|0I

Vqume 17
Julho 2017

iy T'
L . {‘
> \ 3 ;

v 4

L

-




Revista da Biologia

Publica textos de todas as areas da Biologia,
abordando questdes gerais (ensaios,
revisbes e comentdrios) e especificas
(artigos experimentais originais, descricao

de técnicas e resumos expandidos).

Ha espaco também para perspectivas
pessoais sobre questdes bioldgicas com

relevancia social e politica (opiniao).

A Revista da Biologia é gratuita e
exclusivamente on-line. Sua reproducao é

permitida para fins ndo comerciais.
ISSN1984-5154

www.ib.usp.br/revista

Contato
revistadabiologia@gmail.com

Revista da Biologia

Rua do Matao, trav. 14, 321
Cidade Universitaria, Sao Paulo
Sao Paulo, SP Brasil

CEP 05508-090

Volume 17
Publicado em Agosto de 2017

LIST

Expediente do volume

Editor Executivo
Gilberto Xavier

Editores

Arthur S. C. Franca

Bryan Souza

Daniela Soltys

Pedro Brisola Constantino Correa
Renato Massaaki Honji

Rodrigo Pavao

Editor grafico
Renato Massaaki Honji

Editor de Secao
Carlos Vilela
Arthur S.C. Franga

Consultores cientificos
Andnimos

llustracoes da capa: Bruna Soares Landeira (Natal/RN, julho de 2016).

Bruna é Licenciada em Ciéncias Bioldgicas, Mestra e Doutora em Neurociéncias pela Universidade Federal

do Rio Grande do Norte (UFRN).

Atualmente faz pés-doutorado em Neurociéncias no Instituto do Cérebro da UFRN com pesquisada base-

ada em biologia celular.

A imagem da capa consiste em Cultura primaria de neurénios corticais (em vermelho) e neur6nios que
receberam o virus com a proteina fluorescente verde (GFP). Em azul encontramos a marcacdo dos nucleos

celulares.



Volume 17
indice

Analises citologicas do inseticida Deltametrina usando o Teste de Micronucleo 1
Cytological analysis of Deltamethrin insecticide using the Micronucleus Test

Luciane Gomes de Carvalho; Flavio Flores Britto; Maria Aparecida Marin-Morales;

Eliane Mariza Dortas Maffei

Analise da eficacia de dois protocolos de treinamento fisico no desempenho 6
motor de ratos

Analysis of the efficacy of two physical training protocolsin the motor performance

of rats

Bruna A. Candido; Bruno M. Gomes; Vinicius R. Cota; Alessandro de Oliveira;

Laila C. M. Damdzio

Avancos tecnoldgicos na criopreservacao de células-tronco e tecidos, aplicados 13
a terapia celular

Technological advances in the cryopreservation of stem cells and tissues, applied

to cellular therapy

Artur Alves Rodrigues da Silva; Cldudio Gabriel Rodrigues; Marcia Bezerra da Silva

Adaptacao de método de levantamento fitossocioldgico para determinacaoda 19
biodiversidade de organismos bentonicos de costées rochosos

Adaptation of a phytosociological survey method to determine the biodiversity

of benthic organisms of rocky coastlines

Bruna Roberta Toillier; Daiane Cristina de Moura; Jéssica Severo Ferreira;

Karla Puntel Rosa



Revista da Biologia (2017) 17(1):1-5
DOI: 10.7594/revbio.17.01.01

(Artigo
Analises citoldgicas do inseticida
Deltametrina usando o Teste de Micronticleo

Cytological analysis of Deltamethrin insecticide using the Micronucleus
Test

Luciane Gomes de Carvalho’; Flavio Flores Britto'; Maria Aparecida Marin-Morales?;
Eliane Mariza Dortas Maffei'*

'Departamento de Ciéncias Naturais/Laboratério de Citogenética, Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, CEP 45083-900, Vitéria da Conquista-Bahia, Brasil.

2 Departamento de Biologia/Instituto de Biociéncias/Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho’,
CEP 13506-900, Rio Claro-Sao Paulo, Brasil.

*Contato: elianemaffei@yahoo.com.br

Resumo. O teste do micronucleo (MN) é um ensaio in vivo utilizado para a deteccdo de agentes clastogénicos
e aneugénicos. Nesse trabalho, avaliamos os efeitos genotoéxicos e mutagénicos induzidos por diferentes
concentracdes do inseticida Deltametrina em cebola (Allium cepa) pelo teste de MN. No tratamento controle
negativo a divisdo mitética foi normal. No entanto, em todos os tratamentos testados com as diferentes

concentracdes do inseticida foram observadas AC (aberragdes cromossémicas) e formacdo de MN. Para a Recebido:
andlise estatistica foi feito o teste ndo paramétrico de Correlacdo de Spearman. O valor de r = 0,968 evidencia 14de2291 5
que a correlacao foi perfeitamente positiva, ou seja, quanto maior a concentracdo, maior foi o nimero de MN, Aceito:
confirmando que o efeito é dependente da dose do inseticida. 163992016
Palavras-chaves. Allium cepa, micronticleo, broken-egg Publicado:

25ago2017

Abstract. The micronucleus test (MN) is a widely used in vivo screening test to detect clastogens and
aneugens. In the present work, the genotoxic and mutagenic effects induced by different concentrations
of the insecticide Deltamethrin by applying the MN test in onion (Allium cepa) were assessed. Cells in the
negative control treatment exhibited normal mitotic division. However, CAs (chromosome aberrations) and
micronuclei formation were observed at all tested concentrations of the insecticide. The statistical analysis
was performed using the Spearman nonparametric correlation test. The r = 0.968 value showed that the
correlation was strongly positive, i.e., the number of micronuclei increased as the concentration of insecticide
increased, confirming that the effect was dose-dependent.

