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RESUMO: Objetivou-se neste trabalho
€ realizar a prospeccdo cientifica da
Aquicultura Multitréfica Integrada (IMTA) e
propor um modelo para o desenvolvimento
da integralizacdo da carcinicultura e
ostreicultura no Estado do Maranhéo.
Foi realizada uma revisdo da literatura
sistematica sobre IMTA, na base Web of
Science. A revisdo foi realizada no més
de dezembro de 2023 a janeiro de 2024.
Na andlise dos dados, a China é o pais
que mais publicou sobre IMTA. Ostra
como Crassostrea gigas sdo candidatas
promissoras para utilizagdo como espécies
extrativas em sistemas IMTA em diversos
paises, porém no Brasil ha registros de
ostras nativas sendo utilizadas neste
sistema multitréfico. Os valores médios de
temperatura (28,56°C), o oxigénio dissolvido
(5,86 g/L), a salinidade (21,31 g/L), pH
(8,15) e Amoénia-Nitrogénio (0,19 mg/L)
foram registrados. Logo, o modelo IMTA
proposto € um projeto para sustentabilidade
ambiental, para ser desenvolvido no
municipio de Humberto de Campos-MA,
e implica integrar o cultivo de camaréo e
ostra. O sistema IMTA estara fundamentado
como sistema de cultivo de ostra em
travesseiros flutuantes. Conclui-se neste
estudo, que Crassostrea gasar e Penaeus
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vannamei sao as espécies mais adequadas para propor um modelo para o desenvolvimento
da integralizacéo da carcinicultura e ostreicultura no Estado do Maranh&o.
PALAVRAS-CHAVE: Cultivo multitrofico, Crassostrea gasar e Penaeus vannamei.

SCIENTIFIC PROSPECTING OF INTEGRATED MULTITROPHIC AQUACULTURE
(IMTA): AMODEL STRATEGY FOR OF INTEGRATED SHRIMP AND OYSTER
FARMING IN THE STATE OF MARANHAO
ABSTRACT: The aim of this study was to carry out scientific research into Integrated
Multitrophic Aquaculture (IMTA) and to propose a model for the development of integrated
shrimp and oyster farming in the state of Maranh&o. A systematic literature review on IMTA
was carried out on the Web of Science database. The review was carried out from December
2023 to January 2024. In the data analysis, China is the country that has published the most
on IMTA. Oysters such as Crassostrea gigas are promising candidates for use as extractive
species in IMTA systems in several countries, but in Brazil there are records of native oysters
being used in this multi-trophic system. Average values for temperature (28.56°C), dissolved
oxygen (5.86 g/L), salinity (21.31 g/L), pH (8.15) and ammonia-nitrogen (0.19 mg/L) were
recorded. Therefore, the proposed IMTA model is a project for environmental sustainability,
to be developed in the municipality of Humberto de Campos-MA, and involves integrating
the cultivation of shrimp and oysters. The IMTA system will be based on an oyster cultivation
system on floating pillows. This study concludes that Crassostrea gasar and Penaeus
vannamei are the most suitable species to propose a model for the development of integrated

shrimp and oyster farming in the state of Maranh&o.
KEYWORDS: Multitrophic culture, Crassostrea gasar and Penaeus vannamei.

INTRODUCAO

Em 2020, a Organizagéo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagao — FAO,
através do relatério do Estado Mundial da Pesca e Aquicultura (Edicdo-2022), a pesca e a
producéo aquicola atingiram recorde histérico de 214 milhdes de toneladas, incluindo os 36
milhées de toneladas de algas marinhas. No entanto, aquicultura cresceu mais rapido do
que a captura extrativa de pescado nos ultimos dois anos (FAO, 2022).

O Brasil esta entre os paises mais produtores de pescado do mundo. De acordo com
a FAO (2022), o Brasil esta na 122 no ranking quanto a pesca de captura continental e na
13% na produgédo aquicola mundial.

A aquicultura € uma atividade do agronegdcio que envolve a criagdo de animais e
plantas aquaticas destinadas a alimentagdo humana (Siqueira, 2017). Devido a expanséo
consideravel da aquicultura no Brasil e no mundo, novas tecnologias e processos produtivos
tém sido desenvolvidos a fim de solucionar os problemas nas produgdes aquicolas. E,
apesar dos beneficios sociais (geragdo de emprego) e econdmicos, deve-se considerar que
todas as atividades produtivas sdo impactantes ao meio ambiente, inclusive a aquicultura.
A eutrofizagéo dos recursos hidricos talvez seja um dos maiores impactos causados pela
aquicultura tradicional (Naspiran-Jojoa et al., 2022).

Ciéncias Bioldgicas: fundamentos da vida e biodiversidade Capitulo 1



As solugdes compreendem uma série de estratégias técnicas com a integragcédo
de diferentes sistemas produtivos e variadas espécies, as quais utilizam diferentes niveis
tréficos dentro do proprio sistema de cultivo, sistema este conhecido como Aquicultura
Multitréfica Integrada (AMTI) ou o termo em inglés Integrated Multitrofic Aquaculture — IMTA
(Scopel, 2019).

O termo aquicultura multitréfica integrada € um modelo que integra o cultivo de
espécies aquaticas com diferentes niveis troficos, na proximidade umas das outras ou em
um mesmo sistema, de tal de modo a que os residuos, subprodutos ou alimentos néo
consumidos de uma espécie sejam recapturados e utilizados por outra cultura (como
energia, fertilizante ou alimento), aproveitando assim as suas interagdes sinérgicas para
obter vantagens (Nissar et al. 2023). Segundo Froéis (2016), a diferenca entre policultivo
e IMTA esta no nivel tréfico, visto que o IMTA refere-se a incorporagéo de espécies de
diferentes niveis tréficos ou niveis nutricionais no mesmo sistema, esta é a grande diferenca
comparativamente ao sistema em policultivo, que utiliza varias espécies com 0 mesmo
nivel trofico.

Adotar o IMTA pode melhorar a sustentabilidade da aquicultura intensiva no pais,
reduzindo os efluentes e promovendo economia, ja que produz outras espécies com valor
agregado (Chopin et al. 2001; Naspiran-Jojoa et al., 2022; Nissar et al. 2023).

O IMTA foi desenvolvido com base nos trés pilares do tripé da sustentabilidade,
visando criar um sistema equilibrado para promover sustentabilidade ambiental, econémica
e social, visto que combina espécies de aquicultura alimentadas por racao balanceada (por
exemplo, camardes), espécies da aquicultura extrativa orgénica (por exemplo, ostras e
outros moluscos ou peixes herbivoros) e espécies da aquicultura extrativa inorganicas (por
exemplo, algas marinhas) (Khanjani et al., 2022).

Desde 2005, a empresa Primar é uma referéncia na carcinicultura brasileira, visto
que utiliza, além do método orgénico, o sistema IMTA, cultivando espécies de diferentes
demandas alimentares para aproveitar melhor os nichos ecolégicos dos viveiros.
Camardes marinhos Litopenaeus vannamei (=nomenclatura atual Penaeus vannamei),
ostra Crassostrea gasar, peixes Mugil curema, Mugil liza, e Chaetodipterus faber, crescem
no mesmo ecossistema, reciclando de maneira sustentavel a matéria orgénica, de modo a
reduzir os impactos ambientais no interior e exterior da empresa (Santos, 2020).

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho é propor um modelo para o
desenvolvimento da integralizacdo da carcinicultura e ostreicultura no Estado do Maranhéo,
bem como fazer uma revisdo que abrange descobertas anteriores sobre o Sistema IMTA
com énfase especifica nas funcionalidades deste sistema, suas espécies adequadas, e
caracteristicas fisico-quimicas da dgua do ambiente de produgéo do sistema IMTA.
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MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma revisdo da literatura sistematica, pautada em pesquisas e
abordagens cognitivas de analises cientificas que exploraram a Aquicultura Multitrofica
Integrada (IMTA), condicionadas na base de dado eletrénico Web of Science.

A revisao foi realizada no més de dezembro de 2023 a janeiro de 2024. Para esta
revisdo sistematica, os termos pesquisados foram escolhidos com base em palavras-chave
que aparecem com frequéncia em artigos relacionados a area. Os termos pesquisados
foram IMTA; integrated multitrophic aquaculture; shrimp and oyster combinados entre si,
utilizando-se os operadores boleanos AND/OR/* para agregar todos os descritores. Na
busca inicial, foram encontrados varios artigos sem limitar o periodo de tempo (n=1835)
(Fig. 1) sobre Aquicultura Multitréfica Integrada (IMTA).

=]
=
%‘ Numero total de estudos identificados
(&) sobre Integrated Multitrophic
= Aquaculture ou IMTA na base de dados.
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z
= P 1
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N Artigos que antecedem o ano de 2013 i
# V2 Artigos duplicados excluidos no periodo de 2013 a |
! 2023. !
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= 1 ostra e camarao. 1
T V4 Trabalhos como capitulo de livro, reflexivos e nota H
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d W e !
z,
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Figura 1: Fluxograma de selegéo de estudos relacionados ao IMTA.

Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

Portanto, como critérios de exclusédo, estavam artigos que antecedem o ano de
2013, artigos de reviséo, capitulos de livros; publicagbes duplicadas e artigos que nao
abordavam sobre a producgéo de ostra e camarao no sistema IMTA. Entretanto, foi definido
como critério de incluséo: artigos publicados entre os anos de 2019 a 2023 que relacionaram

0s principais parametros de qualidade de dgua do cultivo de ostra e camarao no IMTA, com
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finalidade de expor os trabalhos cientificos mais recentes. Nessa etapa, de acordo com as
variaveis de interesse, permaneceram 19 artigos potenciais para andlise. Apds a leitura dos
textos na integra e aplicagéo dos critérios de incluséo e exclusao, obteve-se um total de 09
artigos usados na reviséo.

Os dados referentes a evolucdo do numero de registros e caracteristicas fisico-
quimicas da 4gua do ambiente de produgéo do sistema IMTA, foram tabulados em software
de edicao de dados, analisados e descritos a partir de estatistica descritiva.

Visitas in loco foram realizadas no municipio de Humberto de Campos-MA, e
foram capturados registros fotograficos do cultivo experimental de ostra e atividades de
carcinicultura tradicional desenvolvido em povoados do referido municipio, para obtencéao

de informagdes mais detalhadas sobre os sistemas produtivos desenvolvidos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Prospeccéo cientifica

O resultado da andlise bibliométrica para a busca pela palavras-chaves IMTA;
integrated multitrophic aquaculture; shrimp and oysternos Gltimos 10 anos, esta apresentado
na Fig. 2, relacionando a evolugdo do numero de registros de artigos referentes ao IMTA
no mundo. Percebe-se que o interesse na investigagcdo cientifica relacionada com este
tema tem se tornado crescente no decorrer dos anos, refletindo no aumento do nimero de

estudos publicados em revistas.

Integrated Multitrophic Aquaculture (IMTA)

201 2013 2015 2017 2019 2021 2023
Ano de publicagao

Figura 2: Evolugdo do numero de registros de artigos publicados referente a IMTA pela busca na base
Web of Science, no periodo de 2013 a 2023.

Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

A andlise dos dados da distribuicéo de publica¢des por paises, apresentados na Fig.
3, possibilita evidenciar que a China é o pais que mais publicou sobre IMTA. Estes dados
refletem um fato histérico, sendo que ha registro que a técnica foi originada na China por
volta dos anos 4000 a.C. (Chopin et al., 2012).
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Integrated Multitrophic Aquaculture (IMTA)
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Figura 3: Paises que adotam o sistema IMTA pela busca na base Web of Science, no periodo de 2013
a 2023.

Fonte: Elaborado pelos autores (2024).

A maricultura em sistema multitrofico é praticada na China, USA, Holanda, México,
Franca, Portugal, Canada, Chile, Itdlia entre outros paises. No Brasil, porém, ainda sado
raros os cultivos que operam nesse sistema, especialmente em ambiente marinho. Diante
disto, pesquisas que envolvam aquicultura multitréfica apresentam-se como uma tendéncia
no caso do Brasil, ocupando a 12% colocag&o no ranking.

No entanto, conforme Martins (2017), os paises que possuem sistemas IMTA em
funcionamento em escalas comerciais e que envolvem producdo de ostra e camarédo
sd0: China, Estados Unidos da América, Canada, Chile, Irlanda, india, Japao, Tailandia,
Australia, Portugal, Noruega e Israel.

Na literatura, foram listadas diferentes espécies que sao utilizadas no sistema IMTA
em diversos paises, combinando molusco/camarao, peixe/algas/molusco, peixe/camarao/
equinodermos e algas/camar@o/moluscos/poriferos (Tabela 1). Conforme Khanjani et al.
(2022), vérios fatores determinam a selecdo de uma espécie para ser usada no IMTA, entre
eles estao selecionar espécies que vao consumir os efluentes organicos e inorganicos
da espécie principal; selecionar espécies adaptadas a ambiente de cultivo, que tenha um
pacote tecnoldgico e mercado definido, espécies adaptadas a condi¢cdes oceanografica e
ambientais.
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Conforme aTabela 1, os mexilhGes estao entre as espécies com grandes perspectivas
de utilizagdo como consumidores dos efluentes orgéanicos da espécie principal (peixes e/
ou camardes), uma vez que, pois, proporcionam valor econémico e reduzem o impacto
ambiental do cultivo na aquicultura. Mexilhbes como Crassostrea gigas e espécies do
género Mytilus sp. sdo candidatos promissores para utilizagdo como espécies extractivas
em sistemas IMTA no mundo (Hargrave et al. 2022; Khanjani et al., 2022), e promissoras
também no Brasil (Lima et al., 2021; Carvalho et al., 2022).

Nos ultimos 10 anos, conforme a prospecgéo cientifica, acompanhamos o avango
da IMTA como método de mitigagdo de nutrientes na aquicultura intensiva, especialmente
em ambientes marinhos. Alguns estudos recentes nesta area sao apresentados na Tabela
2 que mostra os principais parametros fisico-quimicos importantes para a integralizagéo do
cultivo de camaréo e ostras, e além de outras espécies em combinacgéo.

No Brasil, as principais espécies de camaréo e ostra utilizadas no sistema IMTA
foram Litopenaeus vannamei (=nomenclatura atual Penaeus vannamei) e Crassostrea
gasar (= Crassostrea brasiliana), respectivamente. Na tabela 2, a média dos parametros
fisico-quimicos da agua foram monitorizados no sistema IMTA que apresentavam ostra
e camardao em combinacéo sinérgica. A temperatura média (28,56 + 1,99 °C), o oxigénio
dissolvido (5,86 + 0,60 mg/L), a salinidade (21,31 + 10,58 g/L), pH (8,15 + 0,60) e Amdnia-
Nitrogénio (0,19 + 1,19mg/L) foram mantidos a niveis 6timos de producdo para estas
espécies. Os dados corroboram com Legarda (2020), Carvalho et al., (2019), Costa et al.,
(2021) e Lima et al., (2021).

) PORIFEROS E
PEIXES CRUSTACEOS ALGAS MOLUSCOS EQUINODERMOS ANELIDEOS/
POLIQUETAS
Atum-do-Paci- Vieiras (Scapharca
flcp (Thynfms Qama(ao Alga parda broughtonii; Peplnq—gio—_m ar Esponjas do
orientalis); tigre gigante (Laminaria Arcopecten da Califérnia mar (Agelas
Truta arco-iris (Penaeus iapdnica) irrg dipa ns - Chlamvs (Parastichopus oroide. g
(Oncorhynchus  monodon) Jap ‘ N 4 californicus)
: arreri)
myKiss)
Salmé&o-real
(OncorhynchL.:s . Alga gigante Vieira japonesa Pepmo_—do— Esponja
tshawytscha); Camardo-banana marrom (Patinopecten mar teimoso amarela
Salmao do (P. merguiensis)  (Macrocystis essoeg sis) (Holothuria (Aplysina
Atlantico (Sal- pyrifera) ¥ pervicax) aerophoba)
mo salar)
Camardo- Mexilhdo de labios
Cavalo- branco-do- Alga castanha verdes (Perna ca- Pepino-do- Esponja
marinho acifico (Alaria naliculus); Mexilhdo ~ mar japonés (Axinella
(Hippocampus ?Lito enaeus esculenta) -do-pacifico (Mytilys ~ (Apostichopus cannabina)
reidi) van rfa me) trossulus); Mexilhdo-  japonicus)
-azul (Mytilus edulis)
Tainha . .
Lebranche Camaréo-da- Alga vermelha " Pepino-do- Esponja
(Mugil liza) e india (Penaeus (Porphyra Ostra-do-pacifico mar marrom miolo de péao
. P S (Crassostrea gigas)  (Australostichopus  (Hymeniacidon
Tainha Curim&  indicus) umbilicalis) mollis) erlevis)
(M. cephalus) p
Dourada (C:)ﬁnméasra(lc;:rl;fmco Alga marrom Ostra cortez Z?g:s_ﬂg;g:]?; Poliqueta
(Sparus aurata) neropenaeus I(as‘t?scscilr;a;)ma E;%:ta:zﬁgitsrii ? (Cucumaria (dll_.‘lgi’:g) o)
Chinensis) rondose)
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Charuteiro-do-

-Japdo (Seriola Alga verde Ostra portuguesa
P . = (Ulva lactuca; (Crassostrea Ourigos do mar Poliqueta
quinqueradia- Camarédo-da- U. ohnoi- lata): O de (S ) inh
ta); Peixe-car-  praia (Pandalus . ohnoi; angu_ata), stra verde (Strongylo- marinho
Vé',O- do-pacifico  platyceros) U. rigida; americana centrotus droeba-  (Sabella
P platy Enteromorpha  (Crassostrea chiensis) spallanzanii)
(Anoplopoma spp.;) virginica)
fimbria) P g
Camaréo-gordu- . .
(Sebasios 8 oucamario (G LA Osradomangue | (aZiSiils  (Permerls
schlegeli) ap chilensis) g lividus) aibuhitensis)
naeus ensis)
Bacalhau ICiamacra\o elslque- Alga de corl hro- OCstra maiqalana
(Gadus sp.) eto ( aprella xa-avermelha- (Crassosi rea
equilibra) da (G. birdiae)  cuttackensis)

Pargo japonés
(Pagrus major);

Camaréo caprela
do mar (Caprella
scaura)

Alga verde
(Chaetomorpha
linum)

Améijoa ou sar-
nambi (Ruditapes
decussatus)

Robalo-legitimo
(Dicentrarchus
labrax)

Bivalves (Meritrix
casta, Avicennia
officinalis, Bruguiera
gymnorhiza)

Tabela 1: Diferentes espécies utilizadas nas IMTA. (Adaptado de Kumara et al., 2023; Khanjani et al.,
2022; Costa et al., 2021; Lima et al., 2021; Carvalho et al., 2022; Biswas et al. 2019; Biswas et al. 2020;
Giangrande et al. 2020; Varamogianni-Mamatsi et al. 2022; Yeh et al. 2022)

TEMPE- SALINIDA- OXIGENIO Aménia- ) ) REFE-
RATURA pH DE (g/L) DISSOLVIDO  -Nitrogénio ESPECIES PAIS REN-
°C) 9 (mg/L) (mg/L) CIAS
Crassostrea cuttacken- Biswas
28,4 8,76 8,08 5,82 o162 SIS Enteromorphaspp.; gy gy
Penaeus monodon, Mugil 2019
cephalus and Liza parsia
Crassostrea cuttackensis, Biswas
27,5 8,32 57 5,88 0,043 Penaeus monodon, Mugil  India et al.
cephalus and Liza parsia 2020
Litopenaeus vannamei e ) Costa et
24,81 8,33 32,01 6,96 0,05 Crassostrea gasar Brasil al. 2021
Litopenaeus vannamei e . Lima et
29,7 7.81 28,9 545 06 Crassostrea gasar Brasil al. 2022
Crassostrea brasiliana; Carvalho
29 8 32 7,9 0 Litopenaeus vannamei; Brasil etal.,
Hippocampus reidi 2019
Litopenaeus vannamei; ) Lima et
29,83 7,89 28,19 5,35 0,35 Crassosrea sp. Brasil al. 2021
Mazon-
Penaeus vannamei; s -Suéste-
32,5 94 29,6 2,85 0 Crassostrea corteziensis México gui et al.
2022
275 737 781 78 0.18 Crassostrea cuttackensis; india ’l;lta;kar
’ ’ ’ ’ ’ Penaeus vannamei 2022"
Crassostrea angulata;
Litopenaeus vannamei; . Yeh et al.
278 7,48 195 472 03 Chanos chanos; Gracilaria Taiwan 2022
verrucosa
28,56 8,15 21,31 0,19 .- . <
(1.99) (0,60) (+10,58) 5,86 (+1,49) (+1,19) Média (+ Desvio padrao)

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas da agua do ambiente de produgéo do sistema IMTA.
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A eficiéncia da producéo aquicola depende de manter os parametros de qualidade da
agua em condicbes adequadas para as unidades de cultivo (Legarda, 2020). Os parametros
de qualidade de agua nos ambientes de producdo do sistema IMTA é interessante ser
monitorado, visto que interfere na taxa de sobrevivéncia e crescimento das ostras (Funo,
2016; Antonio et al., 2019). Segundo Melo (2018) e Funo et al. (2015), em condicbes de
cultivo, as maiores taxas de crescimento desse camarao e ostras foram observadas em
salinidades entre 25 e 30 g/L. Funo et al. (2015) verificaram o efeito da salinidade (5 a
50 g/L) sobre a sobrevivéncia e crescimento de C. gasar e sugerem que esta espécie
seja cultivada em areas marinhas com salinidade entre 30 a 35. Os resultados sugerem
que a ostra C. gasar é eurialina, resistente a uma ampla faixa de salinidade, podendo
ser cultivada em areas marinhas ou ambientes estuarinos, nao sendo recomendados o
cultivo em areas que apresentem salinidades iguais ou inferiores a 5 g/L. Os resultados
demonstram que a salinidade influiu significativamente na sobrevivéncia e crescimento da
ostra (altura, comprimento e largura das conchas e peso vivo) da espécie C. gasar. Os
ambientes costeiros dos municipios do litoral do Maranh&o séo influenciados pela estagédo
chuvosa (fevereiro a julho) e uma estacéo seca (agosto a janeiro), resulta numa variacéo
anual da salinidade costeira de 0,1 a 49,2 (Ant6nio et al., 2021).

Entretanto, Mazon-Suastegui et al. 2022 informa que o ganho de peso e reprodugao
das ostras da espécie Crassostrea corteziensis foi principalmente correlacionado com
a temperatura. Os nossos resultados mostram que C. corteziensis € uma 6tima espécie
candidata para sistemas IMTA, particularmente durante a estagdo quente com o cultivo do
camardo Penaeus vannamei.

Em Lima et al. (2022), o estudo mostra que o sistema multitréfico com camarao
e ostra (P. vannamei e Crassostrea sp.) utilizando um sistema simbi6tico pode ser
desenvolvido com ambas as espécies na mesma unidade de producdo sem comprometer
o desempenho zootécnico de nenhuma das espécies. Além disso, a utilizagdo de ostras
em sistema multitrofico, cultivadas juntamente com camardes no mesmo tanque ou em
tanque de recirculagdo adjacente, é uma alternativa para a manutencdo dos compostos
nitrogenados e, quando cultivado no mesmo ambiente, pode promover um melhor
desempenho zootécnico dos camardes.

Segundo Khanjani et al. (2022), até o momento, diversas espécies foram testadas
para uso no sistema IMTA como espécies de baixo nivel tréfico, e espécies que suportam
uma ampla variagdo dos parametros fisico-quimico da agua de cultivo. Além do cultivo
do Litopenaeus vannamei (=nomenclatura atual Penaeus vannamei) associado com
Crassostrea gasar (= Crassostrea brasiliana), tem-se visto a integracé@o entre espécies de
tainha (Mugil cephalus e Liza parsia) e camarao tigre (Penaeus monodon) como espécie
alimentadas, cultivadas ao lado de ostras estuarinas (Crassostrea cuttackensis), e espécies
de algas (Enteromorpha spp.) como espécies extrativistas (Biswas et al. 2019; Biswas et

al. 2020). A integracgéo do cultivo de camaréao e ostras também ocorre com cavalo-marinho
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(Hippocampus reidi). No trabalho de Carvalho et al (2019), este estudo demonstrou a
viabilidade técnica da integracéo das fases do cultivo do cavalo marinho em uma fazenda
organica que executa o sistema IMTA de C. brasiliana e L. vannamei. Os parametros
fisico-quimicos da &gua foram monitorizados todos os dias. A concentragcdo de oxigénio
dissolvido, o pH, a temperatura e salinidade para o ensaio 1 e 0 ensaio 2 foram 6,0 e 7,9
mg L-1; 7,6 € 8,0; 24 e 29 °C; e 25 e 32 g/L, respetivamente.

Modelo para integralizacdo da carcinicultura e ostreicultura no Estado do
Maranhao

Na costa brasileira, em especial, o litoral do Estado do Maranh&o, observam-se
areas estuarinas potencialmente favoraveis as atividades de carcinicultura e ostreicultura.
Segundo o IBGE (2022), o Brasil produziu na carcinicultura 113.300.618 kg de camaréo,
porém, o Estado do Maranh&o contribuiu 423.896 kg. Na ostreicultura foram mais de
8.739.136 kg (Brasil) e 24.580 kg (Maranh&o).

De acordo com Funo (2019) e Marinho (2019), a ostreicultura iniciou no Brasil em
1971 e esta vinculada a producgéo de trés espécies, duas delas sdo endémicas Crassostrea
rhizophorae e Crassostrea gasar (= Crassostrea brasiliana), conhecidas popularmente
como ostras do mangue, ostra preta ou ostra de lama, e uma exoética, a Crassostrea gigas
conhecida como ostra japonesa. No entanto, vale ressaltar que C. gigas é a principal
espécie cultivada no Brasil e a mais uma das espécies mais produzidas no mundo (FAO,
2022; IBGE, 2022).

Com referéncia a espécie mais cultivada na ostreicultura maranhense tém-se a
Crassostrea gasar. Conforme Anténio et al. (2021), a ostra nativa (Crassostrea gasar) é
naturalmente encontrada nos estuarios do estado do Maranhé&o, por isto € muito utilizada na
ostreicultura familiar sustentavel, com finalidade de implantagédo de unidades demonstrativas
de autogestao de cultivo de ostras com a participagéo direta das comunidades pesqueiras
e/ou marisqueiras, com vistas a geracéo de renda para a comunidade e a preservacao dos
estoques naturais de ostras nativas. Segundo o IBGE (2022), o municipio de Humberto de
Campos produziu 15.980 kg de ostra.

Quanto a carcinicultura, de acordo com Ferreira et al. (2023), a espécie que
apresenta grande potencial de criacdo € camardao marinho Penaeus vannamei. No referido
trabalho, foi realizado um diagnéstico da evolugéo da producdo de camaréo cultivado no
Estado do Maranh&o entre os anos de 2013 e 2019, listando os principais municipios que
executam a atividade. Os dados analisados na pesquisa bibliografica demonstraram que
a produgéo da carcinicultura no Estado do Maranhé&o é praticada em alguns municipios,
sendo os de maior produgdo em Bacabeira, Primeira Cruz, Agua Doce do Maranhéo e
Humberto de Campos. Em 2021, a produgcdo média de camarao cultivado em Humberto de
Campos equivale a 6,8%.
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Em Humberto de Campos-MA, esta o povoado Carnaubeiras, localizado a 2,7km
da comunidade pesqueira llha Grande. Neste referido povoado ha uma propriedade que
desenvolve a atividade de carcinicultura. A propriedade (ndo denominada por questbes
éticas) conta com mais de 82 mil m? de area total de lamina d’agua distribuidos em 7
viveiros de engorda os quais funcionam em sistema semi-intensivo, com 10 camardes/m?
(Figura 6) sao viveiros de terra, ndo sendo revestidos. A propriedade possui um canal de
abastecimento de 800 m de comprimento x 10 m de largura, que realiza 0 bombeamento
diario de agua nos viveiros, seguindo o movimento da maré.

Imagens ©2024 Airbus, CNES / Airbus, Maxar Technologies, Dados do mapa ©2024 50 m

Figura 6: Imagens de satélite (Airbus, CNES) da area produtiva da atividade de carcinicultura no
povoado Carnaubeiras em Humberto de Campos-MA, 2024.

Fonte: Google maps (2024).

Em Humberto de Campos-MA, portanto, tem sido registrado na literatura como areas
potenciais para o cultivo de ostras (Antonio et al., 2021) e camarao (Ferreira et al., 2023).

Logo, o modelo IMTA proposto (Figura 4) € um projeto para sustentabilidade
ambiental, para ser desenvolvido no municipio de Humberto de Campos-MA, e implica
usar culturas em proximidade, com espécies comercialmente valiosas de diferentes tréficos
niveis e com fungdes ecossistémicas complementares (Chopin et al., 2012; Loayza-Aguilar
et al., 2023).

Para o melhor aproveitamento dos diversos nichos ecolégicos, o sistema IMTA estara
fundamentado como sistema de cultivo de ostra otimizado para travesseiros flutuantes
(formados de cano PVC, garrafa PET e telas plasticas de diferentes malhas) dispostos em
“long-lines” (Figura 4), adaptados da metodologia de Suplicy (2021).
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Carcinicultura

Cultivo IMTA com travesseiro
flutuante

P e o Modelo proposto
para IMTA no
Maranhao

Figura 4: Etapas para implantagdo do IMTA em Humberto de Campos, Maranhao-Brasil.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Nesse sentido, o sistema sera integrado por: a) espécies da aquicultura que
dependem de ragdo como os camardes; b) aquicultura extrativista de suspenséo organica,
que representa a producé@o de ostra; ¢) aquicultura extrativa de inorganicos, a base de
macroalgas marinhas; d) aquicultura extrativa de depésito, usando tainhas e outros peixes
nativos que entram no sistema de cultivo através de bombeamento de agua (Figura 5).

Como resultado da implementacdo do modelo IMTA, teriamos: a biodiversidade
preservada, a aquicultura diversificada e a rentabilidade melhorada, uma vez que as
espécies biotransformadoras propostas tém valor econdémico atual ou potencial. Como
adicional vantagem, a cultura principal sera mais eficiente, reduzindo os impactos da
eutrofizagao, visto que € comum apos a despesca do camarédo o langamento das aguas de
cultivo para manguezal.

Espécies exirativas orgénicas

Espécies (S S )—(oms

inorganicas

]
Espécies da aquicultura
[

alimentadas ..

rwisw) Travesseiros flutuantes com ostras % Litopennaeus vannamei

Estaca com bandejas de alimentagao
com ragéo

»2.. Peixe marinho

°  Macroalga marinha natural
Figura 5: Esquema do modelo proposto para o ensaio experimental de implantacéo do IMTA em
Humberto de Campos, Maranhao-Brasil.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

No modelo, adotara uma densidade de produgéo de 10 a 20 camardes por m2 com
fornecimento de racdes balanceadas como a principal forma de alimento. As pés-larvas
serdo provenientes de laboratorios de larvicultura do Estado do Ceara. As densidades de
ostras seréo testadas para melhor definicdo do modelo, em baixa, média e alta densidade
por travesseiro flutuante.
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Para a metodologia de povoamento das estruturas de cultivo de ostras, sera adaptada
de Anténio et al. (2019). O cultivo sera realizado com sementes de ostras nativas obtidas
de coletores na propria regido de Humberto de Campos-MA. Serao utilizados coletores de
garrafas plasticas do tipo PET. Posteriormente, efetua-se o povoamento com as sementes
obtidas pelos coletores. As sementes serédo sobrepostas nas telas que ficam dispostas sob
os travesseiros flutuantes nos viveiros de producéo de camardo, onde permanecem até
atingirem 4mm. Apds este tamanho, elas passam para a etapa dos travesseiros flutuantes,
iniciando na tela de tamanho 4mm (300 ostras/trav), 9mm (200 ostras/trav), 14mm (100
ostras/trav) e 23mm (50 ostras/trav) até a despesca.

