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Introducéo

A producéo brasileira de rd-touro americana (Lithobates catesbeianus) representa alto custo ao
produtor, entretanto, a carne desta espécie apresenta diversos consumidores efetivos, devido a apreciagdo
de seus aspectos sensoriais e nutricionais, especialmente o alto teor de proteinas de alto valor bioldgico e
0 baixo teor de lipideos que caracterizam a carne de ra-touro americana como um alimento saudavel e de
alto valor nutritivo, atributos exigidos pelos consumidores mais exigentes na atualidade. Contudo, o
elevado custo deste produto reduz a demanda por parte dos consumidores e, consequentemente, a oferta
pelas indUstrias, provocando uma situacdo desfavordvel ao setor. Desta forma, o cultivo de girinos vem
sendo estudado como uma alternativa de reducdo do tempo de cultivo, custo de criacdo e menor
mortalidade dos animais. O objetivo do presente estudo foi avaliar a composi¢do centesimal da
musculatura da cauda de girino da rd-touro americana (Lithobates catesbeianus).

Resultados e Discussédo

Os resultados da musculatura da cauda de girino de ra-touro com pele foram 13,54% de
proteina, 0,22% de lipideos, 86,49% de umidade e 0,77% de residuo mineral fixo ou cinzas, enquanto 0s
valores da musculatura sem pele foram 12,66% de proteina, 0,14% de lipideos, 85,14% de umidade e
0,81% de cinzas.

Mello et al. (2006), ao avaliarem a composic¢do da carne do dorso, encontraram resultados de
16,0% de proteina, 0,2% de lipideos, 79,2% de umidade e 1,2% de cinzas. Além disso, realizaram as
mesmas analises na coxa da ra-touro que apresentou 15,7% de proteina, 0,2% de lipideos, 78,3% de
umidade e 0,9% de residuo mineral fixo. N6brega et al. (2007) obtiveram 19,4% de proteinas, 0,6% de
lipideos e 1,0% de cinzas em coxa de ra-touro in natura.

Em relacdo aos valores de composicdo centesimal em carne de rd, observa-se que ha uma
variacdo entre os dados em trabalhos descritos na literatura, devido ao fato dos valores terem sido
influenciados, provavelmente, pelo tipo de manejo e alimentagdo administrada as ras cultivadas.
Contudo, os resultados da composicdo centesimal da musculatura da cauda de girino de ra-touro, com ou
sem pele, foram semelhantes aqueles da carne do dorso e coxa da ré-touro, relatados por Mello et al.
(2006), fato que possibilita a inclusdo da musculatura da cauda de girino de ra-touro em substituicdo as
diferentes formas comercializacdo ja existentes deste produto, como carne de réd-touro in natura, dorso e
coxa da ra-touro.



Neste estudo, pode-se observar que a composigdo quimica centesimal da musculatura da cauda
de girino de ré-touro americana com e sem pele ndo apresentou variagdo relevante entre si. Por esta
razdo, as industrias tém a possibilidade de oferecer produtos ao mercado nacional com uma maior
variedade. Visto que, apesar da composic¢ao quimica centesimal da musculatura da cauda de girino de ra-
touro americana com pele tenha se aproximado mais dos valores observados no dorso e coxa,
principalmente no que se refere a proteinas e lipideos, ambos os produtos tem qualidade nutritiva e
sensorial especifica.

Embora seja um alimento saudavel e com alto valor nutritivo, existem alguns entraves na cadeia
produtiva de rd, sendo o principal deles o custo de producdo. Lima (2001) afirmou que a demanda por
carne de rd no mercado interno é reprimida, devido ao elevado custo do produto, decorrente do baixo
volume de criacdo de rd a qual representa alto custo para o produtor. Em contrapartida, a criagdo de
girinos promove uma reducdo do tempo de cultivo, que pode ser abreviado para dois meses,
correspondendo a um terco do ciclo total de producédo de rds. Consequentemente, o custo de criacdo é
reduzido, ndo alcangando 20% do valor gasto para a producdo de ras, uma vez que o forte impacto no
custo de producdo esta relacionado as despesas com alimentacdo na fase de engorda do animal. Além
disso, para Mazzoni (2001), o cultivo de girinos promove maior resisténcia aos animais e, portanto,
menor mortalidade, visto que a girinagem, quando conduzida conforme critérios técnicos adequados,
resulta na sobrevivéncia de 90% dos individuos.

Conclusoes

Conclui-se que, a musculatura da cauda de girino de rd-touro americana possui composi¢do
guimica centesimal semelhante a carne de réd in natura e de outras partes ja consumidas, como o dorso e
coxa, que, devido ao alto custo de producdo, apresentam consumo restrito. Desta forma, o referido
produto pode ser uma alternativa economicamente viavel tanto para o produtor, pois aumentaria seu
volume de producdo, quanto para a indUstria, uma vez que resultaria na inclusdo de um produto mais
competitivo no mercado interno. Além disso, sua comercializacdo beneficiaria 0s consumidores que
estdo cada vez mais atentos as questfes relacionadas a qualidade nutricional e sensorial, bem como a
acessibilidade econémica dos alimentos. Sendo assim, o produto elaborado a partir da cauda de girino de
rd-touro americana € uma opcdo inovadora e viavel de comercializacdo, visto que relne aspectos
relevantes para os consumidores, como alto valor nutritivo e baixo custo.
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Introducéo

Os ambientes marinhos estdo constantemente expostos a processos de contaminacdo devido
a descartes inadequados de residuos de diversas atividades humanas. Entre os poluentes inorganicos
de maior importancia toxicoldgica, encontra-se o mercurio, elemento que possui altas taxas de
absorcéo e taxas de excrecdo baixas podendo se bioacumular na biota aquéatica e no homem, via
cadeia alimentar. Em casos de areas com historico de contaminacgdo o consumo de pescado poderd,
dependendo do habito alimentar da populacdo, ocasionar, alteracdes bioquimicas que resultam em
distlrbios neurolégicos e outros sintomas variados.

Os mexilhGes sdo capazes de acumular contaminantes inorganicos, como 0s metais traco,
devido ao seu hébito alimentar filtrador. A grande vantagem da utilizagdo dos mexilhdes, como
biomonitores, € a capacidade de acumular metais, mesmo quando presentes em baixas concentracdes
no ambiente. O mercirio se acumula principalmente em tecidos viscerais dos bivalves, se
complexando com grupamento sulfidrila de proteinas através de uma unido quimica estavel, se
bioacumulando ao longo de sua vida e, desta forma, constituindo importantes biomonitores do grau
de contaminacdo de um determinado ecossistema. A espécie Perna perna vem sendo utilizada em
pesquisas pela capacidade de responder, de forma rapida, a presenca de poluentes marinhos
independentemente das variagfes ambientais.

Programas de monitoramento ambiental com a utilizacdo de moluscos bivalves séo
propostos para controle de poluicdo por metais trago em aguas costeiras por todo o mundo. Devido a
importancia da espécie Perna perna no Brasil, pela sua abundancia e facil obtencdo, elegeu-se este
organismo para realizacéo do estudo.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a presenca do mercirio na praia de Itaipu, regido
ocednica da cidade de Niter6i (RJ), onde a atividade pesqueira é predominantemente artesanal,
usando o mexilhdo como bioindicador.

Para isso, foi criada uma fazenda de mexilhes pelo método “long line”, na praia de Itaipu.
A Fazenda foi estrategicamente localizada de modo que também recebesse influéncia das aguas
oriundas do canal que liga a praia a lagoa de Itaipu. Os mexilhdes foram fixados em cordas presas
numa estrutura fixa ou flutuante que ficam suspensas dentro de agua, na vertical. A coleta foi
realizada uma vez por més para que fosse acompanhado o teor de mercirio na musculatura em
diferentes fases de desenvolvimento desses animais. O procedimento analitico utilizado para
analise de mercurio total foi a espectrofotometria de absorcdo atbmica baseada no diferencial
Zeeman, realizado no Laboratério de Especiacdo de Mercirio Ambiental (LEMA), na
Universidade Federal do Rio de Janeiro.



Resultados e Discusséo

Os teores observados nas amostras de mexilhdo estudadas encontravam-se bem abaixo dos
limites estabelecidos pela ANVISA para peixes e produtos de pesca, baseado em valores da
Organizagdo Mundial de Satide. A ANVISA estabelece limite de 0,5 pg.g™ em espécies de pescados
ndo predadoras e 1 pg.g™ para as espécies predadoras. Na tabela 1 demonstra-se o valor médio dos
resultados encontrados na analise de mercurio dos mexilhes de maior idade (nove meses), coletados
na fazenda.

Tabela 1. Tamanho, peso e teor médio e Hg-Total (ng.g™) na
fazenda marinha experimental na praia de Itaipi-Niter6i-RJ,

onde o n=13.
Amostra Tamanho (mm) Peso(g) HgT (ug.g™)
Média 95,3 16,10 0,0098
DP 1,8 1,83 0,0024
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Figura 1. Dispersdo dos resultados de Hg-Total (ug g™*) em mexilhdes (Perna perna)
oriundos da fazenda marinha piloto alocada na Praia de Itaipd-Niter6i-RJ

Conclusdes

As concentracBes de merclrio encontradas nos mexilhdes foram baixas. Este fato,
impossibilitou afirmar que a origem do metal seja originada de atividades antropogénicas, haja visto
gue o mercUrio apresenta também origem biogénica. Entretanto é possivel inferir que, apesar dos
baixos valores, este elemento entra nesse ecossistema de alguma forma, sendo necessarios estudos
mais aprofundados a respeito da sua origem.
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Introducéo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma das espécies de maior importancia na
aquicultura por apresentar caracteristicas desejaveis sob os aspectos nutricionais e mercadoldgicos.
O processo de industrializagdo de pescado proveniente da piscicultura vem crescendo de forma
constante com o surgimento de industrias de beneficiamento, que visam o aprimoramento no
processo de obtencdo de filés, que representam a preferéncia nacional de consumo de tilapia.
Entretanto, dentre os produtos de origem animal, o pescado é o produto mais susceptivel ao processo
de deterioracdo. Desta forma, justifica-se a utilizacdo da irradiacdo e da embalagem em atmosfera
modificada como métodos de conservacdo que visam aumentar a validade comercial do produto em
questdo. O processo de irradiacdo é considerado um método eficiente de conservagdo por reduzir o
nimero de microrganismos patogénicos e deteriorantes, sem que as caracteristicas sensoriais e
nutricionais do alimento sejam alteradas significativamente. A embalagem em atmosfera modificada
aumenta a validade comercial dos produtos, preservando sua qualidade, além de propiciar o
transporte a mercados distante e, principalmente, reduzir as perdas econdmicas. Seu mecanismo de
acdo consiste, basicamente, na modificacdo da atmosfera a qual os microrganismos sdo expostos,
alterando sua velocidade de crescimento populacional, além de controlar a atividade enzimatica e
oxidacdo das gorduras. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos dos processos de
irradiacdo e embalagem em atmosfera modificada, sobre os aspectos fisico-quimicos (bases volateis
totais - BVT, amdnia e pH), durante a validade comercial de filés de tilapia resfriados (0+1°C).

Resultados e Discussao

Os resultados obtidos de bases volateis totais (N-BVT) no dia zero foram de 7,56mg N-
BVT/100g; 9,45mg N-BVT/100g e 5,04mg N-BVT/100g nas amostras submetidas ao tratamento T1
(embalagem em aerobiose - controle), T2 (embalagem em atmosfera modificada com 40% CO; e
60% N,) e T3 (embalagem em aerobiose e irradiagdo com dose de 1,5kGy), respectivamente. Os
valores verificados nas amostras controle alcancaram o limite estabelecido pela legislacdo nacional,
30mg N-BVT/100g de amostra (BRASIL, 2008), no 6° dia (30,87mg N-BVT/100g) de
armazenamento, demonstrando a susceptibilidade dessa matriz alimentar a perda de qualidade,
enquanto os resultados dos filés submetidos aos tratamentos 2 e 3 atingiram o preconizado pela
legislacdo no 13° dia (31,5mg N-BVT/100g), 6 dias a mais, e no 15° dia (30,87mg N-BVT/100g), 7
dias a mais, de estocagem em gelo (0£1°C), respectivamente. Vale ressaltar que, no Brasil, ndo ha
regulamento especifico de N-BVT para peixes de agua doce e que esse limite foi utilizado como
referéncia, ndo sendo, portanto, especifico para a espécie em estudo. E relevante ressaltar que a
tildpia possui tracos de oxido de trimetilamina (OTMA) (<25mg/100g) e, desta forma, produz



trimetilamina (TMA), mesmo que em menor quantidade, entretanto, pode-se inferir que o alto valor
observado esteja relacionado a desaminacdo de aminoécidos e nucleotideos, com consequente
producdo de amdnia, um dos metabolitos que fazem parte do conjunto das BVT.

Os resultados de amdnia foram negativos até o dia 2 nas amostras controle (T1), tornando-se
levemente positivo no 3° dia, positivo no 4° e 5° dias, e fortemente positivo no 6° dia de estocagem
em gelo reciclavel, corroborando com os resultados observados na andlise de N-BVT. As amostras
tratadas com embalagem em atmosfera modificada (T2) apresentaram resultado negativo até o 11°
dia de armazenagem, tornando-se positivos do 12° ao 14° dia, enquanto nas amostras submetidas a
irradiacdo (T3), o resultado foi negativo até o dia 11°, tornando-se levemente positivo no dia 12° e
13° dia de estocagem. O resultado das amostras submetidas aos tratamentos 2 e 3 apresentou-se
fortemente positivo a partir do dia 15 e 18, respectivamente. Embora seja um procedimento
gualitativo, a reacdo de amdnia sugere resultados coerentes em funcdo da desaminagdo ocorrida nos
amino4cidos e da degradacao de nucleotideos.

Os resultados de pH das amostras submetidas ao T1, T2 e T3 apresentaram valores de 6,35;
6,33 e 6,21 respectivamente, no dia zero de estocagem em gelo. A legislacdo nacional determina que
0 pH da carne externa do pescado deve ser inferior a 6,8 e o pH da carne interna inferior a 6,5
(BRASIL, 2008). Os valores de pH nas amostras controle (T1) ultrapassaram este limite no 5° dia
(6,90), enguanto os resultados dos filés embalados em atmosfera modificada (T2) eirradiados (T3)
alcangaram tal limite nos dias 12 (6,81) e 13 (6,80), respectivamente. Esses valores condizem com
os resultados observados nas analises de aménia e N-BVT que, por serem compostos alcalinos,
ocasionam um incremento no valor do pH. As bases volateis totais (BVT) incluem, dentre outros, a
trimetilamina (TMA) e am6nia, compostos produzidos durante a deterioracdo que alteram o pH do
pescado, visto que a atividade enzimatica e a acdo bacteriana modificam a concentracdo de ions de
hidrogénio livre (OGAWA; MAIA, 1999).

Os resultados de BVT, amonia e pH exibiram tendéncia crescente ao longo do periodo de
estocagem em todos os tratamentos, indicando, uma reduc¢do na qualidade das amostras com o tempo
de estocagem. No entanto, os valores das amostras submetidas aos tratamentos 2 e 3, apresentaram
aumento mais lento, indicando menor degradacdo e, consequentemente, melhor qualidade do
produto, a qual se manteve superior aquela do controle durante todo periodo de estocagem. Esses
resultados podem ser explicados pela capacidade da embalagem em atmosfera modificada em
diminuir a producdo de N-BVT devido ao efeito bacteriostatico do CO, sobre a microbiota,
(TEIXEIRA, 2009) e do processo de irradiacdo em reduzir a carga microbiana diminuindo a
decomposicdo do oxido de trimetilamina, mas fundamentalmente inibindo a produgdo de amdnia
oriunda da degradagdo de aminoacidos pelas bactérias. Desta forma, a irradiacdo e a embalagem em
atmosfera modificada reduzem os valores de pH, a producdo de N-BVT e amdnia, fazendo com que
0s teores destes compostos mantenham-se adequados durante um maior periodo de estocagem.

Conclusoes

Considerando os parametros fisico-quimicos avaliados neste estudo, os filés de tilapia
controle resfriados apresentaram uma validade comercial em torno de cinco dias. Além disso, o
processo de embalagem em atmosfera modificada foi eficaz, estendendo a validade comercial do
produto em aproximadamente 8 dias. Em contrapartida, as amostras tratadas com irradiacdo
apresentaram uma validade comercial em torno de 15 dias, triplicando a validade comercial deste
produto comparado ao controle, o que comprova boa eficécia do tratamento no prolongamento do
tempo de estocagem do filé de tilapia. Desta forma, recomenda-se a utilizagdo da embalagem em
atmosfera modificada (40% de CO, e 60% de N,) e da irradiacdo (1,5kGy) como métodos de
conservacdo alternativos em filés de tilapia resfriados.
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Introducéo

A infeccdo das aves industriais por Mycoplasma gallisepticum (MG) causa queda na producéo e qualidade dos
ovos, queda na eclodibilidade, na eficiéncia alimentar, na viabilidade embrionaria e aumenta as taxas de pintos refugos e
de condenacdo de carcacas, do custo com medicacdo (antibioticos), da resisténcia bacteriana e das restricbes comerciais.
Como uma das ferramentas de controle dessa enfermidade, vacinas vivas contra MG tém sido utilizadas, o que dificulta a
detecgdo deste agente nas aves, além das infec¢des concomitantes com outras espécies de micoplasmas. Este trabalho
objetivou a padronizacdo da PCR-Multiplex para a deteccdo simultdnea de microrganismos do género Mycoplasma e a
diferenciacdo entre a infeccdo com MG ou com a cepa vacinal MG-F. Foram utilizadas como amostras uma cepa de
Mycoplasma sphenisci; uma cepa padrdo de MG (ATCC 19610) e a cepa vacinal MG-F. O DNA foi extraido pelo
método do fenol: cloroférmio. Foram utilizados primers especificos para o género Mycoplasma (270 pb), para MG (481
pb), e para MG-F (524 pb) nas concentracdes de 40pmol, 30 pmol e 20pmol, respectivamente. Também foi testada a
utilizacdo de concentracOes iguais de 30pmol para cada primer especifico. As reacbes contiveram: 25,65uL de &gua
ultrapura (Milli-Q), 5uL de Tampédo PCR 10X, 3uL de MgCl, (50mM), 4uL de dNTP mix (0,25 mM de cada), 1uL de
cada “primer”nas concentragdes descritas, 6uL. do DNA extraido e ressuspendido em tampdo TE e 0,35uL de Taq
Polimerase (2,5U/uL). A PCR foi feita com: 94°C/5 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C/1 minuto, 55°C/1 minuto e
72°C/2 minutos com extensao final de 72°C/10 minutos. Ap0s corrida eletroforética, o gel de agarose a 1,5% foi corado
em brometo de etidio e os resultados visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.

Resultados e Discussao

Foi possivel realizar a diferenciacdo de cada cepa estudada pelos amplicons gerados a partir dos primers
utilizados. O resultado foi obtido tanto quando utilizadas diferentes concentragdes, como quando utilizadas
concentracdes iguais dos primers testados. Como era esperado, a diferenciagéo entre a amostra de MG e MG-F se deu a
partir dos amplicons de 481pb e 524pb. Em relagéo & amostra de M. sphenisci, foi diferenciada das demais amostras pela
deteccdo apenas com o primer genérico, obtendo amplicons de 270pb (Figura 1). O uso de vacinas vivas contra MG é
uma pratica comum na avicultura industrial para o controle da micoplasmose em aves de postura comercial, porém,
dificulta o0 monitoramento sanitario dos plantéis, ndo podendo ser diferenciada por métodos soroldgicos e sendo de dificil
diferenciacdo ao isolamento. A utilizacdo de novas ferramentas de diagndstico no monitoramento, como a PCR
Multiplex, possibilitara a deteccdo de aves infectadas por MG e a diferenciacdo daquelas vacinadas com a cepa MG-F. A
vacina viva atenuada também pode infectar lotes ndo vacinados, pois ha o risco de transmissdo por se tratar de um agente
infeccioso que foi atenuado, mas que ndo perdeu sua capacidade de disseminacdo. Nestes casos, pelos métodos
convencionais, sem a identificagdo da cepa vacinal, esses lotes seriam considerados positivos para a enfermidade e
sujeitos a medidas sanitarias de contencdo da doenca. Com o uso da PCR Multiplex, ndo so6 a diferenciacdo é possivel,
como diagnéstico é rapido e com a identificacdo da cepa. Também existe possibilidade de ocorrer infeccdo mista, por
mais de uma espécie de Mycoplasma e a PCR Multiplex também pode ser Gtil por detectar a presenca do agente
infeccioso mesmo em lotes vacinados.
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Conclusdo

A PCR-Multiplex permitiu o diagnéstico de MG em relacdo a infeccéo por outros micoplasmas e a diferenciacao da cepa
vacinal F em uma Unica analise, abreviando o tempo de pesquisa e reduzindo os custos de analise.

123 4567 89101

524pb
481pb

Figura 1. Diferenciacdo entre cepas de MG pela PCR Multiplex com primers para Mycoplasma spp
(270pb), Mycoplasma gallisepticum (MG, 481pb) e Mycoplasma gallisepticum cepa vacinal F (MG-F,
524pb), nas concentragdes de 40pmol, 30 pmol e 20pmol, respectivamente e na concentracdo de 30pmol
para a utilizacdo de cada primer. 1 e 2 -MG-F (20pmol); 3 e 4- MG (30pmol); 5- Mycoplasma spp.
(40pmol); 6 — Controle negativo; 7 e 8 — MG-F (30 pmol); 9 e 10 — MG (30 pmol); 11 — Mycoplasma spp.
(30 pmol)
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Introducéo

O aumento da populagdo resulta no aumento da producdo de diversos tipos como, por
exemplo, a matéria organica e os metais traco. Os metais traco sdo poluentes importantes originarios
de efluentes industriais e de agricultura, uma vez que ndo se dissolvem na agua e se associam com o
material particulado em suspensao na agua, que € utilizado como alimento por pequenos organismos
e peixes.

Dentre os metais de maior importancia, estd o mercurio (Hg), que por sua vez, tem alta
capacidade de bioacumulagdo e biomagnificacdo ao longo das cadeias tréficas. O Hg é encontrado
nos peixes em concentragdes de varias ordens de grandeza acima das encontradas na agua (KEHRIG
et al., 2009), sendo considerados os mais importantes veiculadores deste metal para o homem. A
biomagnificacdo ocorre quando algas e plantas sdo ingeridas por peixes herbivoros (nivel mais baixo
da cadeia alimentar) e esses, por sua vez, sdo ingeridos por peixes carnivoros (topo da cadeia
alimentar). Assim, a assimilacdo de metais pelos peixes é diretamente proporcional ao seu habito
alimentar, sendo os carnivoros os que apresentam as maiores concentracdes (REGINE et al., 2006;
MARSICO et al., 2007; FERREIRA et al., 2006).

Os peixes do topo da cadeia alimentar, como o peixe-espada (Trichiurus lepturus)
(MARTINS & HAIMOVICI,1997), podem ser usados como bioindicadores da contaminacdo da
regido estudada, pois terdo as concentracdes maximas ao longo da cadeia tréfica.

O Trichiurus lepturus é conhecido por ter um apetite carnivoro voraz, se alimenta de peixes
como anchovas e sardinhas, e ocasionalmente de cefalépodes e crustaceos peneideos, exercendo
inclusive o canibalismo (MARTINS et al., 2005; FAO, 2011). Ele esta entre as seis espécies mais
pescadas no mundo (MARTINS E HAIMOVICI, 1997; FAO, 1993), e é uma das espécies mais
capturadas no periodo de verdo em ltaipu, pois habita aguas calmas, caracteristica da regido nesta
época do ano, e é facilmente pescada com linha e anzol, por um sé pescador em pequenas
embarcacfes. Devido ao alto consumo deste peixe pela populacdo e ao risco de ser uma possivel
fonte de intoxicacdo pelo mercirio para o ser humano, o presente trabalho objetivou quantificar a
concentracdo de mercdrio no Trichiurus lepturus da regido costeira de Itaipu.

Material e Métodos
Foram coletados 33 exemplares diretamente dos barcos dos pescadores da enseada de Itaipu durante

0s meses de verdo. O comprimento dos exemplares foi escolhido em fungéo do tamanho minimo de
70 cm para Trichiurus lepturus preconizado pela Instrucdo Normativa n°53 do Ministério do Meio
Ambiente (Brasil, 2003). No laboratério, cada exemplar foi medido e pesado. Foram retiradas
amostras de tecido muscular, que foram congeladas a -20°C até o momento das analises. As
amostras foram descongeladas por aproximadamente 16 horas para posterior determinacdo de Hg
total. Para esta andlise, foi utilizado equipamento de absor¢do atdmica portétil acoplado a um reator
de pirdlise (LUMEX). A espectrofotometria de absorcdo atdbmica é método oficial segundo a
Organizacdo Mundial de Saide (WHO, 1990) e o Programa Nacional de Controle de Residuos em
Pescado, do Ministério da Agricultura (Brasil, 1999).



Resultados e Discusséo
O teor de mercirio total variou entre 0,012 ¢ 0,133 pg g™, e os valores encontrados em cada

amostra pode ser observado na figura 1. Este resultado encontra-se de acordo com as legislagGes
brasileira e internacional, que estabelecem o limite maximo permitido de merctrio de 1,0 ug.g-1
para peixes predadores (WHO, 1990; Brasil, 1999).
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Figura 1- Concentra¢des de HgT em musculatura de Trichiurus lepturus capturado na enseada de
Itaipu.

As médias dos tamanhos, pesos e concentracdo de HgT dos exemplares estudados podem

ser observados na tabela 1.

Tabela 1 - Médias de tamanho, pesos e concentra¢cdo de HgT em musculatura de Trichiurus lepturus
capturado na enseada de Itaipu.

Espéci ng HgT.g"  Comprimento (cm) Peso (g)
spécie L2 S N
(min-max) (min-max) (min-max)
Trichiurus lepturus 33 75,1+284 93,2 +5,16 769,1 + 117,95
P (11-132) (84 —131) (491 —995)

O teor de HgT no presente estudo apresentou média de 0,08 pg.g™, enquanto Kehrig et al.
(2009) encontraram média de 1,07 pg.g™ para a mesma espécie. Os autores estudaram diversas
espécies de peixes da costa norte do Rio de Janeiro, incluindo o peixe espada. Nesta regido, esta
localizada a desembocadura do Rio Paraiba do Sul, aporte fluvial mais importante do Rio de Janeiro.
Os valores mais elevados encontrados pelos autores podem ser explicados pelo fato do Rio Paraiba
do Sul ser um ambiente altamente impactado devido & contribuicdo de efluentes oriundos de
atividades industriais, agricolas e esgoto doméstico ndo tratado, ao contrario da enseada de ltaipu,
local do presente estudo.

A concentracdo média de Hg neste trabalho também se apresentou menor que a média de
0,32 pg.g” encontrada na mesma espécie de peixe capturado na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro
(Kehrig et al., 2011). Este fato pode ser explicado pelas caracteristicas da Baia de Guanabara,
cercada por grandes centros urbanos e industriais que, da mesma maneira que o Rio Paraiba do Sul,



recebe dejetos resultantes das atividades no seu entorno provenientes de uma area densamente
populosa, com muitas industrias, além de uma intensa atividade portuéria e um complexo polo
petroquimico. Além disso, a baia possui uma industria de producdo de cloro e soda, localizada na
regido mais poluida de sua bacia de drenagem, que consiste numa importante fonte de mercdrio para
0 sistema aquatico, contribuindo para a contaminagdo dos organismos por esse elemento.

Embora a enseada de Itaipu tenha influéncia das 4guas da Baia de Guanabara, nos teores de
Hg em peixes espada nesse local encontram-se abaixo de 10% do limite maximo permitido pelas
legislacBes para peixes carnivoros. Contudo, é importante monitorar os teores de Hg no ecossistema
da regido, pois 0s mesmos ndo vém se mantendo constantes. Os teores de HgT deste estudo se
apresentaram mais elevados que os valores observados ha dois anos atras por Cardoso et al. (2009),
que encontraram média de 0,05 pg.g™ de HgT em peixes espada da enseada de Itaipu. Desta forma,
deve ser investigado o que levou a esse aumento e se 0 mesmo sera crescente com o passar dos anos.

Néo foi possivel verificar correlacdo entre peso e tamanho do peixe com a concentracdo de
HgT, pois os peixes capturados possuiam tamanhos semelhantes. A correlacdo é possivel quando sdo
analisados peixes de diferentes tamanhos.

Conclusdes

Todos os peixes analisados no presente trabalho apresentaram concentracdo de HgT dentro
do limite estabelecido pelas legislagdes brasileira e mundial. Este fato é importante tanto para
conservacgdo da espécie, uma vez que o T. lepturus serve de alimentacdo para mamiferos marinhos
como botos, golfinhos e focas, quanto para a populagdo mundial, uma vez que é consumido em
diversos paises, sem oferecer risco de contaminagdo humana.

Todavia, é importante o constante monitoramento de Hg no peixe espada para que os teores
deste elemento ndo passem a representar um risco de contaminacdo a populagdo que utiliza essa
espécie como alimento.
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Introducéo

Os alimentos que compdem a dieta humana sdo em geral de origem vegetal e animal. Alimentos
Como as carnes, 0s peixes, 0s derivados lacteos, sdo particularmente ricos em proteinas e considerados as
principais fontes desse nutriente indispensavel. A carne de aves além de ser rica em proteinas, é também
fonte importante de energia e de outros nutrientes como vitaminas, minerais, lipidios, ferro e vitaminas do
complexo B. (MOREIRA et al, 1998).

Com grande aumento da disponibilidade de informagcfes a populacdo se encontra em crescente
procura por alimentos que possuam melhor qualidade nutricional, dentre estes se destaca o pescado, o qual
é conhecido como um produto facilmente digestivel, altamente proteico e de baixo valor calérico,
comparados aos demais alimentos proteicos disponiveis no mercado (Macedo-Viegas et al., 2001).

Atualmente, passa a se utilizar cada vez mais dos produtos que preenchem caracteristicas de ser
convenientes, de facil preparo, higienicamente corretos e ainda oferecendo vantagem do ponto de vista
nutricional, e isto impulsiona ao desafio da obtencdo de produtos competitivos (Oetterer, 1998a, 1998b;
Kubitza e Lopes, 2002).

Ha diferentes formas de se conservar de um alimento como: apertizacdo, secagem, uso de agucares,
fermentacdo, desidratacdo, cura, defumacdo, refrigeracdo, aditivos quimicos, atmosfera modificada e
irradiagdo. O congelamento também é bastante usado por manter relativamente as caracteristicas naturais
dos produtos. O produto deve ser conservado desde a produgdo até o seu consumo, chamada “cadeia de
frio”.

A irradiacdo na conservacdo de alimentos € um método recente e muito Util por ndo elevar
consideravelmente a temperatura interna do produto, visando a esterilizagdo, pasteurizagéo, desinfestacdo e
inibicdo de germinacdo do mesmo. O seu relacionamento com salde publica tem sido discutido, pois o

publico sempre encara com receio o problema das radiagbes. Descobriu-se que as radiacdes ionizantes



afetam sistemas biol6gicos, isto €, os organismos podem ser exterminados e seus tecidos prejudicados
(GAVA, 1984).

Objetivo

Produzir filés de peito de frango e tilapia embalados a vacuo, prontos para consumo, com longo prazo
de validade comercial (maior que 1 ano) conservados a temperatura ambiente, sanitariamente seguros e
com aceitagdo sensorial apés tratamento pela radiacdo (processo também denominado radapertizacdo ou

radurizag&o).

Resultados e discussao

Realizou-se analises microbioldgicas e fisico-quimicas, em duplicata, de filés de peito de frango (~1,5
cm de espessura) termo processados (fritura) embalados a vacuo e refrigerados a uma temperatura
aproximada de 4° C. As analises microbioldgicas (contagem total de bactérias heterotroficas anaerdbias
mesofilas-CTBHAM e contagem total de bactérias heterotrdficas anaerdbias psicrotroficas-CTBHAP)
somente foram realizadas no dia 0 de experimentacdo (dia da fritura, embalagem & vacuo e refrigeragéo
dos filés de peito de frango). As analises fisico-quimicas (substancias reativas ao acido tiobarbitlrico-
TBARS, bases volateis totais-BVT e indice de perdxidos) foram realizadas no dia 0 e no 7° dia, exceto o
indice de peroxidos, o qual foi realizado apenas no dia 0.

No dia 0, obteve-se 9 embalagens de aproximadamente 30g cada. O termo processamento foi
proporcional, totalizando 6 minutos para cada filé de frango, sendo 3 minutos em cada lado.

Na contagem total de bactérias heterotréficas anaerdbias mesofilas e psicrotroficas foi encontrado,
respectivamente, um valor de 2 x 10'UFC/g = log 1,30 g e nenhuma unidade formadora de coldnia. Esses
resultados sdo considerados baixos ao compararem-se com 0s que seriam obtidos com a amostra crua.

O nimero de TBARS obtido no dia 0 das amostras, segundo 0 método descrito por TARLADGIS et al.
(1960) e mensurado no espectrofotdmetro a 546nm, foi de 0,13mgMal/kg de amostra, semelhante a
BUENO (2008), LEONEL (2008) e CANIZARES (2008). J& no dia 7, foi obtido um valor de
0,14mgMal/Kg. A alteracdo observada de 0,01mgMal/kg quando comparados os resultados, pode ser
considerada irrelevante. Uma possivel explicagdo para tal seria o fato de a matriz utilizada ser frango termo
processamento, 0 qual ao ser submetido a temperaturas que alcancem 72° C no seu interior, desnatura
algumas enzimas, as quais participam do processo de oxidacdo lipidica (CHAMPE, 2009), reduzindo a
velocidade da rancificacdo. Outra hipétese seria a embalagem a vacuo, a qual elimina a disponibilidade de
oxigénio. A presenca do mesmo esté diretamente relacionada com maiores valores para TBARS (NAM &
AHM, 2003; KATUSIN-RAZEM et al., 1992).

N&o se chegou a um consenso sobre o valor ideal de TBARS para o consumo aceitavel da carne, mas

ha varias pesquisas que beiram a média de um mesmo valor. SCHORMULLER (1968) estabeleceu o valor



limite de 5mgMal/Kg para considerar o alimento apto para ser consumido e de qualidade, e ainda concluiu
que valores acima de 7mgMal/Kg levariam o alimento improprio para consumo sob o ponto de vista
sensorial. Corroborando, XAVIER e BERAQUET (1994) ao avaliarem a validade comercial da carne
mecanicamente separada de frango e armazenada em refrigeracdo, concluiram que valores de TBARS
entre 1 e 3mgMal/kg ndo foram capazes de indicar o produto como sensorialmente ran¢oso, pois 0s
julgadores ndo conseguiram identificar até o 7° dia de armazenamento a alteragdo provocada pela oxidagdo
lipidica.

O resultado obtido pela andlise de BVT no dia 0, realizada através do método de microdifuséo
(BRASIL,1981), foi de 11,0mgNBVT/100g, e foram encontrados 18,4mgNBVT/100g no dia 7. Segundo a
Portaria n® 185 de 13 de maio de 1997 (BRASIL, 1997b) o valor permitido para bases volateis totais deve
ser menor que 30mg de nitrogénio/100g carne, excluindo os peixes elasmobranquios.

O indice de peroxidos quantificado no dia 0 para avaliar o grau de oxidagdo do alimento (SILVA et.al
1999) conforme a metodologia proposta por (BRASIL, 1994), foi de 0,1meg/kg. Esse resultado é
compativel com (MORI, 2008).

Concluséo

Apesar dos filés de peito de frango ndo terem sido submetidos & irradiacdo, pode-se observar uma sutil
alteracdo no perfil fisico-quimico dos mesmos, uma vez que foram termo processados e embalados a

vacuo.
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Introducéo
A criacdo de aves para producdo de carne tipo caipira, em regime semi-intensivo, tem se

mostrado Gtil como alternativa de complementacdo da renda familiar de pequenos e médios
produtores no estado do Rio de Janeiro, além de melhorar a alimentacgéo destas familias. A crescente
demanda de consumidores em busca de alimentos mais saborosos e de qualidade tem tornado
promissor este segmento da avicultura alternativa, que inclusive vem recebendo incentivo
governamental, como o Programa Rio Rural da Secretaria Estadual de Agricultura do Estado do Rio
de Janeiro.

Com o desenvolvimento de diversos genétipos de frango tipo caipira, questiona se existe
diferencas de caracteristica da qualidade de carne entre eles. Este estudo tem como objetivo avaliar o
efeito de gendtipo sobre caracteristicas de pH e cor da carne dessas aves, objetivando contribuir na
escolha de gendtipos que oferecam melhor qualidade de carne.

O experimento a campo foi realizado no galpdo experimental da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Murici (UFVJM), onde foram utilizados pintinhos de sexo masculino de
sete gendtipos de frango tipo caipira (1: caboclo; 2: carijé; 3: color park; 4: gigante negro; 5:
pesaddo; 6: pescoco pelado; 7: mesclado), delineamento inteiramente casualizado com quatro
repeticdes por tratamento. Os animais foram abatidos com 91 dias de idade e realizaram-se as
andlises laboratoriais em amostras de peito. O efeito de genétipo foi avaliado através de analises de
variancia (ANOVA) e os dados submetidos ao teste de médias SNK a 5% de probabilidade.

Resultados e Discusséo
Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados por genotipo. Observa-se efeito significativo de

gendtipo para as caracteristicas pH e luminosidade.

Em relacdo ao pH, o gend6tipo 1 apresentou média menor que os demais genétipos, enquanto
0 gendtipo 2 apresentou média maior que os demais, diferindo dos resultados obtidos por
MOREIRA et al. (2003), onde foram observados valores de pH semelhantes em peitos de frango de
diferentes linhagens. Resultados semelhantes a este estudo foram encontrados por TAKAHASHI
(2003), que observou diferenca significativa (p<0,05) para o fator linhagem de frango tipo caipira na
caracteristica de pH da carne de peito.

J& em relagdo a luminosidade, os gendtipos 1, 4 e 7 apresentaram as menores médias,
enquanto os gendtipos 3, 5 e 6 apresentaram as maiores medias, havendo portanto diferenga entre os
genotipos avaliados, assim como observado por TAKAHASHI (2003). O mesmo autor descreve
também variacdo de a* e b*, enquanto o presente estudo ndo observou diferenca significativa nestes
pardmetros de cor de carne entre as linhagens.

Segundo OLIVO et al. (1999) ha uma relacdo direta entre o pH e a cor, sendo que pH alto
confere cor escura (L*<50) e pH baixo confere cor clara (L*>50).



Tabela 1 — Médias de pH e cor de carne por gen6tipos de frango tipo caipira avaliados

Gendtipo

1
2
3
4
5
6

7

Cor L* = luminosidade; a* = intensidade de vermelho e b* = intensidade de amarelo.
P Médias na coluna, para cada variavel, seguidas por letras minGisculas diferentes, diferem estatisticamente (P<0,05) pelo
teste de médias SNK.

Conclusoes
Nos mercados em que as caracteristicas pH e luminosidade sdo importantes, deve-se avaliar qual

genotipo sera utilizado.
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Introducéo

O hemograma é um exame constantemente solicitado na clinica médica veterinaria para analisar o
estado de satde dos pacientes por fornecer informagdes quantitativas e qualitativas sobre as células
sanguineas. Nos ultimos anos, houve um aumento no uso de contadores hematolégicos veterinarios
para realizar tal exame. Como consequéncia, indices ndo calculados no hemograma manual foram
sendo introduzidos nos resultados deste exame como, por exemplo, 0 MPV que é um indice que
afere o volume médio das plaquetas e pode dar indicios de resposta medular nas desordens
plaquetarias, semelhantemente ao VGM (Volume Globular Médio) nos casos de anemia.

O objetivo do presente estudo foi demonstrar o comportamento do indice MPV (Volume Plaquetério
Médio) na interpretacdo do hemograma de 83 cdes trombocitopénicos, a partir dos resultados dos
exames processados no Contador Hematol6gico Automatizado Veterinario Sysmex — Poch 100 iV.
Os exames foram realizados no laboratorio clinico veterinario do Hospital Universitario Veterinario
Professor Firmino Marsico Filho da Universidade Federal Fluminense — HUVET- UFF, no periodo
de janeiro até dezembro de 2010. O critério de inclusdo dos animais no estudo foi apresentar
trombocitopenia (plaguetometria < 200000/uL). Os esfregacos foram corados através da coloracéo
hematoldgica instantanea (panético répido) e analisados na objetiva de imersdo para confirmagdo
dos resultados do hemograma. Em seguida, foram obtidos os valores maximos e minimos de MPV,
calculou-se a média e o desvio padréo.

Resultados e discussao

A analise dos exames demonstrou que a média e desvio padrdo para MPV de cdes trombocitopénicos
foi 11,6 +- 2,1(fL). Dos 83 animais analisados no contador, 47 ndo apresentaram resultado para o
MPV. Rotineiramente, amostras de sangue de cées apresentam microcoagulos, que podem acarretar
em uma andlise inadequada, fato que pode ter ocorrido. Presenca de macroplaquetas foi observada
em esfregagos de 15 cées, sendo que os valores para MPV sé apareceram em seis. E um animal
apresentou agregados plaquetérios & hematoscopia, confirmando os microcodgulos. Casos como
hemoparasitoses, doencas imunomediadas e alteracfes vasculares sdo exemplos de algumas afeccBes
gue podem causar trombocitopenia em cdes, e a resposta medular a esta trombocitopenia produz
macroplaquetas que aumentam os valores de MPV, fato que ocorreu neste estudo. Um estudo
preliminar no mesmo laboratério clinico veterinario, realizado no ano de 2010, revelou que os
animais com plaquetometria dentro dos valores de normalidade, apresentaram média e desvio padréo



para MPV igual a 8,6 +- 6,3 fL. 16 animais estavam com trombocitose apresentando média e desvio
padrdo para MPV igual a 11,35 +- 3,05 fL. sendo que seis apresentaram macroplaquetas a
hematoscopia e dois, agregados plaquetérios. A trombocitose pode ocorrer como resposta da medula
a um quadro de hemorragia ou alteragdes vasculares e consequentemente acarreta aumento do MPV,
fato ocorrido neste estudo. A média de MPV para cdes trombocitopénicos e com trombocitose foi
maior que a de cdes com plaquetometria dentro dos valores de normalidade. Macroplaquetas sédo
liberadas pela medula dssea em casos de aceleracdo da producdo de plaquetas, em resposta a
trombocitopenia. Esta aceleracdo da produgdo pode acarretar em trombocitose. Cées com
plaquetometria normal também apresentaram macroplaquetas a hematoscopia, mas possivelmente
em quantidade menor no sangue se comparado a um animal com trombocitopenia ou trombocitose
em que a medula esteja respondendo, revelando, assim, uma média menor de MPV.

Conclusédo

A andlise dos resultados permitiu concluir que o0 MPV é um importante indice para a classificacdo e
compreensdo do curso das trombaocitopenias em cées, sendo suas alteragdes mais intensas, conforme
maior quantidade de macroplaquetas. Deve-se interpretar 0 MPV associado aos resultados da
hematoscopia e plaquetometria para se averiguar se hd ou ndo resposta medular as desordens
plaquetarias.
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Introducéo

O hemograma é um exame cada vez mais solicitado na medicina veterinaria para avaliar o estado de
salde de cées, pois fornece informagfes quantitativas e qualitativas sobre as células sanguineas,
buscando anormalidades ou sinais de resposta as doencas. Com o crescimento da area de diagnostico
laboratorial para animais, houve um aumento no uso de contadores automatizados veterinarios para
realizacdo deste exame. Em funcdo desse aumento, indices que ndo podiam ser obtidos no
hemograma manual vem sendo gradativamente incorporados aos resultados deste exame, como 0
RDW-CV e o RDW-SD, além de parametros que avaliam a morfologia plaquetaria. Os contadores
automatizados mostram a distribuicdo do volume eritrocitario de 95% da amostra sanguinea e
determinam seu coeficiente de variacdo, RDW-CV, que é calculado e expresso em percentual (valor
relativo). O RDW-SD é o desvio padrdo da curva de distribuicdo eritrocitaria, expresso em
fentolitros (valor absoluto), mesma unidade do volume globular médio (VGM). O RDW,
denominado indice de anisocitose, reflete com maior exatidao variagbes no tamanho dos eritrécitos,
sendo mais preciso, mais precoce e menos subjetivo quando comparado a&s observagdes
microscépicas de anisocitose, que muitas vezes podem passar despercebidas na hematoscopia. O
VGM ainda é o parametro mais utilizado na classificacdo das anemias e resposta medular, em
conjunto com a contagem de reticul6citos. Entretanto, para que ocorra alteracdo do VGM, &
necessario um grande namero de eritrocitos com volume alterado, enquanto uma pequena variagao ja
pode alterar o RDW. Ambos os indices de anisocitose sdo utilizados na medicina humana,
principalmente para avaliacdo de resposta medular nas anemias, auxiliando o clinico a introduzir
uma melhor terapéutica para os pacientes. Na medicina veterinéria poucos estudos existem sobre a
relevancia deste indice na interpretacdo do hemograma de animais. Este fato dificulta e até mesmo
impossibilita a interpretacdo destes parametros.

O objetivo do presente estudo foi demonstrar o comportamento dos indices de anisocitose RDW-SD
e RDW-CV em 100 cdes anémicos, a partir de hemogramas realizados no Laboratério Clinico
Veterinario da Universidade Federal Fluminense, utilizando o Contador Hematologico
Automatizado Veterinario Sysmex® — Poch 100 iV entre 0os meses de janeiro a dezembro de 2010. O
critério de inclusdo dos animais no estudo foi apresentar anemia (VG<37%). Os esfregacos foram
corados através da coloracdo hematoldgica instantanea (panético rapido) e analisados na objetiva de
imersdo para confirmacdo dos resultados do hemograma. Em seguida, analisaram-se os valores
maximos e minimos de RDW-CV e RDW-SD, calculou-se a média e o desvio padrao.

Resultados e discusséo

A analise dos exames demonstrou que a média e desvio padrdo para RDW-CV (%) foram 18,7 £ 9,0
e para RDW-SD (fL) foram 39,6 + 25,8. Partindo de um estudo preliminar no mesmo hospital de
atendimento clinico veterinario, realizado no ano de 2010, foi possivel evidenciar que a média dos
valores de RDW-SD encontrados nos cées anémicos foi maior que a média dos valores encontrados
em cées sadios, sustentando a hipdtese de que as anemias, ao provocarem anisocitose, desencadeiam
alteracdes matematicamente detectaveis pelos contadores automatizados de células. No presente
estudo, a variacdo da média dos valores dos indices de anisocitose foi marcante em especial nos



animais com anemias macrociticas, onde a média para RDW-SD foi 56,25 + 9,25 e para RDW-CV
foi de 23,05 + 4,65. A partir deste estudo, espera-se implementar o uso dos valores dos indices de
anisocitose a interpretacdo do hemograma de cdes anémicos, como uma ferramenta adicional na
compreensao da classificagdo das anemias.

Concluséo

A andlise dos resultados permitiu concluir que RDW-SD e RDW-CV séo importantes indices para a
classificacdo e compreensao do curso das anemias em caes, sendo suas alteracdes maiores, conforme
maior for o grau de anisocitose presente. Assim, recomenda- se 0 uso de tais parametros associados a
hematoscopia e a0 VGM na interpretagdo de hemogramas em cées.
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Introducéo

Tendo em vista a crescente demanda para a producdo de carne tipo caipira e 0s
guestionamento de que ha variacdo nas caracteristicas da carne em funcdo do gendtipo, o presente
estudo objetiva avaliar o efeito do genétipo em relacdo as caracteristicas de desempenho, rendimento
de carcaca e analises tanto fisico-quimicas quanto sensoriais dessas aves. Além disso, pretende-se
contribuir de maneira efetiva na recomendacdo de melhores gendétipos de frango tipo caipira aos
pequenos e médios produtores do Estado do Rio de Janeiro e a consumidores que buscam alimentos
mais saborosos e de melhor qualidade. O experimento a campo foi realizado na unidade
experimental de avicultura da UFVJM, onde foram utilizados sete gen6tipos de frango tipo caipira
(1: caboclo; 2: carijo; 3: color park; 4: gigante negro; 5: pesadao; 6: pescoco pelado; 7: mesclado),
utilizando delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢es por tratamento. Os animais
foram abatidos com 91 dias de idade e realizaram-se as andlises laboratoriais (pH, cor, capacidade de
retencdo de 4gua (CRA), perda de peso por cocgdo (PPC), textura e umidade) em amostras de peito.
O efeito de gendtipo foi avaliado através de andlises de variancia (ANOVA) e os dados submetidos
ao teste de médias SNK.

Resultados e Discusséo

Na tabela 1 sdo apresentado as médias por gendtipo para as caracteristicas capacidade de
retencdo de 4gua (CRA), perda de peso por coccdo(PPC), textura e umidade para os sete genotipos
de frangos tipo caipira avaliados no presente estudo.

Tabela 1- Médias referentes a CRA, PPC, textura e umidade por genétipo

Gendtipo CRA! PPC2 TEXTURA UMIDADE
1 43.55 22.12 2.390 73.05
2 44.67 20.44 1.935 73.35
3 41.75 23.28 1.877 73.55
4 42.65 18.87 2.040 73.15
5 43.17 24.05 1.965 73.35
6 42.90 20.68 1.835 74.45
7 44.07 25.01 2.172 72.70

1-capacidade de retengdo de agua, 2-perda de peso por cocgado

Para a caracteristicas capacidade de retencdo de &gua ndo foi observado efeito de genotipo, a
importancia da CRA esta relacionada com o aspecto da carne antes do cozimento, comportamento
durante a coccdo e palatabilidade do produto, segundo Bressan (1998). Apesar de ndo observar



diferencas entre os fenotipos, os valores observados no presente trabalho estdo abaixo do cvalor de
51,82% encontrado por por Castellini et al. (2002),para frangos de criagéo organica.

Para perda de peso por cozimento, também ndo observou efeito de linhagem. Bressan
(1998) observou que peitos de aves mantidas em ambientes com temperatura de 30°C, apresentaram
maior perda de peso por cozimento, com média de 28,7% quando comparadas com o0s peitos de aves
que foram submetidas a ambientes de conforto térmico (17°C), com média de 27,2%. Em geral, 0s
trabalhos ndo relatam influéncia do sexo na PPC (Lonergan et al., 2003; Musa et al., 2006; Santos et
al., 2005; Souza, 2004).

A textura da carne esta relacionada a sua maciez, afetando, portanto, na sua firmeza e
mastigabilidade (YANG & JIANG, 2005) e pode-se determinar a textura da carne pela forca de
cisalhamento. No presente trabalho, ndo houve diferencas significativas entre os genétipos avaliados,
indicando que poderia utilizar genoétipos com maior potencial de ganho de ganho de peso,
aumentando a eficiéncia zootécnica do sistema.

Os teores de umidade na carne do peito de frangos de corte convencional relatados por
Huallanco (2004) e ; Castellini et al. (2002) variam de 74,9 a 76,3%, ja Julido (2003) observou o
valor de 72,59 % em frangos coloniais. A amplitude encontrada no presente estudo (72,7 a 74,45
esta de acordo com o relatado pelos autores citados.

Concluséo

Uma vez que nao foi observado efeito de gendtipo para as caracteristicas de qualidade de
carne avaliadas neste trabalho, a escolha de qual gendtipo a se utilizado deve se basear em outras
caracteristicas, tais como conversao alimentar, ganho de peso, rendimentos de carcaca e etc.
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1. TIiTULO: INDICES DE CONFORTO TERMICO E VALORES HEMATOLOGICOS EM INTERVALOS DO DIA
EM OVELHAS DA RACA SANTA INES EM CLIMA TROPICAL DE BAIXADA FLUMINENSE DURANTE O
INVERNO.

RESUMO: Estudou-se os indices de conforto térmico (ITU e ITGU) e o hemograma de dezesseis ovelhas primiparas da
raca Santa Inés objetivando avaliar as diferencas climaticas do dia (manhd, tarde e noite) durante a estagdo do inverno
em clima tropical de baixada fluminense e identificar os componentes sangiiineos sensiveis ao estresse calérico. Os
indices de conforto térmico (ITGU e ITU) indicaram niveis criticos de estresse pelo calor no ambiente externo no horario
da tarde. Pelo ITGU interno, o aprisco ndo conseguiu manter-se em condi¢des de protegdo climética para o animal. Os
parametros hematoldgicos, hemacia, VGM, hemoglobina e CHCM sofreram alteracdes fisioldgicas decorrentes do horario
do dia sem, porém apresentar indicativas de estresse térmico. E questionavel a validade dos indicadores de estresse
térmico, visto que alteracdes decorrentes do calor no sangue ndo foram observadas. Assim mais estudos devem ser
realizados para a elaboracdo de novas interpretacfes desses indices em ovinos de clima tropical sob as condi¢des
estudadas. As interpretacfes dos indices de conforto térmico (ITGU e ITU) indicaram valores considerados criticos no
periodo da tarde para a espécie. Visto a manutencdo dos valores normais hematolégicos em cima de indices
considerados altos de estresse térmico, demonstra uma possivel adaptabilidade dos animais ao ambiente na regido na

estacdo do inverno.

2. INTRODUCAO:

No Brasil, existem cerca de 16 milh6es de ovinos e o pais ja figura em 10° lugar no ranking mundial como
criador da espécie (IBGE, 2005, FIRETTI e MOREIRA, 2007). Esse crescimento vem ocorrendo por meio da adocao
de tecnologias e desenvolvimento de pesquisas avangadas, junto a praticas de manejo racional e programas de
melhoramento genético dos plantéis (NOGUEIRA FILHO, 2003).

O ovino Santa Inés, originario do nordeste, é a raga nacional mais difundida em todo o pais. E um animal de
grande porte, produzindo boa carcaca, pele forte, bastante resistente e considerada adaptavel a regido tropical e
subtropical (PAIVA et al, 1987; SOUSA et al., 2003). Possuem também caracteristicas de rusticidade com menores
exigéncias nutricionais, acentuada habilidade materna, auséncia de sazonalidade reprodutiva e elevada prolificidade
(BUENO; CUNHA; SANTOS; VERISSIMO, 1999). Por essas razdes esta sendo disseminado em todas as regiées do
pais e o Estado do Rio de Janeiro ja desponta com um numero significativo de 41.468 ovinos, sendo na sua maioria
da Santa Inés e cruzamentos para producéo de carne e pele.

No processo de difusdo da ragca Santa Inés nos diferentes h4 de se considerar que a temperatura e a
umidade do ar s&o fatores climéticos responséaveis pelo incremento caldrico & temperatura corporal dos animais
(DOMINGUES, 1960; HARDY, 1981; HARRIS et al., 1960; SHORODE et al., 1960) e se ndo ha dissipacao do calor
excedente através dos mecanismos termo-reguladores, a temperatura corporal interna aumenta acima dos valores
fisiolégicos normais instalando-se o estresse calérico, um dos fatores responséveis pela baixa produtividade dos
animais nos tropicos (BARBOSA e SILVA,1995). Estudos desenvolvidos por HOPKINS et al. (1978, 1984 e 1980)
apontam para restricbes produtivas e reprodutivas em ovinos face as altera¢des das condigbes ambientais e que o
estresse ambiental causa, sobretudo, diminuicdo das taxas de sobrevivéncia de crescimento e da eficiéncia
reprodutiva. A literatura ainda é bastante escassa com relagao a raca Santa Inés sobre o assunto.

Segundo Paes et al. (2000), o hemograma € um exame complementar que fornece informacdes sobre o
estado de salde dos animais, servindo também como indicador de estresse térmico. Assim sendo, diversos
pesquisadores, das mais variadas regides do mundo, tém se preocupado em estabelecer valores referenciais para o
ndamero de hemacias e outros constituintes sanguineos. Por esse motivo, os parametros hematolégicos devem ser
preferencialmente regionais (BIRGEL JUNIOR et al., 2001; JAIN, 1993). As alteracdes hematoldgicas provocadas
pelo estresse térmico nos sdo utilizados mundialmente para avaliar o grau de resisténcia ao calor(PAES et al., 2000).
Sendo assim, o estudo hematoldgico de racas exéticas e nativas € de fundamental importéncia para a determinacéo
de gendtipos mais adaptados a condicdo ambiental especifica em cada regido.

Maiores conhecimentos bioclimatolégicos associados a esses indicadores se faz necessario para a raca
Santa Inés, sobretudo porque ela esta sendo disseminada em diversos estados dentro do Brasil nos quais néo
apresentam as mesmas caracteristicas climaticas que as da sua origem existindo uma escassez de informagdes na
literatura a esse respeito. O Estado do Rio de Janeiro, apresenta, de acordo com o Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), um clima tropical de um verdo quente e umido e e um inverno, frio e seco. O indice pluviométrico, varia
entre 1.000 a 2.500 mm anuais e o conhecimento de informacgdes referentes ao conforto térmico na regido agregado
aos parametros hematolégicos poderdao em parte atender as expectativas dos produtores com relagdo a raca e
orientar o melhor manejo e a tecnologia necessaria a ser implantada para aumentar a eficiéncia produtiva da raca na
regido.

3. OBJETIVOS
Avaliar se as diferencas climéaticas do dia durante a estacdo do inverno em clima tropical de baixada
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fluminense e identificar os componentes sangliineos sensiveis ao estresse caldrico.

4. METODOLOGIA

O presente experimento se desenvolveu no Setor de Ovinocultura da Fazenda Escola de Cachoeiras de
Macacu da UFF com dezesseis ovelhas primiparas da raca Santa Inés e foi realizado durante o0 més de julho de 2011
durante 3 dias com colheita de sangue e averiguacdo dos parametros meteorolégicos efetuados as 7:00, 13:00 e
19:00 horas.

Para avaliacdo dos par&dmetros meteoroldgicos instalou-se dentro do aprisco, a altura do centro de massa
dos animais uma estacdo meteorolégica com registro da temperatura e a umidade relativa do ar, maxima e minima,
temperatura de globo negro (TGN), temperatura do ponto de orvalho (Tpo). Todos esses dados também foram
captados pela estacdo meteoroldgica de fora do aprisco. Com esses dados foi possivel calcular os indices externos e
internos de temperatura e umidade (ITU) e umidade e temperatura do globo negro (ITGU) de acordo com as
equacdes de Buffington et al. (1981): ITGU = TGN + 0,36*(Tpo) + 41,5 e 0 do ITU= Ta +0,36Tpo + 4,1. As leituras
das variaveis ambientais externas e internas foram efetuadas nos tempos da colheita sanguinea.

A colheita de sangue foi efetuada através de venopuncao jugular com agulhas e frascos de vacuoteiner
contendo anticoagulante EDTA para obtencdo de sangue total para andlise hematologia de acordo com as
descri¢des de Jain (1993), tendo sido analisado o nimero total de hemacias, volume globular, hemoglobina, nimero
total de leucécitos, diferencial leucocitario e indices de Volume Corpuscular Médio e de Concentracdo Corpuscular
Média de Hemoglobina.

A andlise estatistica foi efetuada no programa ANOVA efetuada constou da analise de variancia
considerando tempo (7:00, 13:00 e 19:00 horas). Para comparacdo das médias utilizou-se o teste de SNK
considerando 5% de significancia.

5. RESULTADOS

Os resultados de conforto térmico com os indices de temperatura e umidade e de umidade e temperatura do
globo (ITU e ITGU) nos 3 periodos do dia estudados estdo descritos na Tabela 1.
Observou-se que os horérios diurno e noturno do ITGU e ITU externo e interno encontraram-se abaixo dos valores
considerados de importancia bioclimética. O ITGU externo no horéario das 13:00 horas estava proximo ao sugerido
como estresse térmico por Cezar et al. (2004) que avaliou parametros fisiolégicos de ovinos Dorper, Santa Inés e
seus mesticos perante condi¢gBes climaticas do trépico semi-arido nordestino. Outros autores como Oliveira et al.
(2005); Santos et al. (2006) e Andrade et al. (2007) em trabalhos realizados com ovinos na regido semi-arida
nordestina consideram os valores de ITGU acima de 78 como fora da zona de conforto térmico para ovinos. Os
resultados obtidos puderam apontar que mesmo durante o inverno, o periodo mais quente do dia (14:00) apresentou
condicdes de provocar um estresse no animal sendo por isso necessario a existéncia de protegdo coberta e ventilada
para que o animal possa ter acesso nesse periodo do dia. No caso, o0 aprisco apresentou condi¢cbes eficientes para
executar a protecdo necessaria no periodo mais critico do dia quando comparado ao ITU. Como o ITGU, considera a
radiacdo existente, o aprisco ndo conseguiu manter-se em condi¢des de protecdo climatica para o animal, pois nesse
periodo apresentou um indice de 73,2, considerado critico para a literatura consultada. E importante ressaltar aqui,
gue apesar das discussdes e consideracdes efetuadas ainda ndo ha uma classificacao definitiva estabelecida para as
ragas nacionais.

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos valores obtidos na avaliacdo metereolégica no setor de ovinos Santa Inés da
Fazenda Escola Cachoeiras de Macacu de acordo com o horario do dia. Cachoeiras de Macacu. RJ. Brasil. Inverno
de 2011

Horéario ITU ITGU
Externo Interno Externo Interno
7:00 62,8" + 6,45 62,8"+ 5,73 62,7° + 5,45 64,0° + 5,43
13:00 84,5%+ 8,27 73,5%+ 1,35 76,5% + 3,82 73,2%+1,9
19:00 67,1° + 1,90 68,8" + 2,02 67,7° + 2,05 70,1°+ 1,27
VR* cuidado (74 — 78); perigoso (79 — 84) nao estressante (<70),
e estresse térmico (> 85) critico (71 -78) e perigoso (79 -83)

2P| etras diferentes na mesma coluna indicam haver diferenca significativa (P<0.05), pelo teste de SNK.
* Valor de referéncia de acordo com Cezar et al.(2004)

As tabelas 2 e 3 descrevem os valores hematoldgicos e leucocitarios encontrados nos 3 tempos estudados
ao longo do dia.

Embora o nimero de hemacias no periodo da manha e da tarde tenham sido semelhantes e dentro dos
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padr8es considerados de referéncia, a noite, os valores foram significativamente inferiores aos outros dois periodos e
abaixo do valor de referéncia. Dukes (2006) acredita que o decréscimo dos valores hematoldgicos a noite ocorra
devido ao efeito do cortisol sobre a concentracdo no compartimento vascular circulante de glébulos vermelhos em
funcéo do ciclo circadiano da espécie. Dessa forma o decréscimo do nimero hemacias levou também ao decréscimo
do Volume Corpuscular Médio que pode ser considerado fisioldgico.

O volume globular (VG) encontrado ficou dentro dos valores de referéncia estabelecidos, porém préximo ao
minimo aceitavel. Esse resultado pode estar relacionado a variacdes entre racas e adaptabilidade as condicdes
climaticas regionais. Gama et al. (2007) encontraram valores semelhante de VG (31,09 £ 3,67) em ovinos de racas
nativas criadas no Nordeste cruzados com a raca Dorper. Nao houve variacdo significativa do VG ao longo do dia,
concordando com Silva et al. (2006) que ao estudarem o volume globular de caprinos no Semi-arido paraibano, com
faixa etaria de 13 a 15 meses, também nao verificaram diferencas significativas entre os periodos do dia.

O valor médio de hemoglobina situou-se dentro dos valores de referéncia. Entretanto, no horario da tarde,
tanto o valor de hemoglobina como a Concentragdo Corpuscular Media de Hemoglobina decresceram
significativamente suas concentracdes. Sabe-se que uma das fun¢des da hemoglobina consiste no transporte de
oxigénio dos pulm@es para os diferentes tecidos e que, em situacdo de estresse, seu valor apresenta-se elevado em
funcdo da maior da taxa de consumo de oxigénio (SILVA et al., 2006). Muito embora os indices de ITGU apontem
para uma situacéo de conforto térmico critico, a concentracdo de hemoglobina ndo se elevou no periodo mais quente
do dia havendo um comportamento contrario e descaracterizando uma possivel situacdo de estresse térmico.

Os dados de volume globular médio (VCM) esté@o dentro dos valores de referéncia e a diferenca significativa
a noite deve-se ao fato da férmula conter a hematimetria no denominador que mais baixa, aumenta o valor do
resultado. A concentragdo corpuscular média de hemoglobina (CHCM) apresenta valores acima do valor de
referéncia no horario da manha e noite. A justificativa deve-se as porcentagens de CHCM estarem diretamente
proporcionais a taxa de hemoglobina e inversamente ao VG no calculo realizado para sua obtencdo. Assim com o VG
mais baixo, aumenta o valor do CHCM. Gama et al (2007) trabalhando com ovinos Santa Inés e Morada Nova
cruzados com Dorper na microrregido de Jequié-BA, obtiveram médias semelhantes de VCM (31,18 fL) e CHCM
(35,39 %) as encontradas no presente trabalho.

Os resultados obtidos da leucometria global respeitaram os valores de referéncia para a espécie e nao
apresentaram diferengas significativas entre as horas do dia. Leucocitose é fendmeno que pode ocorrer em situa¢des
de estresse cal6rico e ja relatado em ovinos por diversos autores (JAIN, 1993, THRALL, 2007, MCMANUS et al.,
2008) e sao decorrentes de um aumento na pressao arterial e freqiiéncia cardiaca por acdo da adrenalina e da
cortisona. No presente estudo essas variagdes nao aconteceram.

Tabela 2. Média e desvio padrdo dos valores obtidos na avaliagcdo hematoldgica de ovinos Santa Inés da Fazenda
Escola Cachoeiras de Macacu de acordo com o horério do dia.

Horéario Heméacia Volume Globular Hemoglobina VCM CHCM
(x10 ®/mL) (%) (g/dL) (fL) (%)
7:00 9,49 + 0,95 28,52% + 2,83 10,36°+1,95  30,23°+3,44 36,76" + 6,87
13:00 9,32% £ 1,12 27,54% + 3,16 9,08" + 1,50 29,73% £ 4,01 33,12" + 3,95
19:00 7,96° + 1,04 27,81% £ 2,72 10,31* £ 1,36 35,53"+ 5,93 37,19 + 4,47
*VR 9,0 -15,0 27,0 -45,0 9,0 15,0 28,0 — 40,0 31,0 -34,0

Letras diferentes, na mesma coluna, indicam haver diferenca significativa (P<0.01), pelo teste de SNK.
*Valor de referéncia de acordo com Jain (1993).
VCM: volume corpuscular médio; CHCM: concentragdo corpuscular média de hemoglobina.

Tabela 3. Média e desvio padréo dos valores obtidos na avaliagdo da leucometria global e leucometria especifica
relativa de ovinos Santa Inés da Fazenda Escola Cachoeiras de Macacu de acordo com o horario do dia.

Horario Leucdcitos totais Eosindfilos Segmentados Linfécitos Mondcitos
(x10 ¥/mL) % % % %
7:00 8.43%+1.96 9.92%+4.61 39.58%+8.42 44.29%+7.88 6.10%+2.22
13:00 9.04%+2.00 9.00% + 3.59 39.19%+ 7.54 45.85%+7.88 6.10% + 3.08
19:00 9.19%+2.01 8.72%+ 3.68 40.94°%+9.45 45.34° + 8.64 4.96° + 1.56
*VR 4.0-12.0 0- 10 10 - 50 40-75 0-6

Letras diferentes, na mesma coluna, indicam haver diferenca significativa (P<0.01), pelo teste SNK.
*Valor de referéncia de acordo com Jain (1993).

6. CONCLUSOES
Os indices de conforto térmico (ITGU e ITU) indicaram niveis criticos de estresse pelo calor no ambiente
externo no hordrio da tarde. Pelo ITGU interno, o aprisco ndo conseguiu manter-se em condi¢cdes de protegdo
climatica para o animal. Os parametros hematolégicos sofreram alteracdes fisioldégicas decorrentes do horario do dia
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sem, porém apresentar indicativas de estresse térmico. E questionavel a validade dos indicadores de estresse
térmico, visto que alteracdes decorrentes do calor no sangue ndo foram observadas. Assim mais estudos devem ser
realizados para a elaboracdo de novas interpretacdes desses indices em ovinos de clima tropical sob as condi¢des
estudadas. Esses resultados ndo demonstraram alteragdes decorrentes de um possivel estresse térmico como citado
por outros autores na discussao. As interpretagfes dos indices de conforto térmico (ITGU e ITU) indicaram valores
considerados criticos no periodo da tarde para a espécie. Visto a manutencéo dos valores normais hematolégicos em
cima de indices considerados altos de estresse térmico, demonstra uma possivel adaptabilidade dos animais ao
ambiente na regido na estacdo do inverno.
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Introducéo

Os exames hematol6gicos em equinos constituem uma ferramenta importante no diagnostico e
compreensao do curso de muitas doencas, além de fornecer informacdes relevantes sobre terapéutica
e prognostico. Com o avango da medicina veterinaria e com o emprego crescente de equinos nas
mais diversas &reas da economia, da salde e da sociedade € cada vez maior a necessidade de estudos
em prol do conhecimento das alterag8es clinico-laboratoriais desses animais.

Em 2008, a popula¢do mundial de equideos foi estimada em 113.473.522 cabecas, sendo 58.770.171
equinos, 43.496.677 asininos e 11.206.674 muares (FAQO). Também nesse ano, o Brasil possuia a
quarta maior populacdo de equinos do mundo, com cerca de 5.600.000 animais (IBGE).

No Brasil, o agroneg6cio equino vem movimentando bilhGes de reais e gerando milhdes de
empregos. Tradicionalmente, no mercado econdmico, as fungdes dos equinos incluiam sela, carga e
tracdo, contudo, atividades de esporte e lazer vem ganhando destaque, assim como a equoterapia
para tratamento de portadores de dificuldades na area cognitiva, psicomotora e socio-afetiva.

O hemograma é um dos exames mais solicitados pelos clinicos veterinarios, fornecendo informagdes
guantitativas e qualitativas sobre as células sanguineas. Com o crescimento do ndmero de
Laboratérios Clinicos Veterinarios nos grandes centros urbanos, contadores hematol6gicos de
células estdo sendo cada vez mais utilizados para realizagdo deste exame. Estes contadores
eletronicos fornecem informagdes adicionais sobre o volume celular.

A Amplitude de Distribuicdo de Hemacias (RDW) é um exemplo dos indices calculados e liberados
por contadores hematolégicos automatizados, que antes ndo eram avaliados no hemograma manual.
RDW-SD mede a amplitude de distribuicdo dos eritrocitos como desvio-padrdo e expressa 0
resultado em fentolitros (valor absoluto), mesma unidade do Volume Globular Médio (VGM), que
indica o tamanho médio dos eritrécitos. Assim, o RDW é também conhecido como indice de
anisocitose. Na medicina humana o RDW-SD ¢ utilizado, principalmente para avaliacdo de resposta
medular nas anemias. Para animais, os valores de referéncia da literatura ainda sdo pouco precisos
ou mesmo ausentes. Na medicina veterinaria ainda existem poucos estudos sobre os beneficios que o
fornecimento desses indices hematolégicos possa oferecer, principalmente em grandes animais.
Dentre as possiveis vantagens, esta a aplicacdo do RDW na compreensdo do curso das anemias. Um
grande percentual de células com volume alterado é necessario para produzir um VGM anormal e
mesmo a avaliagdo morfoldgica das hemécias é um método limitado para determinagdo de
anisocitose. Assim, 0 RDW pode ser considerado mais sensivel na deteccdo da anisocitose, elemento
importante na classificagdo das anemias.

Na espécie equina os eritrécitos sdo liberados para a circulagdo periférica quando completamente
maduros, portanto a observagdo de policromasia e anisocitose sdo raras e mesmo em situagfes de
intensa eritropoiese, 0 VGM apresenta minimas alteracdes. Nesse aspecto, os valores de RDW
podem se mostrar importantes na identificacdo do aumento da eritropoiese e avaliacdo da anemia.

O objetivo desse estudo foi caracterizar de forma preliminar os valores de referéncia para RDW-SD
em equinos clinicamente sadios no estado do Rio de Janeiro.

Para andlise dos valores de RDW-SD, foram utilizados os resultados dos hemogramas de 80 equinos
adultos (entre 3 e 25 anos) e residentes em hipicas do estado do Rio de Janeiro de diferentes ragas,
sendo a maioria (60 %) da raca brasileira de hipismo. Os animais estavam clinicamente sadios e sem
quaisquer alteracdes hematoldgicas. Os exames foram processados no Laboratério Clinico do



Hospital Universitario de Medicina Veterinaria prof. Firmino Marsico Filho da Universidade Federal
Fluminense — HUVET-UFF com uso do Contador Hematoldgico Automatizado Veterinario
Sysmex® — Poch 100 iV entre os meses de abril e julho de 2011.

Resultados e discussdo

A partir dos hemogramas dos animais analisados, foram feitos a média e o desvio-padrdo do indice
RDW-SD encontrado para os equinos clinicamente sadios e sem alteragdes hematologicas. A média
do RDW-SD foi de 35,418 fL e o desvio-padrdo foi de 1,547. Com estes resultados, o intervalo de
referéncia para RDW-SD neste estudo para equinos adultos sadios de hipicas foi de 33,871 a 36,965
fL. Ndo foram encontrados valores de referéncia para este indice na literatura e assim, espera-se
implementar esses dados a interpretacdo do hemograma de equinos na medicina veterinaria.

Concluséo

O presente estudo permitiu estimar valores de referéncia para RDW-SD em equinos adultos de
hipica, clinicamente sadios e sem altera¢cdes ao hemograma, encontrando-se resultados de 33,871 a
36,965fL. Mais estudos sdo ainda necessarios para completa validacdo desses resultados, contudo,
recomenda- se 0 uso inicial destes valores associado & hematoscopia e ao VGM.
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Introducao
No ultimo século, com a expansdo das atividades comerciais e as melhorias no transporte

mundial, a introducdo de espécies ndo-nativas se intensificou dramaticamente, a ponto de
banalizacdo. Atualmente, a introducdo de espécies atinge todas as regibes do planeta, e este
fendmeno, em razdo da série de efeitos negativos que o acompanha, tem sido considerado como uma
das maiores ameacas a biodiversidade e ao funcionamento dos ecossistemas naturais. Neste sentido,
torna-se indispensavel a implantacdo de medidas de controle de espécies introduzidas, uma vez que
se desconhece 0s custos ecoldgicos e econdmicos que estas podem acarretar.

Existem amplas informagBes sobre o efeito de espécies predadoras em peixes forrageiros,
porém, com excecdo de SANTOS et al. (2009), ndo ha registros sobre o uso de peixes carnivoros
nativos no controle da ictiofauna invasora em ecossistemas aquaticos continentais. Impactos
significativos a ictiofauna nativa ndo sdo esperados pelo uso de peixes carnivoros nativos, uma vez
que, em principio, predadores e presas nativos vém co-evoluindo ao longo do tempo e
desenvolvendo mecanismos de predacdo e defesa ecologicamente sustentaveis.

Neste contexto, 0 presente projeto visa avaliar por meio de experimentos em microcosmos e
elaborados segundo as premissas da teoria de forrageamento 6timo, o potencial de uma espécie de
peixe carnivoro nativo da bacia do Rio Paraiba do Sul — Oligosarcus hepsetus, como agente
controlador da Tilapia rendalli. As espécies de peixes utilizadas nos experimentos foram
selecionadas a partir de informacdes obtidas de estudos prévios realizados no Reservatorio de Lajes,
inserido na bacia do rio Paraiba do Sul (SANTOS et al. 2004)

O objetivo foi buscar as inferéncias causais da predacdo desse carnivoro nativo sobre a T.
rendalli (espécie introduzida) e Astyanax fasciatus (espécie nativa), de forma a aumentar o
conhecimento das interacbes predador—presa entre espécies nativas e introduzidas e também
contribuir na formulacdo de medidas de manejo para o controle de espécies invasoras em
ecossistemas aquaticos continentais.

Material & Métodos
Para a execucdo experimental, o predador foi obtido, por meio de coletas em redes de espera

com malhas de tamanhos variados e com anzol e linha (n = 21) em um afluente do rio Paraiba do
Sul, Barra do Pirai - RJ, enquanto as presas foram adquiridas em estacdes de piscicultura de Belo
Horizonte — MG.

Astyanax fasciatus (lambari), espécie nativa foi selecionada para o presente trabalho devido as
suas elevadas abundancias e ampla distribuicdo no rio Paraiba do Sul e por ser presa por exceléncia
neste ecossistema, enquanto a T. rendalli (espécie introduzida) foi selecionada por ser invasora em
inlmeros ecossistemas aquaticos continentais, principalmente em virtude, de escapes de sistemas de
producdo em cativeiro

Os experimentos foram realizados em uma bateria de aquérios de 60L disponiveis no
Laboratério de Aquicultura do Dept. Zootecnia (MZO), em janeiro de 2011, com duragéo de trinta



dias. No inicio e término dos experimentos, os predadores e as presas foram anestesiados com
eugenol (5ml/20L), sendo medidos o comprimento total (CT) e altura do corpo (AC) das presas.

Foi utilizado um predador por aquario, sendo realizado um total de quatro réplicas por
experimento. Os experimentos realizados foram: 1) seletividade alimentar quanto ao CT das presas,
usando quatro classes de tamanho distintas: 25-30; 30-35; 35-40; 40-45mm (duas presas/classe); e
seletividade alimentar quanto a AC das presas, usando quatro classes distintas: 7,0-7,5; 7,5-8,0; 8,0-
8,5; 8,5-9,0mm (duas presas/classe); 2) seletividade do predador quanto CT das espécies-presa,
sendo oferecidas quatro exemplares de cada espécie com CT entre 25-30mm; e seletividade do
predador quanto AC das espécies-presa, sendo oferecidas a mesma quantidade de cada espécie-presa
gue no experimento 3, porém com AC entre 7,5-8,0mm; 3) analises calorimétricas de 10 individuos
de cada classe de tamanho (25<30; 30<35; 35<40; 40<45mm) ¢ 10 individuos de cada altura do
corpo (7,057,5; 7,5<8,0; 8,0<8,5; 8,5<9,0mm) de ambas espécies.

Para o experimento 1 foi empregada ANOVA unifatorial, e o teste post-hoc de Tukey para
comparacgdo de médias; para o experimento 2 foi aplicado o teste t de Student;e para o experimento 3
foi empregada a ANOVA bifatorial (calorimetria por espécies-presa e tamanho) e o teste post-hoc de
Tukey a nivel de 95% de confianca, para comparagdo de médias.

Resultados e Discussao
De acordo com ANOVA unifatorial, O. hepsetus selecionou diferentes classes de CT de

lambari e de tilapia (F=14,6; p<0,001 para ambos), sendo observado maior consumo das classes 25-
30 e 35-40mm para primeira espécie-presa e das classes 25-30 e 30-35mm para a segunda. O
predador também selecionou diferentes classes de AC de lambari (F=9,3; p=0,002) e de tilapia
(F=25,3; p<0,001), sendo observado um maior consumo das duas classes de menor AC (7,0-8,0mm)
e da Gltima classe (8,5-9,0mm) para a primeira espécie-presa e das duas classes menor AC (7,0-7,5¢
7,5-8,0) para a segunda.

Os resultados indicam que O. hepsetus predou seletivamente sobre os individuos de tilapia de
menores comprimentos e alturas do corpo, ao passo que ndo foi observado um padrdo evidente de
consumo de lambaris, indicando que as caracteristicas morfologicas influenciaram menos para a
predacdo desta espécie-presa nas faixas de comprimento e altura do corpo testadas.

No experimento 2 para seletividade das espécies com CT padronizado, O. hepsetus consumiu
preferencialmente tilapias a lambaris (t=5,2; p=0,002), enquanto nos experimentos com AC
padronizada ndo foram detectadas preferéncias no consumo de O. hepetus por determinada espécie-
presa (t= 1,6; p=0,168). Os resultados sugerem que a AC foi mais importante que CT na sele¢do de
presas por O. hepsetus, corroborando as teorias estabelecidas para peixes piscivoros que consomem
presas inteiras (Truemper & Lauer 2005).

Neste contexto, a altura do corpo representou um componente importante na selegdo de presas
por O. hepsetus que consumiu preferencialmente presas com AC préxima a 1/3 (31,5%) da altura da
de sua boca. Sob o ponto de vista conservacionista, a espécie-presa nativa, ou seja, o lambari é mais
vulneravel a predacdo por O. hepsetus do que a tilapia, uma vez que esta espécie-presa ndo-nativa,
além de apresentar uma alta taxa de crescimento e de atingir tamanhos superiores ao do predador,
apresenta uma janela de predagdo mais restrita aos individuos de pequeno porte, que apresentaram as
menores alturas do corpo entre as presas oferecidas.

Segundo ANOVA bifatorial dos dados calorimétricos (Kcal/g x peso seco) por CT houve
interacdo significativa de classes x espécies (F= 11,03; p <0,01), ndo havendo diferencas
significativas da calorimetria da classe 25-30mm do lambari para a classe 30-35mm da tilapia
(p=0,99); entre a classe 30-35mm do lambari e a classe 35-40mm da tilapia (p=0,58) e entre ambas
espécies na ultima classe (40-45mm) (p=0,54). Neste contexto, houve diferenca significativa de
calorimetria por CT dentro de cada espécie, no entanto, entre espécies, foi observado menores
valores calorimétricos para CT 25-30mm de tilapia (p<0,01), ndo havendo diferencas significativas
para a calorimetria de CT da Gltima classe para ambas espécies (p=0,54).



Por outro lado, os dados de calorimetria de AC revelaram diferencas entre espécies (F=506,6;
p<0,01) e entre classes (F=39,5; p<0,01), ndo exibindo interac¢Ges significativas (F=1,1; p=0,36). De
maneira geral, dados calorimétricos de AC de lambari foram superiores aos da tilapia. A menor
classe de AC do lambari apresentou menor valor calorimétrico significativo (p<0,01) e a maior
classe maior valor calorimétrico significativo (p<0,01), no entanto, as classes 7,0-7,5 e 8,0-8,5 de
AC do lambari ndo apresentaram diferencas significativas entre si (p=0,07). Os valores
calorimétricos da AC da tilapia por outro lado, a menor classe apresentou menor valor calorimétrico
significativo (p<0,01), no entanto, as Ultimas trés classes: 7,5-8,0; 8,0-8,5 (p=0,99) e 8,5-9,0
(p=0,70) ndo apresentaram diferencas significativas.

Nossos resultados sugerem que diferencas energéticas entre espécies-presa parecem importar
menos que diferencas morfoldgicas na seletividade por O. hepsetus. Juvenis de O. hepsetus néo
percebem a diferenca calorimétrica entre espécies-presa, porque quando o CT das presas se mantém
eles se alimentam preferencialmente da tilapia, demonstrando maior percepg¢do pelo volume da
presa, do que pelo préprio valor energético, que € justificado pelo menor consumo do lambari. O
experimento de seletividade utilizando AC, por exemplo, reforca isso.

Entretanto, como as caracteristicas morfoldgicas do lambari influenciaram menos para a
predacdo nas faixas de comprimento e altura do corpo testadas, devemos também considerar
possiveis mecanismos de defesa comportamentais de co-evolugdo entre predador e presa nativos, ja
gue ambos co-evoluiram ao longo do tempo, desenvolvendo mecanismos de predacdo e defesa
eficazes, mas ecologicamente sustentaveis, o que justifica, em parte, o reduzido consumo do lambari
guando comparado a tilapia.

Neste sentido, as caracteristicas morfol6gicas e comportamentais por serem fatores chave na
piscivoria de peixes, podem ter contribuido para o padrdo de consumo diferenciado entre espécies-
presa observado no presente trabalho. De acordo com Gill (2003), quando a disponibilidade de
diferentes espécies-presas € relativamente igual, presas de menor tamanho podem ser mais
energeticamente proveitosas do que presas maiores, uma vez que os predadores tendem a alocar
menos tempo ou energia na procura, captura e manipulagdo de presas pequenas, diminuindo, assim,
sua vulnerabilidade a predadores de maior porte ou cleptoparasitas. Santos & Benedito-Cecilio, 2005
(2000) diversos estudos tém demonstrado um forrageamento seletivo em predadores, que continuam
ingerindo presas com tamanho inferior as dimensdes de seus aparatos bucais, fato este que deve estar
ligado a disponibilidade e facilidade de captura de presas, como predito pela teoria de forrageamento
6timo.

A teoria do forrageamento 6timo baseia-se em premissas evolutivas para predizer a ingestao
preferencial de presas pelo predador, a qual depende essencialmente do tamanho e disponibilidade
de presas, e do tempo gasto na captura e manipulagdo das presas pelo predador (Gill, 2003).
Segundo esta teoria, predadores que forrageiam mais eficientemente e otimizam sua obtencdo de
energia, maximizarao seu fitness ecoldgico e contribuirdo com mais genes para as geracdes futuras.
Para que um predador otimize a taxa de energia, 0 ganho energético adquirido pela ingestdo de
presas deve ser avaliado contra o tempo necessario para essa aquisi¢do e o tempo gasto na captura
(Santos & Benedito-Cecilio, 2005).

Por fim, para podermos inferir medidas na elaboracdo e implementacdo de programas de
manejo eficientes no controle bioldgico das espécies invasoras em ambientes naturais por predadores
nativos, recomendamos a realizacdo de estudos experimentais complementares a energia alimentar e
morfol6gica obtidas no presente estudo, para se quantificar os gastos energéticos do predador com a
perseguicdo, captura e tempo de manipulacdo, visando complementar os principais fatores
envolvidos na ingestdo seletiva de presas nativas e introduzidas por O. hepsetus.

Conclusdes
A altura do corpo representou um componente importante na selecéo de presas por O. hepsetus.

Sob o ponto de vista conservacionista, a espécie-presa nativa é mais vulneravel a predagéo por O.



hepsetus do que a tilapia, uma vez que esta espécie-presa ndo-nativa, além de apresentar uma alta
taxa de crescimento e de atingir tamanhos superiores ao do predador, apresenta uma janela de
predacdo mais restrita aos individuos de pequeno porte, que apresentaram as menores alturas do
corpo entre as presas oferecidas. No entanto, o potencial de controle de juvenis de O. hepsetus sobre
tilapias entre 25 e 35 mm de CT e entre 7 e 8 mm de AC, deve ser considerado.

Nossos resultados sugerem que diferencas energéticas entre espécies-presa parecem importar
menos que diferencas morfoldgicas na seletividade por O. hepsetus. Além disso, as caracteristicas
morfol6gicas e comportamentais por serem fatores chave na piscivoria de peixes podem ter
contribuido para o padrdo de consumo diferenciado entre espécies-presa observado no presente
trabalho. Neste contexto, recomendamos a realizacdo de estudos experimentais complementares a
energia alimentar e morfoldgica obtidas no presente estudo, para se quantificar os gastos energéticos
do predador com a perseguicdo, captura e tempo de manipulacdo, visando complementar 0s
principais fatores envolvidos na ingestéo seletiva de presas nativas e introduzidas por O. hepsetus.
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Introducdo e Material e Métodos

A caprinocultura visando a producao leiteira é uma atividade em expansao na regido Sudeste
do Brasil. Segundo dados do IBGE, da Producéo da Pecuéria Municipal em 2009, o rebanho caprino
no Brasil correspondia a 9 164 421 cabegas, sendo dessas, apenas 231 738, na regido Sudeste.
Apesar do elevado efetivo caprino e da forma acentuada como vem se desenvolvendo no pais nos
Gltimos anos, os niveis de producdo e produtividade dos rebanhos nacionais sdo ainda bastante
inferiores aos encontrados nos paises desenvolvidos por ser uma atividade geralmente desenvolvida
com baixo nivel tecnoldgico. Sabe-se que a nutricdo tem papel importante no desempenho
reprodutivo de mamiferos em geral, seja essa influéncia a curto ou longo prazo, tendo os niveis de
energia como principal fator determinante para melhor eficacia reprodutiva, demonstrando, por
exemplo, um aumento nas taxas de ovulacdo. O aumento do nivel de energia promove alteragdes
tanto nos padrdes hormonais quanto nos padrdes metabdlicos do animal. Em relacdo a pequenos
ruminantes podem ser encontrados um namero relativo de dados desta influéncia na espécie ovina,
existindo uma caréncia de literatura com relacdo aos caprinos. Sendo assim, com o0 objetivo de
avaliar o desempenho reprodutivo de cabras Toggenburg submetidas a diferentes niveis de energia
na dieta, 32 cabritas em idade reprodutiva e saudaveis foram divididas em trés grupos de acordo com
0 tratamento imposto. Grupo 1, mantenga (M) (n=11); Grupo 2, suplementagdo de 1,5 vezes a
energia da mantenga (1.5M) (n=10); Grupo 3, suplementaco de 2 vezes a energia da mantenca (2M)
(n=11). O ciclo estral das fémeas foi induzido e sincronizado através da utilizacdo de esponjas
intravaginais impregnadas com 60mg de Acetato de Medroxiprogesterona (Progespon - Tecnopec®)
gue permaneceram por um periodo de seis dias, correspondendo ao periodo de flushing alimentar.
No dia que antecedeu a retirada da esponja, foram aplicados por via intra-muscular 200 Ul de eCG
(Novormon - Schering Plough) e 0,4mg de d-Cloprostenol (Veteglan® - Calier). O padrdo de
desenvolvimento folicular foi observado diariamente do dia 1 ao dia 6 do protocolo de sincronizagdo
através do uso da ultrassonografia com um transdutor linear transretal de 8MHz de freqiiéncia. Apés
a remogdo das esponjas essas observagdes foram realizadas duas vezes ao dia para determinacéo da
ovulacdo e as fémeas foram testadas para estro através da utilizacdo de um rufido também duas vezes
ao dia. Os resultados foram analisados pelo teste de Duncan.

Resultados e Discusséo

Todos os animais dos grupos 1 e 3 ovularam (100%), enquanto no grupo 2, um animal ndo
apresentou ovulacdo. O intervalo entre a remocéo da esponja e a ovulagao nao diferiu (P>0.05) entre
grupos (Grupo 1: 56,28 + 12,58; Grupo 2: 57,66 + 8,7; Grupo 3: 45,22 + 7,96 horas), entretanto, o
intervalo entre a manifestacdo do cio e a ovulagdo foi menor no grupo 3 (15,13 + 8.63 horas —
P<0.05) quando comparado aos demais grupos que ndo apresentaram diferencas entre si (Grupo 1:
28,28 + 12,57 horas; Grupo 2: 27,00 £ 14,40 horas). A taxa de ovulacdo também ndo apresentou
diferenca (P>0,05) entre os grupos (Grupo 1: 1,27 + 0,47; Grupo 2: 1,00 + 0,47; Grupo 3: 1,18 *
0,40). O Grupo com maior niveis de energia na dieta (Grupo 3) teve o didmetro do foliculo



ovulatorio menor (62,64 + 7,43 X 63,18 + 6,31 mm — P<0,06) que 0s grupos com niveis de energia
menores (grupo 1: 72,64 + 7,61 X 73,54 + 8,88 mm; grupo 2: 69,29 + 14,01 X 68,11 £ 12,26 mm)
gue ndo apresentaram diferenca entre si (P>0,06).

Conclusoes

Podemos concluir que a nutricdo possui efeito sobre a reproducdo de cabras. Animais alimentados
com dietas com maior nivel de energia ovularam mais rapido apds o inicio do cio e ovularam
foliculos com didmetros menores do que as demais fémeas alimentadas com niveis de energia mais
baixos.
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Introducéo

A Tuberculose bovina é uma doenca infecciosa de ocorréncia mundial causada por
Mycobacterium bovis que determina riscos a popula¢do que consome produtos de origem animal e
prejuizos tanto a pecuaria de corte quanto a leiteira. A forma mais frequente da doenca é a pulmonar
embora possa ainda ocorrer, a forma intestinal em bezerros por meio de ingestdo de leite
contaminado. A enfermidade é uma importante causa de perdas econdmicas levando a diminuicdo de
10 a 20% da producdo de leite e do ganho de peso do gado leiteiro e causa reducéo da fertilidade do
rebanho. Quanto aos rebanhos de corte, ha condenacéo de carcagas dos animais infectados, além dos
prejuizos determinados pelo impedimento & exportacdo de carnes para paises onde a tuberculose é
controlada. Devido ao carater contagioso e suas implicagdes na saude humana, mundialmente s&o
implementados programas de erradicacdo da enfermidade com politicas baseadas em testes
tuberculinicos e abate dos animais reativos. Apesar das politicas sanitarias realizadas na Europa,
Estados Unidos e Brasil apresentarem resultados positivos ainda se observa uma baixa prevaléncia
da enfermidade, fato que ndo possui uma causa completamente esclarecida. Com o objetivo de
auxiliar a erradicacdo da tuberculose bovina, principalmente em um quadro de baixa prevaléncia que
pode ser ocasionado por falhas no diagndstico e, com o propdsito de recuperar 0 agente e
efetivamente confirmar o status do rebanho, € necesséario avaliar melhor as metodologias de
diagndstico.

Diversos métodos de diagnostico da tuberculose bovina ja foram desenvolvidos com
variacOes de tipos de amostras selecionadas, sensibilidade e especificidade. Rotineiramente sdo
classificados em métodos diretos que implicam o isolamento e visualizacdo do agente ou parte do
seu genoma, e métodos indiretos que mensuram a resposta imunolégica do animal frente ao desafio
com algum antigeno especifico do Mycobacterium bovis.

O método padrdo para o diagnostico da tuberculose bovina é o teste tuberculinico
intradérmico, baseado na reacdo de hipersensibilidade tardia ao derivado proteico purificado (PPD)
extraido do agente (OIE, 2008). Entretanto o diagndstico definitivo da infeccdo de um rebanho s6 é
possivel por meio da cultura bacteriolégica e identificacdo do agente, principalmente quando a
prevaléncia da enfermidade é baixa, durante os Gltimos estadgios de uma campanha de erradicacéo
(CORNER, 1994).
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Resultados e discussao

O trabalho foi desenvolvido em propriedades de exploracdo leiteira do estado do Rio de
Janeiro com algum historico ou suspeita de tuberculose. No somatoério dos rebanhos, foram testados
aproximadamente 150 animais. Foi realizado o teste intradérmico cervical comparativo, que utiliza
PPD bovino e PPD aviario. Trinta animais reativos aos testes tuberculinicos foram abatidos, e
fragmentos de tecidos com les6es macroscdpicas foram coletados. Foram realizadas baciloscopia
para visualizacdo dos bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) e o cultivo microbioldgico. A
baciloscopia (exame direto) foi realizada, no entanto, a mesma ndo permite a diferenciacdo entre 0s
membros da familia Mycobacteriaceae. Além disso, esse método peca por pouca sensibilidade,
levando a ocorréncia de falsos-negativos. Muito embora tenha sido realizado, para observacdo dos
bacilos alcool-acido resistentes esse tipo de exame ndo é muito empregado como diagnéstico para
tuberculose bovina. Os fragmentos de linfonodos subescapulares e de pulmdo dos 30 animais
abatidos foram processados como uma Unica amostra por animal, totalizando 30 amostras. Para a
descontaminacdo do material suspeito, antes de cultura e isolamento do M. bovis, trés diferentes
metodologias foram realizadas com os seguintes descontaminantes: 0,75% HPC, 6% de acido
sulfarico e 4% NaOH. Apesar das diferentes abordagens utilizadas, col6nias suspeitas de M. bovis
foram recuperadas apenas 16 das 30 amostras . Considerando o TCC e as culturas confirmadas como
M. bovis por PCR, os trés métodos de descontaminag¢do em conjunto apresentaram uma sensibilidade
de 55,1% e 0 método que empregou HPC mostrou-se mais sensivel do que os outros dois.