Keywords. Allium cepa, micronucleus, broken-egg

Editado por Carlos
Vilela e revisado
por Anbénimo

Introducao (cebola) tem sido utilizada como organismo teste
em diversos trabalhos, com o objetivo de identificar

Agentes clastogénicos (promotores de que- quimicos potencialmente genotéxicos e mutagénicos

bras cromossdmicas) ou aneugénicos (indutores de
aneuploidia ou promotores de segrega¢ao cromosso-
mica anormal) podem ser detectados, em uma pri-
meira abordagem, pelo Teste do Microntcleo (He-
ddle, 1973). Este teste é internacionalmente aceito
como parte da bateria de testes recomendados para a
avaliagao do potencial mutagénico e para o registro
de novos produtos quimicos que entram anualmente
no mercado mundial. Os microntcleos sdo forma-
¢oes globulares de DNA, originados a partir de frag-
mentos cromossOmicos ou de cromossomos inteiros,
ndo incorporados ao nucleo da célula filha ao final
do processo de divisao celular (Fenech et al., 1999).
O Teste de Micronucleos foi desenvolvido inicial-
mente em eritrocitos de medula 6ssea de camundon-
gos (Takahashi et al., 2004). A espécie Allium cepa

(Matsumoto et al., 2006; Fernandes et al., 2007; Ca-
ritd e Marin-Morales, 2008; Leme e Marin-Morales,
2008). As células dos meristemas radiculares dessa
espécie apresentam caracteristicas que as tornam um
eficiente material para estudos citogenéticos, sendo
indicadas para ensaio de mutagdes cromossomicas
induzidas por poluentes ambientais (Ateeq et al.,
2002).

O inseticida Deltametrina é um biocida
sintético, pertencente ao grupo quimico piretroide,
amplamente utilizado no Brasil, destacando-se o uso
na agricultura, em produtos veterinarios, no contro-
le de insetos domésticos, e em satide publica, prin-
cipalmente no controle de vetores. Apresenta um
amplo espectro de atividade, a¢do rapida, eficiéncia
em baixa dose, baixo poder residual e, adicionalmen-
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te, é praticamente atéxico para mamiferos, quando
comparado a outros inseticidas. Embora a literatura
relate baixa toxicidade para mamiferos, as pesquisas
toxicoldgicas recentes, apontam que os piretroides
estdo entre os pesticidas mais toxicos para organis-
mos aquaticos, tais como peixes, crustdceos e insetos
como abelhas (Santos et al., 2007). No entanto, o uso
indiscriminado de piretroides pode afetar drastica-
mente o equilibrio ja precario do meio ambiente, re-
querendo seu monitoramento pelas analises de seus
residuos e de seus efeitos (Barrionuevo e Lancas,
2001).

O objetivo desse trabalho foi avaliar os efei-
tos genotoxicos e mutagénicos induzidos por dife-
rentes concentracdes do inseticida Deltametrina,
grupo quimico piretroide sintético, avaliando célu-
las meristematicas de A. cepa pelo Teste de Micro-
nucleos (MN). Investigamos também o efeito dose-
-resposta do inseticida Deltametrina na indu¢ao de
micronucleos.

Material e Métodos

Os ensaios foram realizados no laboratdrio
de Citogenética da Universidade Estadual do Sudo-
este da Bahia (UESB). Para a avaliacio dos efeitos
citotdxicos, genotoxicos e mutagénicos foram utili-
zadas sementes de A. cepa variedade Baia Periforme
que foram acondicionadas em placas de Petri e forra-
das com papel filtro de germinagdo. O experimento
foi conduzido contendo cinco tratamentos com trés
repeti¢des cada. O tratamento T1 foi o controle ne-
gativo montado com agua destilada e 10 sementes
em cada placa de petri, totalizando 30 sementes por
tratamento. Os outros tratamentos foram realizados
com diferentes concentra¢des de Deltametrina: T2 a
0,4%; T3 a 0,8% (dose recomendada); T4 a 1,6% e T5
a 3,2% e adicionou-se as 10 sementes em cada pla-
ca de petri. A germinagdo se deu em temperatura de

25°C, as raizes foram coletadas com 1 cm de compri-
mento, fixadas em Carnoy (3:1, etanol:acido acético)
e armazenadas a 2°C. As pontas das raizes foram co-
radas pelo método de Feulgen (Mello e Vidal, 1978).
As laminas foram preparadas para analise microsco-
pica por esmagamento das pontas de raiz com car-
mim acético 2% e montadas permanentes com balsa-
mo do Canada. A andlise dos MN foi feita contando
1.000 células interfasicas por individuo, totalizando
3.000 células por tratamento e 15.000 células em
todo o experimento. Como critério de inclusdo para
a analise consideramos as células com as membranas
citoplasmaticas intactas. Os microntcleos nao exce-
deram mais do que 1/3 do tamanho do nucleo. Para
analise estatistica utilizou-se o programa Statistical
Package for the Social Sciences for Windows, versao
11.0. As variaveis quantitativas foram descritas por
meio das médias. Para verificar a normalidade dos
dados foi aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnov,
considerando p<0,05. Para verificar a correlagao en-
tre as variaveis em estudo foi aplicado o teste nao-
-paramétrico de Spearman. O nivel de significancia
adotado foi de 1%, sendo considerados significativos
valores de p<0,01. As variaveis qualitativas foram
apresentadas por meio de frequéncias absolutas e re-
lativas.

Resutados

O estudo citogenético pelo teste de MN com
A. cepa em contato com diferentes dosagens de inse-
ticida piretroide (deltametrina) apresentou os resul-
tados detalhados na Tabela 1.