De acordo com Santos (2020), a diferenga no tempo de cultivo entre a ostra e o
camaréo dificulta o trabalho com as duas espécies em um mesmo viveiro, a0 mesmo tempo.
O camarao leva entre 60-90 dias para atingir o tamanho comercial, j& as ostras cultivadas
em viveiros levam um minimo de 1 ano para atingir o tamanho comercial de 8 cm. Em
decorréncia disto, adotara conforme o modelo IMTA o sistema de rotacdo de culturas, onde
as ostras sao transferidas de viveiro trés vez por ano, evitando assim o acimulo de matéria
orgéanica no solo e promovendo a sanidade do ambiente; e a despesca do camarao sera
escalonada, ndo sendo realizada a despesca total dos sete viveiros.

CONCLUSAO

Neste estudo indica que a ostra Crassostrea gasar (= Crassostrea brasiliana) e o
camarao marinho Litopenaeus vannamei (=nomenclatura atual Penaeus vannamei) sao as
espécies mais adequadas para propor um modelo para o desenvolvimento da integralizacéo
da carcinicultura e ostreicultura no Estado do Maranh&o. Aquicultura multitréfica integrada
(IMTA) representa o futuro da aquicultura sustentavel. No Brasil, ha pesquisas que testam
o cultivo multitréfico com outras espécies de peixes, moluscos bivalves e algas. No Estado
do Maranh&o nao ha modelo de IMTA. No entanto, h& potencial para a implantagdo deste
sistema visto que ja existe o desenvolvimento da carcinicultura marinha e ostreicultura
como atividades isoladas.
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RESUMO: A levedura Dekkera bruxellensis,
teleomorfo de Brettanomyces bruxellensis,
€ a maior contaminante nas destilarias
que utilizam caldo de cana no mundo,
provocando adiminuicéo da produtividade de
etanol e, conseqlientemente, ocasionando
prejuizos a industria. A despeito de sua
importancia, poucos estudos genéticos
estao publicados na literatura cientifica. Os
trabalhos recentes do nosso grupo mostram
que esta levedura apresenta uma grande
adaptabilidade ao processo industrial e
propomos uma analise gendémica ampla
para identificar os fatores responsaveis por
esta caracteristica. No presente trabalho,
avaliamos o polimorfismo do gene COX2
que codifica a enzima citocromo oxidase II.
Os resultados mostraram uma inesperada
maior similaridade entre as seqiiéncias do
gene COX2 de isolados industriais de D.
bruxellensiscom seu ortdlogo em D. custersii
do que com a sequéncia de COX2 da
linhagem tipo de D. bruxellensis depositada
no GenBank. Além disso, iniciamos a
andlise in silico comparada do genoma
mitocondrial das leveduras ascomicota
que possuem genoma  mitocondrial
seqlienciado e depositado GenBank. Com
isso foi possivel a constru¢gdo de um mapa
fisico do genoma mitocondrial deste clado.
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Seis espécies apresentando similaridade genémica nuclear com D. bruxellensis foram
submetidos a alinhamentos mudltiplos através do programa computacional Mega v. 4.0. A
ordem génica foi definida como L-rRNA COIl COIll S-rRNA COI ATPase 8 ATPase 6 Cyt
b ATPase 9 Var 1, baseado no genoma de Saccharomyces cereviseae. Os programas
CODEHOP e Codon Usage foram usados com a finalidade de refinar o desenho de primers
degenerados a fim de se amplificar os genes ort6logos de D. bruxellensis. Os alinhamentos
se mostraram representativos para construgéo dos primers, uma vez que foi observada uma
alta variabilidade entre as seqliéncias génicas sinténicas dos genes estruturais anteriormente
citados. Estes dados proporcionam a base para futuras andlises da genética e da evolugédo
da populacgéo de D. bruxellensis, que servira de base para o estabelecimento de correla¢des
entre a variabilidade e genética e as capacidades fisiologicas de diferentes cepas industriais
de D. bruxellensis em busca de melhor entendimento desse —fitness competitivoll desta
levedura no ambiente industrial.

PALAVRAS-CHAVE: microbiologia, levedura, bioinformatica, genética molecular.

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF THE COX2 GENE OF DEKKERA
BRUXELLENSIS YEAST

ABSTRACT: The yeast Dekkera bruxellensis, the teleomorph of Brettanomyces bruxellensis,
is the main of distilleries spoilage worldwide, provoking the reduction of the productivity of
ethanol and, consequently, causing economical losses to industries that use sugar cane juice.
Despite of this importance, few genetic studies of this yeast can be found in the scientific
literature. The recent works of our group show that this yeast presents a great adaptability
to the industrial process and we propose wild genomic analysis to identify the responsible
factors for this characteristic. In the present work, we evaluated the polymorphism of the
COX2 gene that encodes the cytochrome oxidase Il. The results showed an unexpected
higher similarity of the COX2 nucleotides sequences of industrial isolates of D. bruxellensis
with its orthologous in D. custersii than with the COX2 sequence of the D. bruxellensis type
strain deposited at NCBI. The explanation for that similarity requires further investigation. We
also started the in silico comparative analysis of the mitochondrial genome of all ascomicota
yeast sequenced so far, whose sequences are deposited at the NCBI database (http://www.
ncbi.nim.nih.gov). Thus, a putative physical map of the mitocondrial genome of this clade was
possible. Six species presenting nuclear genomic similarity with D. bruxellensis had been
submitted to the alignments through the computational program Mega v. 4.0.The gene order
was defined as L-rRNA COIl COIIl S-rRNA COI ATPase 8 ATPase 6 Cyt b 9 ATPase 9 Var
1, based in the genome of Saccharomyces cereviseae. The program CODEHOP and Codon
Usage was used with the objective to refine the design of degenerated primers in order to
amplify D. bruxellensis ortholougous genes. The alignments had shown representative for
construction of primers, a time that had a good conservation between the nearly genetic
sequences of the structural genes previously cited. These dates provide resource to further
analyses of the population genetics and evolution of D. bruxellensis and of the genetic bases
of its physiological capabilities

KEYWORDS: molecular biology, yeasts, microbiology, bioinformatics.
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INTRODUCAO

As leveduras ocupam uma posi¢ao de destaque no campo da biotecnologia industrial
em vista de sua utilizagédo nos processos de fermentacéo tradicional. Tem- se a previsao de
que a producgao tradicional de produtos, por indUstrias cervejeiras, vinicolas, industrias de
bebidas destiladas e de combustiveis, e a produgéo de biomassa, pela industria alimenticia,
irdo continuar a fornecer a maior quantidade de produtos fermentados do mundo.

Do ponto de vista fisiol6gico dois grupos de leveduras desenvolveram a habilidade
de crescer mesmo na auséncia de oxigénio: os clados Saccharomyces e Dekkera/
Brettanomyces. Isto sugere que o ancestral dos ascomicetos modernos deve ter sido
completamente dependente da presenca de oxigénio para o crescimento, demonstrando
uma vantagem adaptativa frente aos outros clados.

Os estudos de gendmica comparativa com as varias outras espécies de
hemiascomicetos com genomas ja sequenciados tém permitido situar os fungos em
seus respectivos clados. Os dados produzidos pelo grupo da UFPE mostram uma alta
variabilidade genética entre isolados de S. cereviseae de alcool combustivel, a exemplo
do que se tem mostrado para isolados da industria vinicola. O mesmo nao ocorre para o
grupo Dekkera/Brettanomyces, que tem pouquissimas sequéncias publicadas. Atualmente,
0 nosso grupo de pesquisa tem utilizado os dados do seqlUenciamento parcial do genoma
de Dekkera bruxellensis fornecidos pelo Prof. Jure Piskur, da Universidade de Lund, na
Suécia, para identificar genes envolvidos em varios aspectos do metabolismo e resposta as
condi¢cdes ambientais nessa espécie. Entretanto, informagdes sobre os genes mitocondriais
seriam muito importantes no contexto dos mecanismos de adaptabilidade desta levedura
ao ambiente industrial, bem como na exploragdo de sua capacidade fermentativa, ja
demonstrada também em trabalhos recentes do grupo.

Com isso, o presente trabalho teve como objetivo a analise do gene mitocondrial
COX2 com o intuito de reconstruir sua filogenia junto aos hemiascomicetos, avaliar o
padrdo de evolucdo do genoma mitocondrial em comparacdo com o genoma nuclear e
auxiliar em futuros trabalhos de fisiologia molecular desta levedura.
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REVISAO DA LITERATURA

Fermentacao alcodlica
Historico

As leveduras estéo ligadas ao homem, participando dos processos de panificacéo,
producao de vinho, de cerveja, da producao de alcool combustivel e de outras bebidas
fermentadas. Na década de 1970 o processo fermentativo se tornou mais importante,
comercial e socialmente, em ambito nacional com a implantagdo do Programa Pré-Alcool
do governo federal. Este programa estimulou ndo apenas a producgéo do etanol como um
combustivel ambientalmente limpo, mas todo o parque industrial automotivo brasileiro. A
partir desta perspectiva houve um crescimento na demanda de alcool combustivel obtendo
assim um aumento na producéo de etanol. Com isso varias iniciativas de desenvolvimento
cientifico e tecnologico foram apoiados com recursos publicos e privados.

A levedura S. cerevisiae é tradicionalmente o microrganismo mais utilizado nos
processos fermentativos industriais. Esta levedura apresenta caracteristicas fisiolégicas
importantes para o processo industrial, tais como o metabolismo do tipo —Crabee-treell
positivo, produzindo etanol mesmo na auséncia de oxigénio, com alta eficiéncia fermentativa
e alta tolerancia a etanol. Varias linhagens desta levedura estéo presentes nos processos
fermentativos industriais (Silva-Filho et al., 2005a; Silva-Filho et al., 2005b).

O metabolismo fermentativo

O metabolismo celular pode ser compreendido por um conjunto de reagdes
altamente coordenadas, interligadas de forma que o produto de uma primeira reacéo torna-
se substrato de uma segunda reagéo e assim sucessivamente. O metabolismo é formado
por duas fases : catabolismo também denominada de fase degradativa e anabolismo,
denominado de biossintese. Nas vias catabodlicas ocorre ocorre liberacdo de energia
quimica na forma de ATP e NADH, os quais séo utilizados na via anabdlica para converter
moléculas precursoras pequenas em macromoléculas celulares.

Sob o ponto de vista bioquimico, a fermentagéo é um processo catabdlico anaerébico
que nédo envolve a cadeia respiratéria ou citocromos.O processo da fermentacao alcodlica
caracteriza-se como uma via catabdlica na qual ha a degradagéo de moléculas de aglcar
(glicose ou frutose), no interior da célula de S. cereviseae até a formacao de etanol e CO2
havendo liberagédo de energia quimica e térmica.

O fenbmeno de crescimento anaerbbico ocorre quando as enzimas da cadeia
respiratéria e do ciclo de Krebs tém sua sintese reprimida, um fendbmeno chamado de
repressao catabdlica por glicose, assim quando essa € consumida ocorre deplecéo de
agucares no meio favorecendo as enzimas do metabolismo respiratorio as quais, passam
a ser sintetizadas .
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Figura 1. Esquema da fermentacdo alcodlica em S. cerevisiae. PEP = Fosfoenolpiruvato. Adaptado.

Microbiologia do processo fermentativo

Tradicionalmente as industrias produtoras de alcool combustivel utilizavam levedura
de panificagao para iniciar o processo fermentativo. Hoje ja existem até linhagens comerciais
especificas para esta fermentacgéo, tais como as linhagens PE- 2, CAT-1 e BG-1 (Lallemand
Inc., Canada). Atualmente, mais uma linhagem foi adicionada a esse elenco, chamada JP1,
que foi isolada e seqlienciada por Silva- Filho et al., (2005b) e é comercializada atualmente
sob a marca Fermol Distiller® (AEB Group, Brasil). Em contrapartida, o processo industrial
também apresenta uma populacdo de ndo S. cereviseae chamadas de contaminantes
pelo fato de a fermentagdo alcoodlica industrial para producdo de alcool combustivel
ser realizada sem esterilizagdo prévia do meio de cultura, e da populagéo de leveduras
utilizada (Saccharomyces cerevisiae) ser reciclada para o processo apds centrifugacéo.
As contaminacgbes bacterianas no processo industrial sdo controladas mantendo-se o pH
em valores baixos (cerca de 3,5), ou, em varios casos, utilizando-se antibiéticos. Estas
medidas ndo sdo, entretanto, eficazes para combater contaminagdes do processo por
leveduras néo-S. cerevisiae.

Ocasionalmente, observam-se problemas operacionais de queda do rendimento e
retardo na fermentacao associados as contagens elevadas dessas leveduras contaminantes.
Um amplo trabalho de monitoramento em destilarias da regido Nordeste mostrou que
Dekkera bruxellensis é a levedura contaminante mais frequente nas destilarias que utilizam
caldo de cana bruto em sistemas de fermentacdo, sendo também a responsavel pelos
episoédios de contaminagdo mais severos (Basilio et al., 2005).

Sherata (1960) identificou a presenga de 14 espécies de levedura ndo-S. cereviseae
do caldo de cana que pertenciam aos géneros Candida, Endomyces, Hansenula, Kloekera,
Pichia, Saccharomycodes, Schizosaccharomyces e Torulopsis. Logo ap0s, espécies de
Debaromyces, Rhodotorula e Cryptococcus foram também identificadas neste substrato
(de Azeredo et al., 1998). Nos Ultimos anos, mais espécies dos géneros Candida,
Hanseniaspora, Kloekera, Kluyveromyces, Schizosaccharomyces e Pichia tém sido
identificadas no processo fermentativo industrial tanto para a producgéo de etanol combustivel
quanto para a producdo de cachaga (Cabrine & Gallo 1999; Guerra et al., 2001; Schwan et
al., 2001; Gomes et al., 2002; Olasupo et al., 2003). Recentemente, Basilio et al., (2008)
utilizaram pela primeira vez no Brasil técnicas moleculares para tipagem e identificacao e
mostraram a presenca de mais de 30 espécies de leveduras no processo fermentativo em
varias destilarias da regiao Nordeste (Basilio ef al., 2008), dentre as quais destacam-se as
espécies Dekkera bruxellensis, Candida tropicalis e Pichia galeiformis.
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DEKKERA BRUXELLENSIS: BIOLOGIA E FISIOLOGIA DA ESPECIE
Ecologia

Em 1960 van der Walt e van Kerken relataram a formagdo de ascosporos em
linhagens de leveduras previamente classificadas como leveduras Brettanomyces, tidas
como ndo esporulantes, e propuseram o novo género Dekkera para acomodar esta fase
teleomorfa. Barnett et al. (2002) reconheceu quatro espécies neste género: D. bruxellensis,
D. anomala, D. curstesianus e D. naardenensis.

Ao microscopio as células desta levedura séo esferoidais a elipsoidais, muitas vezes
ogivais (Figura 1), ou podem também ser cilindricas ou alongadas, e ainda podem exibir
pseudomicélio. A reproducgéo vegetativa se da por brotamento.

Na reproducdo sexuada, 0s ascos sd0 evanescentes e possuem um a quatro
ascosporos. Os ascosporos apresentam um formato de chapéu ou esférico com uma borda
tangencial. Quando liberados, os esporos tendem a se agrupar. Como caracteristicas
gerais, além das citadas, podem ainda ser listados seu lento crescimento, curta duragéo de
vida em placas, aroma caracteristico, forte producéo de acido acético a partir de glicose,
estimulo da fermentagéo pelo oxigénio molecular e exigéncia de fonte externa de vitaminas.

Figura 1. Células da levedura Dekkera bruxellensis CBS74.

Fonte: http://www.ncyc.co.uk/photo-ncyc-CBS74.html

A D. bruxellensis € capaz de metabolizar diversas fontes de carbono, entre as quais,
glicose, frutose, galactose, sacarose, maltose e etanol. As fontes de nitrogénio utilizadas
por esta levedura incluem amdnia, prolina, arginina e nitrato (Conterno et al., 2006). Além
disto, assim como S. cerevisiae, D. bruxellensis é tolerante a etanol, possui anaerobiose
facultativa, € petite positiva (capaz de sobreviver sem DNA mitocondrial) e Crabtree positiva,
ou seja, apresenta metabolismo fermentativo quando altas concentragbes de glicose estéo
presentes no meio mesmo em condi¢des aerbbicas (Woolfit et al., 2007; Piskur et al., 2006).

Este tipo de metabolismo produz certos componentes que apresentam odores
fenolicos e o acido acético, lembrando “couro” ou “urina de cavalo” em vinhos tintos,
dentre outros (Licker et al., 1998; Olsen, 2002). O aumento na producéo de acido acético e
compostos fenolicos inibem o crescimento de S. cerevisiae e, portanto, diminui a capacidade
desta levedura em produzir etanol (Lema et al., 1996; Geros et al., 2000).
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Dekkera bruxellensis como contaminante industrial

Apesar de S. cerevisiae ser o principal microrganismo fermentador, outras espécies
foram identificadas nestes processos. Embora a maioria das leveduras encontradas pareca
ndo exercer qualquer efeito, algumas podem agir como contaminantes (Basilio et al.,
2005). Um estudo realizado em diversas destilarias do Nordeste do Brasil mostrou que a
espécie D. bruxellensis é a principal levedura contaminante dos sistemas de fermentacgéo.
Este mesmo trabalho mostrou que a sub-populacdo de D. bruxellensis substitui a de S.
cerevisiae, mesmo com repetidas ocasides de troca da biomassa celular total (de Souza
Liberal et al., 2007). Por causa desta habilidade de substituir a S. cerevisiae na populacao
de leveduras, D. bruxellensis representa um dos contaminantes mais significativos em
destilarias que fermentam o caldo da cana em sistemas continuos. Na produgéo de etanol
combustivel, quando as contagens de D. bruxellensis estdo aumentadas, observa-se uma
diminuicdo da produtividade volumétrica do etanol, acompanhada de significativo prejuizo
econdmico (de Souza Liberal et al., 2007). Além disso, a maioria dos estudos realizados
tem mostrado que D. bruxellensis é a espécie prevalente em eventos de contaminagcéao
de produtos de fermentacdo (de Souza Liberal et al., 2007; Rdder et al., 2007; Renoulf &
Lonvaud-Funel, 2007; Phister & Mills, 2003; Miot-Sertier & Lonvaud-Funel, 2007).

Embora haja a percepcdo de que D. bruxellensis, principalmente na sua forma
anamorfa B. bruxellensis, representa um contaminante industrial (o conceito de
contaminagéo foi revisto por Loureiro & Malfeito-Ferreira, 2003), dados recentes mostram
que esta levedura é capaz de produzir etanol em rendimentos muito proximos aqueles
apresentados por S. cerevisiae (de Souza Liberal et al.,, 2007) e existe até a proposta
de utilizar esta levedura em processos fermentativos em associacdo com a bactéria
Lactobacillus vini (Passoth et al., 2007). Por outro lado, o problema causado pela
presenca desta levedura em altas contagens no meio € o maior tempo de fermentagéo
que é necessario para converter o agucar em etanol (de Souza Liberal et al., 2007), o que
provoca atraso na producao e no rendimento diario do processo. Esta baixa produtividade
pode estar relacionada, por exemplo, com a menor capacidade fermentativa especifica em
decorréncia da menor metabolizagéo da sacarose (Basilio et al., 2008).

Para se tornar predominante na populacdo de leveduras, D. bruxellensis deve
crescer a uma taxa mais alta do que S. cerevisiae nas mesmas condigbes. Uma hipbtese
sugerida € que D. bruxellensis provavelmente possui maior resisténcia ao etanol do que S.
cerevisiae, conseguindo desta forma, superar a populagédo desta Ultima nas fases finais da
fermentagao (Renouf et al., 2006). Adicionalmente, em um sistema de fermentagéo continua
com reciclagem de células, altas densidades celulares sdo atingidas e o suprimento de
nutrientes para o crescimento celular torna-se limitado. Nestes ambientes, a competicéo é
determinada principalmente pela habilidade de utilizar o fator limitante do crescimento. Se
D. bruxellensis é capaz de metabolizar um nutriente disponivel mais eficientemente, ou se
for capaz de capta-lo com maior afinidade do que S. cerevisiae, sua taxa de crescimento
pode ser bem maior nesta condigcéo particular.
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Dentre as evidentes diferencas metabdlicas entre S. cerevisiae e D. bruxellensis
destaca-se a capacidade desta Ultima de usar vias metabdlicas diferentes, utilizando a via

do acido tricarboxilico e os genes agregados a eles na producéo de etanol.

Genética de Dekkera
A genética de Dekkera é pouco conhecida

O género Dekkera pertence a familia Saccharomycetacea e € considerado um
parente distante de Saccharomyces, ambos os géneros fazendo parte do grupo dos
hemiascomicetos. A validagcao do género Dekkera foi feita a partir das analises de restricdao
do DNA ribossomal que estabeleceu inequivocamente a equivaléncia entre os géneros
Brettanomyces (anamorfo) e Dekkera (teleomorfo) e suas espécies (Molina et al. 1993).
Posteriormente, a separagcéo das duas espécies D. bruxellensis e D. anomala foi validada
a partir das andlises filogenéticas do locus 18S do DNA ribossomal (Cai et al. 1996). O
seqlienciamento da regido variavel D1/D2 do gene ribossomal 26S também mostrou que
isolados industriais podem ser inequivocamente identificados com D. bruxellensis, sendo
diferenciados da espécie D. anomala. Das quatro espécies reconhecidas no género, D.
bruxellensis é capaz de crescer na auséncia de oxigénio (Viser et al., 1990), e apresenta
metabolismo do tipo Crabtree-positivo, ou seja, fermenta hexoses produzindo etanol
mesmo na presenca de oxigénio (Renouf et al., 2006). Estas caracteristicas a torna muito
semelhante a espécie S. cerevisiae.

De fato, na natureza apenas dois grupos de leveduras parecem ter desenvolvido
a habilidade de se desenvolver na auséncia de oxigénio: um deles pertence ao clado
Saccharomyces e o outro ao clado Dekkera/Brettanomyces (Piskur e Langkjaer, 2004).
Isto indica que o ancestral dos ascomicetos modernos deve ter sido completamente
dependente da presenca de oxigénio para o crescimento. Apds os eventos de especiagéo,
algumas linhagens de leveduras foram diminuindo progressivamente a dependéncia do
oxigénio pelo remodelamento de vias metabdlicas e pelo aparecimento de novos genes.
Para o grupo Saccharomyces, estudos de comparagcdo de genes mitocondriais com as
varias outras espécies de hemiascomicetos com genomas ja sequienciados tém permitido
situar os principais eventos desse processo. O mesmo nao ocorre para o grupo Dekkera/
Brettanomyces, que tem pouquissimas seqléncias publicadas (Woolfit et al., 2007).

Com base na descoberta feita Ephrussi (1950), Woolfit et al., em 2007 selecionou
a cepa CBS 2499 para analises gendémicas por esta ser: representante maior no clado
D. bruxellensis, por seu tamanho do genoma ser estimado em 19,4 Mb, ser de facil
manipulagdo em laboratério e principalmente por esta produzir mutantes —petitell,
permitindo o sequenciamento para construcao de clones sem contaminacdo do DNA
mitocondrial, contudo dentre os contigs gerados alguns deles apresentam similaridade com
genes mitocéndriais quando comparados por BlastX. A partir desse sequenciamento foram
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obtidos 14.860 quadros de leitura aleatérios desta biblioteca genémica que se encontram
dentro de 5.407 contigs, totalizando aproximadamente 7,6 Mb dos dados da sequéncia,
dando uma estimativa do tamanho do genoma, indicando assim que apenas foi seqlienciado
40% deste com uma densidade génica estimada na ordem de 7.430 genes codificadores
de proteinas (Woolfit et al., 2007). Foram identificadas 2.606 sequéncias génicas com
homologia parcial ou total com S. cereviseae e 277 genes ort6logos a espécies néao- S.
cereviseae que, contudo, pertenciam a familia Saccharomycetales evidenciando ,assim,
a alta taxa de transferéncia horizontal destas espécies a D. bruxellensis . Repeti¢cdes do
locus de DNA ribossomal 18S, 5.8S, 25S e 5S foram observadas e ainda ,pelo menos, 24
genes de RNAt.

Para tentar precisar a posicéo filogenética dentro dos hemiascomicetos, Woolfit et
al (2007) construiu 366 modelos de arvores baseadas nas sequéncias protéicas dos genes
ortélogos a D.bruxellensis e nove de outras espécies de fungos. Foi feita uma andlise de
agrupamento, na qual destas 366 arvores foram feitas exclusdes sucessivas das espécies
mais afastadas de D. bruxellensis com o intuito de verificar a topologia mais aceita dentre
estas 366 possiveis arvores. Trés topologias foram criadas e aceitas como a explicacéo da
posicao de Dekkera dentro dos hemiascomicetos e de como esta divergiu. Estas topologias
contrastavam em como esta espécie realmente se posicionava dentre as trés topologias
geradas. Para elucidar esta questéo, foi realizado um teste estatistico de Shimodaira-
Hasegawa que reijeitou a topologia 3 que posicionava D. bruxellensis num clado isolado
das outras espécies de hemiascomicetos e a topologia 1, no qual a mais significantemente
aceita foi a topologia 2 que explica que D. bruxellensis divergiu num dado momento do seu
grupo irmé@o composto por C. albicans e D. hansenii.

Para precisar se realmente existia alguma relagéo entre C. albicans e S. cereviseae
com D. bruxellensis foi feita uma analise comparando as seqiéncias de aminoacidos
desta com espécies sinténicas verificando assim a identidade entre cada uma delas com
D. bruxellensis. Esta compara¢do mostrou que D. bruxellensis sofreu uma tricotomia das
demais espécies citadas dando uma noc¢éo de que a taxa de evolugdo de D. bruxellensis
era bem maior do que as demais. Esta perspectiva s6 foi comprovada quando se comparou
o contetdo de GC destas espécies, verificando que, expressivamente, D. bruxellensis
continha um alto contetdo de GC quando comparado as outras duas espécies em questao
(Woolfit et al, 2007).

Ainda no intuito de verificar a taxa de rearranjos entre a tricotomia predita para
confirmar se esta em D. bruxellensis foi gerada por um evento de duplicacdo cromossémica,
uma comparagéo da ordem génica foi feita. O resultado foi elucidado onde a taxa de genes
conservados entre S. cereviseae e D. bruxellensis & maior do que em C. albicans e onde
a taxa de genes rearranjados € maior em C. albicans do que em S.cereviseae. Ainda
neste estudo foi observado que existiam espacgos entre os genes codificantes os quais
ndo se mostravam similares com nenhum outro gene em todo banco de dados através
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de BlastX, estas regides foram supostamente identificadas como regides intergénicas. Foi
feito uma comparagao onde foi visto que estes espacos contém intons que séo ortdlogos a
S. cereviseae e outros que sao especificos de D. bruxellensis, evidenciando parentesco e a
hipotese desta estar tdo perto de S. cereviseae. Sendo esta espécie uma levedura de alto
valor agregado, por participar de processos fermentativos, esta caracteristica demonstra
um excelente indicio que D. bruxellensis possa ser usada como levedura fermentadora
(Woolfit et al, 2007).

DNA mitocondrial

Abiogénese da maquinaria da sintese do ATP requer contribuicdo dos dois genomas
fisicamente separados: um no nicleo e o outro na mitocdndria. A mitocéndria supre muito
dos processos energéticos da célula, produzindo ATP pela fosforilacao do aparato oxidativo
da membrana mitocondrial externa. Em humanos, mais de 80 proteinas participam
diretamente da fosforilagcdo oxidativa, das quais 13 s&o codificadas pelo DNA mitocéndrial.
A distribuicdo dos componentes da fosforilagdo oxidativa que sdo codificados pelos
genomas nuclear e mitocondrial variam entre espécies. Contudo, em todas as espécies a
contribuicdo essencial do genoma mitocondrial exige que este mtDNA seja herdado com
fidelidade para assegurar que a funcao respiratoria seja mantida durante o crescimento e
desenvolvimento (Chen e Butow, 2005).

Desde a descoberta de que a mitocondria apresenta um genoma préprio,
independente do genoma nuclear, levantou-se a questao se eles estavam sujeitos aos
mesmos mecanismos de reparo 0s quais ocorrem no genoma nuclear. Entretanto, por
muito tempo acreditou-se que o reparo de DNA nédo estava presente no genoma dessa
organela. Nesse sentido, o reparo néo seria necessario devido a redundancia da informacgao
genética presente nas varias copias do DNA das organelas. Essa visao era reforcada pelas
observagdes de que 0 genoma dessa organela ndo possui nenhum gene que codifique
enzimas responsaveis no reparo do DNA (Britt, 1996). O DNAmt apresenta maior taxa
de mutag@o quando comparado com o nuclear (Richter et al., 1988), e a partir deste fato,
algumas lesdes com irradiagéo UV, produzindo dimeros de pirimidina, ndo sdo removidas
eficientemente no mtDNA (LeDoux et al., 1992).

A regido controle é responsavel pela regulagédo da replicagdo e da transcricdo de
todo o mtDNA. A replicagé@o tem inicio nesta regido e é realizada por deslocamento de uma
fita em relagdo a outra, formando uma alga, denominada D- Loop. Na regido controle, séo
verificados os polimorfismos do mtDNA (Upholt e Dawid, 1977).

Estas organelas apresentam membrana dupla e estdo presentes no citoplasma,
sendo responsaveis por muitos processos metabodlicos crucias como a fosforilagcéo
oxidativa. Por essa razéo, as mitocondrias séo conhecidas como as usinas energéticas das
células. Acredita-se que as mitocondrias sdo evolutivamente derivadas de uma bactéria
ancestral, a qual teria formado uma relagdo simbiética intracelular com as primeiras células
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eucariobticas, isto explica o fato de possuir genoma préprio (Gray, 1992). Com o passar
de centenas de milhdes de anos, esse ancestral perdeu a habilidade de funcionar como
um organismo independente, de modo que seu genoma tornou-se muito atenuado. De
fato, a maioria das proteinas funcionais da mitocdndria esta codificada por genes do
nucleo (Lang et al. 1997). O que restou na mitocondria de Saccharomyces foi um genoma
circular de 42.889 pares de bases (pb) que contém 43 genes, dos quais 27 codificam
RNAs transportadores, dois codificam RNAs ribossomais e 19 codificam proteinas/enzimas
envolvidas na cadeia transportadora de elétrons da fosforilagdo oxidativa e producédo de
ATP (Wallace 1992).

O DNA mitocondrial evolui cerca de cinco vezes mais rapido que o DNA nuclear
(Cann e Wilson 1983). Essa variagéo se deve, em primeiro lugar, ao fato da mitocéndria ser
uma grande geradora de radicais livres, proporcionando um ambiente favoravel a mutacgoes
no DNA. Outra causa seria a auséncia de histonas, que exercem um papel protetor no DNA
nuclear (Yakes e Van Houten, 1997). Além disso, a enzima DNA polimerase mitocondrial
possui baixa atividade corretora quando comparada a DNA polimerase nuclear (Kunkel
e Loeb, 1981) e a reparacdo do DNA dependente de excisdo de nucleotideos ndo esta
presente em mitocondrias (Croteau et al. 1999). Em relagéo a regido codificante, algumas
porcOes da regido controle sdo altamente varidveis entre individuos, evoluindo cinco vezes
mais rapido que o resto da molécula (Greenberg et al. 1983), presumidamente devido a
fraca selecéo exercida sobre a regido ndo-codificante do DNA. Também se deve considerar
que a tipica estrutura D-loop, onde ha a formacdo momentanea de fita- simples, pode
influenciar o padrao de mutagéo pontual (Reyes et al. 1998), ja que a taxa de depurinacao
de DNA fita-simples é quatro vezes maior que do DNA fita- dupla (Lindahl e Nyberg,
1972). Por essas razdes, os testes de identificagéo filogenética tém em foco a variacao de
seqliéncias dentro das regides variaveis dos genes (Holland et al. 1993; Wilson et al. 1993;
Parson et al. 1998).

Analises filogenéticas

Filogenética é o campo da Biologia que busca identificar e compreender as relagdes
evolutivas entre as diferentes formas de vida na Terra. Os primeiros critérios objetivos para
a reconstrucao filogenética baseavam-se em dados morfolégicos. Com o acesso recente a
estrutura de macromoléculas (DNA, RNA e proteinas), as analises filogenéticas passaram
a ter um avanco vertiginoso. Para se trabalhar com reconstrucao filogenética baseada em
dados moleculares é preciso conhecer algumas propriedades das seqliéncias a serem
comparadas.
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Na reconstrucdo de qualquer tipo de filogenia, a preocupagéo primordial de um
sistemata deve ser a homologia (Hennig,1966; Philips et al, 2000), isto é devemos sempre
comparar caracteres homologos nas diferentes espécies. O termo homolgia foi cunhado no
século XIX por Owen, um anatomista inglés que, embora contemporaneo de Darwin, ndo
acreditava em evolugéo (Lewin, 1997).