A PCR multiplex foi realizada em colaboracdo com outras instituicdes de pesquisa,é
utilizada para identificar as colénias sugestivas de M. bovis, sendo uma variacdo da PCR onde o
sucesso desse método esta na dependéncia de uma série de parametros, tais como: a qualidade do
DNA, que deve estar livre de contaminantes (os quais interferem na amplificagdo); na escolha
correta dos primers para a amplificagdo do material, assim como no emprego de métodos de
extracdo adequados. De acordo com a caracterizacdo molecular, 14 das 16 amostras de coldnias
recuperadas foram identificadas como M. bovis. No teste de imunodiagnostico ELISA, 11 animais
apresentaram resultado positivo.

Conclusoes

Os resultados indicam que se torna imprescindivel a utilizacdo de outros meios diagndsticos
para tuberculose bovina além dos métodos diretos como a visualizacdo do agente etiologico e o
cultivo bacteriologico, sendo entdo necessario o diagnéstico molecular e o diagnostico in vivo
através de métodos indiretos, como os testes imunoldgicos permitindo assim incrementar a
metodologia em eficiéncia ou em rapidez,o que facilitara seu controle nos rebanhos.
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Introducéo

Estafilococos sdo bactérias Gram positivas, pertencentes a Familia Micrococcaceae; possuem
metabolismo anaerdbio facultativo, sdo imdveis e catalase-positivos. Sdo mesdéfilos, podendo crescer em
temperaturas entre 18 a 40°C (6timo: 35 — 40°C), apresentam tamanhos que variam entre 0,5 a 1,5um de
diametro. As cepas de Staphylococcus aureus possuem em sua parede pigmentos carotendides, o que
confere uma coloragdo “durea” a suas colonias (Biberstein e Hirsh, 2003). Bactérias desse género sdo
residentes normais da microbiota da pele e das mucosas de humanos e animais (Morris et al., 2006).
Além de serem residentes normais de pele e mucosas, eles estdo rotineiramente envolvidos numa grande
variedade de doencas dos animais (Hoekstra e Paulton, 2002). Estafilococos podem estar envolvidos em
pneumonias, dermatites, piodermites, furunculoses, abscessos, conjuntivites, otites e bacteremia
(Lilenbaum et al., 2000).

Em um estudo recente, duas espécies estafilocécicas foram isoladas de piodermite recidivante:
Staphylococcus schleiferi subespécies schleiferi e coagulans, ambos freqlientemente resistentes a
meticilina (Rosser Jr., 2008).

O diagnostico de infecgBes estafilococicas se baseia no isolamento e identificagdo do
microrganismo. Os procedimentos para colheita de amostras clinicas podem ser feitos de diferentes
formas, devendo ser usada aquela que garanta maior chance de isolamento do agente e diminua o risco
de contaminacdo (Koneman et al., 2001). Aspirados de lesdes fechadas, como abscessos e otites em
estagio avancado devem ser colhidos ap6s uma limpeza suave e o exsudato aspirado com seringas
estéreis. Porém infeccbes como otite externa, conjuntivite e furunculose podem ter suas secregdes
colhidas através de “swabs” estéreis da lesdo. Amostras de urina devem ser colhidas e acondicionadas de
forma que minimize o risco de contaminagdo, devendo ser encaminhadas prontamente ao laboratdrio
para processamento imediato (Cox, 2006).

O principal objetivo deste trabalho é caracterizar isolados do género Staphylococcus sp. obtidos
a partir de amostras clinicas colhidas em cdes acometidos por dermatites segundo a distribuicdo por
espécies, ao perfil bioquimico e ao perfil de susceptibilidade in vitro aos antimicrobianos.

Resultados e Discussdes

Todas as 282 amostras de estafilococos foram avaliadas fenotipicamente quanto a resisténcia a
agentes antimicrobianos. Duzentos e dezoito amostras (77%) apresentaram resisténcia a pelo menos um
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antimicrobiano, com uma amostra resistente a 13 dos antimicrobianos testados. Foi observada resisténcia
a todas as drogas testadas, mas nenhuma amostra apresentou resisténcia a todas elas. O nimero e
percentual de amostras resistentes para cada antimicrobiano testado estdo demonstrados na Tabela 1.

As maiores taxas de resisténcia foram observadas para a eritromicina, penicilina G e
sulfametoxazole/trimetoprim, com percentuais superiores a 40%. Taxas de resisténcia também
importantes, entre 20 e 40%, foram observadas para tetraciclina, clindamicina, gentamicina e quinolonas
testadas.

As taxas de resisténcia totais as quinolonas testadas foram iguais, mas as amostras resistentes
para cada droga ndo foram necessariamente as mesmas. Ja as menores taxas de resisténcia forma
observadas para a nitrofurantoina, rifampicina e a doxiciclina, sendo estas menores que 10%.

Resisténcia antimicrobiana foi um achado comum entre as amostras de estafilococos isoladas de cées
com infeccdes topicas, como piodermite (n = 64/71; 90,1%) e otite externa (n = 94/123; 76,4%). As
amostras de estafilococos isoladas de piodermite apresentaram maiores taxas de resisténcia em
comparagdo com aquelas de otite externa. Taxas superiores a 50% de resisténcia foram observadas para
a sulfametoxazole/trimetoprim (76%), clindamicina (64,8%), eritromicina (64,8%), penicilina (59,1%) e
tetraciclina (50,7%). As taxas de resisténcia para estas mesmas drogas entre as amostras de otite externa
variaram de 32,5% (sulfametoxazole/trimetoprim) a 47,2% (penicilina). Ja as drogas com menores taxas
de resisténcia foram a rifampicina, nitrofurantoina e doxicilina para amostras isoladas de ambos os tipos
de infeccdo, sendo estas taxas inferiores a 10%. As taxas de resisténcia as quinolonas foram semelhantes
também entre estes dois grupos de amostras (Tabela 1).

Resisténcia antimicrobiana foi comum também entre amostras isoladas de animais saudaveis (n = 55/88;
62,5%), porém as taxas de resisténcia foram menores do que as de infeccdes tdpicas. As maiores taxas
de resisténcia foram também para tetraciclina, eritromicina, penicilina e sulfametoxazole/trimetoprim,
variando de 22,7% a 31,8%. Todavia, estas taxas foram menores que as daquelas amostras isoladas de
infeccOes topicas que variaram de 32,5% a 76%. As menores taxas de resisténcia (inferiores a 10%)
também foram observadas para a doxiciclina, nitrofurantoina e rifampicina, além do cloranfenicol,
oxacilina e tobramicina.

Conclusoes

Com base nos resultados do presente estudo, pode-se concluir que Staphylococcus sdo membros
comuns da microbiota normal da cavidade nasal de c&es.
As amostras bacterianas isoladas apresentam grande resisténcia a maioria das drogas antimicrobianas
testadas, dentre elas a oxacilina, mostrando que a utilizag&o indiscriminada de agentes antimicrobianos
prescrita por médicos veterinarios pode estar contribuindo para selecio dessas cepas no nosso meio.
Assim, ao considerar-se a presenca de Staphylococcus tanto na cavidade nasal de cées sadios, bem como
no papel de agente infecioso de infeccBes tOpicas caninas, 0 potencial patogénico que essas cepas
possuem e a resisténcia as drogas apresentadas, infere-se que haja uma grande possibilibidade de
transmissdo zoonotica.
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1. Introducéo

Existe um interesse crescente na indUstria e na pesquisa cientifica, em ervas aromaticas e plantas
medicinais devido as suas propriedades antimicrobianas e antioxidantes (Bakkali et al., 2008). Os Gleos
essenciais (OE) sdo extraidos de diversas plantas aromaticas e dentre suas propriedades alguns sdo
antimicrobianos. Rodriguez et al. (2007) citam que OE sdo fontes ricas de pequenos compostos
terpendides e fendlicos e também ha evidéncia de que compostos em menor quantidade sdo importantes,
principalmente porque possuem efeitos sinergisticos (Lopez et al. 2007; Marino et al. 1999).

O uso destes compostos tem aumentado como alternativa aos produtos quimicos sintéticos, por
exemplo nas industrias e alimentos. A possibilidade da existéncia de sinergismo entre OE foi
vislumbrada, podendo um resultado positivo permitir aplicagdes mais eficazes melhorando a garantia de
seguranca alimentar aos consumidores ou mesmo aplicado em outros setores industriais. Dentre as
ferramentas utilizadas para garantir a seguranca alimentar tem-se despontado as embalagens ativas, nova
tecnologia que permite a interagdo da embalagem com o alimento.

Este projeto tem por objetivo avaliar a atividade antimicrobiana dos OE de orégano, funcho
doce e canela, isoladamente e em combinacdo, verificando a existéncia de efeito sinergético, frente as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus e ao fungo Penicillium sp., visando sua utilizagcdo
para garantir a seguranca alimentar tendo sua aplicacdo futura no desenvolvimento de embalagens
ativas.

A avaliacdo foi realizada utilizando a técnica de difusdo em agar sendo avaliado na temperatura
otima de crescimento do microrganismo e em temperatura de refrigeracdo para simulacdo de sua
utilizacdo em embalagens primarias.

Os OEs foram impregnados em discos de filtro e estes colocados ao centro de placas de petri
contendo meio de cultura sélido (Muller Hinton) previamente contaminado com 0s microrganismos
separadamente. As analises foram acompanhadas de um tratamento controle, sendo 0 meio contaminado
tendo o disco de papel de filtro sem incorporacdo de OE. Os tratamentos foram dispostos segundo um
delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés repeticdes.

Em uma primeira avaliacdo dos volumes de OEs utilizados foram de 5 e 10uL de cada OE
separadamente e os dados analisados utilizando estatistica descritiva. Conformes resultados alcancados
os volumes foram ajustados para 3, 5 e 8uL para a avaliacdo da atividade antimicrobiana dos OEs
separados seguindo da avaliagdo quanto ao sinergismo utilizando combinagGes na proporcdo 1:1:1 e o
volume de 3 pL, nestes casos os dados foram avaliados por meio de anélise de variancia, utilizando o
teste F e as médias comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.



2. Resultados e Discusséo

Os resultados observados quanto a atividade antimicrobiana na temperatura ideal de
desenvolvimento dos microrganismos apresentaram pequena diferenca para as concentragfes utilizadas
(Tabela 1). O 6leo de funcho apresentou a menor eficiéncia dentre os 6leos quanto ao efeito
antimicrobiano para as bactérias e um melhor efeito quanto inibindo o fungo

A temperatura de refrigeracio (8 + 2 °C) ao final de 10 dias ndo foi observado crescimento de
nenhum dos microrganismos avaliados em presenca de todos os OE incluso nas placas controle, que
posteriormente foram colocadas em temperatura ideal de desenvolvimento dos microrganismos e
apresentaram crescimento comprovando a presenca dos mesmos no meio.

Tabela 1: Diametro dos halos de inibicdo (cm) formados em culturas E. coli e S. aureus e
Penicillium sp. a temperatura de 35 £ 2 °C , em resposta ao emprego de OE de Canela, Funcho e
Orégano em diferentes concentracdes.

DIAMETRO DOS HALOS DE INIBICAO

(cm)
OE Canela  OE Funcho OE Orégano
Microrganismo Temperatura 5puL  10pL  5pL  10puL  5pL  10pL
Escherichia coli 35+2°C 2,2 1,9 0 0 3 3
Staphylococcus aureus 35+2°C 2,1 2,5 1,4 1,2 5,6 6,7
Penicillium spp 25+2°C 4,8 5,7 -* 9 8,7 9

* - Resultado perdido por contaminacdo do meio de cultura.

Pelos dados obtidos a diferenca entre os halos de inibicdo para os volumes de 5 e 10uL foi
pequena, logo visando uma eficiéncia antimicrobiana com uso minimo de OE os volumes para dar
sequéncia aos testes foram ajustados para 3, 5 e 8pL.

Dentre os volumes ajustados ndo foi observado diferenca significativa (p>0,05) seguindo entdo
as analises comparativas considerando o menor volume eficaz, 3uL.

Os tratamentos usando OE de canela e de funcho ndo apresentaram diferenga significativa
(p>0,05) para S. aureus e Penicillium sp., e tanto para S. aureus quanto para Penicillium sp. todos os OE
utilizados apresentaram o mesmo resultado estatistico com relagéo a antimicrobiana (Tabela 2). O uso do
OE de orégano apresentou os melhores resultados de inibicdo do crescimento para 0s trés
microrganismos estudados (Tabela 2).

Resultados de inibicdo do crescimento de microrganismo através do uso de OE de orégano
foram observados por Nielsen e Rios (2000) pela inibigdo do fungo Aspergillus flavus; Seydim e Sarikus
(2005), pela inibicdo de bactérias E. coli e S. aureus; e Pereira et al. (2006) pela inibicdo de Aspergillus
flavus, Aspergillus ochraceus e Fusarium sp., resultados esses coerentes com o0s alcan¢ados neste
trabalho.

O tratamento usando OE de canela foi mais sensivel, com igual intensidade (p>0,05),
estatisticamente, aos microrganismos S. aureus e Penicillium sp., obtendo-se 0 mesmo resultado para o0s
OE de funcho e orégano.

Foi observado também uma maior resisténcia do microrganismo Escherichia coli em relagéo aos
demais. O OE de orégano foi o que obteve um melhor resultado quanto & inibicdo desses
microrganismos. (Tabela 2)



A temperatura de refrigeracdo ao final de 10 dias n4o foi observado crescimento de nenhum dos
microrganismos avaliados.

Tabela 3: Média dos halos de inibicao referente a atividade antimicrobianas dos OEs de canela,
funcho e orégano em relacgdo a E. coli e S. aureus e Penicillium spp. a temperatura de 32 + 2 °C.

Tratamento
Microrganismo Canela Funcho Orégano
Escherichia coli 1,3574* 0,0167 % 3,1685*
Staphylococcus aureus 4,0333** 4,6815"" 6,3352 "%
Penicillium sp 5,5311°4 4,6022 "4 7,1956°®

*Médias seguidas da mesma letra mindscula na mesma coluna e mailscula na mesma linha ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tendo o OE de orégano se destacado em todas as avaliagGes, as combinacBes dos OEs teve este
como base para averiguacOes da existéncia de sinergismo e foram utilizados 3uL das combinagGes. As
formulagdes foram na propor¢do de um para um, sendo: Orégano, Orégano + Funcho doce, Orégano +
Canela, Canela + Funcho doce e Orégano + Canela + Funcho doce.

Quanto a possibilidade de sinergismo o tratamento com o OE de orégano foi o mais eficiente
para a bactéria E.coli e S.aureus que ndo apresentou maior sensibilidade somente ao tratamento com o
OE de orégano, mas também com e OE de funcho. (Tabela 3; figura 1 e 2). O fungo Penicillium sp.
(Figura 3) & temperatura ideal apresentou resultados satisfatdrios e iguais estatisticamente para os
tratamentos com OE de orégano; combinacdo de OE de orégano, OE de canela e OE de funcho; e
combinacdo de OE orégano e OE de canela, mostrando ter maior sensibilidade aos OE de orégano e
canela (Tabela 3).

Pode-se dizer que a bactéria E.coli foi a mais resistente em relacdo a inibicdo aos tratamentos
das combinacBes dos OE quando comparada a bactéria S. aureus e o fungo Penicillium sp. que se
mostraram mais sensiveis. (Tabela 3)

A temperatura de refrigeracio ao final de 10 dias n&o foi observado crescimento de nenhum dos
microrganismos avaliados em presenca de todos os OE incluso nas placas controle.

Tabela 3: Eficiéncia da atividade antimicrobianas da combinacdo dos dleos essenciais de canela,
funcho doce e orégano sobre os microrganismos Escherichia coli e Staphylococcus aureus e
Penicillium sp. a temperatura de 32 + 2 °C (volume de 3uL).

Microrganismo

Tratamento Echerichia coli Staphylococcus aureus  Penicillium sp.
Orégano 2,52968 4,71118 4,65192
Orégano + Canela 1,5370° 2,5333" 3,6259%"
Orégano + Funcho 1,4958° 4,67222 1,8750°
Orégano+Canela+Funcho 1,8667" 3,1500%° 4,41488
Canela+Funcho 0,5083° 0,9944° 1,4370°

*Meédias seguidas da mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.



Figura 9: Escherichia Figura 10: Staphylococcus  Figura 11: Penicillium
coli a 35°C com disco aureus a 35°C com disco  sp. a 25°C com disco

impregnado com 3uL impregnado com 3uL da  impregnado com 3uL da
de OE de orégano. combinacdo de OE de  combinagdo de OE de
orégano + funcho. orégano+canela+funcho.
3. Concluséo

Com o presente trabalho foi possivel constatar que o 6leo de orégano foi 0 mais eficiente quanto
ao efeito antimicrobiano tanto para as bactérias quanto para o fungo, seguido do 6leo de funcho doce e
canela. Foi observado que o volume de 3uL foi o suficiente para se obter resultados de inibigéo
satisfatérios para os microorganismos analisados, dentre os volumes testados.

Os resultados apresentaram que a utilizacdo do OE de orégano individual é mais eficiente assim
como algumas combinac@es, sendo uma sugestdo de utilizagdo como substituto de quimicos sintéticos na
conservacdo de alimentos. Contudo, é necessario estudos utilizando os demais OE em proporgdes
diferentes uma vez que o OE de orégano tem odor e sabor pronunciado podendo limitar a utilizacdo de
embalagem incorporada somente tendo ele como o antimicrobiano.

Uma combinacéo dos 6leos essenciais com resultados eficazes frente a microrganismo permitira
uma reducdo no efeito do aroma dos 6leos 0 e mantera a qualidade do produto. Embalagem ativa com
incorporacdo de aditivos naturais é uma alternativa para atender aos consumidores que buscam por
produtos ao mais proximo do natural.
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Introducéo

O estudo das secrecdes obtidas do trato respiratorio tem sido considerado de grande valia, ja que
representa um meio semioldgico importante, ajudando no diagnostico das doengas (GONCALVES, 1997;
SANCHES, 1998; HOFFMAN, 2008). A citologia do lavado traqueal (LT) é descrita como ferramenta no
diagndstico da doenca pulmonar crénica, em particular no diagnéstico da Obstrucdo Recorrente das Vias
Aéreas (ORVA) e infeccBes por parasitos (DIXON, 1995).

As preparagOes citologicas de LT para as contagens diferenciais podem ser realizadas por
citocentrifugacdo ou por confeccdo de esfregacos a partir de sedimento obtido em centrifuga convencional.
Porém a grande quantidade de muco geralmente presente na amostra obtida altera a morfologia,
dificultando a identificacdo dos tipos celulares e, por conseguinte prejudicando a contagem e o diagndstico.
O objetivo deste trabalho foi verificar a aplicabilidade da filtragdo deste material, avaliando o efeito da
filtracdo do LT sobre a contagem diferencial da citologia traqueal de equinos.

Foram utilizadas amostras de LT de 16 equinos adultos, obtidas por uma sonda introduzida pelo
canal de trabalho do endoscopio. Os LTs assim obtidos foram considerados adequados quando foi possivel
observar uma ou mais das seguintes caracteristicas no fluido aspirado: turbidez, particulas em suspensao,
filamentos de muco.

De cada LT foi obtida uma primeira aliquota ndo filtrada (NF) para preparacéo citolégica por
citocentrifugacdo. Em seguida, o LT restante foi filtrado por meio da passagem do mesmo por uma
compressa de gaze hidréfila de oito camadas com 7,5¢cm x 7,5cm e 13 fios por cm2. Imediatamente apds a
filtracdo, uma segunda aliquota (F) foi obtida e processada da mesma forma que a anterior.

A contagem diferencial dos tipos celulares foi realizada em laminas coradas pelo método de
Giemsa e submetidas a leitura em microscopia éptica com objetiva de 100x, para a contagem de 300
células. Serdo determinados os valores percentuais dos tipos celulares presentes nas laminas preparadas a
partir das duas aliquotas (F e NF) e estabelecidas as médias e desvios-padrdo para os grupos (F e NF). A
fim de verificar o efeito da filtracdo sobre as contagens, sera utilizado teste ndo paramétrico de Kruskall-
Wallis, sendo considerado um nivel de significancia de 5%.
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Resultados e Discussao

As médias dos percentuais obtidos para os diferentes tipos celulares das amostras NF até o
momento foram: células epiteliais (30,70+18,60), macrofagos (31,70 = 9,70), linfécitos (15,30 + 8,02),
neutréfilos (20,96 + 16,88), eosindfilos (1,30+1,47), mastdcitos (0,04 + 0,11).

Devido a problemas técnicos na citocentrifuga, as coletas tiveram que ser suspensas por alguns
meses, pois tal equipamento é indispensavel para prosseguirmos com o andamento da pesquisa. Por isso,
até o momento foram feitas 16 coletas e confeccionadas e coradas todas as laminas. As laminas NF ja
foram todas analisadas, faltando ainda avaliar algumas laminas F, por isso ainda ndo tém os resultados
estatisticos.

Conclusoes

Ficam faltando ainda quatro amostras para completar as 20 amostras propostas inicialmente. Novas
coletas j& foram programadas para 0 més de setembro. Vale ressaltar que o trabalho foi estendido para
podermos aumentar o numero de coletas e consequentemente de laminas para um total de 30 (trinta)
animais. Faz-se assim necessario mais tempo para a realizacéo do estudo.
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Foram realizadas cento e cinglienta necropsias em cinco espécies de peixes teledsteos de origem marinha
comercializados em Niteroi, Rio de Janeiro. Utilizaram-se trinta exemplares para cada espécie de Pagrus
pagrus, Pomatomus saltator, Priacanthus arenatus, Cynoscion striatus e Caranx latus, com o objetivo de
verificar a prevaléncia e intensidade média de infeccdo de nemat6ides da familia Anisaquidae. A espécie
Caranx latus estava negativa para parasitos da familia Anisaquidae. No género Cynoscion striatus foram
observadas para Contracaecum sp. prevaléncia de 6,67% e média de intensidade de infeccdo de 0,2 parasitos
por hospedeiro. No género Pomatomus saltator foram observadas para Contracaecum sp. prevaléncia de
56,67% e média de intensidade de infec¢do de 6,0 parasitos por hospedeiro e para Pseudoterranova sp.
prevaléncia de 3,33% e média de intensidade de infeccdo de 0,03 parasitos por hospedeiro. No género
Priacanthus arenatus foram observadas para Contracaecum sp. prevaléncia de 73,33% e média de
intensidade de infeccdo de 5,43 parasitos por hospedeiro, para Pseudoterranova sp. prevaléncia de 6,67% e
média de intensidade de infec¢do de 0,1 parasitos por hospedeiro e para Anisakis sp. prevaléncia de 3,33% e
média de intensidade de infeccdo de 0,03 parasitos por hospedeiro. No género Pagrus pagrus foram
observadas para Contracaecum sp. prevaléncia de 83,33% e média de intensidade de infeccdo de 24,77
parasitos por hospedeiro, para Anisakis sp. prevaléncia de 10,00% e média de intensidade de infeccdo de 0,1
parasitos por hospedeiro e para Pseudoterranova sp. prevaléncia de 3,33% e média de intensidade de
infeccéo de 0,03 parasitos por hospedeiro. A populacdo de Niter6i deve estar atenta a presenca destes.
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Introducéo

Desde o final da década de 70, a enterite viral é reconhecida como uma das causas mais
comuns de diarréia infecciosa em filhotes de cdes sendo o Parvovirus canino (CPV) e o Coronavirus
canino (CCoV), os agentes virais mais associados a estes casos.

O Coronavirus canino (CCoV) pertence ao género Coronavirus, familia

Coronaviridae. As particulas de CCoV sdo envelopadas e possuem o maior genoma (27 a
32KDb) entre os virus RNA conhecidos, o que favorece a ocorréncia de mutacdo ou recombinacéo
durante o ciclo de replicacdo viral e propaciado o aperecimento de novas variantes mais patogéncias.
A enterite por CCoV é considerada clinicamente mais branda que a causada por outros patégenos,
entretanto existem alguns relatos de amostras patogénicas de CCoV (pantrépicas) causando quadro
de enterite tdo grave quanto ao da infeccdo pelo CPV.

Tradicionalmente, o diagnostico laboratorial da infeccdo por CCoV é realizado por
microscopia eletrénica ou isolamento do virus em cultura de células, mas a sensibilidade destes
métodos é prejudicada em funcdo da labilidade do envelope viral, Acredita-se portanto, que a real
ocorréncia da infeccdo por CCoV seja subestimada Atualmente, a reacdo de polimerizagdo em
cadeia precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) é utilizada para a detec¢do do genoma viral em
amostras fecais de casos suspeitos de infeccdo. Devido a sensibilidade e especificidade da RT-PCR,
esta técnica € considerada o “padrao ouro” para o diagndstico.

Apesar de estudos soroldgicos realizados no Sul do Brasil revelarem a presenca de
anticorpos para este virus em 45%-50% dos cées analisados e de um relato sobre a deteccdo de
CCoV em amostras fecais de filhotes de cdes com diarréia em Sdo Paulo, ndo existem até o
momento dados sobre quais variantes estdo em circulacdo em nosso Estado ou mesmo outras regides
do nosso pais. Estas informagGes séo essenciais na determinacgao da importancia clinica deste agente
nos casos de enterite em filhotes

Portanto, este trabalho teve como objetivos estabelecer a reagdo em cadeia pela polimerase
precedida de transcricdo reversa (RT- Semi-nested-PCR) para a detec¢do do genoma do coronavirus
canino em amostras fecais de cdes com diarréia e verificar a ocorréncia da gastrenterite causada pelo
CCoV, associada ou ndo CPV, no Estado do Rio de Janeiro.

Um total de 148 amostras fecais de cdes com enterite com até um ano de idade, coletadas no
periodo de fevereiro de 2005 a maio de 2011 de clinicas e hospitais veterinarios do Estado do Rio de
Janeiro foram analisadas. As amostras coletadas no periodo de 2005 a 2009 (111) ja haviam sido
testadas para presenca de infeccéo por CPV entdo foram testadas somente para a presenca do CCoV.



As 37 amostras fecais diarréicas coletadas no decorrer do estudo (2010-2011) foram inicialmente
testadas para CPV e posteriormente para CCoV.

Inicialmente foi preparada uma suspensdo a 10% de cada amostra fecal em solucéo Tris-Ca++
0,01M pH 7,2. Para a detec¢do do CPV, a extracdo do genoma viral foi realizada pela combinacéo
dos métodos fenol/cloroférmio e isotiocianato de guanidina/silica e a seguir procedeu-se a reagdo de
amplificacdo (PCR) com os iniciadores 555For (4003-4022) / 555Rev (4585-4561), especificos para
a regido do genoma que codifica a proteina de capsideo viral VP2 e permite a deteccdo dos trés tipos
de CPV em circulacdo (CPV-2a,2b e 2c).

Para a detec¢do do genoma do CCoV, a extracdo do RNA viral foi realizada com Trizol LS e
a sintese de cDNA utilizando o iniciador randémico 48190-011 conforme orientacGes do fabricante.
Para a deteccdo do genoma viral a partir do c-DNA obtido, foram utilizados pares de iniciadores
descritos em literatura que amplificam o segmento do gene que codifica para a proteina M do
envelope viral. Inicialmente a PCR foi realizada com iniciadores CCV1For (337-356) e CCV2Rev
(726-746). Para reacdo de Semi-nested-PCR com os iniciadores CCV3For (535-555) e CCV-2Rev
utilizou-se 1L a 10pL do produto da primeira reagéo.

Resultados e Discussao

De modo a estudar a ocorréncia da enterite por CCoV em filhotes de cées até um ano de
idade, estabeleceu-se a reacdo em cadeia pela polimerase precedida de transcri¢do reversa, a fim de
realizar a detec¢do do genoma do CCoV nestes cées.

Um total de 148 amostras fecais de cdes (53 fémeas e 95 machos) foram testadas para a
detecgdo do genoma de CCoV com o par de iniciadores externos (CCV1/CCV2) e 12 foram
positivas. Em seguida essas amostras foram submetidas a reacdo de Semi-nested PCR com os
primers (CCV2/CCV3) e outras 7 amostras foram positivas. A prevaléncia encontrada foi de apenas
de 8,1%, com a PCR e com a Semi-Nested aumentou para 12,8%. Aproximadamente 70% das
amostras testadas (100/148) foram obtidas de animais até trés meses de idade, inclusive as 17
amostras positivas para CCoV. As outras duas amostras pertenciam a um filhote de 5 meses e outro
de 12 meses.

Os nossos resultados mostram uma prevaléncia menor da infecgdo por CCoV que o relatado
na literatura. Na Italia, Pratelli e colaboradores utilizando a mesma metodologia encontraram uma
prevalecia de 19% com a primeira reacdo que aumentou para 42% ap0s a realizacdo do Semin-
Nested PCR. Em outro estudo epidemioldgico realizado em varios paises da Europa (Espanha,
Italia, franga, Alemanha, Reino Unido, Bélgica e Holanda), 0 CCoV pode ser detectado em 38% dos
casos e no Japdo em 50%. A baixa prevaléncia baixa encontrada neste estudo pode ser explicada
pela diferengca no método de extracdo do genoma em que os demais trabalhos utilizaram Kits
comerciais e 0 método utilizado neste estudo foi o do Trizol. A maioria das amostras coletadas nos
demais trabalhos foram de animais de abrigos ou canis, locais que facilitam a disseminagdo do
agente infeccioso e no nosso estudo as amostras foram coletadas de animais domiciliados atendidos
em hospitais veterinarios. Além disso, a variabilidade genética do CCoV pode contribuir para
alteracdes na sequéncia correspondente ao sitio de ligacdo dos iniciadores na PCR, gerando alguns
resultados falsos negativos.

A importancia clinica da infeccdo concorrente CCoV/CPV é bastante discutida entre os
médicos veterinarios de pequenos animais, onde a infecgdo prévia por CCoV pode predispor o
hospedeiro a desenvolver um quadro mais grave de uma infecgdo por CPV. Neste trabalho pode-se
detectar co-infeccdo CPV-CCoV em cinco animais (quatro com 2 meses de idade e um com 5
meses). Destes cinco animais, dois apresentaram sinais graves (vomito, anorexia, apatia e diarréia
hemorragica), dois apresentaram vémito, anorexia, apatia e diarréia ndo-hemorragica e para um



animal o Gnico sinal clinico presente foi diarréia pastosa ndo-hemorragica. Dos 148 animais, 18
evoluiram para 6bito sendo que trés animais apresentavam co-infeccdo CCoV/CPV, cinco animais
eram CCoV positivos, quatro CPV positivos somente e seis negativos.

Devido ao baixo nimero de amostras positivas para CCoV torna-se dificil relacionar a
gravidade do quadro clinico e a presenca do CCoV. Geralmente, a infeccdo por CCoV é associado a
casos brandos, entretanto observou-se que 7/19 animais CCoV positivos, apresentaram sinais graves
(vémito, anorexia, apatia e diarréia hemorragica), J& existem alguns relatos de amostras patogénicas
de CCoV (pantropicas) causando quadro de enterite tdo grave quanto ao da infec¢do pelo CPV e
deve-se destacar que entre os casos de 6bitos, cinco ocorreram em animais positivos somente para
CCoV. Estes achados sugerem que estes animais podem ter sido infectados com amostras mais
virulentas (pantrépicas) e para esclarecer estes casos sera necessario realizar o seqlienciamento
gendmico.

Conclusoes

Os nossos resultados mostram que o continuo monitoramento dos virus associados a enterite
em filhotes de cdes é importante para esclarecermos se as variagdes gendmicas que ocorrem nestes
virus a medida que se disseminam na populacéo canina podem causar alteracdes de patogenicidade e
influenciar na eficacia das vacinas disponiveis para prevencdo destas viroses. Estes achados
ressaltam a importancia do diagnéstico laboratorial na confirmacdo do agente etioldgico da infeccéo.
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Introducéo

A relacéo dos gatos com os humanos ainda ndo é tdo refinada e harmoniosa como ocorre, por exemplo,
entre humanos e cdes, cuja convivéncia é de aproximadamente 100 mil anos, ao contrario dos gatos, cuja
domesticacdo ocorreu ha 9.000 anos (Driscoll et al., 2007) . Desde os primeiros sinais de sua domesticacdo até o
século XVIII, gatos foram, ao mesmo tempo amados, cacados, exterminados ou venerados e acomodaram-se perto
dos humanos. Foram muitas vezes considerados como a espécie mais selvagem dos animais domesticados.
Atualmente reconhecidos como os melhores animais de companhia em varios paises desenvolvidos como, Franca,
Inglaterra, Alemanha e EUA, sdo mais autbnomos e menos volumosos que 0s cdes e, por isso ganharam a
preferéncia desde o final do século XX (Griffin, 2001), embora em muitos paises em desenvolvimento, o gato
ainda seja visto apenas como um excelente cacador de roedores. Na Franga, a populacdo de gatos é de 8,4 milhdes
e uma em cada quatro residéncias hospeda, no minimo, um gato. Nos EUA, sabe-se que 34% dos lares possuem
pelo menos um gato, o que representa um pouco mais de 75 milhGes de gatos domésticos com proprietarios em
todo o pais (Patronek, 1998; Levy, 2004). No Brasil, ndo ha estimativas seguras sobre a freqliéncia de gatos com
proprietarios, assim como pesquisas sobre a interacdo entre responsaveis e gatos domésticos. Sabe-se ainda que o
comportamento social entre gatos é mais distanciado, havendo claras evidéncias de uma falta de afinamento
comunicativo quando o relacionamento é estreitado. Ndo ha comportamentos claros e bem definidos de
dominacdo, submissdo e apaziguamento. Assim, 0 contato muito proximo desejado pelos humanos pode gerar
estresse no gato. De fato, estudos recentes tém demonstrado que a agitacdo do ambiente humano, a
superpopulacdo humana e felina gera respostas de estresse e manifestagdo de comportamentos indesejados, como
a agressividade. Existe uma grande quantidade de gatos em abrigos, isso se deve ao fato de que muitas vezes, eles
ndo suprem as expectativas ou estilo de vida de seus proprietarios (Salman et al.1998, New et al. 2000). Os
problemas comportamentais estdo diretamente ligados ao grave problema do abandono de animais. Embora néo se
tenham dados coletados de fontes brasileiras, levantamentos feitos nos EUA mostram que aproximadamente 47%
dos proprietarios que abandonaram seus gatos em um abrigo, apresentaram uma razdo comportamental, ou seja,
um comportamento tido inapropriado e inaceitavel que o conduziu a decisdo pelo abandono (Salman et al., 1998).
O objetivo deste estudo prospectivo foi avaliar a relagdo entre responsaveis e seus gatos, observando os principais
aspectos envolvidos nessa interacdo, permitindo o planejamento de medidas mais efetivas de manejo sanitario e
comportamental que garantam o bem-estar de humanos e animais.

Material e Métodos

Responsaveis pelos gatos encaminhados ao atendimento especializado no Hospital Universitario Prof.
Firmino Marsico Filho da UFF (HUVET), no periodo de agosto de 2010 a julho de 2011, responderam a um
questionario com perguntas abertas e fechadas, apds assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido, que
continham questdes sobre o responsavel, o gato e a interagéo entre eles. Foram incluidos gatos de qualquer raga,
idade ou sexo, independentemente da suspeita clinica. Foi montado um banco de dados, utilizando-se o programa
EPI INFO 2002 (Center for Disease Control and Prevention, 2002), do qual constaram os dados de identificagdo
dos responsaveis e dos animais. Os dados foram submetidos & anélise exploratéria (Medronho et al., 2002) e
posteriormente ao teste do qui-quadrado e Fisher Exato que foram utilizados para verificar a associagdo entre as
variaveis estudadas.

Resultados e Discusséo

No periodo de agosto de 2010 a julho de 2011 foram respondidos 113 questionarios, apresentando dados
do responsavel, de seus gatos e a interacdo entre eles. Em relacdo aos responsaveis, a maioria (34,5%) (x2= 59,76;
p= 0,0001) apresentava idade com intervalo de 18 a 25 anos (39/113), sendo 84,6 % do sexo feminino (33/39).
Quanto ao nivel de escolaridade, a maior parte apresentava nivel superior, correspondendo a 57,5% (65/113) (x2=
88,67; p= 0,0001). O resultado do intervalo da idade dos proprietarios e o nivel de escolaridade sugerem que por
se tratar de atendimentos de gatos em um Hospital Universitario, muitos alunos responderam ao questionario,
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sendo a maioria amostra composta por jovens com nivel superior. Os que residiam em apartamentos
corresponderam a 55,8% (63/113). 85,8% (97/113) dos responsaveis ndo moravam sozinhos e mais da metade
(59,8% - 58/97) n&o tinham filhos.

Em relacdo aos gatos, 52,2% (59/113) era do sexo masculino. A idade prevalente, com 38,1% (48/113),
foi entre o intervalo de 3 a 8 anos. Em relagdo a raca, 77,0% (87/113) (x2=220,45; p= 0,0001), eram sem raca
definida (SRD). Quanto a condigdo sexual, 61,1% (33/54) das fémeas e 69,5% (41/59) dos machos eram
castrados. Dentre eles, 34,5% (39/113) conviviam com outros gatos; 32,7% (37/113) conviviam com cédes e gatos
e 18,6% (21/113) ndo interagiam com outros animais (x2= 8,43; p= 0,0147).

Quanto a vacinacdo, 61,9% (70/113) dos gatos eram vacinados contra a raiva e contra outras doencas
felinas; 21,2% (24/113) ndo eram vacinados; 10,6% (12/113) somente eram vacinados contra a raiva e 6,2%
(7/113) somente contra outras doencas felinas. A maioria das vacinagdes (48,7% - 55/113) foi realizada em
clinicas veterinarias.

A idade dos gatos a adocdo com maior frequiéncia foi com menos de 2 meses (45,1% - 51/113) (x2=
97,63; p= 0,0001), sendo que 60,7% (31/51) foram adotados das ruas, com propésito de fazer companhia a seus
donos (100%). Com relacdo ao estilo de vida, 64,6% (73/113) (x?= 88,04; p= 0,0001) eram confinados e destes,
57,5% (42/113) se alimentavam de racéo seca.

Em relacdo a interacdo dos gatos com seus responsaveis, 79,6% (90/113) dos entrevistados
consideravam-se verdadeiramente os donos de seus gatos, sendo que 82,2% (74/90) delas acreditavam que seus
gatos também os consideravam como donos. 98,2% (111/113) dos gatos eram bem aceitos por todos 0s moradores
da casa. Com relacdo a semelhanca de caracteristicas de personalidade (temperamento) ou fisicas, 46,0% (52/113)
(x3= 1,13; p= 0,2871) dos responséaveis consideravam-se semelhantes a seus gatos; entretanto sem diferenca
significativa entre aqueles que responderam que apresentavam semelhangas fisicas (9,6% - 5/52) ou semelhangas
de temperamento e fisicas (25,0% - 13/52) (x2= 3,29; p= 0,0696). Dentre os responsaveis, 74,3% (84/113) nao
costumavam deixar o gato sozinho em casa quando viajavam e 52,2% (59/113) (x2= 27,19; p= 0,0001)
consideravam seus gatos como sendo filhos e, destes, 67,8% (40/59) ofereciam petiscos aos seus animais, assim
como brinquedos e presentes (72,8% - 43/59).

Dentre os responsaveis, 98,2% (111/113), apresentam o habito de conversar com seus gatos e, destes,
91,0% (101/111) (x2= 145,95; p= 0,0001) alteram o tom de voz ao dialogar com seus animais.

Por motivos diversos, 27,4% (31/85) dos responsaveis ja tiveram que se desfazer de algum de seus gatos
e de todos os entrevistados, 64,6% (73/113) (x2= 18,12; p= 0,0001) pretendem ter outros gatos em suas vidas.

Nenhum dos proprietarios relatou ter adotado um gato com o propoésito de controle de pragas, o que
sugere que o papel do gato, pelo menos na populacdo estudada, é exclusivamente de companhia. Esses resultados
sugerem que 0s gatos vém gradativamente conquistando um lugar de destaque no nicleo familiar, recebendo
cuidados e atencdo direcionados a eles.

Conclusdes
As pessoas procuram atendimento especializado para seus gatos;
Gatos domésticos fazem parte do nucleo familiar, sendo considerados membros da familia;
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Introducéo

Os hidrocoloides sdo sustancias poliméricas que sdo sollveis ou dispersaveis em agua e
empregados em diversos setores da indastria. Os principais hidrocol6ides (proteinas e
polissacarideos) empregados como ingredientes na inddstria de alimentos podem-se citar as gomas
(xantana, arabica, guar, etc.), carragenina, carboximetilcelulose, gelatina e pectina, proteinas do soro
de queijo, proteinas da soja e proteinas do ovo. O soro de queijo é uma fonte altamente
representativa de proteinas com excelentes propriedades funcionais, sendo adicionado como
ingrediente em muitos produtos alimenticios tradicionais, assim como apresenta potencial para
aplicacdes no desenvolvimento de novos produtos. A goma xantana é um polissacarideo produzido a
partir de microorganismos (Xanthomonas campestris) amplamente utilizado como agente
suspensivo, espessante, emulsificante e estabilizante na indUstria de alimentos. Interacdes proteinas-
polissacarideo possuem uma importante influencia na estabilidade e reologia dos alimentos
coloidais. Isto justifica-se devido ao fato que a aplicacdo de dispersfes proteinas-polissacarideo
como emulsificantes torna possivel a criagdo de novos alimentos. Assim o objetivo deste trabalho
consiste em avaliar a influencia da goma xantana nas propriedades funcionais (solubilidade e
emulsdo) do soro de queijo e sua futura aplicagdo em novos produtos industriais.

Resultados e Discussado

Primeiramente foi feita a analise da condutividade das emulsGes formadas pela proteina do
soro de queijo, goma xantana e 6leo de dendé e de soja, variando as concentragGes de proteinas e de
goma Xantana para verificar a influéncia na estabilidade da emulsdo. Como exemplo temos na
Tabela 1 as solubilidade antes e apds da homogeneizacdo de emulsdes formada com 6leo de soja,
0,02g de goma xantana, para diferentes concentracGes de proteina obtendo assim a atividade
emulsificante. E na Tabela 2 temos para essas mesmas emulsdes a solubilidade apds a
homogeneizacdo ao longo do tempo.

Tabela 1 — medidas de condutividade e atividade emulsificante para a emulsdo com
6leo de soja e 0,02g de goma xantana.

Concentracdo de Cs Ce AE
proteina
0,25% (1) 69,05uS/cm  61,67uS/cm  7,38uS/cm

0,25% (2) 67,26uS/cm  60,89uS/cm  6,37uS/cm



0,50% (1)
0,50% (2)
1,00% (1)

1,00% (2)

64,28uS/cm
69,95uS/cm
69,25uS/cm

68,28uS/cm

63,778uS/cm
69,47uS/cm
67,75uS/cm

58,91uS/cm

0,51uS/cm
0,48uS/cm
1,50uS/cm

9,37uS/cm

Tabela 2- Condutividade nos tempos 0, 2, 8 e 24 horas das amostra com 6leo de soja e

0,02g de goma xantana.

Concentragéo de proteinas Cco C2 C8 C24
0,25% (1) 61,67uS/cm  55,42uS/cm  365,90uS/cm  242,50uS/cm
0,25% (2) 60,89uS/cm  61,34pS/cm  404,40pS/cm  215,30pS/cm
0,50% (1) 63,77uS/cm 70,54uS/cm  390,60uS/cm  221,80uS/cm
0,50% (2) 69,47uS/cm 68,55uS/cm  392,40uS/cm  234,200uS/cm
1,00% (1) 67,75uS/cm  67,77uS/cm  387,50uS/cm - 200,10uS/cm
1,00% (2) 58,91uS/cm  68,83uS/cm  382,30uS/cm  211,20pS/cm

Foi feita também analises microscépicas de amostras dessas emulsdes e como exemplo
dessas analises temos a Figura 1, que é de uma emulsdo com 6leo de soja, concentracdo de 0,25% de

proteina e 0,02g de goma xantana.

Figura 1 — Anéalise microscopica da emulsdo feita com éleo de soja, 0,25% de proteina e 0,02g de
goma xantana nos tempos 0 (a), 2 (b), 8 (c) e 24 (d) horas.



E por fim foi avaliado a solubilidade de misturas contendo a proteina do soro de queijo e
goma xantana em diferentes valores de pH e temperaturas tendo como resultados a Tabela 3.

Tabela 3- Solubilidade da mistura contendo proteinas do soro e goma xantana.

Concentragéo de Temperatura

goma xantana (°C) PH
(mg/mL) 3 4 6,5 8,5 10,0
Smg/mL) S(mg/L) S(mg/L) S(mg/mL) S (mg/mL)
0,002 15 0,020 0,098 0,196 0,275 0,863
0,002 15 0,020 0,098 0,216 0,275 0,902
0,002 25 0,020 0,118 0,196 0,431 0,863
0,002 25 0,078 0,137 0,255 0,431 0,882
0,002 35 0,039 0,137 0,392 0,882 1,157
0,002 35 0,078 0,098 0,373 0,882 1,118
0,002 45 0,020 0,118 0,255 0,804 1,196
0,002 45 0,020 0,118 0,333 0,784 1,157
Conclusdes

Ap06s analise dos diversos fatores aqui mostrados notou-se que as atividades entre a proteina
de soro de queijo e a goma xantana sdo mais satisfatorias quando hd uma concentragdo maior de
goma Xantana nessa mistura. E que essa mistura é mais funcional em temperaturas mais altas e pH
tendendo de neutro para alcalino.
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1 INTRODUCAO

O mel pode ser definido como produto alimenticio produzido por abelhas meliferas, a partir
do néctar das flores ou secre¢des procedentes de partes vivas das plantas ou de excre¢des de insetos
sugadores de plantas que ficam sobre suas partes vivas, que as abelhas recolhem, transformam,
combinam com substancias especificas proprias, armazenam e deixam madurar nos favos da colméia
(BRASIL, 2000).

Pesquisas tém sido realizadas no Brasil com o objetivo de caracterizar o mel produzido em
diferentes regides, indicando varios parametros fisico-quimicos, tais como, umidade, pH, acidez,
cinzas, acUcares redutores, conteldo de aclcares, hidroximetilfurfural (HMF), entre outros
(AZEREDO et al., 2003; MARCHINI et al., 2005; BENDINI et al., 2008; MENDONCA et al.,
2008; MORET!I et al., 2008; WELKE et al., 2009).

A analise sensorial é a disciplina cientifica usada para evocar, medir, analisar e interpretar
reacdes as caracteristicas dos alimentos e materiais, como sdo percebidas pelos sentidos da viséo,
olfato, gosto, tato e audicdo. (STONE; SIDEL, 1993). Entretanto, esta técnica vem sendo empregada
e pesquisada em mel por diversos autores, o que vem contribuindo para a caracterizagdo do mel de
diversos paises. Tais resultados tem sido apresentados por Al et al. (2009), Anupama et al. (2003),
Bastos et al. (2002), Bendini e Souza (2008), Féas et al. (2010), Galan-Soldevilla (2005) e Welke et
al. (2009).

A técnica de andlise sensorial descritiva denominada questionario CATA (Check All That
Apply questions) se baseia em perguntas direcionadas a consumidores sem treinamento prévio. Tais
perguntas sdo geradas a partir de dados obtidos de uma Andlise Descritiva Quantitativa (QDA)
produzida por uma equipe de avaliadores previamente treinados (Dooley et al. (2010). O
questiondrio CATA tem se mostrado como uma alternativa simples e rapida para se demonstrar a
percepcao do consumidor sobre o produto em questdo, como também as possiveis flutuacdes deste
mercado (Adams et al 2007; Meullenet et al 2008).

Tendo em vista esses fatos, o presente trabalho teve como objetivo: analisar a composigédo
fisico-quimica de méis produzidos em diferentes municipios do estado do Rio de Janeiro e



confrontar os dados obtidos com os padrGes estabelecidos pela legislacdo vigente; e utilizar o
questionario CATA para estudar a percep¢do sensorial de consumidores sobre as amostras de mel e
comparar tais resultados com aqueles obtidos utilizando uma equipe de avaliadores treinados.

2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Andlises Fisico-quimicas
A faixa de variagdo para a umidade encontrada foi de 16,0 a 19,8%, estando todos abaixo de
20%, valor maximo estabelecido pelos pardametros legais (BRASIL, 2000). Os valores observados
para pH mostraram valor médio de 3,98, variando entre 3,41 e 4,23. Os valores observados neste
estudo estdo dentro dos limites indicados por Welke et al. (2008). A acidez total apresentou valor
médio de 32,34 meq/100g. Apenas uma amostra (M12) apresentou valor médio superior ao padrao
estabelecido pela legislacdo vigente, sendo, no maximo, 50 meq/100g (BRASIL, 2000). O teor de
cinzas nas amostras analisadas apresentou em média 0,2% do peso total, variando entre 0,11 e
0,29%, apresentando-se de acordo com a legislagdo vigente (maximo de 0,6%) (BRASIL, 2000). Os
valores médios obtidos para aglcares redutores e agucares ndo-redutores foram 71,67% (53,52 -
88,67%) e 2,48% (1,12 - 5,4%), respectivamente. Do total de amostras analisadas, trés amostras
(M4, M8 e M10) apresentaram valores abaixo do permitido pela legislagdo para aglcares redutores
(minimo de 65%), sendo duas (M8 e M10) classificadas como mel de melato (minimo de 60%)
(BRASIL, 2000). Os resultados para o parametro HMF indicaram o valor médio de 30,37 mg/100g,
com o intervalo de variacdo entre 4,1 e 75,6 mg/100g. Das amostras analisadas para HMF, quatro
(M4, M8, M10 e M12) encontraram-se acima do valor permitido pela legislacdo sendo, no maximo,

de 60 mg/100g (BRASIL, 2000).

2.2 Andlise Sensorial

Foi mostrado, através do questionario que 54% das pessoas consumiriam mel cristalizado,
62% conheciam riscos no consumo de mel, 92% consumiriam mel de florada geneticamente
modificada e 90% consideram mel como produto organico. Em relacéo a freqiiéncia de consumo de
mel, apenas 4% consumiam mel todos os dia e 34% apenas uma vez a cada 30 dias. A embalagem
preferida por 58% dos consumidores foi a embalagem de vidro e o motivo da escolha foi pela
higiene da mesma. Vale ressaltar que se trata de resultados preliminares e que os dados estdo sendo
processados estatisticamente em anélise Multifatorial para publicagcdo em periddico cientifico.

3 CONCLUSOES

Foi possivel comparar os resultados das analises dos méis produzidos do Estado do Rio
de Janeiros com os padrdes da legislacdo vigente e verificou que as caracteristicas fisico-quimicas da
maioria das amostras analisadas encontraram-se dentro dos limites estabelecidos pela legislagédo
brasileira classificando-as em mel floral.

O uso do questionario CATA se mostrou como uma ferramenta simples e répida para a
percepcdo de como os consumidores descrevem sensorialmente amostras de mel de abelha. Aliando-
se tais resultados a avaliacdo hedonica sera possivel adequar o produto em questdo ao mercado
consumidor. Apds o tratamento estatistico multifatorial serdo possiveis conclusdes mais precisas.
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RECUPERAGCAO DE AREAS DEGRADADAS NO MORRO DO GRAGOATA COM
MATERIAL DE COMPOSTAGEM PRODUZIDO NO CAMPUS DA UFF - NITEROI/RJ.

Area de concentracdo (CNPq): Ciéncias Agrarias.

RESUMO

O crescimento demogréafico acelerado gera o acumulo crescente de residuos cuja disposicao
inadequada traz inimeros prejuizos ambientais. Apenas 1% do lixo do pais é reciclado em usinas de
compostagem. Mesmo com o baixo custo da producgdo de composto, competindo ainda com material
organico comercializado, os investimentos em pesquisas nessa area ainda sdo pouquissimos. O
Laboratério Horto-Viveiro esta produzindo composto organico com ganhos econdmicos para a UFF,
que deixa de pagar pela retirada dos residuos e pela aquisi¢do de matéria organica. O presente estudo
teve por objetivo avaliar o potencial desse composto na recuperacao de areas degradadas, usando o
Morro do Gragoata como area de estudo onde foram demarcados pontos prioritarios para alocar os
experimentos e observar a sucessdo vegetal associada a recuperacdo do solo. Amostras destes locais
e dos substratos utilizados foram enviados para analise na Embrapa Solos. Nesses pontos, cada area
de 4m2 (2 x 1 + 2 x 1 m) recebeu 36kg de substrato (12 sacos com 3kg) em camadas de 5 cm de
composto puro, ou composto e argila (1:1), ou composto argila e areia (1:1:1). Sementes de aroeira
e/ou leucena, que se apresentam como pioneiras no local, foram adicionadas a lan¢co mantendo-se
um controle sem substrato (tab. 1). Avaliou-se periodicamente o desenvolvimento de estagios
iniciais de sucessdo vegetal. A analise das amostras indicam que as areas de estudo apresentam um
solo com caracteristicas fisico-quimicas desfavoravel a disponibilizacdo de nutrientes. Apés 1 ano de
experimentos observa-se o composto com argila se apresentando mais eficaz, por aumentar a
retencdo de agua, sendo a umidade um fator critico no Topo do Morro e agrega¢do ao substrato o
gue beneficiou as areas em declividade. O que tornou favoravel o estabelecimento e
desenvolvimento de plantulas. Para minimizar a degradacdo encontrada, é imprescindivel a
continuidade de préticas que incorporem matéria organica ao solo e que possa contribuir para

preservar 0s remanescentes da vegetacdo natural das areas estudadas.



ANALISE PRESUNTIVA DE Clostridium botulinum EM AMOSTRAS DE
MEL COMERCIALIZADAS NO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

1 - INTRODUCAO

O botulismo é causado pela ingestdo de uma potente exotoxina soluvel,
altamente toxica produzida pelo Clostridium botulinum durante seu crescimento
(SOLOMON; LILLY, 2001). Este agente etiol6égico € um microrganismo Gram-
positivo, anaerdbio, formador de esporos. Apresenta sete diferentes tipos
divididos em dois grandes grupos de acordo com sua atividade proteolitica,
sendo os proteoliticos do grupo | e os nado-proteoliticos do grupo Il. O C.
botulinum € encontrado nos solos e aguas.

Entende-se por mel o produto alimenticio produzido pelas abelhas
meliferas a partir do néctar das flores, secrecdes procedentes de partes vivas
das plantas ou de excrec¢des de insetos sugadores de plantas, que as abelhas
recolhem, transformam, combinam com substancias préprias e deixam maturar
nos favos da colméia (BRASIL, 2000). Este alimento € utilizado em larga
escala, tendo em vista a sua fungdo medicamentosa aplicada na medicina
alternativa. Sabe-se que o mel apresenta inUmeras acdes farmacolédgicas que
estdo relacionadas diretamente a sua composi¢ao quimica, como, por exemplo,
infeccbes gastrintestinais (ALNAQDY et al., 2005) e na cicatrizacdo de
ferimentos e queimaduras. Como também possui longo prazo de vida
comercial. A grande pressdo osmoética determinada pela alta concentracdo de
acucar, elevado nivel de perdxido de hidrogénio, baixa atividade de agua, pH
baixo, alta viscosidade, baixo teor de proteinas e potencial redox (MOLAN,
1992). A grande concentracdo de potassio, entre outros, faz com que este
alimento possua efetiva acdo antibacteriana sobre a microbiota vegetativa,
porém sem acdo efetiva sobre a microbiota esporulada. Neste aspecto,
considera-se que os esporos de Clostridium spp. possam permanecer no mel
durante todo seu processo industrial e prazo de vida comercial (SNOWDON;
CLIVER, 1996).

O mel e a poeira séo considerados como principais vetores do botulismo
infantil (MIDURA, 1996). Por esse motivo, o consumo de mel pra criancas
menores de um ano de idade € contra-indicado (JAY, 2005). Individuos nesta
faixa etaria ainda ndo apresentam microbiota intestinal competitiva, permitindo
a vegetacdo no tubo digestivo dos esporos ingeridos. A presenca do esporos
no interior da via digestiva da abelha (HUHTANEN et al., 1981), fatores
ambientais, presen¢a de animais de fazenda proximos ao apiario e o solo
(NEVAS et al., 2006) podem ser citados como fatores que possivelmente
estejam relacionados com a contaminagéo do mel.

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo a
identificacdo presuntiva da presenca de Clostridium spp., utilizando-se as
técnicas de semeadura direta (método 1) e centrifugacdo (método 2), segundo
Kuplulu et al., 2006.

Palavras chave: Clostridium spp., esporo, mel.



2 — MATERIAL E METODOS

Foram coletadas trinta amostras de méis oriundas, Estado do Rio de
Janeiro, e submetidas a analises bacterioldgicas:

2.1. Preparacao das amostras:
Método 1: Semeadura direta

Foram adicionados diretamente 10g de mel a 90 mL de Caldo Carne
Cozida (CMM) e a 90 mL de Caldo Tripticase Peptona Glicose Extrato de
Levedura (CTPGEL) e incubados em banho maria a 65°C por 30 minutos, a fim
de inativar a microbiota ndo esporulada.

Método 2: Diluicao centrifugada

25g de mel foram diluidos em 100 mL de agua destilada com 1% de
Tween 80, homogeneizados e incubados em banho maria a 65°C por 30 min,
com a mesma finalidade do método anterior. Posteriormente, foram colocados
10 mL da solucdo em tubos de Falcon e centrifugados a 9000xg por 30
minutos. O precipitado formado foi transferido com pipetas de Pasteur para 9
mL de CMM e 9 mL de CTPGEL.

Despejou-se parafina sobre o0s meios para propiciar condicdo de
anaerobiose. A incubac&o das amostras pelos dois métodos foi feita em estufa,
sendo o CMM a 35°C e o CTPGEL a 26°C, ambos por um periodo de 7 a 10
dias.

2.2. Isolamento de Clostridium spp.

Apbs sete dias de incubacao verificou-se de ambos os meios a turbidez,
producado de gas e protedlise (digestdo da carne) no caso do CMM. As culturas
com crescimento insignificante foram reincubadas na estufa na mesma
temperatura utilizada anteriormente por mais trés dias, completando um
periodo maximo de dez dias. As culturas ainda sem crescimento foram
consideradas negativas e descartadas. Das amostras positivas sao feitos
esfregacos para a coloracdo pelo método Gram, a fim de detectar a presenca
de bacilos gram positivos esporulados ou néo.

Semearam-se as culturas positivas em placas contendo Anaerobic Egg
Yolk Agar (AEY) e incubadas em anaerobiose em Jarra colorina grande a 35°C
por 48 horas. As colbnias tipicas obtidas foram re-estriadas em duplicata em
placas de AEY e uma de cada incubada aerobicamente e anaerobicamente em
Jarra colorina grande, ambas a 35°C por 48h.

Somente as colbnias crescidas em anaerobiose foram consideradas
culturas puras e estocadas em CMM e CTPGEL.

2.3 Bioquimicas
Apoés a selecdo de todas as culturas puras em Anaerobic Egg Yolk
(AEY), foram realizadas bioquimicas para a identificagdo das bactérias do

género Clostridium spp.

Os meios utilizados foram :



1 — AGAR NUTRIENTE: O objetivo desta prova é determinar a
capacidade dos microrganismos de produzir a enzima catalase para degradar o
peroxido de hidrogénio.

2 — GELATINA NUTRITIVA: O objetivo desta prova é determinar a
capacidade do microrganismo excretar uma enzima hidrolitica extracelular
capaz de degradar a gelatinase.

3 — CALDO UREIA: esta prova determina a capacidade do
microrganismo para desdobrar a uréia através da enzima urease.

4 — MEIO SULFETO INDOL MOTILIDADE (SIM): A prova da
motilidade indica indiretamente a producéo de flagelos.

O indol é produzido pela acdo da triptofanase sobre o triptofano
existente no meio de cultura, ocorrendo, também, a producao de acido piravico
e amonia. O indol pode ser detectado pela formagéo de um anel rosa (pink) na
parte superior do tubo, apés a adicdo do reativo de Kovacs

No Sulfeto ocorre que algumas bactérias sdo capazes de degradar
compostos contendo enxofre (como o tiossulfato de sédio e a cisteina das
peptonas), através da tiossulfato redutase, produzindo H,S que é incolor. Este
reage com o ferro (indicador) formando um precipitado preto (sulfeto ferroso).

5 — MEIO CISTINA TRIPTICASE AGAR (CTA): Neste meio foi
observado se houve fermentacéo dos carboidratos.

6 — CALDO NITRATADO: Neste observa-se a reducao de nitrato
em nitrito.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras analisadas apresentaram bacilos Gram positivos,
identificados por esfregaco em lamina e corados pelo método de Gram, tanto
em condicbes de aerobiose quanto de anaerobiose. Contudo nas amostras
analisadas pelo método 2 (diluicdo centrifuga) ocorreu maior presenca de
esporos e bacilos nas culturas submetidas a anaerobiose do que comparado
com as submetidas a aerobiose. Através desses resultados sugere-se que
tanto Bacillus spp. quanto Clostidium spp. foram encontrados nas metodologias
utilizadas. E de fundamental importancia destacar que no método 2 com
centrifugacdo de 9.000xg o numero de esporos encontrados por campo foi
sempre superior agueles encontrados no método 1 (semeadura direta) tanto
em aerobiose quanto em anaerobiose. Entretanto, de acordo com Huhtanen et
al., 2005, que utilizou técnicas de analise similares, o0 método de semeadura
direta foi mais eficaz.

Nas provas bioguimicas das colonias crescidas em anaerobiose, houve
uma porcentagem de 70% das amostras positivas para Clostridium spp. De
acordo com a metodologia, o resultado da pesquisa foi satisfatoria.

Ragazani et al., 2008, Schocken-Iturrino et al., 1999 e Midura, et al.,
1979, também isolaram estirpes de Clostridium spp., utilizando técnicas
diferentes das aplicadas no presente trabalho, entretanto, os meios de cultura
foram semelhantes.

Portanto, de acordo com os resultados encontrados e com o0s autores
citados acima, observa-se uma alta ocorréncia da presenca de Clostridium spp.
em amostras de mel. Salienta-se que o consumo de mel contaminado por esta



microbiota anaerdbica pode tornar-se um grande problema de saude coletiva,
por ser, o mel, um alimento de grandes propriedades nutricionais e
farmacéuticas, altamente consumido pela populagéo e podendo atuar como um
disseminador de agentes etioldgicos as diferentes categorias de ingestores,
principalmente idosos, criangas e imunocomprometidos.
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Introducéo
O exame citopatoldgico do tecido hepatico tem sido utilizado com grande frequéncia na

medicina de animais de companhia. Consiste em um método pouco invasivo, rapido e de baixo custo
guando comparado & histopatologia. Além disso, é um processo que ndo exige sedacdo e estd
raramente associado a hemorragia, sendo frequentemente escolhido para animais com algum grau de
risco anestésico ou sofrem de coagulopatias. A avaliacdo citopatoldgica pode ainda determinar se a
cirurgia exploratoéria é necessaria. O uso da ultrassonografia para a realizacdo da punc¢éo por agulha
fina auxilia na obtencdo de material de lesGes focais, além de reduzir as complicagcdes apds o
procedimento. Em cdes e gatos, testes bioquimicos sdo utilizados na investigacdo inicial das
suspeitas de doenca hepatica. A avaliacdo citopatolégica é usada para subsequente diferenciacdo da
origem da doenca. A citopatologia hepéatica é util quando realizada criteriosamente, podendo
diagnosticar condicfes hiperplésicas, alteracdes inflamatdrias, tumores malignos, hematopoiese
extramedular, condi¢fes degenerativas e metabdlicas e pigmentos anormais. No entanto, a literatura
ainda utiliza critérios de estudos humanos para caracterizar as alteragdes citopatoldgicas dos animais
domésticos. Com o intuito de aprimorar a precisdo e confiabilidade do exame citopatoldgico do
figado, este trabalho teve como objetivo correlacionar as alterages bioquimicas e citopatoldgicas de
cdes com doenca hepatica, a fim de correlacionar os achados laboratoriais.

Resultados e Discusséo
Foram selecionados animais com alteracfes enzimaticas e/ou ultrassonograficas

compativeis com alteracdo hepatica, sendo a alteracdo enzimatica mais frequentemente encontrada
durante a triagem a elevacdo da Fosfatase Alcalina. Animais trombocitopénicos foram descartados
do projeto devido ao risco de hemorragia.

O paciente foi encaminhado a ultrassonografia para realizacdo da puncdo por agulha fina,
com ou sem aspiracdo. Para tal procedimento, os animais foram posicionados em decubito dorsal € o
transdutor do ultrassom posicionado caudalmente a cartilagem xifoide. Para pacientes muito obesos
ou magros, com torax profundo, ou nédulos profundos, foi utilizado o acesso intercostal, com o
paciente em decubito lateral. Foram utilizadas agulhas do cateter 18.

Foram confeccionadas no minimo oito Iaminas pela técnica de compressao (squash), que
foram fixadas pelo metanol, vapor de formalina, spray fixador citolégico ou nédo fixadas, para que
pudessem ser encaminhadas para as diversas coloragdes utilizadas.

Ao menos duas laminas foram coradas pelo Giemsa, duas fixadas pelo vapor de formalina,
duas fixadas pelo spray fixador citoldgico e duas mantidas sem fixacdo para coloragdo pelo Oil Red
0.

Dentre as coletas validas, os diagndsticos citoldgicos mais encontrados foram hiperplasia
nodular regenerativa com cinco casos e 0 carcinoma hepatocelular com 2 casos. Hepatopatia



induzida por corticoide, congestdo hepatica, sarcoma, colestase e lipidose hepéatica foram
diagndsticos encontrados uma Unica vez cada.

A técnica do PAS, indicada para animais que tenham como suspeita citoldgica hepatopatia
induzida por glicocorticéide, tem como objetivo evidenciar vactolos de glicogénio diferenciando-os
de degeneracdo hidrdpica, pois os vacuolos de glicogénio se coram em vermelho para o roxo
enquanto vactolos por degeneracdo hidrdpica ndo sdo corados. A coloragdo, quando realizada a
partir das laminas fixadas pelo spray fixador, apresentava coloracdo de pouca intensidade quando
comparada a laminas do mesmo paciente fixadas por outras técnicas.

A técnica do Oil Red O foi realizada com a intencdo de evidenciar lipideos, corando-os em
vermelho. Em trés dos quatro animais avaliados, a coloracdo ndo foi satisfatéria pois ndo foi feita
imediatamente ap6s a confeccdo dos esfregacos, o que levou a autélise das células avaliadas, porém
a quarta coloracéo foi satisfatoria e o resultado obtido foi positivo para a presenca de lipideos.

Por se tratar de um projeto que lida com pacientes muitas vezes em estado grave, algumas
dificuldades foram encontradas. A maior dificuldade ocorreu durante a sele¢do. Muitos animais
foram descartados por motivos como trombocitopenia, morte e até mesmo a ndo aceitacdo do
proprietario para a realizacdo do procedimento.

A coleta do material durante o exame ultrassonografico também foi prejudicada, visto que,
alguns animais apresentaram altera¢fes como efusdo abdominal, sobrepeso e presenca de contetdo
estomacal dificultando assim a visualizacdo do figado e consequentemente 0 acesso para a puncao.

Conclusdes

Embora os resultados ainda sejam preliminares pdde-se verificar que a hiperplasia nodular
regenerativa é o diagnostico citolégico mais frequente nos cdes hepatopatas, sendo seguido pelo
carcinoma hepatocelular. Além disso, verificou-se que a fixacdo do material pelo spray fixador é
inapropriada para a coloracéo de PAS.
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Introducéo
A infecgdo pelo virus da sindrome reprodutiva e respiratdria dos suinos (PRRSV) tem sido

associada a perdas econdmicas significativas em regides/paises onde a suinocultura é expressiva. O
PRRSV esta classificado na ordem Nidovirales, familia Arteriviridae, género Arterivirus. E um virus
pequeno (50-65nm de diametro), com nucleocapsideo possivelmente icosaédrico e didmetro entre
25-35nm, envolto por um envelope lipoprotéico. O genoma consiste de uma molécula linear de
RNA, fita simples e sentido positivo, com aproximadamente 15.1Kb. Apesar da infeccdo pelo
PRRSV ser endémica na maioria dos paises com suinocultura expressiva, o Brasil € considerado
uma area livre da infeccéo.

Tendo em vista a importancia da suinocultura brasileira no agronegécio nacional e
internacional, é indispensavel um monitoramento continuo dos rebanhos, assim como de animais e
material genético introduzido no pais. Apesar dos esfor¢os direcionados ao controle e profilaxia das
infeccOes causadas pelo PRRSV desde a sua identificagdo, o virus continua ainda a causar prejuizos
significativos em paises produtores de suinos. Estas evidéncias reforcam a necessidade de medidas
que evitem a introducdo do agente em areas ou paises livres bem como o desenvolvimento de
técnicas de diagnostico e treinamento de pessoal para um diagnéstico rapido e preciso em casos de
suspeitas de infeccéo.

Nesse sentido, testes imunoenzimaticos do tipo ELISA tém sido amplamente utilizados no
monitoramento de infecgBes viricas, incluindo o PRRSV, por sua rapidez de execucao,
especificidade, sensibilidade e capacidade de automagdo. Embora testes ELISA para a deteccdo de
anticorpos contra 0 PRRSV estejam disponiveis no comércio dos EUA e Europa, a dependéncia de
importacdo e dos tramites sanitarios e alfandegarios dificulta, e por vezes impossibilita o seu uso
sistematico no pais. Assim, 0 objetivo do presente projeto foi a expressdo e caracterizacdo da
proteina do nucleocapsideo (N) do PRRSV para ser utilizada futuramente como antigeno em um
teste imunoenzimatico do tipo ELISA. A posterior padronizacdo e validagdo do teste soroldgico
utilizando a proteina recombinante produzida podem representar uma ferramenta importante para o
diagndstico e vigilancia da infecgéo pelo PRRSV no Brasil.

Resultados e Discussao

Em virtude da impossibilidade de se manipular o agente infeccioso (virus da PRRSV) no
Brasil, foram obtidos plasmideos contendo o0 DNA complementar (cDNA) de regides do genoma de
uma cepa norte-americana do PRRSV. A aquisicdo destes vetores evita a manipulacdo do agente na
sua forma infecciosa bem como os riscos inerentes.

Para a amplificacdo do gene codificante da proteina N do PRRSV, foram desenhados
primers com base na sequéncia de nucleotideos da cepa NVSL 97-7895 (GenBank: AY545985). As
sequéncias dos primers foram: PRRSV N For CGGGATCCATGCCAAATAACAACG onde a
regido sublinhada representa o sitio de restricdo para a enzima BamHI e PRRSV N Rev



CGGAATTCTTACGCTGATGATGGC onde a regido em destaque consiste no sitio de restricao pra
a enzima EcoRlI. Esta estratégia permitiu a clonagem direcional do fragmento no vetor de expresséo
(PAE).

O gene da proteina N do PRRSV foi amplificado a partir do plasmideo EPpBR (que contém
0 cDNA dos genes que codificam as proteinas estruturais do PRRSV) por PCR. O produto de PCR
foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e visualizado sob luz UV. Um fragmento de
aproximadamente 385 pares de bases (pb) foi visualizado, confirmando a amplificacdo do gene de
interesse. O produto de PCR foi entdo purificado e digerido com as enzimas BamHI e EcoRI). Apds
a digestdo com as respectivas enzimas de restrigdo, o amplicon foi clonado direcionalmente no vetor
pAE. O produto da ligacdo com a enzima T4 DNA ligase foi transformado em células competentes
(E. coli TOP10) pela técnica de choque térmico. A sele¢do dos clones recombinantes foi realizada a
partir da técnica de extracdo de DNA plasmidial das col6nias obtidas e analise em gel de agarose e
confirmada por seqlienciamento genémico bidirecional de dois clones recombinantes selecionados.
Apos confirmaco, o clone recombinante (pAE-N 2.1) foi transformado em células E.coli BL21 Star
(cepa de expressdo) e a inducdo da expressdo foi realizada com isopropyl-B-D-
thiogalactopyranoside (IPTG).

Os resultados dos experimentos indicaram uma expressdo consistente da proteina
recombinante que pode ser observada com uma peso molecular de aproximadamente 14 KDa
guando comparados com as cepas bacterianas ndo transformadas. Com o objetivo de confirmar a
identidade da proteina recombinante, foi realizada a técnica de western immunoblot utilizando um
anticorpo monoclonal (SDOW17 — especifico para a proteina N do PRRSV). A rea¢do positiva pode
ser constatada pelo aparecimento de coloracdo escura na altura da banda correspondente a proteina
recombinante expressa (aprox 14 kDa), confirmando, deste modo, a identidade da proteina expressa
em E.coli.

A expressdo e caracterizagdo da proteina N do PRRSV expressa em E.coli representam uma
etapa fundamental na producdo de um antigeno recombinante para ser usado como antigeno em um
teste de ELISA para a detecgdo de anticorpos especificos contra o virus.

Conclusoes

Os resultados obtidos dos diferentes experimentos realizados nos permitem concluir que a
proteina N do PRRSV foi expressa em altos niveis no sistema utilizado (E. coli). Além disso, a
caracterizacdo da proteina recombinante expressa pelo uso de um anticorpo monoclonal especifico
confirmou a sua identidade para posterior uso como antigeno em um teste do tipo ELISA.
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Introducéo

A erecdo peniana resulta do aumento da pressdo arterial, relaxamento do musculo liso e
reducdo do retorno venoso (Lue, 1983). A diminuic¢do no relaxamento das fibras musculares lisas do
corpo cavernoso ou alteracdo em sua densidade pode representar a base estrutural para a disfuncdo
erétil (Chitaley, 2009, Sattar, 1996, Lue 1987, Krane 1989, Campbell 2010). Isto é, as células
musculares lisas, as fibras do sistema elastico e colagenas, além de serem importantes constituintes
penianos (Bastos et al., 2004; Hsu et al., 1994), permitem adequada resisténcia durante o retorno
para o estado ndo erétil (Sattar et al., 1994).

Pacientes com diabetes mellitus (DM) apresentam elevadas taxas de disfuncdo erétil (ED), e
diversos estudos epidemioldgicos examinaram esta associacdo (Johannes et al 2000, Burke, 2007;
Shabsigh & Anastasiadis, 2003; Mulhall, 2006; Bansal, 2005). Investigacfes em modelos animais
mostraram que alteracfes neurais (Zotova, 2008) e vasculares (Kovanecz, 2009) podem estar
envolvidas neste processo.

Doencas vasculares ocorrem com frequéncia no Diabetes Mellitus crbnico; microangiopatia,
aterosclerose e hipertensdo sdo frequentemente observadas em pacientes diabéticos. Diferentes
estudos mostraram a relacdo entre essas afecgdes e a ocorréncia de alteragbes morfoldgicas nas
artérias mesentéricas (Vranes et al.1999; Jandeleit-Dahm et al, 2000) e artéria aorta em ratos (Peird,
1998).

Foi descrito que o DM pode causar alteracdes em elementos estruturais do pénis (Abiudu-
Figueiredo et al, 2010). Porém, na literatura consultada, ndo foram encontrados trabalhos analisando
as alteracfes morfoldgicas vasculares penianas no diabetes experimental.

O DM é uma afeccdo comum na clinica de pequenos animais, sendo que o nimero de casos
diagnosticados tem aumentado cada vez mais com o passar dos anos. Entdo, um esclarecimento
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maior quanto aos efeitos da hiperglicemia crénica sobre o sistema vascular peniano se faz
necessario.

O coelho tem um pénis vascular que contém duas estruturas eréteis: 0 corpo cavernoso
(dorso-lateral), e o corpo esponjoso (ventral) que circunda a uretra peniana. Ambas as estruturas sdo
cobertas por uma densa capsula de tecido conjuntivo, a tunica albuginea. A tunica albuginea projeta
pilares intra-cavernosos ou septos, principalmente no corpo cavernoso (Maia et al, 2006). O coelho é
utilizado em trabalhos experimentais, servindo como modelo padrédo para pénis do tipo vascular.

A proposta do presente estudo foi avaliar a angioarquitetura dos seios cavernosos de coelhos
diabéticos e coelhos normais, através de histomorfometria computadorizada da artéria dorsal do
pénis (ADP).

Resultados
As alteracdes na artéria dorsal do pénis foram observadas através de um aumento

significativo tanto na espessura como na area média da parede (Figuras 4-5). Ndo houve alteracdes
guanto a densidade nuclear das células musculares. Ver Tabela 1.

Tabela 1: Valores médios obtidos pela analise histomorfométrica das estruturas em estudo.

Pardmetro

Grupo Controle Grupo Diabético
Espessura média da parede da Artéria Dorsal 35,012 um 44,330 um
do Pénis (ADP) (SD 3,177) (SD 8,434)
" - 12070,675 wm? 18221,298 pum?
Area média total da parede ADP (SD 2938.2) (SD 6861,9)

0,007154 nucleos/ um? (SD 0,004808 nucleos/ um? (SD

Densi |
ensidade nuclear 0,001954) 0,002069)

Analise da Matriz extracelular da ADP

Foram observadas mudancas no padrao das fibras colagenas na tdnica adventicia da ADP, de uma
nitida birrefringéncia alaranjada, fibras espessas, no grupo controle, sugestivo de colageno Tipo I,
para uma birrefringéncia esverdeada nos animais diabéticos, sugestivo de fibras mais finas (Figuras
6e7).
Alipui [1993] mostrou em cultura de células, que fibras musculares lisas vasculares provenientes de
fragmentos da artéria aorta de ratos expostos a glicemia elevada, sofreram alteracfes. A
hiperglicemia levou a uma reducédo na populacéo de células do grupo diabético, quando comparado
ao controle, e a um aumento na densidade celular do grupo diabético, sugerindo que a exposicao &
hiperglicemia leva a altera¢gdes permanentes na dindmica de crescimento dessas células.
Verificou-se um aumento da &rea ocupada pela musculatura lisa e da espessura da parede
vascular na ADP dos coelhos diabéticos, mas sem um aumento na densidade nuclear, indicativo de



que houve hipertrofia das células musculares lisas nesse local. Nossos achados estdo de acordo com
Vranes (1999) que utilizando citometria de fluxo e auto-radiografia analisou artérias mesentéricas
espessadas em ratos diabéticos, mostrando aumento no tamanho das células musculares lisas da
tinica média. Essa associacdo diabetes/hipertrofia do musculo liso também foi observada em outros
orgdos do sistema urogenital, como na bexiga [Lincoln, 1984; Uvelius, 1986]. Nos vasos sanguineos
esse aumento também foi observado [Hadcock 1991, Vranes, 1999; Jandeleit-Dahm 2000].

Essa modificacdo esta associada a um processo de remodelamento da matriz extracelular na
tlnica adventicia, com nitida mudanca no padrdo das fibras colagenas, originalmente espessas
(birrefringéncia alaranjada, sugestivo de colageno Tipo | ) para uma birrefringéncia esverdeada
(sugestivo de fibras mais finas). Estudos prévios do nosso grupo mostraram que o diabetes
experimental alterou quantitativamente o coldgeno no corpo cavernoso e no corpo esponjoso do
pénis. Essas alteracdes poderiam afetar a funcdo dos tecidos eréteis e estruturas associadas (Abidu-
Figueiredo, 2010). Um estudo prévio utilizando ratos com diabetes streptozotocina-induzido
observou que nas aterias mesentéricas de ratos ha modificacéo na organizacéo do colageno,
visualizada através da luz polarizada (Vranes, 1999). A reorganizacdo do colageno na matriz
extracelular, tanto na parede da artéria dorsal do pénis como na regido periarterial, indica que essas
alterac@es estdo acontecendo concomitantemente ao processo de hipertrofia vascular associada ao
diabetes.

Conclusoes

Em conclusdo, os resultados obtidos no presente estudo mostram que o diabetes
experimental aloxano-induzido causa profundas modifica¢fes nas estruturas vasculares do pénis,
podendo afetar sua fisiologia.
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Introducéo

O hemograma, exame complementar que compreende eritrograma, leucograma e plaguetograma,
fornece informacGes quantitativas e qualitativas sobre todas as células sanglineas, sendo muito
requisitado na Medicina Veterinaria (REBAR et al, 2003). Com a utilizacdo dos contadores
hematoldgicos automatizados para realizacdo de hemogramas em Laboratorios Clinicos
Veterinarios, resultados parciais sdo rapidamente obtidos, e novos indices vém sendo introduzidos na
rotina laboratorial, como por exemplo a Amplitude de Distribuicdo de Heméacias (RDW), o Volume
Plaquetario Médio (MPV), a Amplitude de Distribuicdo de Plaquetas (PDW) e o Percentual de
macroplaquetas (P-LCR). Poucos estudos existem sobre os beneficios que os novos indices
hematoldgicos determinados por tais aparelhos oferecem.

O RDW é um dos indices hematimétricos, muito usado em medicina humana para classificacdo de
anemias, ja que determina o indice de anisocitose. O RDW representa a heterogeneidade na
distribuicdo do tamanho das hemacias, isto €, indica a presenca de hemacias macrociticas e/ou
imaturas, esferécitos ou ainda hemacias microciticas (BESSEMAN, GILMER &GARDNER, 1983).
Para calcular o RDW, os instrumentos automaticos eletrénicos mostram a distribui¢do de volume
eritrocitario de 95% da amostra sangiiinea, na forma de histograma, e determinam seu coeficiente de
variacgdo (MONZON,BEAVER,DILLON, 2006), sendo denominado RDW-CV ou amplitude de
distribuicdo dos eritrocitos. Este indice é calculado e expresso em porcentagem (valor relativo) e se
correlaciona com o Volume Corpuscular Médio (VCM), que indica o tamanho médio dos eritrdcitos.
O RDW-SD é o desvio padrdo da curva de distribuicdo eritrocitaria, expresso em fentolitros (valor
absoluto), mesma unidade do VCM. Este indice é uma medida direta da curva de distribui¢do
eritrocitaria e reflete com maior exatiddo variacBes no tamanho destas células. (ROBERTS;EL
BADAWI, 1995, WEISER, G.; KOHN, C.; VACHON, BALLARIN et al., 2006; MONZON et al.,
2006, BROLLO e TAVARES, 2010).

Em um estudo preliminar, BACELLAR, SOUZA & SANTOS (2005) relataram que a utilizagdo do
RDW, associada aos demais indices, auxilia na identificacdo e classificacdo dos diversos tipos de
anemias. A leitura do histograma revelou ser muito Gtil, mesmo quando o valor percentual do RDW
ndo sofria alteracdo. A hematoscopia, entretanto, foi fundamental para a complementacdo do
diagndstico em alguns pacientes.

O Volume Plaquetario Médio (MPV) consiste na determinacdo, em fentolitros (fl), do tamanho
médio das plaquetas circulantes, podendo ser obtido através de métodos de impedancia ou por
citometria de fluxo (LATIMER, MAHAFFEY & PRASSE, 2003; REBAR et al, 2003). Em geral, o
valor do MPV pode ser utilizado para avaliar a resposta trombopoiética em pacientes com
trombocitopenia, visto que plaquetas liberadas precocemente pela medula dssea apresentam maior
tamanho, indicando uma trombopoiese ativa (NORTHERN & TVEDTEN, 1992; SACHER &
MCcPHERSON, 2000) Um valor de MPV alto pode indicar, com 96% de valor preditivo,
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megacariocitopoiese normal ou aumentada, isto é, trombopoiese responsiva, permitindo a
classificacdo em trombocitopenia por destruicdo excessiva ou por falha na producdo (FELDMAN,
ZINKL & JAIN, 2000; LATIMER, MAHAFFEY & PRASSE, 2003).

Por outro lado, trombocitopenia associada a MPV diminuido, sugere falha na trombopoiese, como
hipoplasia megacariocitca, por exemplo (LATIMER, MAHAFFEY & PRASSE, 2003). Entretanto,
ja foi observado que a ocorréncia de reducdo do MPV (microtrombocitose) pode estar associada a
fase inicial da trombocitopenia auto-imune, demonstrando ser, inclusive, um bom indicador para este
disturbio quando associado a trombocitopenia acentuada. Acredita-se que esta reducdo possa ser
causada pela presenca de microplaquetas (NORTHERN & TVEDTEN, 1992; LATIMER,
MAHAFFEY & PRASSE, 2003). Além da utilizacdo no diagndstico das trombocitopenias, Moritz,
Walcheck e Weiss (2005) apontaram o aumento do MPV como indicador de processo inflamatorio,
séptico ou ndo, em cédes. O aumento do MPV nos casos de inflamacéo poderiam estar associados ao
aumento da demanda. Coban et al (2005) relatou que o aumento do MPV é um indicador para risco
cardiovascular (aterotrombose) em humanos obesos, 0 que poderia sugerir agregagdo e ativagdo
plaquetéaria por injdria & parede vascular, presenca de indutores da ativagéo plaquetaria na circulagéo
elou predisposicdo genética. Diversas situacdes clinicas em medicina veterinaria também estdo
relacionadas a alteracdes no endotélio vascular e no fluxo sanguineo, tais como pancreatite,
parasitismo, neoplasias, sepsis, trauma, babesiose, erliquiose e dirofiliariose (HARNETT & KERL,
2007).

Dois outros indices, 0 PDW e o P-LCR vém complementar a interpretacdo do MPV na avaliacdo das
plaquetas. Assim como 0 RDW, o PDW mostra varia¢des de tamanho das plaquetas que podem néo
alterar os valores do MPV (MATOS et al, 2008). O P-LCR retrata percentualmente a quantidade de
macroplaquetas presentes (SILVEIRA; FONSECA & GUAGLIANONI, 2003). Todas estas
alteragdes s6 poderiam ser relatadas atraves da microscopia do esfregago sangiineo.

E importante ressaltar que associando a hematoscopia com métodos autométicos podemos comparar
os valores obtidos e verificar erros, obtendo um controle de qualidade efetivo (REBAR et al, 2003,
MATOS et al, 2008). Como estes resultados sdo rapidamente obtidos, pretende-se auxiliar ao clinico
médico veterinario na interpretacdo das alteracBes destes parametros no hemograma de cées e gatos,
principalmente em casos de emergéncia.

Foram analisados os resultados dos hemogramas de cées e gatos domésticos atendidos no Hospital
Veterinario Prof. Firmino Marsico Filho (HUVET-UFF), processadas no contador hematoldgico
automatizado veterinario Poch — 100 iV, no Laboratério Clinico Veterinario (UFF), no periodo de
um ano (setembro de 2009 até setembro de 2010). Todos os esfregacos sanguineos foram corados
com corante hematolégico Instantdneo e avaliados microscopicamente para certificacdo das
alteragdes relatadas pelo contador hematolégico. Foram formados quatro grupos, apés a anélise dos
resultados dos parametros estudados (RDW- SD, RDW-CV, MPV, PDW e P-LCR) e dados clinicos
dos animais. O critério utilizado para considerar um animal sadio foi possuir todos 0s parametros
laboratoriais do hemograma dentro dos valores de referéncia para as espécies (canina e felina),
utilizados no referido laboratério e ndo haver alteracdo na hematoscopia. Foi utilizado teste nédo
paramétrico (qui-quadrado) para avaliar médias e desvios-padrdo dos pardmetros estudados para a
obtencdo dos valores de referéncia para estes indices no grupo de animais sadios. Utilizou-se o valor
de p < 0,05 para avaliar se a diferenca era ou ndo significativa quanto a idade dos animais (até 1 ano;
entre 1 e 9 anos; acima de 9 anos) e o sexo (macho ou fémea). Apos a definicdo dos valores de
referéncia para estes parametros, foram definidos os quatro grupos de estudo. O grupo 1 compreende
animais sadios sem alteracGes nos parametros. O grupo 2 tem animais doentes sem alteragcdes nos
pardmetros. O grupo 3 compreende animais sadios com alteragcGes nos parametros. O grupo 4 tem
animais doentes com alteragBes nos pardmetros. As fichas clinicas com o histérico, anamnese e
exame clinico dos animais selecionados foram avaliadas caso a caso para elucidacdo das alteragdes
nos pardmetros, buscando a correlagdo clinica.

Resultados e Discussao



Os valores de referéncia encontrados para caes sadios foram os seguintes; RDW-SD de 24,45 até
39,57 fL, RDW-CV de 9,21 até 12,27 %, PDW de 10,79 até 14,99 fL, MPV de 7,54 até 16,34 fL e
P-LCR de 22,44 até 48,4 %. Os valores encontrados ndo diferiram entre machos e fémeas ou entre as
diferentes faixas etarias. O grupo 1 apresentou 83 cées sadios, sem alteracdes nos parametros. A
realizacdo do hemograma nestes animais foi, na maioria dos casos, para pré-operatorios eletivos,
odontoldgicos ou ortopédicos ou exame de rotina. O grupo 2 apresentou 122 cdes doentes, sem
alteragdes nos parametros. Hemoparasitoses (27 — 22,13%), tendo como agente causal Anaplasma
platys e/ou Ehrlichia spp e pré-operatdrios (23 — 18,85%) foram as principais causas para realizacdo
dos exames neste grupo. Hemoparasitos podem, em determinadas fases da doenca, ndo gerar
alteragdes clinicas e nem laboratoriais no portador, assim como o tratamento pode ter sido eficaz e o
paciente ter sido curado. Os pré-operatérios mais freqlientes neste grupo foram: ortopédicos,
oftalmicos, odontoldgicos, herniorrafias e exsérese de neoplasia (testicular inguinal e adanal).
Doengas ortopédicas, oftdlmicas e odontolégicas raramente alteram as células sanguineas dos
pacientes. As neoplasias, quando malignas tem alto potencial de metastase e alteracdes
hematoldgicas. Entretanto, neoplasias localizadas normalmente sdo benignas ou tem crescimento
mais lento e, neste caso, ndo alteraram os exames dos pacientes. O grupo 3 tinha 87 cées sadios, com
alteracGes nos parametros. A maioria destes cdes foi apenas fazer avaliagdo de rotina. Alguns
animais (19 — 21,84%) apresentavam historico de infestagdo por carrapatos e/ ou inclusdes em
plaquetas sugestivas de Anaplasma platys e/ou Ehrlichia spp. Estes hemoparasitos podem acarretar
anemia e/ou trombocitopenia por destruicdo mecénica, aumento do consumo e/ou depressdo da
medula 6ssea. Em resposta, pode ocorrer o envio pela medula éssea de células jovens, maiores do
que as celulas maduras, que podem ser observadas durante a analise microscépica dos esfregagos
sanguineos destes animais. Apesar dos animais estarem clinicamente sadios e ndo apresentarem
anemia ou trombocitopenia, alteracbes foram encontradas nos indices RDW-CV e RDW-SD, que
indicam anisocitose, e nos indices plaquetarios (MPV, PDW e P-LCR), que indicam presenca de
macroplaquetas na amostra sanguinea analisada. Estas alteracdes nem sempre foram observadas
durante a analise microscopica dos esfregacos sanguineos, o que demonstra maior precocidade na
informacdo fornecida por estes indices. O grupo 4 tinha 352 cdes doentes, com alteragdes nos
pardmetros. Destes, 166 ( 47,16%) tinham anemia e 145 (41,19x%) tinham trombocitopenia. A
anemia é um distirbio que acomete muitos cdes, podendo ser regenerativa (com liberacdo de
reticuldcitos) ou ndo, dependendo da causa, podendo ser hemorragica, hemolitica ou por depressao
da medula 6ssea. A trombocitopenia também é comumente encontrada em cées, determinada por
diversas causas. Hemoparasitos como Anaplasma platys e/ou Ehrlichia spp. (28 — 7,95%), Babesia
canis (4 — 1,14%) e microfilérias (5 — 1,42%) foram encontrados nestes animais. Gastroenterite
hemorrégica, leptospirose, intoxicacdo, hepatopatias e neoplasias também foram diagnosticadas.
Hemoparasitos podem determinar destruicdo mecanica e/ou aumento de consumo das hemacias e/ou
plaquetas, acarretando, muitas vezes, na aceleragdo da producéo destas células pela medula dssea.
Como resultado, hé liberagdo de reticuldcitos, que sdo hemécias jovens e macroplaquetas, células
maiores do que as circulantes, que geraram anisocitose e alteracdo dos indices RDW-CV e RDW-SD
e dos indices plaquetarios, neste grupo. Da mesma forma, nem sempre a anisocitose e a presenca de
macroplaquetas foram observadas durante a analise microscopica dos esfregagos sanguineos.
Hemorragias gastrointestinais podem ser causadas por verminoses, viroses, neoplasias e intoxicacao
por medicamentos ou outros produtos e podem gerar anemia e trombocitopenia. Devido a intensa
perda de células, a medula dssea acelera a producdo de hemécias e plaquetas para tentar compensar,
gerando anisocitose, confirmada pela alteracdo dos indices hematimétricos, nem sempre observada
na microscopia nos exames destes animais. A leptospirose é uma doenca infecciosa que pode
acarretar em hepatopatia e nefropatia. Hepatopatias podem alterar o metabolismo do ferro, essencial
para a sintese de hemacias, acarretando na falha da hematopoiese e liberacdo de hemécias
microciticas, o que também acarreta em anisocitose e alteracdo dos indices RDW-CV e RDW-SD,
fato que ocorreu neste estudo.

Para gatos sadios s6 foram encontrados os valores de RDW-SD e RDW-CV, pois os resultados dos
outros indices ndo foram liberados pelo contador hematolégico na maioria dos casos. Os valores
para RDW-SD foram de 28,01 até 36,76 fL e para RDW-CV foram de 12,51 até 18,8%. Estes
valores ndo foram analisados estatisticamente, uma vez que o ndmero de animais foi menor do que o
esperado. Felinos normalmente sdo animais de dificil manuseio devido ao temperamento. A coleta
sanglinea nestes animais, portanto, acaba sendo conturbada e a maioria das amostras de sangue
apresenta microcoagulos que prejudicam a analise destas. Este fato prejudicou a analise dos dados



em felinos, principalmente com relagdo aos indices plaquetarios. O grupo 1 apresentou 40 gatos
sadios, sem alteracBes nos parametros. A realizacdo do hemograma nestes animais foi, na maioria
dos casos, para pré-operatorios (7 — 17,5%) eletivos, odontolégicos ou ortopédicos ou exame de
rotina (7 — 17,5%), que geralmente ndo geram anemia e nem anisocitose, estando de acordo com 0s
resultados liberados. O grupo 2 apresentou 59 gatos doentes, sem alteracBes nos parametros, sendo
que os principais casos foram pré-operatorios (19 — 32,20%), sendo a maioria exérese de neoplasias.
Neoplasias podem ser causas de anemias, embora na maioria das vezes estas cursem sem resposta da
medula dssea e, consequentemente, sem anisocitose. Devido a isto, os indices ndo sofreram
alteracdo. O grupo 3 tinha 17 gatos sadios, com alteracdes nos parametros, e também foram pré-
operatorios (5 — 29,41%) eletivos e ortopédicos 0s principais casos nesse grupo. O grupo 4 tinha 54
gatos doentes, com alteracbes nos parametros. Nesse grupo as principais causas foram pré-
operatorios (11 — 20,37%) e insuficiéncia renal (5 — 9,26%). A insuficiéncia renal ndo deveria alterar
os indices de anisocitose, ja que a anemia causada ocorre pela falha na sintese de hemécias devido a
falta de eritropoetina e ndo gera resposta da medula dssea. As causas das cirurgias que estes animais
sofreram ndo deveriam acarretar anemia e anisocitose.