No T1 que foi o controle negativo ndo foram
observadas células com MN. No entanto, em T2 ja
foi observado células com MN. Pode-se observar que
a frequéncia média de micronucleos por tratamento
teve um aumento gradual na indugdo de micrond-
cleo, desde o T2 (0,6%) até o T5 (3,6%). No entanto,

Tabela 1. Total de microntucleos (MN), média e frequéncia (em %) de MN em diferentes concentragdes de Delta-
metrina. TM = Total de MN: T1= Controle negativo; T2= 0,4%; T3=0,8%-dose recomendada; T4=1,6% e T5=3,2%.

Tratamento

™

Média %

Tl 0,0

-0.,0 _

T2 18

6,0 0,6%

T3 28

9,3 0,9%

T4 32

10,6 1%

TS 109

36,3 3,6%
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como se pode observar na Tabela 01, as médias de
micronucleos nos tratamentos T2, T3 e T4 apresen-
taram proximidade de valores, diferente do que foi
observado no T5.

Antes de verificarmos a correlagdo, aplica-
mos o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliar a
normalidade das amostras. Nao seguimos esse pres-
suposto (p<0,05), devido ao pequeno tamanho da
amostra. Aplicamos o teste ndo paramétrico Corre-
lagao de Spearman. O valor de r = 0,968 nos mostra
que a correlagao foi perfeitamente positiva, ou seja, a
medida que se aumentou a concentragdo maior foi o
nimero de micronucleos, confirmando que o efeito
¢ dependente da dose do inseticida. O valor p=0,007
significa que a correlagdo foi estatisticamente signifi-
cante (Fig. 1).

Analise qualitativa do experimento pelo teste
de MN

No tratamento controle negativo nao foram
observadas células com MN nem com outras AC. A
analise das laminas evidenciou a presenca de AC em
todos os tratamentos com o inseticida. Foram obser-
vadas quebras cromossOmicas, alteragdo na estrutu-

ra dos cromossomos como cromadtides distendidas,
pontes anafésicas (com variagdo no nimero de pon-
tes), perda de cromossomos inteiros, c-metafases
(colchicine metaphases), células binucleadas, com
maior ocorréncia no tratamento T5 (Fig. 3). Nos
testes realizados no presente trabalho, utilizamos al-
gumas concentragdes acima da dose recomendada e
encontramos outros tipos celulares nao descritos em
bioensaios com A. cepa, como broto nuclear e MN
ainda ligado por filamento cromatico ao nucleo, se-
melhantes a broken-eggs (Fig. 2).

Discussao

No experimento néo se detectou células mi-
cronucleadas no controle negativo, embora a litera-
tura cientifica aponte que a taxa espontanea de MN
¢ na ordem de 3/1000 células analisadas (Mélo et al.,
2008). Nos resultados do experimento, partindo da
premissa que a frequéncia normal é de até trés MN
por 1.000 células (0,3%) estabelecida por Rabello-
-Gay et al. (1991), observamos a ocorréncia de ativi-
dade mutagénica com sementes de A. cepa tratadas
em todas as concentragdes testadas com o inseticida
piretroide (deltametrina). O indice observado de mi-

Total de Microntcleos
EN o)
o o
|

N

o
L
*

o

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Concentragao Testada (%)

Figura 1. Teste de Correlacdo de Spearman, r = 0,968. Quanto maior a concentra¢io de Deltametrina maior foi o
numero de MN.

LTy

% 4
A . B *

Figura 2. T5. A seta maior aponta, em A, um broto nuclear (100X) e, em B, um Broken-egg (40X). A seta menor
aponta, em B, uma célula normal.
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A

Figura 3. T5. A seta aponta, em A, pontes na anafase (40X). A seta aponta, em B, uma c-metafase (colchicine me-

taphase) (40X).

crontcleo no T2 (concentragdo 0,4%) demonstrou
que o deltametrina pode causar danos ao DNA. O
resultado esta de acordo com a literatura (Tice et al.,
2000). A deltametrina é muito utilizada em culturas
vegetais, no combate a ectoparasitas e insetos, sendo
que foi encontrado residuo em vérios vegetais, leite
bovino, dejetos de suinos e aves. E um pesticida que
pode causar danos ao meio ambiente e a0 homem,
principalmente se os residuos se encontram acima
dos limites toleraveis (Winston, 1991).

O efeito citologico do inseticida deltametri-
na foi relatado por Karnopp et al. (1999) em cevada
(Hordeum vulgare L.), como agente provocador de
aberra¢des cromossOmicas. Além disto, os autores
relataram que os agroquimicos parecem atuar ne-
gativamente sobre as células, pois o material tratado
apresenta células vazias e cromossomos desnatura-
dos, bem diferentes daqueles encontrados no mate-
rial testemunha. Também tém sido descrita, por di-
versos autores que em varias espécies tratadas com
agentes quimicos, como no fungo Rhizoclonium sp.
(vide Verma e Jha, 1988) e milho (Zea mays) (vide
Athanasiou e Heddle, 1980) a ocorréncia de altera-
¢des cromossdmicas estruturais e numéricas.