Atualmente entende-se por homologia uma propriedade relativa a entidades que
tenham uma origem comum. Mais simplificadamente, dois caracteres sdo homélogos se
suas partes idénticas ou semelhantes possuem origem comum (Patterson, 1988; Titus e
Frost,1996; Lewin,1997; Graur e Li, 2000). Homologia é, portanto, um termo qualitativo e
ndo quantitativo. Ainda assim, varios autores ainda utilizam erroneamente o conceito de
homologia como sinénimo de similaridade.

Ha trés tipos de homologia: ortologia, quando as seqiéncias tém um Unico e mesmo
ancestral comum; paralogia, quando se originam de uma duplicagéo génica; e xenologia,
quando se originam por incursdo lateral (ou horizontal). Apenas sequéncias ortélogas
poderéo fornecer informagdes filogenéticas na historia de organismos.

Uma vez obtidas as sequliéncias, estas devem ser alinhadas corretamente. Para tal,
apesar de haver muitos programas computacionais que realizam essa tarefa, as seqUéncias
devem ser alinhadas manualmente. Entretanto, alinhamentos autométicos podem ser
um primeiro passo. Essa etapa é de extrema importancia, pois um alinhamento errado
comprometerd toda a analise. Para um alinhamento coerente, devem-se conhecer os
diferentes tipos de mutagdes e substituicdes de nucleotideos. Mutagdes ocorrem ao acaso
em qualquer parte do genoma e podem ser transicoes, transversdes, delecdes/inser¢des e
inversoes. Substituicdes referem- se a regides codificantes e podem ser sinénimas (quando
ndo ha alteracdo do aminoacido codificado), ndo sinénimas (quando ha altera¢do) e sem
sentido (quando um cédon de parada é gerado).

O objetivo do alinhamento é fazer com que a posigcao de cada base que esteja sendo
comparada entre as sequéncias consideradas seja homéloga. Por causa do problema de
perdas ou ganhos de trechos € necessario que se insiram intervalos nas sequéncias das
espécies que perderam trechos ou que nao os ganharam (Phillips et al, 2000). Existem,
hoje em dia, diversos programas de computador para alinhar seqiéncias de amino4cidos e
nucleotideos (ClustalX, ESEE, Macaw, Pileup, TreeAlign etc.) Tais programas sao eficientes
e recomendaveis.

No programa ClustalW (Thompson ET AL, 1994) e na maior parte dos programas,
o alinhamento é feito em duas etapas. Na primeira todas as seqiéncias sdo comparadas
par a par e uma medida de similaridade maxima entre cada duas sequéncias é calculada.
Pra calcular essa medida de similaridade um grafico de pontos & construido onde seus
dois eixos representam as duas seqiiéncias comparadas. Para cada identidade entre
as bases, um ponto é colocado no grafico. No caso de duas sequencias idénticas, uma
fileira de pontos serd encontrada em toda diagonal no grafico, independentemente de
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composicéo de nucleotideos. Com base nessa matriz de pontos, o programa ira maximizar
a similaridade entre as seqiiéncias, usando o que € chamado de penalidades. Dois tipos de
penalidades sdo usados nesse caso: a penalidade de intervalo que & o nimero de bases
idénticas que devemos adicionar para inserir um intervalo, e a penalidade de substitui¢cdes.
O valor da similaridade final entre cada duas sequencias € calculado com o total de bases
idénticas menos o numero de substituicdes, menos o nimero de intervalos multiplicado
pela penalidade de intervalos.

A partir dos dados de similaridade par a par, um dendrograma € construido e o
alinhamento final & feito a partir dos nés mais internos. Ou seja, o programa de alinhamento
multiplo comeca alinhando primeiro as sequéncias mais semelhantes, em seguida as que
se conectam a estas e, assim por diante, até que todas as sequencias estejam alinhadas.
O resultado final do alinhamento é na realidade um excelente indicador de quao adequado
€ 0 seu gene para o problema filogenético especifico.

Em todas as métodos de filogenética molecular, cada posicdo ocupada na
seqliéncia (nucleotideo ou aminoacido) é considerada como um carater do tipo multi-estado
(podendo ser um dos quatro nucleotidoes ou um dos vinte aminoacidos) e cada carater €
considerado independente dos demais. A variagdo dos estados de caracteres fornecera
informagdes filogenéticas. Métodos filogenéticos sédo essencialmente estatisticos e podem
ser classificadas em dois grupos principais, de acordo com seus critérios: quantitativos
(métodos de distancia); 2) qualitativos (métodos de parciménia e verossimilhanga). Nos
métodos de distancia, as diferengas entre duas sequliéncias sdo reduzidas a uma so variavel
(numero de diferencas) e suas relacdes evolutivas ndo sdo consideradas. Nesse método,
primeiramente calcula-se a distancia, para, a seguir, reconstruir a arvore filogenética,
utilizando um algoritmo especifico. Existem diferentes modelos que podem ser utilizados
para a construcao de uma matriz de distancia (NEI et al, 2000; MATIOLI, 2001).

A partir dessa matriz sera reconstruida a arvore com um dado algoritmo, sendo os
mais utilizados o UPGMA e Neighbor-Joining. Nos critérios qualitativos, as diferencas entre
as moléculas sdo consideradas como uma série de varidveis descontinuas. Os métodos
mais empregados,embora ndo sejam os Unicos, sdo a MaximaParciménia (MP) e a Maxima
Verossimilhanca (MV).O principio da MP é que a hip6tese mais simples, ou seja, aquela
em que a arvore que apresente o menor nimero de passos (=menor nimero de mudancas
de estado de carater) sera a escolhida para explicar um determinado conjunto de dados.
Desse modo, ndo ha um modelo evolutivo explicito embasando essa metodologia (Lesk et
al., 2008).

Problemas operacionais podem ser evitados apenas com a observag¢ao de um niUmero
muito grande de arvores igualmente mais parcimoniosas ou a influéncia demasiada de
homoplasias. Porém, a questdo mais critica € de cunho filoséfico: ANatureza é parcimoniosa?
A MV baseia-se em modelos evolutivos explicitos de substituicdo de nucleotideos. Esses
modelos s&o avaliados quanto a sua probabilidade de explicar um conjunto de dados de
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forma que reflita a historia evolutiva mais verossimel. O modelo que apresentar o melhor
valor de verossimilhanca, que, por questdes operacionais, € dado em forma logaritmica,
sera o escolhido como base para a reconstrugéo da arvore.Tanto para a MP, quanto para
MV, existem dois tipos de algoritmo de busca da melhor &rvore: 1) Busca Exaustiva, em que
todas as possibilidades de topologias sao verificadas; 2) Busca Heuristica, em que apenas
um subconjunto de arvores probabilisticamente mais provaveis é examinado. Este ultimo,
em termos praticos, reduz sensivelmente o tempo de processamento computacional que,
em alguns casos, dependendo do numero de seqiéncias comparadas, pode durar dias e
até meses (NEI et al, 2000; MATIOLI, 2001).

OBJETIVOS

Objetivo Geral

» Analisar o gene mitocondrial COX2 das diferentes cepas industriais

Objetivos Especificos
» Analisar a caracteristica evolutiva do gene mitocondrial e suas sequéncias das

diferentes linhagens de D. bruxellensis.

«  Determinar se ocorre polimorfismos entre as sequiéncias de D. bruxellensis em
caldo de cana industrial.

» Investigar se as linhagens de Dekkera pertencem filogeneticamente ao grupo
dos hemiascomicetos.

»  Construir primers para os genes estruturais mitocondriais.

MATERIAIS E METODOS

Linhagens e meios
Linhagens celulares

As linhagens de D. bruxellensis GDB237, GDB239, GDB240, GDB242, GDB248
e GDB251 foram provenientes de diferentes destilarias de alcool do Nordeste do Brasil.
As linhagens CBS60, CBS739, CBS5512, CBS9919 CBS79, CBS74 foram gentilmente
cedidas pelo prof. Desmond Clark-Walker da Universidade Nacional da Australia, Camberra,
Austrélia.
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Meios de cultivo celular

As células foram cultivadas em meio YPD (2% glicose, 2% peptona, 1% extrato de
levedura) para crescimento celular ou em YPA (2% acetato de potassio, 2% de peptona
1% de extrato de levedura) para indugéo de esporulagdo. Este meio foi utilizado com a
finalidade de aumentar o contetdo celular de DNA mitocondrial, j& que induz a respiracao
celular. As células foram pré-cultivadas em 20 ml de meio YPA por 24 h e essas culturas
foram utilizadas para inocular mais 180 ml do mesmo meio. As culturas foram incubadas

por mais 24 h ou até atingir 3 g de biomassa.

Andlises genéticas
Extracdo de DNA com meio enriquecido com mtDNA

As células foram inoculadas em meio YPA e cultivadas por 48 horas a 30°C. Depois
de coletadas por centrifugagéo, as células foram incubadas com 3 ml na solugdo de
protoplastizagéo (20 mg. ml' da enzima litica glucanex; 10 mg. ml* de BSA; 0.8 M de KCl;
20 mM de citrato de sédio) por 3 horas a 30°C. Os protoplastos foram lavados com a solugéao
01 (1 M sorbitol, 50 mM tampao citrato pH 5.8) e ressuspensos em 2 ml da solugéo 02 (200
mM de sucrose; 65 mM de KCI; 20 mM de EGTA; 10 mM de MgCl,; 50 mM de HEPES-KOH
pH 7.2). Logo apos foram acrescidos 3 ml da solugédo 03 (20mM de sucrose; 65mM de KCI;
20mM de EDTA; 50mM de HEPES-KOH pH 7.2) e 1 ml da solu¢cao de DNAse A 10 U.ml"!
para hidrélise da maior parte do DNA nuclear. Depois da incubagao por 3 horas a 75°C, foram
adicionados 3 ml da solugéo 04 (10mM de EDTA; 50mM de Tris-HCI pH 8.2; 50ug.ml” de
proteinase K; 0,3% de SDS) para lise da membrana da mitocondria, seguido de extragéo e
purificacdo do DNA mitocondrial a partir de extracao fendlica com fenol:cloroférmio:alcool
isoamilico (25:24:1). O DNA foi precipitado com etanol absoluto a 4°C. O precipitado foi
ressuspenso trés vezes com etanol a 70% e ressuspendido em 30 pl tampéao TE (10mM Tris-
HCI ph 8.0, 1TmM EDTA). O DNA extraido foi analisado por eletroforese em gel de agarose
1% e sua concentracgéo foi estimada por espectrofotometria e gel de agarose com marcador
HindA onde a concentracdo de DNA foi mensurada em 60 ng/ul.

Quantificacdo e avaliagcdo da integridade do DNA total

As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro. A quantificacdo
foi realizada, utilizando-se a seguinte conversédo: uma unidade de absorbancia a 260 nm
representa 50 pyg/ml de DNA. As amostras foram diluidas (1:100) e a DO mensurada. Para
a determinacéo da concentracéo e pureza, as absorbancias de 260 nm e 280 nm foram
observadas. A relacdo Abs260/Abs280 ideal deve ser proxima de dois para o DNA puro,
sendo aceitaveis valores entre 1,9 e 2,1. Para a determinagéo da integridade das amostras
de DNA, as mesmas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando-se
tampao de corrida apropriado. Para a corrida, foram utilizados 4 ul de DNA e 1 ul de tampé&o
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de amostra. O gel foi corado com brometo de etideo e visualizado em transiluminador UV.
A eficiéncia do método foi testada a parir de ensaios de PCR semi-quantitativa utilizando
os primers nuclear Db e o mitocondrial DbCOX2 desenhados a partir do programa Primer3
(http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.htm). Os produtos de amplificacdo foram separados
em gel de agarose a 0,8% e visualizado apos coloragdo com brometo de etidio.

Analise da seqliéncia do gene COX2

As sequencias homélogas ao gene COX2 de S. cerevisiae foram retiradas do
GenBank. As sequéncias foram alinhadas pelo CLUSTALX e as regides consenso foram
identificadas onde os primers foram desenhados a partir dos consensos. Os primers
foram desenhados com auxilio do software Primer 3 (http://fokker.wi.mit.edu/primer3/input.
htm). Para a construgdo dos primers foram obedecidos os seguintes critérios: tamanho
do amplicon em torno de 607pb, tamanho do oligo entre 20 e 25 nucleotideos, contetdo
GC entre 20 e 80% e Tm médio de 60°C. A reacao ocorreu em tubos de 100uL contendo
tampao Taqg DNA polimerase (20mM Tris-HCI pH 8.0, 50mMKCI), MgCI2 1,5mM, 200uM
de cada dNTP, 10pmol de cada oligonuceotideo iniciador, 500ng de DNA extraido e 2,5
unidades de Tag DNA polimerase (Invitrogen). Os reagentes foram misturados e aquecidos
a 94°C por 4 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamentos a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. A visualizagao
da amplificagcéo foi realizada por eletroforese em gel de agarose 1% utilizando um padrao
de peso molecular de 1 kb Plus (Invitrogen) para comparagao (Sambrook e Russell, 2001).
O produto da amplificagéo foi entédo purificado utilizando-se o kit de purificagédo de PCR
(High Pure PCR purification Kit - PROMEGA) e sendo quantificado por eletroforese em
gel de agarose a 1% utilizando-se o marcador de peso molecular A Hind Ill. A partir da
amplificagdo da linhagem GDB237 as linhagens industriais GDB237, GDB239, GDB240,
GDB242, GDB248 e GDB249 e as linhagens cedidas pelo Prof. Clark walker CBS60,
CBS739, CBS5512, CBS9919 CBS79, CBS74 foram extraidas, purificadas e seqlienciadas
e submetidas a anélise das seqiéncias.

Reacéo de sequenciamento

Os trabalhos iniciais foram realizados utilizando-se 2yl de Big dye num volume
total de reagédo de 10ul. Entdo montou-se uma reagcdo de PCR nas sequintes proporgoes:
2ul de DNA, 3ul de agua miliQ, 2yl de tampéo, 1ul de primer forward COX2 () 3,2 mM e
2ul de BigDye. Apés a reagdo da cadeia da polimerase, as placas (PCR- Optical 96 well
reaction plate number N-801-0560) s&o retiradas do termociclador, recebem isopropanol na
concentracédo de 65%. Séo seladas com adesivo resistente a &lcool (Adhesive PCR Film
N- 21950), misturadas por inverséo durante trés vezes, a seguir permanecem ao abrigo da
luz em temperatura ambiente por 15 min. Posteriormente sé&o centrifugadas por 45 min a
3400rpm. O excesso de isopropanol é descartado e as placas invertidas em papel toalha.
Acrescenta-se etanol 60 % e centrifuga-se a mesma velocidade por 10 min. Descarta-
se novamente o excesso de etanol e invertem-se as placas sobre o papel toalha. Para
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secar, as placas sdo submetidas a um spin de 300 rpm com as placas invertidas sobre
papel toalha e em seguida encaminha-se para a estufa a 37 °C durante 15 minutos apos
secas, as placas recebem 10 mL de formamida e sdo encaminhadas para o termociclador
para a reagado de desnaturacdo. ApOs esta etapa, as placas foram encaminhadas para o
sequenciador automatico de DNA, modelo ABI 3700 Prism Analyser.

Anélise filogenética das seqliéncias do gene COX2 dos diferentes isolados.

As sequéncias de nucleotideos do gene COX2 foram realinhadas usando-se o
programa ClustalW. A distancia do alinhamento das seqtiéncias par a par foram derivadas
usando o método descrito por Feng et al. (1985) e Feng e Doolitle (1990) os quais corrigem
SIRYIC
€ o placar das

a composicao de bases parciais usando a seguinte relacdo: D =-In( S
-S *100, no qual S
sequéncias aleatorias de mesmo tamanho e de mesma composigéo de bases e S,

idénticas

real idénticas

€ o placar dos alinhamentos originais, S

ao acaso) real ao acaso

sera
a média das duas seqliéncias, cada uma alinhada com elas mesmas. A arvore filogenética
foi construida pelo método —neighbor-joiningll de Saito e Nei (1987).

Coleta das seqtiéncias génicas, construgcdo de primers degenerados e condigbes
de amplificagao
Para a construcao dos primers degenerados foram analisadas varias topologias
a partir do trabalho de Woofit et al (2007) o qual relaciona os clados referentes aos
géneros e espécies mais proximas a Dekkera bruxellensis a partir da analise de genes
nucleares. Com isso foi possivel inferir um mapa fisico do genoma mitocondrial deste
clado. Seis espécies apresentando similaridade gendémica nuclear com D. bruxellensis
foram submetidos a alinhamentos multiplos através do programa computacional Mega v.
4.0 (http://www.megasoftware.net) a partir da seguinte ordem génica baseada no genoma
do DNA mitocondrial de S. cereviseae: COX2, COX3, COX1, ATPase8, ATPase6, CYTb,
ATPase9 e VAR1. Os programas CODEHOP (http://bioinformatics.weizmann.ac.il) e Codon
Usage (http://www.bioinformatics.org/ sms2/codon_usage.html) foram usados com a
finalidade de refinar o desenho de primers degenerados a fim de se amplificar os genes
ortélogos de D. bruxellensis.

RESULTADOS

Selecao das Linhagens

Todas as linhagens apresentaram bom crescimento celular em meio YPA, no qual
acetato foi a unica fonte de carbono. Isto significa que D. bruxellensis pode se desenvolver
em metabolismo puramente respiratorio. Porém, a linhagem GDB237 foi selecionada para
a continuidade dos ensaios devido ao melhor crescimento observado.
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Avaliacao da extracao e amplificacdo do gene COX2.

O protocolo desenvolvido para extracdo de DNA mitocondrial apresentou alto
rendimento pela grande quantidade de material obtido ao final do processo (Figura 1). A
eficiéncia do processo foi avaliada a partir dos experimentos de PCR semi- quantitativa,
a partir do qual se verificou a maior amplificacdo do material extraido a partir dos primers
DbCOX2, que amplificam um fragmento de 650 pb relativo ao gene COX2 mitocondrial
(Figura 1), e a menor amplificagcdo com os primers Db, que amplificam o gene nuclear que
codifica o RNA ribossomal 26S.

M 12 3 M4 5 6 M 1 2 3 45 6 7

B

Figura 1. Otimizagao do protocolo de extragdo de DNA mitocondrial de D. bruxellensis. A. Gel de
agarose das amostras de DNA mitocondrial respectivamente (GDB237, GDB239, GDB240, GDB242,
GDB248 GDB249). B. Amplificacdo do gene mitocondrial COX2 das amostras de DNA mitocondrial
(GDB237). Linha M: marcador A-Hindlll.

Avaliacao das seqiiéncias.

Estes isolados tornam interessantes do ponto de vista de evolu¢do do genoma
mitocondrial em D. bruxellensis, ja que estudos anteriores do grupo mostraram que esses
foram consistentemente identificados como D. bruxellensis, mas apresentam marcadores
moleculares Unicos no genoma mitocondrial por conta da variagdo intraespecifica. Estas
modificagdes se traduziram em alteragbes pontuais na sequéncia de aminoacido de lle
para Met, ou vice-versa (Figura 3). Ainda nestas alteragdes Unicas notam-se na seqiiéncia
de DNA (Figura 2) duas mudancgas unicas no uso de cédons: a primeira mudang¢a no
31° aminoacido € evidente nas linhagens industriais seqlenciadas onde um c6don do
tipo ACA difere das linhagens D. bruxellensis e B custersii do Genbank por apresentar
ACT, a segunda se encontra no 65° aminoacido onde se evidencia TTT para as linhagens
industriais sequanciadas e TTC em D. bruxellensis e B. custersii.

Do total de alteragdes, 18 foram transi¢cdes e 30 foram transversdes. Este resultado
se mostra satisfatério quando comparado com a mutabilidade do DNA mitocondrial de

mamiferos, nos quais a taxa de transversdes excede a taxa de transicdes na relagédo 2:1.
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Figura 2. Alinhamento multiplo da seqiiéncia de nucleotideo do gene COX2 de linhagens industriais de
D. bruxellensis e de linhagens de colecdo de D. bruxellensis e B. custersii.
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Figura 3. Alinhamento multiplo da seqléncia de aminoacidos do gene COX2 de linhagens industriais
de D. bruxellensis e de linhagens de colegédo de D. bruxellensis e B. custersii.
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Analise filogenética
Quando submetidas a uma anélise de agrupamento, as sequéncias do gene COX2

das linhagens industriais de D. bruxellensis agruparam-se no clado da levedura B. custersii
(linhagem tipo CBS 5512) (Figura 5).

CBS60 DB-F
— CBS739 DB-F
r Db737 DB-F
MCE-5-71 DB-F

Db242 DB-F
Db251 DB-F
% Db239 DB-F
JPC-7-1 DB-F
CBS5512 DB-F

CBS9919 DB-F
CBS79 DB-F

Figura 5. Analise filogenética pelo método de agrupamento Neighbor joining das sequéncias de
nucleotideos do gene COX2 das linhagens industriais de D. bruxellensis comparadas com as linhagens
de colecao do clado B. custersii (*) e do clado D. bruxellensis (**).colocar booststrap e quantidade de
pares bases alinhadas

0.005

Entretanto, pode-se verificar uma grande variabilidade genética dentro desse grupo.
Isto sugere que o gene COX2 esta sob grande pressdo seletiva onde, na maioria dos
casos, a substituicdo de residuos de Met (presente na linhagem tipo de D. bruxellensis CBS
74) para residuos de lle sdo caracteristicos de B. custersii

Analise “in silico” do genoma mitocondrial

Uma vez que o genoma mitocondrial de D. bruxellensis nao foi seqienciado, a
construcao de primers para amplificacéo e clonagem de seus genes estruturais foi realizada
com o uso de ferramentas computacionais através do programa MEGA4, utilizando
sequéncias depositadas nos bancos NCBI e Génolevures. Os seguintes genes foram
considerados: COX1, COX3, ATP6, ATP8, ATP9, CYTb e VAR1, segundo a discriminagéo
para S. cerevisiae. A primeira analise foi feita com o objetivo de se avaliar a relagédo
filogenética entre os genomas mitocondriais dos ascomicetos disponiveis. Com isso foi
possivel a construgdo de um mapa fisico do genoma mitocondrial deste clado. (Figuras 6
al2)
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Figura 6. Alinhamento mdltiplo do gene COX2 para as leveduras ascomicetos.
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Figura 7. Alinhamento mdltiplo do gene COX71 para as leveduras ascomicetos.
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Figura 8. Alinhamento multiplo do gene COX3 para as leveduras ascomicetos.
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Figura 9. Alinhamento multiplo do gene CYTb para as leveduras ascomicetos
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Figura 10. Alinhamento multiplo do gene ATP6 para as leveduras ascomicetos.
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Figura 11. Alinhamento multiplo do gene ATP8 para as leveduras ascomicetos.
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Figura 12. Alinhamento maltiplo do gene ATP9 para as leveduras ascomicetos.

Os resultados mostraram que a levedura Debaryomyces hansenii ndo agrupou com
0s ascomicetos estudados e sim com as sequéncias que ,em principio, serviriam como

DBATPS DBATP6
Primer forward Primer reverse
T c F A Aminobeids de aln. MEGA
S._F L[ E @ F E Amnokcido do alin MEGAA % LoE ! misodeide do g, MR
— - s TAA__TAC ACA AAC CIT _AAA CGA TAA CODEEOF
JICL_JCGA: _TT3_GGA CRA__TIL: QAN CODEROP ATT _ATG _TGT_TIG GAA _TIT _GCT_ATT Complemaeto
TOT_CCA TG GAA CAA TIT GAA T comespondente a0 Alin ML Ao TOT (UK AR T OCh AT 3T pecapontuit 1o AN
A6 A T G MEGAA g g 8
S TT AT G G GCT AT SODON USAGE
TCw CCA TIG GAr CAA TIT Gk CODON USAGE * 3 degenst AL &% Bk TIA G T OCT AT CODONUSAGE +alf daseoss
A A A
— ey = T ATl AT TG; TIA GAA TTy GCT ATT 5 | PrimerReverse (paa BlastX)
5 TCw CCA TIG GAr CAA TIT GAc 3| Primer Forward z H L ‘e
5 TTA T0G _yIT AAG ATT _3GT {TA TTA 3 | PrimerReverse (para Geoerrun)
Caractenstica:
™ 579°C
Haipinioops | __0° C
mers W C
Bulge loops | -884° C
[internal loop: nternal loops [ -86,8° C

Figura 13. Analise das sequéncias consenso para os genes mitocondriais dos ascomicetos com
vistas a construcao de primers degenerados para amplificacéo e seqienciamento dos ortélogos em D.
bruxellensis (exemplo gene ATP6).

Os programas CODEHOP e Codon Usage foram usados com a finalidade de
refinar o desenho de primers degenerados para amplificacdo dos genes ortdlogos de D.
bruxellensis (Figura 13). Os alinhamentos se mostraram representativos para construcéao
dos primers, uma vez que foi observada uma boa conservagao entre as seqiiéncias génicas
sinténicas dos genes estruturais anteriormente citados. Estes dados promovem uma base
para futuras analises da genética e da evolugcédo da populagdo de D. bruxellensis, que
servird de base para o estabelecimento de correlagbes entre a variabilidade e genética e
as capacidades fisiologicas de diferentes cepas. Os primers foram desenhados (Tabela
1) e encomendados. Os experimentos de amplificacdo dos genes de D. bruxellensis com

os primers degenerados foram parcialmente expressivos onde 50% dos primers testados
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amplificaram e serdo submetidos a seqiienciamento. Inicialmente estao sendo feitos testes
de adequacéo da reagdo da PCR, tanto nas concentragdes dos reagentes da reagdo como
do programa de amplificagcdo. Até o momento os genes COX1 e ATP6 foram amplificados.
Estes fragmentos seréo clonados e sequenciados.

Nome do primer | Seqiiéncia (5™-3’)
cons-Cox3-FW | CAACAACATCCWTTYCATATRG cons-ND1-RV | TAATTCWGATTCAGCTTCAAC
cons-Cox3-RV | ATRTATAARAATAATCARATWAC cons-ND4-FW | CATACWTGATTACCWGTWGTWCA
cons-Atp6-FW | TCWCCATTAGARCAATTTG cons-ND4-RV | TAAWCCTTGATAATAATAWAT
cons-Atp6-RV | AATAGCRAATTCTAACAWYATAAT | cons-CytB-FW | TTATTAGGWTTATGTTTAGTWA
cons-Cox1-FW | AGATGATTATAYTCWACAAATGC | cons-CytB-RV | TAAYACTTTRAAWGTATTWCCTCT
cons-Cox1-RV | CWGCWGGWGGWSWWGTTAA cons-ND5-FW | GCTACWCGTAAAAGTGCWCAA
cons-ND1-FW | TTAATGGCTATWGCTGATG cons-ND5-RV | CCWTATAATGATTCDATAATRATATCTTT

Tabela 1. Sequéncias dos primers degenerados para amplificagdo e seqiienciamento dos ortélogos em
D. bruxellensis

DISCUSSAO

Os experimentos de crescimento celular revelaram que glicose e sacarose sdo as
fontes de carbono mais adequadas para apoiar o crescimento da levedura D. bruxellensis.
Conterno et al. (2006) realizaram caracterizagéo fisioldgica de diversas linhagens desta
levedura e verificaram que estas mesmas fontes de carbono s@&o mais prontamente
utilizadas por D. bruxellensis. Entretanto, Basilio et al., (2008) mostraram que o0 consumo
de sacarose por células de D. bruxellensis € menor do que o observado para células de
S. cerevisiae. Portanto, este fator ndo deve contribuir para a melhor adaptacado de D.
bruxellensis ao mosto de caldo de cana. Em contraposicdo, os experimentos de cultivo
celular mostraram que D. bruxellensis cresce melhor em meio com acetato de potassio
como fonte alternativa de carbono proporcionando uma melhor velocidade de crescimento
do que os meios contendo glicose, glicerol e acetato de calcio. Como o meio YPA favorece
a respiracao, ha indicios que esta levedura, que possui um metabolismo Crabtree positivo,
esteja utilizando a via oxidativa e seus genes para se manter nas dornas mesmo quando a
sacarose é completamente depletada pela Saccharomyces cerevisiae.

A partir do DNA extraido foi possivel a amplificagdo do gene COX2 de todas as
amostras. Estes fragmentos foram submetidos a sequenciamento de nucleotideos e os
resultados mostraram uma intensa variacdo com doze mudancgas identificadas. Segundo
Hoeben et al (1993) estas mudancgas estdo de acordo com a alta taxa de evolugéo do gene
COX2 nessas espécies. O DNA mitocondrial evolui cerca de cinco vezes mais rapido que
o DNA nuclear (Cann e Wilson 1983). Essa variagdo intraespecifica se deve, em primeiro
lugar, ao fato da mitocéndria ser uma grande geradora de radicais livres, proporcionando
um ambiente favoravel a mutagdes no DNA. Outra causa seria a auséncia de histonas, que
exercem um papel protetor no DNA nuclear (Yakes e Van Houten, 1997). Além disso, a enzima
DNA polimerase mitocondrial possui baixa atividade corretora quando comparada a DNA
polimerase nuclear (Kunkel e Loeb, 1981) e a repara¢édo do DNA dependente de excisao de
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nucleotideos néo esta presente em mitocéndrias (Croteau et al. 1999). A partir deste fato, das
doze mudancgas evidenciadas nas seqiiéncias de DNA apenas a segunda e a sexta mudancga
merecem atencdo. Onde se evidencia trincas de bases nas linhagens industriais que sdo
exclusivas e ndo se comparam nem a D. bruxellensis nem a B. custersii. As trincas ACA e
TTT das linhagens industriais se diferenciam de ACT e TTC das linhagens de D. bruxellensis
e B. curstesii. Do total de alteracbes, 18 foram transicoes e 30 foram transversoes.

Em comparagéo, a seqiiéncia de aminoacidos, traduzida com o cddigo universal
através do programa Mega 4.0 demonstrou que as linhagens industriais se identificam mais
com B. curstesii do que com D. bruxellensis como levedura predominante nas destilarias
de caldo de cana. Liberal et al.(2005) descreveram estas leveduras industriais como D.
bruxellensis através de primers especificos porém, o estudo realizado mostra que as
alteracbes na sequiéncia dos aminoacidos no gene COX2 demonstra que estas sdo mais
parecidas com B. curstesii. Segundo Hoeben et al (1993) Dekkera bruxellensis codifica
ATA para isoleucina no codigo universal, porém as linhagens industriais codificam ATT
metionina evidenciando o mesmo co6don na espécie B. custersis e vice versa. Clark-Walker
et al (1992) dizem que ha uma grande semelhanca entre D.bruxellensis e B.curstesii, esta
é enfatizada pela identidade das seqliéncias de aminoacidos a despeito das seqiiéncias
de DNA na qual, sé foram localizadas 13 alteragdes pontuais. Contudo estas alteracbes
ocorrem sempre na terceira posi¢cdo o que suporta a teoria vista no trabalho de Jupeng et
al (1996) que separa estas duas espécies em clados diferentes, demonstrando que séo
espécies filogeneticamente diferentes, o que nos leva a crer que as linhagens industriais
sdo B. custersiie ndo D. bruxellensis

Este tipo de identificagéo pela sequéncia de DNA e aminoacidos ja vem se mostrando
utilizavel. Gerdini et al (2000) tipificaram espécies patogénicas de Candida glabrata por
comparacao das sequéncias de DNA e aminoacidos de diferentes espécies e cepas
demonstrando assim a eficacia do método através do gene da citocromo oxidase dois.

A andlise filogenética do gene COX2foi precisa no que diz respeito a suspeita de que
as linhagens industriais se agrupam proximos a B. custersii e ndo a Dekkera bruxellensis,
porém, como descrito por Hoeben et al (1986), este gene se encontra sob grande pressao
seletiva verificando que a taxa de mutacao é grande gerando controvérsias sob a certeza
da classificagéo.