Conclusoes

Foram obtidos no contador hematoldgico automatizado veterinario Poch — 100 iV, valores de RDW-
SD de 24,45 até 39,57 fL, RDW-CV de 9,21 até 12,27 %, PDW de 10,79 até 14,99 fL, MPV de 7,54
até 16,34 fL e P-LCR de 22,44 até 48,4 % para cdes sadios, podendo ser utilizados como referéncia
para ambos 0s sexos e todas as idades. Os indices RDW-CV e RDW-SD indicaram anisocitose
precocemente em cdes, muitas vezes ndo detectada na hematoscopia. Os indices plaquetarios
indicaram rapidamente alteracdo no tamanho das plaquetas de cdes, por vezes ndo relatada na
microscopia. A presenca de microcodgulos em amostras de sangue de felinos prejudica a analise
destas, principalmente com relagdo aos indices plaquetarios.
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Introducao

Os gastos com a nutricdo pode representar até 70% dos custos de producdo. Com o intuito de reduzir estes custos,
6 necessario avaliar alternativas, como a utilizacdo de subprodutos agroindustriais, para a alimentacdo do rebanho.
O residuo de cervejaria e p6 de malte sdo exemplos de subprodutos agroindustriais, substituindo o concentrado a
base de milho e farelo de soja ou o volumoso na dieta de ruminantes (MOURA, 2011; FARIA, 2008). Foram
utilizados oito ovinos, divididos em dois tratamentos. Um grupo recebeu ragdo com subproduto e o outro recebeu
racdo sem o subproduto p6 de malte, todos os animais receberem capim picado a vontade como volumoso. No
periodo de adaptacdo, a quantidade de ragdo para todos os animais foi ajustada conforme as sobras de concentrado
e de volumoso nos cochos, sempre respeitando a proporgdo entre concentrado (50%) e volumoso (50%). Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes por tratamento.Os animais foram
pesados duas vezes durante 0 experimento, uma no inicio e a outra no final do experimento.

Resultados e Discussao
Pode-se observar na Tabela 1, que nos dois tratamentos houve perda de peso e ndo houve diferenca estatistica
entre os tratamentos. Durante o periodo experimental alguns animais do grupo 1 apresentaram diarréia, o que pode
ter influenciado na perda de peso.

Tabela 1: Pesos (Kg) dos animais que receberam dieta com ou sem residuo seco de cervejaria

N° do animal Peso inicial (KQ) Peso final (Kg) Média
£ § % 1 19,50 19,08 19,29
82w = 2 25,00 24,34 24,67
2 g 38 3 21,50 22,15 21,82
= 0ge 4 30,50 28,35 29,42
£ Média 1 24,12 23,48 23,8
8 5 19,00 20,20 19,60
=1 §5cgt 6 21,50 20,86 21,18
g RS 7 25,50 25,50 25,50
2¢ b g 8 30,50 27,54 29,02
Média 2 24,12 23,52 23,82

Conclusoes

De acordo com o estudo, o subproduto pé de malte pode ser utilizado como ingrediente alternativo na dieta de
ovinos, ja que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos e o0s animais apresentaram desempenho
semelhante. E necessario mais pesquisas nesta area para determinacéo da quantidade de residuo de cervejaria a ser
utilizado na alimentacdo animal e em cada fase da produgéo.
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Introducéo
A avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC) em animais de companhia ndo é uma

pratica comum na rotina de atendimento clinico. Porém, sabe-se que a determinacdo apenas do peso
corporal ndo ¢ suficiente para a avaliagdo da condicdo corporal do animal por sofrer influéncia de
outros fatores, tais como edema e efusdes, e por ndo diferenciar a perda ou o0 ganho de massa magra
em comparacdo a massa de tecido adiposo (BURKHOLDER, 2000). Isso torna a determinagdo do
ECC complementar & avaliagdo do peso (CANEY, 2009; HAND,2000). O ECC é uma avaliacao
subjetiva e semi-quantitativa da composicdo corporal. Neste método, faz-se uma analise visual da
silhueta juntamente com a palpacdo, correlacionando gordura subcutanea e abdominal, além da
musculatura superficial. Classifica-se, entdo, o individuo em uma das categorias que variam do
caquético ao obeso. Escalas de cinco, seis, sete e nove pontos j& foram propostas para determinacdo
do ECC em cées e gatos. (GERMAN, 2006; EDNEY, 1986; LAFLAMME, 2005).

A obesidade aumenta a morbidade e diminui o tempo de vida dos animais, além de estar
associada a varias doencas, como a Diabetes Mellitus, doencas cardiovasculares e osteoartrite,. Por
outro lado, doencas cronicas, particularmente em estagios avancados, frequentemente resultam na
reducdo do peso corporal e em alteragcBes na composicao corporal podendo levar a uma complexa
sindrome conhecida como caquexia (LAFLAMME, 2005; MORLEY, 2006; EVANS, 2008). Dessa
forma, o acompanhamento peridédico dos gatos se mostra importante no diagnostico precoce das
doencas, possibilitando assim o desenvolvimento de um correto e adequado tratamento, propiciando
uma melhor qualidade de vida para 0s animais.

Nesse estudo foram incluidos 120 gatos, saudaveis e doentes, atendidos no Hospital
Universitario Prof. Firmino Marsico Filho da Universidade Federal Fluminense (HUVET- UFF).
Todos os animais foram submetidos a um exame clinico completo. Além do registro do peso
corporal, todos os pacientes foram submetidos a avaliacdo do escore de condicdo corporal (ECC)
numa escala previamente descrita de um a cinco pontos. Os pacientes em caquexia foram
categorizados em escore de condicdo corporal 1; pacientes magros em escore corporal 2; pacientes
com peso ideal em escore corporal 3; 0s que apresentaram sobrepeso em escore corporal 4; e 0s
pacientes obesos foram classificados com escore corporal 5. Todos os animais foram avaliados pelo
mesmo investigador. Foi realizado ainda o calculo do indice de massa corporal (IMCF) de 75
felinos, no qual pacientes que apresentam um percentual maior que 10% e, menor que 30% foram
considerados ndo obesos e um percentual maior que 30% foram considerados acima do peso ou
obesos. Além disso, foi realizada uma avaliagéo clinica dos gatos através de um questionario proprio
respondido pelo responsdvel pelo animal e exame clinico. O questionario realizado com os
proprietérios incluiram perguntas relacionadas a idade, estado reprodutivo, alimentac8o, habitos de
dormir e de realizacdo de exercicios além da opinido deles em relacdo ao peso do seu animal e as
informac6es obtidas de cada animal foram anotadas em uma ficha propedéutica. A partir das fichas,
foi montado um banco de dados, utilizando-se o programa EPI INFO 2002 (CENTER FOR
DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2002), do qual constaram os dados de identificacéo



dos proprietarios e dos animais. Os dados foram submetidos a analise exploratdria (MEDRONHO et
al., 2002) e posteriormente ao teste do qui-quadrado e Fisher Exato (SAMPAIO, 1998).

Resultados e Discussao

Durante o periodo da pesquisa foram avaliados 120 gatos, destes 21 eram saudaveis e 99
apresentavam algum tipo de doenca. Dos animais saudaveis, 1/21 (4,7%) estava magro (ECC2),
14/21 (66,6%) estavam no peso ideal e 6/21 (28,6%) estavam com sobrepeso (ECC 4). Nenhum
animal saudavel estava caquético ou obeso. Dos animais doentes, 15/99 (15,1%) estavam caquéticos
(ECC 1), 15/99 (15,1%) estavam magros (ECC 2), 28/99 (28,2%) estavam no peso ideal (ECC 3),
27/99 (27,2%) estavam com sobrepeso (ECC 4) e 14/99 (14,1%) estavam obesos (ECC 5). A média
de idade dos animais foi de 6,88 + 4,8 anos e a media de peso foi 4,21 + 1,3 quilogramas. Dos 120
animais, 12,5% (15/120) foram classificados como caquético (escore 1), 13,3% (16/120) estavam na
categoria magro (escore2), 35% (42/120) estavam no peso ideal (escore 3), 27,5% (33/120) estavam
com sobrepeso (escore 4) e 11,6% (14/120) foram classificados como obesos. Neste estudo, o
excesso de peso (ECC 4 e 5) foi identificado em 47/120 (47,1%) animais. Este resultado é
importante, uma vez que ha diversos relatos da relacdo da obesidade com diferentes situagdes
clinicas, tais como osteoartrite, dermatite, resisténcia insulinica, diabetes melitos, doencas ligadas ao
trato urinario inferior, constipacéo, lipidose hepatica, doengas cardiorrespiratorios, aumento do risco
anestésico e neoplasias, reduzindo, assim, a expectativa de vida (LUND et al, 2005).

A maior parte dos animais avaliados, 86,7% (104/120), era sem raca definida, enquanto que
apenas 11,7% (14/120) siameses e 1,7% persas (2/120).

Dos animais avaliados, 75/120 (62,5%) tiveram seu IMCF calculado sendo que apenas 3/75
(4%) obtiveram IMCF igual ou acima de 30%. Os felinos com IMCF entre 10 e menor que 30%
(IMC ideal) totalizaram 67/75 (89,3%) dos animais. Notaram-se cinco animais com IMCF abaixo de
10%, representando 6,6% do total. Verificou-se que, entre os animais de escore 5, apenas 33,3%
(3/9) tiveram IMCF calculado acima de 30%. Ja entre os animais com escore corporal 4, 3 e 2 todos
0s animais tiveram o IMCF calculado entre 10 e 30%. E, dos animais com ECC 1, apenas 33,3%
(3/9) tiveram o IMCF calculado abaixo de 10%. Neste estudo o calculo do IMC nao foi concordante
com a avaliacdo visual do ECC (p>0,05).

Dos 120 gatos, 50 (41,6%) eram machos castrados e 19 (15,8%) eram inteiros, totalizando
69 (57,4%) machos e 41 (34,1%) eram fémeas castradas enquanto 10 (8,3%) eram inteiras,
totalizando 51 (42,6%) fémeas. No total foram 91(75,8%) animais castrados e 29 (24,2%) inteiros.

Dentre machos, 34/69 (49,2%) estavam com sobrepeso ou obeso (ECC 4 ou 5) enquanto
19/69 (27,5%) estavam no peso ideal e 16/69 (23,1%) estavam abaixo do peso ou caquético (ECC 2
ou 1). Dentre as fémeas, 23/51 (45%) estavam no peso ideal, 15/51 (29,4%) estavam abaixo do peso
ou caquéticas e 13/51 (25,5%) estavam com sobrepeso ou obesas.

O sobrepeso e obesidade sdo mais frequentes nos animais castrados, machos ou fémeas
(SCARLETT et al, 1998; MARTIN et al, 2001). O presente estudo foi concordante com esta
afirmagdo. Dos 33 animais com ECC 4, ou seja, com sobrepeso, 29/33 (87,9%) eram castrados (x2=
37,88; p < 0,01) e apenas 4/33 (12,1%) eram inteiros e todos 0s 14 gatos com ECC 5, ou seja
obesos, eram castrados (x2= 28; p <.0,01). No grupo dos 42 animais com escore ideal (ECC 3) 27/42
(64,3%) animais castrados (x2= 6,86; p= 0,008) e 15/42 (35,7%) animais inteiros.

Dos 120 felinos, 79/120 (65,8%) moravam em apartamentos e 41/120 (34,2%) em casas.
Dos animais que moravam em apartamento, 19/79 (24%) estavam abaixo do escore corporal ideal,
31/79 (39,2%) apresentavam escore ideal e 29/79 (36,57%) estavam acima do peso (x2=4,71; p=
0,09). Dos animais que moravam em casa, 12/41 (29,2%) estavam abaixo do peso ideal, 11/41
(26,8%) apresentavam escore ideal e 18/41 (43,9%) estavam acima do peso ideal (x?= 3,15; p= 0,2).
Apesar de estatisticamente ndo observarmos diferenca no escore corporal dos gatos em relagdo ao
tipo de moradia (p>0,05), a partir dessas observa¢des podemos inferir que ha uma tendéncia dos



animais mantidos em apartamento terem maior controle alimentar e sanitario, uma vez que nessa
populacgdo o escore ideal foi mais observado quando comparado aos animais que viviam em casas.

Em relagdo a dieta, 79/120 (66,4%) dos animais recebiam racdo seca, 15/120 (12,6%)
recebiam racdo seca e racdo Umida, 18/120 (15,1%) recebiam racdo seca e comida caseira, 6/120
(5%) recebiam racdo Umida e apenas 1/120 (0,8%) dos animais recebia comida caseira. Todos 0s
gatos que recebiam apenas racdo Umida apresentavam baixo escore corporal (ECC 1 e 2). Quanto a
frequéncia de alimentacdo, observou-se que a maioria (75,8%) dos gatos eram alimentados a
vontade. Este tipo de manejo alimentar é caracteristico da espécie felina e € considerado a forma
correta de alimentacdo dessa espécie. Em relacdo ao apetite dos animais avaliados, 57/120 (47,5%)
apresentavam apetite normal, 34/120 (28,3%) apetite aumentado e 29/120 (24,1%) apetite
diminuido. Dos animais classificados em ECC 1, 14/15 (93,3%) apresentavam o apetite diminuido e
nenhum apresentava apetite aumentado enquanto que dos animais classificados em ECC 5, 10/14
(71,4%) apresentavam apetite aumentado.

Em relagdo & prética de exercicios, 35/120 (29,1%) dos animais praticavam exercicios
frequentemente, 36/120 (30%) praticavam exercicios regularmente e 49 gatos (40,8%) praticavam
pouco ou nenhum exercicio. Em relacdo aos animais classificados em ECC 1, 14/15 (93,3%)
praticavam pouco ou nenhum exercicio assim como a maioria dos animais (64,3%) com ECC5
também. Podemos inferir que os animais com ECC 1 ndo apresentavam condi¢des de praticar
exercicio, uma vez que o estado de caquexia pode estar relacionado a perda de massa muscular e
sarcopenia. Por outro lado, observou-se que a maioria dos gatos obesos era sedentaria, fato que esta
em consonancia com a literatura que aponta a falta de atividade como um fator predisponente para
obesidade (COUCIER et al, 2010). Interessante notar que dos animais com escore ideal, 37/42
(88%) realiza exercicios frequentemente ou regularmente. Logo, o incentivo a pratica de exercicios,
com brincadeiras e enriquecimento ambiental, pode representar uma forma de prevenir o ganho de
peso.

A visdo dos 120 proprietarios em relacdo & condigdo corporal de seus gatos foi avaliada.
Quinze gatos (12,5%) foram considerados caquéticos pelo pesquisador. Destes 14/15 (93,3%) dos
proprietarios concordaram com o escore do médico veterinario e apenas um discordou considerando
gue seu animal estava levemente abaixo do peso. Para os 16 gatos com ECC 2, apenas 5 dos
proprietarios concordaram com o escore do veterinario e 5 foram considerados caquéticos por seus
proprietarios, e 4 considerados como se estivessem em seu peso ideal (ECC 3) e 2 como sobrepeso
(ECC 4). Dos 42 gatos com ECC ideal houve concordancia na avaliagdo do escore em 31/42
(73,1%), e apenas 2/42 (4,8%) foram considerados caquéticos, 7/42 (16,6%) foram classificados
como magro, 1/42 (2,3%) foi considerado como sobrepeso e 1/42 (2,3%) foi considerado obeso por
seu proprietario. Nos 33 gatos com ECC 4 (sobrepeso), 13/33 (39,4%) dos proprietarios
concordaram com a classificacdo do médico veterinario, 12/33 (36,3%) foram considerados com
peso ideal por seus proprietarios, 4/33 (12,1%) foram considerados magros e 4/33 (12,1%) foram
considerados obesos. Dos 14 gatos com ECC 5(obeso) segundo avaliacdo do pesquisador, nenhum
foi considerado caquético ou magro por seus proprietarios, 2/14 (14,3%) foram considerados como
peso ideal (ECC 3), 7/14 (50%) foram julgados como sobrepeso e 5/14 (35,7%) foram reconhecidos
como obesos pelos seus proprietarios. Vale & pena ressaltar que 27/120 (22,5%) dos proprietarios
subestimaram o peso dos seus animais, 0 que pode representar uma tendéncia em alimentar demais
estes gatos e leva-los ao desenvolvimento de sobrepeso ou obesidade.

Conclusoes

O sobrepeso e obesidade foram frequentes na populacdo estudada (47,1%), e portanto esta
alteracdo no escore de condicdo corporal dos gatos deve receber maior atencdo dos médicos
veterinarios.



Conclui-se ainda que grande parte dos animais castrados estava acima do peso mostrando
gue animais nesta condicdo tendem a desenvolver sobrepeso ou obesidade.

O ambiente em que o animal reside ndo esta diretamente relacionado a condicéo corporal.

Além disso, a subestimacao do escore por parte dos proprietarios pode ser um fator de risco
para que 0s gatos desenvolvam a obesidade.
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Introducéo

O consumo de leite e derivados lacteos é fundamental para manutengdo de uma dieta
adequada, como uma importante fonte de proteinas de alto valor bioldgico, aminoacidos, acidos
graxos essenciais, vitaminas e minerais. O iogurte, em virtude das caracteristicas de processamento,
¢ um alimento que apresenta alto valor nutricional, sendo considerado uma excelente fonte de
minerais, principalmente, de calcio, que se apresenta em uma forma com alta biodisponibilidade para
absorc¢do pelo organismo.

Os objetivos deste projeto foram o desenvolvimento de processos alternativos para a
producdo de iogurte de boa qualidade para que possam ser utilizados pelos consumidores para
consumo proprio, a partir do estabelecimento de um protocolo com utensilios estritamente caseiros,
verificando também a viabilidade de elaboracdo de iogurte a partir de culturas lacteas vendidas no
comércio varejista (cultura comercial Bio-rich e cultura industrial YB 180 CHR) bem como iogurte
natural. Para tal, foi avaliada a preferéncia sensorial dos iogurtes produzidos, por meio de testes de
preferéncia e aceitagéo.

Resultados e Discussédo

Os resultados do teste de preferéncia foram avaliados estatisticamente mediante teste ndo
paramétrico de Friedman ao nivel de 5% de significAncia e segundo as analises estatisticas
constatou-se que houve diferenca significativa entre duas amostras apenas, a preparada com a cultura
comercial e a preparada com a cultura industrial; as outras ndo diferiram entre si ao nivel de 5% de
significancia. O iogurte produzido foi avaliado por meio de técnicas fisico-quimicas e
bacterioldgicas. Os resultados fisico-quimicos da matéria prima foram: Crioscopia: -0.538°H,
Densidade (g/mL) 1,028 e Acidez (°D) 15, o ponto desejado para o iogurte era atingir 65°D e cada
amostra levou um tempo diferente, amostra prepara com cultura comercial levou quatro horas e
meia, a preparada com iogurte caseiro levou seis horas e gquarenta e cinco minutos, tendo a maior
viscosidade, e a preparada com a cultura industrial levou sete horas e quinze minutos.

As analises microbiol6gicas da matéria prima ndo detectaram presenca de coliformes.
Foram coletadas amostras para exame microbioldgico de maos, panela, pia e esponja antes e depois



de um procedimento de lavagem apenas com detergente. E foram feitas CBHAM, Coliformes, e
RIDACOUNT para Salmonella e Sthaphylococcus aureus.

Como resultado obteve-se significancia nas amostras de esponja e pia em que a CBHAM foi
1,72 x 10%e 5,4x10° na esponja e 2x10° na pia apenas antes da limpeza. Esse resultado evidencia a
grande concentracdo de bactérias em esponjas, sendo o uso de detergente ndo indicado como
métodos de desinfeccdo. Este resultado ndo comprova a existéncia de bactérias patogénicas, porém
pode indicar indicador da qualidade higiénica dos alimentos.

J& na contagem de coliformes, foram detectados apenas coliformes totais, sendo na esponja
> 1.100 UFC tanto antes quanto depois, 4 UFC na panela antes da limpeza e 460 UFC e 23 UFC
para a pia antes e depois. A presenca de coliformes totais indica a contaminagéo fecal diretamente,
porém indica condicdo insipiente para a manipulagdo de alimentos e risco de contaminagdo por
possiveis agentes patogénicos.

No teste RIDA®COUNT foi evidenciada apenas a presenca de S. aureus nas amostras de
esponja e pia, tanto antes quanto depois da lavagem com detergente. Sabe-se que em pessoas
saudaveis o S. aureus é uma comum colonizadora de cavidades nasais, porém, existem cepas
enterotoxigénicas, capazes de produzir enterotoxinas que podem se acumular e contaminar alimentos
preparados com utensilios contaminados. A transferéncia para alimentos e equipamentos, em geral,
se da através das mdos, espirros e tosse, assim, a avaliacdo da presenca desta bactéria pode ser
associada a indicador de higiene pessoal e higiene no preparo de alimentos e de utensilios.

Conclusdes

Apls estas avaliagbes, mostra-se necessario o desenvolvimento de protocolos de
procedimentos higiénico-sanitarios que garantam a diminui¢do da contaminacdo de utensilios,
principalmente de esponjas pela capacidade de adsorver 0s microorganismos em um microambiente
favoréavel a sua proliferagdo. Além da preocupagdo com a esponja, a pia também é um fator critico e
devem ser estabelecidos protocolos para higienizacdo da mesma, como utilizacdo de saponaceos e
hipoclorito de sédio. A higienizacdo adequada das maos também é um fator determinante na
qualidade do alimento manipulado e deve ser feita com sabdo e esfregacdo intensa de maos e bracos,
com remogdo da matéria embaixo de unhas.
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Introducéo
A JUlcera gastrica é uma enfermidade comum em cavalos de corrida e esta relacionada a

gueda de desempenho, portanto, é de extrema importancia para a clinica de equinos atletas. Os
fatores promotores de lesdo da mucosa glandular incluem dosagens excessivas de antiinflamatorio
ndo esterdide, alteragdes no fluxo sanguineo da mucosa, rompimento da protecdo da mucosa, refluxo
retrogrado periddico de contelido duodenal, e um papel nessas lesdes para Helicobacter spp. ainda
deve ser considerado (Murray, 2003). Somente em 2007, DNA de Helicobacter spp. foi identificado
na mucosa gastrica de equinos.(Moeyaert,2007)

A molécula CD20 é uma proteina transmembrana encontrada somente em células da
linhagem B. Acredita-se que ela tenha um papel na ativacdo, proliferacdo e diferenciagdo dos
linfocitos B. (Bubien et al, 1993). Ja CD3 é um complexo de proteinas encontrado na superficie da
membrana de todos os linfécitos T circulantes, funcionando como marcador dessas células.
(Parsonnet et. al., 1991).

Linfocitos intraepiteliais estdo presentes ao longo de todo o trato gastrintestinal. Foi
sugerido que eles tenham uma grande variedade de fungdes imunoldgicas, especialmente na resposta
a antigenos (Cerf-Bensussan et al, 1985). O objetivo deste estudo foi quantificar, através da técnica
de imunohistoquimica, a infiltracdo de células CD3 e CD20 positivas na mucosa do estdbmago de
equinos que apresentavam gastrite, Ulceras e infeccdo por Helicobacter spp.

Resultados e Discusséo
Todas as amostras de todas regifes do estdbmago de todos os animais estudados

apresentaram positividade para CD3, nestas amostras observou-se grande numero de células
mononucleares imuno-marcadas com tonalidade marrom acastanhada infiltrando a mucosa.
Apresentaram negatividade para CD20 os animais 5, 7 € 8 na regido margo plicatus; os 11 e 8 na
regido de fundo aglandular; 4 e 11 na regido de fundo aglandular; 5 na regido do piloro; 8 na regido
do antro, todos os outros apresentaram positividade para o mesmo. A maior contagem para CD3 foi
obtida pelo animal 1 (74,88 células/campo — c/c), seguido do 7 (70,53 c/c), 6 (66,52 c/c), 4 (52,44
c/c), 5 (47,6 c/c), 2 (39,48 c/c) e 3 (34,88 c/c). A maior contagem para CD20 foi obtida pelo animal
6 (497,36 células/campo — c/c), seguido do 7 (254,80 c/c), 1 (155,12 c/c), 5 (40,16 c/c), 4 (26,48 c/c),
2 (24,52 clc) e 3 (19,80 c/c). A regido mais acometida para CD3 foi Piloro, seguida pela regido
do Antro (tabela 1). Para CD20 foi a regido de Antro seguida pela regido do Piloro. Sendo assim
tanto para CD3 quanto para CD20 as duas regides mais acometidas foram as de Antro e Piloro.

Os animais selecionados para o presente estudo estavam sob treinamento de corrida e
apresentavam ulceragdo e gastrite. Segundo Rabuffo e colaboradores a ocorréncia de ulceragéo
géstrica ja foi documentada tanto em cavalos adultos quanto em jovens, sua prevaléncia atinge 70%
a 90% dos cavalos de corrida com treinamento ativo, mas cerca de 52% dos cavalos de corrida
aposentados também foram diagnosticados com ulceragdo gastrica. Por ser uma enfermidade
multifatorial, lesbes da mucosa glandular podem ser causadas por antiinflamatério ndo esterdide,
alteracBes no fluxo sanguineo, rompimento da protecdo da mucosa, refluxo de contetdo duodenal, e
um papel nessas lesdes para Helicobacter spp. deve ser considerado (Murray, 2003).



Todos 0s animais avaliados, em média, apresentaram infiltracdo de linfécitos T e B maiores
do que o esperado para animais sadios e ndo infectados. O aumento da infiltracdo de linfdcitos na
mucosa gastrica esta associado a infeccdo por H. pylori em humanos (Parsonnet et. al., 1991). Dessa
forma, uma relagdo entre a infecgdo por Helicobacter spp. e a gastrite deve ser considerada em
equinos. A infeccdo por H. pylori ativa uma forte resposta imune com infiltracdo de neutrdfilos,
linfocitos B e T na mucosa gastrica; acredita-se que essa resposta desempenhe um papel importante
na infeccdo e tem sido relacionada tanto a protecdo contra a doenca, quanto aos efeitos danosos
atribuidos a ela (Stromberg et.al., 2003). O aumento da infiltragdo de linfdcitos T, geralmente
associada a infeccdo por H. pylori, possui papel decisivo na patogénese de doengas como a gastrite
cronica ativa, Ulcera duodenal e adenocarcinoma gastrico (Parsonnet, J. et. al., 1991), podendo ser
feita relagcdo semelhante para pacientes equinos.

Conclusoes
Os resultados evidenciam infiltragdo de linfocitos T e B acima dos padrfes encontrados na

mucosa gastrica normal, sugerindo gastrite cronica, também estabelecem relagdo entre gastrite e
infeccdo por Helicobacter spp.. Esta relacdo ja foi descrita em seres humanos, e, em equinos, este
género de bactérias pode desempenhar papel semelhante.

Deve-se ressaltar a importancia de um maior conhecimento da reacdo inflamatdria na
mucosa gastroduodenal eqina, pois alguns pardmetros inflamatérios podem ser a chave para se
encontrar associa¢do entre a presenga de Helicobacter spp. e a presenca de ulceras gastricas em
eqlinos.
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Introducéo

Os escores visuais de conformacdo representam importantes ferramentas para a selecdo de
cavalos de esporte, no que diz respeito ndo somente as caracteristicas estéticas, mas também
funcionais, que possibilitem melhor atuacdo e desempenho na competicdo. (Pinto, 2004) Os estudos
enzimo-histoquimicos mostram que o0s musculos esqueléticos variam quanto aos aspectos da
estrutura muscular qualitativamente e quantitativamente entre as espécies, racas, individuos, idade,
sexo, grupamento muscular, enervacdo e atividade fisica. Portanto, é fundamental o conhecimento
anatomo-histoldgico e fisioldgico, bem como dos processos patoldgicos, para se diferenciar os
aspectos estruturais normais das alteracGes induzidas nas atividades fisicas e das encontradas nas
miopatias (Dubowitz, 1985, Lopez-Rivero, 1993). As fibras musculares eqlinas séo classificadas,
por atividade da miosina ATPse e capacidade oxidativa, em dois tipos principais: tipo | (baixa
atividade) e |l (alta atividade - Lopez-Rivero, 1993). Este trabalho tem por objetivo analisar
medidas morfométricas e a biopsia muscular de cavalos atletas em Iniciacdo e em Concurso
Completo de Equitacdo, com a finalidade de identificar os parametros que influenciariam o

desempenho do animal.

Resultados e Discussao

As médias das medidas lineares e angulares obtidas podem ser observadas na tabela 1.
Podemos observar que as maiores divergéncias nos resultados, quando comparando os dois grupos,
foram em relagdo as angulagdes metacarpo-falangeana e metatarso-falangeana, maiores em animais
CCE, com diferencas de 8,69 e 8,07 cm respectivamente. Ja as medidas de altura e comprimento
apresentaram mais semelhancas, sendo as que mais se aproximaram o comprimento da cabega e a
largura da cabeca (0,0093 e 0,0114 respectivamente). Entretanto neste caso o comprimento da
cabecga foi ligeiramente maior para os cavalos em treinamento para CCE e a largura da cabeca

ligeiramente menor para os animais deste mesmo grupo.



A analise enzimo-histoquimica da biopsia muscular revelou que, em média, 15% das fibras
musculares analisadas a partir do gliteo médio direito dos animais avaliados foram do Tipo I,
enquanto 85% foram de fibras do tipo II.

Tabela 1: Valores médios das medidas lineares (em metros) e angulares (em graus) dos eqiinos da
raca Brasileiro de Hipismo (n = 22) separados por categoria, 2011.

Concurso completo de equitacéo (n=11) Iniciacdo (n=11)

AC 1,6025 PT 1,8500 AC 1,5545 PT 1,7927
AG 1,5942 PC 0,2075 AG 1,5704 PC 0,2554
ACOS 0,6908 AES 107,00 ACOS 0,6664 AES 112,64
CC 1,6283 AEU 93,33 CC 1,5909 AEU 95,09
CG 0,4692 AUR 123,50 CG 0,5009 AUR 121,54
CDL 0,5800 AMCcF 161,33 CDL 0,6700 AMCcF 152,64
CE 0,5083 ACS 20,58 CE 0,5427 ACS 18,00
CP 0,7467 ACF 66,83 CP 0,7091 ACF 65,45
Ccab 0,6075 AFT 106,00 Ccab 0,5982 AFT 103,27
LC 0,2018 ATM 144,50 LC 0,2132 ATM 143,18
LA 0,5350 AMtF 162,25 LA 0,5091 AMLtF 154,18

LP 0,4267 LP 0,4145

Altura na cernelha — AC; Altura na garupa - AG; Altura do costado - ACos; Comprimento do corpo
— CC; Comprimento da garupa — CG; Comprimento do dorso-lombo — CDL; Comprimento da
escapula — CE; Comprimento do pescoco — CP; Comprimento da cabega — Ccab; Largura da cabeca
—LC; Largura da anca — LA; Largura do peito - LP; Perimetro toracico — PT; Perimetro do antebraco
— PA; Perimetro do joelho - PJ; Perimetro do boleto — PB; Perimetro da canela — PC; Angulacédo
escapulo-solo — AES; Angulagdo escapulo-umeral — AEU; Angula¢do Umero-radial — AUR;
Angulagdo metacarpo-falangeana — AMcF; Angulacdo coxal-solo — ACS; Angulagdo coxo-femural —
ACF; Angulacdo fémur-tibial — AFT; Angulacéo tibio-metatarsiano — ATM; Angulacdo metatarso-
falageano — AMtF.

As angulagdes escapulo-solo (AES) e escapulo-umeral (AEU), em média, foram maiores
para os animais de IN (112,64° e 95,09°) do que para os cavalos de CCE (107,00° e 93,33°,
respectivamente). J4 em relacéo as outras angulagdes, os animais CCE apresentaram maiores médias
guando comparados aos IN, sendo os mais significativos a angulacdo metacarpo-falangeana (AMcF
- 161,33° e 152,64°) e a angulacdo metatarso-falangeana (AMtF - 162,25° e 154,18°,
respectivamente). Segundo PINTO (2004), o valor médio encontrado para AES foi de 66,8° em
cavalos da raca Mangalarga Marchador (MM), resultado este bem abaixo do encontrado nos cavalos
BH, o que pode ser justificado por se tratar de animais marchadores. Ja em relacdo a AEU,
NASCIMENTO (apud PINTO, 2004) encontrou valores de 102° a 115°, enquanto o proprio PINTO
(2004) verificou uma média de 88,12°. LAZZERI (apud PINTO, 2004) encontrou média de 90°,

avaliando animais de diferentes racas, resultado este mais aproximado ao encontrado neste trabalho.

LAGE (apud PINTO,2004) obteve valor médio de 144,9° para a AMcF, enquanto PINTO
(2004) encontrou valor médio de 143,6°, ambos analisando animais da raca MM, o que diferiu
consideravelmente dos BH deste trabalho (161,33° para CCE e 152,64° para IN). Quanto a AMtF,

PINTO (2004) verificou valor médio variando de 144,2° a 148, 2°, valor este abaixo do proposto



como minimo para animais adultos de diferentes racas por TORRES E JARDIM (apud PINTO,

2004), que foi de 150° para ambas as angulagdes.

Através de bidpsia muscular, NETO (2006) verificou que as fibras tipo 11X ocorrem com
maior frequéncia, seguidas das fibras tipo llA e, por Gltimo, as tipo | no musculo gluteo médio em
cavalos de BH, semelhante aos resultados do presente trabalho.

Conclusbes

A biopsia muscular associada a avaliagdo morfométrica externa possibilita a obtencdo de
dados valiosos para estudos direcionados a avaliagdo do desempenho de cavalos atletas bem como
para o diagnostico de doencas neuromusculares. A identificacdo desses pardmetros que influenciam
o0 desempenho possibilita a sele¢do dos animais em idade precoce com aptiddes morfolégicas para

CCE, maximizando as possibilidades de éxito dos animais no concorrido cenario desportivo.
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Introducéo

A criacdo racional de jacaré-do-pantanal (Caiman crocodilus yacare) é uma atividade que vem
se desenvolvendo no decorrer dos anos (Aleixo, 2002; Maciel, 2001) cujo objetivo é o
aproveitamento integral do animal, sendo portanto, uma atividade ecoldgica e economicamente
promissora, especialmente na regido do Pantanal do Brasil (AZEVEDO, 2007).

Ultimamente sua carne vem sendo comercializada em restaurantes especializados e com
uma boa aceitacdo (Tagoba et al., 2003). Afim de atender a exigéncia dos consumidores por
produtos de alta qualidade, estdo sendo desenvolvidas novas tecnologias, como a Alta Pressdo
Hidrostatica (APH).

A Alta Pressdo Hidrostatica é uma tecnologia ndo térmica, que submete os alimentos
liquidos e solidos a pressdo acima de 100MPa. Esta tecnologia apresenta grande potencial de uso no
processamento de alimentos, visto que é eficiente na eliminacdo de microrganismos, propiciando
assim, seguranca microbioldgica e aumento da validade comercial, mantendo as caracteristicas
nutricionais e sensoriais dos alimentos, como sabor, cor, textura e teor vitaminico (FERREIRA et al.,
2008).

Na carne este processamento pode gerar mudancgas nas caracteristicas sensoriais como cor e
textura. A cor € um importante atributo de qualidade, pois € um dos primeiros aspectos a serem
avaliados pelos consumidores e influencia diretamente na decisdo final de aquisicdo do produto
(Fletcher et al, 2000).0Outros parametros sensoriais que afetam a aceitacdo da carne pelo consumidor
580 o sabor e a textura logo apds o consumo da mesma (RILEYA et al., 2005).

Os atributos maciez e cor podem ser medidos por meio de instrumentos, tais como
texturdbmetros e colorimetros, ou ainda através de julgadores treinados (Andlise Descritiva
Quanitativa — ADQ). Ja atributos como sabor e suculéncia sdo melhor analisados através da andlise
sensorial, que é considerada um instrumento importante para avaliar a qualidade e aceitagdo do
produto em estudo.

Sendo assim,o presente trabalho objetiva conhecer os efeitos da tecnologia de alta presséo
sobre a textura, cor e qualidade sensorial da carne de jacaré-do-pantanal (Caiman crocodylus yacare)
embalada a vacuo e resfriada.

Dentre os objetivos especificos incluem-se: 1) Afericdo da temperatura e determinagdo do
pH das amostras de carne de jacaré (cauda), controle e resfriada a 4°C tratada com alta pressdo de
200 MPa (10min), 300 MPa (10 min) e Controle; 2) Medir as propriedades reol6gicas de dureza,
coesividade, elasticidade e mastigabilidade dessas carnes, utilizando-se o texturémetro modelo
TA.XT2i Texture Analyser; 3) Avaliar a cor dessas amostras pelos parametros L, a e b, utilizando-se
0 colorimetro Minolta modelo CR 200 b; 4) Analise sensorial de cor e maciez dessas amostras; 5)
Analisar os dados obtidos e redigir um trabalho cientifico.



Resultados e Discussao

1.Anélise de Cor Instrumental (Colorimetro)

Tabela 1: Valores médios de L*, a* e b* e desvio padrdo da carne crua da cauda do jacaré nos
diferentes tratamentos (200, 300 e 400MPa) e dias de estocagem (1,15,30 e 45).

Dias de Estocagem Controle 200MPa 300MPa 400MPa
L*

1 65,43°*+1,66 69,75°%+1,23 78,76*+1,21 78,44*+0,75
15 66,09°*+2,95 70,12°%+0,81 77,19%+1,50 78,76*+2,52
30 65,59°*+1,25 71,07°%+1,81 78,05*+2,98 77,71%41,99
45 68,07°*+1,20 74,86"+1,15 79,29**+2 55 79,54*4+2,17
A*

1 8,53%8+0,17 7,87°48+0,64 7,13"4+0,60 6,80""+0,38
15 7,96%%+0,40 7,248+0,47 6,41"B+0,13 5,61°%+0,37
30 8,47°5+0,28 8,48+0,36 5,75"%¢+0,71 5,73"8+0,28
45 10,30**+0,67 7,92"+0,30 5,40°+0,31 5,15°°+0,63
b

1 10,79*4+0,67 9,97*/+0,60 9,98 40,28 10,16*+0,38
15 9,10*'+0,38 8,70*+0,48 8,94*+0,67 9,28%°+0,27
30 7,85°8+0,50 9,28"+0,57 9,06*+0,40 9,01*®+0,54
45 8,40"%+0,42 8,96 "4+0,57 9,33*'+0,37 9,250, 14

a b A B C\édias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (p< 0,05). Sendo ® ™ °

representativos das pressdes, ou seja, linhas e * ®  referentes aos diferentes dias, ou seja, colunas.

Com relagdo a cor da carne da cauda de jacaré crua (Tabela 1), observa-se 0s seguintes
resultados: aumento gradativo de L* e diminuicdo de a * de acordo com aumento da presséo, quando
confrontados com o controle. Quanto ao parametro b*,nos primeiros dias de analise (dia 1 e 15 de
estocagem) ndo se alteraram, entretanto, nos dois Gltimos (30° e 45° dia) houve um aumento
significativo conforme o aumento da pressdo. Em todos os dias de estocagem testados, 0s maiores
valores de L* compreenderam as amostras pressurizadas a 400MPa, seguidas das pressurizadas a
300MPa, estas ndo possuiram diferenga significativa. As amostras pressurizadas a 200MPa
obtiveram diferenca significativa em comparagdo aos demais tratamentos, representando os valores
intermediarios. Ja as amostras controle obtiveram os menores valores.

2 Analise de Textura Instrumental (Texturémetro)

Tabela 2: VValores médios de coesividade, dureza, elasticidade e resisténcia e desvio padrdo da carne
crua da cauda do jacaré nos diferentes tratamentos e diferentes dias de estocagem.

Dias de Controle 200MPa 300MPa 400MPa
Estocagem
Coesividade
1 0,41%B+0,05 0,46°*5+0,02 0,51%+0,02 0,49%2+0,05
15 0,40°%+0,05 0,47*+0,03 0,49*4+0,04 0,51*4+0,04




30 0,35°+0,03 0,44"+0,03 0,48*+0,04 0,51%+0,02
45 0,42"+0,03 0,45°8+0,03 0,47*+0,06 0,48*+0,05
Dureza (N)

1 17,41%41,70 12,63"+1,55 15,9842 43 16,20+1,94
15 14,47%842 13 12,22%+2,05 14,35""8+1 70 14,96™8+2 23
30 12,68°°¢+2,02 8,90°%+2,23 12,10*%¢+1,82 13,02%%+2,32
45 11,91%%42,12 7,978"%+1,77 11,93%°+2,51 12,17%%+2,52
Elasticidade

1 0,52°4+0,05 0,64°+0,04 0,79*4+0,05 0,76*+0,03
15 0,43°8¢+0,05 0,62 "+0,05 0,77%+0,03 0,77*4+0,05
30 0,36%°+0,04 0,48°®+0,05 0,66"°+0,06 0,77*4+0,05
45 0,49%%+0,04 0,63"+0,05 0,76**%+0,05 0,72*+0,05
Resisténcia

1 0,24*+0,03 0,26*+0,03 0,25*'+0,04 0,28*+0,03
15 0,17+0,05 0,19"+0,05 0,21"%+0,02 0,27 40,05
30 0,16°®+0,03 0,24°8+0,04 0,22°+0,04 0,31*+0,05
45 0,19°%+0,03 0,23"4B+0,05 0,23™4+0,05 0,29°+0,07

a.b.c.A B CMedias seguidas de diferentes letras diferem significativamente (p< 0,05).

Sendo®® ¢

colunas.

representativos das pressdes, ou seja linhas e

A B C

referentes aos diferentes dias, ou seja,

Os valores de coesividade (Tabela 2) aumentaram gradativamente como consequéncia do
aumento da pressdo hidrostatica.

No parametro dureza as amostras pressurizadas a 200MPa, obtiveram os menores valores,
sendo considerado o tratamento que conferiu maior maciez, caracterizando esse efeito da alta
pressdo hidrostatica.

No pardmetro elasticidade, os maiores valores obtidos foram os das amostras pressurizadas
a 300 e 400MPa (se agrupando), os valores intermediarios foram os de 200MPa e os menores 0s do
controle.

No pardmetro resisténcia as amostras que apresentaram maior valor foram as pressurizadas
a 400MPa, e os menores pelas amostras controle.

3.Determinagdo de temperatura e pH

N&o houve alteragdo na temperatura das amostras submetidas aos tratamentos nos diferentes
dias de estocagem.

Com relacdo ao pH observou-se que as amostras pressurizadas a 200MPa, 300MPa e 400
MPa apresentaram ligeiro declinio quando comparadas com o controle e com os tempos de
estocagem analisados.

4. Anélise Sensorial (Anélise Descritiva Quantitativa)

Tabela 3: VValores médios dos atributos cor crua, cor cozida, sabor, maciez, suculéncia, fibrosidade e
coesividade e desvio padrdo da carne crua da cauda do jacaré nos diferentes tratamentos.

Cor Cor Sabor Suculéncia

Crua cozida

Maciez

Fibrosidade Coesividade



Controle 7,72+#1,31 2,27#0,91 12,60+1,70 9,551+151 10,31+1,19 5,97+2,10  6,00+2,15
200MPa 5,14+1,28 1,37+0,71 12,26+1,71 10,71+2,89 8,70+1,55 5,25+2,48  5,34+0,75
300MPa 2,12+1,01 1,394,098 12,59+2,65 9,35+2,39 9,83+152 6,05+2,07 6,06+1,58
400MPa 1,41+101 0,96+0,26 12,42+1,82 9,83+2,94 9,25+231 573+1,74  6,44+2,20

Foram abordados sete atributos sensoriais de cor, sabor e textura para descrever as
caracteristicas da carne de jacaré-do-pantanal (caiman crocodilus yacare) crua e cozida controles e
pressurizadas a 200, 300 400MPa, estocadas durante 45 dias sob temperatura de refrigeracéo.

Desses atributos, a “cor crua” (Tabela 3) apresentou diminui¢do em seus valores médios de
cor rosea proporcional ao aumento da pressdo. Em relacdo aos demais atributos houve apenas uma
ligeira variagdo entre os tratamentos testados. No atributo “cor cozida” houve uma ligeira
diminuigdo com o aumento da pressdo, mas ndo suficiente para que os julgadores fossem capazes de
diferenciar os tratamentos de forma nitida. No atributo sabor a diferenca dos valores médios foram
praticamente nulos, provavelmente pela caracteristica da técnica de ndo alterar compostos de baixo
peso molecular, principalmente aqueles responsaveis pelo sabor. No atributo “’maciez > a pressdo
gue obteve maior valor foi a de 200MPa, pois com pressdes em torno de 200 MPa ha quebra dos
lisossomos, a atividade autolitica aumenta e 0 amaciamento da carne se torna maior.

As amostras controles obtiveram maior suculéncia, enquanto as tratadas com pressdo de
200MPa maior maciez, 400MPa maior coesividade, e as tratadas a 300MPa maior fibrosidade.

5. Andlise dos dados

Na Analise de Componentes Principais (ACP), em matriz de covariancia, dos escores
médios dos atributos sensoriais de cor, sabor e textura obtidos na ADQ nas amostras controle e
pressurizadas a 200, 300 e 400MPa estudados, os dois primeiros componentes principais explicaram
97% da variacdo ocorrida entre as amostras — onde 62% da variacdo ocorrida foi demonstrada no
primeiro componente principal (CP1) e 35% da variacdo ocorrida foi demonstrada no segundo
componente principal (CP2). Percebe-se que para os atributos de cor, sabor e textura o primeiro
componente principal foi 0 mais importante.

Conclusoes

A partir dos resultados apresentados neste estudo, pode-se concluir que:

A carne crua de jacaré pressurizada a 200MPa demonstrou menor alteracdo na luminosidade e
no descoramento quando comparada a carne de jacaré controle;

O tratamento a 200MPa contribuiu para maior maciez da carne, além de caracterizar-se como o
tratamento que menos se diferenciou do controle nos demais pardmetros de textura analisados;

Os atributos sensoriais importantes para a diferenciacdo descritiva da carne de jacaré controle e
pressurizadas a 200, 300 e 400MPa foram a maciez e a suculéncia;

A Tecnologia de Alta Pressdo Hidrostatica constitui uma promissora técnica de conservagdo dos
alimentos.
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Introducéo:

Fluoroquinolonas sdo muito utilizadas na avicultura, sendo a ciprofloxacina considerada
uma das principais oples para o tratamento das infeccBes humanas por Campylobacter jejuni,
microrganismo presente no trato intestinal das aves, patogénico para 0 homem e comumente
veiculado pela carne de aves. No Brasil, ainda ndo foram estabelecidos limites maximos de residuos
de fluoroquinolonas em ovos e na carne de frango. Dentro desse enfoque, nesse estudo foi
pesquisada a presenca de Campylobacter a partir das fezes de 12 galinhas poedeiras provenientes de
uma granja situada em S&o José do Vale do Rio Preto/RJ (granja 1) e de 12 galinhas poedeiras
provenientes de uma granja situada em Cachoeiras de Macacu/RJ (granja 2). Na granja 1, oito aves
foram tratadas com 10mg /kg de enrofloxacina, por 5 dias na agua de beber e quatro foram usadas
como controle. Foram coletadas amostras de fezes das aves no quinto dia do tratamento e apds
respeitados o periodo de caréncia de 7 dias recomendados pelo fabricante ap6s o término do
tratamento. Paralelamente, foi analisado um “pool” de 3 ovos por cada grupo de 4 aves da granja 1,
coletados no quinto dia do tratamento e no terceiro dia apds a suspensdo, para pesquisa de residuos
de enrofloxacina. Na granja 2, foram coletadas amostras de fezes de 12 galinhas antes e apds os 5
dias de tratamento com enrofloxacina e apds respeitados os 7 dias de caréncia apds o término do
tratamento. Para o teste de ELISA, amostras do musculo peitoral foram coletadas apés o sacrificio
de trés aves apos 5 dias de tratamento e de trés aves apds o término da caréncia do antibiético.As
amostras foram transportadas em meio de transporte de Cary & Blair e processadas no Laboratério
de Doencas Infecciosas da Faculdade de Veterinaria /UFF no mesmo dia da coleta. Foi investigado o
perfil de sensibilidade das cepas isoladas frente & ciprofloxacina e a enrofloxacina, através do
método de difusdo em disco e foi determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM). Para
verificacdo da presenca de residuos de enrofloxacina, foi utilizado o “kit” de deteccdo por ELISA
competitivo“Enrofloxacin ELISA test”(Bioo Scientific).

Resultados e Discusséo:

Na granja 1, Campylobacter foi isolado de 5 amostras (41,6%) das quais foram obtidas 39 cepas de
C. jejuni. Observou-se resisténcia de 20% das cepas de Campylobacter a enrofloxacina e de 100% a
ciprofloxacina pelo método de difusdo em disco. A CIM para ciprofloxacina foi de 64 pug/mL e para
enrofloxacina de 1u/mL nos dois grupos de aves.

Na granja 2, Campylobacter jejuni foi isolado de 9 amostras (75%) provenientes das trés
coletas a partir das quais foram obtidas 49 cepas de Campylobacter jejuni que apresentaram 100%
de resisténcia a ciprofloxacina pelo método de difusdo em disco e 96% de resisténcia a
enrofloxacina. A concentracédo inibitéria minima da ciprofloxacina e enrofloxacina foi 32ug/mL e
8ug/mL, respectivamente, para as cepas isoladas nas trés coletas. O tratamento com enrofloxacina
ndo interferiu na CIM, pois ndo foi observado aumento ou diminui¢do da CIM para enrofloxacina e
ciprofloxacina para as cepas de Campylobacter jejuni obtidas antes, no quinto dia do tratamento e
apos a suspensao do tratamento nas duas granjas investigadas.

Residuos de 135 ppb e de 159 ppb de enrofloxacina foram detectados no pool de ovos
obtidos na granja 1 no quinto dia do tratamento e no terceiro dia apds a suspensdo, respectivamente.
Na granja 2, nas amostras de musculo coletadas no quinto dia do tratamento com enrofloxacina,
foram detectados residuos de 57 a 72 ppb e de 15 a 40 ppb nas amostras coletadas apds respeitados
os sete dias de caréncia do antibidtico.

Conclusdes:



A resisténcia pré-existente a ciprofloxacina detectadas nas cepas de Campylobacter jejuni
isoladas a partir do grupo controle, a totalidade de cepas resistentes a esse antimicrobiano
observadas pelo método de difusdo em disco e o alto valor da CIM observado também para a
enrofloxacina representam uma preocupacdo para a salde publica pois a enrofloxacina é muito
utilizada na producéo de aves e a ciprofloxacina um dos principais antibiéticos usados no tratamento
da campilobacteriose humana.A deteccdo de residuos de enrofloxacina nos ovos e na carne
comprova o risco ao consumidor, especialmente quando nédo respeitado o periodo de caréncia do
antibidtico.
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Resumo:

Nos ultimos anos, aumentaram as discussfes sobre o bem-estar dos animais e os debates sobre a
importancia do controle da dor, principalmente a dor pés-operatéria. Entretanto, ainda sdo escassos
estudos que demonstrem a influéncia do uso de analgésico na qualidade de vida dos animais de
laboratério no periodo pds-operatdrio, onde a dor pode influenciar negativamente no resultado da
pesquisa. Nesse contexto, o objetivo deste estudo € avaliar a influéncia do uso de buprenorfina e
cetoprofeno no comportamento e no ganho de peso durante o periodo pés-operatorio imediato em
ratos pré-pubere submetidos a enucleagdo. Foram utilizados 18 ratos higidos com idade de 10 dias,
oriundos do biotério do Laboratério de Plasticidade Neural da Universidade Federal Fluminense. Em
todos os ratos foi realizada indugdo anestésica com isoflurano por meio de uma camara anestésica,
seguido da manutencdo anestésica com isoflurano por meio de mascara facial para realizacdo da
enucleagdo monocular. Os animais foram divididos de forma randomizada em quatro tratamentos: B
— buprenorfina (2 vezes ao dia), Ce — cetoprofeno (2 vezes ao dia), P — placebo (2 vezes ao dia) e C —
submetidos apenas a anestesia. Todas as cirurgias foram realizadas pela mesma equipe cirdrgica que
utilizou a mesma técnica. Apdés a cirurgia, os animais foram retornados ao biotério para inicio das
avaliacOes. Todos os animais foram pesados e 0 comportamento foi avaliado duas vezes por dia, no
turno da manhd e da noite nos primeiros cinco dias do periodo pos-operatorio. A avaliacao
comportamental foi realizada pela mesma pessoa e sempre antes da realizacdo da pesagem. Para se
proceder a analise estatistica, foi realizado o teste Kolmogorov-Smirnov com o objetivo de avaliar se
0s resultados obtidos obedecem ou ndo a uma distribuicdo normal. As varidveis quantitativas, como
peso foi analisado pela Analise de Variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey para comparagédo
de médias entre os diferentes grupos. Os momentos mais importantes da avaliacdo foram as
primeiras 48 horas apds cirurgia e 0s comportamentos mais caracteristicos de dor neste modelo s&o:
cogar o olho, auto-limpeza e prostracdo (reducdo da atividade). Ndo houve diferenca significativa
com relagdo ao ganho de peso em todos os dias avaliados. O grupo da buprenorfina apresentou
maior alteracdo comportamental durante as avaliagGes e perda de peso no dois primeiros dias em

quatro animais.



Estimacao dos parametros genéticos e fenotipicos ao utilizar o modelo de
polinbmios segmentados em uma linha fémea de frangos de corte

Bruna Leal Rodrigues (bolsista PIBIC), Valdecy Aparecida Rocha da Cruz (PG), Aldrin
Vieira Pires (PQ), Carla Aparecida Florentino Rodrigues (PQ), Fabio de Jesus Monteiro de
Barros (MV), Rodolpho de Almeida Torres Filho (Orientador)

email: brunalrmlk@yahoo.com.br

Departamento de Zootecnia e Desenvolvimento Agrossocioambiental Sustentavel (MZO) - Travessa Rua Vital
Brazil Filho, 64 / Faculdade de Medicina Veterinéria da Universidade Federal Fluminense

Palavras Chave: modelo de polinémios segmentados, parametros genéticos e fenotipicos
Introducéo

Um fator de grande importancia para se estudar uma populacdo avicola é avaliar a curva de
producdo de ovos, que se torna uma ferramenta importante na avaliacdo da producéo, possibilitando
a selecdo de animais com alto potencial genético para postura. O uso de modelos matematicos para
estimar curvas de produgdo de ovos com precisdo é de grande importancia para a pesquisa e
producdo de aves. Esses modelos permitem a comparacdo de diferentes curvas, predicdo da
producdo total usando registros parciais e uma analise mais detalhada da produgdo. Ao compararem
diferentes modelos existentes com o modelo proposto, Fialho e Ledur (1997) concluiram que o
modelo polinomial segmentado estimou as curvas de producdo tdo bem quanto os outros modelos
avaliados, com a vantagem de que os parametros estimados sdo facilmente interpretados, o que é
uma vantagem na descri¢do da curva de produgéo.

Os pardmetros das curvas, quando considerados como variaveis bioldgicas, podem fornecer
informacGes que auxiliam um programa de melhoramento genético. A variabilidade das estimativas
dos parametros genéticos é grande quando se avalia a producédo de ovos, variando de populacdo para
populacdo. Segundo Ledur et al. (1993), as estimativas de parametros genéticos e fenotipicos séo as
principais ferramentas para se alcangar altos ganhos genéticos na populagdo e se ter uma melhor
sele¢do das linhagens.

Foram utilizados dados provenientes de 2.398 aves com registros semanais de uma linha
fémea de frango de corte do pacote de genética da Globoaves, localizada no municipio de
Catanduvas, SC. As informacdes referem-se a producdo de ovo semanal das 25 as 64 semanas de
idade.

Objetivou-se com o presente trabalho estimar os parametros da curva de postura, utilizando
0s modelos de polindmios segmentados e estimar pardmetros genéticos e fenotipicos dos pardmetros
do modelo de polindmios segmentados, assim como a tendéncia genética dos mesmos.

Resultados e Discusséo

Os resultados das variancias e (co)variancias genéticas e fenotipicas estdo apresentados na
Tabela 1.



Tabela 1 - Estimativas das varidncias médias (diagonal), das covaridncias genéticas (acima da
diagonal) e das covariancias fenotipicas (abaixo da diagonal) dos parametros da curva de produgéo
de ovos.

Parametro” Xp P S t
Xp 1,04430 0,01859 -0,00047 0,36067
P 0,03570 0,00217 -0,00014 0,00570
S 0,00165 0,00017 0,00001 0,00022
T 1,36013 0,00145 0,00099 0,14057

! «xp”- idade das aves ao pico de postura, “P”- nivel de produgdo no pico, “s” - taxa de decréscimo semanal na
produgdo de ovos apds o pico, e “t” - tempo entre o inicio da postura e o pico de produgdo de ovos.

As estimativas das herdabilidades médias e correlagbes genéticas dos parametros da curva
estdo apresentadas na Tabela 2.

As médias das estimativas das herdabilidades foram de baixa a média magnitude, variando
de 0,10 a 0,25, indicando que as condi¢Ges ambientais e 0s efeitos dos fatores ndo-aditivos tém
grande influéncia sobre as caracteristicas avaliadas. Esses resultados indicam que a selecdo
considerando o pardmetro “xp” teria uma melhor resposta que os demais, pois apresenta maior

herdabilidade.

Tabela 2 - Estimativas das herdabilidades médias (diagonal) e correlacGes genéticas (acima da
diagonal) e fenotipicas (abaixo da diagonal) da curva de producédo de ovos.

Parametro Xp P S t
Xp 0,25 0,39 -0,17 1,00
P 0,16 0,18 -0,91 0,32
s 0,11 0,22 0,17 0,21
t 0,56 0,01 0,12 0,10

!«xp”- idade das aves ao pico de postura, “P”- nivel de producio no pico, “s” - taxa de decréscimo semanal na
produgdo de ovos apds o pico, € “t” - tempo entre 0 inicio da postura e o pico de produgéo de ovos.

Observando os valores de correlagdes genéticas apresentados na Tabela 2, pode-se notar que
estimativas destas correlagdes entre os pardmetros da curva de postura foram de magnitude baixas a
altas negativas e positivas. As correlagdes entre o parametro “t” e os demais pardmetros da curva
foram positivas variando de 0,21 até 1,00, sendo menor entre “t” e “s” e, maior entre os parametros
“xp” e “t”. Essas correlagdes indicam que os animais com um maior tempo entre inicio e pico de
postura (t) tendem a apresentar uma maior idade ao pico de postura (xp), maior nivel de producéo(P)
e maior queda de producdo pds-pico (s). Entre os pardmetros “xp” e “P” a correlagdo também foi

[T 2]

positiva, de magnitude média (0,39). As correlagdes foram negativas entre os pardmetros “s” e “xp”
e “s” e “P” apresentando-se menor entre “s” e “xp” (-0,17) e maior entre s e P (-0,91), indicando
gue um aumento no nivel de producéo e idade ao pico de produgdo acarretaria uma menor queda de
producédo de ovos pos-pico. Estes valores indicam que se a sele¢do for praticada com a intengdo de
aumentar o valor genético para o parametro “P”, haverd um aumento no valor genético para
persisténcia de produgdo, como resposta correlacionada. Entretanto, as respostas correlacionadas
entre “P” com outros pardmetros podem proporcionar maior idade ao pico de postura e maior

intervalo entre inicio e pico de producao.



As tendéncias genéticas, estimadas pela regressdo dos valores genéticos preditos médios
sobre o periodo de tempo em que ocorreu 0 nascimento das fémeas, 2005 a 2006, para 0s parametros
da curva de produgdo estdo ilustradas nas Figuras 1.
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Figura 1 - Tendéncia genética para os parametros t, X,, s € P e da curva de produgdo de ovos
de uma linha fémea de frango de corte pelo modelo de polindmios segmentado.

As tendéncias genéticas encontradas indicam progresso genético para o tempo entre 0 inicio
e pico de postura e idade ao pico de postura, apresentando-se a uma taxa de variacdo média de -
0,012 dias/ano e -0,027 dias/ano, respectivamente. No entanto, o nivel de produgdo ao pico e a
persisténcia ndo tiveram os mesmos resultados, apresentando-se praticamente constantes ao longo do
periodo avaliado, podendo ser trabalhado, na perspectiva de melhorar a persisténcia e o nivel de
producdo ao pico de postura, visto que estas caracteristicas sdo de grande importancia na producao.

Conclusoes

Os parametros genéticos indicam a existéncia de associacdo entre os parametros da curva,
podendo ser promovido ganho genético para os parametros da curva de postura, contudo, deve-se
atentar para as correlagdes genéticas positivas entre os pardmetro “xp” e “P”. A selegdo para
aumentar o nivel de producdo, poderé levar a um aumento na idade ao pico de postura. O mesmo
acontece com os pardmetros “xp” e “s”, aves mais precoces ao piC0o, poderdo apresentar menor
persisténcia. As tendéncias genéticas dos valores genéticos preditos evidenciaram progresso genético
para 0s parametros estimados da curva de polindmios segmentados. Esse progresso pode ser reflexo
do efeito favoravel da selecdo genética.
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A doenga renal cronica (DRC) é comumente diagnosticada em gatos, principalmente nos
idosos, sendo uma importante causa de Obito nesses pacientes. Atualmente, a International Renal
Interest Society (IRIS) estabelece estagios para a DRC com base nas concentracdes plasmaticas de
creatinina e também no aspecto renal nos exames de imagem. Esses parametros sdo considerados
importantes para 0 manejo precoce e correto dos pacientes com DRC. A ultrassonografia renal
oferece informagdes quanto ao tamanho, forma, localizacdo, ecogenicidade, arquitetura interna e
avaliagdo das estruturas adjacentes. A ultrassonografia ddplex Doppler colorido € um método nédo
invasivo que determina quantitativamente o fluxo sanguineo em um 6rgéo, adicionando informag6es
a avaliacdo morfoldgica do modo-B convencional. No presente trabalho, dos 44 animais com DRC,
11% (5/44) foram submetidos ao exame Doppler, porém ndo foi possivel obter todas as medidas
nesses animais. A média do didmetro da aorta foi de 0,35cm. As médias da velocidade do pico
sistolico (VPS), da velocidade do pico diastolico (VPD) e do indice de resistividade (IR) da artéria
renal foram respectivamente 42,68cm/s, 17,77cm/s e 0,59. Os principais motivos para 0 pequeno
nimero de animais examinados ao Doppler foram: dificuldade do proprietario de retornar para a
realizacdo do exame Doppler, estresse do animal devido ao excesso de manipula¢do hospitalar,
estado clinico do paciente e treinamento prolongado da técnica Doppler.
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Introducéo

As Micoplasmoses Avidrias sdo enfermidades causadas pelos menores procariontes conhecidos,
que apresentam cerca de 300 nm, tamanho semelhante ao de grandes virus. Os micoplasmas tém
predilecdo pelas membranas mucosas e serosas das aves onde provocam problemas respiratorios,
articulares e urogenitais. As formas classicas dessas enfermidades sdo conhecidas como Doenca Crdnica
Respiratéria (DCR) das Galinhas, a Sinusite Infecciosa dos Perus, a Sinovite Infecciosa e Aerossaculite
das aves. Mycoplasma gallisepticum (MG), Mycoplasma synoviae (MS) e Mycoplasma meleagridis
(MM) séo reconhecidos como patégenos indiscutiveis e de preocupacdo para a Indistria Avicola por
causar doencas subclinicas ou aparentes em galinhas, perus e em outras aves. As perdas econémicas
atribuidas as micoplasmoses por MG, MS e MM séo devidas & queda na produgdo e qualidade dos ovos,
a ma eclodibilidade (alta mortalidade embrionaria), alta taxa de pintos refugos, a queda na eficiéncia
alimentar, as altas taxas de mortalidade e condenacdo de carcacas e ao alto custo da medicacdo. No
mercado brasileiro esta disponivel para uso em poedeiras comerciais uma vacina viva contra MS que
tem como base a cepa mutante termossensivel MS-H, aplicada por via ocular entre 4 e 16 semanas
de idade. A seguranca e eficacia desta vacina tém sido testadas em condi¢cdes laboratoriais e a
campo. O diagndstico presuntivo da infeccdo por micoplasmas pode ser realizado pela analise dos
dados concernentes a morbidade, mortalidade e parametros de producéo, associados & observacdo dos
sinais clinicos e sintomas. O diagndstico definitivo pode ser feito pela identificacdo de micoplasmas por
cultivo microbiolégico ou técnicas moleculares, como a "Polymerase Chain Reaction" - PCR. Os
métodos soroldgicos também podem ser utilizados no diagndstico presuntivo, e os tradicionalmente
empregados sdo Soroaglutinacdo Rapida (SAR), Inibicdo da Hemaglutinagdo (HI) e ELISA. O objetivo
deste trabalho foi comparar ELISA e PCR para MS em aves vacinadas e ndo vacinadas (controle
negativo) e a influéncia da vacinacdo na producdo de ovos em galinhas. Foram coletadas amostras de
dois grupos de 50 galinhas poedeiras comerciais, alojadas em 10 gaiolas de cinco aves, sendo um de
aves vacinadas na 92 semana de idade com cepa MS-H (G1), e o outro de aves ndo vacinadas (G2).
De cada ave selecionada foram coletados suabes de traquéia em meio Frey modificado na 232, 262,
29% e 322 semana de idade e amostras de sangue para obtencdo de soro. Todas as amostras foram
transportadas em caixas de isopor, sob refrigeracdo aos Laboratérios de Epidemiologia Molecular e
Sanidade Avicola da UFF, onde foram processadas para PCR e ELISA. Cada soro foi submetido ao
ELISA individualmente, e calculada a porcentagem de individuos positivos em cada grupo. Ja a PCR
foi realizada com divisdo das 50 aves em 10 pools de 5 amostras. Os dados de producdo de ovos de
cada grupo foram registrados diariamente em fichas préprias para posterior analise.

Resultados e Discussao

Para G1, constatou-se ao ELISA, que da 212 a 322 semana todas as aves foram reativas ao
MS, com 100% de resultado positivo, entretanto com o passar das semanas, 0 material genético de
MS ficou cada vez mais dificil de ser detectado por PCR, decrescendo de uma positividade de 90%
na 232 semana para 10% na 322 semana (Tabela 1).
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Tabelal. Percentual de resultados positivos para Mycoplasma synviae em galinhas vacinadas (G1) e
ndo vacinadas (G2) ao ELISA e a PCR

G1 G2
Idade (semanas) | PCR ELISA| PCR ELISA
23 90 100 10 0
25 80 100 20 33
29 20 100 0 47
32 10 100 0 62

As aves ndo vacinadas (G2) apresentaram uma menor porcentagem de aves positivas para
MS ao ELISA. A PCR apresentou-se positiva para uma pequena parcela de pools: 10% na semana
23 e 20% na 252 semana de idade. A partir desta idade, os resultados se mostraram negativos para
MS até a 322 semanade idade.

A porcentagem média de producdo de ovos das aves vacinadas (90,9%) foi discretamente
mais baixa que das aves controle (91,0%), ndo havendo diferenca significativa entre elas pelo teste
de Qui-quadrado (p>0,05).

Conclusodes

O ELISA se mostrou mais eficiente no objetivo de constatar o contato das aves com o M.
synoviae, pelos resultados positivos para todas as aves vacinadas até o fim do experimento, o que
nédo ocorreu pela PCR.

As aves do grupo controle ndo deveriam apresentar nenhum tipo de reacdo ao MS. Acredita-
se gque ndo houve isolamento completo entre os grupos e a cepa vacinal utilizada acabou infectando
as galinhas de G2.

A vacinagdo por MS ndo afetou a produgdo de ovos de galinhas comerciais, como era
esperado.
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Introducéo

A degeneragdo testicular é a maior causa de infertilidade e subfertilidade nos animais
domésticos. A despeito da variedade de causas, a resposta do epitélio seminifero é semelhante
histologicamente, variando somente quanto ao grau de severidade sendo esta uma condicdo
estritamente adquirida A degeneracdo pode ser temporaria ou permanente, dependendo da
severidade e duracdo da injdria. Mesmo o epitélio seminifero sendo bastante sensivel a uma grande
variedade de insultos, algumas células como as células de Sertoli, espermatogbnias, além das células
de Leydig do intersticio permitem a recuperacdo da funcdo espermatogénica, uma vez retirado o
insulto.

O calor ¢ a causa mais comum de degeneracdo testicular, e a elevagéo da temperatura pode
ocorrer por aumento da temperatura ambiente, infeccdes sistémicas, criptorquidia, deposicdo de
gordura na regido inguinal de animais obesos ou por acdo direta do calor, como resultado de edema,
dermatite, hemorragia ou por qualquer falha no sistema de termorregulacéo testicular. O mecanismo
exato da degeneracdo testicular induzida pelo estresse térmico ainda ndo foi bem esclarecido. Os
principais fatores descritos incluem as alteracdes do fluxo sanguineo, linfatico e/ou tubular, hipoxia
e hipercapnia por estagnacdo vascular, hiperemia, edema e o aumento na utilizacdo de oxigénio. O
fluxo sanguineo testicular normalmente é baixo em relacdo a necessidade metabdlica, e com o
aumento da temperatura, 0 metabolismo celular aumenta, resultando rapidamente em hipoxia.

Em geral, como consequéncia da elevacdo da temperatura testicular, as amostras de sémen
apresentam queda da motilidade, diminuicdo da concentracdo espermatica e do numero total de
espermatozoides.

A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € definida, como um
processo fisioldgico que elimina células individuais de tecidos dos mamiferos. Uma das
caracteristicas bioquimicas mais distintivas das células apoptéticas é o ataque endodgeno de
endonucleases nas unidades inter-nucleosomais do DNA. A clivagem enzimatica nesses locais leva a
multiplos fragmentos de DNA de aproximadamente 180 pares de bas.. A apoptose tem sido
implicada como um mecanismo essencial para a remocdo de células germinativas em
desenvolvimento do epitélio seminifero, e tem sido descrita nos testiculos de numerosas espécies de
mamiferos.

Em geral, € dificil distinguir células apoptdticas in situ por microscopia de luz. O
aparecimento de células apoptdticas é limitado a apenas alguns minutos e as diversas formas de
corpos apoptéticos sdo vistas por apenas algumas horas antes de serem fagocitadas. A técnica
TUNEL é um método reproduzivel e confidvel para a rotulagem de fases posteriores da morte da



célula germinal ap6s a fragmentagdo do DNA. Células com aspecto morfoldgico normal nunca
foram marcados pelo método TUNEL .

METODOLOGIA

Tém-se amostras de tecido testicular e da cauda do epididimo de carneiros num modelo de
insulacdo escrotal por 96 horas, suficiente para causar alteracBes androldgicas, tornando a
consisténcia testicular flacida, diminuindo a motilidade espermatica e aumentando os defeitos
espermaticos menores, sendo estes intimamente envolvidos no mecanismo de resposta ao estimulo
térmico agressor. No aspecto histoldgico, ndo foi esclarecido, em decorréncia do ndo aparecimento
de achados histoldgicos de sinais de degeneracdo testicular e epididimaria em carneiros da raca
Santa Inés submetidos a insulacdo escrotal.

A manutencdo destes animais foi feita em Botucatu/SP (Lat.22° 53°S e Long. 48° 29°W) no
aprisco do Laboratério de Estudos em Biotecnologia Aplicada a Reproducdo de Ovinos e Caprinos.
O grupo controle — 6 carneiros Santa Inés sem realizacdo da insulagdo escrotal - € 0 grupo tratado - 6
carneiros Santa Inés submetidos a insulacdo escrotal, sendo todos contemporaneos de rebanho. O
escroto foi envolvido por uma bolsa insuladora de material isolante térmico de tamanho de 26 x 21
cm, constituida de parede dupla plastica e entre estas, uma camada de 1& de carneiro com 1,5 cm de
espessura. A porcdo interna, em contato com a pele escrotal, foi forrada por um tecido fino de
algoddo para evitar reacdes dermatoldgicas. As bolsas foram fixadas na regido do funiculo
espermatico com cordas finas de algoddo. Sobre o saco insulador, foi colocada uma bolsa de tecido
como protecdo e melhor sustentacdo, presa a regido do funiculo espermatico e também a um grampo
metalico afixado numa dobra de pele dos animais na regido inguinal. A insulacdo escrotal teve
duracédo de 96 horas. As médias da temperatura ambiental apresentaram ascendéncia durante os dias
até 96 horas do inicio da insulacdo. Os animais submetidos a insulagéo escrotal, tiveram aumento
crescente na temperatura da superficie escrotal de 1,3°C as 24 horas, 1,5°C as 48 horas, 2,0°C as 72
horas e 2,6°C as 96 horas do inicio da insulagao.

Apbs abate, as amostras do parénquima testicular e da cauda do epididimo foram fixados em
ALFAC (85 partes de alcool etilico 80%, 10 partes de formaldeido 40% e 5 partes de acido acético
glacial) durante um periodo de 24 horas. As pecas fixadas foram desidratadas em série sequencial de
&lcool de 80 a 100%, posteriormente diafanizadas em xilol e incluidas em Paraplast®(Oxoid). Os
blocos foram cortados em micrétomo com espessura de 7 p. As laminas obtidas foram coradas em
hematoxilina e eosina para a analise histopatoldgica do testiculo e da cauda do epididimo com
avaliacdo panoramica do aspecto morfoldgico. A avaliacdo histologica testicular ndo caracterizou
alteracdes marcantes do ponto de vista morfolégico. N&do foi possivel observar alteracfes
degenerativas caracteristicas no epitélio seminifero e/ou intersticio tais como vacuolizacdo
intracitoplasmatica, diminui¢do do tamanho dos tubulos ou acentuada varia¢do na estratificacdo de
camadas, descamacdo das células germinativas, presenca de células gigantes intratubulares,
geralmente formadas a partir da excessiva descamacdo do epitélio tubular, e picnose de
espermatocitos. Algumas alteracfes degenerativas que predominam no intersticio, tais como fibrose,
mineralizacdo peritubular ou mesmo tubular, hiperplasia celular intersticial e atividade inflamatéria
(leve, marcante ou severa) também nédo foram observadas de modo a caracterizar a preservacdo do
parénquima testicular nos grupos de animais com bolsa escrotal insulada e néo insulada. Os
carneiros submetidos a insulacdo escrotal ndo apresentaram alteragdo inflamatéria, ou de outra
natureza tanto no testiculo, quanto na cauda do epididimo. Outros autores avaliaram
histologicamente carneiros insulados por 4 dias, encontrando a maioria dos tdbulos seminiferos com
linhagem espermatogénica, células de Sertoli e Leydig perfeitamente integras do ponto de vista
morfoldgico, sendo que apenas alguns tubulos apresentavam epitélio germinativo incompleto, com
células gigantes ou desprovidas de nucleo na luz do tibulo seminifero.



O objetivo deste trabalho é complementar pesquisa realizada em tese de doutorado. Para tal,
propde-se a realizagdo de andlise da apoptose nos testiculos e caudas do epididimos pela técnica
TUNEL para observar se ocorre diferencas em relagdo ao numero de células em apoptose, podendo
indicar desta forma, processo de degeneracao testicular e epididimaria em estagios iniciais.

A técnica TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated doxyuridine
triphosphate nick end labeling) marca as quebras de DNA in situ. Inicialmente a enzima
desoxinucleotidil transferase terminal catalisa a polimeriza¢do de desoxiuridina trifosfato, marcada
com fluoresceina, nas extremidades 3°-OH dos fragmentos de DNA. Posteriormente um anticorpo
anti-fluoresceina, marcado com a enzima peroxidase, é incorporado nessas extremidades, e a
atividade desta enzima é revelada com substrato e cromégeno (LABAT-MOLEUR,et al. 1998)
Laminas dos testiculos direito e esquerdo e das caudas dos epididimos direita e esquerda foram
submetidas a reacdo de TUNEL in situ utilizando o Kit de deteccdo de DNA fragmentado QIA33 da
Calbiochemistry (TA200 apoTACS in situ-DAB), para anélise da apoptose. A proliferacdo celular
foi acessada usando anticorpo primario monoclonal de camundongo anti-PCNA (Santa Cruz
Biotecnology) e anticorpo secundario marcado com peroxidase. Nos cortes corados pela técnica
TUNEL foi feita a contagem das células marcadas nos tdbulos seminiferos, no intersticio inter-
tubular,e nos ductos epididimarios em 80 campos, com aumento de 400 vezes ao microscépio.

Resultados e Discussédo
No momento da retirada das bolsas insuladoras, houve uma diminuicdo da avaliacdo inicial

de grau 4 na consisténcia do parénquima testicular, para grau 2 representando uma flacidez
moderada em todos os 6 carneiros insulados.

N&o existiram diferencas significativas entre os grupos com relagdo ao volume ejaculado, o
vigor, os defeitos maiores, as concentracBes espermaticas e as concentracdes plasmaticas de
testosterona em cada momento em separado, bem como na comparacgao do periodo total .

Houve uma reducdo na motilidade espermatica nos animais insulados (1) apresentando uma
diferenca significativa no momento 96h.

Os defeitos menores e totais aumentaram no grupo insulado, apresentando uma diferenga
estatisticamente significativa no momento 96h, com predominéncia de cabeca isolada normal.

A avaliacdo histoldgica testicular ndo caracterizou alteragdes marcantes do ponto de vista
morfolégico. Nao foi possivel observar alteracdes degenerativas caracteristicas no epitélio
seminifero e/ou intersticio tais como vacuolizagdo intracitoplasmatica, diminui¢cdo do tamanho dos
tibulos ou acentuada variagdo na estratificacdo de camadas, descamacdo das células germinativas,
presenca de células gigantes intratubulares, geralmente formadas a partir da excessiva descamagéo
do epitélio tubular, e picnose de espermatécitos. Algumas alteracbes degenerativas que predominam
no intersticio, tais como fibrose, mineralizacdo peritubular ou mesmo tubular, hiperplasia celular
intersticial e atividade inflamatoria (leve, marcante ou severa) também ndo foram observadas de
modo a caracterizar a preservacdo do parénquima testicular nos grupos de animais com bolsa
escrotal insulada e ndo insulada. Os carneiros submetidos & insulagdo escrotal ndo apresentaram
alteragdo inflamatdria, ou de outra natureza tanto no testiculo, quanto na cauda do epididimo.

Na analise da apoptose, a técnica para deteccdo desta in situ envolve a deteccdo de DNA
fragmentado resultado da acdo sobre o DNA de enzimas com atividade endonuclease, ativadas
durante o processo de apoptose. O Kit usado usa a enzima deoxinucleotidil transferase terminal
(tTDT) que acrescenta um nucleotideo marcado com biotina na extremidade dos fragmentos do
DNA. O nucleotideo marcado é entdo revelado utilizando a estreptoavidina,, uma proteina do
estreptococo que se liga a biotina, e esta marcada com a peroxidase, cuja presenca é revelada pelo
substrato, &gua oxigenada e o indicador diaminobenzidina (DAB). O ponto mais critico da reacdo é a
polimerizacdo realizada tTDT, principalmente atribuida a instabilidade da enzima. Foi
provavelmente nesta etapa que tivemos problemas, pois ndo se observou nenhuma marcagdo no



tecido analisado. O Kit, ou pelo menos parte dele deve ser armazenado e transportado a temperaturas
ultra baixas (-80 °C), e congelamentos e descongelamentos comprometem sua aplicagdo. Para dar
continuidade ao estudo, o fornecedor ja foi notificado e esta em negociagéo a reposi¢do do mesmo,
tdo logo fique demonstrado a falha do material. Propondo-se portanto dar continuidade a este estudo.

Conclusdes

O modelo de insulagdo 96 horas foi suficiente para causar alteracbes androldgicas na
consisténcia testicular, nos pard@metros motilidade e defeitos esperméaticos menores.

A avaliacdo histopatoldgica ndo evidenciou alteragdes morfoldgicas marcantes.

Na analise da apoptose, a técnica para deteccdo desta in situ falhou provavelmente devido a
congelamentos e descongelamentos do kit.
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Introducéo - Imagem de células vivas em tempo real € um dos maiores desafios para a biologia celular.
Marcadores fluorescentes sdo poderosas ferramentas para visualizar processos celulares, porém, eles
apresentam algumas limitagdes. A nanoparticula semicondutora quantum dots (QDs) tem sido, pelas
ultimas duas décadas, incorporados em uma ampla gama de aplicacbes na area biomédica. Estes
biomarcadores possuem vantagens no estudo da biologia celular, através da sua eficiéncia em
fluorescéncia e alta fotoestabilidade, sem alterar a integridade da célula. A toxicidade dos QDs em
diversos modelos celulares, eucariontes e procariontes tém sido extensivamente estudados. Neste
trabalho, utilizamos quantum dots capeados com &cido mercaptoacético, sintetizados em meio aquoso,
para avaliar os possiveis efeitos de toxicidade, como eventos associados a fragmentacdo de DNA e
autofagia em formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. A fim de verificar a possivel inducdo de morte
do parasita por autofagia utilizamos marcadores como 3metiladenina (3MA 5mM) (inibidor de
phosphatidilinositol 3 quinase — PI13K) e monodansilcadaverina (marcador de vactolo autofagico através
da expressdo da proteina cadaverina). Além disso, analisamos cineticamente a capta¢do do quantum dots
pela célula e sua localizacdo atraveés de microscopia eletronica. Material e Metodos-Para verificar
possiveis efeitos toxicos em T. cruzi, foram feitas curvas de crescimento em escala de tempo de T. cruzi
controle e incubados com diferentes concentragfes de CdTeQDs (2 e 200 pM), para determinar a
ocorréncia de alguma alteracdo no desenvolvimento de T. cruzi in vitro.Resultados eDiscussdo- A
quantificacdo dos parasitas foi feita através de uma curva de crescimento tendo como resultado a
diminuicdo do numero de parasitas incubados com 200 pM de QDs em relagdo aos parasitas incubados
com 2 uM de QDs e ao grupo controle. Em contraste, os parasitas incubados com 200 pM de QDs e
tratados com 3 MA apresentaram uma reversao da morte celular em 8%. Para confirmar a hipdtese de
morte por autofagia, ensaios feitos com a monodansilcadaverina e visualizados através da microscopia de
fluorescéncia, demonstraram a presenca de varios vaclolos autofagicos bem marcados no interior da
célula parasitéria. De acordo com as analises dos efeitos fisiol6gicos das diferentes concentragdes (2 e
200 uM) de QDs na célula parasitaria, podemos indicar o uso destas nanoparticulas na faixa de 0,2 - 2
UM para os estudos de interacdo parasita vetor.
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Introducdo: Dados recentes da Organizacdo Mundial da Salde (OMS) e Organizagdo das Nacgdes Unidas
para e Agricultura e Alimentacdo (FAO) indicam aquisicdo de resisténcia de pragas agricolas e de vetores aos
inseticidas empregados habitualmente, o que compromete a eficacia das tentativas de controle de insetos.
Desta forma, avaliamos e analisamos a atividade dos 6leos essenciais de Eugenia sulcata (popularmente
conhecida como “murtinha” ou “pitanguinha”) sobre o desenvolvimento, mortalidade de insetos, bem como
na fertilidade de fémeas adultas em duas espécies de importancia agricola Oncopeltus fasciatus e Dysdercus
peruvianus. Material e Metodos- As folhas de E. sulcata foram coletadas no Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba. O 6leo essencial foi extraido do material vegetal fresco (610 g) por hidrodestilagdo durante 4 h
para obtengdo de 6 g de 6leo essencial (1.16% p/p). O dleo obtido foi armazenado, estocado a 4°C para 0s
testes. Para a realizacdo dos testes 0s insetos sdo separados em ninfas do 4° estagio. Estas ninfas sdo separadas
em trés grupos de 10 insetos apds a aplicacdo topica do 6leo. Resultados e Discussdo- Os primeiros
resultados mostraram 96,7% de mortalidade com a aplicacdo topica do 6leo puro até 2 horas apds aplicacéo.
Os grupos controle com o diluente do 6leo (etanol) e o controle (sem tratamento) mostraram uma mortalidade
de 30% respectivamente. Todos os experimentos serdo repetidos e serdo feitas dilui¢des seriadas do 6leo para
chegarmos a DL 50 para uma melhor avaliacdo da possivel atividade inseticida do dleo essencial contra

insetos fit6fagos.
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Introducdo: Novas linhas de pesquisa surgiram, adotando diferentes estratégias para o controle das
pragas entomoldgicas, dentre as quais se destaca 0 uso de metabdlitos secundarios e éleos essenciais de
plantas como reguladores do desenvolvimento em insetos. Os 6leos essenciais compreendem uma mistura
de substancias volateis extraida de plantas. Flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas
para a producdo de 6leos essenciais, a exemplo dos 6leos de rosas, eucalipto, canela, gengibre e laranja,
respectivamente. Sdo empregados principalmente como aromas, fragrancias, fixadores de fragrancias, em
composicBes farmacéutica e comercializados na sua forma bruta ou beneficiada, fornecendo substéncias
purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol. Os 6leos essenciais sdo extraidos
das plantas, principalmente por hidrodestilagdo e arraste a vapor. Sdo formados principalmente por
mistura de monoterpenos, sesquiterpenos ou fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suas
caracteristicas organolépticas. Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg é uma espécie
amplamente distribuida na América Central e América do Sul e na Restinga de Jurubatiba (Rio de
Janeiro, Brasil), é conhecida popularmente como "Camboim Amarelo™ e seus frutos sdo comestiveis. O
o6leo essencial das folhas de M. floribunda exibiu atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus
e Pseudomonas aeruginosa. Dysdercus peruvianus (Hemiptera: Pyrrhocoridae) e Oncopeltus.
fasciatus (Hemiptera, Lygaeidae,) foram os insetos utilizados como praga-alvo deste trabalho D
peruvianus € uma praga agricola de significativa importancia, conhecido como percevejo
marchador ¢ um dos predadores do algoddo (Gossypium hirsutum). O habito alimentar deste
inseto provoca danos nas sementes e fibras depreciando-as para a utilizacdo comercial. O.
fasciatus é um dos insetos mais utilizados por todo o mundo como modelo de Insecta em
diversos ramos da experimentacéo cientifica, com testes de substancias inseticidas. Desta forma,
avaliamos e analisamos a atividade do 6leo essencial de M floribunda sobre o desenvolvimento,
mortalidade de insetos, bem como na fertilidade de fémeas adultas em duas espécies de importancia
agricola Oncopeltus fasciatus e Dysdercus peruvianus. Material e Métodos — As folhas de M. floribunda
foram coletadas no Parque National da Restinga de Jurubatiba, Rio de Janeiro, Brasil, durante o dia 3 de
abril de 2011. A extracdo do 6leo essencial foi feito através da coleta de folhas (1,100 g) que foram

turbolizadas com agua destilada e colocadas em um baldo de 5 L e submetidos a hidrodestilacdo durante 4
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h, apds a condensacdo da primeira gota do destilado, em um aparelho tipo Cleavenger modificado. No
final, o 6leo foi coletado e armazenado a 4 °C para analises posteriores. Para a realizacdo dos testes 0s
insetos sdo separados em ninfas do 4° estagio. Estas ninfas, separadas em trés grupos de 10 insetos apds a
aplicacdo topica da droga. Resultados e Discussdo- Os primeiros resultados mostraram uma mortalidade
de 67% com o tratamento tépico de 500ug 6leo/inseto em Dysdercus peruvianus no primeiro dia ap6s o
tratamento, chegando a 97% de mortalidade até o vigésimo segundo dia ap6s o tratamento. Os grupos
controle com o diluente do dleo (acetona) e o controle (sem tratamento) mostraram uma mortalidade de
10% e 30% respectivamente. Todos 0s experimentos serdo repetidos e serdo feitas diluicGes seriadas do
6leo para chegarmos a DL 50 para uma melhor avaliacdo da possivel atividade inseticida do 6leo

essencial contra insetos fitofagos.
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Introducéo- Extratos de plantas tém sido estudados como uma alternativa ao uso de inseticidas naturais.
As caracteristicas de produtos naturais, de baixa toxicidade e persisténcia, fazem com que os extratos
vegetais sejam associados a um menor impacto ambiental. Os resultados comprovam que os extratos de
plantas podem atuar como protetores de culturas e de produtos vegetais armazenados, inibindo a
alimentacéo e a oviposicéo, retardando o desenvolvimento, afetando a reprodugéo e causando mortalidade
de insetos-praga. Neomitranthes obscura (D.C.) Legrand é uma espécie nativa de regides de restinga,
sendo encontrada com abundancia no Parque Nacional da restinga de Jurubatiba, no Municipo de
Carapebus litoral norte do Rio de Janeiro, onde é conhecida popularmente como Camboim de cachorro,
no6-de-cachorro, pitanga de cachorro e é utilizada pela populagdo sob a forma de cha para desordens
intestinais. Pertence a um género genuinamente brasileiro que provavelmente ndo ultrapasse 10 espécies.
Algumas substancias do metabolismo especial tém sido isoladas em espécies desta familia, tais como
taninos, flavondides e terpendides. Além disso, a familia possui um grande nimero de espécie produtoras
de Oleo essencial. Dysdercus peruvianus (Hemiptera: Pyrrhocoridae) e Oncopeltus. fasciatus (Hemiptera,
Lygaeidae,) foram os insetos utilizados como praga-alvo deste trabalho D peruvianus é uma praga
agricoloas de significativa importancia, conhecido como percevejo marchador é um dos predadores do
algoddo (Gossypium hirsutum). O habito alimentar deste inseto provoca danos nas sementes e fibras
depreciando-as para a utilizagdo comercial. O. fasciatus ¢ um dos insetos mais utilizados por todo o
mundo como modelo de Insecta em diversos ramos da experimentacdo cientifica, com testes de
substancias inseticidas. Neste trabalho estamos avaliando a mortalidade, periodo intermuda das ninfas,
postura dos adultos e viabilidade dos ovos dos insetos tratados com o 6leo essencial obtido das folhas de
N obscura. Material e Métodos- para a extragdo do dleo essencial, folhas frescas foram submetidas a
destilacdo por arraste a vapor durante 4 horas consecutivas, ao final da extracéo, o dleo foi coletado e
acondicionado em geladeira para andlises quimicas e realizacao de testes bioldgicos. Para a realizacao dos
testes os insetos sdo separados em ninfas do 4° estagio. Estas ninfas, sdo separadas em trés grupos de 10
insetos apos a aplicacdo topica da droga. Resultados e Discussdo- Os primeiros resultados mostraram
100% de mortalidade com a aplicagdo tépica do 6leo puro até 2 horas apds o tratamento. Foi feito uma

diluicdo seriada do dleo, onde tivemos 0s seguintes resultados: i) o tratamento com 500ug 6leo/inseto,
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observamos 96,7% de mortalidade em Oncopeltus fasciatus até o quinto dia apds a aplicacdo; 2) nas
concentragdes de 125 ug e 31,2ug a mortalidade foi de 83,3% e 83,3% respectivamente. O grupo controle
com o diluente do 6leo (acetona) mostrou uma mortalidade de 26,7% e o controle (sem tratamento) foi
observada uma mortalidade de 30 %. Todos os experimentos serdo repetidos e serdo feitas diluicdes
seriadas do 6leo para chegarmos a DL 50 para uma melhor avaliacdo da possivel atividade inseticida do

6leo essencial contra insetos fitofagos.
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O monoterpeno alcool perilico (POH) usado na fase Il de ensaios clinicos é
um agente quimioterdpico para tumores severos, incluindo gliomas que sdo um
grupo de tumores cerebrais agressivos gue infiltram areas cerebrais adjacentes a
sua origem. Em nossos estudos recentes, o POH mostrou um efeito inibitério
significativo sobre a atividade da enzima Na/K-ATPase. O transporte ibnico
realizado pela enzima Na/K-ATPase produz um gradiente eletroquimico através
da membrana celular, o qual é essencial para manter o potencial de membrana
das células em geral e a atividade excitavel de células musculares e nervosas,
entre outras funcbes . Além do envolvimento na regulacdo ibnica, muitas
evidéncias indicam a funcdo da Na/K-ATPase como transdutora de sinais,
atuando no controle do crescimento/diferenciacdo celular. O objetivo desse
trabalho foi correlacionar o efeito inibitério do POH sobre a Na/K-ATPase com a
habilidade em modular a atividade da proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK) — em particular, JINK1/2 - em linhagem celular de glioblastoma humano
(U87). Células de glioblastoma humano (U87) foram expostas a concentracfes
de POH iguais a 0.1; 0.5 e 1.5 mM por 30 minutos. A ativacdo da JNK1/2 foi
analisada por western blotting. O tratamento das células durante 30 minutos com
POH a 1,5mM induziu significativamente a fosforilacdo da JNK1/2. Este estudo
mostrou um resultado inicial sobre a ativacao da via de sinalizacao intracelular em
linhagens celulares de glioblastoma humano (U87) pelo POH. Experimentos
adicionais estdo em andamento visando correlacionar o efeito do POH sobre a
sinalizacao celular mediada pela Na/K-ATPase e a inducao de apoptose.
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Os animais venenosos estdo agrupados em diferentes familias, incluindo vertebrados e
invertebrados. Suas glandulas secretam substancias que servem para defesa, ataque e como
funcdo digestiva da presa. Em geral os venenos sdao em maioria, proteinas (enzimas) que
respondem pelos varios efeitos bioldgicos observados nas vitimas, como neurotoxicidade,
efeitos em plaquetas, processos inflamatérios, cardiotoxicidade, miotoxicidade, hemorragia,
anticoagulante, hemolitico, hipotensivo. Dos diferentes componentes protéicos presentes
nos venenos, podemos destacar fosfolipases, metaloproteases, serinoproteases,
desintegrinas, nucleotidases, hemorraginas, miotoxinas. Os avancos nas técnicas de
isolamento de proteinas tém contribuido no entendimento da toxicidade dos venenos e a
contribuicdo de cada componente na sintomatologia observada no envenenamento. No
Brasil e em vérias partes do mundo, os acidentes ofidicos representam um grave problema a
sociedade, seja de satde ou econdmico. E, atualmente sdo considerados pela Organizacéo
Mundial da Saude como doengas negligenciadas. Dai a necessidade no desenvolvimento de
métodos para a neutralizacdo destes compostos. Atualmente, o método regularmente
empregado é a administracdo de soro obtido por imunizacdo em equinos. Em geral, 0s
efeitos sistémicos séo revertidos, mas os efeitos locais, nem sempre. Isto gera um problema
de saude e econémico, pois pode levar a destrui¢cdo de um tecido resultando na amputacdo
de um membro. Desta forma tratamentos alternativos séo sugeridos. Na literatura existem
diversos trabalhos mostrando a capacidade antiofidica de moléculas de origem natural e
sintética. Por isso, o presente projeto visa realizar um “screening” com varias moléculas
sintéticas, derivadas de sulfonamidas e triazéis na capacidade de neutralizar certas
atividades bioldgicas do veneno das serpentes Lachesis muta, como hemolise, coagulante, e
proteolitica, pois sdo serpentes importantes nas estatisticas e severidades nos acidentes
ofidicos no Brasil. De acordo com os resultados obtidos, os derivados sintéticos foram
capazes de inibir as atividades biologicas avaliadas, porém com eficacias diferentes.
Buscando assim moléculas com grande potencial terapéutico antiofidico que possam atuar
em sinergismo com a atual soroterapia e/ou substitui-la.
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Os animais venenosos estdo agrupados em diferentes familias, incluindo vertebrados e
invertebrados. Suas glandulas secretam substancias que servem para defesa, ataque e como
funcdo digestiva da presa. Em geral os venenos sdao em maioria, proteinas (enzimas) que
respondem pelos varios efeitos bioldgicos observados nas vitimas, como neurotoxicidade,
efeitos em plaquetas, processos inflamatérios, cardiotoxicidade, miotoxicidade, hemorragia,
anticoagulante, hemolitico, hipotensivo. Dos diferentes componentes protéicos presentes
nos venenos, podemos destacar fosfolipases, metaloproteases, serinoproteases,
desintegrinas, nucleotidases, hemorraginas, miotoxinas. Os avancos nas técnicas de
isolamento de proteinas tém contribuido no entendimento da toxicidade dos venenos e a
contribuicdo de cada componente na sintomatologia observada no envenenamento. No
Brasil e em vérias partes do mundo, os acidentes ofidicos representam um grave problema a
sociedade, seja de satde ou econdmico. E, atualmente sdo considerados pela Organizacéo
Mundial da Saude como doengas negligenciadas. Dai a necessidade no desenvolvimento de
métodos para a neutralizacdo destes compostos. Atualmente, o método regularmente
empregado é a administracdo de soro obtido por imunizacdo em equinos. Em geral, 0s
efeitos sistémicos séo revertidos, mas os efeitos locais, nem sempre. Isto gera um problema
de saude e econémico, pois pode levar a destrui¢cdo de um tecido resultando na amputacdo
de um membro. Desta forma tratamentos alternativos séo sugeridos. Na literatura existem
diversos trabalhos mostrando a capacidade antiofidica de moléculas de origem natural e
sintética. Por isso, o presente projeto visa realizar um “screening” com varias moléculas
sintéticas, derivadas de sulfonamidas e triazéis na capacidade de neutralizar certas
atividades bioldgicas do veneno das serpentes Bothrops jararaca, como hemdlise,
coagulante, e proteolitica, pois € uma serpente importante nas estatisticas e severidades nos
acidentes ofidicos no Brasil. De acordo com os resultados obtidos, os derivados sintéticos
foram capazes de inibir as atividades bioldgicas avaliadas, porém com eficacias diferentes.
Buscando assim moléculas com grande potencial terapéutico antiofidico que possam atuar
em sinergismo com a atual soroterapia e/ou substitui-la.
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IMPACTO DO POLIMORFISMO DO GENE DA OXIDO NITRICO SINTASE ENDOTELIAL
SOBRE A MODULAGAO DO SISTEMA NERVOSO AUTONOMO ANTES E DEPOIS DE UMA
SESSAO DE EXERCICIO

Vinicius Pacheco Garcia (bolsista CNPq), Bruno Moreira Silva (PQ), Fabricia Junqueira das
Neves (PQ), Allan Robson Kluser Salles (PG), Natalia Galito Rocha (PG), Renata Frauches
Medeiros (PG), Felipe de S& Pereira (PG), Thales Coelho Barbosa (PG), Antonio Claudio
Lucas da N6brega (Orientador).

e-mail: viniciuspg@id.uff.br

Universidade Federal Fluminense, Laboratério de Ciéncia do Exercicio — LACE
Rua Professor Hernani Pires, 101 sala 106, Sdo Domingos, Niter6i-RJ.