Embora os tipos celulares descritos nes-
te Bioensaio com A. cepa, como brotos nucleares e
broken-eggs nao tenham sido relatados anteriormen-
te, a ocorréncia é frequente nos animais principal-
mente em peixes (Maschio, 2009). Estes resultados
reforcam a boa correlagio deste sistema-teste com
outros sistemas, inclusive com mamiferos, estando
de acordo com Grant (1982). Sugerem ainda um au-
mento no potencial genotodxico e carcinogénico do
inseticida testado quando utilizado de forma inade-
quada melhantes a broken-eggs (Fig. 2).
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Resumo. O objetivo do estudo é analisar a eficacia de dois protocolos de treinamento fisico de alta Aceito:
intensidade sobre o desempenho motor de ratos. Vinte e quatro ratos Wistar machos foram distribuidos nos 14mar2017
seguintes grupos experimentais: grupo TRF (n=8) sdo os animais que realizaram o protocolo de treinamento Publicado:
de resisténcia fisica; grupo TFM (n=8) sdo os animais que realizaram o protocolo de treinamento de 252902017

forca muscular e o grupo S (n=8) sdo os animais que ndo realizaram o treinamento fisico. Para analise do

desempenho motor foram aplicados dois testes (teste passo em falso e teste das barras paralelas) antes e Editado por Arthur
apos o treinamento. Os resultados demonstraram que o desempenho motor dos grupos TRF e TFM foi melhor
que o grupo S.

Palavras-chaves. Treinamento de resisténcia fisica; Treinamento de forca muscular; Testes funcionais

Franca e revisado
por Anbénimo

Abstract. The aim of the study is to analyze the efficacy of two physical training protocols of high intensity
on the rats motor performance. Twenty four male Wistar rats were distributed in the following groups: PRT
group (n = 8) are the animals who performed physical resistance training protocol; MST group (n = 8) are the
animals that performed the muscular strength training protocol and the S group (n = 8) are the animals that
did not undergo physical training. For motor performance analysis were applied two tests (false step test and
parallel bars test) before and after training. The results showed that the motor performance of the PRT and
MST group was better than the S group.

Keywords. Physical endurance training; Muscle strength training; Functional tests

Introducao

O desempenho motor é definido pelo con-
junto de movimentos lineares e eficientes que carac-
terizam a execuc¢do de um determinado movimento
(Almeida, 1999). A execucdo desses movimentos
se origina das informacdes processadas no sistema
nervoso central (SNC) que sdo transmitidas pelos
neurdnios motores até a musculatura esquelética. O
controle motor possibilita a execu¢ao do movimento
com qualidade para o desempenho funcional permi-
tindo a realizagdo dos gestos motores com precisao e
eficiéncia durante as atividades fisicas. No controle
de movimento sdo transmitidas informagdes sobre a

forca de contragio e a ativagdo simultdnea e coorde-
nada das fibras motoras, garantindo a produgio de
um movimento dinamico (Leporace et al., 2009).
Atualmente os modelos experimentais (Hor-
nberger e Farrar, 2004; Pena et al., 2012, Cassilhas et
al., 2013) com ratos permitem esclarecer, de forma
objetiva, varias questoes sobre os efeitos do treina-
mento fisico no organismo, inclusive possibilitan-
do identificar programas de treinamento fisico que
promova melhoria no desempenho motor. Dentre os
varios protocolos de treinamentos fisicos utilizados
em modelos experimentais com ratos, atualmente,
o treinamento de alta intensidade na escada vertical
vem sendo sugerido, uma vez que, nao utiliza recur-
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sos aversivos como choques elétricos que causam es-
tresse no animal podendo interferir diretamente nos
resultados finais (Cassilhas et al., 2013). Com isso, o
modelo de treinamento que utiliza a escada vertical
possibilita a realizacao de diferentes protocolos de
treinamento, sendo que, um deles podera estar estru-
turado para o ganho de for¢a progressiva e o outro
podera direcionar o ganho de resisténcia fisica. Além
disso, o treinamento fisico na escada vertical tem
como objetivo o aumento da hipertrofia muscular,
melhora da capacidade do sistema cardiorrespirato-
rio e do desempenho motor do animal (Hornberger
e Farrar, 2004; Pena et al., 2012).

Dentre os diferentes protocolos de treina-
mentos fisicos aplicados em ratos que utilizam a
escada vertical podemos citar o protocolo de treina-
mento fisico que visa a melhora da resisténcia fisica
sendo caracterizado por um maior nimero de repeti-
¢oes durante as escaladas e um menor tempo de des-
canso entre as séries. Ja o protocolo de treinamento
que visa o aumento da for¢ca muscular é caracteriza-
do por altas intensidades (cargas), aproximando-se
de 100% de uma repeti¢ao maxima (1RM), com um
nimero menor de repeticdes e intervalos maiores
entre as séries (Cassilhas et al., 2013; Hornberger e
Farrar, 2004; Pena et al., 2012).

Para avaliagdo da funcionalidade e desem-
penho motor de ratos submetidos ao treinamento
fisico, sdao utilizados testes funcionais como o teste
passo em falso e barra paralela. Os testes funcionais
foram desenvolvidos com o intuito de avaliar a coor-
denagdo motora de animais em um periodo de 3 e 5
minutos onde se contabiliza os erros cometidos pe-
las patas traseiras (barra paralela) e patas dianteiras
(passo em falso) (Ding et al., 2002). Com a utilizagdo
desses testes é possivel avaliar ndo s6 a coordenagido
motora, mas também equilibrio e agilidade do ani-
mal onde o menor indice de erros cometidos pelas
patas dianteiras e traseiras indicam melhores condi-
¢oes funcionais (Ding et al., 2002, 2004; Lim et al.,
2008).

O presente estudo descreve modelos dife-
rentes de treinamento de alta intensidade na escala

vertical; apresenta a aplicabilidade de testes funcio-
nais na avaliacio do desempenho motor de ratos,
além de demonstrar os beneficios desses treinamen-
tos no aprimoramento da capacidade motora desses
animais.

Desta forma, o presente estudo tem como
objetivo analisar os efeitos de dois protocolos de trei-
namento no desempenho motor dos animais subme-
tidos aos exercicios de alta intensidade.