Apesar de sua importancia, D. bruxellensis ainda €& pouco caracterizada
geneticamente. De fato, Woolfit et al. (2007) foram pioneiros no estudo genético desta
levedura, tendo fornecido muitos dos dados utilizados para as atuais pesquisas envolvendo
a base genética de suas capacidades fisiolégicas. Estes pesquisadores realizaram um
seqlenciamento parcial que cobriu aproximadamente 40% do genoma de D. bruxellensis,
identificando cerca de 3000 genes. Dentre estes, é interessante notar a presencga de genes
envolvidos apenas com os genomas nucleares, umavez que linhagens petiteforam utilizadas
pelo grupo do professor Piskur. No intuito de elucidar esta questao, primers degenerados
foram sintetizados para que fosse realizado uma filogenia, através da concatenacéo de
genes estruturais. Esta analise foi feita —in silicoll, gerando sete pares de primers
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Em contraposicéo ao trabalho de Woolfit et al, 2007,no qual neste so6 foi utilizado
mutantes sem mtDNA, este trabalho é relevante para o presente trabalho no sentido
de orientar na determinacdo das seqUéncias consenso para os diferentes genes do
metabolismo oxidativo. Baseado no genoma de Saccharomyces cereviseae a ordem génica
foi definida como L-rRNA COII COlll S-rRNA COI ATPase 8 ATPase 6 Cyt b ATPase 9 Var
1, através de dados do Genbankaromyces cereviseae. Os programas CODEHOP (http://
bioinformatics.weizmann.ac.il) e Codon Usage (http.//www.bioinformatics.org/sms2/codon_
usage.html) foram usados com a finalidade de refinar o desenho de primers degenerados
para amplificagdo dos genes ort6logos de D. bruxellensis. Kurtzein et al, (2007) concatenou
genes através da andlise —in silicoll para o grupo dos hemiascomicetos definindo que
Dekkera bruxellensis se encontra entre os hemiascomicetos. Dos primers testados 50%
amplificaram com a quantidade de pares de bases prevista pelo Programa CAP3 porém
nado foram sequienciados e nem clonados sendo esperado que estes primers sirvam para
futuras pesquisas no &mbito de se elucidar o genoma mitocondrial desta levedura.

A partir de estudos destes genes concatenados sera possivel ter uma informagéo
precisa da posicéo filogenética das espécies industriais, apesar de no estudo feito o grau
de identidade com B custerssii ser bem maior do que em D. bruxellensis. Duas Unicas
mudancas pontuais das linhagens industriais que se encontram na terceira base no 31°
aminoacido e na terceira base do 62° aminoacido identificam um certo polimorfismo neste
gene em questdo. Porém a taxa de bases idénticas que se alinham num grau de semelhanca

faz com que as linhagens industriais preditas sejam classificadas como B. custersii.

CONCLUSAO

» O processo do protocolo da extracdo do mtDNA favoreceu a respiragéo e con-
sequlentemente a obtencdo da seqtiencia do gene COXII.

+ Aanalise das sequéncias de DNA foram expressivas no que diz respeito a iden-
tificacdo de novas trincas advindas das linhagens industriais.

+ Aanalise de aminoéacidos confirma que as linhagens industriais se assemelham
a B. custersii.

+ Asintese dos primers € benéfica no que diz respeito a servir de base para fu-
turos estudos.

+ Portanto a analise do gene COXIl mostrou que as linhagens industriais ditas
D.bruxellensis nas destilarias de caldo de cana sdo mais semelhantes a B. cus-
tersil.
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RESUMO: O estagio curricular € o momento
onde os alunos dos cursos de Licenciatura
podem colocar em pratica toda, ou pelo
menos parte da teoria vista em sala de aula.
O objetivo do trabalho consistiu em analisar
as contribuicbes do estagio curricular na
formacao profissional dos alunos do curso
de Licenciatura em Ciéncias Biologicas do
IFPI. Os sujeitos da pesquisa foram nove
estudantes que estdo cursando o sétimo
periodo do curso de Licenciatura em
Ciéncias Biologicas do IFPl e dez estudantes
egressos do curso. Neste estudo, foram
utilizados dois instrumentos de coleta de
dados, o primeiro deles foi a aplicacéo de
dois questionarios e 0 outro instrumento
utilizado foi o levantamento de documentos
institucionais. Os resultados revelaram
que os discentes entendem que o estagio

Data de aceite: 17/10/2024

proporciona a conexao da teoria com a
pratica; o desenvolvimento profissional e
pessoal; o contato direto com a profissao
docente e com profissionais experientes
na area; e também possibilita a tomada
de decisdo se querem ou nao continuar
na profissdo que inicialmente escolheram.
Portanto, séo inUmeras as contribui¢cdes do
estagio para os alunos do curso de Biologia
do IFPI. No entanto, alguns pontos devem
ser melhorados, como a falta de professor
supervisor em numero suficiente para o
acompanhamento de todos os alunos no
momento de desenvolver a pratica docente.
PALAVRAS-CHAVE: Docentes, pratica
educativa, ensino-aprendizagem, Biologia.
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CONTRIBUTIONS OF THE CURRICULAR INTERNSHIP IN THE LICENSE
COURSE IN BIOLOGICAL SCIENCES AT IFPI: STUDENT PERCEPTION

ABSTRACT: The curricular internship is the moment when students on degree courses can
put into practice all, or at least part, of the theory seen in the classroom. The aim of this study
was to analyze the contributions made by the curricular internship to the professional training
of students on the Biological Sciences degree course at IFPI. The subjects of the study were
nine students who are studying for their seventh term in the Biological Sciences degree course
at IFPI and ten students who have graduated from the course. In this study, two data collection
instruments were used, the first of which was the application of two questionnaires and the
other instrument used was a survey of institutional documents. The results revealed that
the students believe that the internship provides a connection between theory and practice;
professional and personal development; direct contact with the teaching profession and with
experienced professionals in the field; and also makes it possible to decide whether or not to
continue in the profession they initially chose. Therefore, the internship’s contributions to IFPI
Biology students are numerous. However, some points need to be improved, such as the lack
of a sufficient number of supervising teachers to accompany all the students as they develop
their teaching practice.

KEYWORDS: Teachers, educational practice, teaching-learning, Biology.

INTRODUCAO

O estagio curricular € o momento onde os alunos dos cursos de Licenciatura podem
colocar em pratica toda, ou pelo menos parte da teoria vista em sala de aula, possibilitando
dessa forma aos estudantes as vantagens do aprender fazendo, sendo, portanto, uma
oportunidade insubstituivel para a constru¢éo da identidade profissional, estabelecendo-
se assim um vinculo entre o saber e o saber fazer. O Estagio/Pratica de Ensino realizado
nos cursos de formagdo de professores para a Educagdo Basica vem a ser um exercicio
de participacdo, de conquista e aprendizado voltado a formagéo do profissional professor
(PERRENOUD, 2001).

Devido a necessidade de professores na area de Ciéncias Biologicas, Quimica, Fisica
e Matematica o Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui (IFPI) oferece
a comunidade esses cursos de licenciaturas que visam entre outros objetivos atender a
demanda por profissionais qualificados. O curso de Biologia dentre as muitas disciplinas
que proporcionam o embasamento tedérico, possibilita aos alunos ainda o Estéagio Curricular
Obrigatorio, ou seja, a parte pratica, através das disciplinas Pratica Profissional, as quais
sé@o responsaveis por possibilitarem a producédo de conhecimentos pedagdgicos formais.
O Estagio Curricular Supervisionado € uma etapa obrigatéria dos cursos de Formagéo de
Professores de acordo com as Resolu¢gdes CNE/CP n° 01/2002 e CNE/CP n° 02/2002.
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Ainda de acordo com a CNE/CP n° 02/2002, a pratica de ensino ndo pode estar
desconectada do restante do curso, num espacgo reduzido, configurando como estagio
isolado. Pelo contrario, a pratica deve ser valorizada desde o inicio do curso, permeando
todo o itinerario formativo do professor, ou seja, deveré estar integrada a todas as disciplinas
que formam a matriz curricular do curso e ndo somente as disciplinas pedagogicas como
acontece via de regra.

Dentre os objetivos do estagio curricular estda o desenvolvimento dos estudantes
através de experiéncias praticas para que dessa forma possa lhes ser possibilitado
a andlise de situagbes, o desenvolvimento de estratégias e a criagdo de ferramentas
inovadoras na pratica docente. Formando assim, profissionais criticos reflexivos capazes
de promoverem mudangas no ambiente profissional ao qual serdo inseridos ap6s a
formagdo. Nesse contexto, o Estagio Curricular é de grande relevancia nas Instituicbes
de Ensino Superior para a formagéo profissional dos futuros docentes, portanto devem ser
realizadas pesquisas sobre como o Estégio curricular estd acontecendo nas Instituicoes,
tais estudos iréo contribuir para que a pratica educativa se desenvolva de forma eficiente.
Dessa forma, o objetivo do trabalho foi analisar as contribuicdes do Estagio curricular na
formacéo profissional dos alunos do curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas do IFPI.

MATERIAL E METODOS

Instituicao campo de pesquisa

O Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui € uma instituicao
que oferece educacéo profissional tecnolégica de nivel médio, graduacgéo e poés-graduagéo.
Atualmente o IFPI possui 20 unidades descentralizadas com sede situada na Pracga da
Liberdade n° 1597 no centro de Teresina/Pl.

Delimitacao da amostra

Os sujeitos da pesquisa foram nove estudantes que estao cursando o sétimo periodo
do curso de Licenciatura em Ciéncias Biologicas do IFPI e dez estudantes egressos do curso
de Licenciatura Plena em Biologia. Os estudantes do sétimo periodo foram selecionados por
estarem realizando o estagio curricular, ou seja, cursando a disciplina Pratica Profissional
Ill, j& os estudantes concludentes foram escolhidos por ja terem passado por todas as

disciplinas praticas do curso.
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Instrumentos e procedimentos de coletas de dados

Neste estudo foram utilizados dois instrumentos de coleta de dados, o primeiro
deles foi a aplicacao de dois questionarios, tipo A e B, que apresentavam uma combinagéo
de perguntas abertas e fechadas para os estudantes do curso de Licenciatura em Ciéncias
Bioldgicas do sétimo periodo e os egressos. O questionario € uma entrevista estruturada
que tem a funcéo de descrever caracteristicas e medir determinadas variaveis de um grupo
social. Podem apresentar perguntas fechadas, perguntas abertas ou de carater misto. As
perguntas fechadas séo destinadas a obter informac¢des sociodemografica dos entrevistados
e identificacdo de opinides, ja as perguntas abertas sao destinadas ao aprofundamento das
opinides do entrevistador (RICHARDSON, 2008).

O outro instrumento utilizado foi o levantamento de documentos institucionais para a
andlise, como o Projeto Politico Pedagdgico Institucional do IFPI, a matriz curricular do curso
de Licenciatura em Ciéncias Biolégicas e os planos das disciplinas Pratica Profissional,
sendo esses documentos importantes fontes na condugéo da pesquisa.

ANALISE DE DADOS

Inicialmente ap6s o retorno dos questionérios foirealizada a pré-analise e organizacéo
do material onde houve a verificagéo, a codificagéo e a tabulagdo dos mesmos. Além disso,
foi verificado se todas as questdes tinham sido respondidas, se o texto era compreensivel

e se as respostas possuiam coeréncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados a seguir demonstram as contribuicées do estagio curricular na visao
dos alunos do curso de Licenciatura em Biologia do IFPI. O questionario contemplou
perguntas objetivas e subjetivas, perfazendo assim um total de sete questdes. A primeira
questdo € referente ao que representa para os alunos o Estagio Curricular. O que se
evidenciou nessa questéo foi que para a maioria dos alunos o estagio é a possibilidade de
vivenciar na pratica as teorias vistas em sala de aula, sendo seguida pela oportunidade de
desenvolvimento profissional (Tabela 1).

Frequéncia das

O que representa para vocé o Estagio Curricular? %

respostas
Ligacéo entre a teoria e a pratica 8 42,10
Desenvolvimento profissional 5 26,31
Observar pontos positivos e negativos da profissao 3 15,78
Iniciagdo a docéncia 2 10,52
Disciplina autoritaria e de interesse institucional 1 5,26

Tabela 1 - Representagdes do Estagio Curricular para os alunos do IFPI.
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O estagio muitas vezes € entendido como atividade pratica, entretanto, na concepcao
de Pimenta (2006) o estagio nédo € atividade pratica, mais sim teérica, instrumentalizadora
da praxis docente, devendo ser entendida como uma atividade de transformagéo da
realidade. Sendo, portanto, uma atividade tedrica de conhecimento, fundamentacéo,
dialogo e intervencéo, ou seja, € no contexto da sala de aula, do sistema de ensino e da
sociedade que a praxis se da. Ainda de acordo com a autora a finalidade do estagio é
propiciar aos alunos uma aproximacgao da realidade.

O periodo de realizagdo do estagio pré-profissional é fundamental na carreira
de qualquer profissional docente, pois € no exercicio da profissdo que se consolida
0 processo de tornar-se professor, ou seja, o aprendizado da profissédo a partir de seu
exercicio possibilita configurar como vai sendo construido o processo de aprender a
ensinar. Tal constru¢do ocorre a medida que o professor vai efetivando a articulagéo entre
0s conhecimentos teéricos/académicos e o contexto escolar com a pratica docente.

Quando questionados sobre a importancia do estagio para o processo de formacéo
profissional quase que uma totalidade dos estudantes considera que seja muito importante

(Gréfico 3).
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Grafico 3- A importancia do estagio para o processo de formagéo profissional

Pediu-se ainda que, com relacdo ao nivel de importéancia relacionado ao estagio
para os alunos atribuirem uma justificativa as suas respostas. Algumas dessas justificativas
podem ser observadas logo abaixo:

“Nos ajuda a definir métodos de acéo e escolher a melhor forma de proceder
no processo ensino-aprendizagem, visando um exercicio satisfatério de nossa
profissdo” (Aluno 4).

“Através do estagio foi possivel vivenciar as situagdes de adversidade em
sala de aula, foi uma prévia do que vamos encontrar durante a execugao de
nossa profissao” (Aluno 12).
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“E o ponto inicial para aprender a lidar com as situacdes de professor,
momento de experiéncia onde adquirimos autonomia e maturidade para a
resolugcéo de problemas rotineiros em ambiente escolar” (Aluno 18).

Como se pode observar, para os alunos, o estagio € um momento de familiarizagao
com a profissdo docente, é onde eles podem vivenciar as diferentes situacbes que o
futuro professor ird encontrar em sala de aula, adquirindo assim experiéncias e buscando
alternativas para Ihe dar com essas situagdes da forma mais adequada, favorecendo sempre
0 aprendizado de seus educandos, ou seja, € o0 momento do “aprender fazendo”. Nesse
pressuposto Pimenta (2006), afirma que a formacdo deve preparar o estagiario para a
realizacao das atividades a serem desenvolvidas nas escolas, com 0s professores em sala
de aula, bem como para exercicio de analise, avaliagéo e critica, possibilitando dessa forma
a intervencao a partir de desafios e das dificuldades que a rotina do estégio nos revela.

Outro questionamento foi quanto a presenca de um professor supervisor para 0
acompanhamento dos alunos nas atividades desenvolvidas durante a pratica docente,
ajudando-os a planejar, a desenvolver materiais, diferentes estratégias em sala de aula e

posteriormente avalia-los, nessa questao, porém houve divergéncia nas respostas (Gréafico 4).

1%

@ Com professor supenisor
47% .
B Sem professor supenvisor

O outros

Grafico 4- Opiniao dos alunos quanto ao acompanhamento do professor supervisor.

Nos termos da Lei n® 11.788, de 25 de setembro de 2008, que dispbe sobre o estagio
de estudantes, em seu capitulo Il, inciso lll, estabelece-se que, é de responsabilidade da
Instituicao de Ensino indicar, professor orientador, da area a ser desenvolvida no estagio
como responsavel pelo acompanhamento e avaliacao do estagiario.

Cabe ao supervisor de estagio da Instituicdo de Ensino Superior e professor
regente de turma da escola ajudar os licenciandos a se tornarem mais conscientes dos
conhecimentos que ja possuem, além de estimular diferentes formas de reflexdo, ampliando
o processo de problematizagao da pratica. Pois € no momento da pratica que os estagiarios
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estdo mais sensiveis e receptivos as sugestoes de colegas. Uma orientacdo adequada
neste periodo pode contribuir para aquisicdo de maior confianca e dedicagéo ao longo de
sua carreira.

O professor que recebe o estagiario € um profissional experiente que assume a
responsabilidade de conduzir o futuro professor nas inser¢des pelo ensino, em sua sala de
aula na escola basica, garantindo que o estagio se configure como “tempo de aprendizagem”
que supde uma relagédo pedagobgica entre alguém que ja € um profissional reconhecido em
um ambiente institucional de trabalho e um aluno estagiario (BRASIL, 2001). Entretanto,
muitas vezes, esses professores atuam apenas no limite da concesséo do espaco da sala de
aula aos alunos estagiarios para que estes possam cumprir seu estagio, sem compatrtilhar
suas perspectivas de ensino, num contexto em que as atividades desenvolvidas parecem
compor um protocolo que néo foi estabelecido por ambas as partes.

Nesse sentido, é restrito ao professor supervisor da instituicao orientar e encaminhar
os futuros professores para o estagio a fim de que se efetive o contato com a realidade da
escola e da sala de aula e o aluno possa, de fato, vir a conhecer esse espacgo de atuagcéao
de forma direta e realista. Ele coordena ac¢des e juntamente com o professor em atividade
na escola, desenvolve atividades inerentes ao ensino, de forma a cumprir adequadamente
a finalidade do estagio, que é a aprendizagem da docéncia.

De acordo com o exigido pela Lei do estagio, o IFPI disponibiliza sim, professores
para que possam acompanhar e avaliar seus alunos estagiarios, entretanto, o que se
observa € que ainda existe uma caréncia de profissionais na instituicdo, o que faz com que
um professor tenha que supervisionar muitos alunos ao mesmo tempo. Abaixo podemos
acompanhar algumas das respostas dadas pelos alunos com relacdo ao acompanhamento
do Professor Supervisor.

“Ao realizar meu estégio tive a atengcdo de um professor que me guiou em
minhas agodes” (Aluno 7).

“Visto que o professor supervisor ndo tem muita disponibilidade de tempo,
n&o ha este acompanhamento de perto para com o estagiario” (Aluno 5).

“N&o teve, de fato, um professor supervisor, tivemos um professor para a
disciplina, em que n&o foi proveitoso” (Aluno 15).

Foi perguntado ainda se, na opinido dos discentes, os profissionais destinados a
supervisdo dos estagiarios possuiam qualificagdo adequada ao desenvolvimento dessa
atividade. Foi observado que, 68,42% dos alunos responderam que eles possuem sim a
qualificacdo e competéncia adequadas ao acompanhamento, afirmando ainda que, como
ja explicitado anteriormente, o que existe € um numero muito baixo de professores para
acompanhar todos os alunos que estao matriculados na disciplina Estagio Supervisionado,
deixando dessa forma muitos alunos sem supervisdo. Os outros 31,58% afirmam que os
professores ndo possuem a qualificacdo necessaria ao desenvolvimento da atividade de
supervisdo, visto que muitos ndo sdo da area em que estdo supervisionando.
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Pediu-se entédo para que os alunos relacionassem os pontos positivos e negativos
referentes ao Estagio curricular, sendo assim, descritos na tabela abaixo os assuntos mais

relevantes segundo eles.

Pontos positivos Pontos negativos

Contato direto com a pratica Falta de um professor supervisor

Burocracia excessiva no que se refere a

Conhecer as dificuldades de ser professor documentagdo exigida.

Desenvolvimento profissional do aluno Falta de pagamento do seguro por parte do IFPI
Relacionar teoria e pratica Falta de acompanhamento pela escola campo.
Professor sempre presente Pouco tempo para cumprir a carga horaria

Saber se querem continuar ou ndo na profissao Restrito

Pode-se perceber que sdo muitos os pontos positivos no que diz respeito a disciplina
Estagio Curricular no IFPI, no entanto, ao mesmo tempo verificou-se a ocorréncia também
de alguns pontos negativos. E notério que sempre est4 em evidéncia a questdo de que é
no momento do estagio que os alunos podem relacionar a teoria e a pratica, o que lhes
possibilita o desenvolvimento e aperfeicoamento da profissdo docente.

Outro ponto positivo citado pelos alunos é o fato de ser nesse momento que muitos
alunos decidem se querem ou ndo seguir a carreira docente. Muitos estudantes quando
iniciam os Estagios Supervisionados deparam-se com uma espécie de “desencanto”
mediante a realidade das salas de aula. Nessa perspectiva Perissé (2009) afirma que seria
interessante se nos primeiros anos de atividade profissional eles fossem acompanhados
pelo coordenador, isso de fato, evitaria as desisténcias com a profissdo. Por isso, a
importancia do professor supervisor, cujo objetivo € orientar o aluno em sua iniciacao
docente, ensinando-o a planejar, a desenvolver estratégias, orientando-o na tomada de
decisbes e acima de tudo fazendo com que o estudante aprenda a refletir a sua pratica,
para que, dessa forma, venha a contribuir na relacdo ensino-aprendizagem promovendo
mudancas no contexto social que futuramente estara inserido.

Foi solicitado ainda aos alunos que definissem em sua concepg¢do o que é ser
professor. Em analise as respostas foi perceptivel que alguns deles ainda possuem a
concepcao de que o professor seja apenas um transmissor de conhecimento, ou seja, aquela
pessoa que estuda, aprende e quando chega a sala de aula repassa mecanicamente todo
0 conhecimento adquirido ao longo de sua formacéo. Entretanto, muitos outros afirmaram
que ser professor ndo € apenas transmitir conhecimento, mas ser um mediador do mesmo
e contribuir para a vida de alguém respeitando a realidade e as diferengas individuais de
cada estudante e ainda ser responsavel por transformar essa realidade social e conduzir o

aluno a ir em busca de conhecimento.
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Para Freire (2006) o professor € um individuo que leva a sério sua profissao, que
estuda, se esforca para desempenhar uma boa didatica e tem forca moral para coordenar
as atividades da classe que assume. Além disso, o bom professor sabe coordenar a sua
emancipacgéo e desenvolvimento profissional.

E por dltimo foi perguntado aos discentes o que mudariam na disciplina Estagio
curricular no IFPIl. Muitas foram as sugestdes de mudanga na disciplina de Estagio
Supervisionado, evidencia-se aqui que os alunos reconhecem a importancia de haver um
professor que os oriente para que o processo de aprendizado possa acontecer de forma
mais eficaz.

Assim para os alunos sdo muitas as contribui¢cdes do Estagio curricular, fazendo-os
desenvolverem-se tanto pessoal como profissionalmente, permitindo ainda o contato direto
com a profissdo docente e possibilitando-lhes o contato com profissionais experientes e
aprender com eles, entretanto, o IFPI ainda deixa a desejar no que diz respeito a questbes
referente ao baixo numero de professores supervisores 0 que faz com que a pratica termine

por nédo alcancar completamente todos os seus objetivos.

CONCLUSOES

Pode-se observar que sdo muitas as contribuicdes do estagio para os alunos do
curso de biologia do IFPI. Os discentes entendem que é no momento da pratica que eles
estdo em contato direto com a profissdo, sendo assim, o estdgio € o momento onde eles
entram em contato com a realidade da escola e podem comecar a viver essa realidade.
Além disso, esse € 0 momento de decidirem se querem ou nao continuar na profissdo que
inicialmente escolheram para si. No entanto, foi possivel observar que o estagio curricular
ainda necessita de melhorias, por exemplo, a falta de professor supervisor em numero
suficiente para o acompanhamento de todos os alunos no momento de desenvolver a pratica
docente. Muitos dos futuros profissionais docentes ndo possuem o acompanhamento
do professor supervisor quando vao desenvolver a pratica do estagio, o que acaba por
impossibilitar o desenvolvimento eficaz da pratica educativa.
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CAPITULO 4
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RESUMO: A Coxiella burnetii é o agente
etiolégico da doenga conhecida como Febre
Q, uma zoonose de distribuicdo mundial
que pode se apresentar de forma aguda e
cronica. No Brasil, existem poucos relatos
da doenca e a notificacdo dos casos nao é
considerada compulséria. Por a doenga ndo
apresentar sinais clinicos especificos, isso
dificulta seu diagnéstico e o estabelecimento
de protocolos especificos para os médicos
sobre tratamentos e condutas a serem
tomadas. A doenga é subdiagnosticada
no Brasil, portanto, faz-se necessaria a
realizacdo de pesquisas com o objetivo
identificar e notificar a populacdo humana
diagnosticada com a doenga, que, por se
tratar de uma zoonose grave tem grande
importéancia para a saude publica. O Brasil,
por ser o segundo maior produtor de leite
do mundo, e os ruminantes por serem 0s
principais reservatorios da doenca, coloca

Data de aceite: 18/10/2024

0 pais como um dos principais alvos de
estudo para a infecgéo por Coxiella burnetii.
PALAVRAS-CHAVE: Bactéria, febre,
legionellales, reservatério, zoonose.

CURRENT OVERVIEW OF Q FEVER
IN BRAZIL

ABSTRACT: Coxiella burnetii is the
etiological agent of the disease known
as Q Fever, a zoonosis with worldwide
distribution that can present itself in acute
and chronic forms. In Brazil, there are few
reports of the disease and reporting of cases
is not considered mandatory. Because the
disease does not present specific clinical
signs, this makes it difficult to diagnose
and establish specific protocols for doctors
regarding treatments and procedures to be
taken. The disease is underdiagnosed in
Brazil, therefore, it is necessary to conduct
research with the aim of identifying and
reporting the human population diagnosed
with the disease, which, as it is a serious
zoonosis, is of great importance for public
health. As Brazil is the second largest milk
producer in the world, and ruminants are the
main reservoirs of the disease, the country
is one of the main targets for studies on
Coxiella burnetii infection.

KEYWORDS: Bacteria, fever, legionellales,
reservoir, zoonosis.
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INTRODUCAO

A Coxiella burnetii € o agente etiologico da doenga conhecida como Febre Q,
uma zoonose de distribuicdo mundial e que pode se apresentar de forma aguda e
cronica. A bactéria Coxiella burnetii pertence a ordem das Legionellales, grupo gama das
Proteobactérias a apresenta-se morfologicamente como um cocobacilo gram-negativo, de
alta resisténcia e intracelular obrigatério (BROM et al., 2015).

O principal meio de contaminacdo € através da inalagéo da bactéria, que por sua
vez, é fagocitada pelos macréfagos alveolares e, em seguida, pelos macrofagos do tecido
hepético. Na fase aguda da doenca os principais sinais clinicos sao bem inespecificos,
como febre, dor de cabeca, artralgia, mialgia e calafrios. A fase cronica geralmente ocorre
devido a uma falha imunolégica do paciente (SHANNON & HEINZEN, 2009).

O diagnoéstico da doenca pode ser através de métodos diretos, como a identificagao
molecular e histopatologica ou por métodos indiretos como a deteccdo de anticorpos. O
método diagnéstico dependera de alguns fatores, como a finalidade da investigacéo e o
tipo da amostra. Os farmacos utilizados para o tratamento dependerdo da fase da doenca
(BARRIO & FONS, 2018).

A bactéria Coxiella burnetii € altamente resistente a agentes quimicos e fisicos
e possui a caracteristica de ser altamente infectante, o que a inclui na classificagcdo de
microrganismos com potencial para uso em armas bioldgicas. A notificacdo da doenca no
brasil ndo é considerada compulsoéria e seu diagnostico é dificultado devido a sintomatologia
clinica inespecifica. (SANTOS et al., 2007).

O objetivo deste trabalho é desenvolver uma reviséo bibliografica sobre a Febre Q,
enfatizando informacdes sobre seu histérico, agente etioldgico, formas de transmisséo,
manifestacdes clinicas, tratamentos, métodos diagnosticos e de prevencéo.

METODOLOGIA

O presente trabalho € uma revisdo de literatura, a qual a metodologia utilizada
compreende uma pesquisa exploratéria, de abordagem qualitativa, com as mais recentes
informacdes do tema: A importancia da Febre Q no Brasil e no mundo. As fontes de
pesquisa utilizadas foram Google Académico, Scielo e outras revistas de importancia
médico-veterinaria e de saude publica.

Como critério de incluséo, os trabalhos selecionados foram artigos em portugués
e inglés com a tematica sobre a Febre Q, seu agente causador e o impacto zoon6tico na
medicina veterinaria e na salde publica, tracando a evolugéo e disseminacdo da doenca
desde a descoberta do agente etiol6gico até os dias atuais. Para isto, foram utilizadas
palavras-chave como: Bactéria; Febre; Legionellales; Reservatorio; Zoonose. Estabeleceu-
se como exclusédo os trabalhos que ndo abordavam a teméatica proposta, sites e artigos de

opinido sem comprovacao cientifica.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

Histérico e evolucgao

A febre Q é causada pelo agente etiolégico Coxiella burnetii, uma zoonose de
distribuicdo mundial. Na maioria das vezes a doenca apresenta quadro leves, com simples
manifestacdes febris, porém, podem evoluir raramente para quadros mais graves (ENDIN
etal., 2017). Sua primeira descricao foi na Australia em 1935, em 1937 o microrganismo foi
atribuido ao género Rickettsia e denominada de Rickettsia burnetii. (ESPANA et al., 2020).

Nos Estados Unidos (EUA) pesquisadores ao trabalhar com um microrganismo
desconhecido s6 foram perceber tempos depois que se tratava do mesmo microrganismo
descrito em 1935 e 1937, que apos a identificacdo molecular foi classificado como do
género Coxiella e recebeu o nome de Coxiella burnetii (OYSTON & DAVIES, 2011).

No Brasil existem poucos relatos da doenca e a notificagdo dos casos nao
considerada compulsoéria. Pela doenca ndo apresentar sinais clinicos especificos, isso
dificulta seu diagnostico e o estabelecimento de protocolos especificos para os médicos
veterinérios sobre tratamentos e condutas a serem tomadas (SANTOS et al., 2007).

O primeiro relato da doenga no Brasil foi no ano de 1953, a partir dai as publicagdes
da doencga em territério brasileiro sdo escassas. Os primeiros estudos sobre a febre Q no
Brasil envolveu a anélise do soro de 200 ordenhadores e tratadores de rebanhos bovinos
no Vale da Paraiba, no estado de Sdo Paulo, das 200 amostras 17 foram positivas. A
primeira prova molecular da bactéria no Brasil foi realizada pelo teste molecular de Reacéo
em cadeia Polimerase (PCR) para confirmar a infeccdo em um homem de 47 anos com
histérico de contato recente com cabras e produto de aborto de animais (RIBEIRO, 1964).

Agente etioldgico e transmisséo

A bactéria Coxiella burnetii pertence a ordem das Legionellales, grupo gama das
Proteobactérias a apresenta-se morfologicamente como um cocobacilo gram-negativo, de
alta resisténcia e intracelular obrigatério (BROM et al., 2015). As vias aéreas séo a porta de
entrada do patégeno no organismo, infectando os macrofagos alveolares e posteriormente
as células de Kupffer no figado. A bactéria é fagocitada pelos macréfagos e formam
vacuolos em seu interior, a agéo das enzimas lisossémicas sobre o vacutolo é benéfico para
a Coxiella burnetii por acidificar o meio e favorecer a multiplicagdo da mesma (SHANNON
& HEINZEN, 2009).

A alta resisténcia a agentes fisicos e quimicos estéa entre as principais caracteristicas
desta bactéria, podendo permanecer viavel no solo em temperatura ambiente por 4 meses
e nas fezes de carrapatos por 36 meses. Além disso, a Coxiella burnetii é resistente ao
hipoclorito de s6dio na concentragdo de 100mg/ml e pode sobreviver por aproximadamente
trés dias em formol 0,5% e ao etanol 50% sobrevive por 15 minutos (DAMASCENO &
GUERRA, 2018).
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Outro fator que torna esta bactéria ainda mais perigosa € sua capacidade alta de
poder infectante, acredita-se que 1 a 10 células microbianas ja sdo capazes de desencadear
doenca. Portanto, o Center for Disease Control and Prevention (CDC) classificou a bactéria
como pertencente a categoria B, ou seja, microrganismos com potencial para uso em armas
biol6gicas (CLEA et al., 2019).