Palavras Chave: Polimorfismo, 6xido nitrico sintase endotelial, exercicio e modulag¢do autondmica

Introducéo
O o&xido nitrico (NO) exerce uma influéncia direta sobre o funcionamento do sistema nervoso

autbnomo, e variacGes genéticas no gene da dxido nitrico sintase endotelial (NOS3) tem sido
associadas com menor producdo de NO. Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o impacto
dos polimorfismos -786T>C, intron 4bda e 894G>T no gene da NOS3 na modulacio autondmica
antes e apds uma Unica sessao de exercicio.

Resultados e Discussao

Foram avaliados 121 voluntarios saudaveis, sedentérios, ndo-obesos [(25 homens /96 mulheres, 32 +
9 anos (média = DP)]. O DNA gendmico foi extraido de leucdécitos circulantes. O gendtipo 4b4a foi
identificado logo ap6s uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e os genotipos -786T>C e
894G>T foram identificados por PCR seguido de polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo (RFLP). A freqliéncia cardiaca e a pressdo arterial foram medidas continuamente durante
10 min na posicdo supina antes, 10 e 60 min apds um teste cardiopulmonar de exercicio. A
modulac¢do autonémica foi avaliada pelas variabilidades da freqliéncia cardiaca e da presséo arterial
[(indices parassimpaticos: desvio-padrdo dos intervalos R-R de sistoles normais (SDNN), poténcia
de alta freqiiéncia (HF nu) e sensibilidade do barorreflexo (Alfa LF). indice Simpético: Raz&o entre
poténcia de baixa freqiiéncia pela poténcia de alta frequéncia (LF/HF)]. De forma geral, a modulacéo
parassimpatica e sensibilidade do barorreflexo diminuiram (pré-exercicio: SDNN = 55,0 + 1,9 ms,
HF nu=29,4 + 1,2, Alpha LF = 12,0 + 0,5 ms / mm Hg vs pés-exercicio: SDNN = 29,1 + 1,1 ms,
HF nu=16,9 + 1,1, Alpha LF =5,4 £ 0,2 ms / mm Hg, p <0,05) e a modulacdo simpatica aumentou
10 min apds a sessdo de exercicio (pré-exercicio: LF/HF = 1,70 £ 0,12 versus pos-exercicio: LF / HF
= 3,93 £ 0,38; p <0,05). Todos os indices de modulacdo autonémica retornaram a valores pré
exercicio em um periodo de 60 min ap6s a sesséo de exercicio (p> 0,05 vs pré-exercicio). N&o houve
diferenga em repouso para a modulacéo autondmica entre os individuos agrupados de acordo com 0s
genotipos -786, 4bda e 894 da NOS3 (p> 0,05). No entanto, individuos com o genoétipo polimoérfico
intron 4b4a tiveram uma recuperacdo menos eficaz da sensibilidade do barorreflexo 60 min apds a
sessdo de exercicio (pré-exercicio: 4b4db = 12,2 + 0,6 vs 4bdaf4ada = 11,5 £ 0,9 ms / mm Hg, p =
0,44 ; 10 min pos-exercicio: 4b4b = 5,4 + 0,3 vs 4bda/dada = 5,3 £ 0,5 ms / mm Hg, p = 0,91; 60
min pos-exercicio: 4b4b = 12,1 + 0,6 vs 4b4a/dada = 9,6 + 0,9 ms / mm Hg, p = 0,008).

Conclusdes
Antes de uma sessdo de exercicio os polimorfismos -786T>C, 4b4a e 894G>T no gene NOS3 ndo

influenciaram a modulagdo autondmica. No entanto, o polimorfismo 4b4a foi associado com a
menor eficacia na recuperagdo da sensibilidade do barorreflexo ap6s a sessdo de exercicio. Estes



resultados podem ter implicacGes clinicas, ja que uma menor eficacia na recuperacdo da modulacdo
autondmica pode prejudicar o controle da pressdo arterial.
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Introducdo

A dengue é considerada uma doenca epidémica no pais, e como ndo existe ainda uma
vacina eficaz contra o virus, a principal estratégia utilizada para prevenir a doenca é controle do
mosquito vetor. Como as larvas de Ae aegypti se desenvolvem na agua limpa, os inseticidas sdo
utilizados muitas vezes em agua potavel, e desta forma, precisam apresentar uma baixa toxicidade.
Atualmente, a selecdo de populagdes resistente aos inseticidas classicos € uma das grandes
preocupagOes das autoridades sanitarias. Desta forma, torna-se importante o desenvolvimento de
técnicas alternativas para o controle do mosquito, pela identificacdo de substancias ativas contra as

larvas, porém que ndo apresentem toxidade aos mamiferos.

Resutados e Discussao

O presente estudo teve como finalidade avaliar a atividade de drogas alternativas que
possam matar ou interromper o desenvolvimento Ae aegypti em alguma fase do seu ciclo de vida
(larva, pupa e/ou adulto). Desta forma, foram feitos testes com diversos extratos naturais de
diferentes plantas provenientes da Mata Atlantica e da Floresta Amazonica. A partir da analise das
amostras obtidas de plantas da Mata Atléantica, foi verificado um efeito inseticida apenas pela

benzofenona purificada do extrato hexanico de flores de Clusia fluminensis.

A partir dos testes com as amostras obtidas de plantas da floresta amazbnica, foi
selecionado um extrato, obtido a partir de frutos da castanheira (Bertholletia excelsa), que
apresentou atividade bastante promissora quando foram avaliadas a mortalidade e o
desenvolvimento das larvas da Ae. aegypti. Esta substancia mata as larvas nas concentra¢cdes mais
elevadas e inibe ou atrasa as mudas quando usada em concentragdes menores. Particbes do extrato
etandlico foram efetuadas e particdes obtidas pelos extratos hexanicos e butandlicos apresentaram
atividades inseticidas bastante promissoras. Novas fracdes esses extratos estdo sendo obtidas por

cromatografia contra corrente para que possamos chegar até o principio ativo purificado.
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Introdugdo

O sistema canabindide esta distribuido amplamente no sistema nervoso central (Herkenham
et al.,1991; Mailleux and Vanderhaeghen, 1992; Westlake et al., 1994) e é bem descrito na retina
(Yazulla et al., 1999, 2000; Leonelli et al., 2005). Existem dois tipos de receptores CB1 e CB2, que
sdo acoplados a proteina Gi e sdo ativados por endocanabindide como anandamida (AEA) e 2-
arachidonoylglicerol (2-AG). Os receptores CB2 foram descritos primeiramente em células do
sistema imune e também ja foram descritas em algumas regiGes do cérebro. Existem alguns
trabalhos demonstrando que anandamida pode ativar também receptores vanildides do tipo TRPV1.
A ativagdo dos receptores modula a liberagdo de neurotransmissores como GABA e glutamato
inibindo a liberacdo dos mesmos. Em tecidos oculares o sistema canabindide é relacionado a reducéo
da 10OP (Song and Slowey, 2000; Nucci et al.,2007). Existem algumas evidéncias que o0 sistema
canabindide poderia sofrer alteragdes durante processos patolégicos o que poderia contribuir para
morte neuronal. Assim, Nucci e colaboradores (2007) demonstraram uma reducdo no ténus
canabindide associado a isquemia. Ha4 uma indicacdo de que o aumento desse tbnus, ou por
utilizacdo direta de agonistas ou por aumento da disponibilidade de canabindide endégeno poderia
ser neuroprotetor. Porém, existem trabalhos com evidéncias opostas em outras estruturas cerebrais
como, por exemplo, o hipocampo. Visto isso o trabalho tem por objetivo caracterizar o papel dos
receptores canabindides na retina isquémica.

A isquemia retiniana é um evento comum que geralmente ocorre em decorréncia de outras
patologias como acidentes vasculares cerebrais (Gallego et al., 2008) e a diabetes (Nguyen e Wong,
2006). Ademais, ela é umas das principais causas de cegueira irreversivel. Por isso o estudo sobre
como ela ocorre é necessario.

Nesse estudo o modelo utilizado é a retina de pinto que é avascular. O que nos permite
verificar se os danos causados pela isquemia estdo ligados a vascularizagéo.

Resultados

A indugdo de isquemia consiste na privacdo de oxigénio e glicose (OGD) no tecido
retiniano. Assim, retinas de animais que passaram por este tratamento num periodo de 50 minutos
apresentaram aumento da morte celular (CTR=100 n=15; OGD=308,1+37,94 n=13) observada pela
liberacdo de LDH. Com o intuito de determinar um possivel efeito neuroprotetor induzido pelos
receptores canabindides realizamos um tratamento com concentracdes crescentes de WIN55212-2
(agonista ndo seletivo, 1; 5; 10; 50 e 100 uM). Observamos que o tratamento com 10 UM ja era
suficiente para induzir um efeito neuroprotetor na morte celular causada pelo OGD (CTR=100 n=15;
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OGD + WIN55212-2 10 uM= 153,0,6+55,95 n=6). Visto isso, a concentragcdo de WIN55212-2 10
UM foi escolhida para a realizacdo dos outros experimentos. Com a pré-incubagdo de antagonistas
CB1, SR141716 e AM251, ndo foram observados uma inibigcdo da protecdo causada pelo agonista
(CTR=100 n=10; OGD=343,7+44,64 n=8; OGD+ WIN55212-2+ SR141716=206,8+40,29 n=3;
OGD+ WIN55212-2+ AM251=62,64+35,47 n=3). No tratamento somente com os antagonistas ndo
houve diferenca significativa na acdo dos dois tanto na situacéo controle quanto na situacéo de OGD.
Estes resultados em conjunto sugerem que o efeito protetor do WIN55212-2 ndo seja via CBL.
Experimentos futuros avaliardo o possivel envolvimento de CB2 e TRPV1.

Outra abordagem para avaliacdo de neuroprotecdo pelo sistema canabindide foi avaliar o
impacto do aumento da disponibilidade dos endocanabinoides. Utilizamos para isso o URB597
inibidor da enzima FAAH (Fatty acid amide hydrolase) que degrada anandamida. Novamente foi
feita uma curva de concentracdo com os valores de 0,01; 0,1 e 1 puM. Os primeiros resultados nos
sugerem que a concentracdo de 0,01 uM apresenta um efeito neuroprotetor perante a OGD, sendo
gue as concentracbes maiores aparentemente ndo exerceram tal efeito (CTR=100 n=3;
0OGD=213,5+59,96; OGD+URB597 0,01 uM=161,9+54,15 n=3). Ainda é necessario aumentar o
nimero de experimentos para saber se o efeito é real. Isso pode nos dizer que a ativacdo de
receptores CB1 ndo estd ligada diretamente a protecdo, mas sim a morte, porque com maiores
concentracBes de URB597 a disponibilidade de anandamida ¢ muito maior no meio. Mas para
podermos avaliar melhor esse mecanismo faremos experimentos com 0 URB602 inibidor da enzima
MGL (Monoglycerol lipase) que degrada 2-AG.

Conclusotes

O agonista canabindide WIN55212-2 protegeu de modo concentragdo-dependente a morte
celular induzida pelo modelo de OGD. Além disso, os dados apontam para um efeito independente
de CB1. Mas como foi visto que o tratamento com URB597 tem a tendéncia de diminuir a morte na
concentracdo de 0,01 uM ¢é possivel que haja algum componente dependente de CB1. Como ja foi
descrito que FAAH também pode degradar 2-AG além de AEA a ativacdo de CB2 também pode
estar ocorrendo. Em conjunto os resultados sugerem, portanto, a participacdo de outros receptores
como CB2 e/ou TRPV1.
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Introducéo

Os oceanos ocupam mais de 70 % da superficie do planeta e oferecem cerca de 300 vezes
mais espaco habitavel do que o ambiente terrestre. A vida teria surgido no ambiente marinho, que
atualmente abriga uma grande diversidade de organismos - cerca de 230.000 espécies de vegetais e
animais, além de milhares de microorganismos. Apesar de o ambiente marinho ser muito mais
extenso e diversificado do que o terrestre, ainda é pouco conhecido e estudado. Sendo assim, 0s
organismos marinhos guardam muitos segredos bioquimicos, que, quando devidamente estudados,
podem originar diversos produtos naturais com grande interesse cientifico e econémico.

Os objetivos deste trabalho foram: (1) avaliar os efeitos de extratos de algas pardas e
esponjas marinhas isoladas no litoral brasileiro sobre a agregacdo plaquetaria e a coagulacdo
sanguinea; e (2) avaliar a presenca de enzimas do tipo fosfolipase A, em extratos de anémonas
marinhas coletados no litoral de Cuba.

Resultados e Discussao

Desde marco deste ano (2011), o aluno Marcus Vinicius Barbosa de Albuquerque,
matriculado no terceiro ano do Ensino Médio no Colégio Estadual Liceu Nilo Pecanha e bolsista de
Iniciagdo Cientifica Junior orientado pelo Prof. Dr. André Lopes Fuly no Laboratdrio de Venenos de
Animais e Avaliacdo de Inibidores (LAVENOTOXI) da Universidade Federal Fluminense vem
acompanhando os experimentos realizados pela aluna de doutorado Laura de Andrade Moura,
matriculada no programa de pds-graduacdo em Biologia das Interagdes. Durante este periodo, o
bolsista Marcus Vinicius acompanhou a finalizacdo dos experimentos relativos ao trabalho da
dissertacdo de Mestrado da aluna Laura e vem auxiliando nos experimentos relativos ao projeto do
Doutorado da mesma aluna. Nestes experimentos, Marcus aprendeu diversas metodologias de
avaliacdo de agregacdo plaquetdria e coagulacdo sanguinea, sendo estas: Monitoramento da
agregacao plaquetéaria em Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e em Plaquetas Lavadas (WP), Ensaio de
Recalcificacdo do Plasma, Ensaios de Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Protrombina Parcial
Ativada (TTPA), Ensaio de Fibrinocogulacdo; além de ensaios com substratos cromogénicos e
fosfolipidios fluorescentes sintéticos. Sendo assim, Marcus foi capacitado para trabalhar com
materiais de laborat6rio como vidrarias e pipetas automaticas e utilizar diversos aparelhos de uso
cotidiano, como balancas de precisdo, banho-maria e potenciémetro, bem como aparelhos mais
sofisticados utilizados em experimentos especificos, como o agregbmetro plaquetério, o
coaguldmetro, o leitor de microplacas e o espectrofluorimetro. Além disso, Marcus também tem
participado da rotina do laboratério, por vezes ultrapassando a carga horaria semanal prevista em sua
bolsa, assistindo a apresentacdes de artigos cientificos do LAVENOTOXI e acompanhando a
vivéncia no laboratério de outros alunos de Iniciacdo Cientifica e de Pés-Graduacéo.

Conclusoes

Os resultados obtidos revelaram que as algas e esponjas isoladas do litoral brasileiro
avaliadas neste trabalho possuem moléculas com propriedades anticoagulante e antiplaquetéria, e por



isso apresentam potencial biotecnolégico na terapia antitrombdtica. Além disto, os resultados
sugerem a presenca de enzimas do tipo fosfolipase A; e inibidores de serinoproteases nos extratos de
anémonas avaliados neste trabalho. Estas informagfes mostram a importancia da realizacdo de
estudos de bioprospeccédo da rica biodiversidade marinha brasileira, na busca por produtos naturais
inéditos que possam ser utilizados no desenvolvimento de novos farmacos. Destaco a participacédo e
entusiasmo de Marcus em todas as etapas deste projeto de pesquisa.
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TERRORISMO NUCLEAR

EFEITOS BIOLOGICOS DAS RADIAGOES IONIZANTES
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Resumo. Tendo em vista que além da explorag¢do da energia nuclear para geragao de
energia elétrica e uso de equipamentos clinicos, industriais e na constru¢do de material
bélico, ha, portanto, uma grande producdo e circulagio mundial de materiais
radioativos de interesse nuclear como o uranio, o tério, e o plutonio, e outros mais,
desta forma tornou-se necessario o estudo aprofundado das possiveis conseqliéncias
no organismo das radiagGes ionizantes, principalmente porque é notdria a circulagdo
de material radioativo no mundo, sem o controle devido pelas autoridades
competentes, tornando insumo muito perigoso em maos terroristas. Se a poeira (e a
fumaca — emissdes gasosas) convencional gerada no ataque terrorista de 11 de
setembro causou danos graves a saude dos que primeiro chegaram no “zero ground”
como policiais e bombeiros, imagina-se como seria se fosse um ataque terrorista com

material radioativo — como através de bombas sujas?

Apresentam-se nesse trabalho os principais efeitos no organismo causados por
radiacdes ionizantes, mostrando quais sao as principais fontes de radiagdo e seu uso.
Apds o estudo aprofundado, apresenta-se também um breve histérico do uso desses
elementos na atualidade, tanto na construcdo de material bélico como os que podem

ser usados em ataques terrorista via bomba suja.

Key Word: terrorismo nuclear, radiaces alfa, beta, gama, pluténio, uranio, césio,

poldnio, americio, efeitos bioldgicos das radiacdes ionizantes.
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Introducéo
As lesbes traumaticas no sistema nervoso periférico acometem milhares de individuos

anualmente, ocasionando gastos para o sistema de salide com o tratamento dos mesmos. Sabe-se que
apos lesdo traumatica no nervo periférico ocorre um processo inflamatorio tipico no coto distal a
lesdo, conhecido como degeneracdo Walleriana (DW). No coto proximal, por sua vez, ocorre um
processo de regeneracdo onde as fibras tentam alcancgar, mais uma vez, seu 6rgdo alvo. Apesar disto,
um dos resultados mais comuns, apds lesdes severas, é a atrofia muscular com méa recuperacdo
funcional e consequente limitagdo funcional ou mesmo incapacidade do individuo. Portanto acelerar
0 processo regenerativo e diminuir o tempo de desnervacdo desta musculatura continua sendo um
grande desafio aos pesquisadores desta area. Extensas investigacGes vém sendo realizadas com o
objetivo de desenvolver novos métodos terapéuticos que melhorem a regeneracdo de nervos
periféricos lesionados. Uma das terapias atualmente estudadas é a acupuntura. Método milenar que
tem mostrado melhorias na modulacdo de respostas inflamatdrias e na dor. Utilizaremos neste
trabalho a eletroacupuntura, técnica derivada da acupuntura, a qual mantém um estimulo elétrico de
baixa intensidade constante no acuponto durante o periodo do tratamento, para tratar lesdo do nervo
isquiatico de ratos. E objetivamos, através de analises funcionais e morfolégicas, avaliar os efeitos
da terapia com eletroacupuntura na regeneracdo nervosa periférica.

Resultados e Discusséo
Ratos Lister-hooded adultos foram anestesiados (Ketamina e xilazina, i.p.), € 0S nervos

isquiaticos direito foram transectados e os cotos proximais e distais foram imediatamente suturados.
Os animais foram divididos em trés grupos: ACP (animais tratados com eletroacupuntura nos
acupontos VB 30 e VB 34 (acupontos localizados na perna lesada e relacionados para tratamento
desta regido), ACP2 (animais tratados com eletroacupuntura nos acupontos ID9 e ID11 (acupontos
controles localizados na pata dianteira ) e NT (animais lesados e ndo tratados). Os animais dos
grupos ACP e ACP2 foram tratados por um periodo de 28 dias com corrente elétrica de 2 Hz e
amplitude de 0,8 mA, durante 15 minutos em cada dia de tratamento. Durante o periodo de
tratamento os animais foram semanalmente avaliados pelo teste de impressdo plantar e indice de
funcdo do isquiatico (IFC). Ao término do periodo analisado, os animais foram anestesiados e
perfundidos (PA4% em tampdo fosfato, pH7,4) e os nervos isquidticos foram processados para
microscopia de luz e microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Nossos resultados do IFC
mostram que o grupo ACP apresentou maior retorno da funcdo quando comparado aos outros
grupos. Os resultados morfoldgicos, corroboram com estes ganhos funcionais observados, uma vez
que os grupos tratados com acupuntura apresentaram melhor organizacdo na citoarquitetura do
nervo, com muitos fasciculos contendo fibras mielinizadas de pequeno calibre, sugestivo de fibras
regeneradas, e muitos vasos sanguineos de calibre normal. Enquanto que o grupo NT mostrou
grande quantidade de fibras degeneradas com debris de mielina e vasos sanguineos com grande
calibre.

Conclusdes



Baseados em nossos resultados funcionais e morfolégicos preliminares, o tratamento com
eletroacupuntura poderia acelerar a regeneragdo das fibras do nervo periférico lesionado com
consequente melhora na recuperagéo funcional
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Introducao

Para promocdo do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, é importante o acesso a uma cultura cientifica
bésica, atraves da divulgacdo da ciéncia em todos os niveis educacionais, tornando possivel estimular vocagdes e
identificar talentos de forma mais precoce. Para tanto, o processo educacional deve estar referenciado na produgdo do
conhecimento que vem marcando o avanco da ciéncia e da tecnologia. Neste contexto, o LACE recebeu uma
estudante de ensino médio, através do Programa Institucional de Bolsas de Iniciacdo Cientifica no Ensino Médio do
CNPq, visando despertar a vocacdo cientifica e incentivar talentos potenciais, mediante sua participacdo em

atividades cotidianas de administracdo do laboratério, de pesquisa cientifica e interacdo com o meio académico.

Resultados e Discussao

A estudante teve contato com a captacdo e selecdo de voluntarios, agendamento de experimentos,
acompanhamento da rotina e reunifes com apresentacdes e discussdes de artigos cientificos.

Adicionalmente, presenciou procedimentos técnicos realizados no LACE, como medidas de pressao arterial,
eletrocardiograma, teste cardiopulmonar de exercicio, ultrassom e Doppler vascular, microneurografia, biologia
molecular, treinamento aerdbico e aplicacBes de questionario alimentar e psicolégico.

A estudante também participou ativamente da montagem de videos tutoriais de fungdes estatisticas basicas
do programa Microsoft Excel, para divulgacdo gratuita via internet, nos links abaixo:

e http://www.youtube.com/watch?v=_MaTmhLxbPw
e  http://www.youtube.com/watch?v=z0yx800Gsag
e  http://www.youtube.com/watch?v=fxqTXHnokQI
e  http://www.youtube.com/watch?v=T5MUwWTLKZT4

e http://www.youtube.com/watch?v=ETnlaGXi_vQ



http://www.youtube.com/watch?v=ETnlaGXi_vQ
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Conclusoes

Este contato da estudante com a iniciagdo cientifica e a interacdo com professores e alunos de ensino superior
estimulou o interesse cientifico e deve auxiliar grandemente na escolha de sua carreira de graduagdo, construcao de

um senso critico sobre ciéncia e tecnologia, além do aprendizado sobre relacionamento e trabalho em equipe.
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A retina € um tecido constituinte do sistema nervoso central (SNC) e possui uma
caracteristica laminar e translicida, onde podemos encontrar diferencas morfoldgicas, bioquimicas e
funcionais entre suas células. Por ser uma estrutura simples e de facil acesso, a retina constitui um
6timo modelo para o estudo dos eventos envolvidos com o desenvolvimento (proliferacdo,
diferenciacdo e migracdo), interacdo e organizacdo entre as células do SNC. Os corpos celulares das
células da retina estdo organizados em camadas nucleares separadas por camadas de contato
sinaptico chamadas de plexiformes. A retina de um camundongo neonato possui apenas duas
camadas nucleares, a interna e a externa, que sao separadas pela camada plexiforme interna (CPI). A
camada nuclear mais externa consiste de células améacrinas recentemente diferenciadas formando a
camada nuclear interna (CNI) e da camada neuroblastica (CNB), onde encontramos células com alta
taxa de proliferacdo e que originard os outros tipos celulares da retina. Em vertebrados duas
caracteristicas sdo responsaveis por guiar a histogénese da retina. A primeira é que os tipos celulares
possuem uma ordem cronoldgica de diferenciacdo, onde células ganglionares, horizontais,
fotorreceptores do tipo cone e algum tipo de células améacrinas sdo os primeiros tipos celulares a se
diferenciarem e por ultimo fotorreceptores do tipo bastonetes, celulares bipolares e glia de Muller. E
por segundo, as células progenitoras da retina sdo multipotentes em diferentes estagios do
desenvolvimento, o que confere a elas a possibilidade de seguirem diferentes linhagem celulares
dentro da retina. Por sua vez esse mecanismo, além de ser guiado por mecanismos intrinsecos, esta
relacionado também com as informacges extrinsecas, ou seja, por moléculas que estdo presentes no
ambiente extracelular. O ATP (trifosfato de adenosina) é a purina endégena predominante na retina
e, geralmente, é secretado para o meio extracelular, seja na forma de vesiculas ou através de
transportadores, através de estimulos como a luz, despolariza¢do por cloreto de potéssio ou através
de mecanismos calcio-dependentes. O ATP pode ainda ser liberado pelo epitélio pigmentado da
retina através da abertura do hemicanal conexina 43 ou pela estimulacdo do receptor NMDA. ATP e
seus derivados estimulam duas classes de receptores purinérgicos: P2Y, receptores acoplados a
proteina G, e 0 P2X, que so receptores ionotrépicos. No desenvolvimento da retina 0 ATP age em
perfodos proliferativos, evocando ondas de Ca*’ através da ativacdo de receptores P2Y. A
diminuicdo da sensibilidade ao ATP ocorre em paralelo & diminuicdo da proliferacdo e ao inicio da
diferenciacdo, o que sustenta a idéia de que as purinas desempenham um papel regulador na
proliferacdo das células progenitoras da retina.

Em um trabalho recente do grupo investigou-se a influéncia do tratamento com ATP em
cultura de explantes de retina de ratos recém nascidos. Observamos a ampla distribuicéo do receptor
P2Y1 na retina desses animais, que era coincidente com células que expressavam PCNA, que é um
marcador de proliferacdo celular. O tratamento com ATP também favoreceu a entrada dos
progenitores no ciclo celular, podendo ser comprovado pelo aumento da expressdo de ciclina D1 e
diminuicdo de p27. Dados desse trabalho ainda mostraram que o uso do inibidor de ectonucleotidase
ARL foi capaz de aumentar a proliferacdo, sugerindo que o ATP enddgeno é capaz de estimular a
proliferacdo de progenitores da retina. Neste projeto avaliamos o efeito do ATP enddgeno durante o
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desenvolvimento da retina de ratos in vivo, observando sua funcdo em eventos de proliferagéo e
diferenciacdo de células progenitoras, ap6s injecdo intravitrea do antagonista do receptor P2Y e do
inibidor de ectonucleotidase. Espera-se que esta pesquisa possa favorecer a importancia de
moléculas extrinsecas para o desenvolvimento do SNC.
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Células-tronco embrionarias sdo estabelecidas a partir da massa celular interna de blastocistos
cuja principal caracteristica ¢ a sua capacidade de gerar células dos trés folhetos embrionarios
guando implantadas em um embrido. As células embriondrias, quando mantidas em cultura na
presenca de um tapete de fibroblastos ou do fator inibidor de leucemia (LIF, do inglés leukemia
inhibitory factor), podem gerar linhagens celulares dividindo-se indefinidamente in vitro. Entretanto,
devido & sua pluripotencialidade e extensa capacidade de auto-renovacdo, estas células podem
transformar-se em teratomas, conforme observado apds injecdo das mesmas sob a pele de animais
imunodeficientes. Portanto, o conhecimento sobre os mecanismos moleculares envolvidos com a
proliferacdo, auto-renovacdo e diferenciacdo das células-tronco é essencial para compreender seu
funcionamento e um pré-requisito fundamental no estabelecimento de novas estratégias terapéuticas.

As células-tronco embrionarias podem ser manipuladas in vitro se for adicionado ao meio de
cultura fatores que alteram a expressdo génica levando a parada da proliferacdo e estimulando a
diferenciacdo. Estas, quando cultivadas em suspensdo, formam agregados celulares (corpos
embridides) que podem dar origem a progenitores neurais através da estimulacdo com acido
retindico. Os progenitores neurais sao multipotentes podendo gerar precursores neuronais (que dardo
origem aos diversos tipos de neurdnios) e precursores gliais (que dardo origem as células da glia).

Durante o ano de 1971 houve a identificacdo de um fator com efeitos pré-agregadores sobre
plaquetas, caracterizado como um lipidio polar ao qual denominaram de fator ativador de plaquetas
(PAF). PAF é o nome trivial para o fosfolipideo 1-O-alcil-2-acetil-sn-glicero-3-fosforilcolina, que
possui diversas acles fisioldgicas, incluindo proliferacdo e diferenciagdo celular, inflamagéo e
alergia. A participacdo de PAF em eventos proliferativos vem sendo demonstrada em diversos
trabalhos. PAF estimula o crescimento in vitro de varias linhagens de células tumorais humanas,
incluindo linhagem eritréide, adenocarcinoma, cancer de mama. Nosso grupo demonstrou que
retinas de ratos neonatos, quando estimuladas pelo PAF, interrompiam seu ciclo celular, arrestando a
celula na transigéo fase S para G2, afetando desta forma a proliferacéo celular.

Em vista disto, o presente estudo busca avaliar se 0 mediador lipidico PAF ¢é capaz de regular
a proliferacdo e diferenciacdo de progenitores neurais derivados de células-tronco embrionarias
murinas. Para tanto, pretendemos tratar os corpos embridides com PAF ex6geno e analisar seu efeito
na regulacdo de proteinas necessarias a transicdo de fases do ciclo celular e marcadores de
diferenciacdo através das técnicas de imunocitoquimica e western blotting.
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Introducéo
A adenosina é um importante neuromodulador no Sistema Nervoso Central (SNC), inclusive na

retina. Atua através de quatro tipos de receptores metabotropicos, os quais podem estar
acoplados a proteina Gi (Al e A3) ou Gs (A2a e A2b). Sua acdo é regulada pelos seus proprios
sistemas de transporte e metabolismo. O transporte de adenosina é realizado através de
transportadores bidirecionais de nucleosideos que podem ser equilibrativos ou concentrativos.
Resultados anteriores mostraram uma potente agdo protetora da adenosina em culturas
purificadas de neurdnios de retina estimulados por glutamato ou pela troca do meio de cultura.
Nosso objetivo nesse trabalho foi analisar as vias de sinalizacdo envolvidas na neuroprote¢éo
por adenosina nestas culturas.

Resultados e Discusséo
Para 0s experimentos de neuroprotecdo nos utilizamos culturas purificadas de neurdnios obtidas

a partir de retina de embrido de galinha com oito dias de desenvolvimento embrionéario (E8).
Apbs 1 dia de cultura (C1), determinadas drogas foram adicionadas ao meio de cultura e estas
incubadas até C3 quando o meio foi trocado para inducdo de morte celular, que era analisada em
C4 através do ensaio de MTT ou pela contagem de células. Culturas controle foram incubadas
com as drogas sem a troca de meio. Nossos resultados mostraram que a troca do meio leva a
uma morte neuronal nessas culturas (58.8 + 3.9% de sobrevida, n=20, P<0.001) e o pré-
tratamento com 5uM Nitrobenzil mercaptopurina ribosideo (inibidor de transportadores
equilibrativos de nucleosideos) bloqueia esse efeito (95.3 £ 7.5%, n=13, P<0.001). As culturas
que foram apenas tratadas com NBI, mas ndo foram submetidas a troca de meio, apresentaram
um efeito de sobrevida maior que o controle (123.5 £ 6.7%, n=10, P<0.05). No6s decidimos
investigar se esse efeito protetor era dependente da ativacdo de Src Quinase e para isso tratamos
as culturas com 10 uM PPI1 (inibidor de Src Quinase). O pré-tratamento com PPl ndo
apresentou efeito protetor sobre a morte celular induzida pela troca do meio (65.1 £ 9.2%, n=3),
mas no entanto, bloqueou o efeito causado pelo NBI (35.2 + 13.0%, n=3). PP1 sozinho parece
ndo causar morte (136.5 + 24.1%, n=4). Para observar se a atividade da MEK estava envolvida
no efeito da adenosina, nés tratamos as culturas com 10 uM PD 98059 (inibidor da MEK), o
gue ndo acarretou em um efeito de morte (102.3 = 10.1%, n=3). No entanto, o PD blogueou
completamente a morte celular induzida pela troca do meio (101.3 + 4.6%, n=3). Além disso,
PD ndo bloqueou o efeito protetor do NBI (105.2 + 15.6%, n=3). Para verificar se a
neuroprotecdo por adenosina era via receptor A2a, utilizamos 100 nM CGS21680, que néo
causou morte das células (118.4 + 8.0%, n=4) e blogueou parcialmente a morte pela troca de
meio (86.2 + 9.5, n=4).

Conclusoes



Esses resultados sugerem que o acimulo de adenosina no meio extracelular € capaz de ativar
uma via de sobrevivéncia neuronal em culturas purificadas de retina de embrido de galinha.
Concluimos também que para tal efeito é crucial a ativagdo da Src Quinase, mas ndo a via da
MEK, que parece ter um efeito contrario e indutor de morte celular. A ativacdo dos receptores
AZ2a por adenosina também parece estar envolvida na via neuroprotetora.
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Introducéo
Diabetes mellitus atualmente tem sido estudado como uma epidemia global crescente. Os

individuos diabéticos apresentam uma variedade de condigdes de salde, incluindo uma série de
complicacdes oculares e polineuropatia. As neuropatias diabéticas estdo entre as complicacdes mais
comuns a longo prazo do diabetes, afetando até 50% dos pacientes, e causam morbidade com
impacto significativo na qualidade de vida destes. Este estudo teve como objetivo analisar se o
sistema nervoso central e periférico, utilizando-se 0s nervos épticos e ciatico, respectivamente, sdo
afetados pela hiperglicemia aguda em estagio inicial de diabetes em ratos diabéticos induzido por
estreptozotocina (grupo STZ). Este modelo nos permite inferir alteracbes na ultraestrutura dos
nervos, secundarias a hiperglicemia, para posterior andlise sobre a capacidade intrinseca de
regeneracao do individuo diabético.
Resultados e Discusséo

Analise qualitativa preliminar dos nervos dpticos e ciaticos no grupo controle (sem inducéo
do diabetes) apresentou um padrdo normal de organizacdo estrutural, enquanto em nervos dos
animais do grupo STZ (1 semana de hiperglicemia) observamos uma desorganizacdo discreta da
citoarquitetura normal, mesmo em um estagio muito precoce da diabetes. Estas mudancas estruturais
foram evidentes, principalmente no nervo 6ptico, com aumento da ativagdo glial e uma invasao mais
aparente dos fasciculos do nervo pelos processos astrociticos.
Conclusoes

Neste estudo encontramos alterages estruturais nos nervos periféricos e central apés um
curto periodo de hiperglicemia. Assim, os dados sugerem que a hiperglicemia sustentada, mesmo por
poucos dias induziu altera¢Ges na estrutura do nervo, o que provavelmente afeta a funcdo, dos nervos
centrais e periféricos de ratos diabéticos, mesmo em estagios iniciais da doenca.
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INTRODUCAO
A importdncia da emog¢do na tomada de decisdo tem sido estudada

intensivamente nos Gltimos anos, envolvendo tanto mecanismos conscientes como
inconscientes. Investigamos nesse trabalho se a valéncia afetiva de um estimulo
modula o efeito de compatibilidade espacial que acontece pela relacdo espacial
entre o campo do estimulo e o lado da resposta. Foram testados 28 voluntarios.
Para cada voluntario, usamos figuras lateralizadas de faces emocionais
expressando alegria ou medo como estimulos de valéncia positiva e negativa,
respectivamente. Metade dos voluntarios foi orientada a pressionar a tecla do
mesmo lado em resposta a face expressando alegria e a tecla do lado oposto em
resposta a face expressando medo, no primeiro bloco de testes. Em seguida,
realizavam o bloco onde deviam pressionar a tecla do mesmo lado em resposta a
face expressando medo e a tecla do lado oposto em resposta a face expressando
alegria. A outra metade dos voluntérios realizava os testes na ordem inversa. O
experimento foi realizado em uma sessdo, com dois blocos de 120 testes cada,
precedidos por um treino de 24 testes. As médias dos TRM corretos obtidos no
teste foram submetidas a uma anélise de varidncia (ANOVA). Utilizamos como
variaveis intra-grupo os fatores Emocao (Alegria vs. Medo), Tecla (Esquerda vs.

Direita) e Campo (Esquerdo vs. Direito).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A ANOVA com as médias dos TRM corretos mostrou uma interagdo

significativa entre os fatores Emoc¢do, Tecla e Campo (F;,7=8,459; p=0,007),
indicando que a valéncia afetiva do estimulo influenciou o Efeito de
Compatibilidade Espacial. As compara¢cbes dos TRM nas diversas condigdes
foram feitas através da andlise ortogonal planejada. Para o estimulo de face
expressando Alegria, ndo houve nenhuma diferenca significativa entre as
condi¢cdes compativeis e compativeis. Para o estimulo de face expressando Medo,

encontramos diferencas significativas nas seguintes comparag¢fes: 1- o TRM da



resposta executada com a tecla esquerda a um estimulo no campo direito (717ms)
é menor do que quando o estimulo ocorre no campo esquerdo (811ms), indicando
um Efeito de Compatibilidade Espacial inverso significativo de -94ms para a tecla
esquerda (F;,7=8,987; p=0,006); 2- o TRM da resposta executada com a tecla
direita a um estimulo no campo esquerdo (731ms) é menor do que quando o
estimulo ocorre no campo direito (814ms), indicando um Efeito de
Compatibilidade Espacial inverso significativo de -83ms para a tecla direita
(Fy1 0,7=6,581; p=0,016); 3- o TRM para um estimulo no campo esquerdo é menor
guando a resposta é executada com a tecla direita (731ms) do que quando a
resposta é realizada com a tecla esquerda (811lms), indicando um Efeito de
Compatibilidade Espacial inverso de -80ms para o campo esquerdo (F; ,7=7,411;
p=0,011); 4- o TRM para um estimulo no campo direito é menor quando a
resposta é executada com a tecla esquerda (717ms) do que quando a resposta é
realizada com a tecla direita (814ms), indicando um Efeito de Compatibilidade

Espacial inverso de -97ms para o campo direito (F; ,7=9,181; p=0,005).

CONCLUSOES

O padrédo de respostas para faces expressando Medo mostrou uma inversao
do efeito de compatibilidade espacial, pois os participantes responderam mais
rapidamente com a tecla localizada no lado oposto ao do estimulo do que com a
tecla localizada no mesmo lado do estimulo. Isto sugere que, para faces
expressando Medo, uma resposta de afastamento (condi¢do incompativel) é mais

rapida do que uma reacdo de aproximacdo (condi¢do compativel).
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Introducio

As distrofias musculares constituem um grupo heterogéneo de doengas genéticas que
determinam uma continua perda de fibras musculares. A distrofia muscular de Duchenne (DMD), a
forma mais comum e grave de distrofia, acomete 1 a cada 3500 meninos nascidos vivos. A DMD é
uma miopatia inflamatoria recessiva ligada ao cromossomo X no qual a degeneracdo muscular é
causada pela deficiéncia de distrofina. Na DMD a auséncia de distrofina causa instabilidade do
sarcolema predispondo a mionecrose, ativacdo do processo inflamatério e substituicdo das fibras
musculares por fibrose. As manifestacGes clinicas geralmente aparecem ainda na primeira infancia.
Criangas com 3 a 5 anos de idade apresentam fraqueza muscular e hipertrofia dos musculos afetados,
devido em parte a substituicdo das fibras musculares por tecido adiposo e fibroso, ocasionando
morte prematura por falha respiratoria. Infelizmente, os tratamentos existentes para a distrofia
muscular sdo todos paliativos, proporcionando apenas melhora parcial do quadro clinico e/ou retardo
da mionecrose. Isto decorre em grande parte da falta de conhecimento dos mecanismos envolvidos
na fisiopatologia do processo distrofico per si e dos fatores epistaticos que influenciam na expresséo
fenotipica da doenca.

O camundongo mdx, modelo murino da DMD, é um mutante natural da col6nia de
camundongos C57BL/10, ndo expressa o gene da distrofina e desenvolve uma miopatia inflamatdria
recessiva ligada ao cromossoma X. Contudo, embora apresente intenso infiltrado inflamatério nas
areas de mionecrose, difere da doenca humana por apresentar uma forma benigna da doenca devido
a uma eficiente capacidade regenerativa do tecido muscular e fibrose suave. Estes animais, portanto
representam um bom modelo para o estudo da fisiopatologia da distrofia muscular tipo Duchenne,
pois os musculos esqueléticos apresentam ciclos de necrose e regeneracdo. No musculo T.brachii a
doenca apresenta em estadgios bem definidos como: inflamacdo intensa (4 semanas), fase
regenerativa (12 semanas) e fibrose (24 semanas). Trabalho anterior do grupo mostrou que
linfonodos de drenagem apresentam-se aumentados e com acumulo de células B em camundongos
mdx com 12 e 24 semanas, periodo em que a inflamacdo é controlada. Sabe-se que as respostas



imunoldgicas refletem o equilibrio entre linfdcitos efetores e regulatérios. Linfdcitos T regulatérios
(Tregs) podem ser produzidos naturalmente no timo ou induzidos na periferia, e podem ser
identificados pela expressdo do marcador Foxp3. Células Tregs sdo operantes no controle de
processos inflamatérios ( Jager* e Kuchroo 2010). Tradicionalmente refere-se aos linfocitos B como
produtores de anticorpos, porém recentemente tem-se explorado a capacidade dessas células de
contribuirem na regulacdo de processos inflamatérios (LeBien and Tedder 2008). Os linfocitos B
regulatérios (Bregs) incluem diferentes subpopulagdes, como os Linfécitos Bla (CD5+), os
linfocitos B-10 e as células B T-2- MZP (T-2 precursor de zona marginal). Estas subpopulacdes de
Bregs atuam principalmente pela secrecdo de IL-10, potente citocina anti-inflamatdria (Carter e
Mauri, 2010). Apesar do reconhecido papel destas células regulatérias no controle de processos
inflamatorios crénicos, seus niveis e fungdes nunca foram alvo de estudos na distrofia muscular de
Duchene. Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os niveis que as subpopulacGes
de linfocitos regulatérios alcangcam nos linfonodos de drenagem do musculo distrofico, bem como no
baco, nas diferentes fases da doenga no camundongo mdx.

Resultados e Discussdo

Confirmando dados prévios, os linfonodos axilar e braquial de camundongos mdx
apresentaram durante a fase regenerativa (12 semanas) um aumento significativo da celularidade.
Estes linfonodos apresentaram uma diminuicdo significativa (p<0,05) no percentual de linfécitos T
CD4+, mas o numero relativo de linfocitos T CD4+Foxp3+ mostrou-se aumentado (Figura 1).
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Figura 1: Analise por citometria de fluxo das células T regulatérias nos linfonodos axial e braquial
do camundongo mdx de 12 semanas. Em cima mostramos os graficos representativos do perfil de



expressdo de CD4 e foxp3 nos linfonodos do camundongo mdx e controle C57BL10. Abaixo
mostramos a média e desvio padrdo do percentual de células Foxp3+ dentro das células T CD4+.
N=3. * p < 0,05. Foram feitos 2 experimentos com resultados semelhantes.

Para caracterizacdo de linfocitos B foram utilizados anticorpos monoclonais anti-CD19
como marcador da linhagem B, anti-CD5 e anti-lgM para identificar linfécitos B-1 e anticorpos anti-
CD21 e anti-CD23 para identificar os subtipos de linfocitos B-2. As células B-1 sdo células de
renovacao prdpria que produzem anticorpos polireativos com pouca hipermutacdo somatica. Células
B-2 sdo produzidas na medula e migram para o baco, onde sdo chamadas de células B de transi¢do.
As células B de transicdo sio divididas em 2 populacdes: T1 (IgDlgM'CD21°CD23") and T2
(IgD"1IgM™CD21"™CD23"). As células B foliculares (FO) encontram os antigenos nos 6rgaos
linfoides secundarios, e em cooperacdo com células T, tornam-se ativas e proliferam. Os bagos dos
camundongos mdx ndo apresentaram diferenca quanto ao nimero de linfocitos B-1 em relacdo ao
controle mdx. Entretanto foi observado um aumento significativo do subtipo de células precursoras
da zona marginal T2-MZP (34%, p<0,05)) e MZ (58%, p<0,005) acompanhado por uma diminui¢ao
(57%, p<0,05) de T1 (transi¢do 1) no animais mdx — Figura 2. Interessantemente estas células T2-
MZP tem sido associadas com atividade imunoregulatérias no modelo de artrite reumatdide (Evans
ET AL, 2007). Camundongos com artrite apresentam um aumento destas células durante o periodo
de remissdo da doenca e ja foi mostrado que a transferéncia destas células melhora a doenca.
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Figura 2 — Caracterizacdo fenotipica dos subtipos de linfdcitos B no baco de camundongo mdx e
controle C57BL10 em 12 semanas. No topo foi mostrado o perfil de expressdo de CD21 e CD23 nas
células CD19+. Abaixo mostramos os graficos do percentual do subtipos de linfécitos B. Cada barra
representa a média de 3 animais e seu respectivo desvio padrdo. Os experimentos foram realizados 2
vezes. * p<0,05. T2-MZP = linfécito B precursor da zona marginal T2, MZ = linf6cito B da zona
marginal, FO = linfdcito B folicular, T1 = linfocito B de transicdo T1.



Conclusdes

A distrofia muscular é uma doenca genética, onde a ndo expressdo de distrofina e morte das
miofibras é um fendmeno constante, porém no modelo mdx a inflamagdo é diminuida apds 12
semanas. Resultados anteriores do grupo mostraram que quando a inflamacdo estd diminuida no
musculo Triceps brachii, os linfonodos de drenagem apresentam infartados. Aqui nés mostramos um
aumento de linfocitos T regulatérios no linfonodo e T2-MZP no baco dos animais distréficos
durante o periodo de resolucdo da inflamacgéo no tecido muscular, sugerindo uma participacéo destas
células no controle do processo inflamatdrio.
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Palavras Chave: Eichhornia crassipes; atividade antioxidante; alcal6ides
Introducéo

O oxigénio tem um significado fundamental para os organismos aerébios, pois participa na
obtencdo de energia na forma de ATP, através da cadeia respiratdria como aceptor final de elétrons.
Os radicais livres e outros derivados ativos do oxigénio sdo inevitavelmente coproduzidos nessas
reacOes bioldgicas e exercem papel fisiolégico importante, mas também estdo envolvidos em varios
processos deletérios ao organismo humano. *

Nas células de organismos fotossintetizantes, os mecanismos fisiolégicos e biomoleculares
de defesa contra os efeitos das espécies reativas do oxigénio estdo mais desenvolvidos em
comparagdo com as células humanas. 2

A espécie Eichhornia crassipes pertence a familia Pontederiaceae (Figura 1), que inclui as
plantas aquéticas ou de pantanos. Conhecida como aguapé, sua distribuicdo geogréafica é ampla nos
trépicos, mas também esta presente em alguns paises com clima temperado.

Divisdo: Magnoliophyta.

Classe: Liliopsida.

Ordem: Commelinales.

Familia: Pontederiaceae.

Género: Eichhornia.

Espécie: E. crassipes.

Figura 1: Classificagdo taxondmica da espécie Eicchornia crassipes.

Em trabalhos anteriores de nosso grupo de pesquisa, 0 extrato etandlico dessa planta foi
avaliado quanto a sua atividade moluscicida em caramujos da espécie Biomphalaria glabrata.
Entretanto, 0 mesmo n&o foi ativo na concentragéo de 100 ppm. *

Também foi avaliada a sua atividade antiflingica com a espécie Fusarium oxysporum f. sp.
lycopersici, e observou-se que nas concentragfes 2 e 4% ndo houve inibicdo do fungo, enquanto na
concentracdo a 8% verificou-se efeito antiftingico. *

Desta espécie, foram recentemente isolados seis novos fenilfenalenos (1, 2, 3, 4, 5 e 6)
juntamente com outros quatro compostos ja conhecidos (7, 8, 9 e 10), figura 2, a partir do extrato
com acetato de etila.
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Figura 2: Fenilfenalenos isolados a partir do extrato com acetato de etila.

Estudos também foram feitos para a determinagéo de alcaldides na parte aérea e no rizoma.
O teste com o reagente de Dragendorff, com o extrato aquoso seis alcaloides, incluindo nicotina,
citosina, tomatina, codeina, tebaina e quinina. Encontrando-se uma estimativa quantitativa de
alcal6ides no rizoma de 0,66% e 0,36% na parte rea. ®

O objetivo principal desse trabalho visa a busca de produtos naturais da espécie aquatica
Eichhornia crassipes que possuam atividade antioxidante.

Resultados e Discussado

A planta foi coletada em Macaé, no estado do Rio de Janeiro. O material foi identificado por
botanicos do NUPEM/UFRJ e uma exsicata esta depositada no mesmo local.

O processo de analise da Eichhornia crassipes iniciou-se avaliando-se dois métodos de
extracdo, percolacdo simples ou com ultrasson (US), ambos em metanol. Os dois métodos de
extracdo apresentaram rendimentos muito proximos. Em seguida o extrato bruto foi separado por
cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizando gradiente dos seguintes eluentes: diclorometano
(F1), acetato de etila (F2), acetona (F3) e metanol (F4). As fracGes obtidas foram analisadas por
CCD usando como eluente diclorometano/metanol na proporgdo 9:1 e revelagdo em luz UV e em
solugéo de DPPH (1, —difenil-2—picril-hidrazina) ou &cido sulfurico em 20% de etanol(v/v) (Figura
3).
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Figura 3: CCD em silica, eluente diclorometano/metanol 9:1: Legenda: B=extrato bruto, F1=fracdo
diclorometano, F2=fracdo com acetato de etila, F3= fragcdo com acetona, F4=metanol e Po=Padréo de
Quercetina. Placa A-Revelada com DPPH e Placa B-Revelada com é&cido sulfdrico em 20% de etanol
(VIv).

A fragdo em acetona (F3) apresentou uma mistura de substancias com diferentes polaridades
demonstrando teste positivo para atividade antioxidante, visto que quando revelada com DPPH
ocorreu 0 descoramento da solucéo que inicialmente era roxa para branca. Observou-se também que
as fracGes F1 e F2 poderiam apresentar substancias com atividade, mas que estariam mascaradas
pela coloracdo verde caracteristica de clorofilas. Por essa razdo, pesquisou-se um eluente que
proporcionasse uma separagdo mais eficiente destas duas fragdes. F1, F2 e F3 foram novamente
analisadas por CCD usando como eluente diclorometano/metanol (99:1), revelando-se com DPPH
(figura 4), concluindo-se que a substancia presente na fracdo F3 ndo se encontrava nas fragdes
anteriores.

F1 F2 F3

Figura 4: CCD em silica usando como fase mdvel diclorometano/metanol (99:1) revelada com
DPPH. FracGes utilizadas F1=fragdo com diclorometano, F2= fracdo com acetato de etila, F3= fragéo
com acetona.

Com isso, apenas a fragdo F3 foi utilizada para a separagdo por CLV utilizando gradiente de
eluicdo com hexano, diclorometano e metanol. As fracGes foram analisadas por CCD em gel de
silica 60 com eluente diclorometano/metanol 99:1 e revelado em solucdo de DPPH seguido de
aquecimento (Figura 5).



Figura 5: CCD em silica, eluente diclorometano/metanol 99:1 realizada com as sub-fragdes da CLV da
fracdo em acetona (F3). P = fragdo em acetona(F3). Revela¢do com DPPH.

As fragcBes de 1 a 3, 6 a 8 e 10 a 12 foram reunidas e estdo sendo submetidas a analises
espectroscopicas com o objetivo de identificar antioxidantes naturais. As fragbes 4 e 5, por
apresentarem muitas substancias, ndo foram reunidas.

Conclusoes

Os resultados experimentais revelaram a presenca de substancias de diferentes polaridades
com atividade antioxidante na espécie Eichhornia crassipes, o trabalho apresentado tera
continuidade no isolamento, identificacdo e quantificacdo destas substancias. A CLV realizada tanto
no extrato bruto quanto na F3 apresentou-se como um bom método para a separacao das fracoes.
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Interacdo de Mycobacterium leprae com macréfagos humanos e de células
dendriticas: papel do 6xido nitrico.
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Introducao: A hanseniase é uma doenca infecciosa crbénica causada pelo
Mycobacterium leprae. As manifestacdes clinicas dependem da resposta imune
do paciente ao bacilo.Determinacao do perfil de células T principalmente
depende da natureza da célula apresentadora de antigeno. O Oxido nitrico é
um mediador na defesa contra infeccdes. Objetivo: Investigar a interacao de
M. leprae com macroéfagos e células dendriticas humanos derivados de
mondcitos tendo como parametro a producao de 6xido nitrico. Métodos: As
células mononucleares foram isoladas do sangue periférico de doadores
saudaveis, através de Ficoll Hypaque gradiente e mondcitos foram purificados
por agregacao frio. Mondcitos foram cultivadas em labteks na presenca ou néo
de rhiL-4 e rhGM-CSF se diferenciar em células dendriticas (DCs) ou
macrofagos, respectivamente. L-NAME (20uM) foi adicionado e as células
foram infectadas com M. leprae. As células foram fixadas e coradas pelo
método Kynioun e analisadas por microscopia optica. Resultados: A andlise de
microscopia Optica mostrou a endocitose de M. leprae em ambos macréfagos
e DCs. No entanto, a endocitose de M. leprae foi mais pronunciada na
presenca de L-NAME. Conclusédo: Os macréfagos sao mais susceptiveis de
serem infectados por M. leprae que as células dendriticas, e a inibicao da
sintese de 6xido nitrico permite a entrada e permanéncia de M. leprae
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Introducéo

Os receptores N-metil-D-aspartato (NMDARS) sdo canais ionotrdpicos essenciais para a
plasticidade sinaptica, o desenvolvimento neuronal, a memdria e a aprendizagem. O NMDARs séo
formados por diferentes subunidades como NR1, NR2 (AD) e NR3 (A e B). A estimulacdo
excessiva do NMDAR estd associada com algumas condi¢des patoldgicas como Parkinson,
Huntington e Alzheimer. Devido ao seu papel na morte neuronal, antagonistas do receptor NMDA é
o foco de intensa pesquisa, especialmente envolvendo antagonistas seletivos subunidade NR2B.
Como NR2B ¢é a unica subunidade ausente no cerebelo, o bloqueio desta subunidade resulta em
menos efeitos adversos, pois ndo interferem com a fungdo motora.

Objetivo

Neste contexto, o objetivo deste trabalho € analisar as interagdes e o modo de ligacdo de 17
derivados da piperazina-2 ,3-dicarboxilica acida (13, 17, 23, 16a-n) na subunidade NR2B receptor
NMDA.

Métodos e Resultados

Para o encaixe dos derivados da piperazina foram utilizados o programa AutoDock 4.2 que calcula
as interacGes do ligante dentro do sitio ativo do receptor. O estudo foi realizado em trés etapas,
incluindo a preparacdo dos arquivos, o AutoGrid e a ancoragem das moléculas com base nas
informac6es do autogrid. Os resultados da analise de encaixe mostrou uma regido dentro do sitio
ativo do receptor caracterizado por uma composicdo hidrofébica incluindo os residuos Tyr212,
Asp213, Thr241, Thrl72, Serl71 e Glul3, que interagem com o nucleo hidrofébico dos ligantes.
Compostos com grupos hidrofébicos volumosos (16e, 16g, 16h e 16n) foram os compostos mais
potentes. Eles interagem com os mesmos residuos no sitio ativo com um modo semelhante. Os
ligantes mais ativos apresentaram ligacOes de hidrogénio com Lys85 e His86, como a maioria dos
outros derivados. 16h mostrou um padrdo de interagdo e uma conformacéo ligeiramente diferente em
comparacgdo com 16e, 169 e 16n, que ndo afetaram a atividade bioldgica. De forma interessante, 169
gue apresenta 0 menor valor de Ki, também apresentou a menor energia de ligacdo. Analogamente,
16, com o maior valor Ki, também apresentou a maior energia de ligacdo, que pode estar relacionado
a sua conformacao completamente diferentes das moléculas mais ativas.

Conclusao

Nossos resultados sugerem que as interac6es dos grupos hidrofébicos volumosos dos ligantes com
o receptor NMDA séo determinantes para a atividade biologica, ja que as moléculas mais potentes
da série apresentou um anel fenantreno como substituinte que interagem diretamente com o receptor.
As pontes de hidrogénio detectadas dentro do sitio ativo foram similares para os compostos
apontando para a importancia de interacfes van der Walls dos grupos hidrofobicos de 16e, 16g, 16h
e 16n, os antagonistas mais potentes presentes no estudo. Este estudo pode ajudar no desenho
racional de drogas mais potentes e seletivos para doengas neurodegenerativas.
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Introducéo

O Staphylococcus aureus é uma bactéria do grupo dos cocos gram-positivos, freqiientemente
encontrada na pele e fossas nasais de pessoas saudaveis. No entanto, essa bactéria pode causar
doencas, que vao desde uma simples infeccdo (espinhas, furinculos e celulites) até infeccdes graves
(pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque toxico e sepse, e outros) (Bras Patol Med
Lab 43:. 413, 2007). S. aureus também traz riscos para os pacientes em dialise, queimaduras,
diabetes e HIV-positivo, pois pode causar varios processos infecciosos, que vdo desde infeccoes
cutaneas crénicas (relativamente leves) para infecgdes sistémicas (potencialmente fatal), agravada
pela presenca de antibioticos cepas resistentes de uso clinico (Expert Rev Clin Pharmacol 3:. 753,
2010).

Objetivo

Neste contexto, o objetivo deste trabalho é testar o perfil de compostos antimicrobianos derivados

do &cido N-arylamino-5-metil-1H-[1,2,3 ]-triazol-hidrazida 4carboxilico frente a cepas de S. aureus.

Métodos e Resultados

Neste estudo foi determinado o perfil antibiético dos derivados do acido N-arylamino-5-metil-1H-
[1,2,3] triazol-4 carboxilico utilizando testes de susceptibilidade por métodos de difusdo em disco.
Este teste foi realizado a partir da suspensdo direta das coldnias, inoculacdo de placas de teste,
preparacdo dos discos, com aplicacdo nas placas de agar inoculadas, e com leitura e interpretacdo
dos resultados que seguem as normas especificadas pela CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute). De forma interessante o composto NCI-Fur-NO2 mostrou um halo de inibicdo de 18 mm
frente as cepas de S. aureus, maior em comparagdo com a vancomicina, utilizado como controle, o
que indica o seu potencial para futuros estudos . Esse resultado permitiu a determinacdo do MIC de 2
ug/ml. O MIC por macrodiluicdo foi realizada de acordo com as especificagdes padronizadas pelo
CLSI.

Concluséao

A partir desses resultados, o perfil do composto antimicrobianos testados devem ser avaliados
guantitativamente por submeté-los a analise da relacdo estrutura-atividade, a fim de propor que as
modificagBes quimicas para maximizar o grau de atividade antimicrobiana contra a S. aureus e e as
cepas resistentes a maltiplas drogas e para reduzir os possiveis efeitos colaterais.
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Introducéo

A resisténcia dos microorganismos aos antibidticos e quimioterapicos sao um problema de ordem
mundial que exige a descoberta de novas moléculas para o tratamento de infec¢fes causadas por
microrganismos multirresistentes. Este desafio tem incentivado a pesquisa cientifica para encontrar
alternativas a antibioticoterapia, visando o isolamento ou sintese de novos antibiéticos mais eficazes
€ menos toxicos.

Objetivo

Neste contexto, o objetivo deste trabalho € identificar e novos antibiéticos mais eficazes e com a

maior acdo frente a 16 cepas de diferentes espécies bacterianas.

Métodos e Resultados

Foram realizados os testes de atividade antibiética de novos derivados através da determinacéo da
suscetibilidade bacteriana aos compostos no teste de difusdo em disco, além da concentracdo
inibitéria minima (MIC). Todos os procedimentos seguiram o protocolo padrdo utilizado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Testamos 10 compostos e cada, pertencente a
familia das quinolonas (INT) e quinonas (INT NH2), bem como dois compostos (AMINO e
ACRILATOQUI) da familia de quinona (NAFTA). Os resultados mostraram que apenas 12
compostos INT formaram uma zona de inibicdo frente Escherichia coli (H=15mm), enquanto o
composto AMINO mostrou zona de inibicdo de 16mm frente a Staphylococcus epidermidis.
Realizamos também a avaliagcdo da citotoxicidade de ambos 0s compostos em células Vero por
ensaio de MTT (3 - (4,5-DimetilTiazol-2YL) - 2,5 - difenil bromidetetrazolina) que revelou um
padrdo melhor para os compostos INT do que antibidticos utilizados na clinica (cloranfenicol e
cirpofloxacina).

Concluséao
Os resultados preliminares mostraram que os 12 compostos tém potencial para atividade
antibacteriana contra Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli. Além disso, ambos os
compostos INT e AMINO foram menos toxicos que 0s antibidticos usados na pratica clinica, tais
como cloranfenicol e ciprofloxacina.
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Introducéo

As doengas cardiovasculares representam a causa mais frequente de morbidade e de mortalidade
em todo 0 mundo. Entre as doencas mais importantes, destacam-se a aterotrombose e o tromboembolismo
venoso, ambos relacionados ao processo de formagdo do trombo vascular. Os trombos podem por vezes se
desprender do endotélio e migrar para o pulméo, gerando embolias pulmonares, cuja incidéncia de 6bito
apos cirurgias de alto risco chega a 5% dos pacientes. Os tratamentos atuais apresentam uma série de
caracteristicas adversas ao seu uso, sobretudo a capacidade de gerar quadros hemorragicos, justificando
assim a intensa busca por novas terapias de maior potencial farmacol6gico. A modelagem molecular
permite o desenho racional de compostos e formulacdes farmacéuticas, através de uma série de célculos
computacionais capazes de gerar aproximacoes que refletem com seguranca a forma como uma molécula
se comporta nos sistemas bioldgicos. Sendo assim uma ferramenta importante para validacdo ou mesmo a
predi¢do de um perfil de atividade.

Material e Métodos

No presente estudo, utilizamos o programa SPARTAN 10 - Wavefunction©, para avaliar padrdes
moleculares de diversos anticoagulantes de alta eficiéncia a fim de propor um modelo otimizado para
anticoagulacdo. Apos a analise conformacional, aperfeicoamos a geometria do conférmero mais estavel
utilizando um campo de forca no modelo semi-empirico RM1, para entdo realizar uma anéalise a nivel
quantico na base 6-31G*, no intuito de acessar padrdes moleculares relevantes para o Estudo da Relacédo
Estrutura-Atividade. Realizamos também estudos da interacdo proteina ligante através do Docking
Molecular utilizando o programa Autodock 4.0©0 a fim de avaliar a influencia das diferentes
caracteristicas moleculares avaliadas no perfil de interagdo com a trombina

Resultados e Discussao

A partir da analise dos mais recentes inibidores de trombina descritos experimentalmente na
literatura, utilizamos técnicas de modelagem molecular para construgdo de uma estrutura prototipo através
de um processo de hibridacdo priorizando a presenca de caracteristicas consideradas relevante para o
perfil de atividade. Nossos resultados demonstraram que a baixa energia dos orbitais ocupados de maior
energia (HOMO) aparentemente é um fator relevante para interacdo proteina-ligante com a Trombina, por
conferirem ao ligante um caréater eletrofilico, sendo este potencialmente amplificado pela presenca de
grupamentos bésicos polarizaveis como a benzamidina, gerando um aumento consideravel de energia do
dipolo molecular embora aparentemente pare¢cam corroborar com uma perda da seletividade do ligante,
justificando os possiveis quadros de hemorragia descritos na literatura. Contudo, a presenca de um
grupamento bis-fenilmetano juntamente com a substituicdo de grupamentos basicos por acidos moderados
apresentou um ganho significante na seletividade do ligante associado a uma menor energia de ligacao
com a trombina em comparacdo ao anticoagulante comercial Dabigatran



Concluséo

Nossas analises evidenciaram caracteristicas moleculares relevantes para um perfil de interagdo com a trombina,
onde as baixas energias de HOMO, a presenca do grupamento bis-fenilmetano e a presenca de grupamentos
moderadamente &cidos, aceptores de ligacdo de hidrogénio associados a grupos hidrofébicos, apresentaram um
perfil de interacdo com a trombina superior ao anticoagulante comercial Dabigatran, apresentando ainda uma maior
seletividade. Estes dados evidenciam o potencial farmacol6gico do modelo proposto, sugerindo o potencial das
caracteristicas descritas no desenvolvimento de novos protétipos anticoagulantes que apresentem boa atividade,
seletividade e potencial farmacoldgico no tratamento profilatico das doengas tromboembodlicas e ainda no combate a
microtrombos ja formados.
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Introducéo

O desenvolvimento da topografia retinotectal pds-natal envolve um refinamento sinaptico mediado
por atividade elétrica, que se completa apds a segunda semana de vida, produzindo um padréo
topografico maduro. Citocinas sdo fatores sintetizados por neurdnios e glias, que participam do
desenvolvimento e plasticidade do SNC. Estudos sugerem que a interleucina-2 (IL-2) modula a
plasticidade neural. Este efeito pode ser atribuido a modulacdo da atividade elétrica neural ou
ativacdo glial. Assim, avaliamos o efeito da IL-2 administrada intravitreamente na expressdo da
proteina 4cida de filamento intermediario glial (GFAP) da retina e do coliculo superior (CS) durante
0 periodo critico. Para isso, ratos Lister Hooded receberam um tratamento que consistia de injecdes
intraoculares de 1L-2 (50U/0,5uL) nos DPN7, 10 ¢ 13. No DPN14, as retinas e CSs foram utilizados
para imunohistoquimica ou western blot.

Resultados e Discussédo

Os animais tratados com PBS ou IL-2 exibiram niveis aumentados de GFAP nas retinas expostas as
injecBes, mas ndo nas retinas contralaterais. A expressdo de GFAP no CS esteve inalterada mediante
as diferentes abordagens.

Conclusdes

Em conjunto, esses resultados sugerem que mdltiplas injecBes intravitreas de IL-2 levaram a um
aumento na reatividade glial da retina, mas ndo no coliculo superior, sugerindo que esteja havendo

um processo de inflamacdo intraretinano.
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PAPEL DA NICOTINA SISTEMICA NO PROCESSAMENTO DA PROTEINA
PRECURSORA AMILOIDE NO COLICULO SUPERIOR DE ROEDORES
DURANTE O DESENVOLVIMENTO
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Serfaty, C.A. & Faria-Melibeu, A.C. -Dept°. Neurobiologia, UFF-RJ.

A Proteina Precursora Amildide (APP) € uma glicoproteina transmembrana
existente na maioria das células humanas, sua funcdo ainda néo foi
completamente definida, mas sabe-se que ela age em varios processos
celulares como sinaptogénese e plasticidade sinaptica. Anteriormente, nosso
grupo demonstrou que a expressao da APP na retina e no Coliculo Superior
(CS) de ratos encontra-se cronologicamente correlacionada ao periodo critico
de desenvolvimento da via retinocolicular, sugerindo um papel funcional para
tal proteina nos eventos plasticos que ocorrem nesse periodo. Dados da
literatura demonstram que a atividade dos receptores colinérgicos nicotinicos é
capaz de regular o processamento da APP. Nosso grupo vem mostrando que o
tratamento local com nicotina, um agonista natural colinérgico, no coliculo
superior de ratos promove um aumento na clivagem da APP pela via néo
amiloidogénica e, consequentemente, uma reducédo dos niveis de abeta. Neste
trabalho, fomos verificar se este processamento predominante da via nao
amiloidogénica também ocorria quando a nicotina era administrada pela via
oral. Avaliamos a expressao e a modulacdo da APP nas camadas visuais do
CS de ratos pigmentados (Lister Hooded) submetidos a administracéo via oral
de nicotina (Sigma ®) dissolvida em solucdo de leite em p6 (Aptamil ® AR)
diluido em solucdo salina 0.9% do sétimo dia pés-natal (DPN7) ao décimo
quarto dia pés-natal (DPN14) em trés doses diarias (3mg/kg) totalizando
Img/kg/dia. Esta dose resulta em niveis séricos de nicotina de
aproximadamente 100-150ng/ml o que pode ser comparavel aos niveis obtidos
por fumantes que consomem 3 macos por dia. Em DPN14, os animais foram
eutanasiados e as camadas superficiais do CS extraidas para analise da
expressdo da APP por Western Blotting. Nossos resultados revelam, assim
como visto no tratamento local, um aumento na expressédo da APP nos animais
tratados sistemicamente com nicotina em relagcdo ao grupo controle, indicando
que a ativagdo dos receptores colinérgicos nicotinicos module o
processamento da APP de forma a contribuir para um desbalanco para a via
nao-amiloidogénica.
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Introducéo

A esclerose multipla (EM) é uma doenca crénica inflamatéria e desmielinizante do sistema
nervoso central de natureza autoimune de etiologia multifatorial, em que a existéncia de
predisposicdo genética aliada a fatores ambientais é determinante no desencadeamento dos eventos
imunoldgicos relacionados com a sua ocorréncia. A heterogeneidade da EM entre diferentes
populacdes pode depender da expressdo de genes protetores ou de predisposi¢do que pode diferir
entre populacdes de diferentes etnias ou regies geograficas. O reconhecimento de que as respostas
imunes sdo fortemente controladas em diversos niveis por genes especificos tem engendrado estudos
com o objetivo de encontrar genes especificos implicados na suscetibilidade a EM. Com a
investigacdo do papel de polimorfismos em genes relacionados & interleucina 4 (IL4) foram
observadas diferengas significativas na distribuigdo dos alelos de acordo com a origem étnica das
amostras, sendo alguns haplétipos associados com grupos étnicos especificos, evidenciando que o
papel de citocinas especificas pode ser diferente dependendo do background étnico.

Os estudos de associagdo caso-controle sdo amplamente aplicados para identificar a base
genética de caracteristicas quantitativas como a suscetibilidade as doengas complexas e as diferencas
na resposta ao tratamento farmacoldgico. Em populacBes etnicamente heterogéneas, este tipo de
estudo apresenta o risco de associagdes espurias devido as diferengas no background genético dos
individuos. Na tentativa de amenizar este problema, o método de controle gendmico utiliza locos de
marcadores indicativos de ancestralidade (AIMs) para estimar a ancestralidade dos individuos.
Portanto, a suscetibilidade genética a EM podera ser melhor entendida quando aspectos étnicos da
populacdo brasileira forem considerados e a utilizacdo de AlMs podera auxiliar na compreenséo
destas diferengas. Este trabalho tem como objetivo criar um banco de amostras de pacientes com EM
provenientes do HUCFF-UFRJ e de individuos controles saudaveis da populagéo do Rio de Janeiro,
para no futuro estimar as frequéncias alélicas para um conjunto de marcadores informativos de
ancestralidade (AlIMs) africana, européia e amerindia nestas amostras.

Resultados e Discussao

Foi realizada a coleta de 96 individuos saudaveis (controles), em turmas de alunos dos
cursos de Biomedicina, Medicina e Farmacia da UFF. Todos os individuos, no momento da coleta,
preencheram a documentagdo necessaria para a participacdo no estudo, aprovada pela Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP): (1) Assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido; (2) Questionario Sdcio-Demogréfico, apresentando 6 se¢des, com 42 itens no total; (3)
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Ap0s o preenchimento da documentagéo, realizou-se a coleta de uma das seguintes fontes de células:
(a) 3mL de sangue dos individuos, em tubo de coleta a vacuo com EDTA (28 amostras) ou (b)
saliva, através de bochecho com 5mL de soro fisiol6gico (70 amostras). No ato da coleta as amostras
foram colocadas imediatamente sob refrigeracéo e posteriormente armazenadas em freezer a -20°C.

As amostras de DNA obtidas a partir de sangue periférico foram extraidas através da
utilizacdo do kit MiniPrep DNA Gendmico do Sangue (Axygen). As amostras obtidas através de
saliva foram extraidas de acordo com o protocolo descrito por Aidar e Line (2007). O DNA extraido
e quantificado foi armazenado para futuras analises de polimorfismos de genes. A quantificacao foi
realizada através de espectrofotometria de espectro completo (190 a 840nm) utilizando-se o
equipamento  Nanodrop® (Thermo Scientific). As amostras de pacientes foram extraidas
anteriormente utilizando-se o kit comercial QlAamp® DNA Mini (QIAGEN).

Das 96 amostras controles coletadas, um total de 73 amostras foi incluida no banco de
amostra, pois 23 delas ndo preencheram de forma correta os questionarios e 0 TCLE. Das 73
amostras, 50 sdo mulheres e 23 homens, com uma média de idade de 20,84 (+3,44) anos. Com
relacdo a etnia destes individuos, brancos correspondem a 70% da amostra total, pardos 25% e
pretos 5% (de acordo com os critérios do IBGE).

As amostras foram submetidas a testes de amplificacdo do DNA pela Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) para o polimorfismo Val66Met do gene do Fator Neurotréfico Derivado de
Cérebro (BDNF). A amplificagdo por PCR das amostras controles ocorreu de forma satisfatoria,
portanto a qualidade das amostras é positiva (Figura 1). Ja a amplificacdo das amostras dos pacientes
foi bastante problematica, resultado da baixa qualidade das amostras de sangue das mesmas, que
estiveram congeladas por um periodo de tempo muito longo.

Conclusoes

A criagdo de um banco de amostras de DNA de individuos controles tera uma importancia
futura no estudo de ancestralidade gendmica em pacientes com EM, ja que estudos anteriores
evidenciaram que estes pacientes mostram diferencas étnicas no desencadeamento de eventos
imunoldgicos relacionados a doenga. A quantificacdo das amostras € necessaria para a execucdo
subsequente das técnicas de genotipagem de polimorfismos. Infelizmente, a qualidade das amostras
dos pacientes com EM foi muito baixa, o que ira exigir uma nova coleta destes pacientes, na
tentativa de melhorar a qualidade das amostras de DNA e possibilitar a amplificacdo dos genes de
interesse no futuro.
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Introducéo

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é o psicoestimulante mais consumido por todo o mundo,
sendo extraida de diferentes fontes vegetais, como por exemplo, grdos de café, cola e nozes
(Friedman, 2007). A venda de produtos que contem cafeina aumentou muito ao longo das Ultimas
décadas, principalmente pelo amplo consumo de energéticos (Heckman et al, 2010) O consumo e a
venda de produtos que contenham cafeina ndo sdo controlados, sendo assim séo de facil acesso por
todas as pessoas. O consumo de cafeina diario por criancas e jovens (<18 anos) nos EUA em 1982
era de aproximadamente 38mg (Morgan, 1982), ja em 2005 esse nimero aumentou para 68,5mg
(Frary, 2005). No entanto esses valores representam uma média populacional, e ja foi descrito por
Hering-Hanit e Gadoth criangas e adolescentes que consomem em média 192mg/dia, uma dose
potencialmente toxica (Hering-Hanit e Gadoth, 2003).

A cafeina apresenta diversos efeitos sobre o organismo humano. Ja foi descrita uma relagdo
positiva entre o consumo de cafeina ao longo da vida e a baixa incidéncia de obesidade (Ballard et
al, 2006; Fujioka et al 2006), doenca de Parkinson (Trevitt et al, 2009). Além de favorecer no
aprendizado por aumentar a atencdo e atividade cognitiva (Cysneiros et al, 2007).

O principal mecanismo de acdo da cafeina ocorre através do bloqueio ndo seletivo dos
receptores de adenosina, principalmente o A; e Aya. Esses receptores estdo distribuidos no sistema
Nervoso central (SNC) e periferia.

As purinas, como o trifosfato de adenosina (ATP) e adenosina, atuam como
neurotransmissores no sistema nervoso central (Fields e Burnstock, 2006) exercendo papéis
diversos: neuroprotetor (Lauro et al, 2010), atuando na plasticidade (Orr et al, 2009; Costenla et al,
2010) e modulando outros sistemas de neurotransmissdo (Hoffman et al, 2010). As purinas sdo
liberadas por neurdnios e outros tipos celulares e interagem com receptores especificos de membrana
(Burnstock, 2008;Inoue, 2008). A adenosina ndo é considerada um neurotransmissor classico, pois
ela ndo é armazenada em vesiculas no terminal pré-sinaptico para sua liberagéo na fenda sinaptica. A
principal funcdo da adenosina esta relacionada com a protecdo neuronal em situages de risco celular
como hipoxia e estresses metabdlicos (Paes de Carvalho et al, 2003).

Existem 4 subtipos de receptores de adenosina: A;, Aja, A € Az . Todos eles sdo
metabotropicos, ou seja, estdo associados a proteina G trimérica, sendo que os receptores A; e Az
estdo associadas a proteinas Gi e o0s receptors A,a, Asg a Gs, dessa maneira a adenosina pode tanto
inibir como pode estimular adenilil ciclase, diminuindo ou elevando, respectivamente, os niveis
intracelulares de AMPc. Os receptores de adenosina podem ser tantos pré quanto pés-sinapticos.

Os receptores do tipo A; sdo, em sua maior parte, inibitorios no sistema nervoso central,
através de ativacdo de canais de K* e inibicdo de canais de Ca’* e encontram-se amplamente
distribuidos no SNC. O receptor A; apresenta um papel de inibidor na formacdo de long term
potentiation (LTP) em neurbnios da drea CA1 hipocampal e também quando expressos no neurénio
pré-sinaptico participa inibindo a liberacdo de neurotransmissores (Liang et al, 2008).

Os receptores do tipo A,a S80 mais expressos no striatum, no ndcleo accumbens e no



tubérculo olfatério (Rosin et al, 1998). Este receptor encontra-se, em grande parte, Co-expresso com
receptores dopaminérgicos D,, (Ferre et al, 2008) principalmente no striatum. Os receptores do tipo
A,p s80 mais expressos na periferia corporal, e estdo presentes em células endoteliais, regulando a
permeabilidade vascular e também no epitélio, regulando a secrecdo de agua (Haskoé et al, 2009).
Os receptores do tipo Az S840 menos expressos no cérebro, porém amplamente distribuidos
em tecidos periféricos como pulmdes, glandula pineal e baco (Wilson et al, 2009).
A cafeina é amplamente conhecida como um agente promotor de ansiedade, podendo até
gerar um quadro de ataque de panico (Klein et al, 1991). Porém, a cafeina apresenta um efeito dual
sobre a geracao da ansiedade em funcgéo do tempo de sua exposi¢do ao individuo (El Yacoubi et al,
2000). Numa exposicdo aguda, a cafeina atua como um agente ansiogénico enquanto que numa
exposicdo cronica ela pode atuar como um agente ansiolitico (Garcia et al, 2011).
O local e a maneira exata pela qual a cafeina modula ansiedade ainda ndo foram definidos.
Estudos evidenciaram que agonistas A; sdo ansioliticos, sendo assim a cafeina exerceria um efeito
ansiogénico ao bloquea-los (Florio et al, 1998). Uma das possiveis a¢des da cafeina na modulacéo da
ansiedade pode ser através da modulacéo da sinalizacdo de neurotransmissores classicos envolvidos
com a regulacdo da ansiedade, como 0 GABA e a dopamina presentes no cortex (Nikolaus et al,
2010). Além disso, existe a possibilidade da cafeina atuar sobre receptores de serotonina sendo este
mais um sitio para a modulagdo do comportamento de ansiedade (Ribeiro e Sebastido, 2010).
Existem varios relatos na literatura de cafeina promover uma melhora cognitiva,
especialmente em testes relacionados a memoria (Abreu et al, 2011; Leite et al, 2011; Smillie e
Gokgen, 2010). Um dos principais mecanismos moleculares envolvidos com a memoria é a LTP,
gue consiste de um fortalecimento sinaptico induzido por altera¢fes da comunicacdo glutamatérgica
(Peng et al, 2011).

Resultados e Discussado

Os resultados a seguir serdo representados por média + erro padrdo da média. Com o intuito
de avaliar comportamentalmente a ansiedade dos animais tratados com cafeina (CAF) em relacéo
aos animais controle (C) foram realizados testes comportamentais que avaliam o padrdo de
ansiedade: o labirinto em cruz elevada e o campo aberto. No labirinto em cruz elevada nao foram
encontrados diferencas significativas nos parametros avaliados: tempo no brago fechado (C =
73,4+6,8% VS CAF = 78,7%4,2%), tempo no brago aberto (C = 2,2+0,9% VS CAF = 3,1+1,11%) e
tempo no centro (C = 24,2+6,0% VS CAF = 18,0+£3,5%). Numa avaliacdo secundaria, 0 campo
aberto analisa atividade locomotora, que em camundongos é um indicativo de ansiedade, e da
mesma maneira ndo foram encontradas diferengas nos pardmetros avaliados: total de quadrantes
percorridos [(Quadrantes centro/4) + (Quadrantes periferia/12)] (C = 11,1+0,8 VS CAF = 11,6+0,9)
e razdo centro/periferia (C = 0,24+0,04 VS CAF = 0,48+0,17). A corticosterona é um horménio
diretamente relacionado com os niveis de ansiedade, sendo mais liberado em situacfes de estresse. A
corticosterona sérica dos animais tratados ndo diferiu dos controles (C = 76,5+20,5ng/dl VS CAF =
63,9+8,6 ng/dl). No cortex, dopamina e GABA estdo relacionados com o controle da ansiedade, e a
avaliacdo dos niveis de captacdo desses neurotransmissores também ndo diferiram entre os animais
tratados e controle: dopamina (C = 66,8+12,7fmol VS CAF = 55,6+5,6fmol) e GABA (C =
55,9+9,7fmol VS CAF = 60,4+8,0fmol). Em relacdo a memdria, analisamos as caracteristicas
neuroquimicas no hipocampo resultantes do tratamento em relacdo a formacao de LTP. O aspartato,
assim como o glutamato, ativa receptores glutamatérgicos, e estes estdo positivamente relacionados
com a formacdo de LTP. No nosso modelo, o tratamento com cafeina reduziu a captacdo de
aspartato no hipocampo (C = 2010+80 fmol VS CAF = 104088 fmol). Além disso, a dopamina no
hipocampo favorece a persisténcia e manutencdo de LTP, e da mesma maneira a captacdo de
dopamina no hipocampo também estava reduzida (C = 248,4+28,2 fmol VS CAF = 157+20,2 fmol).



Conclusoes

A partir do trabalho apresentado concluimos que o tratamento de cafeina 50mg/kg sc em
camundongos durante o periodo da adolescéncia ndo é ansiogénico, na vigéncia da cafeina. Essa
caracteristica foi comprovada através da analise comportamental, hormonal e neuroquimica.

Avaliando o perfil neuroquimico relacionado a formacdo de memoria, e observamos que 0s
animais tratados com cafeina se encontram mais propensos a formacdo de novas memoérias, no
entanto sdo necessarios testes comportamentais relacionados ao aprendizado para corroborar esse
fato.
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Introducéo
Vaérios tipos de lesdo sdo capazes de induzir a plasticidade em circuitos intactos do sistema nervoso
central. Varios progressos foram feitos para entender os mecanismos compartilhados pela ativacdo do
sistema imune e a plasticidade induzida por lesdo. Nosso modelo experimental utiliza as projecoes
retinotectais para estudar a correlacdo entre plasticidade e ativacdo microglial durante o periodo critico
do desenvolvimento sinaptico. N6s também investigamos o papel da calcineurina (CaN), numa fosfatase
envolvida em ambos os fendmenos de depressado de longa duracdo e ativacdo imunoldgica.

Resultados e Discussao

Durante o periodo critico (DPN10), a enucleagdo monocular foi capaz de induzir um brotamento robusto
dos axdnios intactos por todas as camadas visuais do coliculo superior (CS). Tal efeito exibe maior
intensidade com 24 horas de sobrevida, persistindo ap6s lano. O tratamento sistémico, quando
comparado ao tratamento local com inibidores da CaN, se mostrou eficaz na inibi¢do da plasticidade
induzida pela enucleagdo, levando a reducdo da arborizagdo das fibras nervosas, resultando em
diferencas quantitativas e qualitativas entre o grupo tratado e o grupo controle. Em relagdo a ativacéo
microglial, verificada por imunofluorescéncia, a liberacdo local de antagonistas da CaN néo interferiu
com sua ativacdo, porém a inibicdo sistémica foi capaz de gerar uma notavel reducdo no nimero de
células ativadas no coliculo superior contralateral a lesdo, quando comparamos o grupo tratado ao grupo
controle.

Conclusoes

Em conjunto, nossos resultados ressaltam a importancia do periodo critico na determinagdo do
desenvolvimento e da estabilizacdo da plasticidade apds a enucleacdo monocular. Os dados também
sugerem que a liberagdo local de CsA pode ser insuficiente para garantir a inibigdo microglial na via
retinotectal apo6s lesdo, bem como a plasticidade induzida por enucleacdo monocular. Por sua vez, a
administragdo sistémica de CsA foi capaz de reduzir a plasticidade induzida pela enucleagdo ao mesmo
tempo em que reduziu de forma qualitativamente significativa o nimero de células microgliais presentes
no coliculo superior ap6s lesdo. Os resultados apontam para um possivel envolvimento da ativacdo
microglial na regulacéo da plasticidade induzida por enucleacdo monocular, durante o periodo critico.

Apoio financeiro: CAPES, CNPq, FAPERJ, PRONEX-MCT



Atividade anti-HSV-1 de Derivados Quinolénicos

Ingrid de Barcelos Oliveira (bolsista PIBIC), Levino da Costa Meneses (IC), Maria Cecilia de
Souza (PQ), Leticia V. Faro(PG), JM de Almeida(PG),Natélia Regina Porto Vieira (PG),
Michele de S& Ribeiro (PG), Viveca Giongo (PQ), Claudio Cesar Cirne Santos (PQ), lzabel
Christina Nunes de Palmer Paixdo (Orientadora)

email: ingridbarcelos@gmail.com

Departamento de Biologia Celular e Molecular, Instituto de Biologia, Universidade Federal Fluminense,
Outeiro de S&o Jodo Batista, s/n, Centro, Niter6i, CEP 24020-150, RJ. Brasil.
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Introducéo

O herpes simples tipo 1 (HSV-1) é um virus que infecta células mucoepiteliais e é capaz de
estabelecer laténcia nos ganglios sensoriais. E um virus envelopado que possui um DNA dupla-fita.
O HSV-1 tem uma ampla distribuicdo mundial e atualmente estima-se que 60 a 95% da populagdo
esteja infectada pelo virus, mas de forma assintomatica. A transmissdo se da quando algum tipo de
fissura na pele ou mucosa entra em contato direto com as secre¢des infectadas. Sua reativacao
acontece a partir de estimulos como calor, frio, luz ultravioleta ou estresse, que levam & producéo de
novas particulas virais que sdo transportadas até o sitio inicial de infec¢&o.

As manifestacBes clinicas mais comuns sdo: lesdes mucocutaneas, infecgdes genitais,
infeccOes neonatais, ceratoconjutivite, gengivoestomatite e encefalite. O aciclovir é um analogo
nucleosideo e o primeiro farmaco de escolha para o tratamento de infecgdes por HSV-1. E um
inibidor da sintese de DNA viral, uma vez que interrompe o alongamento de sua cadeia. O
tratamento prolongado com drogas ja conhecidas, como o aciclovir, favorece a emergéncia de cepas
resistentes, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Devido a essa tendéncia, torna-se
necesséario e urgente o desenvolvimento e a busca por novos compostos para prevenir e tratar
infeccdes por HSV-1.

As substancias usadas no presente trabalho sdo derivados aciclonucleosideos quinoldnicos
fosfonatos. Essa classe de substancias possui uma estrutura geral formada por um radical fosfonato
no nitrogénio da posicdo 1 do nucleo quinoldnico e sdo feitas substituicbes na posicdo para ou meta
do nucleo quinoldnico. Os substituintes da classe variam entre os seguintes radicais: Cl, Br, F, NO; e
CHs. Os aciclonucleosideos fosfonatos representam uma opg¢do promissora para o tratamento de
infeccbes causadas por virus, pois agem sobre a DNA polimerase viral e interrompem o
alongamento da cadeia de DNA, mecanismo de a¢do de infecgcdo do HSV-1.

As quinolonas sdo uma classe de substancias muito conhecidas por seu perfil antibiético,
embora muitas delas possuam diversas outras atividades biol6gicas descritas na literatura. Varios
estudos tém demonstrado o papel das quinolonas e seus derivados como antiviral, assim, nos Gltimos
anos tém sido estudadas a fim de encontrar novos compostos com tal atividade. O estudo da
atividade antiviral dos derivados quinolénicos vem sendo realizado por nosso grupo desde 1995. Em
2002, nosso grupo de estudo encontrou valores que foram capazes de inibir a replicacdo do virus
Herpes Simples tipo 1 em cerca de 90% com derivados acliconucleosideos contendo cloro nas
posicdes orto e para. Em continuidade aos nossos trabalhos que visam a obtencdo de novos
derivados quinolénicos com potencial atividade antiviral, estamos avaliando a atividade desses
derivados na replicacédo in vitro do virus HSV-1.

Resultados e Discussao

Nenhuma substancia testada foi citotoxica para as células Vero em relacdo ao controle
positivo, o aciclovir. As substancias inibiram o virus de maneira dose-dependente e apresentou
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indices de seletividade maiores que o do aciclovir. Quanto a atividade virucida, somente a substancia
LDO06 apresentou-se virucida em todos os tempos (1 min, 10 min, 20 min, 30 min, 1h, 2h, 3h e 4h),
ao passo que a LD14 foi virucida nos tempos iniciais (10, 20 e 30 min) e a LD07 ndo foi capaz de
inativar a particula viral, e isso pode estar relacionado a posi¢do do radical no nicleo quinoldnico.
As substancias inibiram até 40% a atividade viral durante o ciclo replicativo e o virus parece ser
mais susceptivel na fase  para todas as substancias.

Conclusoes

Os resultados preliminares encontrados para os derivados quinolénicos com radical flGor
mostraram-se eficientes como inibidor da replicacdo do HSV-1, sem ser citotoxicos, revelando-se
promissores para aprofundar os estudos in vitro do seu mecanismo de acéo e futuro desenvolvimento
de farmacos com ag&o antiviral.
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Introducéo
O desenvolvimento dos circuitos sensoriais ocorre durante um periodo critico onde a eliminagao
de sinapses inapropriadas e o remodelamento sindptico ddo origem a mapas de representacdo da
topografica. Estes mapas representam circuitos neurais que sdo mantidos por meio de
mecanismos que interferem com a estabilidade de sinapses. Dentre estes, 0s &cidos graxos
essenciais (AGESs) se destacam como precursores de mensageiros retrogrados e que influenciam
sistemas de sinalizacdo e regulam a sintese e liberacdo de neurotransmissores. O acido linoleico
(0-6) e o0 &cido a-linolénico (w-3) sdo considerados essenciais, visto que a Unica fonte
disponivel é o consumo dietético. Esses acidos sdo precursores de acidos graxos poliinsaturados
(AGPI) de cadeia longa, como o acido araquid6nico (AA) e o acido docosahexaendico (DHA),
0s quais sdo acumulados durante o periodo fetal e no desenvolvimento infantil. Neste estudo,
avaliaremos os efeitos da restricdo neonatal de AGEs na formag&o e estabilizacdo das conexdes
no sistema visual, um modelo do desenvolvimento de conexdes topograficamente organizadas
no sistema nervoso central.

Resultados e Discussao

Fémeas de ratos pigmentados foram alimentadas por 5 semanas antes do acasalamento com um
dieta controle (6leo de soja) ou com uma dieta restrita em AGEs (6leo de coco). Apbs o
nascimento, as ninhadas foram alimentadas até o dia pés-natal 13, 28 42, quando receberam
uma injecdo intraocular de tracadores anterogrados. Técnicas neuroanatdmicas,
imunohistoquimicas e western blot foram utilizadas para o estudo do desenvolvimento e
manutencdo da especificidade topogréfica dos axénios retinotectais. Os resultados mostram
modificacdes na topografia dos axonios retinotectais caracterizando um atraso no
desenvolvimento neural. A expressao de receptores AMPA e NMDA esta alterada nos animais
submetidos a restricdo de Omega-3.

Conclusdes
O desenvolvimento dos circuitos sensdrias passa pela formacdo adequada de conexdes entre
neurdnios sensoriais e seus alvos centrais. Este processo ocorre em periodos pos-natais e se da
pela eliminacdo de sinapses transitorias e pela formagdo de contatos sinépticos apropriados
durante uma janela temporal do desenvolvimento, o periodo critico. Neste estudo mostramos
que a restricdo nutricional de Omega-3 interfere com este processos levando a um retardo do
desenvolvimento. Portanto, a disponibilidade destes acidos graxos essenciais é determinante do
desenvolvimento de conexdes sensoriais com possiveis impactos na aquisicdo de habilidades
motoras e cognitivas.
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Introducéo: O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) se completa durante o periodo
pos-natal, quando 0 mesmo é extremamente suscetivel a estimulacdo ambiental. Neurotransmissores,
citocinas e neuromoduladores sdo essenciais para o correto desenvolvimento das conexdes
sindpticas. Tanto o desenvolvimento normal quanto a reorganizagdo ap6s a lesdo no SNC induz
organizagdo de moléculas da matriz extracelular, liberacdo de neurotrofinase citocinas pro-
inflamatdrias e expressdo de moléculas envolvidas em processos degenerativos. O desenvolvimento
da especificidade de conexdes centrais, ou seja, 0 ajuste sindptico necessario ao desenvolvimento do
processamento neural € uma etapa essencial a formacao da percepgdo sensorial e tem nas conexdes
retinotectais um dos seus principais modelo de estudo servindo como paradigma do desenvolvimento
geral do SNC. Em ratos pigmentados, 95% das projeces retinotectais atravessam a linha média e
inervam o coliculo superior contralateral, enquanto 5% mantém uma localizacdo ipsilateral em
relacdo ao alvo. Lesdo da retina temporal de um olho induz reorganizag&o dos axdnios ipsilaterais do
olho intacto na superficie do coliculo superior, previamente ocupado quase que exclusivamente pelas
fibras contralaterais A neuroplasticidade observada apds a lesdo da retina é dependente do periodo
critico, onde em estagios iniciais de desenvolvimento ocorre uma reorganizacao rapida enquanto o
mesmo procedimento em estagios tardios leva a uma resposta plastica lenta.

