo e a IDA
recomendada e, por fim, estimar o uso seguro dos aditivos alimentares numa determinada populagao (POLONIO, 2002;
SCHUMANN et al., 2008; WHO, 2012; ALMEIDA, 2014), e preocupando-se, principalmente, com alimentos voltados a
populaggo infantil (PERES & POLONIO, 2009).

OBJETIVO
Realizar um levantamento da presenca de corantes artificias em biscoitos vendidos no municipio do Rio de Janeiro,
quantificando os corantes artificiais nos biscoitos do tipo snack.

METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada em duas etapas, a primeira consistiu em uma pesquisa de campo com objetivo de levantar
informacdes, através da analise da rotulagem, sobre a presenca de corantes artificiais em biscoitos, realizada no segundo
semestre de 2015. A partir dos dados obtidos acerca de quais biscoitos continham corantes artificiais € quais corantes
configuravam nesses produtos iniciou-se a segunda etapa que consistiu na analise dos 4 biscoitos do tipo snack, destes:
um salgadinho de trigo com pimenta, um salgadinho de milho com queijo, dois biscoitos do tipo snack a base de batata um
sabor cebola e outro sabor queijo cheddar. Trés corantes foram analisados nesses alimentos: tartrazina, amarelo crepUsculo
e azul brilhante. Com a classe de biscoito definida, a parte pratica consistiu na elaboragédo de curvas-padrao de corantes e
a andlise dos produtos de acordo com a metodologia de Takahashi et al. (1988). Para as curvas, foram utilizados padroes
dos corantes encontrados nos biscoitos previamente pesquisados. Foi feita uma solugdo mée de cada corante diluido em
metanol com 5% de hidréxido de aménio. Em seguida foram feitas 5 diluicdes de cada um dos corantes para que fosse
possivel a realizagdo de uma curva. As concentragdes das solugdes foram estipuladas de acordo com os valores de

193

&
U PROPG Diretoria de

UNIRIO Pesquisa



Livro de Resumos
ISSN 1808-2424

» Universidade Federal do PROPG
UUNIRIO Estado do Rio de Janeiro | -37m

Diretoria de Pesquisa

referéncia que s&o permitidos na legislagéo e estao contidos no Consolidado de aditivos alimentares (ANVISA, 2016) e as
diluigdes foram feitas acima e abaixo da legislagdo. Cada corante foi lido no seu devido comprimento de onda (tartrazina
a 426 nm, amarelo crepusculo a 481 nm e azul brilhante a 630 nm). Para as amostras, foram obtidas 9 unidades de cada
produto, sendo 3 de cada lote. Para o preparo do material, utilizou-se liquidificador parar triturar as amostras até reduzi-
las a p6. Com o pé de cada lote pronto, foi necessaria a separagéo de todo o produto em quartis de onde eram excluidos
os produtos de uma das diagonais e o da outra formava um novo montante que seria separado novamente em quartis. O
processo foi repetido até que a quantidade de produto ficasse préximo as 20 g utilizadas para pesagem. A pesagem, assim
como com os corantes, foi realizada em balanga analitica Marte modelo AY220. Em seguida o material foi levado a capela
e foi extraido com 30 mL de solugéo de metanol com 5% de hidréxido de aménio. Alternadamente, o material foi agitado
com um bastéo para acelerar a extragdo dos corantes. Os produtos foram sucessivamente extraidos até que a solugéo de
extracéo se apresentasse incolor. As fragdes contendo os corantes foram filtradas com papel de filtro comum para baldo
volumétrico de 200 mL. Apds avolumar e homogeneizar o baldo volumétrico, a solugéo foi lida em espectrofotometro. Os
dados foram tratados no programa Assistat 7.7 (Silva e Azevedo, 2002) e submetidos a analise de variancia, teste de Tukey
e teste t comparando-se com os valores da R. 389/99 (ANVISA) e com os valores recomendados pela IDA (WHO, 1991).
Resultados: durante a pesquisa de campo, foram analisados 190 rétulos de biscoitos, dos quais 35 (18,42%) apresentavam
corantes artificiais em sua composigao. Destes biscoitos contendo corantes artificiais, 2 eram biscoitos salgados recheados,
26 eram biscoitos doces recheados e 7 eram biscoitos salgados tipo snack. Estes resultados mostram que no grupo dos
biscoitos contendo corantes artificiais os biscoitos recheados representam 80% dos biscoitos com corantes artificiais relatados
em seus rotulos, dos quais 74,3% sao biscoitos recheados doce e 5,7% séo biscoitos recheados salgado, enquanto os
biscoitos do tipo snack representam 20% dos biscoitos contendo corantes declarados em seus rotulos. Entéo, acredita-se
que os corantes artificiais adicionados a biscoitos estejam predominantemente nos recheios, principalmente nos recheios de
biscoitos doces, ja que existe uma diversidade de produtos maior que os biscoitos salgados recheados. Existem mais marcas
comerciais de biscoitos recheados doces com mais opgdes de embalagens, inclusive com menos biscoitos voltados para a
merenda escolar das criangas. Na classe dos biscoitos tipo snack, 2 tiveram substituidos os corantes artificias por corantes
naturais e 1 teve sua produgao interrompida. Foram, portanto, analisados 4 marcas comerciais diferentes das 7 marcas
comerciais inicialmente listadas. Os resultados indicaram que todos os produtos se encontram dentro dos parametros
estabelecidos pela legislagdo no que diz respeito as concentragdes de corantes presentes nestes alimentos. Contudo,
0s biscoitos tipo snack a base de batata sabor cebola e sabor queijo cheddar apresentaram concentragdes dos corantes
artificiais presentes significativamente diferentes entre os seus respectivos lotes, 0 que pode indicar uma inconformidade
na padronizagéo da adi¢do dos corantes nestes produtos. As concentragdes de corantes artificiais relatadas nos rétulos
dos biscoitos tipo snack estéo apresentadas na Tabela1.