A transmissao da Coxiella burnetii ocorre por meio de vetores, como carrapatos, entre
animais. No meio rural, animais infectados como bovinos e caprinos podem servir como
reservatdrio do microrganismo. Para o0s seres humanos a transmissao esta ligada a liberagao
da bactéria no ambiente, por meio de fezes, urina, leite e restos placentarios (BARRIO &
FONS, 2018). No ambiente a bactéria pode ser dispersada livremente pelo vento ou poeira
e a infecgdo acontece pela inalagéo de particulas em suspenséo. A infecgcdo humana pode

acontecer também pelo contato direto com a fonte do microrganismo (CDC, 2011).

Manifestacoes clinicas

AFebre Q apresenta duas manifestagdes clinicas: a fase aguda e a fase crénica, mas
€ importante evidenciar que na maioria dos casos a doenca € autolimitante e assintomatica.
Na fase aguda da doenga os principais sinais clinicos incluem febre, sudorese, calafrios,
letargia, fadiga, cefaleia, artralgia, mialgia, hepatite aguda e pneumonia atipica (SOUZA
et al., 2022). O periodo de incubacéo varia de 10 a 21 dias e os sintomas podem variar
de 10 a 90 dias para surgirem, porém, condigées de imunossupresséo, idade avangada,
doencgas concomitantes e gravidez podem influenciar no curso da infeccdo (DAMASCENO
& GUERRA, 2018).

De acordo com Kampschreur et al., (2011) 1 a 5% dos casos de Febre Q podem
evoluir para a fase cronica, principalmente, em funcdo de uma resposta imune ineficaz.
As pessoas mais propensas ao desenvolvimento da fase cronica sao mulheres gravidas,

individuos com doenca das valvulas cardiacas e pacientes imunodeprimidos.

Diagnéstico e tratamento

Odiagnostico da Febre Q pode ser determinado por diferentes métodos, considerando
a finalidade da investigacao e o tipo de amostra obtida. Os testes diagnésticos podem ser
diretos ou indiretos (SOUZA et al., 2022). Os testes diretos incluem analise histologica,
analise molecular e isolamento do agente. Os testes indiretos séo realizados a partir de
sorologia e deteccédo de anticorpos e incluem Imunofluorescéncia Indireta (IFl), ELISA e
Teste de Fixacdo do Complemento (CFT) (DAMASCENO & GUERRA, 2018).

O tratamento pode ser dividido em tratamento da fase aguda e da fase crénica da
doenca. Geralmente na fase aguda sdo empregados os farmacos: doxiciclina, ciprofloxacino,
moxifloxacino e rifampicina. Em casos de ndo resolugdo da doencga, emprega-se 0s
farmacos da fase crénica, que segundo Kampschreur et al., (2011) pode ser a combinagéo
de doxiciclina e hidroxicloroquina por longos periodos.
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Prevencao

A prevencd@o através do uso de equipamentos de protecdo individual, como
mascaras, principalmente, que impedem a inalacdo do agente. No ambiente, & necessario
medidas de controle como antissepsia, controle de carrapatos, limpeza dos locais de
ordenha, incineracdo de materiais de alto risco, como os produtos do aborto, tratamento do
esterco com cal ou cianeto de calcio antes de espalhar pelo terreno e evitar a ingestao de
leite ou derivados a partir do leite ndo pasteurizado. Ja existe hoje em dia vacinas para a
Febre Q, mas que néo estao disponiveis no Brasil (SOUZA et al., 2022).

CONSIDERACOES FINAIS

A Febre Q no Brasil € uma doenga subdiagnosticada e subnotificada, portanto, faz-
se necessaria a realizacao de pesquisas com o objetivo identificar e notificar a populagéo
humana diagnosticada com a doenga, que por se tratar de uma zoonose grave tem grande
importancia para a saude publica. Através dessa identificacao, sera possivel tracar o perfil
epidemioldgico e os fatores de risco associados aos individuos. O Brasil por ser o segundo
maior produtor de leite do mundo e os ruminantes por serem os principais reservatérios da
doenca, coloca o pais como um dos principais alvos para estudo e alerta da infeccao por

Coxiella burnetii.
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RESUMO: O uso de animais vertebrados na pesquisa médica é uma pratica que persiste
até os dias atuais, buscando desenvolver técnicas benéficas para a saude humana. Dentre
esses animais, o porco doméstico (Sus scrofa domesticus) é destacado por sua semelhancga
fisioldbgica com o ser humano, em aspectos como denticdo, sistema cardiovascular e estrutura
renal. Contudo, devido aos altos custos de manutencéo, o uso de suinos em pesquisas foi
inicialmente limitado, levando ao desenvolvimento de minipigs para facilitar estudos nas
areas de farmacologia e toxicologia. No contexto da Universidade Regional do Cariri (URCA),
visando a redugéo de eutanasias experimentais e seguindo os principios dos 3Rs (Reduction,
Replacement, Refinement), o Laborat6rio de Fisiofarmacologia das Células Excitaveis (LFCE)
realiza experimentos com bronquiolos de suinos obtidos de abatedouros locais. Fragmentos
do pulméo sao cuidadosamente coletados e transportados em solucéo fisioldgica para evitar
contaminacgdes e preservar a viabilidade do tecido. Apd6s um periodo de armazenamento, as
amostras sdo preparadas para testes de contracéo e relaxamento muscular, registrando as
respostas mecanicas via transdutor. Esse método demonstrou ser eficaz e ja resultou em
estudos sobre o efeito broncodilatador de substancias como 6leo essencial de Lippia sidoides
e metil-eugenol, com potencial aplicagcdo farmacolbgica. A técnica contribui para a tendéncia
mundial de reduzir 0 uso de animais em laboratério, aproveitando tecidos provenientes de
abatedouros para pesquisas cientificas.

PALAVRAS-CHAVE: Bronquiolos, Porco doméstico, Pesquisa cientifica

EXPERIMENTAL RESEARCH AND ITS ADHERENCE TO ALTERNATIVE
METHODS WITH THE USE OF PORCINE BRONCHIOLES FROM
SLAUGHTERHOUSES: EXPERIENCE REPORT

ABSTRACT: The use of vertebrate animals in medical research remains a common practice
today, aimed at developing techniques beneficial to human health. Among these animals, the
domestic pig (Sus scrofa domesticus) stands out due to its physiological similarities to humans
in aspects such as dentition, cardiovascular system, and renal structure. However, due to high
maintenance costs, the use of pigs in research was initially limited, leading to the development
of minipigs to facilitate studies in pharmacology and toxicology. At the Regional University of
Cariri (URCA), aiming to reduce experimental euthanasia and following the 3Rs principles
(Reduction, Replacement, Refinement), the Laboratory of Physiology and Pharmacology
of Excitable Cells (LFCE) conducts experiments with pig bronchioles obtained from local
slaughterhouses. Lung fragments are carefully collected and transported in physiological
solution to avoid contamination and preserve tissue viability. After a storage period, samples
are prepared for muscle contraction and relaxation tests, recording mechanical responses
via transducer. This method has proven effective and has led to studies on the bronchodilator
effects of substances like Lippia sidoides essential oil and methyl eugenol, with potential
pharmacological applications. The technique contributes to the global trend of reducing the
use of laboratory animals by utilizing tissues from slaughterhouses for scientific research.
KEYWORDS: Bronchioles, Domestic pig, Scientific research
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INTRODUCAO

O uso de animais, vertebrados, esteve presente desde o inicio da medicina
experimental até os dias atuais, que continuam sendo utilizadas como objeto de pesquisa
para o desenvolvimento de métodos e técnicas que beneficiem o homem (MARIANO 2003).

Dentre esses animais, o porco doméstico (Sus scrofa domesticus) teve sua
anatomia, fisiologia e fisiopatologia estudadas e comparadas ao homem. No ano de
1965 pesquisadores encontraram semelhancas entre suinos e seres humanos, quanto a
denticdo, morfologia e fisiologia renal, da pele, cardiovascular, digestiva, imunoldgica e
estrutura do olho. (Bustard e McClellan, 1965)

Apesar dessas semelhancgas, 0 uso de suinos nas pesquisas era pouco comum pois
a sua criacdo e manutencédo geravam muitas despesas para as instituicbes de pesquisa,
entdo, na Universidade de Minessota em 1949 iniciou-se um projeto voltado para o
desenvolvimento de suinos miniatura a serem utilizados para a pesquisa (ENGLAND et al.
1954).

Os minis porcos ou Minipigs possuem semelhancas fisiologicas com os humanos e
constituem de um modelo bem estabelecido nas areas de farmacologia e toxicologia (BODE
et al, 2010). No Brasil o Minipig BR-1 é a unica linhagem de porco miniatura desenvolvida
para pesquisa (STRAMANDINOLI-ZANICOTTI, 2014).

Apesar do desenvolvimento desses porcos em miniatura, o que barateou o custo de
producdo e manutengédo desses animais, algumas universidades néo possuem condi¢des

de reproduzir e os acondicionar.

RELATO DE EXPERIENCIA

Pensando nisso, o grupo do Laboratério de Fisiofarmacologia das Células
Excitaveis-LFCE da Universidade Regional do Cariri-URCA situada na cidade de Crato-
CE, na macrorregiao do Cariri, visando a substituicdo de animais de laboratério, seguindo
os principios dos 3Rs, Reduction (redugéo), Refinement (refinamento) e Replacement
(substituicao), pelo grupo The Universities Federation for Animal Welfare — UFAW’s,
buscaram utilizar bronquiolos de porcos em seus experimentos, de contracéo e relaxamento
da musculatura lisa, no intuito de reduzir as eutandsias de animais apenas para fins
experimentais.

Para que houvesse os experimentos foram realizadas coletas de fragmentos de
bronquiolos do lobo inferior do pulméao direito de suinos abatidos no Frigorifico Industrial
do Cariri.

Para tanto, foram adotadas todas as normas de biosseguranca antes de entrar na
sala da coleta, e seguido a risca uma série de procedimentos para garantir que néo haja
contaminagédo do ambiente e do material biologico. Ademais, por se tratar de produtos que
servira para alimentacdo humana, todos os animais e suas visceras foram inspecionadas
por médicos veterinarios para verificacao e constatacdo de sua sanidade.

Ciéncias Bioldgicas: fundamentos da vida e biodiversidade Capitulo 5

67



Ap6s o abate do animal, as visceras foram separadas e levadas a uma sala para
preparacdo, onde 0s pesquisadores realizaram a coleta. A parte usada pelo grupo foram
os bronquiolos, para tanto, alguns critérios de exclusédo foram adotados, pois, foi visto que
caracteristicas como tromboembolismo por broncoaspiracao de sangue, abundancia de
secrecoes do epitélio brénquico, evidencias de inflamacéo e presenca de nodulos, cistos e
tumoracéo no referido 6rgéo, interferem diretamente na viabilidade do tecido.

Apos a coleta os fragmentos de 6rgao foram colocados em Tyrode modificado
(TM) e refrigerado, com a seguinte composi¢cdo em mM: NaCl, 136; KCI, 5.0; MgCl,, 0.98;
NaH,PO,, 0.36; NaHCO,, 11.9; CaCl,, 2.0 e glicose, 5.5 e pH= 7.4. A solugéo fisiologica
TM é utilizada em muitas preparagdes para protocolos com musculatura lisa do sistema
respiratério de roedores em banho de érgao, isentando a utilizagdo de mistura carbogénica
(O, 95% e CO, 5%) pois segundo a equagédo de Henderson-Hasselbalch, ao elevar o
bicarbonato de sodio (NaHCO,) promove o tamponamento da solugéo fisiolégica, sendo
assim ela também se mostrou eficaz para o transporte do material biol6gico coletado ao
laboratério e seu armazenamento em freezer (-8 °C), sendo essa temperatura necessaria
para reduzir o metabolismo celular, ajudando na conservacéao da viabilidade do tecido, em
seguida é transportado em caixa térmica para o laboratério.

No laboratério os materiais bioldgicos foram manipulados em TM, onde foram limpos
para retirada de tecidos adjacentes e armazenados em freezer para realizagao do protocolo
apo6s 12 a 24 horas de armazenamento, pois foi observado que dentro desse periodo se
obteve a melhor resposta do tecido aos agentes contraturante e, quando o protocolo era
realizado pouco tempo apds a coleta ndo era observado uma resposta satisfatéria. Isto
pode estar relacionado com o processo de rigor mortis, pois segundo Cristian (2019), este
processo tem inicio no musculo liso em aproximadamente 2 horas ap6s a morte, o rigor
mortis esta diretamente relacionado com a sinalizagéo de célcio para promover a contracao
muscular. Esse curto periodo para dar inicio a rigidez cadavérica coincide com o tempo
levado do frigorifico ao laboratoério, enfatizando a necessidade de deixar um tempo superior
a 12 horas para que as fibras desfagam essa contragéo relacionada a morte do animal e
estejam prontas para iniciar os experimentos.

Apbs esse periodo os fragmentos de bronquiolo foram transferidos a uma placa
de petri e em seguida seccionados em anéis de 3 a 5 mm de comprimento, suspensos
horizontalmente por duas hastes de aco inoxidavel, sendo um fixo no equipamento e o
outro movel ligado ao transdutor de forga, e montados em banho de érgéos isolados com
capacidade para 10 mL de TM com aeragéo continua, regulacdo de temperatura a 37 °C e
pH 7.4.

ApOs os preparos os anéis foram submetidos a uma tenséo 1.5 gf, e a estabilizacédo
foi mantida por um periodo de 1h com renovagéo do TM a cada 15 min, tempo necessario

para o tecido se adaptar as novas condi¢coes.
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As respostas musculares mecanicas (contracdo e relaxamento) séo transformadas
em sinal elétrico pelo transdutor que esta conectado a um amplificador diferencial (DATAQ,
modelo PM-1000, EUA) e este a uma placa conversora anal6gica-digital (DATAQ DI-200)
ligado a um computador, os dados coletados pelo WINDAQ (DATAQ Instruments, Inc. USA)
foram armazenados para analise posterior.

Ap6s a implantacdo da técnica ja foram realizados e publicados 2 estudos
analisando produtos naturais sobre a musculatura lisa de bronquiolos isolados de suinos.
Pereira-de-Morais et al., (2020) observaram o efeito broncodilatador do 6leo essencial de
Lippia sidoides (OELs), sendo realizadas as curvas de concentragéo dose-resposta tanto
para contragdes induzidas por KCI (acoplamento eletromecéanico) quanto para Acetilcolina
(Ach) (acoplamento farmacomecanico) obtendo a EC,, de 450.49 + 5.73 pg/mL para o
acoplamento eletromecéanico, no entanto, para o acoplamento farmacomecénico o OELs
relaxou apenas 30 % da contracéo.

Souza et al., (2021) demostraram que o metil-eugenol também promoveu efeito
broncodilatador em ambos os acoplamentos (KCl e Ach), com valores de EC, e 25.50+14.93
UM e 12.79 £9.57 uM respectivamente, mostrando que sua substancia possui uma alta
poténcia farmacolégica no relaxamento da musculatura lisa brénquica.

CONCLUSAO

A utilizacdo de tecidos provenientes de porcos de abate vai de encontro com a
tendéncia mundial de reduzir e substituir o uso de animais de laboratério (KIRK, 2018). Foi
observado que durante a coleta e realizagdo dos experimentos que existem vantagens de
se trabalhar com o tecido proveniente de tecidos advindos do abatedouro, contudo, essa
técnica possui algumas especificidades importantes.
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RESUMO: O estudo de perfis de manchas
de sangue em locais de crime é de suma
importancia na atuagéo profissional forense,
dada a frequéncia dessas evidéncias em
ambiente delitivos. Uma identificagdo
acurada das manchas hematicas se torna
fundamental para performance laboral em
tais cenarios. Destarte, o objetivo deste
trabalho foi descrever um caso de homicidio
ocorrido no norte do estado de Minas
Gerais, Brasil, e destacar a relevancia da
andlise técnica e cientifica das manchas

Data de aceite: 08/11/2024

hematoides no local dos fatos. Neste
crime, a avaliagdo dos perfis de manchas
heméticas cast-off no cenario criminal
foi essencial para o estabelecimento de
uma inferéncia pericial relativa a dinamica
violenta e diagnostico da causa juridica
de morte. A hematologia forense tem se
tornado uma area de destaque no escopo
profissional em criminalistica.
PALAVRAS-CHAVE: manchas de sangue;
homicidio; local de crime.

CAST-OFF BLOOD STAINS AT CRIME
SCENE

ABSTRACT: The study of bloodstain profiles
at crime scenes is extremely important
in professional forensic practice, given
the frequency of this evidence in criminal
environments. Accurate identification of
blood stains becomes essential for work
performance in such scenarios. Therefore,
the objective of this work was to describe
a case of homicide that occurred in the
north of the state of Minas Gerais, Brazil,
and highlight the relevance of the technical
and scientific analysis of hematoid stains at
the scene of the events. In this crime, the
evaluation of cast-off blood stain profiles
in the criminal scenario was essential for
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establishing an expert inference regarding the violent dynamics and diagnosis of the legal
cause of death. Forensic hematology has become a prominent area in the professional scope
of criminalistics.

KEYWORDS: blood stains; homicide; crime scene.

INTRODUCAO

A hematologia forense tem se destacado dentro do campo criminalistico, assumindo
notoria relevancia cientifica. O estudo das manchas hematicas em ambiente de crime
pode direcionar eficazmente o profissional forense a um estabelecimento técnico da causa
juridica de morte, do instrumento utilizado, posi¢éo da vitima, local do evento, dindmica do
fato, dentre outras inferéncias relativas ao delito .

Segundo pontua a literatura, a presenga de sangue humano em local de crime
denota rompimento de tecidos corpéreos, levando ao extravasamento de liquido hematico
e sua deposicdo no ambiente. Expresso rompimento pode ocorrer como resultado de uma
acao violenta, como um impacto de projétil de arma de fogo ou a estocada de uma faca
5. Por isso, torna-se proficuo ao perito criminal a realizacdo de uma analise acurada e
cientifica desses vestigios em cenas delitivas.

A classificacdo de perfis de manchas de sangue é vastamente descrita na
literatura forense®®. No ambito criminalistico nacional, destaca-se a classificagdo proposta
por Canelas Neto (2017)* Consoante tal classificagdo, as manchas hematoides séo
subdivididas inicialmente em regulares e irregulares, levando em considerag¢do a morfologia
e 0 mecanismo de geracdo da mancha. Dessa forma, as manchas regulares séo formadas
por gotas de sangue que se encontravam em voo livre antes de atingir uma superficie.
Apresentam predominantemente formatos geométricos circulares ou elipticos e se dividem
em gotejadas e spatters. As spatters se subdividem em projetadas, cast-off e impactadas.
Opostamente, as manchas irregulares sédo aquelas ndo provenientes de gotas em voo livre
e que se depositam sobre uma superficie. Dividem-se em contato, alteradas, acimulo e
escorrimento®. E de suma relevancia que o profissional forense esteja familiarizado com
a precisa classificagcdo dos perfis expressos, a fim de que seja estabelecida uma efetiva
inferéncia criminal.

Assim, ante o exposto, o0 objetivo deste estudo é destacar a importancia da analise
técnica de manchas de sangue em locais de crime, notadamente as manchas cast-off,
mediante descricdo de um caso relativo a homicidio.
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RELATO DE CASO

Trata-se de um caso referente a homicidio ocorrido em uma cidade do norte do
estado de Minas Gerais, em data especifica no ano de 2020. Assim, a pericia criminal foi
acionada por autoridade policial competente e compareceu ao local do evento, realizando
os devidos trabalhos técnicos iniciais in situ.

Foi alvo de exames a por¢éo frontal externa de um imoével residencial situado em
um bairro da cidade. A fachada da residéncia estruturava-se em alvenaria e possuia um
passeio desprovido de pavimentagdo. A via publica local apresentava pavimento asfaltico.

Observou-se que o cadaver se encontrara estendido sobre o solo do passeio local.
Jazia em decubito dorsal, com a regido occipital apoiada sobre o solo e membros superiores
semifletidos apoiados sobre a mesma superficie; os membros inferiores encontravam-se
entreabertos, estendidos e apoiados sobre o solo. Tratava-se de um individuo adulto, sexo
masculino e biotipo mesomorfo.

Mediante exame perinecroscopico (externo), a pericia criminal constatou a presenca
dos seguintes ferimentos:

I) Trés feridas perfuroincisas localizadas na face direita e com sede no arco
supraorbital, regido maxilar e regido orbicular direita da boca, com caracteristicas de
ferimento produzido pelo uso de instrumento perfurocortante.

II) Cinco feridas perfuroincisas dispostas na lateral esquerda do pescogo, com
caracteristicas de ferimento produzido pelo uso de instrumento perfurocortante.

Durante o exame pericial realizado no local, os seguintes vestigios foram verificados:

a) Manchas hematoides cast-off localizadas sobre a superficie externa inferior do
portao da residéncia e sobre o solo adjacente a face esquerda do cadaver. Tais
manchas denotavam terem sido geradas por gotas de sangue que se dissociaram
de instrumento perfurocortante durante a execucéo dos golpes efetuados pelo autor
contra a vitima no local.

b) Mancha hematica, formada por empogamento, localizada sobre o solo e sob o
cranio da vitima.

¢) Manchas hematoides, formadas por escorrimento, dispostas sobre a face e
pescogo do cadaver.

d) Manchas hematicas, formadas por gotejamento, dispostas sobre a superficie
direita da via, distando 12,40 m da vitima.

e) Rigidez cadavérica presente na nuca e mandibula da vitima.

f) Duas escoriagoes localizadas no dorso da méo direita e duas feridas contusas
situadas no dedo polegar esquerdo, com caracteristicas de lesdes indicativas de
possivel reacdo de defesa por parte da vitima.
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Figura 01. Feridas perfuroincisas localizadas no pescogo da vitima.

Figura 02. Manchas hematoides cast-off constatadas no local.
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Figura 03. Detalhe das manchas hematoides cast-off, destacando a direcéo e sentido de proje¢éao das
gotas no ambiente.

A andlise das evidéncias constadas no local permitiu & pericia criminal indicar
o0 homicidio como a causa juridica de morte do caso em tela. O exame técnico das
manchas hematicas observadas in loco foi decisivo para a interpretacdo sistémica do
evento e estabelecimento de uma din&mica verossimil. Destarte, a hipotese forense mais
plausivel para a dinamica criminosa é a de que a vitima, posicionada inicialmente sobre
a via, tenha sido lesionada mediante uso de instrumento(s) perfurocortante, originando as
manchas hematicas gotejadas indigitadas, com seu subsequente deslocamento pela pista.
Sequencialmente, teria se projetado sobre o solo do passeio local, onde fora alvo de golpes
remanescentes, formandos as manchas hematoides cast-off descritas.

DISCUSSAO

As manchas de sangue classificadas como cast-off sdo aquelas formadas por gotas
de sangue que se dissociam de um objeto contendo sangue. Expresso objeto se movimenta
no meio circundante, dissociando parte do sangue impregnado em sua superficie. Este
sangue dissociado perfaz um voo livre em formato de gotas até atingir uma superficie.
As manchas geradas pelas gotas de sangue oriundas deste mecanismo obedecem,
geralmente, ao sentido de movimentacdo do objeto. Acresce-se que tais gotas atingem
a superficie mais proxima com diferentes angulos, ocasionando um perfil comumente
visualizado como linhas de manchas de sangue. Ante a possibilidade de gerar gotas de
sangue na superficie ambiental durante todo decurso de movimentacdo do objeto, tais
gotas podem formar manchas mais circulares no inicio da movimentacéo e finalizar com
manchas mais elipticas*.
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No caso em andlise, vale destacar que as manchas de sangue cast-off observadas
localmente foram fundamentais para o estabelecimento da din&mica criminosa. Foram
constatadas manchas com formatos circulares e elipticas dispostas sobre as superficies
contiguas ao cadaver, indicando que foram geradas em decorréncia da movimentag¢édo do
instrumento agressor, contendo sangue sobre sua superficie.

Cumpre ressaltar que em situagbes de movimentagdo de objetos impregnados
com sangue, especialmente quando ha mudanca de direcdo, havera a geragdo de
uma componente inercial de forgca. Ante um movimento curvilineo, essa componente é
centrifuga e tenderd ao desprendimento de gotas a partir da extremidade do objeto em
trajetéria tangencial ao movimento. Essas gotas dissociadas de objetos tendem a ser
projetadas sequencialmente, gerando padrdes lineares ou curvilineos®. No caso analisado,
foram observadas no ambiente manchas dissociadas geradas em um padrédo mais linear
e excéntrico em relacdo a posicdo do cadaver, indicando ainda a execugdo de golpes
sequenciais.

Aliteratura enfatiza que esse padréo de mancha de sangue (cast-off) esta relacionado
né&o somente a movimentagéo de instrumento utilizado em crime, mas pode também indicar
movimentacdo de membros do corpo da vitima ou qualquer superficie impregnada com
material hemético*s. Por exemplo, méos ensanguentadas podem gerar perfis bastante
tipicos e que néo devem ser confundidos com armas de crime*.

Finalmente, pontua-se que o perfil cast-off pode ser de grande auxilio na busca de
manchas suspeitas, haja vista que, em certas situagbes, as manchas provenientes deste
mecanismo alcangam maiores distéancias e se depositam em locais fora da area imediata
do crime. No caso investigado, esclarece-se que as manchas cast-off se concentravam de
forma imediata e somente adjacente a vitima, indicando a execug¢ao sequencial de golpes
naquele ambiente.

CONCLUSAO

O estudo delineado das manchas hematicas especificadas, considerando mecanismo
de geragéo, forma e acurada classificagéo, foi fundamental para o estabelecimento de uma
inferéncia pericial relativa ao evento delitivo. E mister que os profissionais com atuagdo em
locais de crime tenham proficua qualificagédo cientifica no campo da hematologia forense,
a fim de se garantir uma performance laboral proficiente.
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RESUMO: INTRODUCAO O trauma facial
€ uma condicdo complexa e prevalente,
frequentemente associada a acidentes
de transito e violéncia urbana. Devido
a anatomia delicada e funcionalmente
significativa da face, as lesbes podem ter
impactos graves, afetando a respiracéao,
mastigacdo, e a estética facial. Com os
avangos em diagnésticos por imagem, como
tomografia computadorizada e ressonancia
magnética, e o uso de tecnologias como
impresséo 3D, a precisdo no diagnostico
e 0 planejamento cirargico evoluiram
significativamente, oferecendo abordagens
mais eficazes para minimizar as sequelas
estéticas e funcionais. OBJETIVOS O
objetivo principal deste trabalho é revisar as
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principais abordagens diagnosticas e terapéuticas para o trauma facial, analisando avancos
tecnologicos, métodos de reabilitacdo e o impacto das lesbes faciais na funcionalidade e
estética. METODOS Trata-se de uma revisdo narrativa. Foi utilizado os bancos de dados
PubMed, sciELO e Medline e os seguintes descritores: “Traumatismos Faciais” OR
“Cirurgia Reconstrutiva de Face” OR “Lesbes Maxilofaciais” OR “Fraturas Cranio-faciais”
OR “Reabilitagdo Pés-Trauma Facial” nos ultimos anos. RESULTADOS E DISCUSSAO As
lesdes faciais variam em prevaléncia e risco conforme a faixa etéaria e o contexto, com fatores
como violéncia urbana e esportes de contato representando riscos importantes. Técnicas
diagnosticas avangadas, como TC e RM, sdo essenciais para a avaliagdo da complexidade
das fraturas. No tratamento, a osteossintese com placas de titanio e o0 uso de enxertos para
reconstrugdes orbitarias e naso-orbitarias oferecem suporte estrutural e funcional superior.
A reabilitacéo fisica e o suporte psicolégico séo cruciais para restaurar a funcionalidade e a
qualidade de vida dos pacientes. A abordagem multidisciplinar, incluindo tecnologias como a
impresséo 3D, é destacada por otimizar o prognostico e reduzir complica¢des a longo prazo.
CONCLUSAO O tratamento do trauma facial requer uma abordagem integrada que abranja
desde a prevencdo até a reabilitagdo, com foco na recuperagéo estética e funcional do
paciente. Os avancos tecnoldgicos, como a osteossintese e a impressao 3D, proporcionam
resultados mais precisos, mas ainda ha desafios em contextos com recursos limitados. O
suporte psicolégico é essencial para a adaptagdo dos pacientes as mudancas fisicas e
emocionais, enquanto a reabilitacdo funcional maximiza o retorno as atividades cotidianas.
A colaboragéo multidisciplinar e as politicas de prevencgao sado fundamentais para reduzir a
incidéncia e melhorar os resultados para pacientes com traumas faciais.
PALAVRAS-CHAVE: Trauma de Face; Reabilitagcdo Pés-Traumatica; Fraturas Maxilofaciais;
Abordagem Multidisciplinar; Tecnologia 3D em Cirurgia Facial.

INTRODUCAO

O trauma de face representa um dos desafios mais complexos na medicina de
emergéncia e nos cuidados cirlrgicos. A face, devido a sua anatomia Unica e complexa,
desempenha nado apenas fungdes estéticas, mas também essenciais para a fisiologia
humana, incluindo respirac¢do, alimentacdo e comunicacéo verbal e ndo verbal'. As lesGes
faciais, portanto, vdo muito além de uma disfuncéo localizada e apresentam potenciais
impactos sistémicos que podem comprometer gravemente a qualidade de vida do
paciente'. O aumento na prevaléncia de traumas faciais em decorréncia de acidentes de
transito, violéncia urbana e atividades esportivas intensificou a demanda por profissionais
capacitados e por abordagens terapéuticas inovadoras’. Assim, a compreensao da anatomia
facial, dos mecanismos de lesdo e das melhores praticas de diagnoéstico e tratamento é
crucial para minimizar as sequelas e proporcionar uma reabilitacdo efetiva.

A epidemiologia do trauma facial varia consideravelmente em funcdo de fatores
demogréficos, culturais e socioecondmicos. Em paises com elevados indices de urbanizagéo
e violéncia, como Brasil e Estados Unidos, as lesdes faciais sao frequentemente associadas
a agressodes fisicas e acidentes automobilisticos?2. Em é&reas rurais e em populagdes
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de idosos, no entanto, quedas e acidentes domésticos assumem uma importancia
epidemioldgica maior2. Essa variabilidade exige que os profissionais considerem o contexto
social e as condi¢des de vida dos pacientes, adaptando suas abordagens diagnosticas e
terapéuticas conforme a realidade de cada caso®. Estudos recentes apontam ainda para
uma maior incidéncia de trauma facial entre homens jovens, o que sugere uma correlagédo
com atividades de alto risco e maior exposicédo a comportamentos impulsivos e violentos?.

Do ponto de vista anatémico, a face humana é composta por uma estrutura 6ssea
delicada, mas resistente, protegendo 6rgéos vitais e componentes de extrema importancia
funcional, como os nervos faciais, as glandulas salivares e o sistema visual. Acomplexidade
estrutural da face torna as lesbes traumaticas potencialmente devastadoras, especialmente
quando atingem areas criticas, como Orbitas, mandibula e estruturas nasais®. As fraturas
faciais podem variar desde pequenas fissuras a complexas fraturas multiplas que
comprometem a integridade do cranio e afetam mudltiplas fungdes®. Tal complexidade
estrutural ndo apenas influencia o tipo de tratamento necessario, mas também determina
a sequéncia e a urgéncia das intervencgbes cirurgicas’. Em muitos casos, a presenca de
lesdes associadas no cranio ou no sistema cervical requer uma abordagem multidisciplinar
para garantir a seguranca e a eficiéncia no manejo do paciente’.

As causas e 0s mecanismos de trauma facial estédo intrinsecamente ligados ao tipo
de lesé@o e a extensdo do dano causado. Em contextos de violéncia urbana, por exemplo,
as lesbes geralmente sdo resultado de forgas contundentes e fraturas mdltiplas, enquanto
acidentes de transito tendem a produzir fraturas combinadas, muitas vezes envolvendo
tanto a mandibula quanto a 6rbita ocular®. Aléem disso, quedas em idosos e criangas muitas
vezes geram traumas de baixa velocidade que podem nao ser facilmente detectados
em exames iniciais®. Esse entendimento detalhado dos mecanismos lesivos auxilia ndo
apenas no diagnoéstico, mas também na elaboracéo de protocolos de atendimento rapido e
preciso®. A natureza da leséo influencia diretamente a escolha da abordagem terapéutica,
especialmente em casos onde ha risco de infecgéo ou de complicagdes mais graves®.