As terapias celulares para tratamento de lesbes neuroldgicas com o uso de células-tronco
embriondrias apresenta grande potencial para o reparo funcional, pois envolve abordagens
regenerativas e de reposicao tecidual, além de fornecerem fatores troficos e substratos necessarios a
regeneracao do sistema nervoso. As células-tronco embrionarias derivam da massa celular interna de
blastocistos e sdo capazes de gerar células dos trés folhetos embrionarios quando implantadas em um
embrido. Em condigBes especificas, ES sdo capazes de se diferenciarem em neurdnios, astrocitos e
oligodendrécitos e, quando transplantadas integram-se aos circuitos neurais do cérebro, retina e
medula espinhal sendo capazes inclusive de aliviar sintomas de lesdes traumaticas e quadros de
neurodegeneragdo induzidos.

As vias retinotectais sdo usadas como modelo de desenvolvimento de conexfes no SNC,
particularmente durante periodos criticos. O uso de células-tronco embrionéarias tem um grande
potencial para reparo funcional porque envolve a reposicdo tecidual e também prove fatores
tyréficos e suporte necessaries para a regeneracdo do SNC. Desta forma, este projeto visa examinar
0 comportamento, sob o aspecto molecular e fenotipico, de células-tronco embrionarias murinas em
modelos de lesdo de retina adulta e verificar se o implante de células-tronco embrionarias altera a
regeneracao axonal e reorganizagao sinaptica das conexdes retinotectais.

Métodos e Resultados: Ratos Lister Hooded de 21 dias de idade foram submetidos & lesdo de retina
temporal conforme descrito em Serfaty et al., 2005. Culturas de células-tronco embrionarias murinas
(mES) foram preparadas sobre um tapete de fibroblasto embrionéario murino inativado e, em seguida,
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injetadas no olho lesionado 24 horas apds a lesdo. A leséo na retina temporal se correlaciona com a
area lesionada no coliculo superior. N6s injetamos a enzima peroxidase (HRP) no olho lesionado
apos 7 dias para marcar anterogradamente os axonios das células ganglionares da retina, revelamos
as projecdes do coliculo superior correspondente por reacdo histoquimica usando TMB como
substrato e removemos os olhos para analisar o efeito das células transplantadas. Durante a cultura,
mEs foram mantidos pluripotentes confirmado por imunofluorescéncia de marcadores especificos
como OCT-4 e SSEA-1. Observou-se que apds uma semana de transplante ndo ha nenhum sinal de
teratogénese tanto no olho normal e quanto no lesado. A lesdo causou uma desenervacao no coliculo
superior e a injecdo de mES causa mudancas no padrdo de reorganizacao das projecdes da retina.

Conclusdo: Diversos trabalhos ja mostraram que células-tronco embrionarias sdo capazes de
produzir e liberar diversos fatores capazes de proteger de insultos causados por injirias. Os nossos
dados sugerem que a injecdo de mES no olho lesionado pode ajudar na plasticidade das projecGes do
coliculo superior.
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Introducdo: O cancer do colo do Gtero € uma das principais neoplasias que acometem
mulheres em todo mundo, com mortalidade de quase 50% e etiologia viral ja esta bem
estabelecida. Os Papilomavirus Humanos (HPV) sdo capazes de infectar o epitélio,
notadamente a mucosa do trato ano-genital, e ocasionar o desenvolvimento de lesdes
transitorias ou persistentes. A infec¢do persistente esta associada com lenta evolucao
maligna das lesdes, permitindo estratégias de deteccdo precoce da presenca viral e de
lesBes precursoras. No entanto, as ferramentas de triagem de lesdes pré-malignas, como
a associacdo entre citologia por Papanicolaou e deteccdo de DNA viral, apresentaram
falhas inerentes da propria técnica, levando a tentativa de estabelecimento de novos
biomarcadores auxiliares no diagnostico. Dentre o0s principais biomarcadores
potencialmente envolvidos na carcinogénese cervical, ha destaque para as proteinas
controladoras do ciclo celular, como a proteina p53, pRb e a proteina p16. Esta tltima,
codificada pelo gene INK4a, tem sido largamente encontrada suprimida em diversos
tipos tumorais, e a perda de sua expressao tem sido relacionada a eventos epigenéticos,
definidos como alteracBes na expressdo genética sem alteracdo na sequéncia de
nucleotideos. Dentre os mecanismos de silenciamento genético por eventos epigenéticos
mais estudado destaca-se a hipermetilacdo de citosinas presentes em sequéncias de
promotores génicos chamados de ilhas CpG. Assim, nosso estudo modificou e
implantou a técnica de nested-PCR metilacdo-especifica (MSP) para o promotor do
gene INK4a em pacientes com carcinoma cervical invasor, em conjunto com a detec¢édo
e genotipagem de HPV.

Material & Métodos, Resultados e Discussdo: Foram analisadas 20 amostras de
bidpsia de cancer cervical invasor em estudo transversal, submetidas a extragdo de DNA
por fenol-cloroformio, e PCR metilacdo-especifica modificada pela adi¢do de etapa
nested anteriormente, alem de deteccédo e genotipagem de HPV por PCR, com primers
degenerados e primers tipo-especificos, respectivamente. A frequéncia para 0s
gendtipos virais de 25% (5/20) de HPV16, 25% (5/20) de HPV-45, 20% (4/20) de
HPV18, 10% (2/20) de HPV33, e 5% (1/20) de HPV31, co-infec¢do por HPV6 e 16, e
16/18. Quanto a hipermetilacdo, encontramos uma frequéncia 80%, sendo 65% de
metilagdo mista (metilado e ndo-metilado) e 15% metilado. Assim, é sugerido que a
hipermetilagdo do gene INK4a seja um evento frequente no cancer cervical, podendo
estar relacionado com a carcinogénese cervical.

Conclusdo: A técnica de MSP foi implantada apds algumas modificaces, facilitando a
revelagdo dos resultados e aumentando a sensibilidade da deteccdo da hipermetilagéo.
Apesar de nossos resultados sugerirem relacdo entre a metilacdo e a oncogénese,
estudos posteriores devem ser feitos para corroborar a hipotese ao avaliar amostras
normais e de lesbes precursoras.
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RESUMO

Apés lesédo, a glia de Muller da retina é capaz de proliferar e sofrer alteragcfes
morfologicas e na expressao de genes, um processo conhecido como gliose
reativa. Neste trabalho, investigamos a proliferagédo celular e as mudancas
morfologicas dependentes de nucleotideos apds lesédo de culturas de células
de retina cultivadas em monocamada. Cultura de células de retinas de
embrides com 8 dias (E8) cultivadas por 7 dias (E8C7), foram lesadas com
uma ponteira de micropipeta, gerando uma regido desprovida de células. Trés
dias apos lesdo em culturas E8C7, apenas células com morfologia glial foram
detectadas na area da lesdo. Experimentos de imunocitoquimica revelaram um
aumento na incorporacdo de BrdU nas culturas submetidas a lesdo. Em % de
nlcleos BrdU™ / DAPI” + EPM: culturas n&o lesadas = 100 + 9.12; area de lesdo
=310 + 23.3; area distante 5 mm da lesdo = 156 + 13.44. RB-2, um antagonista
de receptores P2 foi capaz de inibir completamente a proliferagcdo celular
induzida pela leséo, tanto na borda da area livre de células, quanto nas areas
distantes 5 mm da area de lesdo.O tratamento de culturas lesionadas em
E8C7 até E8C10 com dantrolene 50 uM, um inibidor da mobilizacdo do calcio
intracelular, também foi capaz de inibir o crescimento celular na area da lesao
apos 3 dias. Por outro lado, o tratamento de culturas submetidas ao protocolo
de lesdo com 5 pM de SB 202190, um inibidor da p38 MAPK ou com 10 pM de
LY 294002, um inibidor da PI3K também foi capaz de inibir o recobrimento da
area da lesdo apds 3 dias, sugerindo a participacdo destas duas vias de
sinalizacdo no crescimento glial promovido por lesdo mecanica da
monocamada de células de retina. Ja o tratamento com o agonista do receptor
P2Y1 2 d-ATP (100 pM) promoveu uma pequena intensificacdo no
recobrimento glial da area da lesdo. Entretanto, o tratamento das culturas com
0 antagonista especifico do receptor P2Y1 MRS 2179 (30 uM) nao foi capaz de
inibir significativamente o recobrimento da lesédo. Estes dados em conjunto
sugerem que a leséo de culturas de células de retina em monocamada €é capaz
de induzir uma resposta de crescimento celular na area de lesédo que envolve a
proliferacdo de células gliais mediada por ativacdo de receptores P2 de
nucleotideos, mobilizacdo de célcio intracelular e ativacdo das vias da PI3K e
da p38. Os resultados também sugerem que receptores P2 do subtipo P2Y2/4
devem ser os subtipos de receptores purinérgicos envolvidos nesta resposta
glial & leséo mecanica.
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Introducdo: Ouabaina (OUA), previamente conhecida como um esteréide cardioténico capaz de
inibir a Na+k+ ATPase, foi recentemente identificada como um componente enddgeno de
mamiferos, sendo produzida principalmente pela adrenal e hipotalamo e encontrada no plasma
circulante. Adicionalmente, vem sendo sugerido que a Ouabaina é liberada pela adrenal em situagdes
de estresse, juntamente com outros glicocorticdides. Sabendo-se que a Ouabaina é capaz de modular
diversas funcdes imunoldgicas, o objetivo principal deste trabalho foi estudar se doses fisiologicas
de QOuabaina liberada em situacGes de estresse podem regular as populagdes de linfocitos B. Nos
experimentos in vivo, camundongos das linhagens C57BL/6 ou Balb/C machos ou fémeas foram
injetados intraperitonealmente (i.p) com 0,56mg/kg de Quabaina por 3 dias consecutivos. As
populacdes de linfécitos B em diferentes drgaos foram analisadas por citometria de fluxo 24h ap6s a
Gltima injecéo.

Resultados e Discussdo: Nossos resultados mostram que células B na medula 6ssea, baco e sangue
foram moduladas in vivo por Ouabaina, mostrando uma diminui¢do na populagdo de células B
maduras (B220"IgM"). Na medula 6ssea houve um decréscimo no niimero total de células mas,
entre os linfocitos B, as células Pro/PreB (B220'IgM) e B imaturas (B220°IgM*) foram
preservadas, com diminuicdo somente das B maduras. Percentualmente, houve um aumento da
linhagem miel6ide na medula 6ssea, ja que houve uma diminuicdo percentual dos linfdcitos B.
Porém, o nimero absoluto de células mieldides ndo foi alterado. O decréscimo do nimero de células
na medula dssea produzido por QOuabaina ndo pode ser observado em animais jovens de até 3
semanas, cujos niveis de corticosterona (glicocorticéide enddgeno) ainda ndo esta estavel. Nos
experimentos in vitro em que os glicocorticdides end6genos estdo ausentes, as células B da medula
o6ssea ndo foram afetadas pela Ouabaina, corroborando com a hipétese de que os efeitos da Ouabaina
sdo dependentes da presenca de glicocorticdides endogenos. No baco, também foi observada a
diminuicdo de linfocitos B maduros, afetando preferencialmente as células B foliculares
(CD21°CD23+) que correspondem & maioria das células B presentes neste 6rgéo.

Conclusdes: Os resultados sugerem que a Ouabaina estaria afetando alguma etapa da maturagéo dos
linfocitos B no bago bem como sua recirculagéo, ja que o nimero de linfécitos B no sangue também
esta diminuido. Conseqtientemente, observamos que a recirculacdo desses linfocitos do baco para a
medula via sangue esta prejudicada, o que leva a uma queda do namero de linfocitos B maduros na
medula, conforme observado em nossos resultados. Os efeitos da Ouabaina parecem ser
independentes da linhagem e do género dos animais, mas a idade dos mesmos foi considerada
importante. Esses resultados abrem novas perspectivas para 0 uso potencial da Ouabaina como um
regulador endégeno das populagdes celulares do sistema imunolégico.
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Introducéo
A infeccdo pelo virus herpes simples tipo-1 (HSV-1) pode causar varia doengas, como infeccdes

cutaneas, genitais e encefalites. O aciclovir é o composto mais utilizado no tratamento destas
infeccbes. Porém, o aparecimento de cepas HSV-1 resistentes aos antivirais, como o aciclovir
(ACV), fazem da busca por novas moléculas, especialmente com diferentes mecanismos de acéo,
uma constante urgéncia. Neste trabalho avaliamos a citotoxicidade e a potencial atividade anti-HSV-
1 de derivados aminonaftoquinonas em células Vero.

Resultados e Discusséo
De maneira geral, os derivados apresentaram certa citotoxicidade, com excecao das substancias

QUI02, que tem apenas o anel benzénico ndo contendo radicais, QUI07, que tem o radical nitro na
posicdo C-15, e QUI0Y9, que tem o radical cloro nas posi¢des C-13 e C-15, que tiveram valores de
CCs maiores do que o aciclovir, sendo entdo menos citotoxicos. Essas substancias ndo foram
capazes de alterar a infectividade do virus, porém inibiram a replicacéo in vitro do HSV-1 de
maneira dose dependente, principalmente as substancias QUI07 e QUI09, que obtiveram indice de
seletividade maior do que o aciclovir.

Conclusoes
As substancias QUI02, QUI07 e QUI09 possuem um perfil promissor para a continuacéo dos
estudos in vitro e in vivo para o futuro desenvolvimento de derivados com acdo antiviral.
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Introducéo

A ma alimentacdo constitui um dos principais fatores que afeta a satde da populagdo. E
imprescindivel a orientacdo e a conscientizacdo da importancia de conhecer os alimentos cuja as
substancias auxiliam na promocdo da saude. A canela tem sido considerada um alimento
nutracéutico, pois a ingestdo desta especiaria gera beneficios a salde incluindo prevencdo e/ou
tratamento das comorbidades associadas & Sindrome Metabdlica, como melhora da sensibilidade
insulinica, reducédo da pressdo arterial média e melhora do perfil lipidico em humanos e roedores. A
canela possui comprovados efeitos antioxidantes, antidiabetogénicos, antialérgicos, anticancerigenos
e/ou antiesclerdticos (Dahankumar e cols., 2000; Khan e Safdar, 2003; Lampe, 2003). Um dos
efeitos mais bem estudados é a marcante ag&o insulina-simile ou potencializador da ag8o da insulina.
Estudos in vitro caracterizaram parte dos mecanismos associados a melhora da sensibilidade a
insulina, como o aumento da expressdo e/ou modulacdo do receptor de insulina, GLUT-4 e
fosfatases de tirosina (PTP-1) (Imparl-Radosevich e cols., 1998; Cao e cols., 2007); estes efeitos
foram associados, em sua maioria, a hidroxichalcona e ao polimero de polifenal tipo A isolados da
canela (Jarvill-Taylore cols., 2001; Anderson e cols., 2004). Nosso grupo demonstrou recentemente
que a canela é capaz de modular a secrecdo de outros horménios como leptina, adiponectina e
hormoénios tiredideos, que possuem diversos efeitos metabdlicos, reguladores da ingestdo alimentar e
do gasto energético (Gaique, 2009, Lopes, 2009). Também demonstramos que a ingestdo de canela
por ratos saudaveis modifica beneficamente a composicdo corporal, aumentando a massa magra
(contetido de proteina) e reduz a massa gorda (conteddo de gordura) (Lopes, 2009), entretanto os
mecanismos pelos quais a canela exerce estes efeitos ainda ndo foram esclarecidos, mas podem estar
correlacionados as alteracGes enddcrinas promovidas pela canela.

Os hormoénios tireoideanos (HT) exercem seus efeitos bioldgicos por ativar, principalmente,
0s receptores nucleares TRalfal, TRbetal e TRbeta2 (Lazar, 2003). Os HTs, através dos TRs,
regulam genes envolvidos na manutencdo da homeostase glicidica, protéica e lipidica, lipogénese, a
lipblise, a beta-oxidacdo de acidos graxos e termogénese. No hipertireoidismo, prevalece o efeito
catabolico, enquanto no hipotireoidismo ocorre diminuicdo tanto do processo catabdlico como do
anabolico, com associacdo a reducdo de gasto energético (Larsen e cols., 2003). Em humanos, uma
das principais causas de dislipidemias é o hipotireoidismo, e observa-se aumento do colesterol sérico
total, colesterol LDL, apolipoproteina B, lipoproteinas e triglicerideos (Pearce, 2004). Uma vez que
diversos trabalhos demonstraram que a ingest&o cronica de canela modula o perfil lipidico (Khan e
cols., 2003; Kim e cols., 2006; Kannappan e cols., 2006), levantamos a hipétese que a canela exerca
este efeito, a0 menos em parte, através da modulacdo da funcéo tireoideana.

Alteragdes na funcdo tireoideana estdo associadas a modificagdes no peso corporal,
fome/saciedade, gasto energético e sensibilidade a insulina. Pacientes com hipertireoidismo
freqlientemente apresentam reducdo no peso corporal apesar da hiperfagia e o excesso de horménios
tiredideos induzem resisténcia insulinica, enquanto o hipotireoidismo esta associado ao ganho de
peso e sensibilidade normal a insulina (Dimitriadis e cols., 1985; Larsen e cols., 2003; Giménez-
Palop e cols., 2005).



Portanto, nosso objetivo foi estudar as alteragdes na composi¢do corporal induzidas pela
ingestdo crbnica de extrato aquoso de canela ou canela em pé em ratos machos wistar hipotiredideos.

O hipotireoidismo foi induzido com metimazole (2-mercapto-1-methylimidazole, Sigma),
droga bloqueadora da biossintese dos hormdnios tiredideos, na dose de 0,03% na agua de beber por
trés semanas. Apos este periodo, os ratos foram divididos em grupos que foram suplementados com
extrato aquoso de canela ou canela em pd na racdo durante 3 semanas e foram eutanasiados ao final
do tratamento por decapitag&o.

Para o preparo do extrato aquoso (Kannappan et al., 2006; Sheng et al., 2008) a canela em
pau foi finamente macerada com um triturador mecanico. Posteriormente adicionamos 10g da canela
macerada a 100mL de &gua destilada e aquecemos em banho-maria a 60°C por uma hora. Apds esse
periodo, o extrato aquoso foi centrifugado a 1000xg por 5 minutos e 0 sobrenadante aliquotado e
armazenado a -20°C. O extrato aquoso foi administrado oralmente aos animais, por gavagem, no
volume de 4mL/kg peso corporal/dia (concentracdo de 400mg/kg peso corporal/dia).

A suplementacdo com canela em pé é uma proposta experimental importante, pois se baseia
no fato do consumo de canela por humanos ser preferencialmente na forma de p6 (Kham e cols.,
2006). Para a elaboragéo da racdo suplementada (Preuss et al., 2006; Sheng et al., 2008), a canela em
pau foi finamente macerada com um triturador mecanico e foi adicionada a racdo comercial
previamente macerada, na propor¢do de 0,7% (grama de pé de canela: grama de po de ragdo). Para
cada 100g de racdo com canela adicionamos 100mL de &gua filtrada para formar pellets. A racdo
suplementada com canela foi feita a cada 2 ou 3 dias e foi armazenada a 4°C. Considerando que 0s
ratos machos adultos ingerem em média 20g de ragdo por dia, a ingestéo diaria de canela em po foi
de aproximadamente 140mg. Os ratos controles e os receberem canela na racao receberam agua por
gavagem.

Ap6s o sacrificio, os tecidos adiposos branco (TAB) inguinal, retroperitoneal e epididimal
foram pesados em balanca digital para analise da massa adiposa. Ap6s a pesagem, o TAB foi
devolvido & carcaca eviscerada para posterior processamento para analise do contetdo protéico total
(Souza et al., 2010).

A quantificacdo de leptina e adiponectina séricas foi feita por radioimunoensaio especifico.

Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal Fluminense (UFF), sob o registro n° 00107-009.

Resultados e Discussédo
Consumo Alimentar

Os valores das pesagens das racdes, realizadas trés vezes por semana, em balanca digital,
durante todo o tratamento, foram somados e corrigidos pelo nimero de animais de cada grupo. No
experimento realizado com os animais saudaveis, observamos um aumento significativo (P<0,05) na
ingestdo alimentar dos animais tratados com canela em p6 quando comparado ao grupo controle,
porém ndo observamos diferenca na ingestdo alimentar dos animais tratados com extrato aquoso de
canela. No experimento realizado com animais hipotireoideos, observamos uma menor ingestdo
alimentar (P<0,05) nos animais controles-hipotire6ideos comparados aos controles-eutiredideos.
Este resultado ja era esperado, pois é conhecida a agdo estimuladora da fome dos horménios
tiredideos. Os ratos hipotiredideos que receberam canela em pd na racdo ou extrato aquoso por
gavagem tiveram o mesmo perfil de resposta que os animais saudaveis tratados com canela.
Entretanto, acreditamos que o aumento do consumo alimentar observado nos animais tratados com
canela em p6 seja devido ao esfarelamento que ocorre quando o animal come a ragdo, uma vez que a
racdo comercial é manipulada em nosso laboratdrio para a adicdo de canela e a consisténcia ndo fica
igual ao da racdo comercial ndo-manipulada. Estamos realizando novos experimentos para
observamos de forma mais controlada a ingestdo alimentar dos animais.

Ganho de massa corporal



Os animais foram pesados 3 vezes por semana durante todo o tratamento, em balanga
digital. Observamos que os animais saudaveis tratados com canela em p6 e extrato aquoso de canela
tiveram reducdo no ganho de massa corporal quando comparados aos animais controles (P<0,05). Os
animais hipotiredideos-controles tiveram reducdo de massa corporal quando comparados aos ratos
eutiredideos-controle. Esta perda de peso é esperada para ratos, uma vez que apesar de haver
reducdo do gasto energético decorrente da auséncia dos hormdnios tiredideos, ha uma importante
reducdo no consumo alimentar. De maneira interessante, observamos que os animais hipotiredideos
tratadas com canela em pé e extrato aquoso tiveram uma perda de peso significativamente maior que
0s animais hipotireoideos-controles (P<0,01 e P<0,001, respectivamente).

Esta reducdo do ganho de massa corporal observada nos animais saudaveis e hipotire6ideos
tratados com canela sugere um maior gasto energético nestes animais, uma vez que ndo observamos
reducdo no consumo alimentar.

Composigdo corporal

A analise da massa adiposa total (soma da massa do tecido adiposo branco inguinal,
retroperitoneal e epididimal) apontou para uma diferenca de fendtipo dependente da presenca de
hormdnios tiredideos. Nos animais saudaveis a ingestdo de canela promoveu reducdo da massa
adiposa (canela em pé: -30%; extrato aquoso: -41% vs grupo controle), tendo alcancado diferenca
significativa somente no grupo tratado com extrato aquoso (P<0,05). Entretanto, nos animais
hipotiredideos observamos o oposto: ganho de massa adiposa com a ingestdo de canela (Hipo:
+17%; Hipo+canela em p6: +39%*; Hipo+extrato aquoso: +38%* vs grupo eutireoideo; *P<0,05 vs
controle eutiredideo).

A diferenca de fenétipo dependente do status tiredideo também foi observada quanto a
massa de proteina total da carcaca. Observamos que a ingestdo de extrato aquoso de canela
aumentou o percentual de proteina da carcaca quando comparado aos animais saudaveis-controles
(P<0,05). Entretanto, os animais hipotiredideos suplementados com canela em pé e com extrato
aquoso tiveram reducdo no percentual de proteina da carcagca quando comparados aos animais
controles eutiredideos e hipotiredideos (P<0,05).

Secrecdo de adipocinas

Nesta etapa do projeto demonstramos que a ingestdo cronica de canela é capaz de modular a
concentracao sérica de adiponectina e leptina em ratos saudaveis eutireddieos, mas que estes efeitos
nao sao observados quando os animais estdo em estado de hipotireoidismo. A adiponectina é um
horménio adipocitario associado a sensibilidade insulinica e nossa hipotese inicial € que a canela
aumentasse a secrecao deste horménio. No grupo suplementado com canela em p6 observamos que a
concentracdo absoluta do horménio esta reduzida (34%, P<0,05) enquanto ndo observamos
diferencas significativas no grupo tratado com extrato aquoso de canela. A adiponectina ¢ um
hormdnio secretado de forma inversamente proporcional a massa adiposa, ou seja, é esperado
observar aumento da sua secregdo com a redugdo da massa de tecido adiposo branco. Desta forma,
corrigimos a concentragdo sérica absoluta encontrada pela massa de tecido adiposo total e
observamos que o grupo tratado com canela em pé manteve a secre¢do de adiponectina proporcional
a massa adiposa. Entretanto, observamos que o grupo tratado com extrato aquoso de canela teve a
secrecdo aumentada quando ajustada pela massa adiposa (48%, P<0,05). Sugerimos que um dos
mecanismos pelos quais a canela module a secrecdo de adiponectina seja através da modulacdo da
expressdo e ativagdo do PPAR gama expresso no tecido adiposo branco.

A leptina, assim como a adiponectina, € um hormdnio adipocitario, importante para a
regulacdo do gasto energético e ingestdo alimentar secretado de forma proporcional a massa adiposa.
Observamos que os tratamentos com canela em po e extrato aquoso reduziram de forma significativa
a concentracdo de leptina corrigida pela massa adiposa (22,4% e 31,5%, respectivamente; P<0,05).



Apesar da menor concentracdo de leptina, ndo observamos alteracdo na ingestdo alimentar dos
animais.

Conclusdes

Os nossos dados obtidos até o0 momento demonstram que:

- a ingestdo de canela induz reducdo do ganho de massa corporal em ratos eu e hipotiredideos;

- a ingestdo de canela por animais saudaveis & capaz de promover alteracdes benéficas na
composicado corporal - redugdo da massa adiposa e aumento da massa de proteing;

- a ingestdo de canela na situagcdo de hipotireoidismo aumentou a massa adiposa e reduziu o
contetdo de proteina corporal;

- em ratos saudaveis eutireoideos, a ingestdo cronica de canela reduziu a concentracdo sérica
absoluta de leptina e também a corrigida pela massa adiposa. Este achado ndo acarretou alteracdes
na ingestdo dos animais;

- a ingestdo crbnica de canela reduz a concentracdo sérica de adiponectina corrigida pela massa
adiposa em animais eutireoideos;

- em ratos hipotiredidos, a ingestdo de canela nédo alterou a concentracdo de leptina e adiponectina,
como observado nos animais eutiredideos;

Portanto, podemos concluir que apesar da redugdo do ganho de massa corporal induzido
pela ingestdo cronica de canela nos ratos saudaveis e hipotiredideos, as alteragcdes benéficas da
composicdo corporal (reducdo da massa adiposa e aumento do contelildo de proteina corporal) séo
dependentes de concentracdes adequadas de hormdnios tiredideos, assim como as alteracfes
promovidas nas secregdes das adipocinas leptina e adiponectina.
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Introducéo

Em trabalhos anteriores foi demonstrado que a inibicdo de sintese de proteinas é capaz de aumentar a
disponibilidade do aminoacido L-arginina (L-Arg) em culturas de retina de embrido de galinha, bem
como aumentar a sintese de L-citrulina (L-Cit). Este resultado indicou de forma indireta, mas pela
primeira vez, o aumento da producdo de 6xido nitrico (NO) disparado por inibicdo de sintese
protéica. Conhecidamente toda L-Cit proveniente do SNC provém da catalise da L-Arg, por
intermédio da enzima oxido nitrico sintase (NOS), produzindo L-Cit e NO de forma estequiométrica.
Aqui neste trabalho, estamos quantificando a producdo de NO de forma direta através do uso de 4-
amino-5-metilamino-29,79-difluororesceina  diacetato (DAF-FM-DA). Verificamos ainda a
possibilidade da ativacdo de vias de sinalizacdo como a AKT e a ERK que poderiam ser fosforiladas
pelo aumento de NO proveniente do bloqueio da sintese protéica.

Resultados e Discusséo

Foi obtido um aumento significativo para a fluorescéncia do DAF quando as células foram tratadas
com cicloeximida (CHX) ou anisomicina (ANISO), inibidores de sintese protéica. O tratamento com
glutamato ou carregamento com L-Arg, produziram efeitos semelhantes. Foi demonstrado também
pelo nosso grupo, que estimulos em receptores do tipo NMDA sdo capazes de inibir a sintese
protéica, com um conseqliente aumento nas concentracBes de L-Arg livre. A intensidade da
fluorescéncia intracelular foi determinada pelo programa imageJ e analisada em comparagdo com
grupos de culturas tratadas com CHX, ANISO, L-Arg, glutamato e inibidores de NOS, como L-NG-
Nitroarginina-metil-éster (L-NAME) e 7-NI. Os resultados apresentados indicam um aumento de
cerca de duas vezes o valor do controle, quando tratados com CHX ou glutamato e totalmente
inibido na presenca de L-NAME. De forma semelhante, ocorre 0 mesmo em culturas tratadas com 7-
NI. Em outra série de experimentos, utilizando a técnica de Western blotting, trabalhamos a
visualizacdo da fosforilacdo das proteinas ERK e AKT, descritas pelo nosso grupo por ter esse efeito
aumentado devido a ativagcdo da via do NO, contudo até o presente momento ndo obtivemos
resultado significativo.

Conclusdes

A inibicdo farmacoldgica da sintese de proteinas mimetiza o efeito de aumento de producdo de NO

produzido por estimulos glutamatérgicos ou pelo aumento do substrato L-arginina. Embora
resultados do nosso grupo demonstrem que esta inibicdo possa levar a efeitos posteriores na
fosforilagdo da AKT e ERK, ainda ndo fomos capazes de reproduzi-lo. Para este fim, mais
experimentos necessitam ser realizados
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INTRODUCAO

As doencas metabdlicas e a obesidade tém se tornado grandes problemas de salde publica
na sociedade moderna e sdo comumente atribuidas ao estilo de vida e fatores dietéticos introduzidos
ja nos primeiros anos de vida (Pescatello et al., 2008). Estudos longitudinais classicos mostram
uma forte associagdo entre o0 excesso de peso nas primeiras décadas de vida e a alta taxa de
morbimortalidade na vida adulta por doencas cardiovasculares (Must et al.,1992).

A prética regular de atividade fisica tem sido recomendada para a prevencdo e reabilitacdo
de doencas cardiovasculares e outras doencas cronicas por diferentes associacdes de salde no
mundo, como o American College of Sports Medicine, a American Heart Association, a Sociedade
Brasileira de Cardiologia, entre outras. O exercicio é uma situacdo de estresse que modifica a
homeostase corporal, fazendo com que o organismo tenha que restabelecer um novo equilibrio para
minimizar os danos celulares e estes ajustes fisioldgicos perduram por varias horas ap6s o exercicio.
Um dos sistemas afetados é o eixo hipotadlamo-hipéfise-tiredide. Durante o exercicio ocorre o
aumento da demanda metabdlica bem como da termogénese, e este aumento da termogénese é
contrabalanceado por mecanismos que sao ativados para dissipar o calor, como a vasodilatacéo (da
Nobrega, 2005). E ja € bem conhecido que o metabolismo de substratos e termogénese séo altamente
regulados pelos horménios tiredideos, assim, a influéncia do exercicio na funcéo tiredidea tem sido
alvo de diversos estudos (Fortunato et al., 2008; Ciloglu et al., 2005; Mastorakos e Pavlatou, 2005;).

No geral, estes estudos mostram que a resposta da funcdo tiredidea ao exercicio €
controversa e depende da intensidade e duracdo do protocolo do exercicio, além do status nutricional
(Fortunato et al., 2008; Ciloglu et al., 2005; Huang et al., 2004; Rone et al. 1992; Krotkiewski et al.,
1984; Limanova et al., 1983).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos agudos e cronicos do exercicio
moderado na funcdo tiredidea de ratos obesos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Delta do ganho de massa corporal e somatério dos tecidos adiposos apds 4 meses de dieta
hiperlipidica e hipercal6rica do animais do exercicio agudo

Os animais do grupo obeso que foram alimentados com uma dieta hiperlipidica e
hipercaldrica (27% de lipideos) tiveram um ganho de peso de 42% maior que 0s animais eutréficos
(P<0,05), além disso, o somatorio dos tecidos adiposos visceral, inguinal e epididimal foi 36% maior
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no grupo obeso (P<0,05). Estes dados mostram a eficiéncia da dieta ofertada em engordar os
animais.

Delta do ganho de massa corporal de 2 a 4 meses de dieta (momento doTreinamento)

N&do encontramos diferencas no ganho de massa corporal entre os grupos treinados e 0s
controles durante os dois Gltimos meses de dieta hiperlipidica e hipercal6rica, momento em que 0s
animais foram expostos ao treinamento. Observamos apenas que 0s animais submetidos ao
treinamento tenderam a ganhar menos massa corporal do que os controles, mesmo aqueles que
continuaram se alimentando com a dieta hiperlipidica e hipercalérica. Mostrando a eficacia do
treinamento em impedir o ganho de massa coproral.

Concentracao sérica de T3 total, T4 total e TSH

Os animais do exercicio agudo, que foram submetidos a uma sessdo de exercicio moderado
por 30 minutos (60% da velocidade maxima atingida no teste de esforco méximo), foram
eutanasiados 30 minutos apds a sessdo de exercicio.

O T3 total sérico dos obesos foi maior do que o do controle (P<0,05), enquanto que o T4
total ndo foi alterado no momento basal. Ap6s 30 minutos de uma sesséo de exercicio moderado foi
observado uma redugdo do T3 total sérico somente no grupo obeso sacrificado 30 minutos apos a
sessdo de exercicio (37%, P<0,05), ja o T4 total e 0 TSH néo apresentaram alteracdo entre 0s grupos
apos uma Unica sessao de exercicio moderado.

Os animais do grupo do treinamento foram submetidos a 2 meses de treinamento moderado
em esteira (de 50 a 70% da velocidade atingida no teste de esforco maximo) e foram sacrificados
apos o treinamento. Apds o treinamento foi observado um aumento no T3 total do grupo treinado
guando comparado ao grupo controle (55%, P<0,05), e nenhuma alteracdo foi encontrada nos
animais obesos que foram expostos ao exercicio. O T4 total e 0 TSH séricos ndo alteraram apds o
treinamento.

CONCLUSOES

Uma Unica sessdo de exercicio foi capaz de modular a funcéo tiredidea em ratos machos
obesos. O T3 total diminuiu 30 minutos ap6s o exercicio em ratos obesos, retornando a valores
préximos aos do controle. O grupo controle apresentou um maior T3 total ap6s o treinamento,
enquanto nenhuma alteracdo no grupo obeso foi observada ap6s o treinamento, provavelmente
devido aos obesos ja apresentarem altos valores basais de T3 total.
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AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS E
CARACTERIZAQAO DA RESISTENCIA AOS MACROLIDEOS ENTRE CEPAS DE
STREPTOCOCCUS PYOGENES

Streptococcus pyogenes ou estreptococo do grupo A (EGA) é responsavel por uma
variedade de infec¢des, com diferentes graus de morbidade, e sequelas ndo supurativas. Um
grande numero de fatores de viruléncia estd envolvido na potencial patogénico desta
bactéria. Os membros dessa espécie sdo naturalmente susceptiveis a penicilina, entretanto,
pessoas alérgicas a essa droga, sdo tratadas com outros antimicrobianos, como o0s
macrolideos e os lincosamideos. Nos Ultimos anos as taxas de resisténcia aos macrolideos
tem aumentado e diferentes fendtipos e genotipos de relacionados a resisténcia tem sido
observados. Este estudo teve como objetivo a investigacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos de 70 amostras de S. pyogenes isoladas a partir de diversos espécimes
clinicos, bem como a caracterizacdo daquelas resistentes aos macrolideos. As amostras
foram identificadas a partir dos testes fenotipicos recomendados e a susceptibilidade aos
antimicrobianos foi feita através do método de difusdo em &gar. As amostras resistentes aos
macrolideos foram submetidas a determinacao dos fenétipos de resisténcia (MLSgc, MLSgi
ou M), a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) para eritromicina, a
investigacdo dos genes de resisténcia (ermA, ermB e mefA/E), e a avaliacdo da diversidade
genética a partir da andlise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico apds
tratamento com enzima de restricdo e eletroforese em gel em campo pulsado (PFGE). Pela
metodologia de difusdo em agar as amostras foram susceptiveis a ceftriaxona,
levofloxacina, penicilina G e vancomicina. Porém, observou-se 12,8% de resisténcia a
eritromicina, 10% a clindamicina e 25,7% a tetraciclina. A partir da metodologia de
diluicdo em &gar, observou-se 14,2% de resisténcia a eritromicina, com variacdo da CIM
deste antimicrobiano de 8 a > 256 pg/ml. Os fendtipos de resisténcia observados foram o
MLSgc (7) e 0 MLSgi (3) Os gendtipos obtidos foram: ermA(2), ermA/ermB(2), ermB(5) e
mefA/E/ermA(1). Foi encontrada uma associagéo entre o fendtipo MLSgC € genotipo ermB
e entre fendtipo MLSgi e genotipo ermA. A partir da analise de PFGE, foi possivel
constatar que as amostras resistentes aos macrolideos apresentaram ampla diversidade
genética entre si, 0 que demonstra que tal caracteristica ndo foi relacionada a disseminagéo
de um unico clone. Palavras-chave: Streptococcus pyogenes; Resisténcia aos macrolideos;

Diversidade genetica.
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Introducéao

A Diabetes Mellitus é uma doenca que resulta da incapacidade do corpo de produzir ou
utilizar a insulina. Essa doenca cronica é caracterizada pela hiperglicemia causada por uma
desordem no metabolismo da glicose. A doenca pode ser classificada em duas formas cronicas:
Diabetes tipo I e tipo Il. A diabetes tipo I atinge cerca de 5% a 10% do total de casos diagnosticados
e consiste na destruicdo das células beta do pancreas, responsaveis pela producéao de insulina para o
corpo, o que causa o desenvolvimento da doenga. O tipo |1 atinge cerca de 90% a 95% dos casos e é
causada principalmente pela resisténcia a atuagdo da insulina no corpo. Independentemente do tipo
de diabetes, a hiperglicemia causada pela inibigdo do metabolismo da glicose mediado pela insulina
é a principal caracteristica da diabetes mellitus. A Organizacdo Mundial da Salde estima que 170
milhdes de pessoas no mundo sdo atingidas por essa doenga e prevé que os nlmeros irdo aumentar
para mais de 360 milhdes até o ano 2030 (Wild et al., 2004). Pacientes diabéticos estdo sujeitos a
varias complica¢des oculares, sendo a complicacdo mais severa a retinopatia diabética. Em média,
apos 20 anos de diabetes 90% dos pacientes com diabetes tipo 1 e mais de 60% dos pacientes com
diabetes tipo 2 apresentam algum grau de retinopatia(Screening for Diabetic Retinopathy. American
Diabetes Association. 2002).

A retinopatia diabética é classicamente definida como uma doenca que afeta a vascularizacéo
da retina. Danos aos vasos da retina induziriam a formagdo de edemas, exudatos, microaneurismas e
hemorragias. Porém, uma outra corrente de estudos vem demonstrando que essa doenca atinge a
retina neuronal (Barber et al., 1998). Esse dano, aparentemente, precede 0s danos vasculares sendo
assim, portanto, independente dos danos vasculares (Barber et al., 1998). A perda de células
ganglionares foi detectada em ratos e humanos diabéticos. Além de células ganglionares, células
amacrinas e fotorreceptores podem sofrer neurodegeneracdo em retinas diabéticas de ratos (Aizu et
al., 2002; Park et al., 2003). Muitos estudos relatam um aumento na producéo de éxido Nitrico (NO)
durante a diabetes tanto em células vasculares quanto em células neurais da retina (Madsen-Bouterse
e Kowluru, 2008). Com essa divergéncia, atualmente néo se sabe ao certo se as alteracdes neurais
ocorrem antes das vasculares ou vice-versa e como essas alteracdes estdo relacionadas.

Nesse estudo nds utilizamos uma retina avascular, de pinto, com o objetivo de separar o
componente vascular do neural. Com esse modelo, nds pretendemos estudar se um curto tempo de
hiperglicemia por si s6, independentemente da vascularizacdo, é capaz de causar alteragdes nas
células neurais da retina.



Resultados e Discussao

Nosso grupo demonstrou um efeito modulatério de 6xido nitrico na liberacdo de GABA na
retina de galinha (Maggesissi et al., 2009). Com base em estudos que mostram uma alteracdo dos
niveis de 6xido nitrico em animais diabéticos decidimos verificar se animais com uma semana de
diabetes apresentariam alteragcdes nos niveis de Oxido nitrico. Para isso utilizamos 0 método da
diaminofluoresceina-AM (DAF). O DAF é um marcador para 0 oxido nitrico que emite
fluorescéncia, podendo assim ser quantificado. Esse método ndo era rotineiro no nosso laboratdrio
por isso tivemos que ajustar o protocolo testando varias concentracbes de DAF até alcancar a
concentracdo de 200uM que tem o melhor efeito e o tempo de incubacdo. Foi observado um
aumento na marcacdo do animal tratado com STZ em relacdo ao controle ndo-diabético. A
quantificacdo da fluorescéncia utilizando o software ImageJ nos animais tratados com STZ mostrou
um aumento de 115% na marcacdo de DAF em relacdo ao controle. Em um experimento preliminar,
em que fizemos a pré-incubacéo de 7-NI, que é um inibidor da NO sintase neuronal (nNOS), nds
vimos que esse aumento da fluorescéncia foi totalmente inibido. Temos N=1 apenas, sendo
necessarios mais experimentos, pelo menos n=3, para confirmacdo e realizacdo dos testes
estatisticos.

Em funcdo dos resultados com DAF acreditamos que os niveis de Oxido nitrico estdo
alterados nesses animais que possuem retina avascular. Assim, fomos investigar a expressao de
GABA na retina de animais diabéticos e comparar com animais normais. Nos animais tratados com
STZ nds observamos um aumento na marcacdo de GABA na camada de células amcrinas, nas
células da camada de células ganglionares (CCG) e também na camada de células horizontais. O
tratamento com STZ induziu um aumento de 20% de células GABA+ nas células amacrinas, 16%
nas células da CCG e um aumento de 100% de células GABA+ nas células horizontais.

Para analisarmos se estava ocorrendo alguma alteracdo na morfologia da retina fizemos a
marcacdo com o corante Cresil Violeta, que é um marcador de reticulo endoplasmético rugoso
utilizado para visualizacdo de corpos celulares e da estrutura laminar da retina. N&o foi observada
nenhuma alteracdo entre a retina controle e a do animal com uma semana ap6s a injecdo com STZ,
indicando que uma semana de hiperglicemia ndo é suficiente para alterar aspectos globais como a
organizacdo das camadas e a espessura da retina avascular.

Para analisarmos se estava ocorrendo alteracdo nas células ganglionares da retina utilizamos
0 marcador TUJ1 para a analise, porém ndo percebemos nenhuma alteracdo na marcacdo. A
quantificacdo confirmou esta impressdo ndo resultando em diferenca significativa. A analise desta
populacdo celular ainda serd complementada pela analise da expressdo de Brn3a, um marcador
especifico de células ganglionares da retina de galinha.

Analisamos também as células colinérgicas da camada nuclear interna (CNI) da retina
utilizando o marcador desta populacdo, a enzima de sintese colina acetiltransferase (ChAT).
Analisamos essa populacdo celular por que essas se co-localizam com as células GABAérgicas e
poderia ser utilizado como outro indicio do estado dessa populacdo. Foi observado um aumento na
marcacdo das células ChAT+ dos animais STZ em relagdo ao controle. O aumento observado nos
animais STZ, em rela¢do ao controle, foi de 23%. Também fizemos a analise das células da camada
de células ganglionares (CCG) e vimos um aumento de 14% em relagéo ao controle. Este resultado
sugere que o efeito da hiperglicemia pode ser mais geral, ndo afetando apenas o sistema
GABAGérgico ja que a enzima de sintese de um outro neurotransmissor foi afetada.

Para analisarmos também as células bipolares, nds fizemos a marcagdo com o anticorpo para
a proteina ligadora de calcio calbindina. Foi observado um aumento na marcacgao para a calbindina
no animal tratado com STZ em relagdo ao controle. O aumento na marcagao nas células bipolares foi



de 41%. Também observamos um aumento de 14% na marcagdo das células améacrinas calbindina
positivas. Esse dado poderia indicar uma possivel alteragdo no metabolismo das proteinas
tamponadoras de calcio, como a calbindina.

Conclusoes

Nossos dados sugerem que hd um aumento na producdo de NO precocemente na retina de
pinto hiperglicémicos ap6s uma semana da inje¢cdo com streptozotocin. Estas alteracGes ndo ocorrem
em funcdo de danos vasculares uma vez que a retina de pinto é avascular. Essa hipGtese é muito
interessante, uma vez que contradiz teorias que afirmam que os danos causados pela retinopatia
diabética sdo inteiramente dependentes das alteracGes ocorridas nas células vasculares da retina, por
demonstrar altera¢des na retina neuronal em um periodo de tempo muito curto de hiperglicemia.

Dados do nosso grupo demonstraram (Maggesissi et al., 2009) que 0 NO modula a liberacdo
de GABA na retina normal de pinto. Para investigar se uma semana de inducdo da diabetes melitus |
resultaria numa alteracdo da expressdo de GABA, quantificamos o nimero de células GABA+. Os
resultados demonstram um aumento no nimero de células de 20% nas células améacrinas, 16% nas
células da CCG e 100% nas células horizontais. Estudos adicionais serdo necessarios para verificar
se 0 aumento da producéo de NO esta relacionado com o aumento da imunorreatividade para GABA
na primeira semana de diabetes, ou ainda com as outras alteragdes.

Além das alteracfes no sistema nitrérgico e GABAérgico, também houve alteracdes no
sistema colinérgico e em sistemas de proteinas tamponadoras de calcio, confirmando o efeito de
alteracdes na retina neural em apenas uma semana de diabetes. Porém, células ganglionares da
retina de pinto ndo parecem sofrer alteracdes apds uma semana de diabetes.
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Introducéo

A propriedade bioletrogénica da proteina (Na'/K')-ATPase é de suma importancia para a
excitabilidade das células nervosas, contragdo muscular, reabsor¢do renal de sédio e o controle
osmotico do contetdo celular de dgua. Ja foi demonstrado na literatura que venenos de diferentes
animais, tais como abelhas, escorpides, sapos (género Bufo — as bufaginas) e serpentes tém
capacidade de interferir na atividade (Na'/K')-ATPésica. Em sua composi¢do, 0S venenos
apresentam proteinas e as mesmas respondem pelos diferentes efeitos bioldgicos observados nas
vitimas, tais como a cardiotoxicidade, neurotoxicidade, miotoxicidade, hemolise, hipotensdo, entre
outros. Desse modo, tendo observado os diversos efeitos causados pelas pegonhas das serpentes e em
especial o efeito neurotoxico, o presente projeto tem como objetivo avaliar o efeito das pegonhas das
serpentes Lachesis muta e Bothrops jararaca sobre a atividade (Na'/K")-ATPésica em
homogeneizado de cérebro de ratos. Posteriormente, pretendemos caracterizar e isolar os
componentes presentes no veneno responsaveis pela interferéncia na atividade da enzima.

Resultados e Discussao

Ao analisarmos a atividade ATPasica total em homogeneizados de cérebro de ratos incubados com
concentracBes crescentes de veneno de Bothrops jararaca  podemos observar aumentos
significativos de geracdo de Pi em condic6es de incubagdo com 0,2mg/mL e 0,4 mg/mL de veneno,
cerca de 51,81% e 63,54%, respectivamente, quando comparados ao controle (na auséncia do
veneno). A atividade ATPé&sica sensivel & ouabaina, denominada atividade (Na'/K") ATPésica,
aparece elevada (cerca de 44%, quando comparado ao controle) somente em homogeneizados
incubados na presenca de 0,2mg/mL de veneno.

Ao analisarmos a atividade ATPasica em homogeneizados de cérebro de ratos incubados com
concentragBes crescente de veneno de Lachesis muta podemos observar aumento dose-dependente
das atividades total e resistente a 1mM de ouabaina. Por outro lado, a atividade ATPasica sensivel a
ouabaina, ou seja, a atividade (Na'/K") ATPasica, ndo apresentou qualquer alteracdo na presenca de
diferentes concentragdes de veneno.

Conclusdes

Em conjunto, nossos resultados demonstram que o veneno de Lachesis muta ndo foi capaz de afetar
a atividade (Na'/K")ATPasica presente em homogeneizado de cérebro de ratos, enquanto o veneno
de Bothrops jararaca parece estimular a enzima, somente quando em concentragdo de 0,2mg/mL
(cerca de 44%). Cabe destacar que os ensaios relatados acima foram desenvolvidos em condicdo de
saturacdo para todos os substratos. Para concluir a primeira etapa do trabalho pretendemos reavaliar
os efeitos do veneno em condi¢des sub-saturantes de ATP, uma vez que existe a possibilidade de
componentes do veneno afetarem apenas a afinidade da enzima por seus substratos.
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Em organismos multicelulares, a organogénese requer um controle preciso do balango entre
divisdo e diferenciagdo celular. Pouco se conhece, no entanto, sobre os mecanismos moleculares
que atuam no desenvolvimento, interpretando sinaliza¢des internas e estimulos externos, levando a
um controle correto de proliferacdo celular. Nosso grupo identificou uma nova rede regulatéria do
desenvolvimento de folhas, na qual a proteina ABAP1 (Armadillo BTB Arabidopsis protein 1)
desempenha um papel chave, interagindo com membros do complexo pré-replicativo e com fatores
de transcricédo, dentre os quais AtTCP24. O objetivo desse trabalho € investigar o papel de AtTCP24
no desenvolvimento de Arabidopsis, bem como determinar a importancia de sua interacdo com
ABAPL1.

A sequéncia consenso de ligacao de fatores de transcricdo TCP ao DNA foi identificada nas
regides promotoras de AtCDTla e AtCDT1b, dois membros do complexo pré-replicativo.
Experimentos de EMSA mostraram que AtTCP24 reconhece e se liga as regides promotoras desses
genes, enquanto PCR em tempo real de protoplastos superexpressando AtTCP24 mostraram uma
diminuicao nos niveis de expressdo desses genes. A repressao da expressdo génica por AtTCP24 foi
confirmada in vivo em plantas superexpressando AtTCP24 (AtTCP24°F) | aonde se observa a
reducdo na expressdo de AtCDT1a e AtCDT1b. A superexpressdo de AtTCP24, também resultou
em plantas com folhas menores do que o controle. Essa reducéo é devido a diminui¢do nos nives de
divisdo celular, conforme indicam analises de cinematica. Experimentos de imunoprecipitacdo de
cromatina das plantas AtTCP24°F mostram uma menor presenca de MCM7 do que em plantas
controle, sugerindo a ocorréncia de problemas na formagdo do complexo pré-replicativo. Essas
plantas apresentam ainda cerca de 80% de tricomas com ramificagdo dupla, comparado com 8% em
plantas controle.

NOs acreditamos que AtTCP24 atue como um regulador negativo da divisdo celular em
folhas, mas também tenha papel na diferenciacdo de tricomas. A analise fenotipica de plantas com
niveis reduzidos de AtTCP24, bem como a identificacdo de proteinas parceiras podem indicar
possiveis mecanismos de atuacdo de AtTCP24.
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Introducéo

Cryptococcus neoformans é um fungo oportunista, envolvido em graves infecgbes do sistema
nervoso central, inevitavelmente fatal se ndo tratada (Bras Vet 02:32 Acta, 2008). Atualmente, um
dos principais tratamentos consiste em antifingicos fluconazol ou outros azoéis que inibem lanosterol
14a-demetilase, uma proteina da familia CYP51. Em fungos, CYP51 participa na biossintese do
ergosterol essencial para a viabilidade fingica (Arch Biochem Biophys. 481:210, 2009). De fato o
surgimento de cepas resistentes e a resisténcia de azdis pela CYP51 humana vem incentivar a busca
de compostos mais seletivos (Rev Soc Bras Med Trop. 41:524, 2008).

Objetivo

Neste contexto, o objetivo do presente estudo € construir um modelo de homologia de C.
neoformans CYP51 e doca-la com azdéis conhecida, a fim de avaliar a interacdo e comparar com a
enzima humana.

Métodos e Resultados

Foi construido o modelo por homologia da CYP51 de Cryptococcus neoformans usando o
programa swissmodel usando como template a estrutura cristalina da CYP51 humana. O modelo
resultante foi minimizado usando a mecéanica molecular e avaliando a confiabilidade por
Ramachandran. Nossos resultados mostraram que 0s residuos presentes na regido desfavoravel
(P464, K136 e T460) na avaliacdo por Ramachandran estdo longe do sitio ativo da proteina. A
analise 3D mostrou 87,91% dos residuos com uma pontuagdo 3D-1D média> 0,2 em comparacdo
com o modelo (90,36%). Apenas Y459, residuos T460, K461, A462, E463 e N464 foram <0,2, mas
eles também estdo muito longe do sitio ativo e em um loop que esta ausente na estrutura template. O
alinhamento da sequiéncia primaria com outras proteinas CYP51 revelou percentual baixo de
identidade globais variando de 25 a 46%. No entanto, a estrutura secundaria foi conservada para
todas as sequiéncias, que também apresentou um enovelamento similar. Cetoconazol e fluconazol
foram docados em enzimas humanas e de Cryptococcus revelando o0 mesmo modo de ligagdo com o
ferro no grupo heme. No entanto, a comparacdo de cada sitio ativo da enzima mostrou substituic6es
de residuos, tais como Y77, L100, R103, 1105, A130, V144, 1159, P242, F245, M246, A313, M316,
S388, 1389, Y390 .

Conclusdo

A estrutura tridimensional da CYP51 de C. neoformans mostrou residuos importantes para
interacdo com az6is comparado com a enzima humana. O conhecimento sobre a estrutura lanosterol
14a-demetilase e sua interagcdo com ligantes podem orientar a criagdo de novos medicamentos mais
eficazes com menos efeitos adversos.
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Introducéo

A doenca de Chagas afeta de 16 a 18 milhdes de pessoas no mundo (WHO, 2008), sendo
endémica na América Latina. Esta doenga tem como agente etioldgico o Trypanossoma cruzi um
protozoario flagelado da ordem Kinetoplastidae (Chagas, 1909). A tripanossomiase americana como
também é chamada, pode ser transmitida de diversas formas como: vetorial, oral, transfusional,
congénita, por acidentes laboratorias, entre outras. A forma classica de aquisicdo da doenca se da
através dos dejetos do Triatomineo, inseto vetor popularmente chamado de barbeiro. Essa excreta
contaminada com 0 parasito penetra na mucosa ou na prépria picada promovida pelo inseto
hematé6fago.

A doenca se divide em duas fases clinicas a aguda e a cronica e seu desenvolvimento leva a
severos distlrbios cardiacos, digestivos e neuroldgicos. Os medicamentos disponiveis hoje,
nifurtimox e benznidazol (BZ), tem um resultado insatisfatorio, tendo em vista os efeitos adversos e
capacidade limitada de tratar apenas a fase aguda e cronica inicial. Mais de um século depois da
descoberta da doenca por Carlos Chaga (1909), e cerca de trés décadas do desenvolvimento dos
compostos hoje utilizados, o tratamento ainda € precario (Coura & Castro, 2002), e o
desenvolvimento de novos compostos alternativos para o tratamento desta doenca negligenciada é de
extrema importancia. As quinonas e quinolinas sdo substancias naturais ou sintéticas com
comprovada acdo farmacoldgica microbicida e antiprotozoario (Garnier e cols., 1996; Tekwani,
2006). No estudo foram testados alguns derivados quinolinicos e compostos analogos da
naftoquinona Epoxi-a-Lap descrita por Bourguignon e cols como sendo uma substancia promissora
para o tratamento quimioterapico da doenga de Chagas. Desta forma, o presente trabalho visa dar
prosseguimento a busca de substancias com alta atividade tripanomicida e baixa citotoxidade para
células de mamifero.

Resultados e Discussado

Primeiramente, foi realizado o teste da atividade anti-T.cruzi de diversos compostos na
concentracdo de 50 uM. O resultado deste estudo preliminar mostrou atividade tripanomicida para
0s seguintes derivados quinolinicos e naftoquindnicos: JN10, JN08, JN14, JN06, JN13 e NPPN3203
e NPPN3370. A segunda etapa deste estudo foi realizada para determinar a CL 50 destes compostos,
para isso, a atividade tripanomicida foi avaliada nas concentracfes de 50, 25 e 12,5 uM. Culturas de
5x 10° formas epimastigota/ mL foram submetidas a estas concentrac@es e a contagens de parasitas
vivos, feitas em camara de Neubawer, foram realizadas no terceiro, quinto e sétimo dia. Todos 0s
testes foram feitos em triplicatas e repetidos por duas ou trés vezes, conforme descrito por
Bourguignon e cols, 2009. Os resultados da CL50, calculada a partir do programa estatistico probits,
dos compostos quinolinicos nas cepas Y e Dm28c estdo representados na tabela 1:
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Tabela 1: Concentracéo Letal que mata 50% dos parasitas (CL50), avaliadas nas cepas Dm 28c e Y

do T.cruzi, durante 120 horas de exposicdo aos compostos.

CL50CepaY CL 50 Cepa Dm 28c
Composto
BNZ 2,7uM 0,3uM
JN 08 8,29uM 11,74uM
JN 13 59,72uM 27,31uM
JN 10 34,41uM 14uM
JN 06 9,13uM 12uM
IJN 14 30,44uM 5,3uM

Para avaliacdo da citotoxidade destes compostos em cultura de célula de mamiferos, foram
utilizadas fibroblastos extraidos do rim do macaco verde africano (Cercopithecus aethiops),
chamados de células Vero. Os ensaios foram feitos segundo métodos colorimétricos descritos na
literatura (Aradjo H. P. e cols 2008). A concentragdo citotoxica dos compostos que mata 50% de
células Vero (CC50), foi avaliada com 72 horas de exposi¢do (tabela 2).

Tabela 2: Percentual de células vidveis nas concentrages de 12.5 pM, 25 uM, 50 uM e CC50 dos

compostos avaliados com 72 horas de exposigao.

% de células viaveis em 72 horas

Composto 12.5 uM 25 uM 50 uM CC50 uM
DMSO(solvente) 86,1+9 61,5+ 9 219+3 29,3uM
BZ 83,612 49,6+19 11,749 24uM

IN 14 186+12 96,010 28,714 42,2uM
JN 13 80,2+3 17,47 0+11 17,33uM
IN 10 130,719 40,818 2014 27,6uM
JN 08 68,312 15,448 0+7 17,5uM
NPPN3370 100+ 9 76+ 12 61+13 58uM
NPPN3203 100+8 9816 15424 40uM

*Nao avaliado

Os compostos menos citotéxicos, JN 14 e NPPN 3370, foram selecionados para avaliacdo
de suas atividades contra as formas intracelulares da cepa Y, localizadas no interior de células Vero
em 72 horas de infeccdo. O nimero de células infectadas e as formas amastigotas foram contados em
25 e 50 campos através da microscopia dptica na magnificacdo de 400 e 1000X respectivamente. Os
graficos e figura abaixo representam estas contagens.



Figura 1: Culturas de células Vero infectadas pelo T. cruzi cepa Y, (Microscdpio éptico, 400X).
A: Controle; B: Controle com DMSO 1%(solvente dos compostos); C: Quinolina JN 14 na
concentracdo de 25uM; D: Naftoquinona NPPN3370 na concentragdo de 25uM. Seta: Formas
amastigotas intracelulares.
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Gréfico 1: Percentual de células infectadas em 25 campos, onde foram mesuradas a média e o
desvio padrdo das contagens realizadas em duplicata.
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Gréfico 2: Média e desvio padrao das contagens das formas amastigotas intracelulares em 50
campos.

Através dos resultados obtidos observou-se que o composto JN 14 tem tanto acdo nas formas
epimastigotas quanto nas formas amastigotas, sendo que na Ultima atuou impedindo sua



multiplicagdo reduzindo 60% das formas intracelulares na concentragdo de 50 UM, também agiu nas
formas infectantes impedindo a invasdo de novas células reduzindo cerca de 66% do nimero de
células infectadas. Enquanto o composto NPPN 3370 ndo teve nenhuma acdo contra as formas
amastigotas. Além disso, foi observado no estudo que a atividade anti-T.cruzi dos compostos séo
dependestes da concentracdo, ou seja, quanto maior a concentracdo maior a acao contra o parasito.
Também foi observado que as cepas Dm28 e Y possuem diferentes graus de resisténcias a agdo dos
compostos. Enguanto a CL 50 do composto JN 14, avaliado em formas epimastigotas da cepa Dm28
em 120h, foi 5,3uM para cepa Y foi de 30,4uM. Esses resultados corroboram as diferengas
encontradas entre as cepas Dm 28c e Y, Tc | e Tc Il respectivamente, e a susceptibilidade destes
parasitos a diferentes tratamentos quimioterapicos.

Concluséo

Este estudo indica que os derivados quinolinicos e naftoquindnicos testados podem
representar um futuro e promissor candidato para o tratamento da doenca de chagas. Porém, mais
estudos precisam ser realizados para elucidar o0 mecanismo de acdo destes compostos, bem como
testes in vivo.
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Introducao

O Staphylococcus epidermidis é uma espécie comensal da pele e mucosas e importante
patégeno nosocomial que afeta pacientes imunodeprimidos ou aqueles com proéteses ou correlatos,
devido a capacidade de formar biofilmes que dificultam a chegada de drogas antimicrobianas. Com
base na importancia desta bactéria na area hospitalar e na dificuldade de tratamento de infeccdes
causadas por cepas resistentes, neste trabalho temos como objetivo identificar novos e mais eficazes
antimicrobianos.

Resultados e Discussao

Nossos resultados mostraram apenas compostos da série de pirazolo[3,4-b]piridina
apresentando uma atividade antibacteriana significativa contra S. epidermidis, apresentando o MIC
no mesmo nivel que a oxacilina e duas vezes melhor que o cloranfenicol. A analise teérica dos
derivados utilizando técnicas de modelagem molecular, revelou que a posicao dos grupos funcionais
tem um grande impacto na atividade observada no estudo de relagdo estrutura-atividade (SAR). O
SAR comparativo de ambas as series mostram que derivados pirazolo[3,4-b]piridina apresentam
maior atividade inibitoria quando a posicdo em meta estad ocupada por substituintes eletronegativos.
Os compostos mais ativos foram submetidos a uma andlise in silico ADMET, avaliando-se os perfis,
farmacocinético e toxicologico, que confirmou o perfil potencial destes derivados como prototipos
antimicrobianos contra cepas resistentes de S. epidermidis.

Conclusotes

A analise dos derivados sintetizados pelo nosso grupo, mostrou que os compostos 1a, 1c, le e 1f
apresentaram atividade contra cepas de S. epidermidis provenientes do Hospital Universitario
Antdnio Pedro de acordo com o teste de Difusdo em Disco padronizado pelo CLSI. O estudo da
relacdo estrutura-atividade destes compostos demonstrou que 0s compostos mais ativos
apresentavam baixa toxicidade teérica. Frente a este fato, o trabalho evidenciou estes derivados
como futuros antimicrobianos eficazes em pacientes internados com quadro de infeccdo por esta
bactéria.
Agradecimentos

Agradecemos o Hospital Antonio Pedro pela doacdo das cepas resistentes e a FAPERJ,
NanoCAPES, CNPqg e UFF pelo apoio financeiro.


mailto:hcastrorangel@yahoo.com.br

Efeito agudo e cronico do exercicio sobre a reatividade vascular a isquemia
em mulheres saudaveis

Luiz Paulo de Moura Campos (bolsista PIBIC), Renata Frauches Medeiros (PG), Natalia
Galito Rocha (PG), Allan Robson Kluser Sales (PG), Thales Coelho Barbosa (PG), Felipe de Sa
Pereira (PG), Bruno Moreira da Silva (PQ), Fabricia Junqueira das Neves (PQ), Antonio
Claudio Lucas da Nébrega (Orientador).

E-mail: luizpcampos@gmail.com

Laboratério de ciéncias do Exercicio (LACE), Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Instituto
Biomédico, Universidade Federal Fluminense (UFF).

Palavras Chave: reatividade vascular, isquemia, exercicio agudo, treinamento.

Introducéo

O endotélio, camada de células que reveste a parede vascular interna, tem importantes funcgdes,
dentre elas a sintese e liberagdo substancias vasoativas, como o éxido nitrico (ON), que séo
fundamentais para homeostasia do ténus vascular. Uma das maneiras empregadas para avaliar a
funcdo endotelial é através da isquemia do antebraco, realizada através da manobra de hiperemia
reativa. Esse estimulo isquémico leva a um rapido aumento na tensdo de cisalhamento local, com
consequente elevacdo da producdo de ON. Estudos anteriores mostraram que ha um incremento da
reatividade vascular de individuos saudaveis ap6s uma Unica sessao exercicio. No entanto, ainda nédo
se conhece o efeito do treinamento fisico sobre a reatividade vascular ap6s uma sessao de exercicio
maximo. Portanto, o objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos agudos e crénicos do
exercicio sobre a reatividade vascular a isquemia em individuos saudaveis.

Resultados e Discusséo
Dez mulheres saudaveis, sedentarias, ndo-obesas e ndo-fumantes (idade 28 + 9 anos, IMC 23,2 + 3,6
kg/m2) foram avaliadas para investigar o efeito agudo do exercicio sobre a reatividade vascular. A
reatividade vascular foi avaliada no basal, 10 e 60 minutos apos uma sessao aguda de exercicio (teste
cardiopulmonar de esforgo méximo) ou ap6s o controle (henhum exercicio foi realizado). Para se
investigar o efeito crénico do exercicio fisico sobre a reatividade vascular 54 mulheres saudaveis,
sedentarias, ndo-obesas e ndo-fumantes (idade 31 * 8 anos, IMC 25,0 + 3,1 kg/m2) foram avaliadas
no inicio do estudo, 10 e 60 minutos apds uma sessdo aguda de exercicio antes e apds 12 semanas de
treinamento (N=39) ou de sedentarismo (N=15). A reatividade vascular foi considerada a mudanca
na condutancia vascular no antebraco [fluxo de sangue do antebrago (medido pela pletismografia de
oclusdo venosa) dividido pela presséo arterial média (medida por ausculta)] provocada por 5 min de
oclusdo circulatéria. O teste de esforco maximo foi realizado em uma esteira até a exaustdo
voluntéria. O treinamento consistia em exercicios aerébicos e de resisténcia realizados trés vezes por
semana, durante 12 semanas.

A reatividade vascular permaneceu elevada até 10 min apds o teste de esforco [basal: 7,0 +
1,2 vs 10 min: 9,9 £ 0,9 mL / (100mL de tecido.min-1.mmHg), p <0,01] e retornou aos valores
basais ap6s 60 min [60 min: 6,0 £ 0,9 mL / (100mL de tecido.min-1.mmHg), p> 0,05 vs basal]. N&o
houve alteracdo na reatividade vascular durante a sessdo de controle (p> 0,05). O treinamento
aumentou VO [pré: 30,0 + 0,8 vs pés: 35,0 + 1,0 mL / (kg/ min™), p <0,001], diminuiu o IMC
(pré: 25,2 + 0,5 vs pos: 23,9 £ 0,4 kg/m2, p <0,001), diminuiu a pressdo arterial sistlica (PAS) (pré:
115 + 3 vs pos: 109 + 2 mmHg), diminuiu a pressdo arterial diastélica (PAD) (pré: 74 + 2 vs pos: 69
= 1 mmHg) e diminuiu a pressao arterial média (PAM) (pré: 109 vs 2 vs pos: 82 £ 1 mmHg). No
grupo controle foi observada uma reducdo do VO [pré: 27,7 £ 1,3 vs pés: 25,1 £ 1,2 mL / (kg/



min™)], passando ent&o a existir diferenca do VO,may, NO Momento pés entre 0s grupos treinamento e
controle [Controle: 25,1 + 1,2 vs Treinamento: 35,0 +1 mL / (kg/ min™)]. A reatividade vascular
basal ndo se alterou ap6s o treinamento [antes: 7,0 + 0,5 vs pés: 7,0 + 0,6 mL / (100mL de
tecido.min™.mmHg), p> 0,05]. Em contrapartida, houve aumento da reatividade vascular 10 min
apos o exercicio maximo depois de 12 semanas de treinamento [antes: 9,4 + 0,6 vs ap6s: 10,7 + 0,7
mL / (100mL de tecido.min™.mmHg), p <0,05]. Caracteristicas fisicas, bem como a reatividade
vascular ndo se alteraram no grupo controle sedentario (p> 0,05).

Conclusdes
Uma Unica sessdo de exercicio fisico foi capaz de aumentar a condutancia vascular e esta

resposta foi intensificada com o treinamento, o qual também promoveu o aumento do VO2max e
diminuicdo da PAS, PAD e PAM em mulheres saudaveis.
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Introducéo

A erva-mate (llex paraguariensis) é uma planta originaria da América do Sul. Das folhas
secas e torradas desta planta prepara-se o cha mate. Esta planta chamou a atencdo da comunidade
cientifica nos Ultimos anos por sua atividade antioxidante e protetora frente a processos
degenerativos como, por exemplo, os que levam ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
a danos ao DNA.

O mercado para bebidas a base de cha mate tem crescido a cada ano, seja pelos beneficios a
salde que comecam a ser veiculados pela midia seja pelo langamento de novos produtos com maior
aceitacdo pelo publico, como as bebidas prontas para beber aromatizadas com aroma natural de
frutas (macd, péssego). Os compostos polifendlicos sdo onipresentes em 6rgéos de todas as plantas e
sdo, portanto, parte integrante da dieta humana. Até bem pouco tempo atras, a maior parte do
interesse nutricional nos compostos polifendlicos era sobre os efeitos deletérios causados pela
habilidade de certos polifenéis em se ligar e precipitar macromoléculas, como as proteinas dietéticas,
carboidratos e enzimas digestivas; reduzindo, assim, sua digestibilidade.

Neste trabalho diversas formas de apresentacdo de chd mate tostado foram estudadas e nelas
a concentracdo de polifendis totais, sua capacidade anti-oxidante e as concentrac@es individuais de
diferentes polifendis (rutina, miricitina, quercitina e kaempferol) além de dois alcal6ides (cafeina e
teobromina) foram determinadas por cromatografia a liquido de alta eficiéncia com deteccdo no
ultravioleta-visivel (UV-Vis).

Resultados e Discussédo

A determinacdo dos teores de polifendis totais (PFT) de cha mate tostado foi realizada por
método espectrofotométrico, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteau a partir da metodologia e
padrdo de &cido galico (10 mg/ 50 mL). De modo geral as concentragdes de PFT variaram entre 40 e
70 mg de equivalente de acido gélico por grama de mate tostado, dependendo também do método de
extracdo usado.

A determinagdo de capacidade antioxidante (CAO)foi realizada pelos métodos de BATS e
DPPH. Foram observados valores um pouco diferentes pelos dois métodos, o0 que seria de se esperar
dadas as diferentes caracteristicas das reacfes envolvidas em cada caso.

Os valores obtidos tanto de PFT quanto de CAO indicaram que realmente o mate tem
caracteristicas funcionais antioxidantes que podem ser (teis ao organismo humano.

Para a determinacdo das concentracdes das substancias individuais, cromatografia a liquido
de alta eficiéncia foi empregada. As condicOes de separacdo foram otimizadas usando-se um sistema
de cromatografia com bomba binaria, forno para colunas, degaseificador, injetor automatico e
detector por UV-Visivel com arranjos de diodos (DAD), Agilent Série 1100. Uma coluna Zorbax
Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm x 5,0 um; Agilent) e eluicdo por gradiente fase mdvel contendo
metanol e 4cido férmico 1% (pH 3,0 - 3,5). Inje¢do de 10puL, em uma vazdo de 1,000 mL/min. As
substancias foram detectadas nos comprimentos de onda de seus maximos de absor¢do. A Figura 1
ilustra a separacéao obtida.
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Figura 1. Cromatogramas de solucéo contendo todos os padrfes na concentracdo de 3,75 mg/L, com

deteccdo em nos maximos de absorcdo (a) 273, (b) 360 e (c) 373 nm. A ordem de eluicdo é:

teobromina, cafeina, rutina, miricetina, quercitina e kaempferol.

O método do padrédo externo foi usado para quantificacdo das substancias estudadas. Com
este propdsito curvas analiticas na faixa de concentracdes de 0,0250 a 3,75 mg/L foram obtidas. Os
limites de deteccdo e de quantificagdo e os coeficientes de determinacdo foram adequados para o
estuda de diferentes amostras de cha mate e também de diferentes preparacées.

Tabela 12: ConcentragBes (g/kg) de teobromina, cafeina e rutina em diferentes amostras de mate:
mate tostado caixa industrializado (A,B, C e a granel) e erva-mate.

Amostras
Analitos (g/kg) A B C Granel Erva-mate
Teobromina 2,32 2,22 2,57 2,20 2,75
Cafeina 7,91 8,25 7,03 4,95 6,88
Rutina 3,29 2,53 2,44 1,70 12,39
Analitos (mg/kg)
Miricetina 130 105 102 85,0 404
Quercitina 71,2 39,9 27,2 20,0 12,4
Kaempferol 28,3 27,4 19,2 15,0 6,63

Como é possivel verificar, as concentraces das substancias sdo bastante diferentes com
predominéncia dos alcal6ides, embora 0s polifendis também estejam presentes em todas as amostras.
Estes resultados indicam que as concentracdes dependem também do lote estudado e que variam
entre produtos.

Conclusoes

Os teores de polifendis totais variaram em funcdo do método de extracdo e de separagéo,
destacando-se a decoccdo e a filtragdo, respectivamente, que permitiram extrair maiores



concentracdes destas substancias. A capacidade antioxidante variou em funcdo das marcas e lotes em
cada método analitico: do radical ABTS e do radical DPPH.

O cha mate tostado pode ser considerado como fonte de polifendis e, conseqiientemente,
uma boa alternativa de antioxidantes naturais, conforme indicam nossos resultados que também
demonstram que diferentes polifendis podem ser encontrados no mate-tostado e no mate instantaneo.
As concentracdes dos dois alcaldides estudados (teobromina e cafeina) foram maiores que os de
todos os polifendis, o que esta de acordo com a literatura existente.

A aplicacdo desta metodologia a outras amostras de chas sera realizada na sequéncia deste
trabalho.
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Introducéo
Diminuicdo quantitativa e funcional de células progenitoras endoteliais (CPE) parece estar

associada a disfuncéo endotelial e ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares. O exercicio
fisico € capaz de reduzir o risco cardiometabdlico e um potencial mecanismo envolvido é a melhora
da funcéo endotelial através da mobilizacdo de CPE da medula dssea. No entanto, ndo ha evidéncias
se esse mecanismo esta presente em individuos sob risco cardiometaboélico. Dessa forma, o objetivo
desse estudo foi avaliar os efeitos de uma sessdo de exercicio submaximo sobre os mecanismos
hemodinamicos e celulares em individuos sob risco cardiometabdlico.
Resultados e Discusséo

Trés individuos controles (grupo CT: 31+6 anos) e sete individuos sob risco
cardiometabolico (grupo RC: 3943 anos) foram incluidos no estudo até o momento. Individuos do
grupo RC apresentaram trés dos cinco critérios: circunferéncia da cintura>90cm (homem) ou >80cm
(mulher); triglicerideos>150mg/dL; HDL colesterol<40mg/dL (homem) ou <50cm (mulher); pressao
arterial sistolica>130mmHg ou pressdo arterial diastolica>85mmHg; glicemia de jejum>100mg/dL.
Individuos do grupo CT foram caracterizados pela auséncia desses critérios. Todas avaliagdes foram
realizadas na parte da manha e as mulheres foram avaliadas durante a fase folicular do ciclo
menstrual. O exercicio foi realizado em cicloergdmetro durante 40 minutos a 60rpm e com uma
carga correspondente a 80% do limiar anaerdbio. Amostras de sangue periférico foram coletadas
antes e 20 minutos apds o exercicio. As células mononucleares foram isoladas por centrifugacédo
com Ficoll-Hypaque e as CPE foram quantificadas através de citometria de fluxo. Foram adquiridos
3.000.000 de eventos totais em cada amostra. As subpopulacdes estudadas foram: CD34", CD133",
CD34'VEGFR2", CD133"VEGFR2", CD34'CD133" e CD34'CD133"VEGFR2". O fendtipo das
CPE foi confirmado por imunocitoquimica (DiL-acLDL"UEA-1 FITC"). A reatividade vascular foi
avaliada através da dilatagdo mediada pelo fluxo e da dilatagdo mediada por nitroglicerina antes e 60
minutos ap0s o exercicio. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional
(013/2010). Os resultados preliminares mostraram que os grupos CT e RC eram semelhantes no
nimero de progenitores hematopoiéticos e de CPE em condi¢des basais. Apds 0 exercicio, o grupo
RC apresentou um ndmero reduzido de CD34" (p6s exercicio: 3.658+935 células vs. pré exercicio:
4.853+1259 células; P=0,02) e CD133" (pos exercicio: 917+375 células vs. pré exercicio: 1238+441
células; P<0,01) quando comparado & condicdo basal. As células CD34"VEGFR2" também
apresentaram uma tendéncia de reducdo no grupo RC ap0s o exercicio (pds exercicio: 52+16 células
vs. pré exercicio: 92+24 células; P=0,09). Entretanto, o grupo RC apresentou maior dilatacdo
mediada pelo fluxo antes (grupo CT: 0,22+0,01 mm vs. grupo RC: 0,31+0,01 mm; P=0,02) e apés o
exercicio (grupo CT: 0,23+0,03 mm vs. grupo RC: 0,35+0,03 mm; P<0,01) que o grupo



CT. Acredita-se que haja uma correlagio positiva entre a mobilizagio de CPE (CD34'VEGFR2") e a
dilatagcdo mediada pelo fluxo, mais pronunciada no grupo CT (r=0,91; P=0,08).

Conclusdes

Dessa forma, estes resultados sugerem que individuos sob risco cardiometabdlico apresentem
redugcdo no nimero de CPE na circulagcdo e maior dilatagdo mediada pelo fluxo que individuos
controles ap6s o exercicio. Uma possivel correlagdo positiva parece existir entre a mobilizagéo das
CPE e a dilatacdo mediada pelo fluxo, sendo verificada, principalmente, em individuos controles.
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Introducdo : A ouabaina é um glicosideo cardiotbnico capaz de inibir a Na+K+ATPase. Foi
primeiramente isolada de plantas, tais como a &rvore africana Acocanthera ouabaio e de sementes de
Strophantus gratus. Posteriormente foi descrita como um componente enddgeno presente em
mamiferos superiores, sendo encontrada em diversos tecidos incluindo o plasma, e sendo produzida,
principalmente, pelas glandulas adrenais, hipdfise e hipotdlamo. Sabe-se também que a Ouabaina é
liberada na circulacdo, juntamente com outros esterdides, em situacBes de estresse. Além de atuar
como um cardiotdnico, a Ouabaina é também capaz de regular varias fun¢es imunoldgicas, como
por exemplo , a inibigdo da proliferacdo induzida, por varios mitégenos como a IL-2 , o éster de
Forbol entre outros. Vérios estudos vém demonstrando os efeitos hormonais em linfocitos T
resultantes da acdo dos glicorticdides, que estdo envolvidos na maturacdo dos mesmos. A apoptose
induzida in vivo e in vitro em timécitos duplo-positivos pelos glicocorticdides ja esta bem
estabelecida na literatura. J& foi demonstrado que administracdo in vivo de Ouabaina em
camundongos ndo promove sozinha a morte celular dos linfécitos TCD4+CD8+, mas sinergiza com
os glicocorticoides promovendo a reducdo desta populagdo. Sendo a Ouabaina também um esteroide
liberado em situagdes de estresse, 0 objetivo principal deste trabalho é investigar seu papel no
desenvolvimento e manutencgdo dos linfécitos T periféricos in vivo e em in vitro. Experimentos in
vivo foram realizados e os animais foram separados em dois grupos : Grupo 1 — controle (animais
injetados com meio RPMI) e Grupo 2 — Ouabaina (animais injetados com 0,56mg/kg de
Ouabaina diluida em meio RPMI). Os animais foram injetados intraperitonealmente por trés dias
consecutivos e no quarto dia foram sacrificados para a retirada do timo, baco ou coleta do sangue.
Depois, foi realizada a contagem de células, marcacdo com anticorpos e a citometria de fluxo. Nos
experimentos in vitro, ap6s 24h de cultura, as células do bago foram recolhidas, contadas e marcadas
com anticorpos e anexina V para a analise da viabilidade celular por citometria de fluxo.

Resultados e Discussdo: Nao houve modificacdo no nimero absoluto e percentual de linfécitos T
no timo dos animais tratados com Ouabaina. O nimero absoluto de células totais e de células T
regulatorias (CD4"Foxp3*) do bago foi reduzido significativamente, enquanto o percentual desta
populacdo ndo sofreu uma reducdo significativa neste mesmo 6rgdo. Em relacdo a viabilidade das
células T CD4+ no baco, a Ouabaina parece estar interferindo no percentual de apoptose das
mesmas, sugerindo ser este 0 mecanismo responsavel pela reducdo no nimero absoluto de células T
observado neste érgdo.Também ndo foi observada uma reducéo significativa no nimero absoluto e
percentual das populacdes de células T totais, TCD4", TCD4"CD25" e TCD4 Foxp3* do sangue
periférico.

Conclusdes: Em principio, parece-nos que a regulacdo por Ouabaina ocorre de modo diferente nos
diferentes compartimentos onde os linfécitos T séo encontrados. No timo, 6rgédo central de producéo
destas células, a ouabaina ndo foi capaz de modular a diferenciagdo até o estagio de timécitos
simples positivos. Porém, quando estas células migram para os 6rgdos secundarios como o baco,
apos sua selecdo no timo, os dados sugerem que a Ouabaina estd interferindo no nimero de
linfocitos totais presentes neste drgdo, bem como no nimero de células T regulatérias que encontra-



se reduzido nos animais tratados. Entretanto, a ouabaina nédo parece estar interferindo na recirculagéo
desses linfacitos entre timo, sangue e baco ja que o nimero absoluto de células e o percentual de
timaocitos no sangue nao foi alterado. Nossos resultados preliminares sugerem que 0 mecanismo de
reducdo das células TCD4 no bago seja via inducdo de apoptose, porém este mecanismo precisa ser
melhor investigado.
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Introducéo

A infeccdo pelo virus da hepatite A (HAV) ocorre no mundo todo, representando a causa
mais comum de hepatite viral aguda (1,5 milhdes casos/ano). Sdo poucos os trabalhos que abordam a
resposta imune celular proliferativa durante a infeccdo pelo HAV ou ap6s vacinacdo. A resposta
imunoldgica celular ao HAV caracteriza-se pela ativacdo de diferentes fenétipos de linfocitos. O
objetivo deste estudo foi avaliar a resposta imune celular a uma vacina inativada contra a hepatite A
em individuos suscetiveis. Quarenta e seis alunos do curso de medicina da UFF, soronegativos para
anti-HAV, foram selecionados aleatoriamente e imunizadas contra a hepatite A com uma vacina
comercial seguindo um cronograma 0-6 meses. Para monitorar a resposta imune antigeno-especifica,
as amostras de sangue foram coletadas antes da primeira dose da vacina (T0), 6 meses apds a
primeira dose (T1)(aplicacdo da 2% dose) e 24 meses ap0s a segunda dose (T2). Um marcador de
divisdo celular, denominado carboxifluoresceina succinimidil éster (CFSE), foi usado para
identificar a cinética proliferativa dos linfécitos antigeno-especificos em cultura. As células do
sangue periférico foram mantidas a 37°C e 5% CO, por 4 dias em meio de cultura (RPMI1640,
Sigma Aldrich, USA) apenas suplementado com soro fetal bovino(SFB) a 10% (controle negativo) e
com 10ug/mL de fitohemaglutinina (PHA)(Sigma Aldrich, USA) (controle positivo). As
concentracGes de CFSE testadas foram: 1uM, 2,5uM, 5uM e 7uM.

Resultados e Discusséo

No ensaio, pode ser constatado que a concentracdo do CFSE que obteve melhor resultado
foi de 5uM. Para a padronizacdo da concentracdo do virus da hepatite A capaz de induzir a
proliferacdo celular de linfécitos, foram realizadas as seguintes diluicdes do virus em cultura:
10°pV/ml , 10°pV/ml , 10%pV/ml e 10°pV/ml. A partir destas diluicdes, foi observado que as que
induziram a proliferacdo foram 10*pV/ml (P1=1,26) e 10°pV/ml (P1=2,34). As demais diluicdes,
10°pV/ml e 10%pV/ml, apresentaram indice de proliferacdo (PI) abaixo do valor do indice de
proliferacéo do controle negativo (PI=1,00-CN) (10°pv/mL-P1=0,24 e 10 pv/ml-P1=0,52). Foram,
portanto, escolhidas as concentracdes de 10°pV/ml do HAV e 5uM do CFSE. A partir dos testes
realizados com as células dos individuos vacinados pode ser observado que apés a primeira dose da
vacina (T1), ha um aumento significativo do indice de proliferacdo (p<0,05) (T0-PI1=0,81; T1-PI =
2,15) quando as células sdo expostas ao HAV em cultura, e que, apds a segunda dose da vacina de
hepatite A (T2), o indice de proliferacéo (PI) é mantido acima de 2 vezes o indice de proliferagcdo em
relacdo aos individuos ndo vacinados (T0) (T2-P1=2,39).

Conclusdes

Com estes resultados, pode-se concluir que o uso de CFSE para avaliar a resposta
imunoldgica frente a vacinacdo apresenta bons resultados. E, além disso, pode-se verificar que
apenas uma dose da vacina para hepatite A é capaz de induzir resposta imunoldgica celular, sendo
gue esta se mantém ao longo de 24 meses ap6s a segunda dose. As perspectivas deste trabalho
incluem analisar a resposta imunoldgica vacinal comparativamente a resposta imunoldgica natural a
uma infecgdo pelo virus, ressaltando a importdncia da implementagdo da vacina no programa
nacional de imunizacdo infantil no Brasil, uma iniciativa que ja vem sendo realizada em alguns
paises, como EUA, Israel e Argentina.
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Introdugdo: O Alcool perilico (POH), um monoterpeno encontrado em alguns extratos vegetais,
apresenta potencial atividade regressora de varios tumores, incluindo glioblastomas, que sdo tumores
cerebrais malignos e frequentes em humanos. O objetivo principal foi analisar o efeito citotdéxico do POH
e do seu principal metabolito acido perilico (AP) em diferentes linhagens celulares de glioblastoma
humano (U87, U251 e GBV) através da dosagem da enzima lactato desidrogenase e comparar 0s
resultados do teste de citotoxicidade com os resultados de inibicdo da enzima Na*, K* ATPase pelo POH
e AP medida pela incorporagdo de Rb* pelas linhagens celulares estudadas. Resultados e discussdo: Na
linhagem GBV, 0 POH apresentou efeito citotoxico significativo a partir da concentracdo de 1,5 mM. Nas
linhagens U251 e U87 todas as concentracdes utilizadas foram citotdxicas. JA& o AP ndo apresentou
citotoxicidade relevante em nenhuma das concentragdes testadas. Conclusdo: Todas as linhagens de
glioblastoma utilizadas neste trabalho foram sensiveis a a¢éo citotdxica do POH, principalmente em altas
concentragdes. Porém, o AP, mesmo numa alta concentragdo, ndo reduziu a viabilidade destas células.
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Introducéo

As células T reguladoras CD4"CD25" (Treg) correspondem a 5-10% do total de linfocitos T
CD4" presentes nos 6rgaos linfoides periféricos de um individuo adulto jovem. Essa subpopulago é
gerada predominantemente pelo timo, sendo selecionada através de interages de alta afinidade por
complexos MHC-peptideos préprios, e seu desenvolvimento é regulado pelo fator de transcri¢do
Foxp3. Camundongos e humanos congenitamente deficientes no gene FOXP3 sdo acometidos por
uma sindrome linfoproliferativa auto-imune letal, revelando a importancia das células Treg para a
manutencado da tolerancia ao proprio. Além da supressao das respostas auto-imunes, as células Treg
estdo envolvidas no controle de diversos tipos de respostas imunoldgicas, incluindo a reagdo
alogénica que desencadeia a doenca enxerto-versus-hospedeiro (GvHD).

Classicamente, a GvHD ¢é definida como uma resposta imunoldgica especifica direcionada a
antigenos de histocompatibilidade que diferem entre doador e hospedeiro (aloantigenos). Ela ocorre
guando um hospedeiro imunocomprometido, incapaz de rejeitar as células do enxerto, tem seus
tecidos agredidos por células T funcionais do doador. A GvHD pode ser cronica ou aguda e as
modalidades ndo estdo, necessariamente, relacionadas. Em camundongos, o primeiro tipo é
caracterizado por fibrose e atrofia de pele, figado e drgdos gastrintestinais; o segundo caracteriza-se
por morte de células epiteliais dos mesmos 6rgdos e apresenta, como manifestagdes clinicas no
modelo murino, diarréia, perda de peso, pele ressecada, postura encurvada, dificuldade de
locomocgdo e morte entre 3 e 5 semanas.

A GvHD é uma das principais causas de morbidade e/ou mortalidade ap6s a realizacdo de
transplantes de medula 6ssea em humanos. Linfécitos T maduros, presentes na medula 6ssea doada,
sdo responsaveis por destruir os tecidos do hospedeiro imunocomprometido (devido ao tratamento
prévio com radioterapia). Varios estudos experimentais ja demonstraram que o enriguecimento em
células T CD25" contribui para um prolongamento na sobrevivéncia do receptor e reduz a incidéncia
e gravidade da GvHD. Entretanto, a influéncia das células Treg do doador na expanséo induzida por
linfopenia das células T CD4" e CD8" em contexto alogénico ainda é pouco conhecida.

Nos desenvolvemos um modelo murino de GvHD que consiste na transferéncia adotiva de
populacdes linfoides (timocitos ou esplendcitos) obtidos de doadores parentais de diferentes idades
(neonatos ou adultos) para hospedeiros F1 atimicos, a fim de estudar a tolerizacdo periférica de
células T apds expansdo em ambiente linfopénico. Neste projeto pretendemos comparar 0 impacto
das células Treg CD4"CD25" no controle da proliferacdo induzida por linfopenia sofrida pelos
linfocitos T em ambiente periférico singénico e semi-alogénico.

Para isso, camundongos congenitamente atimicos BALB/cnu/nu (hospedeiro singénico) e
F1(BALB/cxC57BL/6)nu/nu (hospedeiro semi-alogénico) foram injetados com esplendcitos totais
ou depletados de células CD25" (30 x 10° células/animal) obtidos de doadores eutimicos BALB/c
adultos. A deplecdo foi realizada com o auxilio do sistema MACS de purificagdo magnética e a
pureza da fracdo depletada foi superior a 99%. As freqiiéncias de linfocitos T CD4* e CD8" foram
determinadas por citometria de fluxo em amostras de sangue e em suspensdes celulares obtidas de
orgdos linfoides periféricos (bago, linfonodos periféricos e linfonodos mesentéricos) 2 e 4 semanas
apos a transferéncia.



Resultados e Discussao

Nossos resultados iniciais demonstram que as freqiiéncias de células T CD4" presentes nos
hospedeiros singénicos transferidos com esplendcitos totais foram mais baixas (~20%) que aquelas
observadas nos camundongos eutimicos (~30%). A deplecdo de células CD25" resultou em um
consideravel aumento nas freqiiéncias de células T CD4", mas ndo de células T CD8", nos
hospedeiros singénicos. Quando comparados a condicdo singénica, os camundongos semi-
alogénicos Flnu/nu que receberam esplendcitos totais exibiram percentuais significativamente
menores de linfocitos T CD4" (<10%) em todos os 6rgéos estudados e essas freqiiéncias ndo foram
alteradas nos animais injetados com a populagdo depletada de células CD25". Surpreendentemente, a
auséncia de células Treg CD25" levou a um aumento estavel nas proporcdes de células T CD8", mas
n&o de células T CD4", apenas na condigao semi-alogénica.

Conclusodes

Os dados obtidos suportam a idéia de que as células Treg CD4'CD25" sejam capazes de
regular diferencialmente a proliferacdo de células T induzida por linfopenia em resposta a
estimulacdo singénica ou alogénica. Essa subpopulagdo celular parece essencial para manter niveis
normais de células T CD4" nos hospedeiros singénicos, enquanto controla preferencialmente a
expansdo de células T CD8" nos hospedeiros semi-alogénicos. A compreensdo dos mecanismos
envolvidos nesse fendbmeno sera decisiva para o aperfeicoamento das estratégias terapéuticas
destinadas a promover a tolerancia a aloenxertos.
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Introducéo
Segunda maior floresta pluvial tropical do continente americano, a Floresta Atlantica ocupa

hoje apenas cerca de 10% da area originalmente ocupada. Dos ecossistemas associados a Mata
Atlantica, as restingas sdo as mais ameacgadas por estarem em areas de intensa ocupagdo humana,
além da fragilidade e baixa resiliéncia caracteristicas destes ambientes. No estado do Rio de Janeiro,
dos cerca de 105.000 ha remanescentes de restinga, 43.579ha apresentam-se comprometidos e estdo
dispostos em pequenos remanescentes desconectados. Entretanto estes fragmentos ainda sao areas de
ocorréncia de espécies ameacadas de extincdo. Estes fatos demonstram que medidas urgentes devem
ser tomadas para desacelerar o ritmo de degradacgdo das &reas nativas do municipio do Rio de Janeiro
para que Se possam preservar 0S remanescentes naturais e que iniciativas para reverter esta
tendéncia, como a restauracao destes ecossistemas degradados, devem ser fomentadas.

Em um ecossistema degradado as limitacdes a regeneracdo natural sdo muitas e, sem a
intervencdo humana, voltar a um estado natural pode ser um processo extremamente demorado.
Entre os fatores de impedimento para a regeneragdo estdo a distdncia das fontes de propagulos,
diminuindo a taxa de chegada de novas sementes,, a limitacdo para a visita de animais dispersores
devido a falta de poleiros ou recursos atrativos como reflgios e alimentos, condi¢des abidticas
limitantes, e a colonizacdo por gramineas e outras espécies exoticas invasoras.

Nestes casos sdo necessarias acoes de restauracdo ecolégica com o objetivo de torna-lo auto-
sustentavel e resiliente sem necessidade de intervengdes futuras. O plantio de mudas de espécies
nativas € uma das técnicas de restauracdo ecolégica capazes de acelerar a recuperacdo de uma regido
degradada, ao promover mudancas na estrutura do solo, aumento da complexidade estrutural da
vegetacdo, alteracdo das condigdes microclimaticas e desenvolvimento das camadas de serapilheira e
himus que propiciam melhores condi¢des de germinagdo e crescimento para as plantas. No entanto,
muitos autores concordam que a falta de conhecimento sobre a ecologia e silvicultura de espécies
nativas tende a dificultar a implantacéo destes plantios.

No Brasil, ja existe razoavel informacao sobre esforcos de restauracdo em ambientes como a
floresta atlantica, a amazonia, as matas ciliares e o cerrado, porém, poucos ainda sdo os dados
disponiveis na literatura sobre experiéncias em restingas degradadas. Com a supressdo da vegetacdo
e a perda da escassa matéria organica do solo, as areas degradadas de restinga tém agravadas as ja
severas condi¢cBes ambientais que dificultam o estabelecimento e crescimento de plantulas. A
presenca de gramineas, arbustos e arvores exéticas, resistentes aos incéndios frequentes, e cujo
crescimento é muitas vezes mais rapido que o das plantas nativas, inviabiliza os processos
sucessionais. Logo, a tendéncia é tais areas permanecerem degradadas. Nestas circunstancias,
possivelmente o plantio de espécies nativas seja a técnica de restauracdo mais adequada.