Tabela 1 - Concentragdes de corantes artificiais descritos nos rétulos de biscoitos tipo snack

Anilise R383/99 IDA
Alimento Corante mg/25g mg/25g
mg/100g (porio) mg/100g (porcio) mglkg | mg/30kg
Salaadinho de Tri . Tartrazina 0,69 0,17 20 5 7,50 187,50
algadinho de Trigo com pimenta ™ /ginante | 1,65 0,41 20 5 10 300
Snack a base de batata sabor cebola | Tartrazina 1,45 0,36 20 5 7,50 187,50
aromatizado e colorido artificialmente | Azul Brilhante 1,58 0,39 20 5 10 300
Snack a base de batata sabor Tartrazina 6,68 1,67 20 5 7,50 187,50
cheddar aromatizado e colorido Amarelo
artificialmente Crepusculo 3,15 0.79 5 2:50 2:50 7
Sagadinho de milho com queijo Amarelo
aromatizado e colorido artificialmente |  Crepusculo 3,66 092 5 2,50 2,50 E

Utilizou-se 30 kg como peso médio de uma crianga de 9 — 10 anos ja que este € um publico que consome com frequéncia
estes alimentos.
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E possivel verificar a partir dos dados apresentados uma vasta distancia entre o que foi quantificado e o maximo permitido,
principalmente, quando se utiliza o valor da porgdo em comparagao com a estimativa de peso para estimar a IDA. Entretanto,
vale ressaltar que a alimentagdo deve ser vista de forma completa, considerando tudo que pode ser consumido pelo
individuo ao longo do dia, 0 que faz com que em uma analise detalhada possamos encontrar valores discrepantes no
somatério do consumo diario de produtos com corantes artificiais em sua composigéo. Na literatura ndo ha estudo acerca
da quantificagdo de corantes artificiais em biscoitos, no entanto, PRADO&GODQY (2007) quantificaram por CLAE corantes
artificiais em cereais matinais, confeitos de chocolate e gomas de mascar encontraram nestes ultimos valores acima do
permitido e nos dois primeiros valores bem préximos do permitido. SCHUMANN et al. (2008) pesquisaram através de
questionarios de frequéncia aplicados em 150 criangas de até 10 anos o consumo de, de p6 para gelatina, preparado sélido
para refresco e refrigerante tendo como resultado que 20% das criangas estariam ultrapassando a ingestao recomendada
para 0 amarelo crepusculo.

Concluses: Menos de 20% dos biscoitos relataram corantes artificiais em seus rétulos. Dentro deste grupo, os biscoitos
recheados sdo os principais veiculos de corantes artificiais, seguido pelos biscoitos do tipo snack. Os teores de corantes
artificiais em biscoitos do tipo snack dentro dos parametros da legislagao e do preconizado pela IDA ndo garantem que a
ingestéo diaria ndo supere a IDA porque, os biscoitos do tipo snack compdem um dos varios tipos de alimentos que contém
corantes artificiais. A alimentag&o com excesso de alimentos processados favorece um alto consumo de aditivos ao longo do
dia no cotidiano da populagao. Os resultados obtidos por outros estudos também apresentam uma preocupacg&o consideravel
com a ingestao de corante por criangas e adolescentes, sendo uma preocupagao pertinente e ratificada por esta pesquisa.
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INTRODUGAO

O trigo é atualmente o segundo cereal mais cultivado no mundo com uma produgo total anual de mais de 730 milhdes de
toneladas (FAOSTAT, 2016). O trigo € o Unico cereal facilmente transformado em massas alimenticias e panificaveis devido
as propriedades viscoelasticas das suas proteinas de reserva, divididas em mondmeros (gliadina) e polimeros (glutenina)
(Ferreiraetal., 2014). O gluten é o resultado da rede polimérica viscoelastica formada por essas proteinas ap6s hidratagao
da farinha e aporte mecanico, e sua qualidade esta relacionada com a composigéo e proporgao de gliadina e glutenina.
Segundo dados da Associagéo Brasileira das Industrias de trigo (Abitrigo), apenas 30% do produto nacional convém a
panificacdo, devido a baixa qualidade e concentragéo de gluten.