Material e Métodos

Animais: Esta pesquisa foi submetida no
Comité de Etica Animal da Universidade Federal de
Sao Jodo del-Rei, obtendo a aprova¢io pelo protoco-
lo n°012/2015. Para a realizacdo do presente estudo
foram utilizados vinte e quatro ratos heterogénicos
da linhagem Wistar, machos, peso inicial 140g com
40 dias de vida. Os mesmos foram mantidos em
gaiolas, com acesso livre a dgua e ragéo, foto periodo
de 12 horas, temperatura ambiente entre 21 e 22°C
e umidade relativa do ar entre 60 e 70%. As gaiolas
apresentaram as dimensdes de 110 x 90 cm, sendo
que, em cada gaiola permaneceram 4 ratos.

Para a realizagdo do estudo, os animais fo-
ram igualmente subdivididos em dois grupos (Se-
dentario e Treinado) sendo o grupo treinado subdi-
vido de acordo com o tipo de treinamento a ser re-
alizado: animais que realizaram o protocolo de trei-
namento de resisténcia fisica [protocolo adaptado de
Hornberger e Farrar (TRF; n=8)] e os animais que
realizaram o treinamento de for¢a muscular [proto-
colo adaptado de Pena et al. e Cassilhas et al., (TFM;
n=8)], conforme consta na Tabela 1.

Treinamento Fisico: Primeiramente, duran-
te trés dias consecutivos, os animais treinados (TRF
e TFM) realizaram a familiariza¢do ao local e tipo
de exercicio a ser realizado na escada vertical (Figu-
ra 1). Inicialmente, os animais foram posicionados
na camara de alojamento por 60 segundos; esse pe-
riodo foi suficiente para familiarizacao dos animais
ao ambiente (Hornberger e Farrar, 2004; Pena et al.,

Tabela 1. Distribui¢ao dos 24 ratos segundo os grupos experimentais.

Grupo Experimental

Numero de Animais

Animais Sedentarios S (n=8)
Animais treinados com o protocolo de | TRF (n=8)
resisténcia fisica

Animais treinados com o protocolo de | TFM (n=8)

forca muscular
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2012; Cassilhas et al., 2013). Apos este periodo, estes
animais realizavam as trés tentativas que consistiam
em alcan¢ar a camara de alojamento saindo de um
ponto cada vez mais distante da camara (Hornberger
e Farrar, 2004). Os animais foram posicionados ini-
cialmente na primeira tentativa a uma distancia de
35 cm da camara de alojamento, na segunda tenta-
tiva a uma distancia de 55 cm e na terceira tentativa
a uma distancia de 110 cm da camara de alojamento
(Pena et al, 2012). Ao colocar uma tampa na par-
te superior da cdmara de alojamento os animais sao
motivados a subir a escada e permanecer em um am-
biente mais escuro dentro da cimara de alojamento.
Dessa forma, todos os animais subiram a escada nos
dois treinamentos.

Apés o periodo de adaptagdo, os ratos per-
tencentes ao grupo TRF foram submetidos ao exerci-
cio na escada vertical durante quatro semanas, cinco
dias por semana, com uma duragdo média de 30 a 45
minutos por dia. Neste caso, o treinamento proposto
por Hornberger e Farrar (2004) foi adaptado, sendo
que nas trés primeiras semanas os animais realiza-
ram 8 séries, com 8 a 12 subidas em cada série, tota-
lizando de 64 a 96 subidas na escada, com intervalos
de um minuto entre as séries e carga de 15%, 25%
e 50% do peso corporal em cada semana, respecti-
vamente. Por questoes éticas, foram incluidos todos
os animais que subiram ao menos 8 vezes. Por essa
razao, o numero de subidas no protocolo varia entre

Figura 1. Aparato de treinamento, escada vertical. Es-
cada vertical medindo 110 cm de comprimento, 18 cm
de largura, 80° de inclinagdo. A caixa de alojamento na
extremidade superior da escada possui 20 cm de altu-
ra, 20 cm de largura e 20 cm de setores (modificado de
Pena et al,, 2012).

8 e 12 subidas. Na quarta semana, nos quatro primei-
ros dias foram realizadas 6 séries de 8 subidas, com
sobrecarga de 75%, e 90%, totalizando 48 subidas
por dia, e, finalmente, nos dois ultimos dias foram
realizadas 4 séries de 6 escaladas com sobrecarga de
100% do peso corporal, totalizando 24 subidas por
dia. Cabe ressaltar que as mudangas das cargas utili-
zadas ocorriam sempre nas sextas-feiras da 12, 22 e 32
semanas. Na quarta semana também foram aplica-
dos intervalos de um minuto entre as séries.

Ja o grupo TEM, o treinamento ocorreu cin-
co dias por semana durante quatro semanas com du-
racao média de 15 minutos por dia. Esse treinamento
foi proposto por Pena et al., (2012) e Cassilhas et al.,
(2013). Cada unidade consistiu na realizagdo de 8
séries de escalada contendo de 8 a 12 movimentos
das patas do animal até a cimara de alojamento, com
intervalos de um minuto entre as séries, totalizando
8 subidas por dia. Quanto as sobrecargas utilizadas
no primeiro dia de treinamento, os animais foram
submetidos as cargas progressivas de 50%, 75%, 90%
e 100% do peso corporal ao longo das séries. Dessa
forma, no primeiro dia de treinamento: a primeira,
segunda e terceira subidas foram com 50% do peso
corporal; na quarta, quinta e sexta subidas, com 75%
do peso corporal; na sétima com 90% do peso e na
oitava com 100% do peso corporal. A partir do se-
gundo dia foi adicionado sobrecarga de 10g a sobre-
carga maxima a cada dia do treinamento e assim su-
cessivamente.