Com o grande incremento de técnicas, modelos e projetos de restauragdo de ecossistemas,
vem a necessidade de criar parametros, ou indicadores, do ambiente que permitam determinar se os
objetivos propostos inicialmente estdo sendo alcangados. Exemplos de indicadores utilizados séo as
analises de serapilheira, chuva de sementes, banco de sementes e plantulas e a sobrevivéncia,
cobertura de copa e crescimento das mudas plantadas.
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Plantios realizados nas restingas do municipio do Rio de Janeiro desde 1995, utilizando 40 a
60 espécies arbustivas e arbdreas, mostram que sdo necessarios de 8 a 10 anos para que ocorra
sombreamento do solo, e consequentemente a eliminacdo das gramineas exdticas. Entretanto,
normalmente este sombreamento s6 ocorre em partes do plantio, devido a variacdo existente na
sobrevivéncia e no crescimento das diferentes espécies utilizadas. Devido aos altos custos de
manutencdo das areas em restauracao, se torna premente diminuir o tempo necessario para o controle
destas invasoras possibilitando o retorno dos processos sucessionais. Apesar do crescimento lento
que vem sendo observado para a maioria das espécies de restinga em plantios de restauracdo, em
algumas 4reas, principalmente em margens de lagoas preteritamente ocupadas por florestas
periodicamente inundadas, ja é possivel visualizar uma estrutura florestal em formac&o, permitindo a
realizacdo de estudos para avaliar 0s estagios de restauracdo em que se encontram, especialmente no
gue concerne ao retorno dos processos ecoldgicos como regeneracdo, ciclagem de nutrientes e
resisténcia a invasdes biologicas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar os estagios sucessionais que estes plantios de
restauracdo de florestas periodicamente inundadas de restinga se encontram, utilizando alguns
indicadores como sombreamento do solo por espécies arboreas e arbustivas, levando a diminuicéo
ou desaparecimento das gramineas invasoras; estrutura do extrato de regeneracdo, observando se ja
estdo presentes espécies que ndo foram utilizadas nos plantios de restauracdo, 0 que indica a
utilizacdo da area por dispersores destas novas espécies e aporte de serapilheira indicando processos
de ciclagem de nutrientes.

Resultados Preliminares

A biomassa seca obtido em coleta Unica nas parcelas das areas de plantio e da area de
referencia mostraram que os valores das fracbes folha, caule e material reprodutivo encontradas na
maioria das parcelas de plantio foram equivalentes aos da area de referencia.

Foram amostradas 1.115 plantulas e jovens regenerantes de 31 espécies de 19 familias
botanicas, além de 15 morfoespécies ainda ndo identificadas, nas 44 subparcelas demarcadas nas 11
parcelas de estudo, sendo que nove espécies encontradas regenerando nas areas de plantio ndo foram
plantadas nestas mesmas areas, indicando a acdo de dispersores.

Embora o nimero de individuos regenerantes tenha sido maior nas areas de referencia,
algumas areas de plantio mostraram valores de riqueza, diversidade e equitabilidade superiores as
das parcelas da area de referencia.

Em todas as areas de plantio estudadas ndo foram encontradas gramineas exéticas, condi¢ao
analoga a area de referencia, indicando que decorridos pouco mais de uma década do inicio dos
plantios, uma das principais barreiras para a regeneragdo natural, a colonizagdo por gramineas
exoticas invasoras, ja foi ultrapassada.

Conclusdes
Embora os dados de cobertura de gramineas, deposicdo de serapilheira e padrdes de

regeneracao natural ainda estejam sendo analisados, ja esta claro que os plantios, ap6s um periodo de
cerca de 12 a 13 anos, possibilitaram a exclusdo total das gramineas exéticas invasoras, principal
obstaculo para a regeneracdo natural nestas areas. Além disto, a quantidade de serapilheira
produzida pelos plantios indica que os processos de ciclagem de nutrientes estdo avangando nestas
areas restauradas, e o nimero e diversidade de regenerantes encontrados apontam também para a
recuperacao de processos de regeneracdo e sucessdo natural. Serdo necessarios acompanhamento de
mais longo prazo para verificar se as tendéncias preliminares observadas neste estudo vdo se
confirmar.
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MONITORAMENTO DE NUTRIENTES INORGANICOS E SUA INFLUENCIA PARA O CULTIVO
PILOTO DA MACROALGA Kappaphycus alvarezii Doty NA PONTA DA CAJAIBA, PARATY (RJ).
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RESUMO

A alga marinha exética Kappaphucus alvarezzi foi introduzida no Brasil na década de 90
com o objetivo de reduzir gastos do pais com importacdes de carragena, procurando promover
o desenvolvimento econ6mico e social assim como a conservagao de ecossistemas naturais.
Diversos estudos foram e vem sendo desenvolvidos mostrando que os riscos ambientais dessa
alga podem ser despreziveis para a regido alvo desde que haja o correto manejo da atividade.
Esse projeto pretende dar suporte a instalacdo a atividade de maricultura na regido de Paraty,
tendo como ponto de partida o devido o monitoramento ambiental. Para tal, foram coletadas
amostras de 4dgua e da propria alga. As dguas foram analisadas quanto a variacao temporal dos
seus principais parametros fisico-quimicos (temperatura, salinidade, oxigénio dissolvido e
nutrientens inorganicos dissolvidos). Os resultados ndo indicaram diferengas importantes
entre os pontos de coleta controle e o ponta experimental (Balsa de cultivo). As coletas foram
realizadas praticamente s6 em periodos de maré enchente, o que pode, de certa forma, ter
contribuido para a caracterizagdo da area de cultivo como oligotréfica, baixos indices de
nutrientes, com mais influéncia maritima do que continental e alta visibilidade. Essa afirmacgdo
pode ser mais embasada com a conclusdo das andlises do restante das amostras dos
parametros fisico quimicos da dgua. Com as anadlises posteriores do tecido algaceo,
relacionadas as taxas de crescimento, conclugdes mais concisas poderdo ser elaboradas.

Palavras chaves: Monitoramento, cultivo de algas, fatores fisico-quimicos das aguas,
Kappaphycus alvarezii Doty, Ponta da Cajaiba, Paraty (RJ).



Estudos experimentais sobre a producdo de biomassa e acumulacéo de lipideos
por uma cianobactéria potencialmente Gtil para a producéo de biocombustiveis
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Introducéo

A busca por novos combustiveis que aliviem a dependéncia por fontes fésseis € um dos maiores
desafios da humanidade. H& vérias décadas o mundo vem experimentando um aumento anual da demanda por
petroleo. Esta situagdo tem se agravado em fungdo da reducéo das reservas mundiais e com a entrada de novos
paises emergentes no contexto internacional, como a China e a india, os quais apresentam elevada demanda por
petréleo. A demanda por combustiveis fésseis conduziu o mundo a um outro problema de enorme impacto: o
aquecimento global resultante principalmente das emissdes de gases do efeito-estufa resultantes da queima dos
combustiveis fosseis, principalmente o CO, (IPCC, 2007).

Iniciativas que levem ao melhor aproveitamento dos combustiveis fosseis e a reducdo de seu consumo
sdo extremamente necessarias no mundo inteiro (Lourenco, 2009). Pode-se dizer que o consumo de petroleo e
as emissdes de CO, sdo duas manifestagdes de um mesmo problema da humanidade, ainda sem solucdo: a
necessidade de gerar quantidades gigantescas de energia com o0 menor impacto ambiental possivel. Entende-se
gue duas frentes fundamentais deverdo auxiliar a aliviar este problema global: o desenvolvimento de maquinas
e motores mais eficientes e a producdo de biocombustiveis. Organismos dotados de altos teores de lipideos sdo
matrizes Uteis para a producdo de biocombustiveis como o biodiesel (Faupel & Kurki, 2002; Borges et al.,
2007) e o bioquerosene.

Microalgas s@o organismos que apresentam elevada produtividade, pois ndo seguem regime de safras, a
coleta é diéria e viabilizam a biofixagdo de CO, (Chisti, 2007; Borges et al., 2007). Além disso, é plenamente
possivel aumentar ainda mais suas produtividades. Por manipulacdo das condicdes de cultivo (nutrientes, por
exemplo), muitas espécies podem ser induzidas a sintetizar e acumular altas concentra¢des de determinadas
biomoléculas (triacilglicerideos), e a serem direcionadas para a producdo de cada combustivel pretendido
(Lourenco, 2006). A busca por microalgas para producdo de biocombustiveis representa, nos dias de hoje, uma
verdadeira corrida internacional. O Brasil possui tradi¢do na producdo de biocombustiveis, grande massa critica
cientifica no setor agricola e detém o mais bem-sucedido programa nacional de producéo de bioetanol.

Neste contexto, a presente pesquisa envolveu a avaliacdo dos efeitos da disponibilidade de CO, e da
reducdo de disponibilidade de nitrogénio sobre o crescimento e a composicdo quimica de uma microalga
marinha potencialmente Util para a producéo de biocombustiveis.

Metodologia

Microalga, condices de cultivo e preparacio das amostras
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Foi estudada uma espécie de cianobactéria Synechococcus subsalsus cepa CMEA UBOQ7, isolada em
Ubatuba - SP, microalga marinha disponivel na Cole¢do de Microalgas Elizabeth Aidar. Os experimentos foram
executados com meio de cultura Conway (Walne, 1966) em cultivos estanques, em triplicada (n = 3), em balGes
de 6,0 litros e fotoperiodo de 12 horas. Foram realizadas contagens celulares diérias, assim como medidas de
pH e de biovolume celular. As culturas se desenvolveram sob irradiancia média de 350 uE m? s™, 21+1°C,
salinidade de 33ups com adicdo de 2 | ar filtrado min™ a cada frasco de cultivo. A densidade inicial dos cultivos
foi de 2,5 x 10° cél mI™, sendo os experimentos realizados por 12 dias.

Amostragens foram realizadas no sexto e no décimo segundo dias de crescimento, para determinacées
de composicdo quimica das microalgas. Volumes das culturas foram recolhidos, centrifugados a 8.000 rpm, sob
temperatura ambiente e as biomassas congeladas a -18°C e submetidas & liofilizagdo até a completa secagem.
As amostras de pigmentos fotossintéticos foram preparadas atraves de filtragdo a vacuo, sendo as células retidas
em filtros de fibra de vidro e armazenadas a -18°C, no interior de frascos contendo gel de silica até sua analise.

Diariamente, 0 meio de cultura separado das células através de filtracdo, foi destinado as medigdes de

concentracdes dos sais nutrientes dissolvidos. As amostras foram mantidas a -18°C até o momento das analises.

Analises quimicas

Amostras retidas em filtros de fibra de vidro foram tratadas em acetona 90% e mantidas por 20 horas a
4°C, abrigados de luz. As equacGes propostas por Jeffrey & Humphrey (1975) e Strickland & Parsons (1968)
foram empregadas para quantificar as concentragdes de clorofilas e carotenoides totais, respectivamente. As
proteinas hidrossoliveis formam determinadas segundo Lowry et al. (1951), com extragdo melhorada de
acordo com Barbarino & Lourenco (2005), com leituras espectrofotométricas realizadas em 750 nm. A extracéo
dos carboidratos seguiu o procedimento de Myklestad & Haug (1972), e a determinacdo espectrofotométrica,
em 485 nm, de acordo com Dubois et al. (1956). A obtencédo da fracdo de lipideos empregou a técnica de Folch
et al. (1957) e a determinacdo realizada por gravimetria. As andlises de nitrito e de nitrato foram realizadas
segundo Strickland & Parsons (1968), com modificacBes sugeridas por Aminot & Chaussepied (1983). O
contetdo de amonia/aménio foi determinado segundo Aminot & Chaussepied (1983) e o fosfato segundo
Grasshoff et al. (1983).

Resultados e discussao
As curvas de crescimento de Synechococcus subsalsus, baseadas nas contagens celulares diérias, sdo

apresentadas na Figura 1. As fases de crescimento sdo bem nitidas (exponencial, de transicdo e estacionaria).
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Percebeu-se uma tendéncia a forte diminui¢do das concentracdes de nitrato e de fosfato ao longo do
desenvolvimento dos cultivos (Figura 2 A,B), devido ao consumo dos mesmos pelos organismos. O pico de
fosfato presente no grafico ocorreu pela adicdo de um novo meio de cultura sem componentes nitrogenados. As
concentracdes de fosfato ao longo dos experimentos foram decaindo, mas ndo chegaram a exaustdo. O fosforo €
parte dos acidos nucleicos e de membranas, pode agir como carreador de substrato e energia quimica e como
um dispositivo de sinaliza¢do no citoplasma (La Roche et al., 1993). A reducéo do nitrato ocorreu ao longo dos
dias, entretanto a reducdo de nitrato foi mais intensa no experimento o qual foi adicionado CO,. A partir do 9°
dia de cultivo do experimento com adicdo de CO; e do 10° dia do experimento com reducdo de nitrogénio, o
nitrato ndo foi mais detectado no meio de cultura, enquanto que no controle isso s6 ocorreu a partir do 11° dia.
O consumo de nitrato foi mais veloz nos experimentos com adi¢do de CO,, sugerindo um acoplamento entre 0s
processos de absor¢do e assimilacdo de C e de N, conforme mostrado por Turpin (1991). Os experimentos

controle e com redugdo de nitrogénio apresentaram a mesma tendéncia ao longo do cultivo.
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Figura 2. Variagdes nas concentragdes de nitrato (uM) (A) e fosfato (uM) (B) em cultivos de S. subsalsus, realizados sob
condi¢Bes padronizadas (controle), sob adicdo de CO, e sob redugdo das concentraces de nitrogénio, a partir do sétimo
dia de cultivo. Cada ponto representa a média de trés réplicas + desvio padrao (n = 3).

A producéo de proteinas é favorecida durante periodos de disponibilidade adequada de nitrogénio, com
sintese limitada de carboidratos; reciprocamente durante periodos de redugdo da disponibilidade de nitrogénio
h& acumulo de carboidratos e a produgdo de proteinas diminui (Férnandez-Reiriz et al., 1989) enquanto que o

lipideo geralmente aumenta (Shifrin & Chisholm, 1981). Foram encontrados valores entre 6-10% de contetido

3
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proteico, sendo o valor mais alto encontrado na segunda amostragem do experimento com adicdo de CO,. Para
0s contelidos de carboidratos e lipideos foram encontrados valores semelhantes, porém foi verificado um maior
contetdo de carboidratos para o cultivo de S. subsalsus quando utilizado um meio de cultura sem fontes
nitrogenadas. A concentracdo de proteinas ndo variou entre as amostragens do tratamento controle e do
experimento com adicdo de CO,, porém ao longo do experimento com reducdo de nitrogénio no meio de
cultura houve uma variacdo significativa das concentracbes de proteina (P = 0,005). Os carboidratos
apresentaram uma variacdo extremamente significativa entre as amostragens do tratamento controle, tendo sido
observada a mesma tendéncia para os experimentos com adi¢do de CO, e com redugéo de nitrogénio no meio
de cultura (P < 0,0001). O contetdo lipidico ndo apresentou variacdo significativa entre as amostragens do
tratamento controle (P = 0,43) nem no experimento com redugdo de nitrogénio (P = 0,24), porém apresentou
uma variagdo extremamente significativa (P = 0,0009) para o experimento com adi¢cdo de CO,. O contetdo
lipidico das microalgas varia entre 1-85% do peso seco (Chisti, 2007a, b; Rodolfi et al., 2009). As
concentragdes de lipideos registradas em S. subsalsus foram sempre baixas (< 6,0%) e os tratamentos adotados
parecem ndo ser Uteis para estimular a acumulagéo de lipideos pela espécie. Diferentes espécies de microalgas
respondem a redugdo de nitrogénio aumentando a sua producéo de lipideos (Guevara et al., 2005; Lombardi &
Wangersky, 1995; Chen et al., 2011), mas neste trabalho esta tendéncia néo foi verificada.

A realizacdo de cultivos de S. subsalsus em duas fases acarretou acumulagéo acentuada de carboidratos.
Os cultivos devem ser realizados com acréscimo de CO,, para gerar maior eficiéncia no consumo de nutrientes
e crescimento acelerado da microalga testada. Porém, a biomassa formada ndo serd util para producdo de
biodiesel, em fungdo dos baixos teores de lipideos. Pode-se considerar a possibilidade teodrica de
aproveitamento da espécie como fonte de carboidratos, pois estas substancias foram incrementadas durante os
experimentos. Neste caso, a microalga ainda deveria ser testada como uma possivel matriz para a geracao de

bioetanol através de processos enzimaticos.

Conclusoes
A adicdo de CO, ndo acarretou um aumento expressivo de biomassa de S. subsalsus. A reducdo de

nitrogénio no cultivo acarretou acumulagdo intensa de carboidratos e ndo induziu a producéo de lipideos. A
microalga apresenta baixo potencial a producdo de biodiesel, dadas as suas baixas concentra¢oes de lipideos.
As altas concentragGes de carboidratos apontam para o uso potencial desta espécie como matéria-prima em
possiveis processos biotecnoldgicos de geracdo de bioetanol, embora esta possibilidade ainda dependa da

confirmacao por novos estudos, além de uma demonstracao de viabilidade econémica.
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Introducéo

A busca por novos combustiveis que aliviem a dependéncia por fontes fosseis €
um dos maiores desafios da humanidade. A demanda por combustiveis fosseis conduziu
o0 mundo a outro problema de enorme impacto: o aquecimento global resultante
principalmente das emissdes de gases do efeito-estufa resultantes da queima de
combustiveis fosseis, principalmente o CO, (IPCC, 2007). Os danos ambientais
derivados de muitas décadas de emissGes de gases provenientes da queima de
combustiveis fosseis sdo evidentes. Iniciativas que levem ao melhor aproveitamento dos
combustiveis fosseis e a reducdo de seu consumo Sdo extremamente necessarias no
mundo inteiro (Chisti, 2007).

Organismos dotados de altos teores de lipideos sdo matrizes Uteis para a
producdo de biocombustiveis como o biodiesel (Borges et al., 2007). As microalgas sdo
os organismos fotossintetizantes mais eficientes conhecidos (Richmond, 2004).
Microalgas podem triplicar sua biomassa em menos de 24 horas, dependendo da
espécie. Em tese, estas elevadissimas taxas de crescimento, aliadas a acumulagdo
natural de altas concentracGes de Oleos, permitem estimar que algumas microalgas
podem gerar mais de 100.000 litros de biodiesel / ha ao ano, ocupando areas dezenas de
vezes menores que os vegetais (Chisti, 2007). Por manipulacdo das condigdes de cultivo
(ex.: nutrientes), muitas espécies podem ser induzidas a sintetizar e acumular altas
concentragfes de determinadas biomoléculas (ex.: triacilglicerideos), e a serem
direcionadas para a producgdo de cada combustivel pretendido (Lourenco, 2006).

Neste contexto, a presente pesquisa envolveu a avaliacdo dos efeitos da
disponibilidade de CO; e reducédo de nitrogénio no meio de cultivo sobre o crescimento
e a composicdo quimica de duas microalgas marinhas potencialmente Uteis para a
producdo de biocombustiveis.

Metodologia

Nestes experimentos foram estudadas duas espécies de microalgas, uma clorofita
(Chlorella sp., cepa CMEA MAO04) isolada da localidade de Guaratiba, na baia de
Sepetiba - RJ, e uma eustigmatoficea (Nannochloropsis oculata, cepa CMEA MO08),



obtida junto & Universidade de Séo Paulo, S&o Paulo - SP. Os  experimentos  foram
executados com meio de cultura Conway (Walne, 1966) em cultivos estangues, em
triplicada (n = 4), em balGes de 6,0 litros e fotoperiodo de 12 horas. Foram realizadas
contagens celulares diarias, assim como medidas de pH e de biovolume celular. As
culturas se desenvolveram sob irradiancia média de 350 pE m™? s, 21 + 1°C, salinidade
de 33 ups com adicéo de 2 | ar filtrado min™ a cada frasco de cultivo. As densidades
iniciais dos cultivos foram de 5 x 10* cél mI™* (Chlorella sp.) e 2,5 x 10° cél mI™ (N.
oculata), sendo os experimentos realizados por 14 ou 15 dias.

Amostragens foram realizadas no final da fase exponencial de crescimento e na
fase estacionaria, para determinacGes de composi¢do quimica das microalgas. Fracoes
dos culivos foram centrifugados a 8.000 rpm e as biomassas congeladas a -18°C e
liofilizadas. As amostras de pigmentos fotossintéticos foram preparadas através de
filtracdo a vacuo, sendo as células retidas em filtros de fibra de vidro. Diariamente, o
meio de cultura separado das células através de filtracdo, foi destinado as medicdes de
concentragdes dos sais nutrientes dissolvidos.

As proteinas hidrossoltveis formam determinadas segundo Lowry et al. (1951),
com extracdo de acordo com Barbarino & Lourenco (2005). A extracdo dos
carboidratos seguiu o procedimento de Myklestad & Haug (1972), e a determinagdo dos
contetidos foi feita segundo Dubois et al. (1956). Os lipideos foram determinados de
acordo com Folch et al. (1957). As equacdes propostas por Jeffrey & Humphrey (1975)
e Strickland & Parsons (1968) foram empregadas para quantificar as concentragdes de
clorofilas e carotenoides totais, respectivamente. As andlises de nitrito e de nitrato
foram realizadas segundo Strickland & Parsons (1968), com modifica¢Ges sugeridas por
Aminot & Chaussepied (1983). O conteido de ambnia/aménio foi determinado segundo
Aminot & Chaussepied (1983) e o fosfato segundo Grasshoff et al. (1983).

Resultados e Discussao

Os experimentos atuais, nos quais foram adicionados CO, a partir do 3°. dia,
geraram uma maior densidade celular em comparacdo aos experimentos controle, nos
quais nao houve adicdo de CO,. O rendimento final obtido com o experimento controle
com Chlorella sp. foi de 6,43 x 10° células por mililitro, enquanto que no experimento
atual obteve-se uma densidade celular méaxima de 1,03 x 10’ cél./ml (Fig. 1). No
experimento controle com N. oculata a densidade celular maxima obtida foi de 7,26 x
10’ cél./ml, ja no experimento atual a densidade celular maxima observada foi de 8,47 x
107 cél./ml (Fig. 2).

Figura 1. Curvas de cres-
cimento de Chlorella sp. no
experimento atual com adigéo
de CO, e redugdo de
nitrogénio e do experi-mento
controle, expressos  em
células/ml. Os valores das
densidades celulares foram
indicados em alguns pontos
para  proporcionar  maior
exatiddo ao leitor. O asterisco
apresentado no 8° e 14 ° dias
indicam os pontos de amostragem para execuc¢do das analises quimicas das células. Os pontos
em cada curva representam as médias de quatro réplicas + desvio padréo (n = 4).
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Figura 2. Curvas de cres-
cimento do experimento atual
com adicdo de CO, e reducéo
de nitrogénio e do experi-
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Verificou-se uma flutuacdo acentuada nas medidas de biovolume celular das
duas espécies ao longo dos cultivos. Em comparacdo ao experimento controle realizado
com Chlorella sp. e com N. oculata, verificou-se um biovolume maior e consequente
maior acumulo de reservas no experimento atual.

Foi notavel a tendéncia de diminuicdo das concentracGes de nitrato e de fosfato
ao longo do desenvolvimento dos cultivos, devido ao consumo dos mesmos pelas
microalgas. Nos cultivos de Chlorella sp. e de N. oculata ndo foi mais detectada a
presenca de nitrato no meio de cultura a partir do sétimo e do nono dias de experimento,
respectivamente. O fosfato ndo foi totalmente consumido em nenhum dos dois
experimentos, pois houve nova adicdo de nutrientes (exceto N) ap6s a primeira
amostragem. Assim, o fosfato voltou a apresentar concentracdes semelhantes as iniciais
e foi sendo novamente consumido ao longo dos dias. As concentracdes de nitrito e de
amoOnia/amoénio no meio de cultura de ambos os experimentos sofreram grandes
flutuacGes nos meios de cultura, mas foram sempre baixas.

Em Chlorella sp. houve uma diminuicdo bastante significativa do contetdo
proteico da segunda em relacdo a primeira amostragem (Tab. 1), tendo uma variacao de
12,4 % para 6,65%. Os carboidratos sofreram um aumento significativo de 24,4% para
62,9% da 12 para a 22 amostragem. No entanto, ndo houve variacdo significativa no
teor lipidico em Chlorella sp. A partir destes resultados temos que nesta espécie, nas
condicdes experimentais implantadas, a forma principal de acumulacdo de reservas
ocorre através de carboidratos e ndo de lipideos, o que esta de acordo com informagdes
sobre a taxonomia do grupo a que pertence - Chlorophyta (Graham et al., 2009). Altas
concentragOes de carboidratos foram também registradas por Lourencgo et al. (2002)
num estudo com outra espécie marinha do género Chlorella (C. minutissima).

Tabela 1. Concentragdes de proteinas, carboidratos e lipideos de Chlorella sp., correspondentes
as duas amostragens do atual experimento.Os dados estdo expressos em porcentagem e
representam as médias de quatro réplicas + desvio padrao (n = 4). * = valores significativos : P
<0,05,a>b; ** = Valores bastante significativos : P < 0,01, a > b . N.S. = valores ndo
significativos.

Proteina Carboidrato Lipidio
** **x NS
1° Amostragem 12,4 +0,98 a 244+502hb 9,30 £ 3,48

2° Amostragem 6,65+0,50 b 62,9 £3,39a 9,97 £0,92




Em N. oculata ocorreu uma diminuicdo bastante significativa dos valores
percentuais de proteina da primeira para segunda amostragem, de 7,03% para 4,52%
(Tab. 2). Foi encontrada uma diminuicdo significativa dos valores médios de
carboidrato da segunda em relagdo a primeira amostragem, de 11,1% para 6,16%. J& os
valores médios de lipideo sofreram um aumento significativo da primeira para a
segunda amostragem, de 17,9% para 33,3%. Desta forma, nas condi¢des experimentais
implementadas, € visto que nesta espécie a forma principal de acumulacdo de reservas
ocorre através de lipideos e ndo de carboidratos, 0 que esta de acordo com informacdes
sobre a taxonomia do grupo a que pertence - Ochrophyta (Graham et al., 2009).

Tabela 2. Tabela representa as concentragdes de proteinas, carboidratos e lipideos de
Nannochloropsis oculata correspondentes as duas amostragens do experimento atual. Os dados
estdo expressos em porcentagem e representam as médias de quatro réplicas + desvio padrdo (n
= 4). * = valores significativos : P < 0,05,a>b ; ** = Valores bastante significativos : P <
0,01,a>h.

Proteina Carboidrato Lipidio
** * *
1° Amostragem 7,03+0,33a 11,1+1,48a 179+1,82b
2° Amostragem 452 +0,66b 6,16 £0,72 b 33,3+523a

Verificou-se entdo que a manipulacdo concomitante da adi¢do de CO2 e redugéo
de nitrogénio proporcionou uma 6tima taxa de crescimento e uma alta densidade celular
para ambas as microalgas. No entanto, em relacdo a composicdo quimica das células, a
espécie Nannochloropsis oculata acumulou altas concentrac6es de lipidio, enquanto que
Chlorella sp. acumulou altas concentragdes de carboidrato.

Conclusodes

A adicdo de CO,, juntamente com a reducdo de nitrogénio no meio de cultura,
proporcionou altas taxas de crescimento e densidade celular, assim como de biovolume
celular. Nas condi¢des implementadas, a microalga N. oculata acumulou grandes
concentragOes de lipidio em suas células. Todavia, a microalga Chlorella sp. foi capaz
de acumular grandes quantidades de carboidrato.

Conclui-se que para Nannochloropsis oculata a adicdo de CO, e reducdo de
nitrogénio pode induzi-la a acumular mais reserva de lipideos, podendo ser melhor
aproveitada na producdo de biodiesel do que a espécie Chlorella sp. Esta, entretanto,
poderia ser considerada como uma fonte potencial de matéria-prima para a geragdo de
bioetanol, tendo em vista as altas concentracdes de carboidratos apresentadas. Contudo,
esta aplicacdo deve ser inviavel economicamente, considerando que existem diversas
matrizes convencionais, mais baratas e de facil obtencéo, para a geracéo de bioetanol.

Os resultados alcangados indicam que Nannochloropsis oculata responde
positivamente a manipulacBes nas condi¢fes de cultivo, abrindo a possibilidade de
novos incrementos nos conteudos de lipideos, em funcdo de mais alteracBes nos
parametros abidticos dos cultivos. O alcance de mais progressos em futuros
experimentos, em sistemas de cultivo de maiores dimensdes, podera viabilizar o uso
desta microalga como matéria-prima para a producéo de biodiesel.
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Introduction

Studies were carried out to evaluate the efficacy of the growth regulator, triflumuron
(Starycide® sc 480 Bayer), a chitin inhibitor, to disrupt the development of Rhodnius prolixus adult
females by topical or continuous treatment.

Results and Discussion

All treatments (topical, continuous or oral) were able to induce high levels of mortality,
delayed oviposition and reduced egg eclosion. Topical treatment induced the highest levels of
mortality whereas continuous treatment determined the lowest levels of both oviposition and
eclosion of eggs laid. The lowest doses needed to obtain considerable biological effects were always
observed after continuous treatment. The triflumuron effects on R.prolixus reproduction almost
always were displayed in a dose dependent manner. Moreover, continuous and topical treatment of
eggs laid by non-treated females also determined low levels of eclosion.

Conclusion

These results indicate that TFM acts as a potent growth inhibitor of R. prolixus adult
females and has the potential to be used both in integrated vector control programs against
hematophagous triatomine species and Chagas disease transmission.
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MODULATION OF NEURONAL SURVIVAL IN RETINAL CULTURES BY VITAMIN C:
ROLE OF GLIAL CELLS AND CREB
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Objectives: The retina is the tissue responsible in transduce the light information from the
environment to the brain and is considered part of the CNS due to its anterior neural tube direct
derivation. The retina is an excellent CNS model because most neurotransmitters and
neuromodulators found in CNS are also found in retina. Retinal cultures are widely used because
most neurochemical properties of the in vivo tissue are maintained in vitro. Vitamin C is an
important antioxidant found in the CNS. Its reduced form, ascorbate (asc), has neuroprotective
effects, while its oxidized form, dehydroascorbate, may generate cellular damage. The mechanisms
of oxidative stress induced by vitamin C have not been well elucidated. CREB (a protein that binds
to CRE, the cAMP responsive element) is a transcription factor of the leucine zipper type, capable of
regulating the transcription of several genes. PKA is able to phosphorylate CREB in its serine 133
residue, thus recruiting the co-activator CBP (a protein that binds to CREB), a histone acetyl
transferase protein. CREB is able to constitutively bind to CRE sequences located in promoter
regions of genes, thus showing that the transcription of several genes would be under its regulation.
Our objective in this work was to study the modulation of cell survival and phospho-CREB
(PCREB) levels by asc in cultures of chick embryo retinal cells.

Methods and Results: Cultures of 8-day-old chick embryo retinal cells were used for experiments
after the fourth day of culture. Cell death was measured by MTT assays and proteins were analysed
by western blot. Different types of cultures were treated with asc at several concentrations. We have
observed an extensive cell death when purified neuronal cultures were treated with low doses of asc
(30 uM) (48.1 + 8.3%, n=3). However, in mixed cultures containing neurons and glial cells, we
found that higher doses of asc (1.5 mM) were necessary to achieve similar cell death levels.
Treatment with asc (1.5 mM) increased pCREB levels after 5 minutes of incubation (175.5 + 14.0%,
n=10) and stabilized after 30 minutes (207.8 £ 30.1%, n=17) up to 60 minutes. Interestingly,
adenosine A2a, dopamine D1 and NMDA receptor antagonists were all able to inhibit this effect on
pCREB.

Conclusions: Our results highlight the importance of glia in the modulation of neuronal survival by
asc and show that adenosine A2a, dopamine D1 and glutamate NMDA receptors participate in the
stimulation of CREB phosphorylation after acute treatment with asc.

Keywords: Vitamin C, CREB, Avian retina
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Introduction

Ascorbate (asc) is a neuromodulator present in the central nervous system (CNS), where it
plays important physiological functions. Dopamine (DA) is an important neurotransmitter that acts
through receptors classified as D;-like, positively coupled to adenylyl cyclase (AC), and D,-like,
related to AC inhibition. Our objective in this work was to investigate if DA could modulate asc
release and to study the receptors and pathways involved in this function.

Results and discussion

To test this, we performed an [*C] asc release assay in cultured retina cells from 8-day-old
chicken embryos (E8). We observed that DA modulates the asc release in a dose-dependent manner
(EC50: 293, 7 nM and maximal release = 179, 1 + 11, 6 %, n = 3). Treatment with DA (50 puM)
stimulated asc release (71, 1 + 18, 3 %, n = 3) and this effect could be observed after a second
treatment with DA (115, 9 =21, 3%, n = 3). The DA effect was not inhibited by Pargyline (50 pM),
a MAO (an enzyme that degrades DA) inhibitor (DA: 66, 1 + 8, 1 %; n = 19; DA + Pargyline: 54, 8
+ 10, 3 %; n = 3), but was inhibited by haloperidol (15 uM) (11, 8 £ 7, 7 %, n = 3), a DA receptor
antagonist. SKF-38393 (10 uM), D; agonist, stimulated the asc release (52, 9 + 7, 8 %, n = 14) and
Quinpirole (10 uM), D, agonist, had no effect (-2, 3 + 4, 5 %, n = 5). The SKF-38393 effect was
inhibited by SCH-23390 (10 uM), a D; antagonist (16, 9 + 7, 9 %, n = 3). Moreover, the SKF-
38393 and DA effects were inhibited by MDL-12, 330 (10 uM), an AC inhibitor (22,5+ 6,8 %, n =
3; 15,5+ 3, 6 %, n = 3, respectively). PKA inhibitors H-89 (5 uM) and KT 5720 (1 uM) were not
capable of blocking the effect of DA (73,2 + 21,1 %,n= 5; 79,6 + 10, 9 %, n=3) or SKF-38393
(41,8 = 9,9 %, n = 4). On the other hand, Me-cAMP (100 uM), an EPAC (other CAMP target)
activator resembled the DA effect (51, 2 + 10, 6 %, n=2).

We have also investigated the involvement of other protein Kinases. Ly 294,002 (10 uM), a
PI3K inhibitor (11, 3 £ 11, 1%, n=3), as well as PD 98,059 (10 uM) and UO126 (10 pM), MEK
inhibitors (DA + PD 98,059: 15, 9 + 3, 2 %, n=3; DA + UO126: 15, 7 + 11, 3 %, n=2), blocked the
DA effect.

Finally, we have studied the mechanisms of asc release stimulated by DA. SVCT2 (Sodium-
dependent Vitamin C Transporter 2) block by Sufinpirazone (1 mM), Quercetin (500 uM) or sodium
removal from the medium completely inhibited the DA effect (DA + Sufinpirazone: -59, 4 + 5, 7 %,
n =6; DA + Quercetin -12,2 + 5,6 %, n = 2; DA + medium without sodium: -12, 6 £5, 2 %, n = 4).

Conclusion

Our results presented here provide evidences that asc release from cultured retina cells is
under DA control through the D; receptor/ AC / cAMP pathway. However, this effect is clearly
independent on PKA but EPAC / PI3K / MEK-dependent, and probably involves the SVCT2
reversal.
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Os acidentes ofidicos sdo um grave problema de salide em todo o mundo. No Brasil
ocorrem, de maneira crescente, cerca de 30.000 acidentes por ano. Embora a soroterapia
reduza grandemente o 6bito dos vitimados, também induz a reacfes alérgicas graves e
ndo blogueia os efeitos locais como necrose e hemorragias, que incapacita inimeros
cidaddos no mundo tudo. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de
derivados sintéticos triazélicos em neutralizar alguns efeitos farmacoldgicos induzidos
por veneno de Bothrops jararaca e Lachesis muta. Os derivados foram dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e pré-incubados com os venenos por 30 minutos, para entdo
analisarmos suas propriedades inibitérias das atividades proteolitica (causar necrose),
hemolitica (destruir células do sangue) e coagulante (causar hemorragias). Os resultados
mostram maior afinidade dos compostos pelo veneno bruto de Bothrops jararaca, com
maiores porcentagens de inibicdo. A inibicdo da atividade hemolitica atingiu cerca de
79 % e o tempo de coagulacdo do plasma aumentou cerca de 3,5 vezes para a serpente
Bothrops jararaca. Para a atividade proteolitica os compostos demonstraram pouca
atividade sobre ambos os venenos, com melhor resultado para Lachesis muta (maxima
inibicdo de 35%). De maneira geral, estes compostos apresentaram o efeito esperado, de
inibicdo das atividades biologicas dos venenos de serpentes, porém com poténcias
diferentes, podendo assim ser uma fonte promissora de moléculas capazes de reduzir as
sequelas dos acidentes observados em envenenamento por serpentes, ou ainda, podem
ser usados como um modelo molecular para o desenvolvimento de agentes antiofidicos.
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Os acidentes com animais peconhentos representam um sério risco a salde publica no Brasil.
Envenenamento por serpentes € caracterizado por hemorragia, hemdlise, necrose, disturbios de
coagulacdo e neurotoxidade. No Brasil, a terapia mais utilizada no tratamento contra o
envenenamento por serpentes é o soro antiofidico, porém este pode induzir reacdes adversas nos
pacientes, além de ndo neutralizar com eficiéncia os efeitos locais, que podem evoluir para a
amputacdo e/ou deformidade do membro acometido pela picada. Este fato pode gerar um
impacto negativo socioecondmico para o individuo, pois levard a uma incapacidade para o
trabalho. Por isso, a procura por novas moléculas se torna importante como método alternativo
ou complementar a soroterapia para neutralizar as principais atividades biolégicas dos venenos.
Os organismos marinhos tém sido classificados como a maior reserva de moléculas bioativas. E,
dentre estes organismos, as esponjas possuem diversas moléculas com propriedades
farmacoldgicas, como: anticoagulante, antiinflamatorio, anticancer, antimicrobiano, efeitos na
fibrindlise, antiangiogénico, efeitos em plaquetas e em células endoteliais. Nesse trabalho, nos
avaliamos as propriedades antiofidicas de 10 esponjas marinhas brasileiras (Amphimedon viridis,
Aplysina fulva, Condrosia collectrix, Desmapsamma anchorata, Dysidea etheria, Hymeniacidon
heliophila, Mycale angulosa, Petromica citrine, Polymastia janeirensis, Tedania ignis) contra
certas atividades bioldgicas (coagulante, proteolitica, hemolitica e hemorragica) do veneno da
serpente Bothrops jararaca e Lachesis muta, pois sdo serpentes de interesse médico pela
gravidade dos sintomas e frequéncia dos acidentes. Foi observado que todos os extratos foram
capazes de inibir a atividade proteolitica de ambas as serpentes com diferentes poténcias, exceto
a esponja H. heliophila. Entretanto, somente P. citrina inibiu eficientemente a coagulacdo do
plasma causada por B. jararaca, jd para L. muta nenhuma esponja foi capaz de previnir a
coagulacdo. A maioria dos extratos inibiu a atividade hemolitica do veneno de B. jararaca.
Contudo, o efeito inibitério na hemolise para o veneno de L. muta apresentou percentuais
menores. Estudos in vivo também determinaram a eficacia das esponjas em inibir a atividade
hemorragica induzida pelo veneno de B. jararaca, com destaque para as esponjas P. citrina, D.
anchorata e D. etheria, que alcancaram 100% de inibicdo. Nossos dados demonstram que
esponjas marinhas sdo capazes de inibir as atividades bioldgicas de B. jararaca e L. muta. Deste
modo, este estudo se torna importante, pois revela que substancias de origem natural podem ser
utilizadas como compostos antiofidicos ou como protétipos para desenvolvimento de novas
moléculas com esta finalidade; podendo assim complementar ou ser uma alternativa a
soroterapia em casos de acidentes por B. jararaca e L. muta. Além de realizar estudos de
bioprospeccdo envolvendo esponjas marinhas, exacerbando que o0s oceanos sdo fontes
importantes de moléculas bioativas e celeiro para o desenvolvimento de bioprodutos.

Palavras-chave: venenos de serpentes, esponjas brasileiras, antiofidico, atividades bioldgicas,
Bothrops jararaca.
Suporte financeiro: IFS (Grant F/4571-1), CNPq, FAPERJ, PROPPi-UFF



RESUMO:

No Brasil ha esforgos para o desenvolvimento do cultivo do mexilhdo Perna perna, na
regido sul e sudeste. Esse trabalho se insere nesse contexto e foi realizado na Enseada de
Itaipu, durante o periodo de dezembro de 2009 a junho de 2010, objetivando monitorar os
parametros fisico-quimicos das aguas e o desenvolvimento do Perna perna em trés diferentes
profundidades. A temperatura, salinidade e oxigénio dissolvido apresentaram valores
adequados para esta espécie. Os nutrientes inorganicos dissolvidos (silicato, amonia, nitrito,
nitrato, fosfato) apresentaram valores ligeiramente altos em alguns momentos se comparados
a Agua Costeira, o que é interpretado como resultado da influencia de dguas eutroficadas
provenientes do Sistema Lagunar Piratininga-ltaipu. A taxa de crescimento média dos
mexilhGes foi de 0,7cm/més (Pl); 0,65cm/més (Pll); 0,58cm/més (Plll), para as trés
profundidades, respectivamente, e o incremento no peso foi de 5,6g/més (Pl); 5,4g/més (Pll);
4,2g/més (PIIl). Observando a taxa de crescimento e engorda, pode-se concluir que a melhor

profundidade para cultivo € a Pl (1m), porém o cultivo ainda é eficiente até 5m.
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Introducéo

O virus da hepatite A (HAV) é responsavel pela maioria dos casos de hepatite de
transmissdo entérica na maior parte do mundo. Nas Gltimas décadas, vem sendo observado em
diversos paises, inclusive no Brasil, uma mudanca na epidemiologia da hepatite A com um aumento
do ndmero de individuos suscetiveis a infeccdo em virtude de melhorias sanitarias e
socioecondmicas, 0 que acarreta 0 aumento na possibilidade da ocorréncia de surtos de hepatite A.
Neste trabalho, a prevaléncia da infeccdo pelo HAV foi avaliada em duas populacGes amazonicas:
(a) 1103 criancas (0 a 10 anos) provenientes de uma pequena cidade de fronteira (Acrelandia) e (b)
405 criancas pré-escolares, escolares e adultos (0 a 90 anos) moradores de um assentamento agricola
(Granada) a 30-50 km de Acrelandia, estado do Acre, Brasil. As amostras de sangue foram obtidas
apos assinatura de um consentimento formal a partir de estudos sequienciais de base populacional
que foram realizados nestas duas populacdes em 2004 e 2007, respectivamente, a partir de um
estudo que vem sendo realizado por profissionais da USP, SP, para investigacdo de doencas de
veiculagdo hidrica nestas comunidades. Analise estatistica foi realizada para investigar possiveis
associagdes entre a soropositividade para anti-HAV, local de moradia, idade e sexo dos individuos.

Resultados e Discussédo

A prevaléncia total de anti-HAV na populagéo infantil urbana de Acrelandia e na area rural
entre individuos de até 90 anos foi de 47,7% e 81,5%, respectivamente. A analise da soroprevaléncia
das populaces infantis estudadas demonstrou que, até os cinco anos de idade, apenas cerca de 40 —
50% das criangas era imune para o0 HAV, enquanto que a partir do 10 anos, esta prevaléncia
praticamente dobrou para cerca de 80%, independente da area de moradia (rural ou urbana).
Observou-se associacdo estatistica entre a prevaléncia de anti-HAV e o0 aumento da idade em todos
0s grupos analisados (p<0,0001), com um aumento progressivo do risco da infecgéo pelo HAV. Néo
houve associacdo estatistica entre a prevaléncia de anti-HAV com o sexo (p>0,05).

Conclusoes

Os resultados obtidos sugerem que as populagdes estudadas encontram-se numa zona de
transicdo em relagcdo a endemicidade para hepatite A, passando de um caréter alto (quando espera-se
gue > 90% dos individuos até 10 anos sejam imunes) para intermediario (soroprevaléncia de até 50%
em individuos < 15 anos). Embora a taxa de prevaléncia total para anti-HAV tenha sido elevada,
cerca de metade da populacdo infantil abaixo de cinco anos estava desprotegida contra 0 HAV. O
significativo aumento da soroprevalencia ap6s 0s cinco anos de idade poderia estar correlacionado
com o inicio da atividade escolar, quando aumentam os contatos extradomiciliares da crianca e,
consequentemente, o risco de exposi¢do ao virus. Embora o Brasil seja atualmente considerado
como um pais de endemicidade intermedidria para hepatite A, taxas mais elevadas de
soroprevaléncia ainda sdo esperadas em virtude das diferencas regionais, especialmente nas regides
socioeconomicamente menos favorecidas. Entretanto, a prevaléncia observada entre a populagéo
infantil esteve abaixo do esperado para areas endémicas, o que sugere uma provavel diminuicdo da
circulagdo do virus no pais de acordo com os dados descritos na literatura.
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Introducéo

O exercicio fisico provoca importantes modificacdes no sistema cardiovascular alterando a
modulagio autondmica cardiaca com aumento da atividade simpética e reducdo da atividade vagal, a
redistribuicdo do fluxo sangiineo periférico, aumentando a freqiiéncia cardiaca e o débito cardiaco
entre outras. O exercicio fisico e o condicionamento fisico parecem exercer uma importante

influéncia nos ajustes circulatorios periféricos observaveis até horas apés a interrupgéo do esforgo.

Em ratos, o treinamento fisico também parece modificar a sensibilidade do barorreflexo
(SBR) € o controle autondmico cardiovascular. As modificagdes cardiovasculares em ratos induzidas
pelo exercicio parecem ser observaveis tanto em protocolos de corrida como em natacdo. O objetivo
do presente estudo foi o de identificar as potencialidades e limitagGes dos protocolos de medida de
pressdo arterial de forma invasiva e ndo invasiva em ratos para posterior treinamento aerébio em

esteira rolante.
Resultados e Discussao

Foram usados 80 ratos Winstar machos. Todos provenientes do Biotério do Instituto
Biomédico da Universidade Federal Fluminense. Os animais foram mantidos em condicdes
controladas de temperatura (22 + 2°C), ciclos de 12h claro/escuro e dieta ad libitum até 60 dias de
idade de acordo com as normas para os cuidados e uso de animais de laboratério, bem como o
presente projeto também foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal

Fluminense (NUmero Protocolo — 00127-09).

Para o registro de pressao arterial (PA), os animais foram anestesiados com ketamina (90
mg.kg-1) e xilazina (40 mg.kg-1) para colocagdo de canulas de polietileno (PE-10, com didmetro
interno de 0,01 mm conectadas a uma peca de PE-50, com didmetro interno de 0,05 mm) extenséo.
Estas foram preenchidas com soro fisioldgico e posicionadas no interior da artéria carétida esquerda
para registro da PA. As canulas foram fixadas com fio de algoddo, na artéria e na veia e suas

extremidades mais calibrosas foram passadas subcutdneamente, exteriorizadas no dorso da regido
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cervical, fixadas com fio de algodao na pele. Apds o término da cirurgia os animais foram tratados
com uma Unica injecdo de penicilina (Benzetacil , Fontoura-Wyeth, 60.000 U). Cada cirurgia durou

em média 1 hora e meia.

O registro da pressdo caudal foi feito de forma ndo-invasiva (NIBP Controller,
ADinstruments, Australia) e intra-arterial com PowerLab 4/30 (ADinstruments, Austréalia) e
posterior andlise com o sistema Labchart 7.2 (ADinstruments, Austrélia). Para registro da PA caudal,
todos os ratos eram inicialmente adaptados a um contensor. No momento do registro, esse rato era
mantido dentro do mesmo contensor e um MLT125R Cuff associado a um transdutor, era ajustado a
cauda do animal que por sua vez se ligava NIBP Controller, ADinstruments, Australia) e intra-

arterial com PowerLab 4/30 (ADinstruments, Australia).

Adaptacdo em esteira ergomeétrica: para a adaptacdo de 30 ratos em esteira ergométrica foi
utilizado um periodo de 4 semanas - 4 dias por semana. Cada adapta¢do tinha duracdo de 10 minutos
com velocidade constante de 0,8 km/h. Os ratos foram marcados de A a Z e numerados de 1 a5 e,
diariamente, eram anotados aqueles que melhor respondiam a adaptacéo. Os 5 ratos que caminharam
com mais facilidade foram selecionados para um teste de esfor¢o maximo, cujo protocolo era iniciar
com velocidade de 0,7 Km/h e a cada 2 minutos aumentar 0,1Km/h em um tempo total de 40
minutos, totalizando 2,5 Km/h de velocidade méxima. A inclinagdo usada foi de 11%.

Em um rato, foi feito o registro da pressdo arterial de forma invasiva (através do
procedimento cirdrgico de canulagdo) por 5 min. A partir desse registro foi possivel obter a presséo

arterial sistolica, pressao arterial diastolica, pressao arterial média e a freqiiéncia cardiaca (Tabela 1).

Tabelal: Dados apresentados como média + desvio padrdo de freqliéncia cardiaca (FC), de pressao

arterial sistolica (PAS), de pressdo arterial diastélica (PAD) e de pressdo arterial média (PAM).

Condicéo FC (bpm) PAS (mmHg) PAD (mmHg) PAM (mHg)
Repouso 361 + 95 103 + 27 70 + 17 86 +17
Exercicio 397 + 67 126+ 7 91+6 106 + 6

Foram realizados registros de pressao caudal em 30 ratos, os mesmos que foram submetidos
a exercicios na esteira. Inicialmente era necessario ligar os equipamentos. O primeiro aparelho
(NIBP Controller, ADinstruments, Australia) apresenta um espaco onde conecta-se um cuff ( Model

n® MLT125R Cuff & Transducter, Rat), alem de apresentar duas entradas: uma para pressdo ligada




ao canal 1 e uma para o pulso ligada ao canal 2. Esses canais, por sua vez, vinham de um outro
aparelho PowerLab 4/30 (ADinstruments, Australia). Ap6s a montagem desses equipamentos, eram
feitos as configuragBes necessarias no programa do Lab Chart para se fazer a leitura do registro. Os
animais foram adaptados a um contensor por 4 semanas, durante 10 minutos cada um. O Cuff era
ajustado a cauda do animal e a leitura era feita. A Tabela 2 mostra a média de presséo arterial caudal
de cada animal e média total desses dados. A Figura 1 ilustra a visualiza¢do do registro no LabChart
apresentando a pressdo arterial média, pressao arterial sistolica e FC.

Tabela 2: Nesta tabela sdo mostrados os registros da pressao arterial caudal analisados de cada rato
individualmente. Esses registros foram observados em 3 momentos distintos em que a pressao
arterial caudal voltava a ser visualizada ap6s um garrote. Realizado essa mensuracdo, foi feita a

média de cada e posteriormente uma média total.

1° registro 2° registro  3° registro Média (mmHg)

(mmHg) (mmHg) (mmHg)
Rato | 112 118 97 151
Rato J 92 111 99 113
Rato M 95 93 93 105
Rato L 123 112 121 89
Rato N 117 121 121 106
Rato 3 70 71 62 109
Rato B 118 105 99 112
Rato C 104 104 76 95
Rato A 130 106 104 113
Rato 1 91 92 97 93
Rato 2 94 97 97 96
Média Total 104 103 97 107
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Figura 1: A figura representa a ilustragdo do sistema de registro feito pelo programa LabChart.O
ponto em destaque (representado pelo “X”) demarca o momento em que a pressdo arterial caudal
média (mostrada no canal 1) volta a ser visualizada apds a reducéo da pressédo do cuff. O canal 2
mostra a pressao arterial sistdlica ap6s o garrote gerado pelo Cuff do aparelho. O canal 3 mostra o

momento em que a FC cardiaca retorna a sua regularidade.

Conclusoes

A montagem dos sistemas de medidas de pressdo arterial invasiva e ndo-invasiva permitiram
investigar o comportamento da presséo arterial em condic@es distintas e permitird o desenvolvimento
de protocolos de testes para o estudo dos mecanismos de regulagdo cardiovascular em repouso e no
exercicio. A adaptacdo dos animais na esteria e no contensor é fundamental para reduzir o estresse

destas condicdes e oferecer maior robustez aos dados.
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Introducéo

As alergias alimentares sdo atualmente um grave problema de satde que afetam 4-8% da populacéo
humana. Proteinas provenientes do leite, ovos, peixe, nozes e amendoim sdo consideradas as mais
importantes no contexto clinico. (Pons et al Cur Op Aller & Clin Immunol:... 5 (6) 2005. Nosso
grupo estabeleceu um modelo murino que simula a histéria natural das alergias alimentares
(Teixiera et al Imunobiologia, 213 Q 2008).
Assim, a fim de melhorar 0 nosso sistema, nosso objetivo foi realizar um extrato de proteina total do
amendoim, e, em seguida, purificar este extrato e comparar sua imunogenicidade.
Resultados e Discussédo

Sementes de amendoim cru foram moidas em moedor de café elétrico e misturadas em tampao de
extracdo (10 mM tampao borato - pH 8,5) 01:10 w / v e incubadas em temperatura ambiente por 2 h
para a obtencdo de proteinas um extrato bruto de amendoim (EBA). O EBA foi, entdo, misturado
com uma solugdo sulfato de aménio saturada (NH,) ,SO, nas concentracGes de 10, 20, 30, 40 e 50%
v / v sob agitacdo constante por 20 minutos. Ap6s isso, todas as preparacdes foram centrifugadas por
15 minutos e os precipitados foram ressuspendidos em solucéo salina para obter extrato de proteina
purificada de amendoim (EPA). Eletroforese por SDS-PAGE foi utilizada para avaliar as diferengas
no perfil de proteinas em cada concentracdo de sulfato de amdnio. Para determinar a
imunogenicidade dos extratos, camundongos C57BL / 6, machos adultos pesando 20-25 g (n =
6/grupo), criados e mantidos no Ndcleo de Animais de Laboratério (NAL / UFF) foram alojados em
ambiente com temperatura e umidade controlados (22° C), em gaiolas de polipropileno. Eles
receberam agua acidificada (pH 2,5) ad libitum, e dieta. Os Animais foram imunizados por via
subcutinea com 100ug de EBA ou EPA + 1 mg Al (OH) 3 na imunizagdo primaria e 21 dias depois,
todos os animais receberam uma imunizacdo de refor¢o sem o adjuvante. ELISA foi utilizado para
quantificar os niveis de IgG total anti-amendoim e revelou que a imunogenicidade de EPA 10%
(3,794 * 0,310), o0 EPA 20% (3,544 * 0,319) sdo similares aos EBA (3,9805 + 0,017) e
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significativamente superior (p <0,01) do que EPA 30%, (3,279 + 0,051) EPA 40% (2,928 £ 0,179) e
EPA 50% (2,718 + 0,146). Todos os extratos sdo significativamente diferentes do controle negativo

onde os animais foram imunizados com solugéo salina (0,566 + 0,103). O passo seguinte consistiu

em selecionar um EPA e testa-lo em um protocolo de inducdo de tolerancia oral. Para este protocolo,

0s animais foram divididos em 5 grupos, conforme ilustrado na tabela 1 .

Tabela 1 — Desenho do Protocolo experimental

Etapas e Atividades do Protocolo Experimental

Dia-10a-7 -7a0 Dia0 Dia 21 Dia 35 -65 Dia 65
Contato Cutaneo Indugdo de ADM ADM ] Morte dos
o . Desafio oral o
(orelha) Tolerancia Primaria Secundaria animais
Extrato Purificado G1 Amendoim
Amendoim G2 EPA+ EPA
Al(OH);
(EPA) Racéo
G3 Amendoim
Extrato Bruto de Amendoi
mendoim
; EBA +
Amendoim EBA
Gl Al(OH);
(EBA)
Racéo
Retirada dos
G5 segmentos
Amendoim intestinais
para analise
Controle (-) EBA +
EBA
G6 Al(OH);
Salina
Racéo Amendoim
Fisioldgica
Controle (+)
G7
) EPA +
Amendoim EPA
Al(OH);

Controle (-)




G8
Racéo

Controle (+)

G9
Salina Salina Racéo
Racéo

O consumo médio semanal de alimentos foi calculado para cada grupo, considerando o consumo de
cada animal em mg / g / dia. Apesar das variacbes durante todo o experimento, ndo foram
observadas diferencas significativas. Todos os animais foram pesados uma vez por semana durante
todo o protocolo experimental e nenhuma alteracdo significativa no peso corporal entre os diferentes
estagios do protocolo (tolerizagdo, inoculagbes primaria e secundaria e desafio oral) foram
observadas em qualquer grupo quando comparados ao grupo controle negativo. Nossos resultados
demonstram que ndo existem diferencas significativas entre EBA e EPA entre grupos tolerante ou
entre grupos imunes.
Conclusdes
Embora o perfil de proteinas no EBA seja diferente do EPA, a imunogenicidade desta preparagdo
protéica é mantida tornando-a um estimulo antigénico bom para estudos em alergias do amendoim
dos alimentos e da tolerancia.
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Introducéo

O Formigueiro-do-litoral (Formicivora littoralis Gonzaga e Pacheco, 1990) é considerado a
Unica espécie de ave endémica de restinga, estando regional e globalmente ameacada de extingéo.
Sua distribuicdo é restrita a Regido dos Lagos (RJ), com ocorréncia registrada para os municipios de
Saquarema, Araruama, lguaba Grande, Arraial do Cabo, Sdo Pedro D’Aldeia, Cabo Frio e Buzios
(VECCHI E ALVES, 2008; MATTOS et al., 2009). Habita preferencialmente a faixa litoranea mais
proxima a agua, em areas de vegetacdo rica em cactos e bromélias. E considerada extremamente
sensivel & perda e fragmentacdo de seu habitat, constituindo estas as principais ameacas as
populagdes remanescentes.

O presente estudo objetivou estudar os aspectos relacionados ao comportamento reprodutivo
da espécie em questdo, incluindo os cuidados parentais, assim como habitos alimentares e principais
ameacas bidticas e abioticas. Para isso foram realizadas excursdes ao Nucleo Experimental de
Iguaba Grande, campus pertencente a Faculdade de Veterinaria da UFF, durante os meses de agosto
de 2010 e julho de 2011. O acompanhamento dos sitios de nidificagdo foram realizados por meio de
quatro visitas mensais em diferentes horarios do dia, em que foram feitas observacgdes diretas dos
pares, por duas horas consecutivas, com uma posterior pausa também de duas horas, com a
consequente retomada das observagdes. Foram feitas medigdes dos ovos, ninhos e filhotes, com
auxilio de paquimetro mecénico e pesagem dos filhotes com auxilio de uma balanca (pesola), a cada
trés dias apds a eclosdo, até o abandono do ninho. Os ninhos foram caracterizados quanto a sua
localizagdo, planta utilizada como suporte, forma, material utilizado para confecgdo, altura em
relacdo ao solo e eventuais interages, como eventos de predagéo.

Resultados e Discussao

Em outubro de 2010 foram encontrados no campus da Universidade em Iguaba Grande (RJ),
trés ninhos de Formicivora littoralis. Estes situavam-se em darea de restinga proxima a lagoa,
distando 7 m, 25 m e 15 m, respectivamente. Ambos possuiam formato de taca e encontravam-se
apoiados em forquilhas horizontais de ramos de Maytenus obtusifolia, (Celastraceae), e dois
encontravam-se a menos de 50 cm de altura sobre o solo, o terceiro foi encontrado a 135 cm de
altura. Os ninhos eram constituidos por capim, raizes, folhas secas e um material semelhante a seda.
Estes possuiam as seguintes dimensdes respectivamente: diametro externo 7,07 cm x 8,05 cm e 6,10
cm x 7,33 cm, didmetro interno: 5,15 cm x 7,51 cm e 4,95 cm x 5,13 c¢m, altura da cdmara: 7,35 cm e
6,45 cm e profundidade da camara de 5,04 cm e 4,45 cm. Para o terceiro ninho ndo ha medidas das
dimensdes. Quando encontrados, somente dois ninhos estavam ativos com dois ovos de coloragdo de
fundo branco com manchas marrom.

No primeiro ninho encontrado ativo, o primeiro ninhego eclodiu na manha do dia 15 de
outubro por volta de 09h30min h e desapareceu (possivelmente por predacdo) quando foi novamente
verificado duas horas depois (11h30min h), ja o segundo ninhego eclodiu na manha do dia seguinte,
sendo aquecido e alimentado alternadamente pelos dois membros do par reprodutor. No dia
17/10/2009 o ninho foi encontrado vazio, provavelmente em consequéncia de um segundo evento de
predacédo, desaparecendo do ninho duas horas depois. O ninho manteve-se aparentemente intacto.
Foi observado que macho e fémea revezavam na incubagéo dos ovos assim como na alimentagdo dos
filhotes.

O segundo ninho foi encontrado ativo no dia 4 de dezembro com dois ovos, com as
seguintes dimensdes: comprimento 18,9 mm (1) e 19,3 mm (2); largura 14,2 mm (1) e 14,4 mm (2);



peso: 2,0 g (1) e 2,2 g (2). No dia 7 de dezembro houve a eclosdo de um ninhego, com a
permanéncia do outro ovo no ninho. Entretanto no dia 8 de dezembro, este ninhego foi predado,
possivelmente pela serpente Philodryas patagoniensis (Colubridae), que havia visitado o ninho trés
dias antes.

J4 o terceiro ninho foi encontrado desativado e um pouco alterado, por isso ndo foram
realizadas medidas de suas dimensoes.

Ninhos intactos ap6s a predacdo sugerem que seus principais predadores sejam cobras ou
outros pequenos animais como propdem Mendon¢a (2001) para a predacdo de ninhos de F.
erythronotus. Além disso, alguns autores (e. g. SKUTCH 1976, SICK 1997) atribuem as serpentes o
papel de principais predadores de ninhos de aves tropicais.

Este trabalho também buscou contribuir com informacgfes a cerca de predacdes a ninhos,
sendo o segundo relato para esta espécie. O primeiro registro de predacdo de ninho de F. littoralis
foi documentado por Oliveira (2007), o qual relatou a predacdo de ninhegos também por uma
serpente, Pseustes sulphureus (Colubridae) na llha de Cabo Frio-Arraial do Cabo, RJ.

Conclusoes

A partir dos estudos sobre os ninhos, realizados pelo presente projeto, estd sendo possivel
um melhor conhecimento sobre o0 comportamento reprodutivo da espécie, que até entdo era escasso.

Este trabalho levantou novas informagfes sobre o comportamento parental de Formicivora
littoralis e principalmente sobre o desenvolvimento dos filhotes nos primeiros dias de vida.

Em relacdo ao ninho encontrado ativo, a evolucdo dos eventos sugere interacdo inter-
especifica de predacdo. Apds o desaparecimento de cada ninhego, 0 ninho manteve-se
aparentemente intacto, caracteristica que, sem descartar a acdo de outros predadores, confere forte
indicio de predacdo por serpentes. Fato este que foi corroborado pela presenca da espécie
Phylodrias patagoniensis nos arredores do ninho.

Apesar de apenas trés ninhos de F. littoralis terem sido encontrados durante o presente
estudo, € interessante destacar que ambos encontravam-se em area de restinga, apoiados na mesma
espécie vegetal Maytenus obtusifolia e a pouca distancia da lagoa de Araruama. A descoberta de
novos ninhos é muito importante para verificar se a espécie sempre seleciona estas caracteristicas
durante seu evento reprodutivo.

Por ser tratar de uma espécie que vive nos emaranhados de vegetacdo densa da restinga,
nem sempre é possivel achar os ninhos, o que explica um baixo nimero destes encontrados.
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Introducdao

Os estudos sobre a rotagcdo mental de figuras tridimensionais representam uma
demonstracdo clara de que fendmenos subjetivos podem ser quantificados
através da medida dos Tempos de Reacdo (TR). Em tarefas de julgamento da
lateralidade (esquerda ou direita) de figuras representando a mao humana em
varias orientacdes e vistas, ndo existe uma relagdo linear entre o angulo de
rotacdo e o TR. Nessas situacOes, as restrigdes biomecédnicas normalmente
presentes durante a realizacdo de um movimento real influenciam a rotacéo
mental das figuras. Rotineiramente, tanto o processamento visual quanto o
haptico (tatil) sdo usados para acessar os “modelos internos da memoria
motora” (as imagens motoras). O objetivo deste projeto foi identificar as
propriedades das imagens motoras construidas através de uma exploragdo
haptica de estimulos representando partes do corpo (médos), comparando-as com
as construidas através da viséo.

Resultados e Discussao

Foram utilizados como estimulos oito figuras em alto-relevo no formato da méo
humana (0.5 mm altura, 4.0 cm largura e 5.5 cm comprimento). Destas, quatro
eram figuras da mdo esquerda e outras, quatro figuras da mao direita. Os
estimulos foram colados em cartdes magnéticos em quatro diferentes
orientagdes: 0° (figura com os dedos apontando para frente), 90°L (figura com
os dedos apontando lateralmente a linha média do corpo), 180° (figura com os
dedos apontando em dire¢do ao voluntario) e 90°M (figura com os dedos
apontando medialmente a linha média do corpo do voluntario). Os voluntarios
com os olhos vendados deviam explorar hapticamente os estimulos e decidir se
eles representavam a mdao esquerda ou a mao direita. Dezesseis voluntérios
foram instruidos a considerar que iriam explorar figuras representando a Palma
da méo e outros dezesseis que as figuras representavam o Dorso da méao. No
grupo Palma, &ngulos 90°L e 180° apresentaram Tempos de Reac¢do (TR) maior
(p<0,05) que os demais angulos (0° e 90°M). No grupo Dorso, o angulo 180°
apresentou TR significativamente maior do que os demais angulos e nenhuma

outra comparacdo foi significativa.



Concluséo

Os resultados mostram que a variacdo do Tempo de Reacdo em funcdo do
Angulo depende da Vista na qual a figura é apresentada (Vista Palmar ou
Dorsal). Isto sugere que a exploracdo haptica de uma figura representando uma
parte do corpo (médo) evoca um processo de simulacdo mental que €
influenciado por pardmetros biomecanicos que restringem o movimento real, tal
como ocorre nas tarefas de julgamento de lateralidade de partes do corpo
utilizando estimulos visuais. Desta forma, sugerimos que a imagética motora ¢
utilizada durante a tarefa de reconhecimento haptico da lateralidade de figuras
de méaos. Ou seja, para realizar a tarefa corretamente os voluntarios simulavam
mentalmente um movimento no qual a representacdo mental de sua prépria méo
alcancasse uma posicao tal qual a do estimulo apresentado.
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Palavras Chave: Mergus octosetaceus, Comportamento, Reproducéo, Cuidados Parentais
Introducéo

O Pato-mergulhdo (Mergus octosetaceus) € uma das aves aquaticas mais raras do mundo, estando
classificada pela IUCN como criticamente ameacada de extincdo. Unica espécie representativa da
tribo Mergini no hemisfério sul, apresenta estimativa populacional global de aproximadamente 250
individuos, das quais estima-se que cerca de 80 aves habitem o Parque Nacional da Serra da
Canastra, MG.

Essa espécie vive em pequenos rios caudalosos de agua limpa, com areas de corredeiras. Alimenta-
se principalmente de peixes, como o lambari (Astyanax sp.), que captura submergindo a cabeca em
aguas rasas ou durante mergulhos em agua profundas. Sao aves territorialistas, monogamicas e que
aparentemente vivem no mesmo trecho de rio por toda a vida.

O periodo reprodutivo ocorre de maio a agosto, porém, pouco se sabe sobre o seu comportamento.
Até o presente momento cinco ninhos foram descritos, localizados em oco de arvore, cavidade
rochosa ou barranco de barro. A incubacdo dura cerca de 33 dias, durante esse periodo a fémea
incuba os ovos, saindo do ninho apenas duas vezes ao dia, enquanto 0 macho passa a maior parte do
tempo no rio sobre substratos. Ao sairem do ninho os filhotes estdo aptos a nadar e embora j& sejam
capazes de capturar pequenos invertebrados necessitam da alimentacdo fornecida pelos adultos.

Tendo em vista a vulnerabilidade da espécie e os poucos dados referentes ao seu comportamento, o
presente trabalho descreve o comportamento de trés casais de Pato-mergulhdo durante o periodo
reprodutivo, com enfoque nos cuidados parietais e desenvolvimento dos filhotes. Também séo
apresentados dados referentes a area de nidificacéo assim como relatos referentes a interages inter e
intraespecificas observadas no periodo de estudo.

Resultados e Discusséo

Durante o periodo de estudo foram acompanhados trés casais de Mergus octosetaceus. Em 2010 o
“casal 1” foi acompanhado durante o periodo de incubacdo dos ovos e p6s abandono de ninho e o
“casal 2” durante a incubagdo, pés-ecloséo dos ovos, abandono e pds-abandono de ninho. Em 2011 o
“casal 3” foi encontrado com cinco filhotes que j& haviam abandonado o ninho e foi acompanhado
por dois dias.

-Caracteristicas dos ninhos: O ninho do “casal 17 localizado no rio Sdo Francisco estava préximo
ao topo de um barranco de barro na margem esquerda e apresentava entrada de formato circular. A
area era circundada por gramineas que se adensavam na parte superior do barranco e sua por¢édo
central encontrava-se rarefeita de vegetacdo. O rio abaixo do ninho apresentava agua calma, limpida
e transparente, com pedras ao fundo.



O ninho do “casal 2” localizava-se no rio Cachoeirinha, na margem direita, em um barranco
composto por rochas e barro. A entrada apresentava formato em fenda na horizontal com 0,40 m de
altura e 0,92 m de largura. No seu interior havia duas camaras, uma mais rasa e externa que
apresentava 0,56 m de profundidade, onde comecava a segunda e mais profunda, com 0,90 m. A
parede de ambas as caAmaras era composta de barro de onde partiam pequenas raizes de vegetais e 0
fundo da segunda camara, local em que os ovos foram incubados, encontrava-se forrado por penas.
Na parte externa do ninho, a por¢do inferior a entrada era composta por uma “parede” de rocha e a
parte superior por barro e pedras onde havia vegetacdo de galhos finos e tortuosos que pendiam em
frente & entrada do ninho.

Localizava-se a 2,88 m de altura do espelho d’agua ¢ a 0,40 m de distdncia da agua. O rio
apresentava profundidade abaixo do ninho de 0,08 m, a 4gua era limpida, translicida e agitada, com
uma pequena corredeira mais abaixo do ninho. As margens apresentavam distancia de 11,22 m e
densa vegetacdo arbdrea, o que impedia a incidéncia direta do sol sobre o ninho.

-Incubacdo: Quando os ninhos foram encontrados a incubacdo dos ovos ja haviam se iniciado,
durante o periodo em que os ninhos foram observados notou-se pouca variagdo no comportamento
de ambos os casais. O “casal 1” foi acompanhado por trés dias antes da eclosdo dos ovos e o “casal
2” por seis.

O macho do “casal 2” chegava na area de nidificagdo durante a manha por volta de 6h 30 min
(6h42-6h25 ; n=3). Em ambos 0s ninhos eles permaneceram a maior parte do tempo de observagéo
sobre pedras semi-submersas no rio, onde descansavam e arrumavam as penas, também foram
observados entrando no rio para pescar e nadar. No dia 14 de julho o macho do “casal 2” se ausentou
sozinho da area de nidificacdo por trés vezes , indo para um local desconhecido por cerca de 23min
(45min-11min; n=3).

As fémeas passaram a maior parte do dia incubando os ovos. Ao sair do ninho vocalizavam voando
em direcdo ao rio, onde podiam se banhar, defecar e copular com o0 macho, depois o casal voava para
uma area desconhecida permanecendo fora da area de nidificacdo, no “casal 2” esse tempo foi de
aproximadamente 49 min (1h10-38 min; n=3).

O “casal 27, ao retornar, passava voando em frente ao ninho seguidas vezes, podendo entrar na
agua e voltar nadando, observando o ninho. Para a fémea entrar no ninho o casal retornava voando
no sentido contrério a correnteza do rio, a fémea na frente seguia direto para o ninho e o macho
chegava segundos depois, indo em dire¢do a gua.

A eclosdo dos ovos do “casal 1” provavelmente ocorreu entre os dias 12 e 13 de julho, pois os
adultos foram encontrados nadando com seis filhotes no dia 14 de julho. O “casal 2” teve o interior
do ninho monitorado diariamente, sendo encontrados sete filhotes em seu interior no dia 15 de julho,
nesse dia observou-se a fémea saindo duas vezes do ninho, as 7h33 da manha e as 12h10 da tarde.

-Abandono do ninho: O “casal 2” abandonou o ninho no dia 16 de Julho, dia seguinte a eclosdo dos
ovos. O macho chegou a &rea de nidificagdo as 6h25 da manhd e as 6h45 emitiu vocalizagGes. Cinco
minutos depois a fémea saiu do ninho vocalizando e se juntou a ele no rio, onde permaneceram
vocalizando. Os filhotes andaram até a entrada do ninho, de onde pularam de um em um em direcéo
ao rio. Primeiro cairam em pedras na margem de onde caminharam para a dgua € nadaram em
direcdo aos adultos. Quando todos os filhotes se reuniram aos adultos, a familia seguiu descendo o
rio nadando, todo esse processo de abandono durou aproximadamente 1 min.



-P6s-abandono: O “casal 1” foi acompanhado no primeiro, segundo e quarto dias apés o abandono,
0 “casal 2” foi monitorado por sete dias consecutivos, ja o “casal 3” foi encontrado com os filhotes
na agua e apesar das diarias incursdes na margem do rio, s6 foram encontrados por dois dias.

Os filhotes permaneciam a maior parte do tempo préximo aos adultos, durante a locomocao o casal
podia nadar na frente lado a lado e os filhotes atras em fila ou agrupados, assim como também podia
vir um adulto na frente seguido pelos filhotes e o outro adulto atras. Durante a locomogdo um filhote
pode subir no dorso de um dos adultos ¢ ser transportado, o “casal 1 e 3” foram vistos trés vezes com
dois filhotes no dorso do mesmo adulto.

Em alguns momentos, enquanto os adultos pescam, os filhotes podem subir em pedras do rio para
repousar e arrumar as penas. Quando os adultos sobem em pedras para repousar alguns filhotes
podem permanecer na agua, nadando ao redor e bicando a superficie das pedras onde se encontram
algas, esse comportamento também é observado quando os adultos estdo pescando.

Durante o forrageamento os filhotes acompanham a movimentacdo dos adultos dentro da agua
submergindo a cabeca. Ao emergir com um peixe os filhotes o cercam para pega-lo. Quando o
alimento é retirado do adulto geralmente ¢ disputado pelos filhotes que tentam agarra-lo, num duelo
“bico” a “bico”.

-“Casal 1”: No quarto dia ap6s a saida do ninho foi encontrado com apenas quatro filhotes,
provavelmente devido a agéo de algum predador.

-“Casal 2”: No primeiro dia de vida os filhotes ja se locomoviam em corredeiras, enquanto 0s
adultos seguiam em frente vocalizando, os patinhos alternavam entre nadar e subir nas pedras,
seguindo na direcdo deles.

Com relacdo a alimentacdo foram identificados quatro comportamentos, sendo dois deles
manifestados por ambos os adultos e mais um exclusivo para cada sexo. (1) capturar e ingerir: O
adulto captura um peixe e ap6s fratura-lo com o bico ingere; (2) alimentar os filhotes: Apos
capturar e fraturar um peixe, o adulto cede o alimento para um dos filhotes que tentam pegar de seu
bico; (3) Pegar peixe do macho: a fémea nada em dire¢do ao macho, pega o peixe de seu bico,
fratura e ingere; (4) ceder peixe para a fémea: o macho cede para a fémea um peixe que capturou. O
comportamento “capturar e ingerir” foi observado por 9 vezes, sendo que em cinco notou-Se que 0S
filhotes tentavam pegar o alimento do adulto. O comportamento “alimentar os filhotes” foi
observado por 16 vezes. Os comportamentos “pegar peixe do macho” e “ceder peixe para a fémea”
foram observados oito vezes, sendo que em duas dessas os filhotes tentavam pegar o alimento do
macho.

Quanto a iniciacdo ao mergulho pelos filhotes foram identificados quatro comportamentos
distintos: (1) explorar o ambiente subaquatico, onde o filhote nadava com a cabeca submersa e o
corpo rente a agua; (2) tentativa de mergulho, no qual o filhote submergia apenas a cabeca
enquanto movimentava rapidamente os membros posteriores, fazendo com que sua parte posterior
levanta-se da &gua; (3) mergulhos rapidos, realizando os mesmos movimentos do comportamento
“2”, porém, conseguindo submergir todo 0 corpo e retornando a superficie quase imediatamente;
(4) mergulho completo, no qual o filhote submergia todo o corpo em um ponto e ap6s alguns
segundos emergia em outro. A exploracdo do ambiente subaquatico foi observada a partir do 1° dia,
ocorria durante o forrageio, principalmente quando os adultos mergulhavam. No 1° dia de vida
foram observadas quatro tentativas de mergulho ja no 2% 3°dias observaram-se duas em cada. O
mergulho rapido foi observado apenas uma vez no 1° dia e quatro no 2° dia. Observou-se o0 primeiro
mergulho completo no 2° dia e a partir dai mais 30 vezes com duracdo média de 2,6 seg.



-“Casal 3”: Como foram encontrados com os filhotes ja fora do ninho nao foi possivel
precisar sua idade, estimando-se uma semana de vida.

-InteracGes inter e intraespecificas: Os trés casais foram observados sendo seguidos por Martins-
pescador-verde (Chloroceryle amazona) que sobrevoavam o local onde os Patos-mergulhédo
forrageavam. Os passaros se empoleiravam em galhos acima da familia ou passavam voando perto
deles vocalizando, em alguns momentos se atiravam na agua ao lado dos Mergus na tentativa de
capturar presas. Em 2010 um Martin-pescador-verde foi observado roubando um peixe do bico de
um Mergus adulto, enquanto este interagia com a presa, em continuas e freqlientes apreensdes, o
que caracteriza uma relacdo de cleptoparasitismo.

Em quatro dias de estudo foram observados Patos-do-mato (Cairina moschata) no territorio do
“casal 2”. Em uma ocasido um individuo cruzou com a familia de Mergus octosetaceus que nadava
a montante, em outra, dois deles se encontraram por 1min30 com a familia que forrageava na
margem. Quando os Mergus adultos mergulharam, os sete filhotes se aproximaram dos Patos-do-
mato seguindo eles por dez segundos. Em ambos os encontros observados ndo ocorreu nenhum
comportamento agonistico entre as aves.

No quarto dia ap6s o abandono, quando o “casal 2” descansava, cada adulto sobre uma pedra no
rio, a fémea com trés filhotes e os outros quatro juntos em um tronco semi-submerso na margem
direita, sem alguma razdo aparente, ocorreu uma subita agitacdo dos adultos que iniciaram uma
intensa vocalizagdo de alarme e se langaram no rio nadando rapidamente em direcdo a margem
oposta, seguidos pelos filhotes que pareciam correr sobre a lamina d’agua. Na margem esquerda, a
menos de meio metro da equipe, permaneceram por 17 min em alerta olhando na direcdo ao tronco
semi-submerso onde estava uma lontra (Lutra longicauda), que provavelmente tentou predar algum
dos filhotes que repousavam sobre este mesmo tronco.

Quando a equipe estava saindo da area de estudo no rio Sdo Francisco, no dia 20 de julho, escutou
a montante intensas vocaliza¢fes de Patos-mergulhdo; quando notaram a presenca de um casal de
Mergus octosetaceus a cerca de 10 m voando sobre o rio em direcdo a equipe seguindo o rio até ndo
serem mais vistos. Suple-se que o “casal 2” tenha afugentado esses individuos do territério que
ocupavam. Essa pressuposi¢do é potencializada pela observacao do “casal 2” cerca de 10 seg apés o
casal ter descido o rio, reafirmando seu territorio.

Conclusdes

A partir de estudos dos ninhos realizados pelo presente projeto estd sendo possivel um melhor
conhecimento sobre o comportamento da espécie, que até entdo era escasso.

Este trabalho levantou novas informagdes sobre 0 comportamento parietal de Mergus octosetaceus
e principalmente sobre desenvolvimento dos filhotes nos primeiros dias de vida que sé&o
extremamente dependentes dos pais uma vez que sdo incapazes de capturar peixes no fundo rio e
necessitam da sua prote¢do contra eventuais ameacas.

Por depender de boa qualidade da agua para sobreviver a espécie € um importante bioindicador,
principalmente ao que se refere ao rio S&o Francisco que banha 503 municipios, sendo sua agua de
fundamental importancia para a qualidade da vida como um todo.
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Introducéo

A interacdo de patdgenos com seus hospedeiros e no ambiente envolve diversas possiveis
estratégias de aderéncia, colonizacdo e sobrevivéncia. Dentre os diversos fatores envolvidos neste
processo, a capacidade de formacdo de biofilmes e a expressdo da acido-resisténcia sdo relevantes
principalmente no contexto da transmisséo de patdgenos de seus reservatorios ao ser humano através
da veiculacdo dos mesmos por alimentos. Portanto, a maioria dos micro-organismos entericos requer
efetivos duas estratégias de sobrevivéncia ao acido sdo conhecidas: a primeira pode ser induzida e
ter atividade em meios ndo suplementados (resposta de tolerancia ao acido — ATR sigla do termo
em inglés) ; a segunda requer algum tipo de suplementacdo para a inducdo e/ou atividade (acido-
resisténcia, AR) sistemas de protecdo ao acido estomacal que os permita colonizarem o trato
gastrointestinal.

Os mecanismos de acido- resisténcia (AR) permitem a sobrevivéncia da bactéria a valores de
pH 2,5 ou menores, por um consideravel tempo.A literatura descreve a existéncia trés mecanismos
distintos : O sistema oxidativo reprimido por glicose (OXI) e dois outros sistemas, ativos apenas
quando de um metabolismo fermentativo da bactéria e dependentes da inducdo pelos aminoécidos
arginina (ARG) e glutamina (GLU). A integralidade do fator sigma, expresso pelo gene rpoS, que
atua como um regulador geral da resposta bacteriana ao stress é importante na expressdo da acido-
resisténcia (2). (Hersh et al.,1996;L.in et al.,1995).

A acido-resisténcia foi detectado em amostras STEC do sorotipo O157: H7 e relacionada a
sua baixa dose infectante. No entanto, outros sorotipos STEC, bem como outros patotipos de E.coli
parecem expressar esta caracteristica.

O projeto teve como objetivo avaliar e caracterizar comparativamente a expressao de acido-
resisténcia e o comportamento frente a diferentes valores de pH, atividade de agua, tempo e
temperatura, de modo individual e combinado de amostras patogénicas de E. coli, especificamente
amostras STEC produtoras e ndo produtoras de biofilme.

Material e Métodos
Foram estudadas 8 amostras distintas: EC21(046: H38), EC371(R:H47), EC506 (R:H19)

EC784(0113 : H21), EC745 (NT:H 21) EC223(0116:H21) e EC 519(0116:H21) todas isoladas de
produto carneo e GC20 (0113:H21) isolada de material fecal de gado de corte. As amostras foram
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previamente isoladas e caracterizadas quanto a presenca de diversos fatores de viruléncia (Cerqueira
et al,2000; Pacheco, 2009; Almeida, 2005). Adicionalmente foram analisadas duas amostras controle
sendo uma amostra STEC EDL933 (O157:H7) e outra comensal ndo patogénica e DH5a. (E.coli
K12) proveniente da colecdo do Laboratério de Enteropatdgenos e Microbiologia de Alimentos —
MIP — UFF.

Para efeito de comparacdo entre amostras produtoras e ndo produtoras de biofilme foram
utilizados ensaios fenotipicos e moleculares realizados anteriormente em nosso laboratério no
contexto do projeto de inuiciacdo cientifica anterior (Lopes C.S.C. et al 2010), a saber: EC21,
EC371 com moderada producao de biofilme, trés fracamente produtoras (EC506, EC784 e EC745)
uma amostra ndo produtora de biofilme EC223. As duas amostras restantes (EC 519 e GC20),
apesar de ndo se conhecer a capacidade de formagdo de biofilme, foram incluidas por pertencerem a
sorotipos de antigeno flagelar H 21 ja reconhecido como o mais frequente em amostras STEC no
Estado do Rio de Janeiro.

Investigacdo da funcionalidade do gene rpoS: As amostras foram avaliadas quanto a
integridade do gene rpoS ensaio da peroxidase [HPII] e producdo de glicogénio.Colbnias
provenientes de cada amostra as quais apresentavam-se positivas para estes dois testes foram
submetidos aos ensasios de acido-resisténcia.

Mecanismos de acido-resisténcia: A habilidade das cepas rpoS positivas de sobrevivéncia
em condicBes &cidas foi determinada avaliando a expressdo dos trés mecanismos de &cido-
resisténcia, o sistema oxidativo reprimido por glicose (OXI) sistema arginina-dependente (ARG), e 0
sistema dependente de glutamato (GLU). De modo geral, a partir de uma col6nia rpoS integra de
cada amostra reativada em caldo Luria Bertani (24h/37°C), procedeu-se a inoculacdo em meios
complexos contendo glicose para induzir a bactéria a expressar 0 mecanismo acido-resisténcia alvo.

Para avaliagcdo do sistema oxidativo reprimido por glicose inoculou-se 50 ul do crescimento
em caldo LB em outro tubo de caldo LB com pH 5,5 utilizando o &cido MES (LBMES) e outros 50
ul em meio minimo E com glicose (EG) pH 7 incubando-se por 24 horas a temperatura de 37°C sob
agitacdo a 120 rpm. A densidade Optica a 600nm foi aferida para cada cultura com o objetivo de
atingir o inoculo inicial de aproximadamente de 10°® UFC/ml .

O in6culo de ambos os caldos foi inoculado em tubos distintos contendo (EG) pH 2,5. O
tubo de ensaio contendo o crescimento proveniente do caldo (EG) pH 7 foi o tubo controle e o tubo
de ensaio contendo o crescimento microbiano proveniente do caldo (LBMES) foi o teste referente a
inducdo do sistema oxidativo reprimido por glicose.

Os ensaios referentes a avaliagdo dos mecanismos sistema arginina-dependente e o
sismtema dependente de glutamato consistiu em inocular uma coldnia rpoS integra de cada amostra
em caldo Luria Bertani (24h/37°C). Ap6s o periodo de incubacdo inoculou-se 50 ul deste
crescimento em caldo Luria Bertani contendo 0,4% de glicose (LBG) para a avalia¢do do sistema
dependente de glutamato e Infusdo Cérebro Coracdo contendo 0,6% de glicose (BHIG) para a
avaliacdo do sistema arginina. Apds a incubagdo por 22 horas a temperatura de 37°C sob agitacéo a,
a densidade Optica foi aferida para cada cultura com o objetivo de atingir o volume de inoculo inicial
de aproximadamente de 10° UFC/ml. Os crescimentos foram inoculadas em meio minimo E com
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glicose (EG) pH 2,0 suplementados com glutamato ou arginina. O meio EG sem qualquer tipo de
suplemento, porém também com o pH 2,0 foi utilizado como controle.

A taxa de sobrevivéncia das amostras analisadas para a inducdo dos trés sistemas
investigados foi determinada apos os intervalos de tempo de Oh 2h e 6h através da contagem de
células viaveis, em duplicata. As contagens foram expressas em logaritmos e posteriormente
calculado a diferenca do nimero de células viaveis entre os tempos 2 e 6h em relacdo a contagem
obtida no tempo Oh, conforme a formula: {LogT @" %" ogT"3.

Comportamento de amostras STEC frente a diferentes condicGes de pH, atividade de
agua, temperatura e tempo

Avaliou-se o0 comportamento de amostras STEC dos sorotipos 0116: H21 (n=2, amostras EC223
e EC 519 isoladas de carne bovina moida) e O113: H21 (n=1, amostras GC20 isolada de fezes
bovinas) quando expostos a diversas condigdes as varidveis pH, atividade de agua, temperatura e
tempo, cada uma em trés niveis, tomando-se como critério de escolha, condicBes similares as
encontradas em produto lacteo (queijo Minas Frescal) . Todos os experimentos foram realizados
utilizando como meio para crescimento bacteriano o caldo triptcase soja (TSB) modificado de
acordo com a condicdo fisica ou quimica desejada (atividade agua e pH).

Resultados

Integralidade do gene rpoS

Em relacdo a triagem de amostras quanto a funcionalidade do gene rpoS observou-se uma
relativa homogeneidade de coldnias com rpoS integro, sendo que a amostra EC223, ao contrario das

demais apresentou uma baixa percentagem de col6nias com rpoS integro.

Ensaios do Mecanismo Acido-Resisténcia

Constatou-se uma maior taxa de sobrevivéncia através do mecanismo &cido-resisténica
dependente de glutamato comparado aos outros sistemas analisados. Ao final do experimento no
tempo 6 h, todas as amostras expressaram pelo menos um dos trés sistemas analisados, destacando-
se as amostras EC745 e EC223 ¢ os controles EDL933 ¢ DHS50 0S quais expressaram 0s trés
mecanismos de acido resisténcia. A amostra controle para a expressdo do mecanismo &cido
resisténcia EDL933 apresentou uma taxa de sobrevivéncia relativamente maior para 0 mecanismo
oxidativo em comparagdo com todas as outras amostras STEC analisadas. A amostra ndo patogénica
DH50 demonstrou expressar os trés mecanismos acido-resisténcia e uma taxa de sobrevivéncia
superior quando comparada a amostra EC 745 em relagdo ao mecanismo dependente de glutamato e
0 mecanismo oxidativo reprimido por glicose. Outro dado relevante se refere a uma taxa de
sobrevivéncia superior a um log apds 2 horas de incubcdo a 37 °C em quase todas as amostras
estudadas com excecdo das amostras GC20, revelando uma forte e rapida expressdo de mecanismos
acido-resisténcia em quase todas as amostras analisadas.

1~ Laboratério de Enteropatégenos e Microbiologia de Alimentos, Departamento de Microbiologia e
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Comportamento de STEC frente a agentes fisicos e quimicos

Analisando-se os dados experimentais obtidos até este ponto foi possivel observar
crescimento bacteriano ao longo de até 15 dias de incubacdo nas temperaturas de 8° C e 26°C sendo
maior nesta Gltima temperatura. No entanto, na temperatura de 35°C o nimero de células viaveis
decaiu intensamente ap0s sete dias e ap6s 15 dias ndo foram recuperadas células viaveis,
provavelmente relacionados ao esgotamento dos nutrientes contidos no meio ou ao estabelecimento
de condicGes prejudiciais a bactéria ao final do periodo de incubacéo.

Concluséo

A partir dos resultados referentes aos ensaios de &cido resisténcia é possivel afirmar que
algumas amostras apresentam uma maior capacidade de protecdo contra o estresse acido e assim um
maior tempo de permanéncia em ambientes de baixo pH. O sistema glutamato dependente
demonstrou ser o sistema mais eficiente dentre os mecanismos estudados. Destaque-se que algumas
amostras expressaram 0s trés mecanismos enquanto outras expressaram ao menos um deles. Isto
demonstra ndo haver uma homogeneidade quanto ao mecanismo expresso por sorotipos distintos o
gue concorda com dados da literatura. Acresca-se o fato de que, a sobrevivéncia das bactérias nos
ensaios controle, embora menor que a encontrada nos ensaios teste, sugere a existéncia de outras
alternativas de tolerancia a ambientes cidos.

Quando comparamos o0s resultados de acido resisténcia das amostras com a producdo de
biofilme constatamos que aparentemente tais eventos ndo estdo associados visto que amostra nao
produtora de biofilme expressou, tal qual amostras produtoras, os trés mecanismos de acido-
resisténcia investigados.

Os resultados finais do comportamento das amostras frente a condi¢des de cultivo que simulam
situacBes encontradas pelas bactérias quando em alimentos, especialmente produtos lacteos,
demonstram capacidade de sobrevivéncia e aumento populacional em temperaturas de refrigeracéo
ou ambiente o que indica que alimentos nestas condi¢cbes podem veicular adequadamente as
amostras.

Consideracdes finais

Para uma avaliagdo mais precisa a respeito do potencial de cada mecanismo acido resistente
empregado por bactérias patogénicas, assim como quantificar a real contribuigdo de cada um destes
sistemas envolvidos assim como o papel desempenhado pelo gene rpoS como o regulador principal
do estresse oxidativo no contexto de bactérias acido resistentes, é necessario a realizacdo de um
estudo mais amplo envolvendo ndo sé um ndmero maior de sorotipos distintos, como também
realizar a ensaios de &cido resisténcia utilizando colbnias provenientes de amostras que ndo
apresentem o gene rposS integro .
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INTRODUCAO
A importdncia da emog¢do na tomada de decisdo tem sido estudada

intensivamente nos Gltimos anos, envolvendo tanto mecanismos conscientes como
inconscientes. Investigamos nesse trabalho se a valéncia afetiva de um estimulo
modula o efeito de compatibilidade espacial que acontece pela relacdo espacial
entre o campo do estimulo e o lado da resposta. Foram testados 28 voluntarios.
Para cada voluntario, usamos figuras lateralizadas de faces emocionais
expressando alegria ou raiva como estimulos de valéncia positiva e negativa,
respectivamente. Metade dos voluntarios foi orientada a pressionar a tecla do
mesmo lado em resposta a face expressando alegria e a tecla do lado oposto em
resposta a face expressando raiva no primeiro bloco de testes. Em seguida,
realizavam o bloco onde deviam pressionar a tecla do mesmo lado em resposta a
face expressando raiva e a tecla do lado oposto em resposta a face expressando
alegria. A outra metade dos voluntarios realizava os testes na ordem inversa. O
experimento foi realizado em uma sessdo, com dois blocos de 120 testes cada,
precedidos por um treino de 24 testes. As médias dos TRM corretos obtidos no
teste foram submetidas a uma andalise de variancia (ANOVA). Utilizamos como
variaveis intra-grupo os fatores Emocdo (Alegria vs. Raiva), Tecla (Esquerda vs.

Direita) e Campo (Esquerdo vs. Direito).

RESULTADOS E DISCUSSAO
A ANOVA com as médias dos TRM corretos mostrou que o fator Emocéo

influenciou significativamente os TRM (F;,;=12,883; p=0,001), sendo as
respostas para face expressando Alegria (624ms) 22ms mais rapidas que as
respostas para a face expressando Raiva (647ms). Encontramos também uma
interacdo significativa entre os fatores Emoc¢do, Tecla e Campo (F; ,7;=4,224;
p=0,050), indicando que a valéncia afetiva do estimulo influenciou o Efeito de
Compatibilidade Espacial - a relacdo entre tecla e campo. As comparacdes dos

TRM nas diversas condi¢des foram feitas através da analise ortogonal planejada.



Para o estimulo de face expressando Alegria, encontramos diferencas
significativas nas seguintes comparacdes: 1- O TRM da resposta executada com a
tecla direita a um estimulo no campo direito (594ms) é menor do que quando o
estimulo ocorre no campo esquerdo (641ms), indicando um Efeito de
Compatibilidade Espacial significativo de 47ms para a tecla direita (F; ,7=4,779;
p=0,038) e 2- O TRM para um estimulo no campo direito € menor quando a
resposta é executada com a tecla direita (594ms) do que quando a resposta é
realizada com a tecla esquerda (639ms), indicando um Efeito de Compatibilidade
Espacial de 45ms para o campo direito (F; ,7=8,304; p=0,008). Para o estimulo de
face expressando Raiva, o TRM da resposta executada com a tecla esquerda a um
estimulo no campo direito (630ms) é menor do que quando o estimulo ocorre no
campo esquerdo (663ms), indicando um Efeito de Compatibilidade Espacial

inverso significativo de -33ms para a tecla esquerda (F; ,7=4,356; p=0,046).