O diagnéstico precoce e preciso € um fator determinante para o sucesso no
tratamento de traumas faciais, especialmente em lesées complexas. Exames de imagem,
como tomografia computadorizada (TC) e ressonancia magnética (RM), desempenham um
papel fundamental no mapeamento das lesdes e na definicdo da estratégia terapéutica®. A
TC, em especial, permite uma avaliagdo detalhada das estruturas ésseas, sendo indicada
como exame padrdo em casos de fraturas complexas®. A RM, por outro lado, é preferida
para analise de tecidos moles, como musculos e vasos sanguineos, sendo essencial em
casos onde ha suspeita de lesao neuroldgica ou vascular’. A selecao apropriada de exames,
portanto, é essencial para evitar diagnésticos incompletos ou imprecisos que poderiam

comprometer a recuperagéo do paciente’.
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O manejo terapéutico dos traumas faciais evoluiu consideravelmente nas Gltimas
décadas, com o desenvolvimento de técnicas cirdrgicas menos invasivas e o aprimoramento
dos materiais de fixacdo déssea’. A osteossintese, por exemplo, permitiu uma maior
estabilidade nas fraturas faciais, reduzindo o tempo de recuperagéo e minimizando o risco
de complicagdes®. A escolha entre tratamento conservador e cirdrgico depende de uma
série de fatores, incluindo a extensédo da fratura, a idade do paciente e as condi¢cbes prévias
de saude®. Em casos leves, onde a estabilidade facial € mantida, o tratamento conservador
pode ser eficaz; entretanto, em lesdes graves, a intervencgéo cirdrgica é frequentemente a
Unica opgao viavel®.

Um dos maiores desafios no tratamento de traumas faciais esta na prevencao
de complicagdes a longo prazo. Infecgcbes, perda de funcdo motora e deformidades
estéticas sé@o alguns dos riscos associados ao tratamento de fraturas faciais, exigindo
uma monitorizagédo rigorosa e um acompanhamento frequente do paciente®. Além disso,
pacientes que sofreram traumas faciais muitas vezes precisam de suporte psicologico
para lidar com as consequéncias estéticas e funcionais das lesdes®. A reabilitacdo, nesse
contexto, assume um papel crucial, oferecendo nao apenas uma recuperacgéo fisica, mas
também auxiliando na reintegracéo social e na restauracdo da autoestima do paciente®.

Os avancos tecnoldgicos no campo da cirurgia facial, como o uso de impressao
3D para modelagem de proteses e estruturas faciais personalizadas, tém ampliado
as possibilidades de tratamento e melhorado os resultados estéticos e funcionais para
pacientes com traumas graves'. A possibilidade de criar modelos tridimensionais permite
que os cirurgides planejem com precisdo as etapas do procedimento, reduzindo o tempo
de cirurgia e aumentando a previsibilidade dos resultados?®. Além disso, novas abordagens
minimamente invasivas estdo sendo desenvolvidas, como o uso de técnicas endoscopicas
para correcao de fraturas, diminuindo o tempo de internacéo e o risco de complicacdes™.

OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho é revisar as principais abordagens diagnésticas e
terapéuticas para o trauma facial, analisando avancos tecnologicos, métodos de reabilitacao
e o impacto das les6es faciais na funcionalidade e estética.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Examinar a prevaléncia e os fatores de risco associados aos diferentes tipos
de trauma facial.

2. Avaliar a eficacia das técnicas cirdrgicas modernas, como o uso de osteossintese
e impresséao 3D, no tratamento de fraturas faciais complexas.

3. Discutir a importancia do suporte psicologico e da reabilitagdo fisica no manejo
pbs-trauma.

4. Analisar o papel das abordagens preventivas e das politicas publicas na redugéo
da incidéncia de traumas faciais.
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5. Explorar a relevancia de uma abordagem multidisciplinar no tratamento
integrado dos traumas faciais.

METODOS

Trata-se de umareviséo narrativa, na qual foram analisados as principais abordagens
diagnosticas e terapéuticas para o trauma facial, analisando avancgos tecnologicos, métodos
de reabilitacdo e o impacto das lesdes faciais na funcionalidade e estética nos ultimos anos.
O inicio do estudo foi realizado com treinamento tedrico utilizando as seguintes bases de
dados: PubMed, sciELO e Medline, utilizando os descritores: “Traumatismos Faciais” OR
“Cirurgia Reconstrutiva de Face” OR “Lesbes Maxilofaciais” OR “Fraturas Cranio-faciais”
OR “Reabilitagdo Pés-Trauma Facial” nos Gltimos 5 anos. Por ser uma revisdo narrativa,
este estudo ndo possui riscos.

Bases de dados: Esta revisdo incluiu estudos nas bases de dados MEDLINE —
PubMed (National Library of Medicine, National Institutes of Health), COCHRANE, EMBASE
e Google Scholar.

Os critérios de incluséo aplicados na revisao analitica foram estudos de intervencéo
humana, estudos experimentais, estudos de coorte, estudos de caso-controle, estudos
transversais e revisoes de literatura, editoriais, relatos de caso e apresentagdes de poster.
Também foram incluidos apenas estudos escritos em inglés e portugués.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise da prevaléncia dos tipos de trauma facial revela varia¢des significativas
conforme o grupo populacional e o contexto social. Estudos demonstram que fraturas de
mandibula e de 0ssos nasais estdo entre as mais frequentes, devido a vulnerabilidade
estrutural dessas regides e a sua localizagdo mais exposta no cranio2. Observa-se uma
alta incidéncia de traumas faciais em individuos jovens, especialmente do sexo masculino,
associada a comportamentos de risco e exposicdo a situacdes de violéncia urbana’2. Ja
em populacdes idosas, as quedas sao as principais responsaveis pelos traumas faciais,
particularmente em contextos domésticos e de cuidados de longo prazo, onde o declinio da
mobilidade e o aumento da fragilidade 6ssea potencializam esses eventos'2.

Os fatores de risco relacionados ao trauma facial séo diversos e incluem desde a
exposicao a atividades de alto risco até condi¢cdes pré-existentes que possam fragilizar a
estrutura 6ssea facial's. A presenga de osteoporose, por exemplo, € um fator predisponente
importante em mulheres pés-menopausa, onde traumas de baixa intensidade podem
causar fraturas graves?@. Da mesma forma, a auséncia de uso de equipamentos de protecéo
individual em esportes de contato aumenta substancialmente o risco de lesbes faciais,
especialmente em praticas como futebol, boxe e esportes radicais'®. Esse panorama
ressalta a necessidade de medidas preventivas direcionadas a esses grupos especificos,
promovendo intervencdes que visem minimizar os riscos.
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Em relagdo aos métodos de diagnostico, a tomografia computadorizada (TC)
permanece como o exame de escolha em traumas faciais devido a sua alta resolucéo
e capacidade de detalhar estruturas 6sseas com precisdo'. A TC permite visualizar a
extensao das fraturas e identificar com clareza o alinhamento dos ossos, auxiliando na
deciséo cirurgica e no planejamento do tratamento'. Em contrapartida, a ressonéancia
magnética (RM) é preferencialmente usada em casos que envolvem lesdes de tecidos
moles ou suspeitas de les6es neurovasculares, como hematomas ou lesdes de nervos
faciais™. O uso desses exames complementares proporciona uma visdo abrangente da
condigcao do paciente, sendo indispensavel para um manejo terapéutico eficaz.

O debate entre tratamento conservador e cirlrgico para traumas faciais tem se
intensificado, especialmente em fraturas menos complexas ou em pacientes com alto
risco cirtrgico®. Para fraturas minimamente desviadas ou que ndo comprometem funcoes
vitais, o tratamento conservador, com imobilizagdo e monitoramento, pode ser adequado™.
Entretanto, lesbes que comprometem a simetria facial, a fungcdo mandibular ou que envolvem
deslocamentos significativos frequentemente requerem intervencao cirdrgica para assegurar
um realinhamento preciso e uma recuperagéo funcional satisfatoria®®. Essa decisdo deve
considerar o perfil do paciente e as potenciais complica¢des associadas ao procedimento.

A eficacia das técnicas cirdrgicas aplicadas ao trauma facial avangou
consideravelmente com o uso de placas de fixagdo 6ssea de titanio, que proporcionam uma
fixacdo robusta e permitem a cicatrizagdo 6ssea em uma posigcao anatémica adequada®.
Essas placas séo essenciais para fraturas complexas da mandibula e do maxilar, garantindo
a estabilidade durante o processo de recuperagdo®™. O uso de materiais biocompativeis
também tem reduzido o risco de rejeicdo e complica¢des associadas, permitindo melhores
resultados estéticos e funcionais®. A escolha do material e da técnica de fixagdo depende,
entretanto, do tipo e da gravidade da fratura, assim como das condi¢des gerais do paciente.

No contexto das fraturas orbitérias, a cirurgia apresenta desafios especificos devido
a proximidade de estruturas sensiveis, como o globo ocular e o nervo 6ptico'. As fraturas
orbitarias podem causar enoftalmia e diplopia, comprometendo a viséo e a simetria facial do
paciente’. A reconstrugéo da orbita com o uso de enxertos, seja autélogo ou sintético, é uma
técnica comumente empregada para restaurar a anatomia orbitaria e corrigir deformidades?’.
No entanto, a escolha do material do enxerto deve ser criteriosa, considerando o risco de
infecgcbes e reabsorcdo, que podem impactar negativamente os resultados a longo prazo™.

A abordagem para traumas naso-orbitarios complexos requer uma estratégia
multidisciplinar que envolva oftalmologistas, cirurgides bucomaxilofaciais e neurocirurgides,
especialmente em casos que envolvem mudltiplas fraturas e lesdes vasculares ou
neurolégicas®. Esse tipo de lesdo ndo apenas compromete a estética facial, mas também
pode levar a complicagdes funcionais severas, incluindo obstrugdo respiratoria e perda
de visao®. O tratamento demanda uma abordagem coordenada, e o uso de modelos
tridimensionais tem se mostrado eficaz no planejamento pré-operatorio, permitindo aos
cirurgides antecipar potenciais complicacoes e estabelecer uma sequéncia precisa de
intervencoes™.
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A reabilitacdo poOs-operatéria € fundamental para a recuperagdo funcional em
traumas faciais e inclui fisioterapia para restauragdo da mobilidade e suporte psicologico
para lidar com as alteragdes estéticas resultantes®. Pacientes submetidos a cirurgias
extensas frequentemente necessitam de terapias complementares para reestabelecer
o movimento e prevenir fibrose, que pode limitar a amplitude de movimentos e afetar a
qualidade de vida®. A inclusao de profissionais de diversas areas, como fisioterapeutas e
psicélogos, melhora os resultados globais, oferecendo um suporte integral que favorece a
reintegragdo social do paciente?.

A fixagdo interna rigida, por meio de osteossintese com placas e parafusos, tem se
mostrado altamente eficaz em fraturas complexas, reduzindo significativamente o tempo de
recuperacdo e melhorando os desfechos estéticos e funcionais?. Essa técnica possibilita
uma reabilitacdo mais precoce e diminui o risco de complicagdes, como a ndo-unido 6ssea
e as infecgbes®. Embora eficaz, o uso de osteossintese pode apresentar limitagdes em
pacientes pediatricos, nos quais o crescimento 6sseo continua, exigindo uma avaliagdo
criteriosa do prognostico e das necessidades especificas de cada caso?'.

As lesbes de tecidos moles, frequentemente associadas a fraturas faciais,
representam um desafio adicional, pois podem aumentar o risco de infec¢éo e afetar a
cicatrizacao?'. O manejo adequado dessas lesdes requer técnicas de sutura especificas
que minimizem a cicatriz e respeitem a anatomia facial, além de cuidados rigorosos
para evitar infecgbes secundarias?'. Em casos de lesGes extensas, o uso de retalhos e
enxertos cutaneos é necessario para restaurar a integridade dos tecidos, assegurando uma
recuperacado mais completa2.

O uso de tecnologias emergentes, como impresséo 3D, tem facilitado o planejamento
e execucgao de cirurgias faciais, especialmente em traumas complexos??. A possibilidade de
criar modelos tridimensionais personalizados permite ao cirurgido simular o procedimento,
aumentando a precisdo e reduzindo o tempo intraoperatério®2. Estudos mostram que
essa abordagem contribui para melhores resultados estéticos e reduz a necessidade de
reintervengdes, um beneficio significativo tanto para o paciente quanto para o sistema
de saude®. O suporte psicolégico tem papel essencial na reabilitagdo de pacientes com
trauma facial, especialmente naqueles que apresentam deformidades visiveis ou perda
funcional significativa®. A reabilitagdo nao se limita apenas ao aspecto fisico, mas também
envolve o tratamento dos impactos psicolégicos, que podem incluir ansiedade, depresséao
e transtorno de estresse pds-traumatico?3. Oferecer apoio emocional e psicoterapia durante
a recuperacédo tem se mostrado eficaz na melhoria da qualidade de vida, facilitando o
processo de adaptacéo e a aceitagdo da nova aparéncia?”.

Aidade do paciente influencia diretamente o prognoéstico e a abordagem no tratamento
de traumas faciais, especialmente em idosos e criangas?’. Nos idosos, a fragilidade 6ssea e
a presenca de comorbidades aumentam o risco de complicacdes, exigindo uma abordagem
mais conservadora ou menos invasiva quando possivel?*. Em criangas, o tratamento deve
considerar o potencial de crescimento 6sseo, que pode alterar a posicdo das estruturas
faciais ao longo do tempo, exigindo reavaliagbes periddicas e possiveis ajustes®. Por fim,
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a importancia da prevencéo € um aspecto indiscutivel no contexto dos traumas faciais. A
implementacdo de medidas preventivas, como o uso de capacetes em atividades de risco
e a conscientizagdo sobre a importancia dos equipamentos de seguranga em esportes e no
transito, tem reduzido a incidéncia de traumas faciais em diversos grupos populacionais®.
Campanhas de saude publica focadas na educagé@o e conscientizagdo sdo fundamentais
para promover a seguranc¢a e minimizar os impactos fisicos e psicologicos do trauma facial®.

CONCLUSAO

Na conclusao, é essencial destacar a complexidade e a importancia do tratamento
multidisciplinar no manejo de traumas faciais, considerando a necessidade de abordagens
personalizadas que integrem tanto os aspectos clinicos quanto os psicolégicos do paciente.
A prevencao, diagnéstico, e o tratamento desses traumas demandam um elevado nivel de
especializacdo e uma compreensao profunda das interagcdes entre estruturas anatdmicas
e suas funcbes. Embora as técnicas cirlrgicas e as inovagdes tecnolégicas tenham
avancgado significativamente, os desafios persistem, especialmente em lesdes complexas
que exigem planejamento cirargico detalhado e recursos especializados. A complexidade
do trauma facial exige que o tratamento va além da reparagéo estrutural, considerando
a funcionalidade e a estética de maneira equilibrada para promover uma recuperagcao
abrangente e satisfatéria.

Os avancgos recentes no uso de tecnologias, como a impresséo 3D e a osteossintese,
tém mostrado beneficios claros em termos de precisdo e resultados poés-operatérios.
Esses avangos ndo apenas aprimoram a capacidade do cirurgido de planejar e executar
procedimentos com precisdo, mas também reduzem o tempo de internagéo e os riscos de
complicagdes a longo prazo. A possibilidade de criar modelos anatémicos personalizados
permite que a equipe cirdrgica antecipe possiveis desafios e minimize a necessidade de
reintervencdes, o que representa um progresso significativo no campo da cirurgia de trauma
facial. No entanto, 0 acesso a essas tecnologias ainda é restrito em alguns contextos,
especialmente em regides com menos recursos, o que limita a sua aplicabilidade universal
e ressalta a importancia da formagao continua e da adaptacdo das técnicas aos recursos
disponiveis.

O suporte psicolégico desempenha um papel crucial no tratamento de pacientes
com trauma facial, oferecendo auxilio ndo apenas na aceitacdo das mudancgas fisicas,
mas também na superacdo das barreiras emocionais impostas pelo trauma. A perda da
integridade facial e as cicatrizes visiveis podem impactar profundamente a autoestima e o
bem-estar emocional do paciente, influenciando seu processo de recuperagéo. Intervencées
psicossociais e acompanhamento terapéutico durante o periodo de reabilitagdo demonstram
beneficios importantes na qualidade de vida e na adaptagéo social dos pacientes, facilitando
uma recuperagao mais completa e integrada. O tratamento do trauma facial deve, portanto,
incluir uma abordagem integral que considere o paciente como um todo, indo além dos
aspectos fisicos para contemplar a saude mental e social.
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A reabilitagcdo & outro ponto critico, especialmente para a restauragdo funcional
de movimentos e para o retorno do paciente as suas atividades diarias. Pacientes que
necessitam de intervengbes extensas podem enfrentar desafios de longo prazo, como
limitacbes na mobilidade mandibular, perda de funcéo nervosa e comprometimento estético.
A integracdo de profissionais especializados, como fisioterapeutas e fonoaudiélogos, é
fundamental para otimizar a recuperacgéo funcional e garantir que o paciente possa retomar
suas atividades com qualidade de vida e autonomia. A reabilitagdo deve ser vista como parte
indispensavel do tratamento, com planos personalizados que atendam as necessidades
especificas de cada caso.

Em suma, o trauma facial exige uma abordagem médica abrangente e altamente
especializada, que abranja a prevencéo, o diagnostico, o tratamento cirirgico e a reabilitagéo.
O sucesso no manejo do trauma facial depende de uma colaboragdo multidisciplinar, da
incorporacgao de tecnologias avancadas e do apoio psicolégico, que juntos contribuem para
uma recuperacao fisica, funcional e emocional completa. Politicas publicas de prevencéo,
aliadas ao continuo desenvolvimento de técnicas e tecnologias médicas, sdo essenciais
para reduzir a incidéncia e os impactos do trauma facial, promovendo uma qualidade de

vida melhor para os pacientes afetados.

REFERENCIAS

1. Lee K, Kim Y, Lee MH, Kim SG. Analysis of facial bone fractures: An 11-year study of 2,094 patients. J
Craniomaxillofac Surg. 2019;47(8):1212-7.

2. Al-Moraissi EA, Ellis E 3rd. Surgical management of anterior table frontal sinus fractures: A systematic
review and meta-analysis. J Craniomaxillofac Surg. 2020;48(5):453-62.

3. Gassner R, Tuli T, Hachl O, Rudisch A, Ulmer H. Cranio-maxillofacial trauma: A 10 year review of 9,543
cases with 21,067 injuries. J Craniomaxillofac Surg. 2019;47(5):784-90.

4. Chrcanovic BR. Factors influencing the incidence of maxillofacial fractures. Oral Maxillofac Surg.
2019;23(2):225-47.

5. Boffano P, Roccia F, Zavattero E, Dediol E, Uglesic V, Kovacic Z, et al. European Maxillofacial Trauma
(EURMAT) project: A multicentre and prospective study. J Craniomaxillofac Surg. 2015;43(1):62-70.

6. Hwang K, You SH. Analysis of facial bone fractures: An 11-year study of 2,094 patients. Indian J Plast
Surg. 2010;43(1):42-8.

7. Motamedi MH, Dadgar E, Ebrahimi A, Shirani G, Haghighat A, Jamalpour MR. Pattern of maxillofacial
fractures: A study in five major hospitals in Tehran, Iran. J Craniomaxillofac Surg. 2014;42(7):1283-90.

8. Gassner R, Tuli T, Hachl O, Rudisch A, Ulmer H. Cranio-maxillofacial trauma: A 10 year review of 9,543
cases with 21,067 injuries. J Craniomaxillofac Surg. 2003;31(1):51-61.

Ciéncias Bioldgicas: fundamentos da vida e biodiversidade Capitulo 7

86



9. Bormann KH, Wild S, Gellrich NC, Kokemdiller H, Stiihmer C, Schmelzeisen R, et al. Five-year
retrospective study of mandibular fractures in Freiburg, Germany: Incidence, etiology, treatment, and
complications. J Oral Maxillofac Surg. 2009;67(6):1251-5.

10. Hwang K, You SH. Analysis of facial bone fractures: An 11-year study of 2,094 patients. Indian J Plast
Surg. 2010;43(1):42-8.

11. Motamedi MH, Dadgar E, Ebrahimi A, Shirani G, Haghighat A, Jamalpour MR. Pattern of maxillofacial
fractures: A study in five major hospitals in Tehran, Iran. J Craniomaxillofac Surg. 2014;42(7):1283-90.

12. Gassner R, Tuli T, Hachl O, Rudisch A, Ulmer H. Cranio-maxillofacial trauma: A 10 year review of
9,543 cases with 21,067 injuries. J Craniomaxillofac Surg. 2003;31(1):51-61.

13. Bormann KH, Wild S, Gellrich NC, Kokemiiller H, Stihmer C, Schmelzeisen R, et al. Five-year
retrospective study of mandibular fractures in Freiburg, Germany: Incidence, etiology, treatment, and
complications. J Oral Maxillofac Surg. 2009;67(6):1251-5.

14. Hwang K, You SH. Analysis of facial bone fractures: An 11-year study of 2,094 patients. Indian J Plast
Surg. 2010;43(1):42-8.

15. Motamedi MH, Dadgar E, Ebrahimi A, Shirani G, Haghighat A, Jamalpour MR. Pattern of maxillofacial
fractures: A study in five major hospitals in Tehran, Iran. J Craniomaxillofac Surg. 2014;42(7):1283-90.

16. Gassner R, Tuli T, Hachl O, Rudisch A, Ulmer H. Cranio-maxillofacial trauma: A 10 year review of
9,543 cases with 21,067 injuries. J Craniomaxillofac Surg. 2003;31(1):51-61.

17. Bormann KH, Wild S, Gellrich NC, Kokemiiller H, Stihmer C, Schmelzeisen R, et al. Five-year
retrospective study of mandibular fractures in Freiburg, Germany: Incidence, etiology, treatment, and
complications. J Oral Maxillofac Surg. 2009;67(6):1251-5.

18. Hwang K, You SH. Analysis of facial bone fractures: An 11-year study of 2,094 patients. Indian J Plast
Surg. 2010;43(1):42-8.

19. Motamedi MH, Dadgar E, Ebrahimi A, Shirani G, Haghighat A, Jamalpour MR. Pattern of maxillofacial
fractures: A study in five major hospitals in Tehran, Iran. J Craniomaxillofac Surg. 2014;42(7):1283-90.

20. Gassner R, Tuli T, Hachl O, Rudisch A, Ulmer H. Cranio-maxillofacial trauma: A 10 year review of
9,543 cases with 21,067 injuries. J Craniomaxillofac Surg. 2003;31(1):51-61.

21. Bormann KH, Wild S, Gellrich NC, Kokemdller H, Stihmer C, Schmelzeisen R, et al. Five-year
retrospective study of mandibular fractures in Freiburg, Germany: Incidence, etiology, treatment, and
complications. J Oral Maxillofac Surg. 2009;67(6):1251-5.

22. Choi KY, Yang JD, Chung HY, Cho BC. Current concepts in the mandibular condyle fracture
management part |l: Open reduction versus closed reduction. Arch Plast Surg. 2012;39(4):301-8.

283. Zandi M, Seyed Hoseini SR. Conservative management of orbital floor fractures: A prospective study.
J Oral Maxillofac Surg. 2010;68(9):2070-6.

24. Rohini M, Manjunath KS, James L, Jayanthi K. Orbital fractures: A review. Int J Oral Maxillofac Surg.
2018;47(5):635-42.

Ciéncias Bioldgicas: fundamentos da vida e biodiversidade Capitulo 7

87



CAPITULO 8

HISTORIA DO ANTIGENO LEUCOCITARIO
HUMANO NOS TRANSPLANTES DE ENXERTO

< https://doi.org/10.22533/at.ed.814112402108

Data de submisséo: 14/11/2024

Luan Nascimento Mesquita

Universidade Federal do Para (UFPA)
Belém — Para
https://orcid.org/0000-0003-3995-4189

Brenda Pinto de Moraes

Fundagéo Centro de Hematologia

e Hemoterapia do Estado do Para
(Fundacao HEMOPA), Belém — Para
https://orcid.org/0000-0002-2088-6334

Emanoelle Das Neves Martins

Universidade da Amazénia (UNAMA)
Belém — Para
https://orcid.org/0009-0009-1928-4115

Maria Eduarda Rodrigues Figueiredo

Centro Universitario FIBRA, Belém — Para
https://orcid.org/0009-0000-2308-1964

Jade Geovana Galvao Sousa
Universidade da Amazénia (UNAMA)
Belém — Para
https://orcid.org/0009-0000-8358-6577

Lays Costa Teixeira

Universidade da Amazénia (UNAMA)
Belém — Para
https://orcid.org/0009-0001-2276-6483

Ana Cecilia Bonfim de Carvalho
Universidade da Amaz6nia (UNAMA)
Belém — Para
https://orcid.org/0009-0003-4915-0886

Data de aceite: 18/11/2024

Patricia Jeanne de Souza Mendonca
Mattos

Fundagéo Centro de Hematologia

e Hemoterapia do Estado do Para
(Fundacao HEMOPA), Belém — Para
https://orcid.org/0000-0001-6608-4954

RESUMO: Antecedentes: a evolugédo
historica das pesquisas biomédicas,
clinicas e farmacolégicas experimentais
com Antigeno Leucocitario Humano (HLA)
permitiram enormes avancos nos estudos
de ftransplantes de o6rgéos soélidos em
humanos na contemporaniedade. Objetivo:
elucidar ao longo da evolucgéo cientifica as
conquistas de salde através da pesquisa
do HLA para os transplantes. Metadologia:
Trata-se de uma Revisdo de Literatura,
com base do acrénimo TQO e incluindo as
bases de dados Biblioteca Virtual de Saude
(BVS), Capes Periédicos, Google Scholar,
Embase, Medical Literature Analysis and
Retrieval System Online (MEDLINE),
Science Direct e Scopus. Utilizou-se como
descritores termos de interesse encontrados
no Medical Subject Headings (MeSH) e no
Descritores das Ciéncias da Saude (DeCS).
Discussdo e Resultados: a retrospectiva
das pesquisas com HLA ao longo da histéria
humana percebe-se a multidisciplinariedade
do trabalho na pratica de transplante de
enxertos solidos. Conclusédo: as técnicas
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experimentais e clinicas de pesquisa de Antigenos Leucocitario Humano a nivel médico,
biomédico e farmacolégico proporcionaram grandes avangos para o sucesso de transplantes
de enxertos s6lidos humanos.

PALAVRAS-CHAVE: Saude Publica; Enxertos de Tecidos; Antigeno de Leuc6cito Humano;
Pesquisa Médica

HISTORY OF HUMAN LEUKOCYTE ANTIGEN IN GRAFT TRANSPLANTS

ABSTRACT: Background: The historical evolution of experimental biomedical, clinical and
pharmacological research with Human Leukocyte Antigen (HLA) has allowed enormous
advances in the studies of solid organ transplantation in humans in contemporary times.
Obijective: to elucidate throughout scientific evolution the health achievements through HLA
research for transplants. Metadology: This is a Literature Review, based on the acronym TQO
and including the Virtual Health Library (VHL), Capes Periodicals, Google Scholar, Embase,
Medical Literature Analysis and Retrieval System Online (MEDLINE), Science Direct and
Scopus databases. Terms of interest found in the Medical Subject Headings (MeSH) and
Health Sciences Descriptors (DeCS) were used as descriptors. Discussion and Results: the
retrospective of research on HLA throughout human history shows the multidisciplinary nature
of the work in the practice of solid graft transplantation. Conclusion: the experimental and
clinical research techniques of Human Leukocyte Antigens at the medical, biomedical and
pharmacological levels have provided great advances for the success of human solid graft
transplants.

KEYWORDS: Public Health; Tissue Grafts; Human Leukocyte Antigen; Medical Research

INTRODUCAO

A histéria da saude € um movimento das ciéncias humanas e sociais em saude
como elemento de analise das ag¢des e de politicas publicas da saude, além de trazer
sentido de contingéncia e complexidade da experiéncia individual e social com a saude e
a doenca de forma a aproximar as questdes contemporaneas a experéncia passada para
transformar o presente nos sistemas de saude publica (HOCHMAN, 2020).

Dentre os processos historicos de satde temos a conquista do Antigeno Leucocitario
Humano do Antigeno Leucocitario Humano (do inglés, Human Leukocyte Antigens - HLA)
que se deu através do desenvolvimento de metodologias de pesquisas baseadas em
técnicas experimentais e clinicas de genética e de imunologia no século XX que devido
ao grande polimorfismo genético tendem a atuar em muitas doengas hematoldgicas e
de busca de doadores e dos receptores compativeis em transplantes de érgéaos soélidos
(MENEZES, 2019; ALVES, 2018).

Tais transplantes de enxertos sélidos, sendo o primeiro a ocorrer em 1933, é uma
opcao, que cresce nos Ultimos anos, de tratamento para doengas crénicas e terminais
de pacientes e que constantemente sofre evolugdes no tratamento de patologias dos
rins, pancreas, figado, coracdo, pulmédo e do intestino e no uso de medicamentos de
imunossupressao (MENDES et al., 2012; COELHO; BONELLA, 2019). Nesse sentido, a
presente pesquisa histérica busca elucidar ao longo da evolugéo cientifica as conquistas
de saude através da pesquisa do HLA para os transplantes.
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METODOLOGIA
Trata-se de uma Reviséo de Literatura (RL) (ANDRADE, 2021). A RL é um desenho

de estudo secundario que fornece uma fonte de bibliogréafica relevante para construgéo e
divulgagdo do conhecimento cientifico com funcéo historica através da demonstracéo de
uma visao geral do estado de desenvolvimento de um assunto em determinado periodo,
além de um caréater de atualizacdo na medida que busca fornecer aos profissionais, de
qualquer area, o desenvolvimento corrente da ciéncia ajudando-os a direciona-los a
estudos primarios de melhor qualidade cientifica sobre o tema (ANDRADE, 2021; DORSA,
2020; ALVES et al., 2022).

A estratégia de pesquisa foi estruturada através do mnemodnico T (Tema), Q
(Qualificador) e O (Objetivo) (ARAUJO, 2020), sendo T: Histéria, Q: Transplantes de
Enxertos e O: Antigeno Leucocitario Humano.

A pesquisa de dados foi feita na Biblioteca Virtual de Saude (BVS), Capes Periédicos,
Google Scholar, ScienceDirect, Scopus e Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online (MEDLINE). As palavras-chave usadas foram combinadas com os operadores
booleanos AND e OR na busca, sendo History of Public Health; Transplants; HLA Antigens;
Biomedical Research foram usados nas buscas. Os termos de busca estéo indexados no
Medical Subject Headings (MeSH) e no Descritores das Ciéncias da Saude (DeCS).

Utilizou-se como critérios de inclusdo artigos relacionados a tematica proposta,
publicados nos idiomas portugués, espanhol e inglés, no periodo de janeiro de 1989 a
dezembro de 2023. Foram excluidos trabalhos que fossem duplicatas.

Em relagéo a selecéo e triagem de dados, titulos e resumos, selecionados de acordo
com critérios de inclusdo e excluséo, analises de viés e de estatistica foram importados
para o gerenciador de referéncia Mendeley®. Os estudos completos recuperados foram
exportados para a Plataforma Rayyan®, sendo selecionados de forma independente e cego
pelos 8 (oito) autores no aplicativo de Revisdo e de Metanélise. As discordancias foram
resolvidas consensualmente entre os autores. Os dados foram organizados em planilhas
do Microsoft Excel®. Para extracdo de dados de artigos, um formulério de extracdo foi
usado para organizar os seguintes dados da RIl: nomes de artigos e autores, revista e
ano de publicacéo, objetivo do estudo, desenho do estudo, métodos estatisticos usados,
tipos de intervencbes avaliadas, resultados, avaliagdo de qualidade e de vieses, incluséo
de paises, analise de subgrupos e contribuicdo do estudo, perguntas néo respondidas,
lacunas de trabalho, conflito de interesse, limitacdo do estudo, citacdo e referéncia do
artigo, além do uso de referéncia atualizada.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

PRIMORDIOS DOS TRANSPLANTES

Aideia de substituir partes doentes do corpo ja existe a milénios na humanidade que
se estendeu para uma complexidade maior como o transplante de uma perna feita pelos
médicos santos Cosme e Damido no Século Ill a.C. em que um zelador da igreja romana
sofre de cancer na perna esquerda, fazendo com que os irmdos médicos realizassem
a amputacéo e colocacdo da perna amputada de um mouro morto, criando “O Milagre
do Transplante da Perna Negra” como ilustrado na imagem 1. Mas, em 600 a.C, ja era
realizado a substituicao de narizes perdidos a partir de retalhos cutaneos autégenos. No
século XVI, Gaspare Tagliacozzi e outros cirurgides plasticos obtiveram sucesso na troca
das vias aéreas (RUTKOWSKI et al., 2018; BENJAMENS et al., 2020).