A carga a ser utilizada nos dois protocolos
de treinamento TRF e TFM foi fixada na porgao pro-
ximal da cauda do animal a 3 cm da raiz caudal con-
tendo um formato cilindrico que totalizava 16 cm de
comprimento. Esse peso era preso por uma linha de
1a envolvida por uma fita de borracha adesiva ajusta-
do de forma a proteger a pele do animal (Hornber-
ger e Farrar, 2004’; Pena et al., 2012; Cassilhas et al.,
2013).

Apéds o término do treinamento fisico, no
dia seguinte, todos os animais foram submetidos aos
dois testes funcionais (teste passo em falso e teste das
barras paralelas) para avaliagdo do desempenho mo-
tor. Para aplica¢ao dos testes funcionais, trés avalia-
dores foram treinados antes da aplicacdo dos testes,
que foi realizada de forma cega. Foi realizada a mé-
dia de erros cometidos pelos animais nos dois tes-
tes funcionais. Os testes funcionais foram filmados
para analises posteriores dos dados. Todos os testes
funcionais e treinamento fisico foram realizados no
periodo da tarde.

Para realizagdo do teste passo em falso, foi
utilizada uma placa (estrutura) gradeada (figura 2)
de 100 x 50 cm, com intervalo de grade de 3 x 3 cm
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Figura 2. Aparato dos testes funcionais. Em A, o teste passo em falso, placa gradeada de
100x50cm, com intervalo de grade de 3x3 cm (9cm2) e didmetro de 1/2 cm da grade de
metal. Em B, o teste das barras paralelas, duas plataformas de madeiras unidas por barras
paralelas de metal (115 cm), com distincia entre grades de 1 cm e didmetro da barra de
metal de 2 cm.

(9 cm?®) e didmetro da grade de 1/2 cm. A duragédo
do teste foi de seis minutos, sendo realizado em dois
periodos de trés minutos para avaliacdo de cada pata
dianteira. O erro foi considerado quando a pata pas-
sasse por entre as grades (Ding et al., 2002, 2004; Lim
et al., 2008).

Para realiza¢do do teste das barras paralelas
foram utilizadas duas plataformas de madeira uni-
das por barras paralelas de metal (figura 2), as pla-
taformas mediam 115 cm de comprimento, 1 cm de
didmetro e 3 cm de distancia. O teste teve a duragdo
de cinco minutos e foi considerado erro quando o
animal colocava as duas patas traseiras na mesma
barra ou quando a pata traseira passava entre as duas
barras ou por fora delas (Ding et al., 2002, 2004).

Foi utilizado um intervalo de 2 horas entre
um teste e o outro (Ding et al., 2002, 2004). A média
dos erros cometidos pelos ratos, nos dois testes fun-
cionais foram analisados e calculados antes e apos os
treinamentos fisicos.

Estatistica: Os resultados foram expressos
em média + erro padrdo da média (SEM). Para ana-
lise da média de erros cometidos pelos animais an-
tes e apds o treinamento fisico foi utilizado o teste
t-student pareado, considerando um nivel de signi-
ficancia de p<0,05. Para a analise da média de erros
cometidos pelos animais entre os grupos: TRE, TFM
e S, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA),
seguido do post-hoc de Mann-Whitney e Brown-
-Forsythe, para verificar se existem diferencas entre
as médias de erros, considerando o nivel de signifi-
cancia de p<0,05.

Resultados
Os animais submetidos ao protocolo TRF

apresentaram no teste das barras paralelas, antes e
apos o treinamento fisico, uma média de erros come-

tidos pelas patas traseiras de 17,13+1.55 e 4,25+0.65,
respectivamente. No teste t-student pareado foi evi-
denciado diferenca antes e ap6s o treinamento fisico
no grupo TRE, com valor de p <0.001. O grupo TEM
apresentou uma média de erros nesse teste antes e
apos o treinamento fisico de 17,25+2.36 e 4,75+0,88
respectivamente. Foi evidenciada diferen¢a no nime-
ro de erros antes e apds o treinamento (p=0,0030). O
grupo S apresentou uma média de erros antes e apds
o periodo de treinamento de 14,5+1.09 e 8,75+0.8,
respectivamente. Foi identificada diferen¢a no na-
mero de erros cometidos antes e apos o periodo de
sedentarismo dos animais (p=0,0009).

No inicio do experimento nao foi evidencia-
da diferenga no niimero de erros entre os grupos S e
TRF (p=0,1296); entre os grupos S e TFM (p=0.2342)
e TRF e TFM (p= 0,9905).

No final do experimento foi evidenciada di-
ferenga no nimero de erros cometidos entre os gru-
pos Sx TRF (p=0,0017) e S x TFM (p=0,0118). Entre
o grupo TRF x TEM nio foi evidenciada diferen¢a na
meédia de erros no final do experimento (p=0,6954).
No entanto, o grupo TRF apresentou uma diminui-
¢do de 12,88 erros; o grupo TFM apresentou uma di-
minui¢ao de 12,5 erros e o grupo S apresentou uma
diminuigdo de 5,75 erros. O grupo sedentdrio (S)
apresentou menor diminui¢do de erros nesse teste.
Os resultados do teste das barras paralelas estao re-
presentados na figura 3.

A média de erros cometidos na pata dian-
teira direita pelo grupo TRF antes e apds o treina-
mento foide 11,13+ 0,74 € 6,5+ 0.96 respectivamente
(p<0,05). No teste t-student pareado foi evidenciada
diferenga antes e ap6s o treinamento fisico no grupo
TRE com valor de p igual a 0,0031. O grupo TEM
apresentou uma média de erros antes e apos o trei-
namento de 6.13+ 0.81 e 2,25+ 0.59. Foi evidenciada
diferenga no nimero de erros cometidos antes e apds
o treinamento nesse grupo, com valor de p igual a
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Figura 3. Numero de erros cometidos no teste das bar-
ras paralelas, andlise das patas traseiras antes e apos o
periodo de treinamento dos grupos experimentais. (¢)
representa diferenca significativa antes e apds o perio-
do de sedentarismo ou treinamento (teste ¢ student pa-
reado); (*¢) representa diferenca significativa entre os
grupos no inicio do experimento (ANOVA, seguido do
post-hoc Brown-Forsythe); (¢¢¢) representa diferenga
significativa entre os grupos no final do experimento
(ANOVA, seguido do post-hoc Brown-Forsythe).