CONCLUSOES

Os participantes responderam mais rapidamente usando a tecla localizada
do mesmo lado do estimulo para a alegria, mas para a face expressando raiva, um
padrdo inverso de resposta foi encontrado, pois os participantes responderam mais
rapidamente com a tecla localizada do lado oposto do estimulo. Nossos resultados
concordam com trabalhos prévios que mostram que comportamentos de
aproximacdo e afastamento podem ser provocados por estimulos positivos e
negativos. Além disso, mostramos que respostas compativeis e incompativeis na
dimensdo horizontal podem ser equivalentes a reacdes de aproximacao/

afastamento.
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Introducéo

As enzimas serinas proteases NS3 sdo alvos bioldgicos importantes para o desenvolvimento
de substancias visando o tratamento de certas doengas, como a dengue e a hepatite C. A atividade da
protease NS3 do virus da dengue, uma serina protease do tipo tripsina, é essencial para a replicacdo
viral.® A literatura mostra que peptideos interagem com a protease NS3 do virus da dengue,? de
forma que estas substancias mostram atividades frente a protease NS3. De fato, Wikberg descreveu
que peptideos interagem com enzimas proteases NS3 nos sitios P1’-P4’ dos quatro subtipos do virus

da dengue (DEN1-4).*

Peptidomiméticos foram descritos como inibidores da protease NS3 em estratégias para o
tratamento de infeccdes pelo virus da hepatite C.> Nesse sentido, recentemente nosso grupo de
pesquisas descreveu novos peptideomimeéticos sintéticos derivados do isomanideo com moderadas
atividades inibidoras da serina protease NS3 do HCV (o virus da hepatite C), que é a mesma enzima

envolvida no virus da dengue.®’

Neste trabalho sdo mostradas as sinteses dos novos peptideomiméticos 5a-c e 12a-c
derivados de alfa-aminoacidos naturais como inibidores em potencial da enzima protease NS3 de

interesse no combate a dengue e a hepatite C.

Resultados e Discussédo

A reacdo de protecdo do alfa-aminoacido natural L-fenilalanina com Boc,O em meio
alcalino forneceu o aminoacido N-protegido 1, conforme ja descrito na literatura (Esquema 1).2* A
subsequente condensacdo de 1 com o &cido de Meldrum em DCC/ DMAP produziu o respectivo
4cido tetramico 2.5 A posterior redugdo com NaBH, em HOAc forneceu a hidroxipirrolidinona 3 em
alta estereosseletividade.®® A hidrélise alcalina de 3 produziu o beta-hidroxi-gama-aminoacido
protegido 4 em rendimento quantitativo®™ e as subsequentes reacdes de 4 com os cloridratos 6-8 de
aminoésteres glicinato de etila em EDC/ HOBt NMM forneceram o0s correspondentes

peptideomiméticos inéditos 5a-c em altos rendimentos.® °



Esquema 1. Sintese dos peptideomiméticos 5a-c.

A reacdo do acido tetramico 2 com o cloridrato de hidroxilamina forneceu a oxima 9 em

rendimento quantitativo, conforme ja descrito por nosso grupo.(Esquema 2).'" *2

A subsequente
reacdo de 9 com MoO3z; em NaBH, seguida por reducdo com NaBH3;CN em meio acido levou a
respectiva aminopirrolidinona 10 em rendimento elevado.'" ** A reacéo de hidrélise alcalina de 10
forneceu o diaminoacido protegido 11 em rendimento moderado e as posteriores reacdes de
acoplamento destas espécies com os cloridratos de aminoésteres 6-8 produziram 0s novos
peptideomiméticos objetivados 12a-c, também em rendimentos moderados.* *°

Os novos peptideomiméticos sintetizados 5a-c e 12a-c encontram-se em fase de avaliacdo
como potenciais inibidores da serina protease NS3 visando a descoberta de novos agentes antivirais

para os tratamentos da dengue e da hepatite C.



Esquema 2. Sintese dos peptideomiméticos 12a-c.

Conclusoes

As metodologias estudadas mostraram-se adequadas para as sinteses de novos

peptideomiméticos a partir do alfa-aminoacido natural L-fenilalanina, de tal forma que. a rota

sintética estudada neste projeto poderd permitir a introducdo de novos peptideomiméticos com

atividade inibitéria da enzima NS3 presente na dengue e na hepatite C.
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Introducéo

Atualmente, os grafos constituem uma poderosa ferramenta para modelagem de diversos problemas
nos mais variados campos da ciéncia. Podemos encontrar aplicaces na Arquitetura, na Genética, na
Ecologia, na Quimica e nas Engenharias. Entre os inimeros problemas que podem ser modelados
utilizando Teoria dos Grafos podemos citar: plantas de imdveis, arvore da vida, teias alimentares,
moléculas quimicas e instalagdes mecanicas, hidraulicas e elétricas.

Inicialmente faremos algumas defini¢des. Seja G = (V(G), E(G)) um grafo com |V(G)| vértices e
|E(G)| arestas. O grau de um vértice v é o numero de arestas incidentes a ele. Uma sequéncia de
veértices vy, ..., Vi tal que (v;, vi+1) € E, com 1 <i <k -1, é denominado passeio de v; a vx. Note que
em um passeio podemos ter vértices (respectivamente arestas) iguais. Uma trilha é um passeio cujas
arestas sao distintas. Uma trilha fechada é uma trilha cujo vértice inicial € igual ao final. Uma trilha
euleriana é uma trilha que inclui todas as arestas do grafo. Um ciclo euleriano é uma trilha euleriana
fechada. Se um grafo G possui um ciclo euleriano é chamado grafo euleriano. Um grafo G é dito
conexo se existe um caminho entre qualquer par de vértices de G. O Teorema lcaracteriza um grafo
euleriano.

Teorema 1. Um grafo conexo é euleriano se, e somente se, todos 0s seus vértices possuem grau par.r)
Por outro lado, um grafo pode néo ser euleriano, mas possuir uma trilha euleriana.

Teorema 2. Um grafo conexo possui uma trilha euleriana se, e somente se, possui exatamente dois
vértices de grau impar. Além disso, qualquer trilha euleriana de G comeca em um dos vértices de
grau impar e termina no outro Vvértice de grau impar. [J

Neste trabalho abordaremos trés problemas modelados com grafos e faremos um estudo comparativo
da teoria envolvida.

Resultados e Discussao

O primeiro problema estudado refere-se ao cléssico Problema das Pontes de Kdnigsberg, um dos
precursores da Teoria dos Grafos, resolvido por Euler no inicio do século XVIII. O segundo trata de
um problema interessante e ficticio do assassinato do bilionario Count Van Diamond (Chartrand
[3]). O ultimo aborda o problema do desenho de uma casa por uma crianca.


mailto:dws.sousa@gmail.com;%20rodrigo.uff.math@gmail.com

1. Problema das Pontes de Kénisgberg

No século XVIII, havia um rio chamado Pregel, localizado na cidade de Konisgberg na antiga
Prassia (atual Kaliningrado Russia), em que existiam duas ilhas ligadas entre si e ao continente por
sete pontes, conforme mostra a figura abaixo.

KONINGSBERGA

Os habitantes da cidade questionavam se haveria um modo de atravessar todas as pontes exatamente
uma vez e retornar ao ponto de partida. Somente em 1736, o famoso matematico sui¢o Euler provou
que isto era impossivel.

A modelagem deste problema pode ser feita da seguinte forma. Associamos cada ilha e cada margem
do rio no continente a um vértice. Dois vértices sdo conectados por uma aresta se houver uma ponte
entre as regides associadas aos Vvértices. Desta forma, observamos que o problema proposto é
semelhante a determinar se o grafo é euleriano. No caso das pontes de Konisgberg, verificamos que
todos os vértices do grafo possuem grau impar, entdo, de acordo com o Teorema 1, o grafo ndo €
euleriano.

Segundo a literatura, o Problema das Pontes de Kdnisgberg constitui um dos marcos iniciais do
estudo da Teoria dos Grafos.

2. Problema do Assassinato do Bilionario Count VVan Diamond



O cenario abaixo € a residéncia do abastado bilionario Conde Van Diamond. Ele acaba de ser
assassinado, e James Bomb, o detetive conhecido internacionalmente e estudioso de Teoria de
Grafos de meio expediente, foi chamado para investigar. O mordomo alega ter visto o jardineiro
entrar pela sala da piscina (onde ocorreu o assassinato) e, logo em seguida, deixar aquela sala pela
mesma porta. O jardineiro, entretanto, diz que ele ndo pode ser o0 homem que 0 mordomo viu, pois
ele havia entrado na casa, passado por cada porta exatamente uma vez, e entdo saido da casa. James
Bomb verifica a planta baixa da casa (figura abaixo) e declara o caso solucionado. Quem matou o
Conde?

B J_ i Quanto Principal Aga
ar Cnarto Quarto da Adega v,
y H Pritwcipal I Empregada —
T T T v
ﬁ::cipal J_ b 1 Despensa Salfo Principal gy Hepeiisd
Sala da
Pigcina
vy
S v, Cozinha
Hala de |} |} T Cozinha Sala de jogos v
JUSUS Exterior dz casa

Modelamos o problema através de um grafo em que cada vértice corresponde a um cémodo da casa
e um vértice ao exterior da casa. Dois vértices possuem uma aresta entre eles se ha uma porta
ligando duas dependéncias da residéncia. Logo, verificamos que solucionar o mistério do assassinato
é equivalente ao problema de determinar se o grafo é euleriano. Segundo o Teorema 1, ndo ha ciclo
euleriano, pois o grafo possui dois vértices de grau impar. Assim, como o Unico comodo da casa que
liga ao exterior € a sala da piscina, o jardineiro ndo poderia ter entrado pela sala da piscina e saido
apos passar todas as portas (percorrer todas as arestas) uma Unica vez. Portanto, o jardineiro é o
principal suspeito do assassinato, ja que ele mente.

3. Problema do Desenho da Casa

Uma crianga diz ter posto a ponta do Iapis numa das bolinhas do desenho da figura abaixo, e com
movimentos continuos (sem levantar e sem retroceder o lapis) tracou as linhas que formam o
desenho da casa, tracando cada linha uma Unica vez. A mée da crianca acha que ela trapaceou, pois
ndo foi capaz de achar nenhuma sequéncia que pudesse produzir tal resultado. Vocé concorda com
esta mée?



V1

V2

TN

V4 V3

Modelamos o problema em questdo associando cada bolinha do desenho da casa a um vértice. As
linhas que ligam as bolinhas correspondem as arestas do grafo. Percebe-se que o problema é
equivalente a determinar se existe uma trilha euleriana no grafo.

Nota-se que o grafo acima possui vértices de grau impar e, portanto, pelo Teorema 1 néo é euleriano.
No entanto, de acordo com o Teorema 2, ele possui uma trilha euleriana ja que possui exatamente
dois vértices de grau impar, a saber v e v4. Entdo qualquer trilha euleriana inicia-se em vs; e termina
em vy, ou vice-versa. Por exemplo, Vs, V,, Vi, Vs, Va2, Ve, V4, Vs, Vg, V3, V4 COrresponde a uma trilha
euleriana. Ou seja, é possivel colocar o lapis sobre uma das bolinhas do desenho da casa e, sem tira-
lo do papel ou retroceder, tracar todas as linhas que formam a casa. Logo, a crianga néo trapaceou.

Neste trabalho utilizamos os seguintes livros:
[1] J. A. Bondy and U. S. R. Murty. Graph Theory. Springer, New York, 2008.

[2] G. Chartrand. Introductory Graph Theory. Dover Publications, 1985.

Conclusoes

Em todos os problemas estudados verificamos como é eficaz a modelagem utilizando-se Teoria dos
Grafos. Sua solucdo decorreu facilmente da teoria desenvolvida para grafos Eulerianos.
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Introducéo
O objetivo desse trabalho de iniciacdo cientifica é o estudo de maquinas térmicas sob o

ponto de vista da teoria da informagdo. Nesse contexto, um ponto fundamental é a atuacdo de
demdnios de Maxwell durante o funcionamento de uma méaquina térmica, os quais aparentam violar
a segunda lei da termodinamica através da aquisicdo de informagéo durante o ciclo termodinamico.
Essa aparente violagdo, introduzida por Maxwell em 1871, levou a uma importante conexdo entre
fisica e teoria da informacdo, inicialmente percebida por Szilard em 1929 e consolidada por Bennett
e Landauer na década de 1960, onde se mostrou que a atuacdo do deménio de Maxwell estad sempre
associada ao uso de uma meméria para guardar informacéo, a qual deve ser apagada para concluséo
de um processo ciclico em uma maquina térmica. A reconciliagdo do deménio de Maxwell com a
segunda lei da termodindmica pode entdo ser sumarizada pelo Principio de Landauer, o qual
estabelece que a destruicdo de informacdo € um processo irreversivel, o qual esta associado a
dissipacdo de energia e, consequentemente, acréscimo de entropia no ambiente. Essa discussdo pode
ser convenientemente tratada através da maquina de Szilard, onde o papel da irreversibilidade na
reinicializacdo da meméria se torna evidente. Indo além do contexto classico, podemos também
considerar o funcionamento de maquinas térmicas em mecanica quantica, onde se pode explorar a
validade da segunda lei da termodindmica e a eficiéncia térmica em sistemas compostos por
particulas de spin-1/2 em campos magnéticos variaveis submetidos & dindmica quantica. Além disso,
tais sistemas constituem cenarios interessantes para a investigacdo de recursos em teoria da
informacédo quantica, tais como o emaranhamento disponivel entre as partes da maquina térmica.
Resultados e Discusséo

Como resultado desse primeiro ano de iniciacdo cientifica, iniciamos discutindo os
enunciados de Kelvin e Clausius da segunda lei da termodindmica no contexto de maquinas térmicas
em conexdo com a atuacdo de um deménio de Maxwell. Usando a maquina de Szilard como
exemplo, mostramos como podemos identificar o acréscimo de entropia gerado pela destruicdo de
informacdo para obtermos um processo realmente ciclico. No contexto da mecénica quantica,
descrevemos como podemos realizar um ciclo Otto através de uma maquina composta por um Unico
spin em um campo magnético, discutindo em particular as interpretacdes de trabalho e calor em
termodinadmica quantica. Além disso discutimos como essa maquina quantica pode ser usada como
um demoénio de Maxwell. Generalizando o sistema para o caso de 2 spins interagentes, mostramos
ainda que a eficiéncia térmica pode ser aprimorada pela interacdo de troca entre os spins e por
auséncia de mudangas acentuadas de emaranhamento entre os spins durante o ciclo.
Conclusdes

Sumarizando, temos analisado relagdes entre termodindmica e o contetdo de informagéo de
um sistema fisico (classico ou quéantico). Como perspectiva, esperamos direcionar o estudo para a
andlise do impacto em termodindmica das correlagdes cléssicas e quanticas disponiveis em maquinas
térmicas bem como no seu uso como recurso para tarefas como, por exemplo, extracdo de trabalho.
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Palavras Chave: Jogos em Grafos, Teoria de Grafos, Tabuleiros, Caminho Hamiltoniano
Introducéo

Os jogos de tabuleiros fazem parte de nossa cultura desde a antiguidade. Um dos jogos mais
populares é o Xadrez, que é constituido por um tabuleiro quadrangular equilatero, dividido em 64
quadrados, e 32 pegas que possuem movimentos particulares. Uma delas é a Torre, que se
movimenta quantas casas desejar na dire¢do ortogonal ou vertical, ndo podendo se mover pelas
diagonais.

Considerando que a torre esteja em um quadrado qualquer do tabuleiro, sera possivel que a
torre percorra todos os quadrados do tabuleiro passando uma Unica vez por cada um, obedecendo
seus movimentos? Este problema pode ser modelado e respondido por Teoria de Grafos.

Dado um tabuleiro quadrangular e escolhendo um quadrado A qualquer, 0 objetivo sera
percorrer todos os quadrados (por movimentos horizontais e verticais) passando uma Gnica vez por
cada um.

Podemos representar um tabuleiro por um grafo associando cada quadrado a um vértice, e
ligando dois pares de vértices por uma aresta se os quadrados forem vizinhos. Um exemplo é
ilustrado na Figura 1.
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Figura 1: (i) Exemplo do trajeto partindo de A e percorrendo todos os
guadrados de um tabuleiro e sua respectiva modelagem através de um grafo.

Faremos agora algumas defini¢cdes. Seja G=(V,E) um grafo. Dizemos que G é um grafo
grade se seu conjunto de vértices é formado pelo conjunto de todos os pares ordenados do plano
cartesiano, com coordenadas inteiras, onde um vértice é adjacente a outro se, e somente se, a
distdncia (Euclidiana) entre eles for igual a 1, assim chamaremos os vértices em uma mesma dire¢do
horizontal de linha e os vértices em uma mesma direcdo vertical de coluna. Entdo, um grafo grade
com n = n;xn, vértices tem n; colunas e n, linhas.

Seja vy, ...,Vx uma sequéncia de vértices distintos tal que (v;, vi«1) € E, com 1 <i <k -1,
chamamaos essa sequéncia de caminho de v; a vi. Diz-se que G é um grafo conexo quando existe um
caminho ligando cada par de seus vértices. Caminho hamiltoniano € um caminho de um grafo G que
passa por todos os vértices de G uma Unica vez, e ciclo hamiltoniano é um caminho fechado (vi=vy)
gue passa por todos o0s vértices de G uma Unica vez.



Resultados e Discussdo

Notamos que esta questdo estd associada ao seguinte problema: dado um grafo G e um
vértice fixo A. Existe um caminho hamiltoniano partindo de A?

Um exemplo simples e facil de responder se existe um caminho hamiltoniano estd na
figura 2, o grafo caminho, que é um grafo grade onde n; ou n, é igual a 1.
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Figura 2: (i) Exemplo de grafo caminho. (ii) Caminho hamiltoniano partindo de A ou B.
(iii) Nao existe caminho hamiltoniano partindo do vértice C.

Note que na figura 2(ii), partindo do vértice A ou do vértice B, temos um caminho
hamiltoniano. Ja na figura 2(iii), partindo do vértice C escolhido ndo é possivel. Para os grafos
caminho somente partindo de um dos vértices extremos encontramos um caminho hamiltoniano.

Agora, podemos considerar um grafo grade G de tal modo que ny,n, > 2 e dividiremos o
problema em dois casos, o primeiro é quando n for um ndmero par, ou seja, quando n; ou n, for par;
e 0 segundo é quando n é um ndmero impar, ou seja, quando n; e n, forem impar.

No caso onde n é par sempre podemos encontrar um ciclo hamiltoniano da forma
apresentada na figura 3(i), pois n; ou n, é par. A partir dai fica facil encontrar um caminho
hamiltoniano partindo de qualquer vértice A do grafo, basta excluir uma das arestas pertencentes ao
ciclo que esteja incidindo no vértice escolhido (figura 3(ii)).
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Figura 3: (i) Ciclo hamiltoniano para n=n; x n,= 72 par.
(if) Caminho hamiltoniano partindo do vértice A escolhido.

Agora vejamos o0 caso onde n é impar, ou seja, Ny € N, sao impares. Nesse caso faremos uma
particdo entre os vértices que representam os quadrados pretos e brancos do tabuleiro, de tal forma
gue um vértice de cor preta represente o quadrado preto do tabuleiro, e da mesma forma o branco.
Consideramos também que a cor do primeiro quadrado seja preta, assim teremos sempre um
quadrado a mais da cor preta e a chamamos de cor dominante.

Cada quadrado preto é adjacente somente a quadrados brancos, e 0 mesmo ocorre para 0S
guadrados brancos. Logo o grafo é bipartido, G=((X,Y),E), os vértices de cor dominante pertencem a
X e 0s de cor ndo-dominante pertencema'y.



Deste modo teremos a situacao representada na figura 4.
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Figura 4: (i) Tabuleiro ny = n, = 3. (ii) Grafo G do tabuleiro (i).
(iii) Caminho partindo de um vértice da cor ndo-dominante.

Notamos que para 0 caminho partindo de um vértice da cor ndo-dominante ndo é possivel
percorrer todos os vertices de G. A seguir, utilizando a técnica de prova por indugdo no tamanho do
grafo grade G, provaremos que se G possui um ndmero impar de vértices, existe um caminho
hamiltoniano em G partindo de um vértice A se, e somente se, A é da cor dominante.

A base da inducéo é um grafo grade com n; = n, = 3. A Figura 5 mostra a existéncia deste
caminho partindo de um vértice A dominante.
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Figura 5: Diferentes caminhos hamiltonianos partindo de um vértice A dominante.

Agora, pela hipdtese de inducdo, supomos que a afirmacéo é verdadeira para G um grafo grade com
V(G)|=n=ngxnyimpar,ny=2k;+1en, =2k, + 1, k;,k, € IN.

Lembramos que um caminho hamiltoniano passa por todos os vértices do grafo, e em
especial, sempre passard em pelo menos uma aresta da borda direita do grafo (veja um exemplo na

Figura 6).
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Figura 6: Caminho hamiltoniano passando pela borda da direita do grafo.

Agora, no passo de indugdo, provaremos que a afirmagdo é valida para n = n; x (n,+2).
Adicionamos a n, mais duas colunas. Construimos o novo caminho da seguinte forma (referimo-nos
a Figura 7). Quebramos o caminho em qualquer aresta da borda direita e percorremos as duas novas
colunas, voltando para o vértice seguinte antes da quebra do caminho.
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Figura 7: (i) Caminho hamiltoniano num grafo. (ii) Caminho
hamiltoniano passando por duas novas colunas.

Neste trabalho utilizamos as seguintes referéncias:

[1] J. A. Bondy and U. S. R. Murty. Graph Theory. Springer, New York, 2008.

Conclusodes

Este trabalho é um estudo de caminhos hamiltonianos em grafos grades com o objetivo de
entendermos mais 0s jogos de tabuleiro utilizando Teoria dos Grafos.

Com tal pesquisa conseguimos como resultado estabelecer para quais quadrados de um
tabuleiro existe um caminho que passa por todos os quadrados partindo de um quadrado fixo. Na
linguagem de grafos, determinamos a partir de quais vértices A existe um caminho hamiltoniano no
grafo grade G.
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Introducéo

As titulagBGes potenciométrica e condutimétrica vém progressivamente conquistando espaco
na quantificacdo de analitos diversos devido sua simplicidade, baixo custo e a possibilidade de
dispensar solventes organicos. A aplicacdo dessas duas técnicas no estudo de determinagdo
simulténea de analitos variados em diversos tipos de amostras a partir de reaces simples utilizando
conceitos basicos de quimica vem se tornando uma aternativa atrativa aos métodos cromatgraficos e
eletroforéticos.

A potenciometria relaciona a diferenca de potencial de uma célula eletroquimica na
auséncia de corrente em fungéo da atividade de um dado analito durante uma reacdo, enquanto a
condutimetria baseia-se na medida de condutividade das espécies ibnicas em solugdo. Com base a
tais conceitos € possivel notar que nos dois casos as medidas ndo séo seletivas, isto €, um série de
espécies idnicas sdo capazes de provocar alteragcbes nos sinais medidos tanto para potenciometria
quanto condutimetria. Surge, desta forma, a possibilidade de utilizagcdo de ambas as técnicas em
concomitancia; assim, por método de titulacdo, pode-se monitorar o progresso de reagdes rapidas, as
quais fornecerdo aos sistemas a seletividade necessaria, pardmetros que, associados ao artificio
matematico dos sistemas de equacOes, permite associar resultados ndo seletivos de cada técnica
individual a resultados quanttativos para cada analito na amostra estudada.

A determinacéo simulténea aplicada a vitaminas do complexo B vem sendo realizada com
freqUiéncia por meio do emprego de técnicas mais complexas e dispendiosas tais como voltametrias,
cromatografias a liquido e a gés, eletroforeses, entre outras. A partir de essa observacdo que foi
proposta a utilizacdo da associa¢do de técnicas eletroanaliticas simples e ndo-seletivas, baratas e
rapidas, para a determinacdo simultanea de tiamina e piridoxina em amostras comerciais, tal
aplicacdo explorou as volumetrias de neutralizagdo e precipitacdo empregando deteccOes
potenciométrica e condutimétrica.

Resultados e Discussao

Amostras de solucio injetavel de Dexa-citoneurin®, contendo 100 mg de tiamina e 100 mg
de piridoxina para 2 mL de solu¢do (1 ampola) foram analisadas em potenciémetro da marca
Analyser e condutivimetro da marca Digimed, titulando com solucBes padrbes de hidroxido de
sodio (NaOH) e nitrato de prata (AgNO3), para potenciometria e condutimetria, respectivamente.

Em cada método de analise ocorre um tipo de reacdo diferente. Na potenciometria a
seletividade do analito ser através da reacdo de neutralizagdo com NaOH. Nesta, o valor de pH
tende aumentar lentamente a medida que ha o consumo de H*, porém perto do volume no ponto de
equivaléncia ha variacdo grande de pH para pequenas variacdes de volume, isso ocorre porque todo
H* presente no meio foi consumido e o que passou a existir em excesso foi o fon OH .
Considerando que cada um dos analitos (tiamina e piridoxina) possui, sob as condi¢fes da analise,
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um H” titulavel, o nimero de moles do titulante necesséario para consumir a amostra sera igual o
numero de mols de tiamina somado ao o0 nimero de moles de piridoxina, segundo a reagéo:
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Figura 1. a) reacdo de neutralizacdo para a molécula de piridoxina; b) reacdo de neutralizacdo para
a molécula de tiamina. Ambas as reagdes mostram um H" ionizavel cada

Na condutimetria a reacdo que proporciona a quantificacdo dos analitos é a de precipitacao,
onde os fons cloreto (CI") presentes na amostra reagem com Ag® produzindo cloreto de prata
(AgCN), sendo este um composto de baixa solubilidade, ele tende a precipitar tirando o fon da
solugdo e substituindo por outro de maior tamanho (nitrato — NOj3’), logo menor mobilidade de
conducdo de corrente. Esse efeito tende a diminuir o valor de condutividade até que até o ponto de
equivaléncia, a partir desse ponto o valor de condutividade tende a subir novamente provocado pelo
excesso de ions em solucdo, Outra diferenca da condutimetria para a potenciometria € a relacdo
estequiométrica entre os analitos e o titulante. A piridoxina apresenta um CI” ionizavel apenas, mas a
tiamina apresenta dois cloretos. Observa-se entdo que o nimero de moles de AgNO; gasto para
titular a amostra serd igual ao nimero de mols de piridoxina somado ao dobro do nimero de moles
de tiamina.
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Figura 2. a) reagdo de precipitacdo para a molécula de piridoxina, mostrando um CI" ionizavel. b)
reacdo de precipitacdo para a molécula de tiamina, mostrando dois CI" ionizaveis.

Para a quantificacdo de cada analito foi empregado um sistema de duas equacfes e duas
incdgnitas, a titulacdo potenciométrica de neutralizacdo fornecendo valores totais de fons H* na
aliquota da amostra, enquanto a titulacdo de precipitacdo com detec¢do condutométrica fornecendo
valores totais de fons CI” presentes nesta mesma aliquota; os resultados obtidos foram relacionados
entre si e, com base a seletividade e estequimetria de cada reacGes explorada (Figuras 1 e 2), valores
finais de cada analito foram determinados na amostra.

A proposta foi realizada pelo emprego da adi¢do e recuperagdo na proporgdo de 50:50,
visando avaliar possiveis efeitos de matriz quando tais resultados eram comparados a amostras
simuladas, preparadas nas mesmas propor¢des mas com uso de padrBes. Neste trabalho foram
obtidos valores de recuperacgdo de 100,9% para a titulacdo potenciométrica e 88,1% para a titulacdo
condutimétrica. Resultados obtidos foram avaliados frente a uma titulacdo de simulacéo, na qual as
proporcdes dos analitos foram reproduzidas numa solucdo aquosa, o que permitiu concluir que ndo
houve efeito significativo da matriz da amostra.

Conclusoes
Com baseado aos resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que aplicacdes das
volumetrias de neutralizacdo e precipitacdo empregando detecgdes potenciométrica e condutimétrica
para a determinacgdo simultanea de tiamina e piridoxina em amostras farmacéuticas se mostraram
bastantes satisfatorias e sem efeitos de matrizes.
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Resumo

Atualmente, o processamento dos computadores é realizado por circuitos elétricos. Este
tipo de circuito dissipa muita energia. Isto € um ponto critico para dispositivos portateis, como
notebooks, tablets e celulares.

Uma alternativa para este tipo de circuito é a computacgéo reversivel. No lugar das portas
I6gicas convencionais como AND, OR e XOR, séo definidas portas associadas a funcgdes bijetoras.
Cada funcdo bijetora finita pode ser associada a uma permutacdo (das possiveis entradas). Neste
modelo, ndo ha perda de informacdo e consequentemente cada etapa do processamento pode ser
desfeita, permitindo inclusive que com os valores de saida o procedimento possa ser executado na
ordem reversa, obtendo a entrada associada aquela saida.

Além disso, a Computacdo Reversivel é a base para a Computacdo Quantica, que permite
resolver alguns problemas mateméticos e computacionais de forma mais eficiente do que a
Computacao Classica.

Este trabalho propde um novo procedimento que, dada a tabela-verdade (sequéncia de
pares entrada/saida) associada a uma funcdo bijetora, indica um circuito reversivel (sequéncia de
portas) associado a ela. N&o h& registros na literatura sobre implementacdo de outros
procedimentos de sintese de circuitos reversiveis. Também apresentamos uma analise do pior caso
deste procedimento.

Introducéo

Circuitos combinacionais sdo circuitos l6gicos aciclicos formados por portas l6gicas. Os
circuitos combinacionais classicos sdo deterministicos, ou seja, para uma determinada entrada
(sequéncia de bits) o resultado é sempre o mesmo. As principais portas l6gicas conhecidas sao:
NOT, AND, OR e XOR. Como todas as portas, menos o NOT, possuem quantidade de bits
diferentes na entrada e na saida, esse tipo de circuito ndo pode ser associado a uma func¢éo bijetora.

Circuitos reversiveis sdo uma alternativa para os circuitos convencionais de hoje em dia.
Uma vantagem deles é o menor gasto menor de energia. Na teoria eles ndo gastam energia, mas na
préatica o gasto é minimo[1]. E possivel, em um circuito, guardar o resultado esperado em algum
outro lugar, e executar o circuito inversamente para zerar os bits, o que é bem mais econémico do
gue apagar os bits para zera-los. Outra vantagem é que eles sdo base para a computacdo quéntica, ja
gue um computador quantico é composto apenas de circuitos reversiveis.

1. - Circuitos reversiveis

Para um circuito ser verdadeiramente reversivel ele deve ser composto apenas de portas
reversiveis, ou seja, portas que possuem a mesma quantidade de bits na entrada e na saida. Logo,
portas convencionais como AND e OR ndo sdo usadas nesse tipo de circuito. Somente o NOT é
reversivel e convencional ao mesmo tempo [1].

1.1 - Portas reversiveis

Temos as seguintes portas reversiveis:

e NOT: E tanto reversivel quanto convencional, pois somente inverte o bit no qual é
aplicado.

e CNOT: Utiliza dois bits, o bit alvo e o bit de controle. Ele inverte o bit alvo caso o bit
de controle seja igual a 1.

e  Toffoli: Utiliza trés bits, um bit alvo e dois bits de controle. Ela inverte o bit alvo caso
ambas as portas de controle sejam iguais a 1.

e  CNOT-generalizadas: E possivel definir portas formadas por um bit alvo e por um ou
mais bits de controle. Podemos utilizar um conjunto de portas Toffoli e CNOT para representa-las.
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e (K, x, y)-Controlada : Esta porta ¢ uma CNOT-generalizada com a possibilidades dos
bits de controle também serem negativos. Isto é equivalente a adicionar uma porta NOT antes e
depois do controle na linha que representa o controle negativo. k é a quantidade de bits, x é o valor
decimal que transformado em binério indica quais linhas sdo controladas por 0 e 1, e y é o bit alvo.

a a
a a
b b
b ab
c S c® (aAb)
CNOT Toffoli

Figura 1. Representacdo usual das portas CNOT e Toffoli. Os bits superiores séo os de controle e o
inferior € o bit alvo. A ordem direta de computacdo é da esquerda para direita.
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Figura 2: (2,1,1)-Controlada, também denotada por [01*]

1.2 — Substituicdo direta das portas convencionais por portas reversiveis

Como exemplo de circuito convencional, vejamos o somador completo. Na figura 2(a), é
apresentada sua tabela-verdade. Existe um procedimento usual, descrito em [1] que define um
circuito a partir da tabela-verdade. Neste caso em particular, o circuito é dado na figura 2(b). Mas
podemos observar na figura 2(c) que é possivel montar um circuito mais otimizado.
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Figura 3: (a) Tabela-verdade do somador completo, (b) circuito definido a partir de uma
regra geral, (c) circuito otimizado do mesmo somador.

Mas se montarmos um circuito reversivel a partir do circuito convencional diretamente, ou
seja, substituindo as portas AND, XOR, etc. pelas suas respectivas reversiveis, teremos o circuito
reversivel descrito na figura 4.

Mas ao pensar um pouco mais, e com outros métodos de criacdo de circuitos reversiveis,
podemos chegar no circuito da figura 5.

Podemos concluir, portanto, que a substituicdo direta das portas nem sempre leva ao circuito
reversivel mais otimizado. Nesse artigo, desenvolvemos um método eficiente de gerar um circuito
reversivel.

2— Sintese de circuitos — Método do hipercubo

Existe um circuito diferente para cada permutacdo que quisermos gerar a partir de uma
permutacdo identidade. Sem um método especifico pode ser muito complicado chegar ao circuito
correspondente, principalmente se a quantidade de bits for muito grande.
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Figura 5: Circuito reversivel
do somador completo com métodos de
criacdo mais eficientes.

Figura 4: Circuito reversivel do
somador completo pela substituicdo
direta das portas do circuito otimizado

Shende et al mostraram que é possivel criar um circuito reversivel para cada permutacao
com 2" elementos, mas ndo apresentam um procedimento computacional [2].

Neste trabalho, desenvolvemos um método que cria um circuito para qualquer permutacéo,
gue denominamos de método do hipercubo.

Um hipercubo de ordem n é um grafo com 2" vértices, no qual cada vértice esta associado a
uma sequéncia distinta de n bits. Ha aresta entre dois vértices se as respectivas sequéncias diferem
de apenas um bit [3].

O método do hipercubo organiza os bits por meio de portas (k, X, y)-Controlada envolvendo
todos os bits do circuito, colocando um a um, cada bit no seu lugar. E é executado do inicio para o
fim ou vice-versa, e de um jeito que o bit colocado no lugar ndo precisa mais ser utilizado, entdo
permanece no lugar. Estas portas sdo denotadas por T(b:b,...b,1*), onde o * indica o bit-alvo e b; a
b,.1 podem ser 0 ou 1, indicando se o controle é positivo ou negativo.

Apresentamos um exemplo no quadro 1, para ilustrar a ideia da sintese proposta.

2.1. Exemplo do método do hipercubo

Permutagdo Original w, 11 10 01 00 Passo 1 — T(0*)
m 11 10 00 01 Passo 2 — T(*1)
Ty 01 10 00 11 Passo 3 — T(*0)
T3 01 00 10 11 Passo 4 — T(0%)
Permutacéo Identidade 00 01 10 11

Quadro 1: Método do hipercubo aplicado & permutacao [3 2 1 0]. Os elementos das permutacfes
estdo representados na notacdo bindria.

Temos a permutagdo original m € a identidade. Queremos partir da identidade para chegar a
my, mas podemos resolver da forma contraria e aplicar o circuito da forma reversa também.
Observando do final para o inicio, temos 00 na permutagio 1o € 11 na identidade. Como estamos na
ordem direita-esquerda, vamos organizar os bits da mesma maneira. Entdo temos no bit mais a
direita 0 na permutacdo e 1 na identidade. Utilizamos a porta (k, X, y)-Controlada no bit mais a
direita, de acordo com o Passo 1.

Com essa porta obtemos 7t; da segunda linha. Precisamos trocar de novo, ja que fomos para
o bit da direita e em w; é 0 e na identidade 1. Agora trocamos 01 com 11, de acordo com o Passo 2.

E assim sucessivamente até organizarmos toda a permutacéo, chegando na identidade.

2.2. Pior caso do método do hipercubo

Para cada quantidade de bits existe um pior caso, ou seja, um caso onde é realizado o maior
numero de iteracBes possiveis no hipercubo. E possivel encontra-lo recursivamente.

Suponha uma permutagdo com n bits. O pior caso seria se fossem realizadas n trocas para
colocar cada bit em seu lugar.

Ex:n=3

000 no lugar de 111, realiza T(00%*), T(0*1) e T(*11).

Logo, o pior caso seria de m = 2™, ja que temos 1 bits e 2™ valores.

Mas vemos que isso ndo ¢ verdade, pois dada uma permutacio de 2" elementos, sdo
necessarias 1 = 2™~ trocas para organizar a metade dos elementos, e assim a metade faltante ja teria



o0 bit mais significativo correto e, portanto, ndo seria necessario arrumar o0s n bits de cada elemento
destes, mas apenas n-1. Veja por exemplo,
Ex:n=3
(saida) 010011 001 000 100 101 110111
(entrada) 000001 010011 100101110111
Agora, resolveriamos como se fossem 2 bits, ou seja, n-1 bits, pois um dos bits ja estara no
seu devido lugar. E, portanto, pode-se aplicar 0 mesmo raciocinio anterior. Quando chegar a metade
novamente, o0 segundo bit j& estara no seu lugar, e assim sucessivamente, até n=1. Somando todas
estas operacOes, tem-se que seriam necessarias N0 maximo ZE‘;-:i}{E[i‘i]lf} operagdes. Para cada

valor de n, hd uma permutacdo que atinge este limite superior. O procedimento para gera-las é dado
na secdo seguinte.

2.2.1. Como gerar o pior caso do método do hipercubo

E possivel também encontrar a permutagdo do pior caso dada a quantidade de bits 1. Para
n =1, é o inverso, naturalmente, e 0 nimero de iteracdes é igual a 1. Chamaremos as permutagdes
paran = 1de P1, paran = 2 de P2 e assim por diante.

Para gerar as outras é necessario olhar sempre para a anterior e fazer conforme o
procedimento que sera explicado mais abaixo. A seguir apresentamos um exemplo para ilustrar este
método.

Entrada: P3=52741630 Saida: P4

Passo 1 P4=527472?2 72?272 ? ? 21630
Passo 2 P4=5274914118131015121630
Passo 3 P4=5107491411813 2 151216 30 (final)

Tabela 1: Método para gerar o pior caso dado a quantidade de bits 7.

Para gerar a P4 vamos olhar a P3. AP3 éiguala527 416 30. Para calcular a P4, vamos
copiar a primeira e a segunda metade da P3 e colocar no inicio e no final da P4, nesta ordem. — Passo
1. Depois somamos 2™~* a cada membro inserido da segunda metade e colocamos na posicdo que
ele esta subtraida de 2™~2, 8 posicOes, nesse caso, e depois somamos 2™~* a cada membro inserido
da primeira metade e colocamos na posicdo que ele estd, somada com 2m-% — Passo 2. Depois
verificamos se cada um desses membros inseridos na primeira metade é maior ou igual a 2™"~2, Se
ele for menor ele é trocado com o nimero que esta 2™~* posicdes a frente dele — Passo 3.

Para gerarmos a P5, temos que saber qual é a P4, ou seja, temos que sempre saber a
permutagdo anterior para gerarmos a atual.

Conclusoes

Neste trabalho, apresentamos o conceito de circuitos reversiveis, e as suas vantagens em
relacdo aos circuitos convencionais. Apresentamos também um método de gerar um circuito
reversivel a partir de um convencional mais eficiente do que a substituicdo direta das portas.
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Introducéo

Os compostos 1,4 -naftoquinbnicos mostram variadas biodinamicidades, destacando-se, dentre
muitas, as propriedades tripanossomicidas, anti-virais, antitumorais e inibidoras de sistemas
celulares reparadores, processos nos quais atuam de diferentes formas® 2. Baseando-se no interesse
por novas naftoquinonas biologicamente ativas, descrevemos neste trabalho um acesso comum a
duas novas classes de glicosideos derivados de naftotriazois 1a-b e 2-aminonaftoquinonas 2a-b, a
partir da juglona (3) e dos azido-compostos 4a-b (Esquema).

Resultados e Discussédo
Inicialmente, visando a preparagdo das novas naftoquinonas glicoconjugadas la-b e 2a-b, foram

preparados os correspondentes azidos derivados de carboidratos 4a-b, conforme demonstrado no
Esquema a seguir.

Esquema:Preparacéo dos naftotriazois 1a-b e das aminonaftoquinonas gliconjugadas 2a-b.

Uma vez obtidos 0s azido-compostos 4a-b, estes foram submetidos a reagéo de cicloadi¢cdo com a
juglona (3), na auséncia e na presenca do acido de Lewis ZnCl,. A sintese divergente permitiu a



obtencdo dos naftotriazois inéditos la-b e das inesperadas aminonaftoquinonas inéditas 2a-b,
conforme mostrado no Esquema. A regioquimica destes compostos pdde ser determinada através da
técnica de difracdo de raios X.

Conclusdo

Neste trabalho, foi investigada uma metodologia que visa a sintese de uma nova familia de
naftotriazéis la-b através da reacdo de cicloadicdo 1,3-dipolar entre os azidos derivados de
carboidratos 4a-b e a 1,4-naftoquinona 3. Esta reacdo catalisada pelo acido de Lewis ZnCl, levou a
formagc&o das inesperadas aminonaftoquinonas inéditas 2a-b, utilizando como precursores sintéticos
0s correspondentes azido-compostos 4a-b. As substdncias 2a-b foram obtidas como produtos
majoritarios, com rendimentos de 32 e 15%, respectivamente. Esta rota permitiu a construcdo de
uma nova classe de naftoquinonas 2a-b, contendo aminocarboidratos na posicdo C-2 do nucleo
quinonoidico. A reacdo efetuada na auséncia do acido de Lewis levou a obtencdo dos naftotriazois
inéditos como produtos majoritarios. Esta sintese divergente possibilitou o acesso de duas novas
classes de naftoquinonas, utilizando como matérias-primas a juglona (3) e azidos derivados de
carboidratos 4a-b.
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Introducéo
Inicialmente, o objetivo deste trabalho foi aprender a trabalhar com ferramentas numéricas

importantes como o Método dos Elementos Finitos e as metodologias de solucdo de sistemas nao
lineares. Foram realizadas modelagens e analises de estruturas aporticadas com forte nédo linearidade.
Em seguida, um modelo de nanorressonador foi desenvolvido. O objetivo era tentar quantificar os
efeitos da ndo linearidade induzida nas oscilagbes dos nano ressonadores por meio das forcas
dispersivas dos NEMS, na tentativa de contornar um problema de inviabilizagdo de dispositivos
micro e nano ressonadores em diversas aplicacfes que poderiam ser causados por meio dessa nao
linearidade.

Resultados e Discussao
Foram realizadas anélises em um pértico em L e estudou-se a influéncia das condi¢des dos apoios

no comportamento critico e pos-critico de sua estrutura.

Foi modelado um caso particular de nanorressonador. A forca dispersiva nos NEMS caracteriza
um sistema do tipo ndo conservativo. Pois tal forca é resultante da interacdo entre a superficie do
NEM e a superficie plana em que este se encontra, gerando um sistema continuo de interagdo. Como
estratégia para solucionar esse problema, fez-se uma analise superpondo-se a trajetoria ndo linear de
equilibrio estatico da estrutura e a relagdo deslocamento e forca de Van de Walls, dependente desse
deslocamento instantdneo. Com essa superposi¢do esperavamos encontrar o ponto de equilibrio da
estrutura, caso este existisse, e verificar o efeito da néo linearidade.

Através dessa analise, observou-se que a estrutura modelada possuia uma determinada rigidez que
ndo suportaria o efeito da forca de interacdo de Van der Walls, ou seja, o sistema resultante entre a
interacdo das superficies do Nem e da superficie plana serie instavel, com a forca de interacdo
aumentando infinitamente, o que levaria ao colapso da estrutura. No entanto, em estruturas mais
rigidas, onde temos as curvas de P e P(d) se interceptando, esperamos encontrar um ponto de
equilibrio onde a rigidez do NEM suportaria a interacdo das forgas dispersivas. Vale destacar, que o
efeito ndo linear no modelo analisado foi desprezivel.

Conclusdes
Com relacdo a analise do nanorressonador, foi observado que o efeito ndo linear ndo foi

significativo na obtencdo do equilibrio da nano estrutura modelada, entretanto, novas analises devem
ser realizadas com diferentes parametros estruturais. A analise do efeito da forca de Van der Walls
ainda necessita de novas andlises. Os resultados obtidos, apesar de ndo serem conclusivos,
orientaram os pesquisadores envolvidos no caminho a ser seguido na busca de melhor compreensdo
desse importante problema.
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Introducéo
Um eficiente inibidor de corrosdo deve ser uma molécula planar, possuir a&tomos com orbital

d desocupado e um extensivo nimero de elétrons ©. Por exemplo, as moléculas representadas na
figura 1 apresentaram melhor grau de inibicdo de corrosdo na medida em que se aumenta o nimero
de atomos de nitrogénio e elétrons = em sua estrutura.

Figura 1: Derivados da isoniazida com atividade anticorrosiva

Muitos inibidores organicos atuam através da adsorcdo na superficie do metal, modificando
a dupla camada elétrica. A adsorcéo depende da boa extensdo da estrutura molecular. A adsorcdo do
inibidor leva & formacdo de uma barreira fisica que reduz a reatividade do metal na reacgéo
eletroquimica. Varios compostos heterociclicos contendo os atomos de N, O, e S e variados
substituintes sdo efetivos inibidores de corroséo1." O processo de adsorcdo pode ocorrer por forgas
eletrostaticas entre a carga idnica ou dipolos da espécie adsorvida, e a carga do metal. A molécula do
inibidor também pode ser adsorvida na superficie do metal através da transferéncia de elétrons da
espécie adsorvida para o orbital eletrénico de menor energia do metal, para formar um tipo de
ligacdo coordenada. O ferro possui o subnivel d incompleto, o que o torna um aceptor de elétrons.* A
interacdo da molécula é do tipo doador-aceptor, ocorrendo entre elétrons ©t do heterociclo e o orbital
vazio d do ferro, ou pela forga de atragdo eletrostatica entre carga positiva do &tomo de N protonado
no meio 4cido e a carga negativa da superficie do metal.?

Na literatura se encontra estudos do efeito de inibicdo de corrosdo pela 8-hidroxiquinolina
(HQ) e pela 3-formil-8-hidroxiquinolina (FQ). A FQ possui maior eficiéncia de inibi¢do de corrosdo
do que a HQ. Estas moléculas apresentaram forte interagdo com a superficie do metal, com
eficiéncia de inibicdo de 84% para a HQ e 91% para a FQ, na concentragdo de 1,6 %. A alta
densidade eletrdnica do grupo aldeido na FQ aumenta suaa interagcdo com a superficie do metal. O

[N

Singh. A.K., Quraishi, M.A. Materials Chemistry and Physics 123 (2010) 666-667.
2 Migahed, M.A., Nassar, |.F. Eletrochimica Acta 53 (2008) 2882.



atomo de nitrogénio pode doar os elétrons a superficie do mesmo para aumentar a adsorcéo e a
inibic&o contra corrosdo.’

OH OH

(HQ) (FQ)

Figura 2: Derivados quinolinicos com atividade anticorrosiva

Resultados e Discussao
Com base em resultados descritos na literatura para a atividade anticorrosiva de derivados

tanto de quinolinas como de hidrazinas1® o objetivo deste trabalho foi a sintese de quinolonas
contendo substituinte acilhidrazida em C3 para posterior teste de atividade anticorrosiva destes
compostos. Foram obtidos 0s compostos apresentados no quadro a seguir:

o] o]
=4 NHNH—R,
|
X
N
H
R1=H, CH,
R2= o
T ; ; NO,
N
\_ 7
O,N

Inicialmente foram sintetizados os a-carbetoxi-B-(nitroanilino)acrilatos de etila necessarios
que por ciclizacdo térmica a 250°C em difeniléter levaram aos intermediarios quinol6nicos
correspondentes, contendo gupamento éster em C3. Estes foram posteriormente reagidos através de
reacdo de substitui¢do nucleofilica a carbonila, em difeniléter, a 210°C, com as diferentes hidrazinas,
levando aos produtos desejados.

8 Achary, G., Sachin, H.P., Naik, Y.A., Venkatesha, T.V. Materials Chemistry and Physics 107
(2008) 44-50.



1-Sintese dos a-carbetoxi-B-(nitroanilino)acrilatos de etila

H,N
/ |
R

X

la-R=p-CHj;
1b-R=m-CHj,
1c-R=H

EtOOC COOEt
I 2 Et0OC COOEt
H OEt 4 6 o
2 . R- ;
2h 3
EtoH, A\ - DN H
H

3a-R=4-CH;(95%)
3b-R=3-CHj (73%)
3c-R=H (78%)

2- Sintese das 3-carboetoxi-4-0x0-1-H-quinolonas 4

5
EtOOC COOEt
4 6
| N Difeniléter OFEt
R— »
| R
/ 2 250°C / 40min
2 H
3a-R=4-CH; 4a-R=6-CHj (79%)
3b-R=3-CH, 4b-R=7-CHj (78%)
3c-R=H 4c-R=H(80%)

3- Reacdo entre as quinolonas 4 a isoniazida

OFEt 1.Difeniléter 210°C / 1h X
—_—
z (@] pZ N
H,NHN | X
N
jg‘gfg‘gﬂs 5a-R=6-CHs (78%)
"= 3 -R=7- 0,
4o Rt 5b-R=7-CHj (62%)

5c-R=H (65%)

4- Reacdo entre as quinolonas 4 e a fenilhidrazina

OEt 1.Difeniléter 210°C / 1h

R ; 2.
] Nt HZNHN—Q
4a-R=6-CHj 6a-R=6-CH, (65%)
4b-R=7-CH, 6b-R=7-CHj (60%)
4c-R=H 6¢-R=H (63%)




5- Reacdo entre as quinolonas 4 e a 2,4-dinitrofenilhidrazina

OFEt 1.Difeniléter 210°C / 1h
2
HZNHN4§T>—NO2
3§'§f3'2ﬂ3 ON 7a-R=6-CHj (74%)
-R=7-CH B ’
o RH 7b-R=7-CHs (70%)

7c-R=H (72%)

Os produtos inéditos dos tipos 5, 6 e 7 foram obtidos com sucesso, e suas estruturas foram
confirmadas, inicialmente, por espectroscopia de RMN de 'H . A Tabela a seguir,para ilustrar,
apresenta os dados de deslocamentos quimicos de hidrogénio para o derivado 5a.

Dados de RMN de 'H do composto 5a — solvente DMSO-d6; Equipamento , Varian-300MHz.

RMN de 'H 8 ppm (H; m; J)
5a
N-H 11,91 (1H; s)
Ao 8,74 (1H; s)
H5 8,10 (1H; d; 1,6)
H7 8,22 (1H; dd; 8,6; 1,6)
H8 7,67 (1H; d; 8,6)
Ha 8,78 (2H; dd; 4,4; 1,7)
Hb 7,87 (2H; dd; 4,4, 1,7)
CH3 2,48 (3H; s)
Conclusdes

Foram sintetizados novos compostos quinoldnicos, contendo grupamento acilhidrazida
em C3, em bons rendimentos. A metodologia sintética utilizada se mostrou eficiente. Os produtos
foram devidamente caracterizados por espectroscopia de RMN de 'H. Estes novos derivados

estdo sendo submetidos a testes de atividade anticorrosiva.
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Introducéo

As quinonas metides sdo intermediarios reativos encontrados em muitas areas da quimica e
biologia, sendo conhecidas por suas caracteristicas polares e elevada reatividade'. Estes
intermediarios possuem grande relevancia em sintese organica por serem capazes de reagir com
diversos nucledfilos de interesse biolégico, como alcodis, tidis?, acidos nucleicos, proteinas e
fosfodiésteres.

O objetivo deste trabalho consiste na sintese de novos andlogos do lapachol (1) a partir da
lausona (2) via quinona metide (Figura 1).

Figura 1. Lapachol (1) e analogos desejados

Resultados e Discussédo

Os compostos foram obtidos através da reacdo da lausona (2) empregando paraformaldeido
ou benzaldeido aldeidos gerando in situ o intermediario quinona metide (3), seguida da adicéo
nucleofilica de variados tidis devidamente substituidos (Esquema 1).

Esquema 1. Sintese de analogos do lapachol (1)

Inicialmente, a reacdo apresentada no esquema 1 foi estudada empregando-se
paraformaldeido para a formacdo da quinona metide, tendo como solvente etanol sob refluxo,
obtendo-se 0s compostos 4a-j em rendimentos moderados e com tempos de reagdo variando entre 24
e 48 horas. Com o intuito de obter melhores rendimentos e menores tempos reacionais, foi entdo
procedida a mesma reacdo empregando agora irradiacdo de micro-ondas em vaso fechado, sob
aquecimento a 150°C, onde pbde-se observar o término da reagcdo apds 15 minutos e em elevados
rendimentos como apresentado na tabela 1 a seguir.



Ao término das reacGes os produtos foram purificados por cromatografia em coluna usando
silicagel e posteriormente caracterizados por técnicas convencionais de espectroscopia.

Tabela 1. Tabela comparativa dos rendimentos por via térmica e por irradiacdo de micro-ondas

R» Térmica (%) T () m.o.(%) T (min)
4a Ph 52 24 85 15
4b  4-CIPh 57 24 78 15
4c  4-FPh 62 24 71 15
4d 4-OMePh 78 48 83 15
4e  4-SMePh 49 48 68 15
4f  4-NO,Ph 71 48 83 15
4g 4-OHPh 72 48 81 15
4h  2-MePh 65 24 77 15
4i  3-MePh 71 24 84 15
4j  Propil 63 24 89 15

Diante destes resultados, verificou-se que a metodologia empregando micro-ondas
apresentou melhores resultados, tanto em tempo reacional quanto em termos de rendimento. Assim,
para a obtencdo de novos derivados utilizando como aldeido o benzaldeido esta metodologia foi
empregada levando a obtengdo dos compostos 5a-j em rendimentos moderados, como apresentado
na tabela 2.

Tabela 2. Tabela dos rendimentos utilizando benzaldeido.

R, m.o. (%) T (min)
5a  Ph 60 15
5b  4-CIPh 40 15
5¢c  4-FPh 58 15
5d  4-OMePh 78 15
5 4-SMePh 64 15
5f  4-NO,Ph 33 15
5g 4-OHPh 60 15
5h  2-MePh 60 15
51 3-MePh 72 15
5j Propil 71 15

Ao término das reacdes os produtos foram purificados por cromatografia em coluna usando
silicagel e posteriormente caracterizados por técnicas convencionais de espectroscopia.

De acordo com os dados apresentados pdde-se verificar que o uso de irradiacdo de micro-
ondas para a efetivacdo da transformagdo desejada permitiu o aumento significativo nos rendimentos
obtidos bem como a diminuicdo drastica no tempo reacional, constituindo-se como uma excelente
metodologia sintética para a realizacdo de reagdes de adicdo nucleofilica em quinonas metides.



Conclusoes

Neste trabalho foram obtidos os analogos do lapachol 4a-j e 5a-j através da adicdo de
variados tidis a quinona metide 2 em excelentes rendimentos. Foi ainda realizado um estudo
comparativo entre 0 método térmico convencional e irradiacdo por micro-ondas, onde a segunda
técnica mencionada levou a resultados significativamente melhores, com aumento dos rendimentos
obtidos e diminuigdo do tempo reacional.
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Introducéo

As Bases de Mannich (BM) derivadas da lausona® apresentam uma ampla gama de
atividades biolégicas,® entre as quais, atividade citotoxica.> Metalofarmacos seletivos para o
tratamento de tumores s6lidos podem ser desenvolvidos, baseado na caracteristica de hipoxia (baixa
concentracdo de O,) deste tipo de tumor. As pré-drogas ativadas por hipéxia (PDAHSs) séo
compostos estaveis (e inertes) na presenca de O, e que, portanto, podem ser transportados pelo
organismo sem sofrerem alteragdes, mas que, ao atingirem as células em hipdxia, podem ser
reduzidos (tornando-se labeis) e assim atuarem como farmacos, destruindo seletivamente o tumor.*
O presente projeto de Iniciacdo Cientifica tem como objetivo principal a obtencdo de complexos de
Co* de BM que apresentaram atividade citotéxica, tanto livres, quanto coordenadas a Pt**.* A
reducdo intracelular dos complexos de Co®" resultaria na sua conversio para a forma labil e na
dissociacdo do complexo, permitindo a ac&o seletiva da BM como droga.

Resultados e Discusséo

O complexo Co3HL1 foi obtido através da reacdo de HL1 com 0 Co(ClO,),.6H,0 (2:1) em
metanol, inicialmente sob argdnio, seguida da oxidacdo do Co®* a Co®* pelo oxigénio do ar
(Esquema 1). O produto é sélido de cor marrom clara, e foi obtido em rendimento de 64%.

Esquema 1. Sintese do Co3HL1

Néo foi possivel caracterizar o complexo através de RMN 'H, provavelmente devido &
permanéncia de Co®* (paramagnético) no meio. No entanto, a analise elementar indica que a férmula
minima do produto contém 1 atomo de cobalto, 2 unidades de HL1 e 1 CIO,, o que indica que o
cobalto estd em estado de oxidacdo 3+ e as duas unidades de HL1 estdo com sua hidroxila
desprotonada (Calculado: C 57,94; H 4,62; N 6,76% e encontrado: C 57,65; H 4,40; N 6,66%). O
complexo foi também caracterizado por espectroscopia no IV e no UV-Vis.



A voltametria ciclica (VC) do HL1 em DMSO (Figura 1) mostrou dois processos redox
referentes a reducdo/oxidacdo da naftoquinona a semiquinona (la e Ic) e dessa a catecol (11a e 1lc),

ja que o solvente utilizado é aprético, diminuindo a possibilidade de geragdo da forma zwitterion da
BM.
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Figura 1. VC do HL1 0.1 mol/L Bus,NCIO,/DMSO; sistema com 3 eletrodos: C vitreo (eletrodo de trabalho),
fio de Pt (contra-eletrodo) e Ag/AgCl (eletrodo de referéncia). Potenciais vs FcH-FcH'.

Para fins de comparacdo, realizou-se a VC do ligante desprotonado (forma na qual este
estaria presente no complexo) e do complexo (Figura 2) no mesmo solvente.
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Figura 2. VC do HL1 desprotonado e do complexo Co3HL1 0.1 mol/L Bu,;NCIO,/DMSO; sistema com 3

eletrodos: C vitreo (eletrodo de trabalho), fio de Pt (contra-eletrodo) e Ag/AgCI (eletrodo de referéncia).
Potenciais vs FcH-FcH™.

Com a desprotonacdo da hidroxila da BM, observa-se um processo redox Unico de 2
elétrons (Figura 2) ao invés dos dois pares de sinais observados na VC da BM em solvente aprotico
(Figura 1). Observa-se também o deslocamento dos potenciais de reducdo/oxidacdo da quinona a
catecol (l1a e llc) para valores menos negativos, sendo que no complexo o deslocamento observado



é maior. Pode-se observar na VVC do complexo, por volta de -700 mV, o processo referente a reducéo
do Co* a Co**.

Tabela 5.5. Dados eletroquimicos obtidos para os compostos descritos, em 0.1 mol/L Bu,NCIO,/DMSO.

1 Potenciais
Compostos vi mV.s Epw/V Epye/ V Epya/ V Epn/V
50 -1,300 -1,850 -1,740 -0,705
HL1 100 -1,311 -1,853 -1,735 -0,687
150 -1,319 -1,858 -1,730 -0,673
200 -1,327 -1,861 -1,730 -0,660
50 - -1,797 -1,628 -
HL1 desprotonado 100 - -1,807 -1,620 -
150 - -1,812 -1,612 -
200 - -1,826 -1,607 -
50 -0,666 -1,502 -1,409 -0,259
Co3HL1 100 -0,697 -1,518 -1,403 -0,222
150 -0,712 -1,530 -1,400 -0,192
200 -0,713 -1,533 -1,397 -0,184
Conclusoes

Através dos dados de analise obtidos, pode-se confirmar a formagéo e propor a estrutura
provavel do complexo sintetizado. O processo de reducdo do complexo deve ser investigado, com o
intuito de se determinar a possibilidade da acdo de redutases intracelulares. O complexo serd
submetido a testes de atividade citotoxica.
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Introducéo

Nos ultimos anos, 0 mundo da ciéncia voltou suas atencfes para pesquisas que envolvem
uma substancia quimica chamada melamina (1,3,5-triazina-2,4,6-triamina). Este composto foi
utilizado visando adulterar produtos com leite em relagdo a quantidade de proteina presente no
mesmo, tendo em vista que a melamina é um composto rico em nitrogénio [1], cujo qual serve como
parametro na analise de proteinas no método Kjedahl. Ainda que a toxicidade oral da melamina seja
baixa, sua ingestdo em altas concentragfes pode causar pedras nos rins, problemas renais e quando
em reacdo com &cido ciandrico formam cristais insollveis que levam a morte. Este assunto teve
maior destaque a partir de 2004, quando cies e gatos na Asia apresentaram faléncia renal. Em
seguida, em 2007 alguns cdes e gatos adoeceram e outros morram nos Estados Unidos e em 2008 — o
maior de todos 0s casos-, mais de 54000 criancas na China foram hospitalizadas com diagnéstico de
pedras nos rins e seis destas vieram a falecer [2]. Nas investiga¢des, produtos de leite alterados com
melamina foram acusados como causadores desta doenga. Com isso, a Administracdo de comidas e
drogas dos Estados Unidos (FDA), a comunidade Européia e outros paises comecaram a determinar
limites maximos de utilizacdo de melamina em formulagbes [3]. Com isso, ocorreu um grande
crescimento nas pesquisas em busca de métodos eficazes na determinacdo e quantificacdo de
melamina em matrizes complexas, como exemplo cromatografia, espectrometria de massas,
espectroscopia e voltametria, cujo qual iremos utilizar.

A voltametria € um método extremamente vantajoso perante outros, pois esta estabelece
relacdo entre a concentracdo de um analito e a corrente, uma propriedade elétrica bastante acessivel.
Além disto, destaca-se a possibilidade de quantificacdo de determinada substancia contida em uma
amostra, sem que essa sofra qualquer tipo de pré-tratamento, 0 que se mostra um atrativo quando a
amostra que queremos analisar se trata de uma matriz complexa. Dentre as técnicas contidas neste
método, a técnica de voltametria de onda quadrada, utilizada neste estudo, apresenta ainda grande
vantagem na velocidade de aquisicao de dados [4].

Na voltametria de onda quadrada, utiliza-se uma cela eletroquimica com trés eletrodos: um
eletrodo de trabalho, um de referéncia e um contra-eletrodo. Como eletrodo de trabalho, sera
utilizado um eletrodo composito de grafite-poliuretana, cuja utilizacéo é justificada devido ao baixo
custo, a alta sensibilidade e a simplicidade de aplicacédo [5]. Além destas, também podemos destacar
como vantagem a estabilidade em solventes ndo-aquosos, a alta resisténcia mecénica e a estabilidade
para aplicacdo em fluxo, a melhoria de relagéo sinal/ ruido com ganhos nos limites de detec¢éo, a
relativa simplicidade de preparagdo do eletrodo e a renovagdo de superficie do mesmo, a
possibilidade de incorporacéo de modificadores, entre outras.



Resultados e Discussao

Todas as medidas foram realizadas em tampdo fosfato pH 8,1, sendo monitorados entre
0,0V e +1,2V (vs AglAgClsat), com variacGes de 10 mV, amplitude de pulso de 50 mV e numa
frequéncia de 10 Hz, empregando um potenciostato com médulo de EIS lvium Compactstat (lvium,
Holanda). Foi empregada uma cela eletroquimica de trés eletrodos compostas por um eletrodo de
trabalho de grafite-poliuretana 60% m/m [6], um contra-eletrodo de platina e um eletrodo de
referéncia de Ag|AgClsat. As medidas foram realizadas a (25+1)°C.

Foram realizados testes para checar a eletroatividade da melamina em diferentes tampdes de
pH, sendo estes 1, 3, 5, 7 e 9. Nenhum pico referente a esta substancia foi encontrado, sendo assim
atestado de que a melamina nao é eletroativa para a cela eletroquimica utilizada. Em contrapartida,
sabemos que a piridoxina (Figura 1.a), em forma de cloridrato, é eletroativa em quase toda a faixa de
extensdo de pH, o que nos leva a utiliza-la de modo que esta sofra interagdo com a melamina (Figura
1.b) e apresente determinado sinal analitico caracteristico.
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Figura 1. Estrutura da piridoxina [7] (a) e estrutura do melamina [8] (b).
O sinal analitico referente & piridoxina, bem como o sinal referente a sua interagdo com a

melamina, ocorre aproximadamente em 0,63V. Abaixo, podemos atestar a diferenca nos
voltamogramas neste potencial.
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Figura 2. Comparacéo dos voltamogramas na area do sinal analitico.

De acordo com os resultados encontrados, foram realizados testes de curva de calibracéo.
Utilizando uma solucéo de piridoxina 1mM, uma solucdo de melamina 1mM e o tampéo 8,1 acima
mencionado, pbde-se comparar a queda de sinal analitico da piridoxina em relagdo interacdo com a
melamina e em relacdo a adicéo de solugdo tampdo. As curvas analiticas sdo mostradas na Figura 2.
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Figura 3. Grafico das curvas analiticas obtidas.

Desta forma, tem-se que a reacdo de interacdo entre a melamina e piridoxina apresenta
determina queda de sinal analitico, cujo qual ao ser descontada a influéncia de diluicdo nos fornece
uma ferramenta de quantificagéo eficaz para a determinacdo da substancia.

Conclusdes
Com base nos testes realizados, a proposta para a quantificacdo de melamina apresentou

resultados significativos, servindo como base para o inicio de futuras pesquisas e otimizacfes do
método.
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Introducéo

Ptycopetalum olacoides, planta conhecida popularmente como Muirapuama, é pertencente a
familia Olacaceae e encontrada em abundancia na regido amazonica brasileira e nas Guianas. Suas
propriedades estimulantes sdo reconhecidas internacionalmente sendo utilizada pelos indios e pelos
moradores da regido norte do Brasil desde o inicio de 1900.

Dentre os varios estudos das propriedades da P. olacoides, como descrito por Silva,? a casca
dessa espécie é eficaz no tratamento das doengas do sistema nervoso central, agindo como tonico e
como agente auxiliar na recuperacdo cognitiva e motora apés lesfes cerebrais, na acdo estimulante
fisico e mental, em casos de astenia gastrointestinal e circulatéria, atonia da ovulacdo, ataxia
locomotriz, nevralgias, reumatismo cronico e paralisias parciais.

Segundo Tang,® diversos remédios sdo preparados tradicionalmente nas comunidades
amazénicas sendo utilizados como tonico do SNC, afrodisiaco e moderador de apetite.

Estudos farmacoldgicos indicam que o extrato etanélico de P. olacoides apresenta efeito
ansiogénico,® atividade antioxidante,” reforco da memoria,® inibe a enzima acetilcolinesterase e
possui efeito neuroprotetor em camundongos.”’

Embora existam diversos relatos sobre a atividade farmacoldgica de extratos brutos e alguns
sobre aspectos fitoquimicos dessa planta, pouco se sabe sobre a identidade das substancias
responsaveis pelas atividades observadas. Alguns autores atribuem a atividade no SNC a um
alcaloide (muirapuamina) nunca isolado.?

Estudos recentes, realizados no Japdo, levaram ao isolamento e identificacdo de diversos
diterpenos com esqueleto clerodano do extrato metandlico, alguns dos quais com atividade
potencializadora do fator de crescimento neural (NGF) em células PC12.%°

Trabalhos preliminares de nosso grupo ja haviam demonstrado que o extrato organico da
casca de P. olaicoides inibe a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE), podendo ser esta a
responsavel pela melhora da cognicéo.

O objetivo desde trabalho é fazer uma investigacdo a respeito dos possiveis alcaloides
presentes no extrato etandlico da P. olacoides e de substancias inibidoras da enzima
acetilcolinesterase.

Resultados e Discusséo
Foram realizados testes com pequenas quantidades de forma a selecionar o melhor processo

de extracdo de alcaloides e/ou de inibidores da AChE. Na Figura 1 é descrito um dos processos de
extracdo utilizado.
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Figura 1: Fluxograma da extracdo 4cido-base de alcaloides

A partir da extracdo acido-base (Figura 1), foi possivel obter duas fracbes contendo alcaloides. A
primeira fracdo consistiu em alcaloides quaternarios, visto que é produto do extrato dissolvido,
sequido de particdo com HCI 1 N e posterior adicdo da base NH,OH 25%. A segunda fracdo se
refere aos alcaloides muito polares em relacdo aos demais separados na primeira fragao.

O extrato bruto, bem como as fragdes da extracdo acido-base foram analisadas por cromatografia
em camada delgada (CCD) em silica, utilizando como sistema de eluente hexano: acetato de etila
(1:1). Anélises em CCD para a verificacdo da presenca de alcaloides utilizando o reagente de
Dragendorff nas duas fragdes obtidas foram realizadas, observando-se coloragdo vermelho-tijolo
(resultado positivo) em algumas regides das placas cromatograficas.

Realizou-se, também, uma cromatografia liquida a vacuo com o extrato etanélico da P.
olacoides utilizando como eluente hexano, acetato de etila e metanol em diversas propor¢des. Foram
obtidas dez fragdes de diferentes polaridades. Estas foram recolhidas e, posteriormente, evaporadas
para a determinacdo de sua massa. As fracdes foram analisadas por CCD eluidas em cloroférmio e
metanol (9:1) e reveladas através da visualizacdo em lampada UV, borrifamento com solucéo
etandlica de &cido sulfirico 20% e reagente de Draguendorff. Através da avaliacdo da placa
cromatogréafica foi possivel observar a presenca de substancias de diversas polaridades incluindo
alcaloides polares.

Conclusédo

A extracdo &cido-base associada ao uso do reagente de Dragendorff foram eficientes na
investigacdo do melhor método de andlise dos alcaloides de Ptycopetalum olacoides,tendo em vista
as duas fracGes obtidas contendo alcaloides de polaridades distintas. Em relagdo a cromatografia em
coluna a vacuo, os resultados foram satisfatorios: pdde-se observar que houve o a separacdo de



substancias que serdo identificadas posteriormente, em diversas fragGes, com polaridades distintas.
Portanto, a partir desta analise foi possivel constatar a presenca de alcaloides na planta, que
posteriormente serdo isolados e identificados e submetidos aos testes de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase.
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Introducéo

A importancia nutricional, funcional e a grande diversidade das proteinas presentes no leite
explicam o elevado interesse no estudo da sua composicéo.

A proteina do leite bovino contém cerca de 80% de caseina e 20% de proteinas do soro,
constituidas de alfa-lactoalbumina, beta-lactoglobulina, albumina do soro bovino, imunoglobulinas e
glicomacropeptideos. Diversos fatores influenciam a composicdo e distribuicdo das fracOes
nitrogenadas do leite bovino, tais como temperatura, raca e alimentacdo do animal, fraudes e
adulteracoes (FILHO, 2009).

O método oficial para avaliacdo da qualidade do leite em relacdo a concentracdo de
proteinas, recomendado pela Instrugdo Normativa 68/2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, MAPA, é a Determinagdo de Nitrogénio total, pelo método de Kjeldahl. Embora
publicado em 1883, ainda é o método internacionalmente considerado como referéncia. Para
produtos lacteos, o teor de nitrogénio total precisa ser convertido para concentracdo de proteina
através de um fator igual a 6,38, originalmente proposto por Hammarsten e Sebelien, com base no
teor de nitrogénio da caseina (AOAC, 1980).

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a concentracdo de proteinas no soro do leite
por quatro métodos espectrofotométricos classicos: Biureto (GORNALL, 1948), Lowry (LOWRY,
1951), Bradford (BARDFORD, 1976) e Markwell ou Lowry Modificado (MARKWELL, 1978), e
realizar um estudo exploratério de comparacao dos resultados obtidos por metodologia oficial e por
estes métodos. Além disto, um outro objetivo é avalia-los e compara-los com relagéo a sensibilidade
e algumas fontes de incerteza, como repetitividade (u,), reprodutibilidade (ug) e incerteza da curva
(ueurva)- Para tal, utilizou-se a albumina bovina como padréo e o soro do leite integral (UHT) bovino
como matriz de andlise.

Considerando que estas metodologias analiticas também podem ser Gteis na deteccdo de
adulteracBes no teor de proteinas do leite, como a adicdo de melamina, base organica que tem 66%
de seu peso molecular constituido de nitrogénio, se torna indispensavel o desenvolvimento e
aperfeicoamento destas, considerando seu potencial para controlar eventuais fraudes.

Resultados e Discussado



As medidas foram realizadas em espectrofotdmetro Thermo Scientific, modelo Evolution
600, seguindo condicGes de cada método. A Tabela 1 resume os diferentes reagentes utilizados.

Tabela 1. Métodos e reagentes empregados

Biureto (Na,CO3 1,05 M, CuSQO,4 0,052 M e NazCeHs07.2H,0 0,57 M) + NaOH 50%
Bradford Coomassie Briliant Blue + etanol 95% e H3PO,4
A (KNaC4H;0¢4H,0, Na,CO3; e NaOH 1,0 M) +
Lowry B (KNaC4H;044H,0, CuSO4.5H,0, NaOH 1,0 M) +
C (Folin-Ciocalteau e H,O 1:15 v/v)
Na,CO3, H,0, CuS0,4.5H,0 + KNaC4H,0¢4H,0 acrescido de SDS, NaOH 1 M e
Markwell N
Folin-Ciocalteau

Curvas analiticas foram obtidas a partir do padrdo de albumina bovina, sendo, entéo,
calculadas as figuras de mérito e incertezas de cada método (Tabela 2). Amostras de soro do leite
foram preparadas a partir de 200 mL de leite bovino integral (UHT) aquecido a 45°C, aos quais
foram adicionados 10,0 mL de &cido acético P.A., para precipitacdo total da caseina. Apos filtracao
da caseina em papel de filtro Qualy (12,5 ¢), o soro foi centrifugado a 6000 rpm por 30 min e
utilizado para determinacdes de proteina (Tabela 3). Anélise de Varidncia indicou que havia
diferenca entre os valores obtidos pelos diferentes métodos, o que certamente é devido aos
resultados do método de Bradford. As médias de cada método foram sempre inferiores ao obtido
pelo método de Kjeldahl, considerado como referéncia (Tabela 3). Teste-t (p=0,05; n = 6) indicou
gue estes valores eram sempre significativamente diferentes que os obtidos pelo método de Kjeldahl.

Tabela 2: Figuras de mérito dos métodos estudados

Biureto Bradford Lowry Markwell
A (nm) 550 595 650 750
@ (coef. angular) 0,0003 0,0319 0,0177 0,0034
D (coet. linear) 0,0012 0,0518 0,0753 0,0505
R® 0,9984 0,9863 0,9901 0,9951
LD* 1,08 x 10° 3,35x 10" 3,72x 10" 1,17 x 107
LQY 1,08 x 10° 3,35x 10" 1,24x 10° 3,89 x107
Ucurva 3,26 x 10° 2,97 x 10° 4,11 x10° 1,79 x 10™
Uy 0,39% 0,45% 0,47% 0,36%
Ur 1,94% 0,75% 7,36% 23,16%

X = 3.Sbranco/M; Y = 10.Spranco/M, ONde Spranco € 0 desvio padrdo de dez medidas do branco e m é a
inclinagdo da curva. Valores em % m/v.

Tabela 3: Percentagens (m/v) de proteina no soro de leite bovino obtidas pelos diferentes métodos

Proteinas, % (m/v) Erro %, (referéncia = 0,71%)*
Biureto 0,54+0,14 25+ 0,20
Bradford 0,22 + 0,01 69 + 0,02
Lowry 0,56 + 0,04 21 +0,07
Markwell 0,56 + 0,04 15+0,18

*Meédia dos resultados obtidos pelo método de Kjeldahl.

Conclusoes




Os métodos estudados, apesar do baixo custo e da simplicidade, apresentaram diferentes
sensibilidades. No entanto, a precisdo, avaliada por sua repetitividade, ndo variou significativamente.
Com excecdo do método de Bradford, apesar dos resultados obtidos com os outros métodos terem
sido similares ao reportado no rétulo da embalagem (3,0% de proteina total, sendo 0,6% de albumina
no soro (FILHO, 2009)), eles apresentaram diferencas significativas quando comparados com o
método de referéncia (Kjeldahl), como comprovado pelo teste t. Os resultados obtidos sugerem que
0s métodos estudados podem levar a estimativas distintas para as concentra¢Ges de proteinas em uma
mesma amostra de soro de leite.

A préxima etapa deste trabalho consistird em verificar a sensibilidade de cada um dos
métodos para a determinacdo de melamina e outros contaminantes (ureia e sulfato de aménio, por
exemplo) em leite e, caso estes métodos ndo sejam sensiveis a tais determinagdes, tentar propor uma
metodologia alternativa.
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Introducéo

O lapachol, (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona) (Figura 1), é uma
naftoquinona natural extraida da madeira da arvore lapacho (Tabebuia avellanedeae) e de outras
plantas tropicais. O Lapacho cresce em florestas tropicais na Argentina, Paraguai, Brasil e outros
paises da América do Sul.! Este composto ja foi extensivamente estudado na literatura devido a suas
conhecidas atividades farmacologicas, dentre as quais se destaca a atividade antitumoral. Diversas

outras naftoguinonas também s&o conhecidas por suas atividades farmacoldgicas.?
(o]

OH
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o

Figura 1. Lapachol

Estas atividades farmacoldgicas estdo relacionadas as propriedades redox das
naftoquinonas® e estudos recentes buscam, através da coordenacao a um centro metalico, modificar o
comportamento redox desses compostos na tentativa de compreender seus mecanismos de ac&o.’
Além do interesse farmacolédgico nesses complexos, ha também interesse tecnoldgico decorrente de
diversas possibilidades de transicdes eletrénicas envolvendo o centro metalico e nucleos
naftoquindnicos.*

A ligacdo destas naftoquinonas ao centro metélico pode ocorrer em trés estados de oxidagéo
diferentes: (i) quinona, (ii) a forma reduzida por um elétron, semiquinona, e (iii) a forma reduzida
por dois elétrons, catecol. Compostos de coordenacdo de quinonas com diferentes estados de
oxidagdo possuem diferencas estruturais, magnéticas e eletroquimicas.*

A quimica de coordenacdo de complexos de metais de transicdo com catecOis e o-
benzoquinona tem gerado resultados surpreendentes, associados & eletroatividade das quinonas.>®
Tal eletroatividade, juntamente com a proximidade em energia dos orbitais do ligante e do metal,
permitem que ocorra spin crossover e tautomerismo de valéncia.” Spin crossover é a mudanca na
multiplicidade de spin de um ion metélico de transicdo em funcéo de temperatura, presséo, luz ou
composicdo. Compostos que apresentam spin crossover tém propriedades interessantes incluindo
fotorefratividade e tendem a ser biestaveis, ou seja, podem existir em duas formas quimicas
distintas.” Tautomerismo de valéncia ocorre quando ha a presenca de ligantes eletroativos com
orbitais de fronteira com energias prdximas aos orbitais de fronteira do ion metélico possibilitando
uma transferéncia reversivel de elétron do metal para o ligante ou vice-versa através da aplicacao de
um estimulo externo.”Compostos com essas caracteristicas sdo candidatos potenciais & construcéo de
dispositivos de meméria e displays moleculares.®™

Recentemente, Caruso e colaboradores publicaram um trabalho onde descrevem a sintese,
estrutura e propriedades do complexo [Mn(lapacholato),],. Estudos por difracdo de raios X em
diferentes temperaturas e céalculos DFT sugerem a ocorréncia de tautomerismo de valéncia neste
complexo.™* A Figura 5 ilustra a estrutura do complexo [Mn(lapacholato),],. Até entdo, a ocorréncia




de tautomerismo de valéncia ndo havia sido descrita para nenhum complexo contendo uma
naftoquinona como ligante eletroativo. No entanto, estudos mais detalhados com base em medidas
das propriedades térmicas, magnéticas, espectroscopicas e estruturais em amplas faixas de
temperatura se fazem necessarias para confirmar as evidéncias apontadas pelo autor. Além disso, por
tratar-se de um exemplo inédito e Gnico na literatura, uma melhor compreensdo desse sistema pode
abrir a possibilidade do desenvolvimento de uma nova familia de compostos baseados em
naftoquinonas, o que permitira ampliar significativamente os conhecimentos obtidos até entdo com
ligantes benzoquinona.

Figura 2. Estrutura molecular do complexo [Mn(lapacholato),],.**

Assim, o objetivo deste trabalho é reproduzir este complexo a fim de caracterizéa-lo de forma
mais completa que o trabalho publicado visando confirmar as evidéncias ja reportadas pelo autor.

Resultados e Discusséo

O complexo [Mn(lap).], (1) foi sintetizado através da reacdo entre Mn(OAc),.4H,0 (0,25
mmol), lapachol (0,5 mmol), e trietilamina (0,5 mmol) em mistura agua/metanol sob agitacdo a
temperatura ambiente. Obteve-se um precipitado vermelho escuro.

A presenca dos ligantes coordenados ao manganés foi evidenciada pela presenca de bandas
caracteristicas no espectro infravermelho do complexo.

O solido obtido foi analisado por difracdo de raios X de policristais e o0 padrdo de difracéo
obtido comparado com o padrdo gerado a partir da estrutura publicada na literatura.* Os dois
padrdes se sobrepdem (Figura 3), mostrando que o complexo reportado foi reproduzido.

No espectro eletrénico de 1 (Figura 4) é observado uma banda intensa em 281 nm e ombros
em 331 e 304 nm, e uma banda em 517 nm que podem ser atribuidos a transi¢des n- n*e n-n* dos
anéis aromaticos.'***

O voltamograma ciclico (CV) de 1 (Figura 5) mostra a presenca de dois processos centrados
em -1860 mV e outros dois processos centrados em -1280 mV. Considerando os estudos
eletroquimicos relatados na literatura™, atribui-se os processos aos pares redox das formas
guinona/semiquinona e semiquinona/catecolato do lapacholato.
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Conclusdes
A reacdo do ligante lapachol com o fon Mn®* produziu um sélido de coloracdo vermelho

escuro, que foi caracterizado por espectroscopias 1V, UV-Vis, voltametria ciclica e por difragdo de
raios X em policristais. Os resultados obtidos sugerem a presenca de um fon Mn?* coordenado a dois
ligantes lapachol, ambos na forma desprotonada, e com a mesma geometria de coordenagdo do
composto ja publicado.** A obtengdo de monocristais para analise por difracdo de raios X estdo em
andamento para confirmacdo da composicdo e estrutura molecular de 1 assim como estudos
espectroscopicos com variacao de temperatura.
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I. INTRODUCAO

O sensoriamento remoto hiperespectral permite obter medidas radiométricas de um alvo em um
grande numero de estreitas bandas espectrais. Os dados coletados por estes sensores podem ser
transformados em informacdes sobre diferentes coberturas vegetais que estdo relacionadas com
aspectos biofisicos da vegetacdo. Sendo a vegetacdo um importante elemento dos ecossistemas, seus
estudos ganham énfase, sobretudo, por buscarem conhecimentos acerca de suas variagOes, padrdes
distributivos, ciclos, modificagGes fisiologicas e morfoldgicas. Neste contexto, “os cientistas tém
empenhado significativos esforcos visando desenvolver sensores e algoritmos de processamento
visual e digital de imagens para extrair importantes informacdes biofisicas da vegetacdo a partir de
dados de sensoriamento remoto” (Jensen, 2009).

Assim, o desenvolvimento da técnica de aquisicdo de dados a partir de sensores
hiperespectrais trouxe para a Geografia uma importante inovagdo para os estudos de anélise espacial
e uso do solo. Essa tecnologia é capaz de agregar conhecimento aos estudos sobre cobertura vegetal,
a partir da habilidade de discriminar alvos da superficie com base nas propriedades fisico-quimicas
dos mesmos. A capacidade de imageamento a partir da tecnologia multiespectral limita a
diferenciacdo dos objetos. 1sso porque os padrdes dos alvos apresentam semelhangas quanto as suas
identificacdes. No caso do sensor TM, a bordo do satélite Landsat, as sete bandas apresentam faixas
espectrais com intervalos largos. As vantagens relacionadas ao uso das imagens provenientes dos
sensores hiperespectrais permitem ampliar a qualidade dos mapas, sobretudo os teméaticos como 0s
de uso e cobertura do solo, jA que o uso de diversas bandas espectrais estreitas auxilia na
classificacdo dos alvos.

O presente estudo utiliza imagens coletadas pelo sensor Hyperion, pioneiro no experimento da
técnica hiperespectral em nivel orbital, lancado pela National Aeronautics and Space Administration
(NASA), a partir da plataforma Earth Observing-1 (EO-1) em compara¢do com as imagens
multiespectrais do sensor TM, a bordo do satélite Landsat. Os dados hiperespectrais sdo coletados
em 242 bandas espectrais continuas, posicionadas entre 400 e 2.500 nm, em 16 bits e 30m de
resolucéo espacial, enquanto as multiespectrais apresentam sete bandas, entre 0.45 a 2.35 nm e com
30m de resolucéo espacial, das bandas 1 a 7, exceto a banda 6 termal, que abrange a faixa 10.4 a
12.5 nm do espectro eletromagnético, com 120m de resolucéo espacial. No entanto ao final da etapa
de pré-processamento das imagens apenas 196 apresentaram qualidade radiométrica para uso no
estudo.

1.1 Objetivos
O principal objetivo deste artigo é comparar as curvas de resposta espectral dos dois tipos de
sensores (Hyperion — EO-1 e TM - Landsat) e analisar os resultados obtidos para diferentes classes
de cobertura vegetal da Mata Atlantica.
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1.2 Metodologia

As imagens hiperespectrais Hyperion utilizadas foram obtidas gratuitamente por consulta ao
website da U.S Geological Survey e recobrem uma area de 7,7km no sentido perpendicular do véo,
com 42 km de extensdo. A cobertura vegetal de Mata Atlantica foi escolhida pela disponibilidade de
imagens da area e também pela importancia que as pesquisas apresentam frente as dificuldades
enfrentadas para a conservacdo desse bioma. A area de estudo engloba os municipios Rio de Janeiro,
Sao Jodo de Meriti, Belford Roxo, Duque de Caxias, Petrdpolis, Areal, Paraiba do Sul e Trés Rios no
estado do Rio de Janeiro.

Inicialmente, foram executadas etapas de pré-processamento da imagem Hyperion selecionada,
que considera a correcdo dos ruidos stripes, correcdo atmosférica e correcdo geométrica. Essa etapa
inicial foi desenvolvida utilizando o software ENVI 4.5 e utilizou-se imagens no nivel 1R (com
correcdo radiométrica). Posteriormente, foram identificadas e coletadas amostras de cinco classes de
diferentes coberturas vegetais da mata Atlantica, tendo cada uma delas cinco amostras, em estagios de
conservacdo diferentes, considerando ainda a variacao do relevo, totalizando 25 amostras.

As imagens Landsat também sdo disponibilizadas gratuitamente através do site do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (http://www.dgi.inpe.br), e foram previamente corrigidas e
ortorretificadas com o objetivo de permitir a comparagdo com a imagem Hyperion. Neste trabalho
foram utilizadas cenas coletadas no ano de 2007.

Para a etapa de comparacéo entre as respostas espectrais dos sensores (Hyperion e TM) foram
construidas tabelas com as estatisticas dos pixels de cada amostra em cada classe de cobertura vegetal.
Essa etapa foi desenvolvida no software Arcgis Arcinfo 9.3 a partir da ferramenta Spatial Analyst
Tools/ Zonal/ Zonal Statistics as Table. A tabela resultante possibilitou a constru¢do de graficos
referentes as medias dos pixels das amostras, que caracterizaram as respostas espectrais dos alvos em
todas as bandas Hyperion utilizadas no estudo, e a comparagdo com a resposta do sensor TM -
Landsat.

A comparacdo das curvas espectrais das imagens serviu como parédmetro inicial para o estudo e
caracterizacdo dos niveis de conservacdo da Mata Atlantica na area de estudo.

Il. RESULTADOS E COMENTARIOS

As imagens Landsat também sdo disponibilizadas gratuitamente através do site do Instituto
Nacional de Pesquisas Espaciais (http://www.dgi.inpe.br), e foram previamente corrigidas e
ortorretificadas com o objetivo de permitir a comparagdo com a imagem Hyperion. Neste trabalho
foram utilizadas cenas coletadas no ano de 2007.

Tabelas de Dados do Sensor Hyperion

BANDAS | COMPRIMENTOS DE ONDA [aclal _ [acia?__ lac1a3 _ |aciad _ |acia5 _ |acZal - Classes/amostras

1 355 6 0 0 0 0 0 0

2 365 0 0 0 0 0 0

3 375 0 0 0 0 0 0

) 386.1 0 0 0 0 0 0

5 393 0 0 0 0 0 0

B 406.5 0 0 0 0 0 0

7 4166 0 0 0 0 0 0

8 4268 0 0 0 0 0 0

9 437.0 0 0 0 0 0 0 i
& L 2 : < 3 : : - Respostas espectrais
1 4573 142.125| _179.342| 170.079] 179.682| 154 222 568 das classes

12 4675 135 125|147 5] 134 2368] 146 5909 129 268

13 a7 7 148 625] 166 7632] 156.8947] 166 5909 138 1111 643

13 4879 130,875 163] 149 0526 158 7727] 131.6667 529

15 4980 149 375| 175 4474] 1652105] 172 1818] 146 5556 711

16 508.2 156.75] 184.6579] 175.1842| 177.3182| 153 5556 897

17 5184 166.25| 188.6579] 161.8158] 183.2727] 1564444 835

18 5286 191 75| 202 6053 199.3947| 197 4091| 165 7778 883

s Comprimentos de onda de cadabanda

Tabela - Médias de reflectancia das amostras para cada banda e seus respectivos comprimentos de ondas.

E importante ressaltar que, embora o sensor Hyperion apresente 242 bandas, somente 140
foram utilizadas para compor a tabela, por conta das suas boas qualidades quanto a visualizag&o.
Sendo assim, os graficos das médias das respostas espectrais dos cinco tipos de vegetacdo contemplam
as 140 bandas mais significativas das cenas utilizadas neste estudo.


http://www.dgi.inpe.br/
http://www.dgi.inpe.br/

Classe 1- Pastagem
O grafico 1 ilustra a classe que representa a vegetacdo de pastagem perto de zonas Umidas.
A resposta espectral das amostras apresenta coeréncia entre as médias dos pixels.

300

Grafico 1 - Pasto

50

457 3
4980 -
538.7
579.4 3
6201 =
660.8 -
7015
7423 -
783.0
823.7 -
864.4
905.1 -
993.2
10335
1073.9
1114.2

11849
12252
12656 -
1306.0 -
14774
1517.8 -
1558.1
15985 -
16388 -
1679.2
17196 -
1759.9 -
20626
21029 -
21433 =
2183.6 1
2224.0
22643
2304.7

w—SAMPLE 1
— SAMPLE 2
w—SAMPLE 3
s SAMPLE 4

SAMPLES

Classe 2 — Floresta Baixa

A segunda classe ilustra uma area com floresta de vegetagao rasteira com encostas expostas ao
sol. E possivel observar um padréo de resposta entre as amostras, como mostra o grafico 2.

Grafico 2 - Floresta Baixa
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Classe 3 — Floresta Densa
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Grafico 3 - Floresta Densa
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A vegetacdo representada na terceira classe é de uma cobertura densa, com forte presenca de
arvores Imbalba. Observa-se que o padrdo entre as amostras € similar ao observado no
grafico 4, aparecendo uma lacuna entre a reflectancia média em determinados comprimentos de

ondas.

Classe 4 — Vegetacao Capoeirinha
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Classe 5- Floresta Média
A quinta vegetacdo que esta representada pelo grafico 5 é do tipo floresta densa e mostra um
padrdo muito semelhante ao relatado pelo grafico 5, de floresta densa.

250 Grafico 5 - Floresta Média
200 A

= SAMPLE1
———SAMPLE2
— =——SAMPLE3
e SAMPLE 4

SAMPLES

Com base nesta comparacdo, observa-se que as imagens Hyperion apresentaram melhor
caracterizacdo das amostras comparadasa imagem Landsat, possibilitando a diferenciacdo
das areas de pastagens e de vegetacdo densa nas encostas, devido ao seu nivel de detalhamento.
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Esse estudo busca dar apoio a uma tese de doutorado do Departamento de Geografia da UFF
e encontra-se em desenvolvimento. Sera realizada em etapas futuras a identificagdo em campo das
amostras para o refinamento das classes selecionadas, bem como, serdo coletadas novas amostras.

Espera-se que o estudo possa aprofundar a discussdo sobre o uso das técnicas de
sensoriamento remoto em apoio & conservagdo da cobertura vegetal em especial da Mata Atlantica,
além da adocéo dessas técnicas pela Geografia em seus diversos estudos.
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Introducéo

Uma das principais provedoras de areia para mineracdo no Estado do Rio de Janeiro, a
Bacia Hidrografica do Rio S&o Jodo, U.C. de uso sustentavel desde 2002, é territorio de conflito
entre o Plano de manejo da APA e os interesses das empresas de mineracao.

Sabe-se que hd uma forte demanda pelas empresas mineradoras para regulacdo das
atividades na APA do Rio Sio Jodo, visto que a partir de 2002 os Orgéos de Legislacio Ambiental
as proibiram sob a alegagéo de que a extragdo de areia seria causadora de impactos negativos no Rio
S&o Jodo e de assoreamento na Represa de Juturnaiba (OLIVEIRA, F.L. E MELLO, E.F. 2007).

Atualmente, em todo trecho retilinizado a montante da represa, a partir da qual se denomina
Bacia Hidrogréfica do Alto Séo Jodo (figura 1), observa-se um intenso processo de assoreamento,
além disso, nos pontos de mudanca de direcdo do canal principal, h4 evidéncias visuais de
intensificacdo do processo de erosdo das margens concavas.
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Figura 1. Localizagdo da area de estudo

O reconhecimento da Bacia Hidrografica como Paisagem natural geossistémica, resultado
dos mecanismos de troca constante entre matéria e energia mostra-se de suma importancia para
produzir o conhecimento a ser utilizado para o ordenamento de atividades.



GREGORY K, J. & WALLING, D.E, (1979) interpretam a Bacia de Drenagem como um
sistema aberto, onde os sedimentos produzidos pelas vertentes via processos de meteorizacao -
impulsionados por um input de energia externa (radiacdo solar, clima, precipitagdo) - sdo
transportados pelos cursos fluviais rumo ao nivel de base, para o qual exporta energia e matéria do
sistema.

De acordo com CHRISTOFOLETTI (1981) a forma do canal fluvial é a resposta que reflete
0 ajustamento aos débitos. Esta relacionada também com o material disponibilizado pelas vertentes
através dos processos de meteorizacdo e conduzidos aos canais de escoamento pela agdo da agua.

Os grdos de 62 a 500 micrometros tendem a ser estocados no leito e, devido ao maior
volume e densidade, sdo transportados de forma mais lenta. O retrabalhamento destes materiais bem
como sua taxa de transporte esté relacionado com a velocidade que ocorre no fundo do rio, que varia
em funcdo da turbuléncia do fluxo e rugosidade do leito que, por sua vez, é condicionada pelo
tamanho das particulas estocadas ali (CHRISTOFOLETTI, 1981).

Levando-se em conta que o material disponivel no leito varia de 62 a 500 micrometros
(CHRISTOFOLETTI, 1981), fez-se a andlise granulométrica por peneiramento a seco com
intervalos inteiros em phi de -2 a 5, correspondentes logaritmicos dos mesmos o qual forneceu
histogramas simples e ogiva de Galton e estatisticamente, pelo auxilio do aplicativo Gradistat, em
gue se obtiveram as medidas de tendéncia central e desvios.