Imagem 1: Milagre da Perna Preta de Sdo Cosme e Dami&o

Fonte: Nascimento (2023)

O PAI DA CIRURGIA DE TRANSPLANTES

O século XX apresentou um momento que se confirmava a possivel rejeicdo de
enxertos e o inicio cientifico dos transplantes de 6rgéos solidos e teciduais. A comecar pelo
médico-cirurgido e bidlogo francés Alexis Carrel (1873 — 1944), na imagem 2, que contribuiu
consideravelmente na pratica cirdrgica de transplante de 6rgaos solidos pelo pioneirismo em
cirurgias vasculares e demais técnicas de saude, garantindo-o um Prémio Nobel de Fisiologia
e Medicina em 1912. Esse interesse médico deu-se apdés a morte do presidente francés
Carnot por perfuragdo da artéria porta-hepética. Além da experiéncia em bordados finos em
seda que aprendeu em Lyon com uma bordadeira experiente que o permitiu desenvolver o
método de anastomose arterial e venosa em cées que é usado até hoje, conforme a ilustragéo
daimagem 3, uma vez que nao havia na época cirurgias vasculares que poderiam ter salvado
o Chefe de Estado Francés, colocando-a em prética através de um transplante de renal
canino em 1902 (VERNON, 2019; SINGLA; KOTECHA, 2021).
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Imagem 2 e 3: Alexis Carrel e a Técnica de Anastomose Vascular

Fonte: Levin (2015)

Em seguida, no ano de 1930, com ajuda do engenheiro e aviador Charles Lindbergh,
criaram um estudo de uma bomba (“Coracao Artificial”) que poderia manter oxigenados e
vivos 6rgaos inteiros o qual aplicou-se em um coracgéo e tireoide de um gato. Atualmente,
foi ressuscitado pelos cirurgides com esse objetivo na forma de bomba de perfusdo. A outra
contribuicdo do bidlogo francés é a criagéo de técnicas de conservagao extracorpérea de
tecidos por criopreservacao (com uso de resfriamento da vaselina), transplante de rins de
animais, método de transplante de 6rgaos como tireoide, rim, baco e orelhas, transfusédo
sanguinea intervivos, assepsia rigorosa em transplantes, o uso de agulhas finas e material
de sutura para as cirurgias de enxertos, além da criacdo de habilidades técnicas em
cirurgias em transplantes. Todavia, observou que 0s enxertos vasculares ndo sobreviviam
por muito tempo (VERNON, 2019; GUILLAUMON, 2023; SHARRER, 2022; RUTKOWSKI
etal.,, 2018).

O NASCIMENTO DA IMUNOLOGIA DOS TRANSPLANTES

A rejeicdo de certos enxertos, até ndo explicavel, foi esclarecida pelos trabalhos
do zodlogo e médico-cirurgido anglo-brasileiro, da imagem 4, da Universidade de Oxford,
Peter Medawar (1915 — 1987) e o médico australiano da Un;][76iversidade de Melbourne
Frank Burnet (1899 — 1985) — na imagem 5 — que os garantiram um Prémio Nobel de
Fisiologia e Medicina em 1960. Isso se deve as pesquisas de sistema imune do professor
australiano em que observou que o individuo imunologicamente era capaz de diferenciar
células e proteinas proprias e distintas ao entrar em contato, a aceitagdo e rejeicdo de
antigenos e da producao de anticorpos contra os antigenos especificamente (conceito de
“eu” e “ndo-eu” ou “reconhecimento de si mesmo”) (SHARRER, 2022).
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Imagem 4: Peter Medawar

Fonte: Yacoub (2017)

Enquanto, o cientista da Oxford observando os feridos da Segunda Guerra Mundial
percebeu que os enxertos de pele aplicado nos pacientes ndo eram permanentes, fazendo
com que se realizasse testes de camundongos quiméricos 0s quais resultaram na tolerancia
a enxertos de pele da cepa doadora, o resultado garantiu a confirmacéo das ideias do
professor universitario de Melbourne de “reconhecimento de si mesmo”. Por conseguinte,
trabalhou com bovinos dizigbticos e monozig6ticos com enxertos de pele, os resultados
da pesquisa mostraram uma boa aceitacdo do tecido doado, principalmente, de bovinos
dizigbticos, posto que tinham compartilhado durante o desenvolvimento embrionério
antigenos pelo sangue, confirmando a assertiva de Burnet. Além disso, trabalhando com
parametros de tolerancia e imunidade aos transplantes alogénicos conclui que o processo
em si & mediado por células em vez de ser humoral (RUTKOWSKI et al., 2018; PETROFF,
NGUYEN; AHN, 2022).

Imagem 5: Frank Burnet

Fonte: Bernard (2016)
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ATRANSICAO ENTRE IMUNOLOGIA COM A GENETICA DOS TRANSPLANTES:

E o periodo que se buscou pesquisar os possiveis grupos de leucécitos como os
grupos sanguineos na forma de ABO, Rh e outros dos globulos vermelhos e que poderiam
estar envolvidos nas reagdes transfusionais (BODMER; BODMER, 1999).

Representado pela imagem 6, o médico italiano Ruggero Ceppellini (1917 - 1988)
deu o inicio ao processo de transi¢cdo dos estudos imunoldgicos para niveis genéticos de
transplante de 6rgéos. As contribui¢des cientificas focaram na descoberta de haplétipos de
Imunoglobulinas, a capacidade de sobrevivéncia dos enxertos de pele ser maior quando
os individuos eram pareados para os grupos definidos pelo ensaio de aglutinacdo de
leucdcitos como irmaos, pais e filhos, langcamento das bases para descoberta do HLA-DR
e outros determinantes de Classe Il usando técnicas sorolégicas especificas de células
B mediante inibicdo da Cultura Mista de Linfocitos (CML) por Anti-HLA-DR, produgéo
anticorpos monoclonais e as variantes do HLA associadas com doencas destacando a
malaria e a talassemia (BODMER, 2019).

Imagem 6: Ruggero Ceppellini
Fonte: Bodmer (1989)

A descricéo de dois pesquisadores da Universidade de Stanford da Faculdade de
Medicina de um novo sistema de isoantigenos de leucécitos mediante anti-soros de mulheres
multiparas nao transfundidas denominado LA, sendo L de leucécito para diferencia-lo das
células vermelhas e A de lécus génico identificado com as variantes LA1 e LA2, Hoje
HLA-A1 e A2, respectivamente também marcou o periodo. Esses pesquisadores PhD séo
o professor de genética Walter Bodmer (na imagem 7) e a pesquisadora associada sénior
Rose Payne (da imagem 8), sendo a Ultima com maior destaque da dupla de cientistas
de Stanford que trabalharam em conjunto para o desenvolvimento do HLA por técnicas
imunolégicas e genéticas (PAYNE, 1965; BODMER; BODMER, 1999).
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Imagem 7: Walter Bodmer
Fonte: ESHG (2007)

A médica e pesquisadora estadunidense Rose Payne (1909-1999) foi pioneira
no campo da histocompatibilidade humana (HLA) e baseada em estudos de reagdes
transfusionais e da tentativa de revelar por meio de teste de aglutinagdo anticorpos
contra leucécitos mistos percebeu que a estimulagdo fetal-materna d& origem a
anticorpos (isoleucoaglutininas) contra globulos brancos através de antigenos gerando
incompatibilidade leucocitaria fetomaterna, identificando especificidades polimérficas em
glébulos brancos que podem ser herdados pelos descentes. Essa descoberta da “mae
do HLA” propiciou o desenvolvimento da tipagem tecidual por soro de gravidas até ser
substituida por anticorpos monoclonais e de técnicas de testagem molecular. Desempenhou
um papel participativo sobre os Workshops de Histocompatibilidade ou de Imunogenética na
forma de criagcdo de nomenclaturas no Comité responsavel. Ademais, analisou a correlagéo
entre as reagdes transfusionais ndo febris com anticorpos HLA, a expressdo génica do
HLA nas células da pele, variabilidade do Antigeno Leucocitario Humano em populagdes
humanas e de genes HLA responsaveis por doengas autoimunes e cronicas (BODMER;
BODMER, 1999; PAYNE; ROLFS, 1958).
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Imagem 8: Rose Payne
Fonte: Bodmer (1999)

Outra figura cientifica que alavancou a pesquisa de Payne sobre isoleucoaglutininas,
ilustrado na imagem 9, foi o médico holandés Jon Van Rood (1926 — 2017), pioneiro do
Antigeno Leucocitario Humano (HLA) e da Imunogenética dos transplantes, que através de
andlise estatistica simples feitas por computadores com reagdes séricas de aglutinacao de
soros de gravidas multiparas que garantiu ndo s6 a descoberta de antigenos dialélicos na
forma de 4a e 4b (atualmente, BW4 e BW8, respectivamente) como também os padrbes
de aglutinacdo dando inicio as técnicas de bioinformética. Além disso, chegou na mesma
conclusdo que Rose Payne sobre a estimulagdo feto-materna com anticorpos contra
antigenos denominado por Anti-IV (BODMER; BODMER, 1999; PLOEGH, 2018; JAGER,;
BRAND; CLAAS, 2019; BONTROP; BRAND; CLAAS, 2017).

Imagem 9: Jon Van Rood
Fonte: Jansen (2007)
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ASCENSAO DA GENETICA DOS TRANSPLANTES

Durante as Décadas 1960 e 1970, a partir de estudos laboratoriais experimentais
permitiu avangos nos transplantes, estudo da genética das populagcbes e a elucidagcéo
do mecanismo molecular individual no reconhecimento préprio e dos outros pela relagéo
das estruturas genéticas determinadas da superficie celular que regulam as reacbes
imunolégicas. Fazendo com que, em 1980, o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina fosse
atribuido aos cientistas Baruj Benacceraf, Jean Dausset e George Snell da imagem 10
(RUTKOWSKI et al., 2018).

o

Imagem 10 (da esquerda para direita): George Snell, Jean Dausset e Baruj Benacerraf

Fonte: Complejo mayor de histocompatibilidad 1.

O primeiro da triade é o cientista laboratorial norte-americano George Snell (1903
— 1996) do Laboratério Jackson em Bar Harbor de Maine, trabalhava com transplantes no
Pés-Segunda Guerra Mundial e em conjunto com o imunologista Peter Gorer, estudando
os transplantes, genética de camundongos e imunologia, identificaram o complexo do gene
do Complexo H-2 em camundongos na qual usou para determinar a possivel tolerancia ou
rejeicao dos enxertos de tecido fazendo florescer a imunologia com os estudos do Complexo
de Histocompatibilidade (do inglés, MHC). Além disso, foi o fundador e primeiro editor da
revista cientifica Immunogenetics (RUTKOWSKI et al., 2018; ALVAREZ et al., 2018).

O segundo vem ser o laboratorista francés Jean Dausset (1916 - 2009) do Hospital
Infantil de Boston que na década de 1950, a partir do interesse pelas novas técnicas de
imuno-hematologia aos eritrécitos e aos leucdcitos, confirmou que os glébulos brancos
eram aglutinados por anticorpos de pacientes (denominados de leucoaglutininas) que
receberam transfusbes sanguineas (politransfundidos) e de mulheres de mudltiplas
gravidezes (multiparas) no soro e isso se devia as diferencas genéticas entre doadores
e receptores. Ademais, caracterizou o primeiro antigeno leucocitario denominado MAC,
posteriormente, nomeado de Antigeno Leucocitario Humano (HLA — A2 ou HLA) e a
semelhancga entre o H-2 de camundongos com o HLA-A2 também foi identificavel pelo
cientista francés que elaborou a complexa relagédo entre a compatibilidade do tecido e a
sobrevivéncia do enxerto e definiu que quanto mais proximo for o tecido, maior as chances
de sucesso (RUTKOWSKI et al., 2018; ALVAREZ et al., 2018; SHARRER, 2022; BODMER;
BODMER, 1999; BODMER, 2019).
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E o ultimo da equipe do Nobel de 1980, o médico venezuelano Baruj Benacerraf o
qual trabalhou o sistema imune na Universidade de Nova York através de porquinhos-da-
india inoculados com determinados antigenos. O resultado foi que alguns dos roedores
ndo desenvolveram uma resposta imunolégica. Essa descoberta permitiu-o fazer
melhoramentos genéticos para mostrar que a toleréncia imunologica dos animais a esses
antigenos se dé através de genes autossdmicos dominantes (RUTKOWSKI et al., 2018).

TRANSPLANTACAO CELULAR E DE ENXERTIA HUMANA

Outros dois cientistas da salude sédo agraciados pelo Prémio Nobel de Fisiologia
e Medicina em 1990 por contribuicées para transplantes de células e 6rgaos humanos
que sdo Joseph E. Murray e Edward Donnall Thomas (RUTKOWSKI et al., 2018; TAN;
MERCHANT, 2019).

A génese do transplante de érgdos humanos deu-se com o médico estadunidense
Joseph Murray (1919 — 2012), representado na imagem 11, que desenvolveu a ideia de
que o transplante renal falha por questdes imunolégicas individuais que levam a reagdes
inesperadas, além de que o uso de técnicas de radiacédo X (na forma de irradiagao corporal
total) e de Imunossupressores (com uso do Azatioprina) em hospedeiros geneticamente néo-
idénticos que garantem a toleréncia imunolégica a partir da supressdo do sistema imune o
qual permite o sucesso de um transplante de 6rgaos. Consequentemente, a pratica das ideias
deu-se através da realizagdo mundial com sucesso do primeiro transplante renal entre irmaos
gémeos idénticos (ou monozigbticos) em 1954, aonde o irméo saudavel Ronald Herrick dou
um rim para o Richard Herrick que sofria de nefrite crénica, fazendo-o sobreviver por mais
oitos anos. Em 1959, o médico estadunidense conseguiu o primeiro aloenxerto bem-sucedido
do mundo e, em 1962, o primeiro transplante renal cadavérico no mundo (RUTKOWSKI et al.,
2018; PARK, 2023; SHARRER, 2022; TAN; MERCHANT, 2019).

Imagem 11: Joseph E. Murray
Fonte: Morris (2013)
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Posteriormente, da imagem 12, o colega de Prémio Nobel de Murray também contribui
consideravelmente para o transplante de érgaos. O médico hematologista norte-americano
Donnall Thomas (1920 — 2012) trabalhando com Transplante de Medula Ossea (TMO) e
Leucemias, pesquisou os fatores estimuladores de medula 6ssea e tentativas de realizar
clinicamente o TMO, fazendo ndo s6 com que os alguns pacientes curassem da Leucemia
como também houvesse o aperfeicoamento da técnica de satde (RUTKOWSKI et al., 2018).

Imagem 12: Donnall Thomas
Fonte: Gale (2013)

Outra figura de destaque da época ganhadora do Prémio Nobel é o médico
judaico-canadense Ralph M. Steinman (1943-2011), representado na imagem 13, na qual
trabalhando com a descoberta das células dendriticas e a resposta adaptativa e inata do
sistema imune ocasionadas por elas, demonstrou que a respostas imunes adaptativas e
inatas sdo condicionadas por mediac¢éo das células T (RUTKOWSKI et al., 2018).

Imagem 13: Ralph M. Steinman

Fonte: Simm (2011)
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A ERA DA FARMACOLOGIA DE TRANSPLANTES

Os avancos dos transplantes de 6rgéos e tecidos sé se deram pelo desenvolvimento
de medicamentos na forma de imunossupressores, no intuito de inibir a rejeicéo
imunolégica dos enxertos, a produgéo de antibioticos (como a Estreptomicina e o Acido
Aminossalicilico) e Anti-Inflamatérios Esteroidais (na forma de Cortisona). Por conseguinte,
fez com que o Comité do Prémio Nobel em 1998 premiasse a médica estadunidense
Gertrude B. Elion (1918 — 1999) e o médico norte-americano George H. Hitchings (1905 —
1998) por desenvolverem as drogas Aziotioprina e a 6-mercaptopurina para essa finalidade
terapéutica através da interferéncia na replicacéo celular (SHARRER, 2022; RUTKOWSKI
et al., 2018).

Imagem 14: George H. Hitchings & Gertrude B. Elion
Fonte: Pasero & Marson (2012)

Os cientistas estadunidenses, representados heroicamente na imagem 13,
sintetizaram em laboratério o 6-mercaptopurina (tioguanina) que tratou e curou muitos
pacientes oncologicos portadores de Leucemia Miolocitica Aguda (LMA) tanto de adultos
quanto de criangas, além de outras drogas que atacam o ciclo de vida do acido nucleico das
células como azatioprina (Imuran) um imunossupressor que revolucionou os transplantes
de érgéos permitindo com que os receptores de enxertos recebessem os tecidos sem
0 risco de rejeicao mediante a derrubada da expanséo dos leuc6citos na medula 6ssea
(RUTKOWSKI et al., 2018; SHARRER, 2022).
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INTERNATIONAL HLA AND IMMUNOGENETICS WORKSHOP (IHIW)

Atualmente, o International human leukocyte antigen (HLA) and Immunogenetics
(IHIWs) é o conjunto de colaboragdes internacionais que visam reunir pesquisadores e
especialistas em HLA para atingir um consenso em topicos sobre a imunogenética expresso
na identificacdo e nomeacao de reagentes e das moléculas imunolbgicas. (Materna et al.,
2021).

Foi através dos Workshops de Histocompatibilidade que algumas técnicas e
padronizacdes, desde 1964 até o presente momento, com destaque ao uso do ensaio
de microcitotoxicidade de Terasaki e McCelland para analise sorologica de reagdes com
antigenos leucocitarios humanos, uniformizacdo das nomenclaturas dos antigenos e a
criagdo do Comité de Nomenclatura de Fatores do Sistema HLA da Organizagdo Mundial
de Saude (Bodmer, 2016; Torres; Moraes, 2011).

CONTEMPORANEIDADE DO HLA

Atualmente, os avangos tecnoldgicos e cientificos em biologia molecular aplicados
em HLA sdo marcantes na busca de doadores e receptores compativeis em hemocentros
e centrais de transplantes. Com o advento das tecnologias de Sequenciamento Genético
e de identificacdo de anticorpos especificos anti-Antigenos Leucocitarios Humano (HLA),
as avaliagbes clinicas e imunoldgicas pré e pds transplantes de tém sido mais precisas,
contribuindo para o sucesso dos procedimentos, elevando a taxa de sobrevida e,
consequentemente, melhor qualidade de vida para os pacientes (OLIVEIRA, 2014).

Entre as técnicas mais utilizadas no ramo temos a Reagédo em Cadeia da Polimerase
de Oligonucleotideos de Sequéncia Especifica (do inglés, Polymerase Chain Reaction
- Sequence Specific Oligonucleotide, PCR — SSO), Prova cruzada (cross-match) por
Citotoxicidade Dependente de Complemento (CDC), Prova cruzada por Citometria de Fluxo,
Painel de Reatividade de Anticorpos (PRA) e o Ensaio Luminex (SANTOS; MAGALHAES,
2022).

Limites e viés: o recorte temporal, as restricdes de idiomas, artigos elegiveis séo os

possiveis limites. A selecéo dos estudos, métodos, analises e resultados dos artigos
aplicados na pesquisa podem ser 0 possivel viés.

Aplicacdo: compreender historicamente o desenvolvimento da pesquisa do HLA
para o transplante de 6rgéos solidos.

Conflito de Interesses: os autores declaram que n&o ha conflito de interesse.

Financiamento: os autores declaram que ndo h4 ajuda de custo para produgéo
cientifica.
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CONCLUSAO

Em resumo, as técnicas experimentais e clinicas de pesquisa de Antigenos
Leucocitario Humano a nivel médico, biomédico e farmacologico proporcionaram grandes
avangos para o sucesso de transplantes de enxertos sélidos humanos. Conclui-se que a
evolugdo dos transplantes de 6rgéos ao longo da historia da satde humana dependeu da
experimentacéo animal, de engenharia biomédica e de uso de farmacos. Assim como o
envolvimento multidisciplinar de areas das ciéncias biolégicas, exatas e de salde como
anatomia, fisiologia, farmacologia, imunologia, engenharia, estatistica e genética. Nesse
sentido, cabe ainda novos estudos para que se desenvolva novas narrativas sobre o tema
que ainda vem ser pouco discutido dentro dos meios cientificos a nivel historiografico de
lingua portuguesa.
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RESUMO: A andlise de manchas
hematoides em cenas de crime assume
notéria relevancia na atuacdo pericial
criminal, considerando a prevaléncia
desses vestigios em ambiente delitivos.
Assim, o objetivo deste estudo foi relatar
um caso de homicidio ocorrido no norte do
estado de Minas Gerais, Brasil, bem como
destacar a importancia do estudo técnico
das manchas de sangue no local da agéo
violenta. Neste caso, ressalta-se que a
avaliacéo dos perfis de manchas hematicas
impactadas na cena delitiva foi fundamental
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para o estabelecimento de uma inferéncia
pericial concernente a dindmica violenta
e diagnostico da causa juridica de morte.
A hematologia forense tem se destacado
como um campo proficuo em criminalistica.
PALAVRAS-CHAVE: manchas de sangue;
homicidio; local de crime.

IMPACTED BLOODSTAINS AT CRIME
SCENE

ABSTRACT: The analysis of hematoid stains
at crime scenes is highly relevant in forensic
forensic work, considering the prevalence
of these traces in criminal environments.
Thus, the objective of this study was to
report a case of homicide that occurred
in the north of the state of Minas Gerais,
Brazil, as well as highlight the importance
of the technical study of blood stains at the
site of the violent action. In this case, it is
noteworthy that the evaluation of the profiles
of blood stains impacted at the crime scene
was fundamental for establishing an expert
inference regarding the violent dynamics
and diagnosis of the legal cause of death.
Forensic hematology has stood out as a
fruitful field in criminalistics.

KEYWORDS: blood stains; homicide; crime
scene.
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INTRODUCAO

O ramo da hematologia forense tem ocupado expressiva importancia no escopo das
ciéncias forenses e da atuacao pericial criminal. Historicamente, verifica-se que a andlise dos
perfis de manchas de sangue em locais de crimes remonta aos primérdios da criminalistica.
Destaca-se que o estudo das manchas hematoides associadas a delitos pode contribuir
para a determinacao do diagnostico técnico da causa juridica de morte (homicidio, suicidio
ou acidente). Observa-se que as acgdes violentas lesivas, precipuamente envolvendo o uso
de arma de fogo ou arma branca, geralmente resultam na deposicao ambiente de material
hematico, sendo um vestigio relevante em cenas delitivas .

A andlise dos padrbes de manchas hematicas engloba o conhecimento provindo
de areas como a fisica, biologia e matematica, e sua avaliacdo pode ser feita de forma
indireta, mediante fotografias do ambiente criminal, ou de forma direta na cena ou ambas®.
O estudo de padrdes hematoides envolve célculo da area de convergéncia e origem para
reconstruir a posi¢ao relativa entre vitima e agressor; analise do angulo de impacto; a
inferéncia dos provaveis movimentos entre agressor e vitima e eventualmente os provaveis
instrumentos utilizados no decurso do evento criminal .

Ressalta-se que a classificacdo de perfis de manchas de sangue é amplamente
expressa na literatura forense®f. Na seara forense brasileira, cumpre destacar a
categorizacao elencada por Canelas Neto (2017)* Segundo indigitado autor, as manchas
hematicas sao, primariamente, subdivididas em regulares e irregulares, considerando
a morfologia e 0 mecanismo de geracdo da mancha. Assim, as manchas regulares séo
formadas por gotas de sangue que se encontravam em voo livre antes de atingir uma
superficie. Manifestam predominantemente formatos geométricos circulares ou elipticos
e se dividem em gotejadas e spatters. As spatters se subdividem em projetadas, cast-off
e impactadas. De forma oposta, as manchas irregulares sédo aquelas nao provenientes de
gotas em voo livre e que se depositam sobre uma superficie. Elas se dividem em alteradas,
contato, escorrimento e acumulo*. Logo, o profissional forense deve dominar mencionada
classificagao, almejando continuamente ofertar um trabalho técnico criminal eficiente.

Dessa forma, o objetivo deste estudo é pontuar a relevancia da andlise cientifica
das manchas hematicas em locais de crime, especificamente as manchas impactadas, por

meio de descricdo de um caso atinente a homicidio.

RELATO DE CASO

Trata-se de um caso relativo a um homicidio que ocorreu em uma cidade situada na
regido norte de Minas Gerais, Brasil, no ano de 2021. Assim, a pericia criminal foi acionada
por autoridade policial competente e compareceu ao local do evento, realizando os devidos

trabalhos técnicos iniciais in situ.
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Foi alvo de exames o interior de um imével residencial situado em um bairro da
cidade. Aresidéncia estruturava-se em alvenaria e possuia um muro circundante de mesma
constituicao estrutural. Era dotada de duas vias de acesso localizadas na porgéo frontal e
posterior da habitagéo.

Verificou-se que o cadaver se encontrara estendido sobre a cama disposta no
quarto da edificagé@o. A cabeca se dispunha direcionada para a regido posterior do imével
e 0s pés em sentido oposto. Jazia em decubito dorsal, com a face esquerda apoiada sobre
o travesseiro; os membros superiores encontravam-se fletidos sobre o tronco; membros
inferiores entreabertos, com membro esquerdo semifletido e o membro direito estendido
sobre a cama. Tratava-se de um individuo adulto, sexo masculino, feoderma e biotipo
mesomorfo.

Mediante exame perinecroscopico (externo), a pericia criminal constatou a presenca
dos seguintes ferimentos:

I) Uma ferida cortocontusa compreendida entre a regidao maxilar direita da face e

parietal direita do cranio, com caracteristicas de ferimento produzido pelo uso de
instrumento cortocontundente. Observou-se ainda fratura 6ssea subjacente a ferida.

I) Uma ferida cortocontusa localizada na regido direita do pescogo, com
caracteristicas de ferimento produzido pelo uso de instrumento cortocontundente.

Ill) Auséncia de lesbes (em maos ou antebracos) tipicas de reacéo de defesa por
parte de vitima.

Durante o exame pericial realizado no local, os seguintes vestigios foram verificados:

a) Manchas hematoides impactadas localizadas sobre a superficie das paredes
contiguas a cama de casal e superficie do lencol utilizado pela vitima como cobertor.
Tais manchas indicam que foram geradas por gotas de sangue que se dissociaram
do crénio, face e pescogo da vitima, em virtude dos impactos produzidos pelo
instrumento (s) utilizado no evento criminoso.

b) Manchas hematoides saturadas e empocada dispostas sobre o travesseiro e
lencol da cama.

¢) Manchas hematoides gotejadas em trilha dispostas sobre o piso do quarto e
cozinha. Denota-se que tais manchas tenham sido formadas, muito provavelmente,
em fungéo de gotas de sangue desprendidas da superficie do instrumento utilizado
na prética delituosa. Dessa forma, infere-se que, ap6s a execucao dos golpes contra
a vitima, o autor teria se deslocado em dire¢éo a cozinha, empunhando referido
instrumento e originando a trilha descrita.

d) Rigidez cadavérica generalizada e auséncia de mancha verde abdominal,
indicando morte ocorrida entre 8 e 16 horas antecedentes ao exame
perinecroscopico local.

e) Auséncia de evidéncias indicativas de danificacao/arrombamento do imével.
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Figura 02. Ferida cortocontusa localizada no pescogo da vitima.
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Figura 03. Manchas hematoides impactadas constatadas no local.
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Figura 04. Detalhe das manchas hematoides impactadas, destacando a direcéo e sentido de projecédo
das gotas no local.

A andlise técnica dos vestigios e evidéncias observados no local permitiu a pericia
criminal indicar o homicidio como a causa juridica de morte do caso em investigagao.
O exame das manchas hematoides constatadas na cena delitiva foi fundamental para a
interpretacéo sistémica do fato e estabelecimento de uma dinamica verossimil. Assim, a
hipétese pericial mais plausivel para a dindmica criminosa é a de que a vitima, disposta
sobre a cama do imovel e posicionada como foi encontrada pelo subscritor, fora atingida por
golpes de instrumento (s) cortocontundente (s) em seu cranio/face e pescog¢o. Depreende-
se que o autor (res), ao efetuar os golpes, posicionara-se adjacente a lateral direita da
cama, em regido coincidente com a cabecga da vitima. Os vestigios denotam ainda que,
apds o cometimento do delito, o agente do fato teria se movimentado em dire¢éo a cozinha,
com posterior evasdo da residéncia.

DISCUSSAO

As manchas de sangue classificadas como impactadas sdo aquelas formadas por
gotas de sangue em voo livre e que foram dissociadas da fonte de sangue por conta de um
impacto. Uma gota de sangue em voo livre, ao atingir uma superficie, como uma parede,
o faz com determinados angulos de impacto. Dessa forma, gotas que atingem a superficie
com angulos mais obliquos terdo a tendéncia ao formato de elipse, enquanto que gotas que
atingem angulos mais retos formardo manchas com formatos mais circulares*.

Ao analisar o formato final do perfil das manchas impactadas, portanto, visualiza-se
um leque de distribuicdo de manchas que parece provir de um centro imaginario ou de uma
determinada origem (impacto), onde é possivel enxergar manchas predominantemente com
angulos mais retos proximas a este centro, e manchas predominantemente com angulos
mais obliquos a medida que nos afastamos deste centro®.
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Convém pontuar ainda que a distribuicdo das manchas impactadas podem indicar
o direcionamento e sentido do impacto na superficie em que se encontram. Acresce-se
que a quantidade de sangue gerada em perfis impactados depende de fatores como tipo e
quantidade de lesbes geradas, objeto responsavel pela lesdo, nUmero de lesdes e posicao
da vitima 8.

No caso investigado, destaca-se que as manchas de sangue impactadas observadas
no local foram essenciais para o estabelecimento da dinamica criminosa e local onde
ocorreu a agdo violenta. Constataram-se manchas com morfologia circular e elipticas
dispostas sobre superficies contiguas ao cadaver (parede, travesseiro e lengol usados pela
vitima), indicando que foram geradas em decorréncia de impactos do instrumento agressor
contra a face e pescogo da vitima, que se encontrava posicionada no local em que foi
encontrada. Tais manchas formavam o tipico leque de distribuicdo, com centro de origem
situado na regiao de cabeca e pescoco da vitima.

Cumpre acrescentar que objetos do tipo cortocontundentes, como facdes e
machados, por exemplo, podem gerar manchas hematoides impactadas, dependendo do
angulo de corte/incidéncia e da forma como atingem uma determinada fonte de sangue*. No
caso analisado, a inferéncia pericial apontou para manchas hematicas ambientes oriundas
de impacto produzido mediante uso de instrumento cortocontundente, consoante expresso.

CONCLUSAO

A analise técnica dos perfis das manchas hematoides explicitadas, considerando
forma, mecanismo de geracéo e efetiva classificacéo, foi essencial para o estabelecimento
de uma inferéncia pericial concernente ao evento criminal. E fundamental que os
profissionais forenses com atuagéo em locais de crime tenham uma efetiva qualificacdo
cientifica no escopo da hematologia forense, garantindo um labor proficiente no campo
criminalistico.
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CAPIiTULO 10

SERVICOS ECOSSISTEMICOS: BENEFICIOS DA
BIODIVERSIDADE PARA A HUMANIDADE

< https://doi.org/10.22533/at.ed.8141124021010

Igor Araujo
Instituto Federal Goiano — IFGOIANO,
Campus Ceres.