Além do aspecto tecnoldgico, as proteinas do gluten podem desencadear reagdes inflamatorias em pacientes celiacos e o
tratamento para a doenca celiaca (DC) é a exclus&o do gluten da dieta. As proteinas do gluten estao presentes em diversos
tipos de alimentos e devido a sua importancia nutricional e tecnoldgica, hd um grande esforgo para caracteriza-las (Dupont
etal., 2011; Vensel et al., 2014). Entretanto, devido ao seu polimorfismo e capacidade de polimerizagao, as proteinas do
gluten séo dificeis de serem identificadas e caracterizadas (Ferreira et al., 2014; Vensel et al., 2014).

Nesse sentido, abordagens protedmicas com base em técnicas sensiveis e confidveis, como a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, revelam-se como importantes ferramentas para a identificagéo das proteinas do
gliten (Martinez-Esteso et al., 2016). Métodos de aquisi¢do independente de dados em espectrometria de massas (MSF)
permitem aplicagéo simultanea de baixa e alta energia na célula de colisdo. Assim, dados de massa exata de precursores e
fragmentos s&o adquiridos ao mesmo tempo, aumentando a amostragem de ions e facilitando a identificacéo de peptideos
em amostras complexas (Gomes, 2016).

OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo a identificagdo das proteinas de farinha de trigo brasileiro de diferentes qualidades
tecnoldgicas por meio de ferramentas protedmicas integradas utilizando espectrometria de massas de alta resolugéo e
sistema de mobilidade idnica comparando-se dois métodos de aquisicdo independente de dados.

METODOLOGIA

Duas amostras de farinha de trigo (Triticum aestivum), cedidas pela empresa OR Melhoramento de Sementes Ltda
(Passo Fundo-RS), foram analisadas: uma previamente classificada como forte (Ametista) e outra como fraca (Campeiro),
segundo a forga do gluten e estabilidade. Primeiramente foi realizada uma extragdo sequencial segundo a classificagéo
por solubilidade de Osborne (1907), obtendo-se 4 extratos: albuminas e globulinas (A/G -soltveis em Tris-HCI), gliadinas
(Gli - etanol 70%), gluteninas soluveis (GS - 2% SDS) e gluteninas insoluveis (Gl - 2% SDS, 20 mM DTT). Apés extragéo,
as proteinas passaram pela etapa de clean-up para concentragéo e troca de tampao, utilizando-se filtros Amicon 3 kDa
(Ultra Centrifugal Filters, Millipore). Em seguida, foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), utilizando-se como
padrdo albumina de soro bovino (BSA). As leituras foram realizadas em triplicata a 595 nm em espectrofotdmetro (UV-2700,
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Shimadzu). Apds quantificagéo, as amostras foram diluidas em bicarbonato de aménio até concentragéo aproximada de
1 ug/uL. Apds essas etapas, realizou-se a digestao triptica, a partir de aliquota de 50 L de cada extrato proteico (1 ug/uL),
adicdo de bicarbonato de aménio (NH4HCO3) e solugéo 0,2% v/v RapiGest SF (Waters). Em seguida, foi adicionado
ditiotreitol (DTT) e iodoacetamida (IAM) e as amostras foram vortexadas e deixadas no escuro (20 °C, 30 min). Foram
entdo adicionados 20 pL de Tripsina Lys-C (Trypsin/Lys-C Mix, Mass Spectrometry Grade, Promega) preparada em 50
mM NH,HCO,, pH 8,5 e homogeneizou-se. A etapa de digestéo foi realizada por 14 horas a 37 °C, sem agitagao (Shaker,
TE-420 Tecnal). Apds o overnight, foram adicionados 5% acido trifluoroacético (TFA), seguindo com incubagéo em shaker
(90 min: sem agitagéo; 37°C) e centrifugagéo (14.000 xg; 30 min; 4 °C; Centrifuga refrigerada Megafuge 16R Centrifuge,
Thermo). Os sobrenadantes foram armazenados em ultrafreezer (-80 °C).

As amostras foram transferidas para vials e adicionadas de hidroxido de amonio (NH,OH, 1N) e formiato de aménio a
20mM. A aquisigdo em NanoUPLC (Acquity, Waters) dos peptideos foi realizada usando um sistema 1D simulado equipado
com uma pré coluna XbridgeTM BEH130 C18 (5 um, 300 um x 50 mm, Waters), coluna Trap 2G nanoAquity UPLC C18
(5um, Waters) e coluna de fase reversa nanoAquity BEH130 C18 (1,7 um, 100 pum x 100 mm, Waters). Foram utilizados os
seguintes parametros: capilar (2,7 kV), sample cone (30 V), source offset (30 V), temperatura da coluna (55 °C), variagdo
de m/z de 50 a 2000 e tempo de varredura de 0,5 s. Acoplado ao NanoUPLC utilizou-se o sistema de espectrometria de
massas Synapt G2-S HDMS (Waters) com quadrupolo hibrido e tempo de voo (QTOF) e mobilidade iénica. As aquisigdes
foram realizadas em modo “resolution e polaridade positiva. As amostras correram por 29 minutos com gradiente das fases
maveis A: agua ultra-pura com 0,1% de &cido férmico e B: acetonitrila com 0,1% de acido férmico.

A primeira etapa foi a reali