Resultados e discussfes

A tabela 1 apresenta o resultado estatistico de uma média de trés amostras de fundo, uma
no centro no canal e duas nas proximidades das margens direita e esquerda. Numa malha amostral de
vinte e sete pontos de coleta, divididas em nove pontos, com uma descrigdo final para cada ponto.

Tabela 1. Dados da estatistica descritiva.

Média Desvio padréo Assimetria Curtose
S&o Jodo $=0,016 c=0,895 sk =0,638 k =5,845
areia muito moderadamente simétrica leptocurtica
grossa selecionada
Alto S8o Jodo ¢ =1,087 o =2,093 sk =1,315 k=4,717
areia grossa pobremente selecionada fina leptoclrtica
Medio Séo $=10,364 c =0,895 sk = 0,252 k=2,892
Jodo areia grossa moderadamente simétrica mesocurtica
selecionada
Baixo Sdo o =1,257 c=0,780 sk =-0,311 k =4,024
Jodo areia media moderadamente grossa mesocurtica
selecionada
Aguas Claras $=0,050 0 =0,973 sk = 1,040 k=7,107
areia muito moderadamente muito fina platocurtica
grossa selecionada
Pirineus $=1,036 c=1,441 sk = 0,893 k = 5,607
areia grossa pobremente selecionada simétrica mesocurtica
Bananeiras $=0,107 c=1,028 sk = 0,601 k = 4,150
areia grossa pobremente selecionada simétrica mesocurtica
Maratud ¢ =0,041 c=1,051 sk = 0,550 k=3,724
areia muito moderadamente muito fina muito
grossa selecionada platocurtica
Iguape b= 0,437 c=1,191 sk = 0,360 k =3,217
areia grossa pobremente selecionada muito fina muito
platocurtica




O mapa abaixo fornece uma visualizacdo da caracterizacdo das areias no sistema, mostrando
a média em cada ponto. Nele é possivel observar a predominancia de areia muito grossa, grossa e, no
ponto mais a jusante a caracteristica mais fina desta amostra (figura 2)
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Figura 2. Mapa de caracteriza¢do dos sedimentos de fundo nos pontos amostrados.

Conclusoes

A analise granulométrica dos sedimentos de fundo permitiu uma caracterizacdo pontual, que
se mostrou pertinente quanto ao entendimento acerca da contribuicdo das sub-bacias para canal
principal, e numa perspectiva sistémica, possibilitou inferir alguns aspectos referentes ao
fornecimento de materiais pela atividade fluvial.

A sistematizacdo dos dados nos permite concluir que hd um grande fornecimento de
material seja ele das vertentes, por erosdo remontante ou do canal principal, por erosdo das margens.

Percebe-se uma contribui¢do significativa de areias muito grossas pelas sub-bacias da
vertente norte, na escarpa montanhosa, que modifica constantemente o gradiente granulométrico de
montante para jusante.
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Introducéo

Visto a necessidade de se introduzir no mercado novas tecnologias para evitar a propagacéo
de doencas de veiculagdo hidrica, este projeto tem o propdsito de implantar uma nova metodologia
para solucionar os problemas relacionados a qualidade da agua que é consumida por grande parte
das populag6es riparias. O desenvolvimento do projeto prevé uma facil utilizacdo do sistema, por
parte dos usuarios (populacéo riparia), respeitando os fatores locacionais da regido, no caso a regido
Amazonica.

Resultados e Discussao

O sistema proposto se baseia no desenvolvimento de um filtro de agua para regides riparias,
nesse sistema de filtragem utiliza o método de filtracdo tangencial. Os sistemas de filtracdo
tangencial funcionam com um fluxo tangencial a um filtro de grande dimenséo, de modo que néo
ocorre entupimento dos poros no curto prazo. Isto permite ao filtro uma eficiéncia maior, mesmo em
aguas com elevadas taxas de material particulado em suspenséo.

A confecgéo do filtro foi feita com material do tipo PVC, baseado na filtracdo tangencial, e
testes foram realizados com diferentes materias para se obter uma melhor qualidade de agua dentro
dos parametros estipulados para consumo humano. A organizacdo do filtro é composta pela caixa
principal onde a gua bruta é bombardeada e assim passa por um filtro, podendo ser de fibras, casca
de frutas, vidro sinterizado se deslocando para o outro compartimento. Esta agua, em tese, sem
sedimentos (observe as figuras 1 e 2). A Ultima etapa seria tratar a &gua em compartimento de UV,
assim esta agua estaria pronta para o consumo humano.

A
Figura 1: Modelo de filtragdo tangencial Figura 2: Saida da 4gua sem sedimentos
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Para realizagdo do trabalho os materias utilizados, foram implantados com base em testes no
interior do filtro como: fibras sisal, fibra de coco, filtro em tecidos crus, a base de fibra de algodao,
filtros em tecidos de nylon com malha de 65um e mesclados entre si. Serdo testados, posteriormente,
filtros com materiais reciclados como vidro (vidro sinterizado) e cascas de frutas secas e moidas
como abacaxi, laranja, melancia e meldo.

Os resultados obtidos prevéem a necessidade de melhorar o mecanismo de maneira a
permitir a absorcdo tanto os materias de grande granulometria, média como as micro-pariculas, o que
se observou foi a presenca dessas particulas de menor espessura sendo transferidas para as partes que
deveriam estar limpas (sem particulas).

Nesta etapa foram realizados diversos testes com diferentes materiais, para comprovar a
eficacia da elaboracédo do filtro. Abaixo um resumo dos testes realizados:

Fase teste 1: Vazdo ruim, ou seja, o problema pode ser a quantidade de furos no filtro 130X100;
Recheio do filtro tecido Panama + Fibra de algoddo parece que filtrou algumas particulas, pois o
tecido ao ser retirado mostrou marcas de ferrugem, que deve ser da dgua que estava sendo utilizada.
Ao retirar o tecido filtro houve a presenca de mofo nele; A caixa geral continua com muito
vazamento de um compartimento para o outro, mesmo com o filtro presente sendo selado e dos
lados.

Solugdes: Fazer mais furos no filtro 180X150; Retirar todo silicone e aplicd-lo novamente, para
evitar vazamentos; No filtro s6 utilizar a fibra de algoddo e ndo mais de tecido, pelo menos
inicialmente ou utiliza-la sozinha, para ver se obtém algum resultado diferente quando utilizada com
a fibra de algodao.

Fase teste 2: -Ao remodificar a estrutura do filtro com os testes aplicados continuou havendo
vazamentos tanto internos como externos, sendo que numa propor¢do menor na area externa; O filtro
sintético inicialmente conseguiu absorver as particulas mais grosseiras; Os sedimentos utilizados,
foram do jardim geoquimica. Este sedimento continha particulas com tamanhos bem variados e
também estava presente matéria organica; O filtro parece ndo esta sendo utilizado por inteiro, e
somente uma parte a inferior consegue fazer a filtragao.

Solugdes: Colar todo o filtro com silicone; Lavar a fibra e reutiliza-la; Retirada do “tubinho” que
ficava entre a caixa e o filtro, pois este “tubinho” causava um espagamento, ocasionando a passagem
da agua contaminada e impedindo que a agua limpa fosse para o outro compartimento do filtro;
Limpeza do compartimento do filtro e 0 seu selamento para evitas futuros vazamentos.

Fase teste 3: Modificacdo do sedimento utilizado, agora este passa a ser de granulométria bem fina
e proveniente de rio; A &gua que passa pelo filtro com os sedimentos mais grossos a fibra sintética
consegue reter, porém ainda passa para o compartimento filtrado um sedimento bem fino, mais
aparentemente a coloracdo d’agua parece ter ficado mais clara; Para verificar os resquicios de
sedimentos, utilizamos um percentual da dgua num sistema de filtracdo lenta e o restante dela foi
deixada parada para que os sedimentos ainda presentes na agua fosse observados posteriormente;
Por causa dos novos orificios de saida, entrada e retorno a pressao causada, fez com que todo o filtro
fosse usado e ndo somente a parte inferior.

Solugdes: Mistura de fibras para observar se estas conseguem reter as menores particulas; Lavagem
da fibra sintética e seu reuso.

Vazdo: - 7:74 seg = 60 ml; - 40: 95 seg = 550 ml; - 1min 8 seg = 520 ml; - 1min 6 seg = 560 ml; -
43seg = 600 ml ; - 56:38 seg = 580 ml; - 51:34 seg = 580 ml

Fase teste 4: -Ndo houve nenhuma mudanca significativa com a juncdo da fibra sintética e de
algoddo, continuou com os mesmos problemas da fase teste 3, relacionados a passagem de
sedimentos.

Solugdes: Lavagem da fibra sintética e seu reuso.

Vazdo: - Imin 1 seg = 510 ml



Fase teste 5: Mistura da fibra sintética com um tipo de material parecido com um tecido que em sua
estrutura é formada com uma porosidade bem pequena, somente com testes que verificara sua
eficécia.

Teste com a malha 63 micrémetro

1° teste: Houve o vazamento interno pequeno que interferiu no processo de transferéncia de
sedimentos para o compartimento filtrado. Na andlise da agua por turbidez teve uma amostra 7,5
NTU.

2° teste: Houve uma pequena porcao de transferéncia de sedimentos ocasionada por um buraco em
compartimento do filtro. A medicéo feita pela turbidez deu valor de 105 NTU.

3° teste: Refiz o procedimento com o tapamento dos futuros buracos, onde passavam sedimentos, de
alguma maneira continua a passa sedimento, pode ser pela ma utilizacdo da malha, por onde passam
os parafusos. Na medicdo da turbidez o valor da agua filtrada é de 1,8 NTU.

4° teste: Utilizacdo da malha mais filtros de filtracdo lenta. O resultado obtido foi satisfatério ndo
houve sedimentos se deslocando para o outro compartimento e no teste de turbidez deu 4,71 NTU,
valor interessante, pois s com a malha dava altos valores de turbidez.

5° teste: Utilizando a mesma malha mais a filtracdo lenta, ndo foi satisfatério devido a turbidez
medida, de 316 NTU (alto) se comparado o dado anterior houve vazamento de sedimentos, para o
compartimento filtrado.

Durante a realizagdo dos testes com os diferentes tipos de materias, se observou um bom
desempenho do filtro, ou seja, o sistema de filtragem tangencial veio mostrando evolugdes no
decorrer dos experimentos. Um dos problemas enfrentados foi a grande variagdo dos resultados
obtidos pelo turbidimetro, onde esse mede a quantidade de materias em suspensdo presente na agua.
Serd necessaria a utilizacdo de novos materias para compor o “recheio” do filtro, para testar a
eficacia desses novos materias a serem utilizados e a busca por melhores resultados.

Conclusoes

O presente trabalho tem a intencionalidade de diminuir a quantidade de doengas de
veiculacdo hidrica, de grande parte das comunidades ribeirinhas da Amazénia. Sendo necessario
implantar uma nova metodologia para obter uma melhor qualidade de 4gua sem a necessidade, de ter
um sistema complexo de tratamento de agua e que ndo dependa de energia para seu funcionamento.
A simplicidade do projeto na questdo da utilizacdo do sistema por parte da propria populagdo local,
faz com que torne inovador e que ajude essas pequenas comunidades a ter uma melhor infra-
estrutura em seu ambiente. Na proxima fase, estamos desenvolvendo um filtro de vidro (reciclado)
sinterizado de vérias granulometrias para fazer a separacdo das particulas mais finas e melhorar o
desempenho do equipamento.
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Introducéo

A determinacdo do nutriente ferro constitui um importante fator para o controle da
qualidade de alimentos. Varios procedimentos analiticos tém sido reportados na literatura para
determinagdo do ferro, sendo o método da orto-fenantrolina o mais empregado pela
simplicidade e sensibilidade da técnica.

A orto-fenantrolina (Cy,HgN,) € um ligante bidentado usado como agente guelante para
ions metalicos. O complexo formado com o ion ferro (I1) possui uma maior absortividade molar
do que o complexo formado com o ion ferro (l1), por isso utiliza-se um agente redutor nas
determinagdes de ferro baseado nessa reagéo.

No sistema de andlise por injecdo em fluxo (FIA) a amostra é inserida em fluxo
carregador e é transportada para um detector, sem intervencdo direta do analista. Os reagentes
necessarios para promover as reacdes de interesse sdo adicionados ao sistema através de fluxos
confluentes. O método apresenta uma excelente capacidade analitica no que se refere a rapidez e
precisdo, menor gasto de reagente e diminuicdo de interferéncias, além de custos relativamente
baixos.

Sendo assim, este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de um método eficaz
para a quantificacdo de ferro total em suplementos alimentares utilizando-se a técnica de analise
por injecdo em fluxos ( FIA) e deteccdo por espectrofotometria molecular UV-visivel, baseada
na reacdo de complexacdo do Fe(ll) com a orto-fenantrolina.

Resultados e discussao

O trabalho experimental foi realizado utilizando-se um espectrofotdmetro Femto 600S
para medicao na regido do visivel (510 nm), equipado com uma cubeta de quartzo para medicao
em fluxo (Hellma, Alemanha) com volume interno de 80 pL e 10 mm de caminho 6tico. Uma
bomba peristaltica Gilson Minipuls 3 foi empregada para a propulsdo das solugdes e tubos de
PTFE com 0,8 mm de didmetro interno foram empregados para construcdo do sistema FIA bem
como juncgdes e unides em PEEK.

O sistema foi otimizado univariadamente e os parametros quimicos selecionados foram
a concentracdo de orto-fenantrolina (0,01 a 1,00% m/v) e de &cido ascérbico (0,01 a 10,0%
m/v). O parametros fisicos avaliados foram o tamanho da al¢a de amostragem (0 a 300 cm), a
vazdo da solucdo carregadora (1,2 a 13,5 mL min™) e tamanho da bobina de reacéo (0 a 200
cm).



Para determinar o teor de ferro total, utilizou-se &cido ascérbico como agente redutor de
Fe (I11) a Fe (I). As solugdes contendo o analito foram tamponadas em pH na faixa de 3,5 a 4,0
para evitar a formacgdo de hidréxidos de Fe(ll) e Fe(lll) e para facilitar a complexacdo com a
orto-fenantrolina. O complexo formado apresenta cor alaranjada, que apresenta comprimento de
onda de mé&xima absor¢do em 510 nm. Os sinais analiticos foram medidos como altura de pico.

Nas condi¢Bes otimizadas o sistema operou com uma concentracdo de orto-fenantrolina
de 0,20% m/v e de acido ascorbico de 1,0% m/v. O estudo das varidveis fisicas mostrou que
maior sensibilidade analitica pode ser obtida quando o tamanho da alca de amostragem, o
tamanho da bobina de reacdo e a vazdo da solugdo carregadora sdo 200 cm, 100 cm e 9,5 mL
min™, respectivamente.

O método desenvolvido apresentou como parametros de mérito: faixa linear dinamica
de 0,10 a 3,50 mg L™ com coeficiente de determinacdo de 0,9997; limites de deteccdo de
quantificacio de 0,07 e 0,23 mg L™, respectivamente. O sistema otimizado foi aplicado na
determinagdo de ferro total em amostras de suplementos alimentares e os resultados obtidos
foram comparados com os resultados obtidos por espectrometria de absorcdo atdbmica com
chama.

Concluséao

O acoplamento do sistema por injecdo em fluxo aumenta significativamente a precisdo e a
velocidade do método desenvolvido, podendo ser implementado na rotina de controle de
qualidade para determinacéao espectrofotométrica de ferro com orto-fenantrolina.

Além disso, o método proposto € economicamente interessante, devido ao baixo custo,
simplicidade e velocidade analitica. Ainda, 0 seu emprego, minimiza os residuos quimicos
gerados no laboratério, quando comparado ao método manual, devido ao menor consumo de
reagentes.
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Introducéo:

Os Corredores Ecoldgicos vém sendo colocados como importante alternativa para a conservagao e
recuperacdo de biomas, pois a implementacdo de reservas e parques ndo tem garantido a sustentabilidade
dos sistemas naturais. A idéia de Corredores Ecoldgicos tem sido uma iniciativa adotada pelo governo
brasileiro e ONGs para favorecer a manutengdo e restauragdo dos processos naturais, fundamentais para a
conservacdo da biodiversidade a longo prazo. Corredores consistem em extensas areas geograficas
delimitadas a partir de uma série de critérios como presenga de espécies-chave, tamanho e nimero de areas
protegidas, para fins de planejamento e conservacdo (MMA, 2006).

No caso do Corredor Ecolégico do Muriqui, ja existe um projeto para sua criagdo, pois além de
haver muitos fragmentos de Mata Atlantica, ele fard a inovadora conexdo interna entre dois parques
(Unidade de Protecdo Integral): os Parques Estaduais dos Trés Picos e do Desengano, ambos no estado do
Rio de Janeiro. Ele faz parte da delimitacdo politica dos municipios de: Casimiro de Abreu, Nova Friburgo,
Trajano de Moraes, Macaé, Santa Maria Madalena, Bom Jardim e Conceicdo de Macabl. Sua extensao é
de, aproximadamente, 240 mil hectares.

UI I Mapa de Localizagdao do Corredor Ecolégico do Muriqui/RJ
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Fig. 1: Mapa de localizacédo da area de estudo.
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O uso do solo é um termo que se refere ao modo como a terra é usada pelos seres humanos. A
cobertura da terra é considerada a expressdo das atividades humanas na superficie terrestre e esta
diretamente ligada ao uso da terra e seu manejo. Os estudos que correlacionam a caracterizacdo da
cobertura da terra e a andlise de seus diferentes usos e manejos sdo importantes ferramentas para a
compreensao da intensidade das mudangas € o tipo das mudancgas em determinadas areas.

Neste trabalho, a andlise da evolu¢do do uso e cobertura da terra sera realizada a partir de mapas
(1:100.000), gerados por classificacdo orientada a objetos, no software Definiens Developer, que apresenta
um ambiente para a classificacdo de imagens que possibilita a ado¢do de segmentacdo em diferentes niveis
de escala, a utilizacdo de descritores variados (tonalidade, textura, tamanho, vizinhanga), além da
hereditariedade entre niveis e/ou classes. Sera dada énfase, exclusivamente, a modelagem Fuzzy sobre
descritores espectrais apoiada na selecdo de areas de treinamento (amostras). A andlise Fuzzy fornece o
grau de participacdo (pertinéncia) de um objeto para todas as classes definidas na legenda, cujos valores
podem ser inseridos em novos contextos de classificacdo (Cruz et al, 2007).

Serdo utilizadas trés imagens do satélite Landsat 5 TM (resolucdo de 30 x 30 metros; anos de:
1985, 1994, 2007). Depois dos mapas gerados, estes mapas serdo inseridos em um ambiente SIG, no
software ArcGis 9.3, onde serdo processadas analises e cruzamentos de dados que fornecerdo subsidios
para a compreensdo e localizagdo das mudancas ocorridas na area de estudo.

Resultados e Discusséo:

A partir de anélises das informacfes obtidas, poderemos entender a trajetéria da evolugdo em 22
anos de mudangas no tocante ao uso e cobertura do solo do Corredor. No mapa abaixo (Figura 2) temos o
resultado das classificagbes de uso e cobertura do solo, e ja numa comparacao visual observamos algumas
mudancas, que serdo ratificadas na tabela a seguir (Tabela 1), onde as areas de cada classe estdo
sistematizadas em porcentagem e quilémetros quadrados.
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Tabela 1: Sistematizagao das areas por classes para cada ano.

Area e Area e 0 0
: 1985 1994 2007 1985 1994 2007
Afloramento Rochoso 72,577 71,513 71,511 1,85 1,82 1,82
Agricultura 0,000 3,892 9,900 0,00 0,10 0,25
Agua 5,970 3,896 5,118 0,15 0,10 0,13
Brejos 0,429 0,618 0,839 0,01 0,02 0,02
Floresta 2237,062| 1715,602| 1733,890 56,99 43,70 44,17
Ocup. Urbana de BD 6,088 5,984 7,349 0,16 0,16 0,19
Ocup. Urbana de MD 5,097 9,002 12,350 0,13 0,23 0,31
Pastagem 1411,969| 1925,312| 1806,308 35,97 49,05| 46,02
Reflorestamento 0,862 3,555 11,758 0,02 0,09 0,30
Solo Exposto 1,683 0,000 0,000 0,04 0,00 0,00
Vegetagdo em Est. Inicial 4,869 14,287 94,828 0,12 0,36 2,42
Varzea 178,825 171,535| 171,535 4,56 4,37 4,37

A grande variacdo da paisagem observada na comparacdo dos usos do solo é a diminui¢do da
classe floresta e 0 aumento significativo de pastagem entre 1985 e 1994. Porém, ao cruzar os dados dos trés
anos, observa-se que apesar das pressdes antrdpicas, 68,85% da paisagem se manteve intacta (Tabela 2).

Tabela 2: Evolugdo da paisagem entre 0s anos de 1985, 1994 e 2007.

Evolucéo da Paisagem km? %
Paisagens Mantidas 2702,662 68,85
Mudanca de Paisagens 1185,820 30,21
Erro 36,900 0,94

Para a melhor compreensdo das mudangas, a legenda do mapa foi reclassificada, em diferentes
etapas. Na primeira etapa, as classes de Brejos, Mangue, Floresta e Varzea foram reclassificadas para
Coberturas Naturais. Em seguida, as classes de Agricultura, Pastagem, Reflorestamento e Vegetagdo em
Estagio Inicial foram agregadas em uma Unica classe, chamada de Coberturas N&o Originais. As classes de
Ocupacdo Urbana de Baixa e Média Densidade compuseram uma Unica classe, chamada de Ocupacéo
Urbana, e as demais classes foram mantidas. Esta metodologia foi adaptada de Seabra & Silva (2011).

Em seguida, através de ferramentas de analise espacial do software ArcGis 9.3, os dados de uso e
cobertura foram cruzados, possibilitando a quantificacdo e espacializacdo das mudancas entre as classes
agrupadas. As classes agrupadas classificadas como “mantidas”, representam mudangas internas entre as
classes, por exemplo, de Pastagem para Agricultura. Mais da metade das mudancas da paisagem
observadas nos 22 anos de andlise, mais precisamente 63,53% (Tabela 3), foram de Coberturas Naturais
para Coberturas N&o Originais, caracterizando uma grande perda de area florestada no periodo, com mais
de 750 km?, enquanto que as Coberturas N&o Originais que regeneraram para Coberturas Naturais
correspondem a 29,94% das mudancas, com mais de 250 km2. Ou seja, somente nas relacdes entre essas
duas classes tivemos um perda de 500 km? de coberturas naturais até 2007.

Tabela 3: Mudancas das classes agrupadas na paisagem entre os anos de 1985, 1994 e 2007.

Mudancas na Paisagem Km2 %
Coberturas Naturais mantidas até 2007 25,309 2,13
Coberturas Nao Originais mantidas até 2007 44 3,68
Ocupagdes Urbanas mantidas até 2007 2,725 0,23




Cob. Naturais que mudaram para Cob. Nao Originais entre 85 e 94 573,996 48,40
Cob. Naturais que mudaram para Cob. Ndo Originais entre 94 e 07 179,481 15,13
Cob. Né&o Originais que regeneraram para Cob. Naturais entre 85 e 94 148,642 12,53
Cob. Ndo Originais que regeneraram para Cob. Naturais entre 94 e 07 206,473 17,41
Cob. Naturais que mudaram para Ocup. Urbanas entre 85 e 94 1,228 0,10
Cob. Naturais que mudaram para Ocup. Urbanas entre 94 e 07 0,592 0,05
Cob. N&o Originais que mudaram para Ocup. Urbanas entre 85 e 94 1,218 0,10
Cob. Ndo Originais que mudaram para Ocup. Urbanas entre 94 e 07 1,429 0,12
Cob. Naturais que mudaram para Afl. Rochoso entre 94 e 07 0,582 0,05
Cob. Né&o Originais que mudaram para Afl. Rochoso entre 94 e 07 0,509 0,04

Ao simplificar todas as mudangas, classificando-as apenas pelo periodo, podemos observar que
mais da metade delas (61,14%) ocorreram entre 0s anos de 1985 e 1994, com uma area modificada de mais
de 720 km2. Ja no periodo de 1994 a 2007, houve um aumento das coberturas naturais.

Tabela 4: Mudancas da paisagem por periodo.

Anélise de Mudangas na Paisagem por Periodo Km? %
Entre 1985 e 1994 725,084 61,14
Entre 1994 e 2007 389,066 32,81
Mantidas* 71,722 6,05

*Apenas mudancas entre classes do mesmo agrupamento.

Conclusdo:

A construcdo dos mapas teméticos de uso e cobertura do solo para os anos estudados (1985, 1994 e
2007) utilizando técnicas de sensoriamento remoto e geoprocessamento se mostrou bastante satisfatoria
para avaliacdo e analise da modificacdo dos usos e cobertura do solo, principalmente no que diz respeito a
diminuicdo das coberturas naturais. O levantamento de dados a partir das imagens e das classificacdes,
assim como a insercdo destes em um banco de dados geogréafico, foram capazes de gerar informagdes e
quantificar a degradacdo da Mata Atlantica em 22 anos na area de estudo.

As anélises visuais evidenciam a transformacéo dos pequenos fragmentos florestais em pastagem,
configurando um processo de degradacdo nas bordas do Corredor Ecoldgico do Muriqui. Dessa maneira,
fica a necessidade de estudos mais aprofundados com relacdo a essa temética, que possam, a partir das
contribuicBes do presente trabalho desenvolver futuras pesquisas analisando, elaborando e propondo
medidas que posam minimizar tais problemas que a cada ano vem aumentando no Corredor.
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Palavras Chave: baterias, ions litio, voltametria ciclica
Introducéo

O crescimento vertiginoso de eletrénicos portateis no mercado atual exige, em
contrapartida, o desenvolvimento de novos materiais como fontes de energia. Neste contexto, as
baterias secundarias apresentam grande importancia e as baterias de ions litio mostram-se como boa
opcéo para atender a essa demanda’. O uso de 6xidos de metais de transicdo, como o espinélio
tridimensional LiMn,0, (Figura 1), é alvo de intensas pesquisas sobre a maximizacdo de
propriedades eletroquimicas de materiais para aplicacdo em catodo para baterias de fons litio®, gracas
ao seu baixo custo em relagcdo a outros catodos, baixa toxicidade (“quimica verde”) e facilidade de
sintese.

Figura 1. Modelo esquematico estrutural do LiMn,0O,.

O objetivo desse trabalho consiste no estudo estrutural e eletroquimico do LiMn,0O,4 obtido
pelo método sol-gel assistido por amido e aquecido nas temperaturas de 300, 500 e 700°C. A sintese
do precursor, na forma de gel, foi realizada através da adicdo das solucdes aquosas de nitratos de Li*
e Mn?* em uma suspens&o de amido, seguida do aquecimento a 65°C com ultrassom por um periodo
de 3 horas®. Os sélidos obtidos nas diferentes temperaturas foram caracterizados pelas técnicas de
difracdo de raios X e voltametria ciclica.

Os perfis de difracdo de raios X (Figura 2) das amostras aquecidas a 500 e 700°C foram
obtidos utilizando um difratbmetro Huber de 4+2 circulos do Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron — LNLS, com energia de 10keV (1,24A) e os voltamogramas (Figura 3) das amostras



aquecidas a 300, 500 e 700°C foram obtidos utilizando um potenciostato Autolab, com eletrodos de
pseudo-referéncia de prata.

Resultados e Discussdo

A andlise dos perfis de difracdo mostra a obtencdo de uma Unica fase em ambos os
tratamentos térmicos e uma melhor definicdo dos picos de difragdo para a amostra tratada a 700°C,
em fungdo do aumento de cristalinidade e do aumento do tamanho de cristalito, comprovado pelos
menores valores de largura a meia altura e por uma menor variacdo dessa largura em funcéo de 260,
para a amostra tratada a 700°C (Figura 3).
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Figura 2. Difratogramas das amostras aquecidas a 500 e 700°C.
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Figura 3. Voltamogramas da amostras aquecidas a 300, 500 e 700°C.

Em trabalho anterior®, mostramos que a amostra tratada a 700°C apresenta uma Unica fase
do espinélio LiMn,O, e um valor de micro deformacdo quase desprezivel (muito pequeno),
indicando que a mesma apresenta uma estrutura bem organizada.

A partir dos dados de saida do refinamento Rietveld realizado para as amostras tratadas a

700 e 500°C?, pode-se elaborar o grafico da variacdo da largura & meia altura versus 26 para essas
amostras.
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Figura 4. Variacdo da largura a meia altura (FWHM) das amostras aquecidas a 500 e 700°C.

A funcdo usada para ajustar os perfis no refinamento foi a pseudo-Voight e esta fungédo
utiliza 0 modelo de Cagliotti et. al.” para ajustar a fwhm (largura a meia altura) como:

H2=Utan’0+Vtano + W

onde H é a fwhm, 6 é o angulo de Bragg e U, V, W, sdo os parametros refinaveis.

Baseado no principio de que o tamanho de cristalito esta relacionado com a fwhm e a micro
deformacdo com a inclinagdo dessa curva, uma analise qualitativa pode ser feita indicando que a
amostra tratada a 500°C deve apresentar uma micro deformagdo muito mais acentuada que a de
700°C, gerando uma estrutura mais desorganizada.

Esse efeito reflete no desempenho eletroquimico do material, como pode ser observado no
voltamograma (Figura 3). A amostra aquecida a 500°C apresenta uma melhor resposta eletroquimica
do que a amostra tratada a 700°C. Portanto, pode-se concluir que uma maior desorganizacdo da
estrutura cristalina do sistema facilita a migracdo dos ions litio, de acordo com os resultados de
voltametria ciclica. Observa-se ainda na amostra tratada a 300°C, com a mesma fase majoritaria e
menor cristalinidade, um desempenho eletroquimico melhor que as demais, confirmando a
importancia da desorganizacdo da estrutura cristalina do sistema na migracéo dos ions litio.

Conclusodes

Os resultados mostram que a temperatura de tratamento exerce um papel fundamental na
resposta eletroquimica da fase cubica do espinélio LiMn,0, obtida pelo método sol-gel assistido por
amido.
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Os asfaltenos sdo misturas complexas que contém principalmente compostos orgénicos de alta
massa molecular, formados por sistemas poliaromaticos com cadeias laterais alifaticas e, em alguns
casos, heteroatomos. Sua definicdo é baseada na solubilidade, sendo eles solGveis em solventes
aromaticos, como o tolueno, e insollveis em solventes alifaticos, como o n-heptano.

Os asfaltenos levam a sérios problemas de precipitacdo durante o transporte e o processo de
refino do petrdleo. O problema atinge maiores propor¢des em paises como o Brasil, onde as
principais reservas estao localizadas em aguas profundas.

A complexidade quimica de algumas fragcBes do petréleo torna complicada a elucidag¢do da
estrutura molecular dos asfaltenos. Alguns métodos analiticos, (ex. RMN, Difracdo de raios X)
foram aplicados a fragcdes de asfaltenos de diferentes amostras de petrdleo, com o objetivo de
auxiliar neste problema. Uma alternativa é utilizar compostos modelo, que representam as fragfes de
asfaltenos e que podem ser utilizados no estudo de suas propriedades, ja que sua estrutura molecular
exata é desconhecida.

Este projeto tem como objetivo validar a metodologia que sera utilizada para moléculas
representativas de asfaltenos, derivadas de dados de RMN, usando como referéncias estruturas
similares aos asfaltenos que apresentam tendéncia a se associar, observada experimentalmente.

Os compostos modelos utilizados para estudar a tendéncia de associacdo sao:
hexabenzocoroneno (HBC-Cg), 4,4'-bis-(2-piren-1-il-etil)-[2,2"]bipiridinil (PBP), pirenol (P-OH),
and pireno (P).
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Um dos setores produtivos de grande importancia no Estado do Rio de Janeiro é
o de Beneficiamento de rochas ornamentais. Esse setor € bem estruturado e se
encontra em expansao e, por isso, requer uma melhoria continua no processo
de gestdo de negdcios, que contempla os aspectos de gestdo ambiental como
também os de desenvolvimento sustentavel da atividade econdmica.
Considerando-se o aspecto ambiental dessa atividade é importante que a gestéao
dos residuos gerados no processamento das rochas ornamentais, que
atualmente é descartado, seja olhado de forma mais responsavel. Esse estudo
tem como objetivo principal investigar a possibilidade de utilizacdo do residuo
gerado no processamento de rochas ornamentais como material sorvente de
elementos quimicos tais como: Arsénio, Manganés, e Mercurio em efluentes
industriais. As amostras de residuos foram coletadas do corte fino, em uma
marmoraria localizada no municipio de Niteroi, Estado do Rio de Janeiro. Foram
determinadas as caracteristicas fisicas e quimicas do material e realizados
ensaios sor¢cao em bateladas para cada elemento em valores de pH 2 e 6. Para
todos os elementos foram realizados estudos de adsorcdo em diferentes
valores de pH. Em todos os ensaios as amostras foram replicadas (triplicatas) e
foram usadas solu¢des padrdao dos metais (Merck). Para controle da qualidade

dos resultados foi em todos 0s ensaios um branco do método. Os resultados



mostram que o material apresentou uma forte propriedade adsortiva para o
manganés, (90-95)%; em pH =6,0 e para pH =2 um percentual de adsor¢cdo em
torno de 50%. Para o arsénio, em ambos os pH(s), o material ndo apresentou
um bom desempenho, (60% e 35%) , para valores de pH=2 e pH =6,0

respectivamente.
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Introducéo
O desenvolvimento de compostos supramoleculares artificiais multivalentes requer o

controle das interacGes ndo-covalentes tais como ligagdes de hidrogénio, interacBes hidrofébicas e
forcas de Van der Waals.! Tais sistemas sdo de grande interesse tanto pela compreensdo dos
processos de auto-montagem e reconhecimento molecular, como pela procura de novos materiais
funcionais e dispositivos.? O aumento de complexidade em estruturas supramoleculares esta calcado
em dois conceitos: multivaléncia e cooperatividade. A multivaléncia ou polivaléncia é a ligacdo
simultanea de ligantes maltiplos a uma entidade que contém receptores multiplos. Tais interacdes
tendem ser coletivamente mais fortes do que as monovalentes. Por sua vez, a cooperatividade pode
surgir quando duas ou mais interagdes ocorrem em um sistema. Ela descreve como uma ligacdo
formada pode afetar a afinidade para a formacéo de outra ligacdo. Em tal situacdo o sistema ira se
comportar de uma maneira diferente quando daquela individual. Um exemplo classico de
cooperatividade é encontrado na ligacdo de moléculas de oxigénio na hemoglobina. A
cooperatividade pode ser classificada como sendo positiva, quando uma ligagdo subsequente a uma
outra molécula é mais forte do que a anterior, como negativa, quando a ligacdo é mais fraca e como
ndo cooperativa, quando a constante de formacédo subsequente é idéntica a primeira.

E bem conhecido que ciclodextrinas (CDs) podem formar compostos de inclusdo por
interacdes hidrofébicas com uma grande variedade de compostos. As ciclodextrinas modificadas de
maneira a formar receptores ditépicos para diversas substancias vém sendo investigadas devido a sua
capacidade de aumentar a afinidade pelos compostos de inclusdo. Por exemplo, Zhang e Breslow®
investigaram a capacidade do bis-adamantil ligar-se a receptores monotopicos e ditdpicos de beta-
ciclodextrina. Verificaram-se que dois receptores monotdpicos se ligaram a um bis-adamantil com
cooperatividade negativa, ou seja, a associagdo de um segundo receptor monotdpico ao ligante foi 50
vezes menor do que ao primeiro. Entretanto, ao utilizarem-se um receptor ditépico de beta-
ciclodextrina a cooperatividade foi positiva, indicando um aumento da constante de formacdo 80
para 4000 vezes. Estes resultados mostraram que receptores ditopicos sdo sistemas que levam a uma
maior estabilidade do complexo formado com rela¢do aos sistemas monotopicos.

! Hunter, C. A.; Ihekawaba, N.; Misuraca, M. C.; Segarra-Maset, M. D.; Turega, S. Chem. Comm. 2009, 3964-3966.

2 (@) Li, Y.; Pink, M.; Karty, A. J.; Flood, A. H. J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 17293-17295. (b) Schneider, H. -J.;
Strongin, R. M. Acc. Chem. Res. 2009, 42, 1489. (c) Webb, J. E. A.; Crossley, M. J.; Turner, P.; Thordarson, P. J.
Am. Chem. Soc. 2007, 129, 7155. (d) Martin, M.; Manea, F.; Fiammengo, R.; Prins, L.J.; Pasquato, L.; Scrimin, P. J.
Am. Chem. Soc. 2007, 129, 6982.

3 Zhang, B.; Breslow, R J. Am. Chem. Soc. 1993, 115, 9353.
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Deste modo, 0 objetivo deste trabalho é a sintese de receptores tritopicos de B-CDs e
avaliacdo dos efeitos de cooperatividade na presenca de ligantes monot6picos e tritopicos.

Resultados e Discussdo

No Esquema 1 estdo representadas as etapas reacionais de obtencéo receptor tritopico p-HP-
CD. A sintese da etapa (a) foi realizada com sucesso. A sintese da etapa (b), partindo da hidroxi-
propil-ciclodextrina também foi realizada e o produto estd sendo purificado. Posteriormente sera
submetido & caracterizacdo por RMN *H, *C e espectrometria de massas para confirmar sua
formacao, portanto, seus resultados néo serdo discutidos neste trabalho.

Primeiramente, o &cido 1,3,5 -benzeno tricarboxilico (trimésico) foi esterificado na presenca
de MeOH e H,S0,. O &cido catalisou a rea¢do, protonando a carbonila e facilitando, assim, o ataque
nucleofilico ao carbono da carbonila pelo metanol. Esta reacdo recebe o nome de esterificacdo de
Fisher. Para verificar a formagdo do produto, foi feito o0 acompanhamento por cromatografia de
camada fina (CCF) (eluente CHCIl3, Rf = 0,5) e verificou-se que ap6s 15 h, o composto de partida
havia sido quase que totalmente consumido. Em seguida, o &cido foi neutralizado com uma solugédo
saturada de NaHCOj (este sal sofre hidrolise basica em agua: NaHCOj3(,q) + HoOq—> H20() + COyg)
+ Na’q + OH ) € extraido com CHCls, que é imiscivel em agua. O rendimento foi de 96% (a
reacdo foi repetida varias vezes até a obtencdo de aproximadamente 10 g deste composto). A Figura
1 ilustra o esquema mecanistico desta reagéo.

Esquema 1: Etapas reacionais envolvidas na sintese da S-ciclodextrina tritdpica.
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Figura 1: Esquema mecanismo de reacgdo de esterificacao.

A segunda reacdo descrita no Esquema 1 apresentou mais dificuldades que a primeira, visto
que foi efetuada em atmosfera inerte. O hidreto de aluminio e litio, LiAlH, é um forte agente redutor
e em contato com &gua produz hidrogénio: LiAlH,e + 4H,0q) — 4Hyg) + LiOHag+ AI(OH)3(ag) Y-
O LiAIH, também pode reagir com o oxigénio do ar na presenca de umidade: LiAlH,s) + Oy +
2H;0() — 2Hz(q) + LiOH ag+ Al(OH)3(qd. Deste modo, a reagfo deve ser realizada na auséncia de
0O, e H,0O para evitar a oxida¢do do LiAlH,. O solvente empregado, tetrahidrofurano (THF), foi
previamente seco na presenca de sodio metélico e benzofenona. A benzofenona funciona como um
indicador para o THF seco. O sodio reduz a 4gua presente no solvente e quando ndo existe mais agua
a benzofenona é reduzida, formando um composto de coloracdo azul intensa indicando, assim, que o
solvente foi seco. A reacdo foi acompanhada com CCF (eluente para observacéo do éster CHCI; R¢
= 0 ; para observacdo do produto CHCI; 8 : 2 MeOH. A reacdo ocorre em etapas: para 1 grupo
reduzido R¢ = 0,56; 2 grupos reduzidos R¢ = 0,47; 3 grupos reduzidos R = 0,24). Apds 22 h os 3
grupamentos ésteres haviam sido reduzidos para &lcoois. A extracdo do produto foi bastante
trabalhosa visto que na maioria das vezes se obtinha um 6leo amarelado e ndo um solido branco
como descrito na literatura. O problema encontrado foi durante a eliminagdo do excesso de LiAlH,.
Primeiramente utilizou-se H,O para a sua eliminagdo. No entanto, notou-se a formagdo do
precipitado Al(OH)s(q) na forma coloidal e, possivelmente, o produto permaneceu adsorvido neste
composto, resultando em baixos rendimentos. O método que forneceu o melhor resultado foi com
adicdo de uma solucdo NaOH 15%, que levou formacdo de Al(OH); aglomerado ao invés de uma
suspensdo coloidal, que pdde ser facilmente removido por filtragdo. Cabe ressaltar que a utilizagéo
de solugBes de NaOH mais concentradas ndo formam o precipitado devido a formacdo do
tetrahidroxialuminato, que é soldvel: Al(OH)s) + OH (5q) = [AI(OH)4] (o) Uma vez otimizadas as
condicdes reacionais, o rendimento foi de 93%. Segue na Figura 2, 0 esquema mecanistico que
descreve a reagdo em questao.
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Figura 2:Esquema mecanistico da reducao dos ésteres a alcoois.
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Nas Figuras 3 e 4 encontram os espectros de IV e RMN H, repectivamente.
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Figura 3 : Espectros de infravermelho éster e do &lcool, respectivamente.

Comparando 0s espectros observa-se que as bandas caracteristicas do éster, 1732 cm™
referente & vibragdo (C=0) e 1249 cm™ referente a (O-CH3) ndo estdo presentes no espectro do tris-
alcool. Para este Gltimo composto observa-se bandas de alcool primario em 3342 cm™ referente ao
estiramento simétrico vs(OH) e 1053 cm™ que corresponde a (CH,-OH).

2960
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Figura 4 : Espectro de RMN *H: (a) éster (300MHz, CDCIs) e (b) tris-alcool (300MHz, d6- DMSO).

O pico 8,86 ppm representa os prétons presentes no anel aromatico, a integracdo comprova
a presenca de 3 hidrogénios. Ja o pico 3,98 ppm representa a metila do éster, a integracdo comprova
a existéncia de 9 hidrogénios. Para o espectro do tris-alcool observa-se um pico 7,13 ppm referente
aos 3 hidrogénios do anel aromético. Nota-se o desaparecimento do pico referente a metila do éster e

a presenca de um pico alargado em 5,11 ppm atribuido as hidroxilas bem como um pico em 4,47
ppm devido ao grupos metilenos.

Conclusotes

Foram sintetizados com éxito os dois primeiros precursores para a producdo final do ligante
trivalente constituido por ciclodextrinas, o qual posteriormente serd complexado com ferroceno.
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Introducéo

Nas Ultimas décadas, o aumento das emissdes a atmosfera de determinados gases que
causam o aquecimento global por efeito estufa, bem como o aporte dos nutrientes que resultam na
eutrofizacdo das aguas naturais tém se convertido em alguns dos mais sérios problemas
intensificados pelas atividades humanas no planeta. O dioxido de carbono (CO;) é um dos mais
relevantes desses gases do efeito estufa, cujas concentracBes na atmosfera sdo determinadas pelo
balanco bioldgico entre sua apreensdo pela producdo primaria e liberacdo pela decomposicdo da
matéria organica. No ciclo do carbono, os lagos podem ser pequenos em area, mas apresentam um
papel crucial ao constituirem um destino comum para o aporte organico e inorganico advindo de
vastas areas na bacia de drenagem, que os torna importantes fontes de emissdo de CO, a atmosfera.
O acréscimo de nutrientes relacionado freqlientemente as atividades humanas (por ex: urbanizacéao e
agropecuaria) pode alcancar as aguas lacustres diretamente ou via escoamento e infiltracdo do meio
terrestre. O papel da eutrofizacdo, especialmente pelo aporte de nitrogénio (N) e fésforo (P), é bem
reconhecido ao intensificar as vias bioldgicas tanto de seqliestro quanto de producéo de CO,, mas
cujo efeito liquido comumente descrito é o maior favorecimento da fixagdo de CO, pelos produtores
primarios. Apesar dessa potencial relevancia e grande influéncia antrépica, ainda sdo necessarios
estudos que abordem de forma integradora a relagdo entre os nutrientes e o CO, das aguas lacustres
ndo apenas tropicais, como também em escala global.

O objetivo do presente estudo foi relacionar a pressdo parcial de CO, (pCO,) das aguas
superficiais dos lagos tropicais com as concentragdes de N total (NT) e P total (PT). Testamos a
hipotese de uma relacéo negativa entre tais nutrientes e a pCO, nessas aguas. Nesse sentido, foi feita
uma extensa pesquisa na literatura cientifica entre bases brasileiras e internacionais, incluindo
periodicos, teses e dissertacdes, de forma a reunir aproximadamente 110 lagos.

Resultados e Discusséo

Os nossos resultados evidenciaram um padrdo similar da relagdo de pCO, com as
concentragBes tanto de NT quanto de PT nas aguas lacustres tropicais, uma consistente correlacéo
ndo significativa mesmo com os dados log-transformados (Spearman, p>0,05). No entanto, os
valores de pCO, apresentaram diferenca significativa entre &guas oligotréficas e eutréficas
considerando ambos os nutrientes (Tukey-Kramer, p<0,05). Os lagos com menores concentragdes de
NT e PT apresentaram uma maior amplitude de pCO,, variando da intensa subsaturacdo a elevada
supersaturacdo de CO,, 0 que contribuiu para a auséncia de relacdo significativa de pCO, ao longo
do gradiente de nutrientes. Esse resultado indicou a potencial influéncia de outros fatores
direcionares da pCO, dos lagos em &guas oligotréficas, tais como os causados pelos diferentes
aportes terrestres de substratos organicos ou mesmo de CO, ja mineralizado, que sdo bem descritos
na literatura. Apesar dessa relagdo geral ndo significativa entre pCO, e NT ou PT, as aguas mais
eutréficas (concentracdes superiores a 2 umol L™ de PT e 80 pmol L™ de NT), apresentaram valores
de pCO, (cerca de 800 patm; n= 30 para NT e 34 para PT) em torno de 75 % mais baixos, em
mediana (Mann-Whitney, significativo p<0,05 ), do que as oligotréficas (4000 patm; n= 73 para NT



e 74 para PT), sugerindo um importante papel potencial desses nutrientes para reduzir a variacdo e a
prépria magnitude mediana de pCO, e da subseqiiente emissdo de CO, dos lagos tropicais a
atmosfera. Sendo assim, nossa hip6tese foi parcialmente confirmada, pois os mais baixos valores
CO, foram observados nas aguas eutréficas. No entanto, a auséncia de um decréscimo significativo
de pCO, ao longo do gradiente de N e P nas adguas lacustres tropicais também contrariou a hipotese,
sugerindo que outros fatores reguladores poderiam aumentar e também reduzir intensamente a pCO,
dessas aguas em condic@es oligotroficas.

Conclusdes

Os lagos tropicais com maiores concentragdes de nutrientes apresentaram, em mediana,
menores valores de pCO, (subsequente menor potencial de emissdo de CO, a atmosfera), embora as
aguas mais oligotréficas tenham apresentado tanto subsaturacdo quanto supersaturacdo de CO, mais
elevadas, o que explicaria a relacdo geral ndo significativa entre pCO, e N ou P nesses lagos.
Portanto, além dos sérios prejuizos de saude publica e de degradacdo aos ecossistemas aquaticos
amplamente descritos, a eutrofizacdo comumente associada as atividades humanas na bacia de
drenagem poderia ndo reduzir necessariamente as emissdes de CO, de todos os lagos tropicais como
se poderia esperar. Determinadas aguas lacustres oligotréficas ja& podem apresentar mais baixos
valores de pCO,, possivelmente pela limitacdo de outros substratos organicos a decomposicdo ou
aportes externos desse gas, de forma a reduzir a potencial relagdo global entre a eutrofizacdo e o
decréscimo de CO; nos lagos tropicais.

Agradecimentos
Ao CNPq pela bolsa de iniciaco cientifica PIBIC/UFF.



Uso de técnica eletrocinética na recuperacao de areas contaminadas com
cadmio

Natanael Junior Soares Bento (IC), Rayane Batista Guimarées de Carvalho (IC), Rodrigo José
Marassi (IC), Alexandre Vieira Lemos (Técnico), Gilmar Clemente Silva (PQ), Fabiana Soares

dos Santos (Orientador)
email: natanael.jsares@ig.com.br

Escola de Engenharia Industrial Metalirgica de Volta Redonda/Departamento de Engenharia de
Agronegoécios/Laboratério de Solos. Endereco: Av. dos Trabalhadores, 420, Vila Santa Cecilia Cidade:Volta
Redonda UF: RJ CEP: 27255-125

Palavras Chave: metais pesados, contaminacéo, remediacéo.

Introducéo

A remediacdo eletrocinética é uma técnica inovadora de remediacgdo in situ para areas contaminadas.
Esta técnica utiliza campo elétrico gerado através de aplicacdo de corrente continua de baixa
intensidade entre eletrodos colocados no solo proporcionando a mobilizacdo e extragdo dos
contaminantes (ALSHAWABKEH, 2001). Com a diferenca de potencial aplicada entre os eletrodos,
0s ions positivos migram para o eletrodo negativo (catodo) e os ions negativos para o eletrodo
positivo (&nodo), ocorrendo reagbes quimicas @ medida que os ions no liquido entram em contato
com os eletrodos. No anodo (onde ha deficiéncia de elétrons), os ions negativos, forcados a perder
elétrons, sdo oxidados. No catodo (que tem um excesso de elétrons), os ions positivos retiram
elétrons e sofrem reducédo. As reacfes de transferéncia eletrbnica mais importantes que ocorrem nos
eletrodos durante o processo de remediacéo eletrocinetica € o processo de eletrélise da dgua. Os ions
de hidrogénio produzidos ajudam a diminuir o pH proximo ao &nodo. Ao mesmo tempo, um
aumento da concentracdo de ions hidroxido, provoca um aumento no pH préximo ao catodo. O
objetivo do trabalho é a aplicacdo de técnica eletrocinética visando a recuperacdo de solos
contaminados com Cd.

Foram coletadas amostras de solo de textura argilosa e média para serem utilizados nos
experimentos de remediacdo eletrocinética. A contaminacdo dos solos foi feita com o residuo da
Companhia Mercantil e Industrial Ing4, residuo origindrio do processo de extracdo de zinco da
calamina, altamente contaminado com metais pesados, principalmente Zn e Cd. Esse residuo foi
incorporado nos solos ndo contaminados, de modo que a concentracdo de Zn fosse igual, o dobro, 10
vezes e 20 vezes o valor de investigacdo (450 mg kg™) em solos de acordo com a Resolucido
CONAMA 420 (2009), simulando a contaminacao das areas vizinhas a industria.  Para a aplicacéo
da remediacdo eletrocinética, foi implementado um sistema experimental para simulacdo do
processo de remediacdo eletrocinética. Foi construido um reator eletroquimico, no qual foi
posicionado eletrodos em cada extremidade do reator e feita a aplicagdo de potenciais elétricos.
Através do campo gerado por este potencial foram criados gradientes de potencial, de concentracdo
de fons metalicos e de pH. Estes gradientes foram registrados e analisados para determinacdo das

condicdes 6timas do processo.



Resultados e Discussao

De acordo com os resultados obtidos, observa-se que a concentracdo de Cd na regido proxima ao
anodo foi menor que nas outras regides, evidenciando que houve um deslocamento ds cation
metalico provavelmente devido a reducdo do pH nessa regido. Com o aumento do pH na regido
préxima ao catodo, o Cd provavelmente foi adsorvido ou precipitado, reduzindo a sua eficiéncia de
remocao. Nos solos de textura média, as maiores concentracdes de Cd foram encontradas na regiao
do catodo e nos solos de textura argilosa na regido mediana. Isso evidencia 0 maior movimento de
Cd nos solos de textura média, provavelmente devido a menor quantidade de sitios de adsorcdo de
cations nesse solo, evidenciado pela maior concentracdo de metais pesados nas fragdes geoquimicas
de maior disponibilidade quando comparado aos solos de textura argilosa. Apesar do movimento do
Cd, néo foi evidenciado remocao significativa desse elemento dos tratamentos, havendo necessidade

de mais estudos para otimizar o processo.

Conclusoes
e A aplicacdo do potencial elétrico favoreceu a reducéo do pH na regido préxima ao anodo,
sendo removido quantidades significativas do Cd nessa regiao.
e Apesar do movimento dos cations metalicos para a regido proxima ao catodo, ndo houve
reducdo significativa nas concentragdes do Cd nos diferentes tratamentos ap6s a remediagéo

eletrocinética.
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Palavras Chave: Uso e Cobertura do Solo, Analise Orientada ao Objeto, Pressdo Urbana
Introducéo

O litoral brasileiro tem como uma de suas caracteristicas gerais uma forte e concentrada
ocupacao urbana que se sobrepde ao meio ambiente. Esta ocorréncia exerce uma influéncia negativa
sobre as pesquisas relativas a evolugdo da paisagem costeira pois o0s registros e marcas deixados na
paisagem podem ser perdidos neste processo. Outro ponto importante seria a capacidade humana de
exercer intervencdo, principalmente sob a forma de construcGes na linha de costa, o que pode alterar
sensivelmente o curso natural do transporte litoraneo de sedimentos, que ocorre no estado em fungéo
da acdo de ondas e ventos, e consequentemente alterar o compasso natural de erosdo ou progradacao.

Outra atividade humana também tem um importante papel: a atividade turistica. O
desempenho dessa atividade esta intimamente ligado as areas costeiras que sofreram com uma alta
velocidade de ocupacdo. Esta atividade tem capacidade de possibilitar desenvolvimento econémico
bem como oportunidade de degradacdo ambiental podendo promover uma ampla reproducgéo de
complexos imobilidrios e marinas, que necessitam ser executados de maneira extremamente
prudente, fato ainda ndo observado na costa fluminense.

Para o estado do Rio de Janeiro é também importante destacar a urbanizacdo ocorrida apés a
descoberta de um campo de petroleo que gerou também a ocorréncia de uma industrializacdo no
local.

Por todo o exposto, o exercicio intenso de atividades turisticas e petroliferas e sua
consequente urbanizagdo e industrializacdo paralelas fomentaram o objetivo deste trabalho que se
revela no estabelecimento da area ocupada por usos antropicos e a area remanescente ocupada por
areas naturais através do mapeamento de uso e cobertura do solo do litoral entre 0s municipios de
Saquarema a Macaé.

Resultados e Discussao

Para este estudo foram delimitados trés compartimentos da area de interesse com base em
estudos precedentes. O compartimento Regido dos Lagos engloba os municipios Saquarema,
Araruama e Arraial do Cabo e apresenta como caracteristica litoral retificado voltado para sul
exposto a ondas de tempestade e a presenca de duplos cordfes litoraneos. O compartimento do
embaiamento Cabo Frio-Cabo Buzios envolve os municipios Armacdo dos Buzios, parte de Cabo
Frio e parte de Arraial do Cabo e apresenta como caracteristica uma brusca mudanca na linha de
costa que se torna orientada no sentido nor-nordeste/su-sudoeste e recebe ventos de nordeste que,
associados a disponibilidade de sedimentos finos a médios, sdo capazes de gerar dunas de
morfologias diversificadas. O compartimento do embaiamento do rio S&o Jodo ao rio Macaé engloba
as cidades Macaé, Rio das Ostras, Casimiro de Abreu, e a parte norte do municipio de Cabo Frio



onde é observado o seccionamento em diversas praias pelo afloramento do embasamento cristalino
na linha de costa.

Para a realizacdo deste trabalho foram utilizadas imagens multiespectrais SPOT 2008 com o
auxilio do programa computacional eCognition®. Neste ambiente foi realizada uma abordagem top-
down em niveis de segmentacdo onde foi considerada a resposta espectral dos alvos. O resultado foi
exportado para o software ArcGIS 9.3 onde foi confeccionado o layout final e onde foi possivel fazer
o célculo das areas das classes de interesse originadas pelo mapeamento de uso e cobertura do solo.
Os resultados obtidos estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Areas Urbanizadas e Areas Naturais em quildmetros quadrados e porcentagem por
compartimento tratado.

COMPARTIMENTO REGIAO DOS LAGOS

Classes Area (km?) Area (%)
Areas Urbanizadas 125,74 11,95
Areas Naturais 192,08 17,65
Area total do compartimento 1088,28 100,00

Classes Area (km?) Area (%)
Areas Urbanizadas 70,04 32,69
Areas Naturais 66,38 30,99
Area total do compartimento 214,21 100,00

ACAE

Classes Area (km?) Area (%)
Areas Urbanizadas 70,14 4.05
Areas Naturais 546,56 31,54
Area total do compartimento 1732,71 100,00

Para compor o item Areas Urbanizadas foram utilizadas as classes Area Urbana, Area
Antrépica Indiscriminada e Salina e para compor o item Areas Naturais foram utilizadas as classes
Brejos, Duna, Floresta e Vegetacdo de Restinga dentro do mapeamento de uso e cobertura do solo a
partir da imagem SPOT 2008.

O primeiro compartimento, Regido dos Lagos, apresentou um valor intermediario do item
Areas Naturais em area (km?) quando comparado aos outros dois compartimentos. De acordo com
célculos feitos a partir do CENSO 2010, 95,66% da populagdo do compartimento reside em area
urbana e o item Areas Urbanizadas apresentou o maior valor em area dos compartimentos.

O segundo compartimento, do embaiamento Cabo Frio-Cabo Buzios, apresentou 0 menor
valor do item Areas Naturais em area (km2) comparado aos outros dois compartimentos. De acordo
com calculos feitos a partir do CENSO 2010, 78,59% da populacéo esta inserida em area urbana e o
item Areas Urbanizadas apresentou o maior valor em area percentual.

O terceiro compartimento, do embaiamento do rio S&o Jodo ao rio Macaé, apresentou alto
valor para Areas Naturais em funcio da extensdo dos municipios e 88,92% da populacio esta
inserida em area urbana. A area em porcentagem fiou no valor de 4,05% revelando uma imensa
concentracao populacional.

Conclusoes

A partir do mapeamento de uso e cobertura do solo foi possivel identificar o alcance da
expansdo urbana na &rea de estudo. Para o compartimento Regido dos Lagos, que mostrou
porcentagem de area urbana intermediaria frente aos outros compartimentos, foi refletido em sua
area de ocupacdo o seu historico como regido atrativa para turistas durante as Gltimas décadas.

O compartimento do embaiamento Cabo Frio-Cabo Blzios mesmo sendo o0 menor
compartimento em extensdo apresentou resultados alarmantes ja que foi possivel identificar a maior



porcentagem ocupada por area urbana. Isto se deve ao fato da area ter ganhado destaque desde a
década de 1950 como um local propicio ao turismo em funcdo da sua beleza natural, mas
infelizmente sua ocupacdo se deu de forma desordenada e resta praticamente um terco de Areas
Naturais remanescentes.

O terceiro compartimento analisado, do embaiamento do rio S&o Jodo ao rio Macaé,
apontou um resultado variado. Este compartimento sofreu em grande parte da ocupacgdo em funcgédo
da descoberta de pocos de petrdleo, o que gerou um grande atrativo de mdo de obra e também
propiciou a instalacdo de determinadas industrias e servigos. A particularidade deste compartimento
se d& em virtude de um alto percentual da populagdo em area urbanizada mas também um pequeno
valor percentual da area urbana. Esta unido de fatores permite inferir um alto grau de concentragéo.

E notdrio o potencial atrativo de areas costeiras para a ocupagio humana principalmente
guando associadas a areas de atrativos turisticos. Diferentes usos e coberturas do solo podem entrar
em conflito e é evidente a necessidade de se estabelecer o uso de maneira que haja possibilidade de
desenvolvimento econdmico assim como a preservacao de &reas naturais para que a qualidade do
meio ambiente seja resguardada bem como a existéncia de areas de interesse para a pesquisa
cientifica, que precisa dos registros do ambiente para trabalhar na identificacdo dos processos e
formas da evolugéo da paisagem costeira.
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Introducéo

Dunas frontais sdo elevacGes arenosas acumuladas pela retencdo de sedimentos
transportados por atividade eo6lica, pela vegetacdo pioneira, e formadas adjacentes a praia.
Freqlientemente chamadas de dunas incipientes ou embrionarias, este tipo de duna é raramente
estudado com devido aprofundamento na medida em que se encontra adjacente a praia, podendo
sofrer assim influéncia direta das ondulag@es e de diversas atividades antrépicas, prejudicando tanto
sua forma quanto o seu desenvolvimento. Apesar da lacuna de estudos relacionados, dunas frontais
exercem um papel fundamental no equilibrio dos ambientes costeiros, uma vez que estdo em contato
direto com o regime de ondas, impedindo o avango do mar.

A ocorréncia dessas feicGes € resultado de uma série de elementos ambientais, que
associados, permitem o seu desenvolvimento em pontos especificos do litoral. Tais elementos podem
ser descritos em funcédo das caracteristicas morfodindmicas das praias, padrdo de sedimentacdo na
zona submarina adjacente, caracterizagdo do regime de ventos e papel da vegetagdo em criar
condi¢des de retengdo de sedimentos na planicie costeira.

No territério brasileiro as condi¢cdes necessarias para um desenvolvimento extenso de
campos sdo encontradas principalmente no litoral das Regifes Norte, Nordeste e Sul.
Particularmente na costa fluminense feicGes etlicas sdo sensivelmente reduzidas, mas representam
unidades morfolégicas extremamente importantes, pois ocorrem em 4areas bastante restritas,
necessitando de rapidas intervengdes no sentido de preservacdo para manutengdo dos seus aspectos
paisagisticos e ecoldgicos, fundamentais dentro do mosaico da Mata Atlantica (FERNANDEZ,
2009).

No litoral fluminense a ocorréncia de Dunas Frontais se da em diversos pontos, onde podem
ser encontradas em diferentes estagios evolutivos. Entretanto, através do mapeamento realizado com
imagens de satélite (IKONQOS) foi possivel observar a presenca de extensos campos dessas feigdes
principalmente em quatro areas distintas; Praia do Forte e Massambaba (Cabo Frio), Perd (Cabo de
Buzios) e Atafona (Norte Fluminense), onde podemos encontrar o conjunto de fatores ambientais
propicio para o desenvolvimento de tais feicdes edlicas.

Ap6s 0 mapeamento inicial e a delimitacdo das areas de estudo, as caracteristicas
morfoldgicas das dunas foram obtidas a partir da confeccdo de modelos tridimensionais das feicdes
representativas, utilizando DGPS. Para tanto foram realizados caminhamentos com padrdo
cinematico de ajuste, que garante erros verticais na ordem de 0,2 metros e horizontais em 0,1 metros.
Os blocos diagrama gerados foram representativos em termos longitudinais a costa, isto €, a testada
frontal ao mar cobriu comprimentos superiores a 300 metros. Estes procedimentos foram necessarios
para mapear e identificar em escala de detalhe a morfologia das dunas frontais nas areas de estudo.



Resultados e Discussao

Analisando areas ainda ndo ocupadas, este trabalho teve como objetivo fundamental
apresentar as principais caracteristicas morfolégicas e os mecanismos fisicos de evolucdo das dunas
frontais no estado do Rio de Janeiro a partir de mapeamentos de detalhe.

O padrdao morfoldgico pouco definido apresentado pelas dunas frontais, onde se intercalam
cortes edlicos e cristas que sdo submetidos a acdo de ventos e eventos de tempestade, tonam dificil a
tarefa de classificacdo dessas feicBes. Entretanto, o estudo da evolugcdo dessas morfologias € um
passo importante para a elaboracdo de tendéncias evolutivas do litoral, podendo servir de auxilio
para trabalhos de gerenciamento costeiro, sendo este o objetivo principal deste estudo. O
mapeamento de detalne gerando modelos tridimensionais se torna portanto uma ferramenta
importante para analise das caracteristicas destas fei¢cdes.

Entre as quatro areas do litoral fluminense onde visualizamos a ocorréncia de extensos
campos de dunas frontais bem desenvolvidos, duas areas (Campo de Dunas da Praia do Forte em
Cabo Frio e o campo de Dunas da Praia do Per6 no Cabo Buzios), sdo ambientes costeiros bem
similares, com mesma orientacdo, condicBes climaticas e perfil praial. J& no caso da Praia da
Massambaba em Arraial do Cabo, a orientagéo e o padréo de ventos sdo por sua vez muito distintos
da regido entre o Cabo Frio e 0 Cabo Buzios, diferenciando a origem de sua formagdo. No extremo
norte do estado, a influéncia da foz do Rio Paraiba do Sul e a constante dindmica erosiva da praia, da
ao campo de dunas de Atafona certa particularidade ao seu processo de formacéo.

Dunas frontais da Massambaba - As dunas frontais da Massambaba sdo um campo de
dunas anémalo quando se observa os aspectos principais de formacdo destas feicGes eolicas. O
campo de Dunas da Massambaba se extende 20km ao longo do arco praial de mesmo nome,
localizado mais precisamente a oste da llha de Cabo Frio. Trata-se de um processo de formacéo
diferente por ser situada numa area onde o regime predominante de ventos se da da terra para o mar.
A orientacdo da linha de costa voltada para sul faz com que as dunas fiquem projetadas de na direcéo
contraria aos ventos de NE, predominantes na Regido dos Lagos.

Diferente da maioria dos campos de dunas que sdo alimentadas pelos ventos de mar-terra,
que transportam sedimentos finos da zona submarina para a o continente, as dunas de Massambaba
podem ser explicadas principalmente em funcdo de eventos de tempestade onde as ondas trazem
sedimentos por ocorréncia de overwash, como sugere Fernandez et al. (2009). Os processos de
alimentag8o por overwash somados a outros fatores como; morfodindmica de praia, sedimentacéo da
zona submarina adjacente e aspectos climaticos e meteoroldgicos locais, formam as condicdes
necessarias para o desenvolvimento dos campos de dunas bem desenvolvidas.

Os leques de sobrelavagem, ou overwash, sdo no caso das dunas frontais da Massambaba o
principal mecanismo de manutengdo. Estudos de Muehe et al. (2001) explicam esse mecanismo,
apontando a seqliéncia de eventos de tempestade que criam as condi¢fes para que as fortes
ondulacgdes ultrapassem o reverso das Dunas Frontais garantindo o suprimento de areias, repondo 0s
estoques de sedimentos necessarios para a reposicdo através dos ventos de tempo bom de NE que
sopram de terra para 0 mar.

O resultado destes eventos de sobrelavagem sdo cristas de dunas voltadas para a orientacao
das ondas predominantes de Sul e um espassamento entre as dunas onde as ondas erodem as
escarpas e atingem o reverso das dunas. Essa morfologia pode ser bem observada no modelo
tridimensional das dunas frontais (Figura 1) realizado na area de estudo a partir de levantamentos
topogréaficos feitos por DGPS. Os picos de maiores valores verticais coincidem com as dunas mais



bem colonizadas pela vegetacdo pioneira, revelando o seu importante papel na fixacdo e
desenvolvimento destas fei¢des.

Figura 1 - Modelo tridimensional das dunas frontais da Massambaba.

Dunas Frontais do litoral entre 0 Cabo Frio e o Cabo Buzios - A regido entre o Cabo
Frio e o Cabo Buzios € a area de maior representatividade, onde os campos de dunas sdo mais
desenvolvidos. As praias do Forte (Cabo Frio), Per6 (Buzios) e Tucuns (Blzios) sdo as praias de
maior expressividade em termos de fei¢Bes edlicas, entretanto sdo ao mesmo tempo as areas onde
estes ambientes sofrem maior pressdo para ocupacdo, mesmo sendo por lei APP’s. Tucuns, por
exemplo, sofreu recentemente com a construgdo de um enorme condominio de casas de veraneio,
onde as edificacGes foram levantadas em pleno campo de dunas. Por este motivo as dunas frontais
desta praia foram muito afetadas e ndo serdo abordadas neste estudo.

As praias encontradas neste arco entre Cabo Frio e Blzios apresentam majoritariamente
caracteristicas dissipativas, garantindo condi¢des para a formagdo de campos de dunas. Nessas praias
Fernandez (2007) sugere que a formacdo das dunas frontais se desenvolve a partir do
retrabalhamento edlico de ventos de NE soprando do mar para a terra removendo areia da antepraia
em direcdo ao interior, alimentando assim esse sistema de barreiras transgressivas. Este processo foi
comprovado na praia do Forte por estudos de Pereira et al. (2007 & 2008) e por Correa et at. (2008)
na praia do Perd, mostrando a atividade desses sistemas de dunas frontais.

A morfologia destes dois campos de dunas frontais foram detalhadamente mapeados neste
trabalho em modelos tridimensionais realizados com auxilio de DGPS, podendo observar a direcéo
preferencial e a altimetria destas fei¢des (Figura 2). O primeiro, no Campo das Dunas do Per6 foi
mapeado por Oliveira (2011) e o segundo realizado no Campo de Dunas da Praia do Forte (Dados
ainda em estagio de processamento). Esses dados validaram as observacdes de campo confirmando o
aumento das feicOes eolicas das bermas até o topo das dunas na medida em que as dunas se tornam
mais vegetadas devido a sua propriedade de fixacdo do solo, assim como foram confirmadas as
direcdes das cristas das dunas orientadas de NE-SE devido a predominancia de ventos de NE na
regido. Em ambos os modelos esse padrdo pode ser observado, mostrando a semelhanga morfolégica
entre esses dois campos de dunas frontais.
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Figura 2- Modelo tridimensional das dunas do Per6. Adaptado de OLIVEIRA (2011).

Dunas frontais na foz do Rio Paraiba do Sul - O campo de Dunas de Atafona se da nos
entorno da foz do Rio Paraiba do Sul, cuja evolucdo deltaica é consensualmente interpretada como
uma sequéncia regressiva de cristas de praia ou barreiras regressivas formadas entre 0 maximo
transgressivo de 5300 A.P. e a posterior regressdo até o presente (Suguio et al. 1985). Na foz
meridional do Rio nota-se um campo de dunas de largura reduzida e altura consideravel. Este padréo
se inverte, tendo um decréscimo de altura das dunas ao sul.

Estudos feitos por Ribeiro (2005) e Ribeiro et al. (2007) sugerem que as dunas frontais junto
a foz (estudadas neste trabalho) tenham se formado ha vinte anos atras, ndo indicando porém a razdo
do espessamento vertical destas feicdes. Neste sentido Perreira et al. (2008) prop6e que 0 modelo de
desenvolvimento vertical das dunas, no qual se destacariam duas fases construtivas da linha de costa.
A primeira marcada por uma rapida progradacao contribuindo para a formacédo das dunas frontais. Ja
na segunda ocorreria uma inversao da tendéncia, no qual a regressdo da linha de costa, erodindo as
faces das dunas contribuiria para o espessamento vertical destas fei¢bes. Segundo o estudos
detalhados deste processo de formagdo descrito por Fernandez et al. (2006), os eventos ciclicos de
dindmica da praia responsaveis pela erosdo da escarpa erosiva destas dunas, assim como da berma,
condicionariam o espessamento vertical.

Conclusodes

Os dados obtidos a partir do mapeamento tridimensional dos campos de dunas realizados
neste trabalho podem ser subsidios para futuros trabalhos de dunas costeiras na medida em que os
resultados mostram um detalhamento importante da morfologia destas fei¢cbes. Este nivel de
detalhamento pode ser importante quando estudado as origens e processos de formagdo de dunas. Os
dados altimétricos e morfolégicos podem também ser muito uteis na caracterizacdo destes
ambientes, como foi neste estudo.

A continuagdo deste estudo, obtendo dados de mapeamento ainda mais precisos para as
dunas de Atafona e Praia do Forte, pode revelar ainda outras morfologias passiveis de andlise e
reinterpretacdo. O detalhamento destes estudos a cerca de dunas frontais.

A partir do estudo detalhado da morfologia dessas fei¢fes juntamente com outros elementos
da zona costeira, como a intensidade das ondulacfes e a agdo dos ventos, podem ser criadas
classificacdes e projetar tendéncias para o desenvolvimento futuro das dunas frontais com maior
nivel de aprofundamento.
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Introducéo: O extrato do pericarpo de frutos de Punica granatum é rico em taninos do tipo
elagico que possuem atividades farmacolégicas de grande interesse, entre elas, a atividade
antimicrobiana frente a bactérias multirresistentes, propriedades cicatrizantes e adstringentes
(Machado et. al 2002). Visando uma forma de aprimorar o processo de obtencao destes principios
ativos, em comparacdo com a maceracdo a frio em etanol, foi escohida a reacdo em microondas. O
reator de microondas possibilita maior controle do meio reacional através do ajuste de diferentes
parametros experimentais, o que pode levar a uma extracéo seletiva visando a obtengdo de maiores
concentragdes de ativos em curto intervalo de tempo.

Material e Métodos: Foi utilizado o extrato etandlico obtido por maceracio estatica de 2 dias do
pericarpo de frutos da Punica granatum como padrdo comparativo ao processo reacional em
microondas. Foram realizadas varias irradiacdes por microondas em aparelho dedicado (Cem
Discover, 50 W), variando-se as condicfes de temperatura (50, 70, 100, 125 e 150°C) e tempo (15,
30, 60 e 120 min). Um roteiro de extracdo etandlica foi elaborado para caracterizar diferentes
proporcdes entre soluto e solvente, a saber: 1:5; 1:10 e 1:20. Uma comparacdo preliminar dos
extratos obtidos foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD) em acetato de celulose,
eluido em solucdo de acido acético a 1%. A analise das concentracdes dos padrdes punicalina e
punicalagina foi realizada através de uma curva de calibracdo ajustada para determinar a
concentracdo dos mesmos no extrato etanélico bruto a 0,1%. Esta etapa do estudo foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC-DAD (Shimadzu, modelo LC-20AD) em sistema
isocratico acido fosforico 0,1% / acetonitrila V/V (70:30). Assim, através da integracdo de areas dos
cromatogramas obtidos a partir dos extratos confrontados as curvas de calibracdo dos padroes,
foram calculadas as concentracdes de punicalina e punicalagina nos extratos brutos.

Resultados e Discusséo: Os resultados preliminares, obtidos através da revelacéo das placas de
CCD por UV, demonstravam certa seletividade relacionada ao perfil cromatografico - com a
presenca ou ndo de determinados constituintes quimicos - quando comparados 0s extratos obtidos
por irradiagdo por microondas e o extrato obtido por maceracdo. A analise dos cromatogramas
obtidos por HPLC permitiu a determinacdo da concentragdo de punicalina e punicalagina nos
extratos, além de permitir identificar a seletividade de cada combinacdo de parametros frente a estes
constituintes. Foi observado que extra¢des por irradiagdo de microondas realizadas em duas horas,
utilizando as proporg¢des soluto : solvente 1: 10 (70°C) [condigdo 1] e 1:20 (50°C) [condicdo 2]
apresentaram maior seletividade e concentracdo dos taninos eldgicos punicalina (0,148 mg/mL,
condicdo 1) e punicalagina (0,316 mg/mL, condicdo 2) que o macerado de 2 dias (1:20,



temperatura ambiente), cuja concentragdo de punicalina foi de 0,037 mg/mL e punicalagina 0,16
mg/mL O estudo demonstrou que o constituinte quimico majoritario dos extratos é a punicalagina,
corroborando os resultados descritos por Machado et al. (2002). Estes resultados serdo utilizados
para a padronizacdo de extratos de Punica granatum e de formulagdes farmacéuticas
confeccionadas com os mesmos. Estas formulactes, em fase de desenvolvimento, tém como
objetivo a proposicdo de alternativas terapéuticas para a prevencdo e o tratamento de infecgdes
cuténeas e a cicatrizacdo de ulceras e feridas de dificil tratamento, como, por exemplo, as
ulceracdes vasculares cronicas. Como uma etapa subsequente do estudo, sera realizado um estudo
comparativo da atividade antimicrobiana dos diferentes extratos, com a determinagdo das
concentragdes minimas inibitorias (MIC) e minimas bactericidas (MBC) dos mesmos, e a
identificagdo dos melhores pardmetros de extracdo frente a esta atividade.

Referéncia bibliografica: Machado et al., 2002. Antimicrobial ellagitannins of Punica granatum
fruits. J. Braz. Chem. Soc., 13:1-5.
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Introducéo

A presente pesquisa demonstra a importancia desempenhada pelos agricultores familiares do
Centro de Rondbnia - concentrados principalmente em Ji-Parana, Ouro Preto d’Oeste e Jaru -
dedicados ao cultivo de café, horticultura e producéo de leite, que se revelaram capazes de absorver
novas tecnologias, procedimentos ecoldgicos, articulagdo com novos mercados e a absor¢do de um
grande contingente de mao-de-obra. Neste sentido, o trabalho esta inserido na corrente tedrica que
preconiza a continuidade dos agricultores familiares, ndo considerando esgotada sua possibilidade de
reproducdo e acompanhando as contradi¢fes e desigualdades do desenvolvimento capitalista no
campo brasileiro.

A proposta de estudo visa preencher uma lacuna técnico-cientifica, pois sdo relativamente
poucas as abordagens que contemplam o trabalho dos agricultores familiares na fronteira agricola
consolidada da Amaz6nia Meridional, geralmente tratada como espaco ocupado exclusivamente pelo
grande empreendimento capitalista dedicado ao Complexo de Carne e Graos representado pelo
avanco da soja e da pecudria de corte, fartamente financiada por organizacGes de crédito
governamentais, como BNDES, Banco da Amazénia e o Banco do Brasil.

A agricultura familiar no Centro de Ronddnia possui importancia para a economia local,
além de projecdo regional, estadual e nacional, representando um contraponto ao avanco do cultivo
da soja, concentrado em Vilhena, sul do Estado. Embora o cultivo de gréos esteja avangando
rapidamente, o relevo ondulado do Centro de Ronddnia ndo favorece a mecanizacdo em grande
escala necessaria para o desenvolvimento deste cultivo.

O trabalho das organizac@es da sociedade civil, substancialmente as que possuem algum tipo
de vinculo com a Igreja Cat6lica possui relevancia, pois atuam no intuito de elaborar politicas e
procedimentos de assisténcia técnica aos agricultores familiares no Centro de Rondbnia. Essas
organizagdes, preocupadas com o quadro ambiental da regido (avanco do desmatamento,

contaminacdo de agua e solo por agrotoxicos, ma qualidade de saneamento basico, que contribui
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para a proliferacdo de doencas, entre outros) buscam investir nos agricultores familiares no intuito de
preservar a biodiversidade, incentivar praticas de cultivos organicos e o uso de procedimentos
alternativos da salde publica e de saneamento béasico, contribuindo para o aumento da qualidade de
vida e da geracdo de emprego e renda nas comunidades rurais.

E importante destacar que os Projetos de Integragdo e Colonizacdo (PIC) bem como a
consolidacdo da rodovia BR — 364 (Cuiaba — Porto Velho) estdo intensificando os movimentos
migratorios, favorecendo a ocupacdo de Rond6nia e da Amazonia Meridional. A facilidade de
acesso a regido permitiu 0 aumento da area de influéncia do Sudeste, particularmente de Sao Paulo,
colocando Cuiaba como centro estratégico desta expansdo, capturando regides do norte do Mato
Grosso, Rond6nia e Acre, e colocando em segundo plano os tradicionais centros fluviais de Manaus
e Belém.

Segundo OLIVEIRA (1991) o processo de ocupacdo da AmazOnia tem representado uma
usurpacdo constante de territdrios indigenas. A proximidade do PIC/Ji-Parand com o Parque
Indigena Sete de Setembro, por exemplo, é uma grande problematica, contribuindo para conflitos
entre os indios “cinta-largas” e os garimpeiros. A implantacdo dos PICs no Centro de Rondodnia
contribuem ainda para a decorréncia de impactos negativos para 0s recursos naturais, principalmente
no que diz respeito & intensificacdo das queimadas (denominado pelo Ibama de “Arco do
Desmatamento” ou “Arco do Fogo”). As queimadas, além de contribuirem para o aquecimento
global, ocasionam problemas de salde (como por exemplo o desencadeamento de doencas
respiratorias, entre outras) para a populacéo local.

Na tentativa de promover uma economia agricola mais ética e solidaria, as associa¢fes de
agricultores familiares de Ji-Parana, Ouro Preto D’Oeste e Jaru adotaram procedimentos do
Comércio Justo e da Economia Solidaria, que engloba a¢cdes como a erradicacdo do trabalho escravo
e infantil, a eliminacdo das discriminacGes de raca, género e religido, a preservacdo da salde e do
meio ambiente, o respeito aos direitos trabalhistas, as identidades historicas e culturais, locais e

regionais.

Resultados e Discussao

O projeto se encontra em sua fase inicial de execucdo e ndo possui, portanto,
resultados conclusivos. Durante a pesquisa procuraremos tracar um perfil do futuro da
agricultura familiar no Centro de Rondénia. Para isso, nortearemos nosso estudo de acordo
com as seguintes questoes:

1) O avanco do Complexo de Carne e Gréos comandado pelas grandes corporagdes:

Em que medida a expansdo do cultivo de grdos pode ou ndo ameagar a
agricultura familiar no Centro de Ronddnia?

2) O envelhecimento dos produtores rurais preconiza a necessidade urgente de

recrutar jovens para darem continuidade a pratica da agricultura familiar. Os



jovens, por sua vez, estdo cada vez mais interessados em “expandir seus
horizontes”, encaminhando-Se para outros mercados de trabalho localizados nas
cidades. De que forma este quadro pode atingir a agricultura familiar? Ela se
extinguiria?

3) Até que ponto a introducdo de tecnologias (de maquinario e cognitiva)
descaracteriza ou ndo a agricultura familiar tradicional? Até que ponto essas
tecnologias sdo positivas para a agricultura familiar e, a partir de quando elas séo
negativas?

4) O fracionamento da propriedade agricola pode transformar areas agricolas em
pequenos lotes urbanos? Quais seriam as principais implicacdes deste fato?

5) A urbanizagdo do campo (Ecoturismo, Industrias Rurais, por exemplo): o campo
estaria se tornando menos dependente do agricola?

6) Como os agricultores familiares locais constroem suas territorialidades e
resistem aos sistemas convencionais, construindo simbolos e signos para
reafirmar o dominio sobre estes territorios?

7) Os conflitos territoriais envolvendo populagdes indigenas, agricultores familiares
e empresas rurais estdio ou ndo comprometendo a conservagdo da
biodiversidade?

Conclusoes

A pesquisa mostra que as tendéncias previstas pelos seguidores de LENIN (1982) e
KAUTSKY (1980), prevendo a eliminacdo social do campesinato e consequente
proletarizagdo, acabaram ndo se confirmando como leis gerais do capitalismo,
principalmente no campo brasileiro, obrigando os pesquisadores a buscar explicacfes
capazes de justificar a forte presenca do trabalho familiar no campo, apesar do
desenvolvimento capitalista.

Ao contrario das concepcdes terminais destes autores, que preconizavam o0
campesinato como residuo a ser socialmente eliminado em fungdo de sua integracdo a
economia de mercado, destacamos a contribuicdo de CHAYANOV (1982), quando ressalta
gue a economia camponesa deve ser objeto de um conhecimento racional e positivo,
podendo inclusive ser receptiva ao associativismo, construindo capital social.

O trabalho esta reafirmando contribuicdes de OLIVEIRA (1990), revelando que a
colonizacdo e a ocupacdo do Centro de Ronddnia ndo foi realizada sem conflitos que, em
grande parte, continuam pouco conhecidos, como no caso dos antigos arrendatarios dos

seringais expropriados para a implantagédo dos Projetos Integrados de Colonizagdo (PIC).



Neste sentido, a presenca dos agricultores familiares da regido foi precedida de um violento
processo de expropriacdo executado pelo Governo Militar na década de 70, envolvendo
indigenas e detentores de titulos para a exploracdo de borracha concedidos, em grande

parte, a membros da Comissdo Rondon na década de 20.
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Introducéo
Hidroxidos duplos lamelares, também chamados de argilas anibnicas ou hidrotalcitas, séo

compostos sintéticos ou naturais baseados no empilhamento de camadas positivamente carregadas,
possuindo anions e moléculas de agua intercalando e neutralizando a estrutura lamelar, podendo ser
representados pela férmula geral abaixo’:

[M2+ 1-x M** X (OH)ZTX (Am-)xlm 'nH,O

Onde: M?* é o cation metalico divalente;
M?®* é o cation metalico trivalente e
A™ ¢ o anion intercalado com carga m’.

Como algumas posicdes dos atomos M?** sdo substituidas por M**, as camadas ficam
positivamente carregadas. Consequentemente, para neutralizacdo do hidréxido duplo lamelar, anions
(orgénicos ou inorgénicos) ficam retidos entre as lamelas por forgas eletrostticas, de modo a
compensar a carga positiva. Portanto, baseando-se nessas caracteristicas é possivel substituir esses
anions por outras espécies com caracteristicas diferentes, fazendo com que estes novos HDLs
também possuam caracteristicas e propriedades diferentes.

Muitos pesquisadores vém estudando esta propriedade para preparar novos materiais com
diversas finalidades, explorando justamente a capacidade que estes compostos tém de incorporar
espécies de diferentes origens em sua matriz. As aplicacfes sdo diversas: como catalisadores,
estabilizantes de polimeros, tratamento de efluentes, antiacido, trocadores idnicos, etc.>?

Em paralelo podemos citar outra aplicacdo dos nanocompostos magnéticos, que por possuir
alto valor agregado ao seu produto final, tem aumentado bastante os estudos sobre eles. Estes
possuem uma gama de aplica¢bes, como por exemplo, em biotecnologia/biomedicina, ressonancia
magnética nuclear, armazenamento de dados, entre outros *°. Portanto, com base nas propriedades
dos HDL’s ¢ possivel a inser¢do desses compostos magnéticos em sua matriz, podendo entdo,
através de sinteses controladas, obter nanoparticulas ou ndo de HDL dopados com substancias
magnéticas.

Este trabalho € o comego de um longo estudo sobre sintese e métodos de intercalacdo dos
hidréxidos duplos lamelares com diferentes anions, visando compreender o funcionamento deste
sistema para modificacdo de suas caracteristicas. Tentativas de sintese através da intercalacdo de
HDL com anions como sulfato, acetato e oxalato foram feitas e, posteriormente, analisadas por
difratometria de raios-X.

Para realizar estas trocas, dois sistemas foram utilizados o [Mg-Al-COs] nas proporgdes (3:1),
denominado HDL A, (2:1), denominado HDL B e [Mg-AI-Cl] (3,5:1), denominado HDL C. Estes
precursores foram sintetizados pelo método de sintese direta de coprecipitacdo a pH constante’, e
somente para 0 HDL C foi feito a coprecipitacdo a pH varidvel. O método consiste na precipitacio
simultanea dos hidroxidos dos metais pela adicdo de uma solucdo alcalina contendo o anion a ser
intercalado. Neste caso, para 0 HDL A utilizou-se 25 mL contendo 6,340 g (0,02472 mol) de
Mg(NOs3),.6H,0 e 3,117 g (0,00829) de AI(NO3)3.9H,0 e 50 mL contendo 5,229 g (0,0622 mol) de
NaHCOs. A suspensao ficou em refluxo com banho de glicerina a 60-80°C por 72h. Para o HDL B
utilizou-se 50 mL contendo 8,5133 g (0,0332 mol) de Mg(NO3),.6H,0 e 6,22 g (0,0166 mol) de



AlI(NO3)3.9H,0 e 100 mL contendo 10,45 g (0,1244 mol) de NaHCO;. A suspensdo ficou em
refluxo em banho de glicerina a 60-80°C por 72h. Para 0 HDL C utilizou-se 7,6254 g (0,0375 mol)
de MgCl,.6H,0, 2,53g (0,0105 mol) de AICI;.6H,0 e 50 mL uma solucdo 30% NH,OH/NHAc. As
suspensdes ficaram sob constante agitacdo e aquecimento (60-80°C) em um banho de glicerina com
refluxo por um periodo de 24h. Estes compostos foram usados como precursores para a preparacao
de outros HDL’s. O esquema 1 representa 0s precursores e suas respectivas reagdes de intercalagéo.

( N\

HDL A1 - HDL A foi adicionado a 10 mL de uma solugdo (HAc 10% + NaAc 1 mol/L) (pH=5). Agitagdo e
aquecimento (60-80°C) por 20h e seco em estufa por 4h.

[ HDL A HDL A2 — HDL A foi adicionado a 10 mL de uma solugdo (H,SO4 0,01 mol/L + Na,SO,) (pH= 5-4).

Agitagdo e aquecimento (60-70°C) por 1h 20min e seco em estufa por 2h.
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HDL A3 — HDL A foi adicionado a 5 mL de H,0 + 0,2 mL de HAc 36% (pH= 3). Agitacdo por 2h e seco em
estufa por 1h.

Y
A

HDL B1 — Utilizou-se uma solugdo 8 mL de HAc 36%. Esta solugdo foi vertida sobre a mistura de 50 mL
de dgua+ HDL B. Posteriormente, 4 mL NaOH 1 mol/L foi adicionada. Refluxo com banho de glicerina
(60-70°C) e seco em estufa por 2h.

HDLB

d
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HDL B2 - Utilizou-se 1,905 g de acido oxalico. Esta quantidade foi adicionada em uma mistura de 25
mL de dgua fervida+ HDL B. Posteriormente, 4 mL NaOH 1 mol/L foi adicionada. Refluxo com banho
de glicerina (60-70°C) e seco em estufa por 2h.
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HDLC HDL C1 - HDL C foi adicionado a 10 mL de uma solugédo NaAc 1 mol/L. Agitagdo por 1h e seco em
estufa por 1h

/' \

HDL C2 - HDL C foi adicionado a 10 mL de uma solugio H,S0, 0,01 mol/L . Agitagdo por 48h e seco em
estufa por 72h.

Esquema 1: Precursores sintetizados e suas respectivas reacoes de intercalacéo.

Para avaliagdo cristalografica dos compostos obtidos, utilizou-se o difratdmetro Brucker D8,
geometria Bragg-Brentano, com varredura 0-6, Cu Ko (1,5406 A), 40 kV e 40 mA, monocromador
de grafite com varredura de 3° a 70° com passo de 0,05° e 3 s por passo, utilizando-se porta-amostras
vazado de vidro. As analises foram feitas no Laboratério Multiusuario de Difratometria de raios-X
da UFF- LDRX-UFF.

Resultados e Discussédo

Os difratogramas da figura 1 mostram os picos das amostras que foram obtidas a partir da
sintese do HDL A, ou seja, a hidrotalcita de formula nominal Mgg 75Alg 25(OH)2(CO3)0 125nH,0. Pela
anélise do pico 003 obteve-se um valor de espacamento basal d=7,64 A semelhante ao descrito na
literatura® (d=7,65 A).

Observa-se que para 0 HDL Al e A2 foram obtidos valores de espacamento basal d=7,64 A.
Desta maneira € correto afirmar que ndo houve intercalagdo dos anions acetato e sulfato, que
possuem d=12,50" A e d=8,58" A, respectivamente. Alguns motivos para esta ndo intercalac&o
podem ser atribuidos ao tempo de tratamento, ao pH do meio utilizado, ja que a espécie a ser
substituida é o carbonato, que em pH &cido é retirado na forma de CO,, ou até mesmo o tempo entre
a retirada da estufa e a filtracdo, pois o carbonato estabiliza tdo bem esta estrutura, que mesmo uma
vez substituido ele pode ser reincorporado, através da adsorcdo de CO, e dgua. Contudo, para o HDL
A3 é observado uma diferenca, nitida no difratograma, mas nao é possivel afirmar que este
composto esta puro, pois apesar de apresentar um pico em d=12,60 A (proximo do espacamento
relativo ao anion acetato), ele apresenta um pico do composto inicial, em d=7,65 A. Neste caso o pH
utilizado foi o suficiente para retirar o carbonato, entretanto o tempo de reacdo pode ndo ter sido
suficiente para completar a troca. Observa-se também um ruido muito grande para o0 HDL A3, que



por ter sido exposto a um pH bem &cido, sofreu uma destruicdo parcial das suas lamelas, tornando-o
menos cristalino.
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Figura 1: Difratogramas das amostras obtidas a partir do HDL A

Da mesma maneira foi feito para o HDL B (d=7,60 A), com férmula nominal de
Mgo 67Alg 33(OH)2(CO,)0,167 € representado na figura 2a. Nota-se que para esta estrutura ha uma
maior quantidade de ions magnésio sendo trocados por aluminio, o que significa uma maior
guantidade de carbonato sendo incorporado. Percebe-se pela comparacdo do difratograma do HDL
B1 e B2 em relacdo ao HDL B que néo se observa deslocamento significativo do pico 003 relativo a
entrada de acetato, porém o material se tornou bem menos cristalino. Os valores de espacamento
basal para HDL B1 foi d=8,1 A e para HDL B2 foi d=8,4 A, valores bem distantes daqueles que
eram esperados para o acetato e oxalato, ou seja, d=12, 5 A e d=9,6 A®, respectivamente.

As duas reacdes foram feitas utilizando um método no qual ha uma destruicdo das lamelas e
posterior regeneracdo das mesmas pela adicdo de uma solucdo alcalina, fazendo com que esta nova
estrutura ndo tenha caracteristicas tdo cristalinas quanto ao composto de partida, por isso a desordem
observada no difratograma.
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Figura 2: (a)Difratogramas das amostras obtidas a partir do HDL B. (b) Difratogramas das amostras
obtidas a partir do HDL C

A figura 2b mostra os difratogramas obtidos para as tentativas de modificagdo dos compostos a
partir do HDL C a pH constante, com férmula nominal Mgg 7sAlg 22(OH)»(Cl)o 219 NH,0, uma vez
gue a sintese com pH varidvel produziu amostras com impurezas e menor cristalinidade. O valor
obtido experimentalmente foi d=7,80 A, préximo ao valor descrito na literatura para o fon cloreto®.
Como este valor ndo € proximo de outros anions que possam ser intercalados também, como
hidroxila e carbonato, conclui-se que foi obtido o cloreto, sendo esta pequena diferenca atribuida a



quantidade de agua existente no dominio interlamelar, que alguns autores sugerem estar associada ao
anion intercalado, podendo modificar também o espacamento interlamelar?.

Este precursor foi escolhido, pois como visto na literatura®, em comparacéo a hidrotalcita
(HDL com carbonato), o HDL com cloreto troca o anion com maior facilidade, ou seja, suas ligacdes
eletrostaticas com a lamela sdo mais fracas em virtude de menor carga i6nica. Entretanto, ndo foi o
observado, pois comparando todos os difratogramas, apesar de pequenos deslocamentos, os valores
ficaram muito proximos. Para 0 HDL C1 foi obtido d=7,81 A e para o HDL C2, d=7,72 A, o que
demonstra, aparentemente, que o composto pode ndo ter sido intercalado, ja que a determinacéo do
méaximo ¢ feita com base num pico largo ou seja, com valores de meia-largura da ordem de 0,5
graus.

No caso do composto HDL C1 é possivel que o tempo de reagdo ndo tenha sido suficiente para
efetuar a troca, e no HDL C2, embora o tempo de reacdo tenha sido bem maior, 0 uso de uma baixa
concentracdo de sulfato pode ter influenciado, pois o &nion sulfato € maior que o &nion existente no
precursor, dificultando sua entrada na matriz.

Conclusdes
A sintese dos precursores HDL pelo método da coprecipitacdo a pH constante mostrou ser mais

eficiente do que a pH variavel, tanto com relacdo a pureza do produto quanto a cristalinidade. A
dificuldade observada de troca idnica a partir do HDL com COs* concorda com o descrito na
literatura com respeito a maior interacdo dos anions carbonato com a matriz lamelar. Entretanto,
guando a acidez do meio é alta, em geral, a troca € mais eficiente, porém, o material se torna menos
cristalino, provavelmente porque a nova formagdo das lamelas se dd em condi¢cdo menos favoravel
de pH.
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