RESUMO: A biodiversidade é crucial para
a manutencdo dos ecossistemas e oferece
uma variedade de servicos essenciais
para a sobrevivéncia humana, incluindo
provisdo de alimentos, regulagéo do clima
e beneficios culturais. Este capitulo explora
as categorias de servicos ecossistémicos,
como servicos de provisdo, regulacgéo,
culturais e de suporte, enfatizando a
interdependéncia entre a biodiversidade e o
bem-estar humano. A pesquisa revela que
praticas insustentaveis, como a urbanizag¢éo
e a agricultura intensiva, ameagam esses
servicos, levando a degradagdo ambiental
e a perda de habitats. Além disso, destaca
a necessidade urgente de estratégias
de conservacdo e uso sustentavel dos
recursos naturais, incluindo a criacdo de
areas protegidas, promocao da agricultura
sustentavel e educagcdo ambiental. Os
resultados demonstram que a preservagao
da biodiversidade ndo é apenas uma
questdo ambiental, mas um imperativo
social e econdmico, essencial para garantir
a qualidade de vida das populagdes.

Data de aceite: 16/11/2024

Portanto, o reconhecimento da importancia
da biodiversidade e dos servicos que ela
fornece € fundamental para promover um
desenvolvimento sustentavel e equitativo.
PALAVRAS-CHAVE: Biodiversidade,
Servicos ecossistémicos, Conservagao,
Urbanizagéo, Agricultura sustentavel, Bem-
estar.

INTRODUCAO

A biodiversidade desempenha um
papel fundamental no funcionamento dos
ecossistemas, oferecendo uma ampla gama
de servigcos ecossistémicos essenciais para
a sobrevivéncia e bem-estar da humanidade
(DE OLIVEIRA; HORSZCZARUK, 2024).
Esses servigcos incluem a provisdo de
alimentos, e a
regulacéo de

agua, matéria-prima,

processos  ecoldgicos,
como o controle de pragas, polinizagcao
e purificacdo da agua (HINATA; BASSO,
2022). A interdependéncia entre os seres
humanos e a biodiversidade é profunda, e
a degradacgéo dos ecossistemas pode levar
a consequéncias severas, COmMo a escassez
de recursos naturais, a perda de habitat e 0
aumento das emissdes de gases de efeito

estufa (BRIGNOL et al., 2024).
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Este capitulo se propde a explorar os servigcos ecossistémicos fornecidos pela
biodiversidade, destacando n&o apenas sua importancia, mas também os beneficios
diretos e indiretos que proporcionam a sociedade humana. Seréo discutidas as diferentes
categorias de servicos ecossistémicos - servicos de provisdo, regulacdo, culturais e de
suporte - e como a preservagdo da biodiversidade € crucial para a manutengédo desses
servicos (WIENKE; ALTMANN, 2024). Além disso, abordaremos as ameagas enfrentadas
pela biodiversidade, como a urbanizagéo, a agricultura intensiva e as mudancgas climaticas,
e as estratégias necessérias para promover a conservagao e o uso sustentavel dos recursos
naturais. Compreender 0s servicos ecossistémicos e os beneficios da biodiversidade para
a humanidade é essencial ndo apenas para a formulacéo de politicas publicas e praticas de
gestao ambiental, mas também para a promog¢édo de uma cultura de valorizagcéo e respeito
a natureza (DE ARRUDA SOUZA; JUNIOR, 2024). Ao reconhecer a importancia desses
servicos, podemos avancar na construgdo de um futuro mais sustentavel, onde a relagéo

entre seres humanos e natureza seja equilibrada e harménica.

METODOLOGIA

A metodologia foi estruturada em etapas inter-relacionadas, visando uma abordagem
abrangente e sistematica para investigar os servigos ecossistémicos e os beneficios da
biodiversidade para a humanidade. I) Inicialmente, foi realizada uma revisao bibliogréafica
abrangente sobre o tema, envolvendo livros, artigos cientificos e relatérios de organizactes
ambientais (MARTINS & THEOPHILO, 2009). Esta etapa permitiu identificar conceitos-
chave, categorias de servicos ecossistémicos e estudos de caso relevantes, além de
compreender as principais ameacas a biodiversidade e estratégias de conservacgéao; )
Em seguida, foram coletados dados secundarios de fontes confidveis, como relatorios
de agéncias governamentais e organizagdes ndo governamentais. Esses dados incluem
informacdes sobre a diversidade bioldégica em diferentes ecossistemas, indicadores de
servicos ecossistémicos e andlises de impacto da perda de biodiversidade em diversas
regides do mundo; Ill) Para ilustrar os conceitos abordados, foram selecionados estudos
de caso que destacam a relagéo entre a biodiversidade e os servigos ecossistémicos em
diferentes contextos. Esses casos foram escolhidos com base na diversidade geografica
e na variedade de servicos analisados, permitindo uma compreens@o mais profunda das
dindmicas locais e regionais e IV) A coleta e andlise de dados foram realizadas utilizando
abordagens qualitativas e quantitativas. Os dados qualitativos foram analisados por meio de
técnicas de analise de conteldo, enquanto dados quantitativos, quando disponiveis, foram
tratados estatisticamente para identificar padrdes e correlagdes entre a biodiversidade e os

servigos ecossistémicos.
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RESULTADOS

Os resultados desta pesquisa destacam a importancia das diferentes categorias
de servigos ecossistémicos - servicos de provisdo, regulagéo, culturais e de suporte - e
evidenciam como a preservagéo da biodiversidade é crucial para a manutengcéo desses

servigos.

Servicos de Provisao

Os servicos de provisédo referem-se aos recursos diretamente extraidos da
natureza, como alimentos, agua, fibras e combustiveis (JACQUES, 2024). A biodiversidade
desempenha um papel fundamental na producdo desses recursos. Por exemplo, a
variedade de plantas cultivadas e suas interacbes com polinizadores e outros organismos
aumentam a produtividade agricola e a seguranca alimentar. A preservacéo de habitats
naturais também garante a disponibilidade de dgua potavel e a qualidade dos ecossistemas
aquaticos (DOS SANTOS; GOMES, 2024). No entanto, praticas de uso insustentavel, como
a agricultura intensiva e a exploragéo excessiva de recursos naturais, estdo ameagando
esses servicos, levando a degradacgéo dos solos e a contaminagéo de fontes hidricas.

Servicos de Regulacao

Osservigcosderegulacao envolvem o controle de processos ambientais que beneficiam
a sociedade, como a regulacéo do clima, o controle de enchentes e a purificagdo do ar e da
agua (MELO; SILVA; DE ALMEIDA MOHEDANO, 2024). A biodiversidade é essencial para
a eficacia desses servigos. Florestas, por exemplo, atuam como sumidouros de carbono,
ajudando a mitigar as mudancas climéticas, enquanto os wetlands desempenham um papel
crucial na regulagéo do ciclo hidrico e na filtragem de poluentes. A perda de biodiversidade,
devido a urbanizacdo e ao desmatamento, compromete a capacidade dos ecossistemas
de regular o clima e de fornecer servicos de protecdo contra desastres naturais, como
enchentes e eroséo (SOUSA et al., 2024).

Servicos Culturais

Os servigos culturais referem-se aos beneficios ndo materiais que as pessoas
obtém dos ecossistemas, incluindo recreacado, educagédo e valores espirituais (MELO;
SILVA; DE ALMEIDA MOHEDANO, 2024). A biodiversidade contribui para a saude mental
e o bem-estar, oferecendo espacos para lazer e contato com a natureza. Além disso, a
diversidade bioldgica é essencial para a manutengéo de tradi¢cdes culturais e préaticas de
manejo sustentavel. No entanto, a urbanizacé@o e a degradacéo ambiental tém diminuido o
acesso a esses espacos, resultando na perda de valores culturais associados a natureza e
prejudicando a qualidade de vida das comunidades.
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Servicos de Suporte

Os servicos de suporte sdo aqueles que sdo necessarios para a producdo de
todos os outros servigos ecossistémicos, como a ciclagem de nutrientes e a formacgéo
de solo (MELO; SILVA; DE ALMEIDA MOHEDANO, 2024). A biodiversidade é vital para a
manutencéo desses servigos, pois a variedade de organismos contribui para a fertilidade
do solo e a resiliéncia dos ecossistemas. A perda de biodiversidade, provocada pela
agricultura intensiva e pela polui¢édo, afeta negativamente a capacidade dos ecossistemas
de sustentar esses processos, comprometendo a produgéo agricola e a qualidade dos
habitats.

Ameacas a Biodiversidade

As principais ameacas a biodiversidade incluem a urbanizacdo desenfreada, que
resulta na fragmentacéo de habitats e na perda de areas naturais; a agricultura intensiva,
que degrada o solo e utiliza insumos quimicos que contaminam os ecossistemas; e as
mudancas climaticas, que alteram os padrdes climaticos e ameacam a sobrevivéncia
de diversas espécies. Essas ameacas ndo apenas afetam a biodiversidade em si, mas
também comprometem a capacidade dos ecossistemas de fornecer servicos essenciais a
sociedade.

Estratégias para Conservacao e Uso Sustentavel

Para enfrentar essas ameacas, é fundamental implementar estratégias de
conservacgao e uso sustentavel dos recursos naturais. Algumas das principais abordagens
incluem a) estabelecer reservas e parques que protejam ecossistemas e espécies
ameacadas; b) incentivar a agricultura sustentavel, que respeite os ciclos naturais e utilize
técnicas de baixo impacto ambiental; c) promover programas educacionais que enfatizem
a importancia da biodiversidade e dos servicos ecossistémicos, visando sensibilizar a
sociedade sobre a necessidade de conservagéo (NIKOKAVOURAS, 2024) e d) implementar
politicas que integrem a conservagao da biodiversidade com o desenvolvimento econémico,
garantindo que as comunidades locais se beneficiem da preservag¢ao dos recursos naturais
(ALMEIDA; PRESTES; MORANDI, 2024). Esses resultados demonstram a interconexao
entre a biodiversidade e os servicos ecossistémicos, evidenciando a necessidade urgente
de acdes coordenadas para proteger a diversidade biologica e assegurar um futuro
sustentavel para as proximas geragoes.
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DISCUSSAO

Os resultados demonstram que a preservagao da biodiversidade ndo é apenas uma
questdo ambiental, mas um imperativo social e econdmico, pois 0s servicos ecossistémicos
sustentam a vida e a qualidade de vida das populagdes em todo o mundo. Os dados obtidos
mostram que a diversidade biolégica é fundamental para a manutengdo dos servicos de
provis@o, regulacdo, culturais e de suporte. Por exemplo, a biodiversidade agricola, com
a inclusé@o de variedades de culturas, ndo s6 aumenta a resiliéncia dos sistemas agricolas
frente a pragas e doencas, mas também contribui para a seguranga alimentar em
comunidades vulneraveis (OLIVEIRA et al., 2024). Além disso, os servigos de regulacéao,
como a purificagdo da agua e a mitigacdo das mudancas climéticas, sdo indissociaveis da
salde dos ecossistemas. Assim, a degradacao da biodiversidade resulta na perda desses
servicos, 0 que pode levar a consequéncias severas para as populagbes que dependem
deles (DE JESUS; DA SILVA, 2024).

A urbanizagéao, a agricultura intensiva e as mudancas climaticas emergem como as
principais ameacas a biodiversidade (BARBOSA, 2024). A urbanizagéo, frequentemente
associada ao crescimento populacional e a expansao econdmica, leva a fragmentagéo de
habitats, dificultando a sobrevivéncia de diversas espécies. A agricultura intensiva, por sua
vez, ndo apenas reduz a diversidade genética, mas também compromete a qualidade do
solo e a saude dos ecossistemas. As mudancas climaticas exacerbam esses problemas,
alterando os padrdes de distribuicdo das espécies e aumentando a vulnerabilidade dos
ecossistemas (SOUSA et al., 2024). Estes desafios sdo complexos e interligados, exigindo
abordagens integradas e multidisciplinares para a sua resolucéo.

As estratégias propostas para a conservagéo da biodiversidade e promocéao do uso
sustentavel dos recursos naturais s@o cruciais para enfrentar as ameacas identificadas.
A criagcdo de éareas protegidas € uma medida eficaz para conservar ecossistemas e
espécies ameacgadas, mas deve ser acompanhada por um manejo ativo que envolva as
comunidades locais (FERREIRA et al., 2024). O engajamento da populagédo é essencial,
pois a conscientizacéo e a educag¢do ambiental séo ferramentas poderosas para promover
praticas sustentaveis e fomentar uma cultura de respeito a natureza (NETO; DE SOUZA;
FALCAO, 2024). Além disso, politicas plblicas que integrem conservacéo e desenvolvimento
econbmico sao necessarias para garantir que as comunidades se beneficiem da
preservacao dos recursos naturais. Incentivos para praticas agricolas sustentaveis e o
fomento a pesquisa e inovagdao em tecnologias ecoldgicas podem desempenhar um papel
vital na promocéo de uma economia verde (FONSECA et al., 2024).

A discussdo sobre servicos ecossistémicos e biodiversidade deve ir além da
esfera académica, envolvendo a sociedade como um todo. A conscientizacdo sobre a
importancia da biodiversidade e os servigos que ela proporciona pode estimular a adogao de
comportamentos mais sustentaveis e a pressao por politicas publicas eficazes. A protecéo
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da biodiversidade € um investimento no futuro, assegurando ndo apenas a continuidade dos
servicos ecossistémicos, mas também a qualidade de vida das geragdes presentes e futuras
(DOS SANTOS, 2024). Portanto, esse estudo reforca a urgéncia de agbes integradas e
colaborativas que reconhecam aimportancia da biodiversidade e dos servigos ecossistémicos,
promovendo um caminho em dire¢do a um desenvolvimento sustentavel e equitativo. O
reconhecimento de que a salde dos ecossistemas € intrinsecamente ligada ao bem-estar
humano é um passo crucial para a construgdo de um futuro mais justo e sustentavel.

CONCLUSAO

A preservacao da biodiversidade e a manutencdo dos servigos ecossistémicos
sdo fundamentais para garantir a satde e o bem-estar da humanidade. Este trabalho
evidenciou a interdependéncia entre a diversidade biol6gica e os diversos servigcos que
ela fornece, como a provisao de alimentos, a regulacao climatica e os beneficios culturais.
As ameacas enfrentadas, como a urbanizacdo, a agricultura intensiva e as mudancas
climaticas, requerem uma abordagem integrada que promova a conservagédo e O uso
sustentavel dos recursos naturais. Ao implementar politicas publicas eficazes, promover a
educacao ambiental e incentivar praticas sustentaveis, é possivel garantir que as geragbes
presentes e futuras possam continuar a usufruir dos beneficios que a biodiversidade
proporciona. Assim, a conservacao da biodiversidade deve ser encarada néo apenas como
uma responsabilidade ambiental, mas como um imperativo social e econémico, essencial
para um futuro sustentavel.
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CAPITULO 11

MUDANCAS CLIMATICAS E BIODIVERSIDADE:
DESAFIOS E IMPACTOS NOS BIOMAS
BRASILEIROS

< https://doi.org/10.22533/at.ed.8141124021011

Igor Araujo
Instituto Federal Goiano — IFGOIANO,
Campus Ceres

RESUMO: Este trabalho apresenta uma
revisdo bibliografica sobre os impactos das
mudangas climéticas na biodiversidade dos
biomas brasileiros, com foco no Cerrado, na
Amazoénia e na Mata Atlantica. A pesquisa
destaca como as alteracbes nos padrbes
climaticos, incluindo o aumento das
temperaturas e a modificagdo nos regimes
de precipitacéo, afetam diretamente a flora e
a fauna desses ecossistemas. No Cerrado,
a combinacdo de secas mais intensas e
a fragmentacdo de habitats resultam em
riscos crescentes para espécies nativas,
como o tamanduéa-bandeira. Na Amazonia,
eventos de seca e a savanizagdo de areas
florestais ameagam espécies endémicas,
como o0 boto-cor-de-rosa, e agravam
os efeitos do desmatamento. Na Mata
Atlantica, as mudancgas climaticas alteram
a fenologia das espécies, colocando em
risco sua sobrevivéncia e integridade
ecologica. A revisdo também enfatiza a
interconexao entre as mudancas climaticas
e outras ameagas a biodiversidade, como
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a introdugdo de espécies invasoras e 0
desmatamento. Diante desses desafios, sao
necessarias estratégias de conservagéo
que considerem as complexas interacoes
entre os fatores climaticos e antrépicos,
além de pesquisas continuas para abordar
lacunas no conhecimento. A protecdo da
biodiversidade é crucial para a resiliéncia
dos ecossistemas e para a sustentabilidade
dos servicos ambientais essenciais a vida
humana.

PALAVRAS-CHAVE: Mudancgas climaticas,
Biodiversidade, Cerrado, Amazénia, Mata
Atlantica, Conservacao.

INTRODUCAO

As mudanc¢as climaticas
representam um dos maiores desafios
ambientais, sociais e econémicos do século
XXI (ARTAXO, 2020) com impactos diretos
e significativos sobre a biodiversidade
global. O aumento das emissbGes de
gases de efeito estufa, como didxido de
carbono e metano, associado as atividades
humanas, tem provocado altera¢des na
temperatura média do planeta, padroes de

precipitacdo, niveis do mar e frequéncia de
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eventos climaticos extremos (DE OLIVEIRA et al., 2022). Essas mudancas ndo apenas
ameacam a sobrevivéncia de inUmeras espécies, mas também comprometem a integridade
de ecossistemas inteiros, colocando em risco 0s servigos ecossistémicos que sustentam a
vida na Terra.

A biodiversidade, definida pela variedade de formas de vida em todos os niveis de
organizagao biolégica, desempenha um papel fundamental na manutencéo do equilibrio
dos ecossistemas (OLIVEIRA; PIETRAFESA; DA SILVA BARBALHO, 2008). No entanto,
0s impactos das mudancas climaticas estao alterando habitats naturais, modificando ciclos
reprodutivos e migratorios, e promovendo a extincdo de espécies em ritmo acelerado
(GARCIA, 2016). Biomas altamente vulneraveis, como as tundras e florestas tropicais, ja
apresentam sinais evidentes de deterioracdo, enquanto espécies com baixa capacidade
adaptativa enfrentam riscos iminentes de desaparecimento (LI et al., 2018).

Além dos efeitos diretos sobre os ecossistemas, as mudancas climaticas interagem
com outras ameacas a biodiversidade, como desmatamento, fragmentacéo de habitats e
espécies invasoras, exacerbando os desafios de conservagédo (OLIVER; MORECROFT,
2014; HE et al., 2019). Diante desse cenario, surge a necessidade de acdes urgentes
e coordenadas que aliem mitigacdo e adaptacdo. Estratégias como a restauragcédo
ecolbgica, criagdo de corredores ecoldgicos, conservacdo ex situ e adogao de politicas
publicas baseadas em ciéncia sdo fundamentais para enfrentar os impactos das mudancgas
climaticas na biodiversidade (TOWNSEND; MASTERS, 2015; TRAYLOR-HOLZER; LEUS;
BYERS, 2020).

Este capitulo busca explorar a complexa relacdo entre mudancgas climéticas e
biodiversidade, apresentando as principais evidéncias cientificas, impactos ecolégicos
e estratégias para a mitigacdo e adaptacdo a esse cenario desafiador. Ao refletir sobre
as interagdes entre esses fendbmenos, pretende-se destacar a importancia de iniciativas
globais e locais para proteger o patriménio natural e garantir a resiliéncia dos ecossistemas
frente as transformacdes climaticas.

METODOLOGIA

A metodologia adotada neste estudo foi baseada em uma revisdo bibliografica, com
foco em publicag¢des cientificas e materiais relevantes produzidos entre os anos de 2010 e
2024. Essa abordagem teve como objetivo identificar lacunas no conhecimento e sintetizar
os principais avancos na area de interesse (MARTINS & THEOPHILO, 2009).

O tema de pesquisa foi inicialmente delimitado com foco na analise dos impactos
das mudangas climaticas sobre a biodiversidade dos biomas brasileiros, com énfase
no Cerrado, na Amazénia e na Mata Atlantica, abordando trés aspectos especificos:
as alteracdes em habitats naturais, os efeitos sobre a distribuicdo e sobrevivéncia das
espécies, e ainteracdo das mudancas climaticas com outras ameacas, como desmatamento
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e espécies invasoras. Esses aspectos foram escolhidos com base na relevancia cientifica e
na urgéncia das questdes relacionadas a conservagéo da biodiversidade no contexto atual.
A partir dessa delimitacdo, foram estabelecidos os seguintes objetivos para a reviséo: (1)
identificar as evidéncias cientificas mais recentes, publicadas entre 2010 a 2024, sobre
os impactos das mudancgas climaticas sobre a biodiversidade dos biomas brasileiros, com
énfase no Cerrado, na Amazonia e na Mata Atlantica; (2) avaliar as principais estratégias
de mitigacé@o e adaptagéo propostas para enfrentar esses impactos; (3) analisar as lacunas
no conhecimento cientifico que possam orientar futuras investigacoes; e (4) sintetizar os
avangos na compreenséo das interagbes entre mudancgas climaticas e biodiversidade, com
énfase em biomas brasileiros, como Amazdnia, Cerrado e Mata Atlantica.

Foram utilizadas bases de dados académicas renomadas, como Scopus, Web
of Science, PubMed, SciELO e Google Scholar, para localizar artigos cientificos, livros,
teses e dissertacoes. Além disso, relatorios técnicos de instituicbes governamentais e nao
governamentais também foram incluidos quando pertinentes. Para garantir a relevancia e
a qualidade das fontes, foram adotados critérios especificos de incluséo e excluséo. Os
critérios de inclusdo consideraram publicagbes no periodo entre 2010 a 2024, estudos
revisados por pares, trabalhos que abordam diretamente o tema em anélise e documentos
disponiveis em inglés e portugués. Por outro lado, foram excluidas fontes com informacgbes
superficiais ou desatualizadas, bem como estudos que ndo apresentaram metodologia
clara.

As palavras-chave relacionadas ao tema foram combinadas utilizando operadores
booleanos, como “and”, “or” e “not”. Os titulos e resumos dos materiais recuperados foram
inicialmente analisados paratriagem, e os estudos completos foram revisados posteriormente
para garantir a pertinéncia e a profundidade das informagbes. As informacdes extraidas
dos estudos selecionados foram organizadas em categorias tematicas, permitindo a
identificacdo de tendéncias, padrbes e divergéncias no corpo de conhecimento. O processo
de analise incluiu a comparagéo critica dos resultados, buscando alinhamento com os
objetivos estabelecidos. Softwares como Mendeley e Zotero foram utilizados para gerenciar
as referéncias bibliograficas, facilitando a organizacdo e a padronizacdo das fontes.
O periodo de analise, compreendido entre 2010 a 2024, foi escolhido para abranger os
avangos mais recentes na area, incluindo publicagdes que incorporam novas tecnologias,
descobertas e politicas. Essa escolha assegurou que o estudo refletisse o estado mais
atualizado do conhecimento, aspecto essencial para a construcéo de conclusdes robustas
e fundamentadas.
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RESULTADOS

Os resultados deste trabalho, baseados na revisao bibliogréfica, revelaram impactos
significativos das mudancas climaticas sobre a biodiversidade dos biomas brasileiros, com
énfase no Cerrado, na Amazoénia e na Mata Atlantica.

Cerrado

No Cerrado, as mudangas climaticas tém provocado uma alteracao no regime de
chuvas e um aumento nas temperaturas, resultando em secas mais intensas e frequentes
(DOS SANTOS et al., 2021; MARENGO et al., 2022). Essas condi¢des climaticas adversas
tém contribuido para a degradacéo de habitats e um aumento na frequéncia de incéndios,
que afetam a flora e a fauna local. Espécies nativas, como o lobo-guara e o tamandua-
bandeira, enfrentam pressodes crescentes devido a perda de habitat e a fragmentagéo das
areas de vegetacdo (QUINTINO et al., 2024). Além disso, as mudangas no clima favorecem
a introducdo de espécies exoticas invasoras, que competem com as espécies nativas
por recursos, alterando a dindmica ecolégica do bioma (FINCH, 2021). A combinacéo
desses fatores resulta em uma perda de biodiversidade e na diminuicéo da resiliéncia dos
ecossistemas do Cerrado.

Amazonia

Na Amazbnia, os impactos das mudangas climaticas sdo ainda mais evidentes. O
aumento das temperaturas e a alteracdo nos padrbes de precipitacdo estéo intensificando
eventos de seca, que tém sido associados a savanizagao de areas anteriormente cobertas
por florestas (BOTTINO et al., 2024). Esse processo afeta diretamente a biodiversidade,
levando a perda de espécies vegetais e animais que dependem de condicbes Umidas e
estaveis. Espécies endémicas, como o boto-cor-de-rosa e diversas arvores de grande porte,
enfrentam riscos elevados de extingdo (BRALOWER, 2021). Além disso, a combinagéo
das mudangas climaticas com atividades humanas, como o desmatamento, agrava a
vulnerabilidade dos ecossistemas, resultando em uma perda significativa da biodiversidade
e na degradacao de servigcos ecossistémicos essenciais (ELLWANGER et al., 2020).

Mata Atlantica

Na Mata Atlantica, as mudancas climaticas tém causado alteragcées nas zonas de
distribuicao das espécies (LEAO et al., 2021). O aumento das temperaturas e a mudanga nos
padrdes de chuva afetam a fenologia das plantas e a dinamica das interagdes ecolégicas,
como polinizagéo e dispersao de sementes (SCAVEN et al., 2013). Espécies como a onga-
pintada e o mico-ledo-dourado estdo sob crescente ameaca devido a fragmentacéo de
seus habitats, exacerbada pelas mudangas climéaticas (DE HOLANDA LEITE et al., 2021).
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O bioma, que ja € um dos mais biodiversos do mundo, esta em risco de perder ainda mais
espécies, especialmente aquelas que sdo sensiveis a mudancgas climaticas e dependem
de habitats especificos. As florestas de altitude, em particular, enfrentam a possibilidade
de extingdo local a medida que as temperaturas aumentam, forcando as espécies a
migrar para altitudes mais elevadas que, por sua vez, podem néo ser adequadas para sua
sobrevivéncia (GALETTI et al., 2021). Portanto, as mudangas climaticas representam uma
ameaca significativa para a biodiversidade dos biomas brasileiros, com impactos diretos e
indiretos que comprometem a integridade ecoldgica e a resiliéncia desses ecossistemas.
A preservacdo e a conservacdo da biodiversidade nesses biomas s@o essenciais para
mitigar os efeitos das mudancgas climaticas e garantir a sustentabilidade dos servigos
ecossistémicos fundamentais para as populagées humanas e a vida no planeta.

Estratégias de mitigacao e adaptacao

Foram identificadas estratégias promissoras para mitigar os impactos das mudancas
climaticas na biodiversidade, incluindo a criagdo de corredores ecologicos para conectar
areas protegidas, o uso de técnicas de restauracao ecoldgica em biomas degradados e
a implementacao de politicas publicas baseadas em ciéncia para reduzir as emissdes de
gases de efeito estufa (URBAN et al., 2016; SMITH et al., 2022). No entanto, a reviséo
também evidenciou a necessidade de maior investimento em pesquisa e monitoramento de
longo prazo, especialmente em areas de alta biodiversidade, como a Amazénia.

Lacunas no conhecimento

Apesar dos avancos cientificos, foram identificadas lacunas significativas no
conhecimento, como a escassez de estudos regionais detalhados sobre os efeitos
sinérgicos das mudangas climéaticas com outras pressdes ambientais e a falta de dados
de longo prazo sobre as respostas adaptativas de espécies e ecossistemas. Os resultados
deste trabalho reforcam a urgéncia de agdes integradas para enfrentar os desafios impostos
pelas mudancas climaticas a biodiversidade. A combinagdo de estratégias de mitigacao,
conservagao e educacao ambiental surge como uma abordagem essencial para preservar

0s ecossistemas e garantir a resiliéncia das espécies frente as transformagdes climaticas.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos nesta revis@o bibliografica destacam a complexa interacao
entre as mudancas climaticas e a biodiversidade dos biomas brasileiros, com énfase no
Cerrado, na Amazoénia e na Mata Atlantica. A analise evidencia que as alteragdes climaticas
ndo afetam esses biomas de maneira isolada, mas interagem com outras pressoes
ambientais e antropicas, exacerbando a vulnerabilidade da biodiversidade e desafiando as

estratégias de conservagao.
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As mudancas climaticas estdo promovendo transformacdes drasticas nas condicoes
ambientais, resultando em secas, incéndios e alteracbes nos regimes de precipitacdo que,
por sua vez, afetam diretamente a flora e a fauna dos biomas. No Cerrado, a combinagéo
de aumento das temperaturas e a intensificacdo das secas leva a degradagéo dos habitats
e afragmentacao das areas nativas (MARENGO et al., 2022). A perda de espécies icOnicas,
como o tamanduéa-bandeira, é um reflexo das dificuldades enfrentadas por essas espécies
em um ambiente em rapida mudanca (QUINTINO et al., 2024). Além disso, a introdugao de
espécies invasoras, impulsionadas pela alteracdo das condi¢cbes climéticas, intensifica a
competicdo e agrava a situagdo da biodiversidade local (FINCH, 2021).

Na Amazoénia, os impactos das mudancas climéticas se manifestam de forma ainda
mais aguda. A savanizacao de areas florestais e os eventos de seca tém consequéncias
devastadoras para a biodiversidade, com a perda de espécies endémicas que dependem
de ecossistemas umidos (BOTTINO et al., 2024). A sinergia entre 0 desmatamento, que
ja é uma ameaca significativa, e as mudancas climaticas agrava a situacéo, levando a
uma diminuicdo ainda maior da biodiversidade e a perda de servicos ecossistémicos,
como a regulacdo do clima e a ciclagem de nutrientes. As consequéncias para a fauna,
como a extingdo potencial de espécies icOnicas, representam nao apenas uma perda de
biodiversidade, mas também a perda de um patriménio natural fundamental (ELLWANGER
et al., 2020).

Na Mata Atlantica, as mudancas climéticas afetam a fenologia das espécies e suas
interacdes ecolodgicas, criando um cenario de incerteza sobre a sobrevivéncia de muitas
delas. As alteragcbes nas zonas de distribuicdo das espécies podem levar & extingéo local,
especialmente em um bioma ja altamente fragmentado. A migracdo de espécies para
altitudes superiores, em resposta ao aumento das temperaturas, pode ndo ser uma solucéo
viavel para todas as espécies, pois muitos habitats de altitude sédo limitados e ja estao
sujeitos a pressdes adicionais (LEAO et al., 2021). A fragilidade da Mata Atlantica, que
abriga uma biodiversidade rica, requer atencdo urgente para garantir que as estratégias
de conservacdo sejam adaptativas e efetivas diante das mudancas climaticas (GALETTI
et al., 2021).

Diante dos desafios impostos pelas mudancas climaticas, € fundamental que as
estratégias de conservacdo sejam adaptativas e integradas. A criacdo de corredores
ecolbgicos e a restauragdo de habitats degradados emergem como abordagens cruciais
para facilitar a movimentacédo de espécies e a resiliéncia dos ecossistemas. Além disso,
politicas publicas que promovam a conservagao da biodiversidade devem ser baseadas em
evidéncias cientificas e incluir a participagdo das comunidades locais. A educagao ambiental
e a sensibilizagdo para a importancia da biodiversidade e das mudancas climaticas séo
também essenciais para promover a mobilizagéo social em torno da conservacao.
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Apesar dos avangos na pesquisa sobre mudancas climaticas e biodiversidade, ainda
existem lacunas significativas no conhecimento que precisam ser abordadas. Estudos
adicionais sdo necessarios para compreender melhor as interacées entre mudancgas
climaticas e outros fatores estressantes, como a urbanizacédo e a polui¢do, e para avaliar
as respostas adaptativas das espécies a essas condicbes em mudanca. O monitoramento
continuo da biodiversidade é crucial para informar estratégias de gestao e conservagéo,
garantindo que sejam efetivas em um cenario de incerteza e mudancas rapidas.

CONCLUSAO

As mudancas climaticas representam uma ameagca significativa a biodiversidade
dos biomas brasileiros, como o Cerrado, a Amazénia e a Mata Atlantica, ao provocar
alteracbes drasticas nos habitats e nas interagcbes ecolbgicas que sustentam as espécies.
A revisdo evidenciou a necessidade urgente de estratégias de conservagédo adaptativas e
integradas, que considerem as complexas interacdes entre fatores climaticos e antrépicos,
além da importancia de investigacdes continuas para preencher lacunas no conhecimento.
A protecao da biodiversidade ndo é apenas essencial para a preservacao de espécies,
mas também para garantir a resiliéncia dos ecossistemas e a sustentabilidade dos servicos
ambientais que sao vitais para a vida humana.
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