0,0023. Ja o grupo S apresentou uma média de erros
antes e depois de 7,38+ 0.5 e 5,63+ 0,99, respectiva-
mente. Néo foi evidenciada diferenca no nimero de
erros cometidos pelo grupo § antes e depois do peri-
odo de sedentarismo (p=0.2221).

No inicio do experimento foi evidenciada
diferenca na média de erros cometidos entre os gru-
pos S e TRF (p=0,0036) e TRF e TFM (p= 0,0016);
entre os grupos S e TFM ndo foi identificado diferen-
¢a (p=0.3207).

No final do experimento foi evidenciada di-
ferenca entre os grupos TRF x TFM (p=0,0065) e S x
TFM (p=0,0228). Entre os grupos S x TRF (=0,4886)
ndo foi identificada diferenca entre as médias de er-
ros cometidos. Os grupos treinados apresentaram
uma diminui¢do no numero de erros no teste pas-
so em falso (andlise da pata dianteira direita), sen-
do que o grupo TRF apresentou uma diminui¢ao de
4,63 erros; o grupo TFM apresentou uma diminui-
¢do de 3,88 erros e o grupo S apresentou uma dimi-
nuigdo de 1,75 erros. O grupo TRF apresentou maior
diminuicdo de erros nesse teste, como evidenciado
na figura 4.

No teste passo em falso, os erros cometidos
pela pata dianteira esquerda do grupo S antes e apos
o periodo de sedentarismo foram de 6,875+ 0.3 e
4+0.68, respectivamente. Foi evidenciada diferenca
antes e apos o periodo de sedentarismo (p=0,0012).
O grupo TRF apresentou uma média de erros antes
e apos o treinamento de 10,75+ 0.98 e 5,63+ 0.61,
sendo que foi identificada diminui¢ao do nimero de
erros antes e apds esse treinamento (p=0,0102). No
grupo TFM ocorreu uma média de erros antes e apds
o treinamento de 6,38+ 0.57 e 1,63+ 0.32 e também
foi evidenciada diminuicio na média de erros antes
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Figura 4. Numero de erros cometidos no teste passo
em falso. Andlise da pata dianteira direita antes e apds o
periodo de treinamento dos grupos experimentais. (¢)
representa diferenca significativa antes e apds o perio-
do de sedentarismo ou treinamento (teste ¢ student pa-
reado); (**) representa diferenca significativa entre os
grupos no inicio do experimento (ANOVA, seguido do
post-hoc Brown-Forsythe); (¢¢¢) representa diferenca
significativa entre os grupos no final do experimento
(ANOVA, seguido do post-hoc Brown-Forsythe).

e depois do treinamento nesse grupo (p=0,0003).

No inicio do experimento foi evidenciada
diferenca entre a média de erros cometidos nos gru-
pos S x TRF (p=0,0026) e TRF x TFM (p=0,0017).
Entre os grupos S x TFM (p=0,4463) nao foi eviden-
ciada diferenca no nimero de erros no inicio do ex-
perimento.

No final do experimento, foi encontrada di-
ferenca entre os grupos TRF x TFM (p=0,0289) e S x
TFM (p=0,0131). Entre os grupos S x TRF néao ocor-
reu diferenca no final do experimento (p=0,7776).
O grupo S apresentou uma diminui¢ao de 2,875 er-
ros, no grupo TRF uma diminui¢do de 5,125 erros
e no grupo TFM uma diminui¢ao de 4,75 erros. O
grupo TRF também apresentou maior diminui¢do
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Figura 5. Numero de erros cometidos no teste passo em
falso. Andlise da pata dianteira esquerda antes e apds o
periodo de treinamento dos grupos experimentais. (*¢)
representa diferenca significativa antes e apds o perio-
do de sedentarismo ou treinamento (teste t student pa-
reado); (**) representa diferenca significativa entre os
grupos no inicio do experimento (ANOVA, seguido do
post-hoc Brown-Forsythe); (¢¢¢) representa diferenca
significativa entre os grupos no final do experimento
(ANOVA, seguido do post-hoc Brown-Forsythe).
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de erros neste teste. Esses dados podem ser observa-
dos na figura 5.

Discussao

A presente pesquisa teve como objetivo ana-
lisar os efeitos de dois protocolos de treinamento
em ratos e destacar qual deles possibilitou maiores
beneficios motores, sendo um voltado para o ganho
de forca (TFM) e o outro para ganho de resisténcia
tisica (TRF). De acordo com os dados apresentados
no teste das barras paralelas, foi possivel observar
uma diminui¢ao no nimero de erros cometidos pe-
los animais dos grupos S, TRF e TFM antes e apds o
programa de exercicios fisicos. Os dois protocolos de
treinamento utilizados nos experimentos demons-
traram ser benéficos na coordenagdo motora da pata
traseira dos animais treinados. Nao foi observada
diferenca significativa no niimero de erros entre os
grupos TRF e TFM apds o treinamento fisico.

No teste passo em falso, ao analisar a coor-
denag¢do motora da pata dianteira direita dos grupos
TRF e TFM, também foi possivel observar uma di-
minui¢ao de erros antes e ap6s o protocolo de trei-
namento fisico em comparagdo com o grupo S. Ao
comparar a diminui¢ao de erros apds o treinamento
tisico, os grupos TRF e TFM demonstraram dimi-
nuicdo de erros significativa no final do experimen-
to. O grupo sedentdrio nao apresentou diminui¢ao
significativa de erros no final do experimento. O gru-
po TREF apresentou no inicio do experimento maior
numero de erros em comparagao com 0s grupos S e
TFM, o que pode ter interferido no nimero de erros
apos o treinamento desses animais, onde foi eviden-
ciada maior diminuigdo de erros nesse grupo no final
do experimento. Esses dados demonstram a eficacia
dos dois protocolos de treinamento na melhora do
desempenho motor dos animais treinados.

Os resultados do teste passo em falso da pata
dianteira esquerda demonstraram diminui¢ao signi-
ficativa no nimero de erros antes e ap6s o protocolo
de exercicios fisicos e o periodo de sedentarismo nos
grupos S, TRF e TFM, sendo que no inicio do ex-
perimento, também foi identificada diferenga entre a
média de erros cometidos no grupo TRF em compa-
ragao com o grupo S e TFM. Essa diferenca pode ter
interferido na diferenca entre a média final de erros
desse grupo, onde foi identificado menor quantidade
de erros cometidos pelos animais desse grupo (TRF).

Os dados do presente estudo demonstraram
a eficacia dos dois protocolos de treinamento fisico
na melhora da coordenagido motora da pata dianteira
e traseira de animais treinados em comparagdo com
animais sedentarios. Esses dados corroboram com

estudo proposto por Cassilhas et al. (2013), onde foi
evidenciada melhora do desempenho motor dos ra-
tos (hipertrofia muscular) apds treinamento de resis-
téncia fisica em escada vertical.

No treinamento de for¢a ocorrem adapta-
¢oes musculares que geram nao sé o aumento de
forca, mas também aumento da sec¢do transversa
das fibras musculares (hipertrofia), proporcionando
maiores numeros de fibra motoras ativadas durante
o movimento (Takarada et al., 2000, 2002). Esse au-
mento da sec¢do transversa sd ocorre devido a ati-
vagdo de células satélites responsaveis pela reconsti-
tuicdo da fibra muscular lesionada durante o estresse
mecanico (Mcardle e Katch, 2008). O treinamento de
resisténcia promove mudangas no sistema cardiovas-
cular (Kraemer et al., 2002), possibilitando aumento
do VO2 maxima, diminui¢ao da frequéncia cardia-
ca em repouso e maiores capacidades de sustentar
determinados estresses por um periodo de tempo
(Jurgen, 1999). De acordo com os resultados obtidos
no presente estudo foi possivel verificar que o treina-
mento de resisténcia fisica e forga possibilitou uma
melhora no desempenho motor dos animais avalia-
dos pelos testes funcionais. No estudo de Damazio et
al. (2015), que também utilizou os testes funcionais
para avaliacdo do desempenho motor dos animais
com isquemia cerebral, foi identificada melhora da
coordenagao motora dos animais quando exercita-
dos antes e apds o evento isquémico.

A diferenca de erros cometidos entre os gru-
pos TRF e TFM naéo foi significante e os dois grupos
obtiveram reducdes de erros nos testes funcionais
em comparagao ao grupo S. O treinamento de resis-
téncia e de for¢a permitiu melhora do desempenho
motor dos animais por beneficiar as adaptacgoes car-
diovasculares que atuam no fornecimento de oxigé-
nio ao organismo, por melhorar as adaptagdes mus-
culares gerando aumento de fibras motoras ativadas
e como consequéncia melhora na coordenag¢ao mo-
tora (Agostini, 2000; Conley e Rozenek, 2001) e me-
lhora do aporte sanguineo (Hagerman et al., 2000).

Conclusao

Conclui-se que os dois protocolos de treina-
mento (resisténcia e forca muscular) trouxeram be-
neficios na fun¢do motora dos animais submetidos
aos exercicios, permitindo a diminui¢ao significativa
dos erros cometidos antes e apds os treinamentos.
Dessa forma, protocolos de treinamento fisico que
enfatizam o ganho de resisténcia fisica e forca mus-
cular possibilitam melhora do desempenho motor.
Com isso € interessante pensar na hipotese de se tra-
balhar com o protocolo de treinamento de forga e re-
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sisténcia fisica em seres humanos quando o objetivo
for a melhora da funcionalidade motora. Além disso,
¢ de extrema importancia se basear nos principios
do treinamento esportivo e levar em consideracéo as
suas cargas e tempo de duragdo de cada método de
treinamento, visto que no presente estudo os treina-
mentos foram realizados em quatro semanas, onde
ocorre o inicio das adaptagdes do organismo ao
estresse imposto.
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Resumo. As pesquisas com células-tronco visam melhorias na qualidade de vida da populacdo por meio Recebido:
da terapia celular. Apesar das pesquisas vigentes demonstrarem a efetividade da aplicacdo dessas células 28nov2016
no processo de regeneracdo de diversos tecidos, o Unico tratamento efetivo de rotina sdo os transplantes Aceito:
de células-tronco sanguineas. Contudo, as dificuldades referentes a disponibilidade de células-tronco para 16fev2017
aplicacéo clinica a médio e longo prazo expds um cendrio carente de bancos de células-tronco e tecidos Publicado:
criopreservados. O processo de criogenia permite a preservacdo de células e tecidos por meio da aplicagcao 25ag02017

de agentes crioprotetores em temperaturas adequadas, dois fatores necessarios para o sucesso desta técnica.
As pesquisas nessa drea sao importantes e promissoras, permitindo a utilizacdo segura das células-tronco na Editado por Carlos
terapia celular. Vilela e revisado

Palavras-chaves. Células-tronco; criopreservagao por Anénimo

Abstract. The stem cell research aims improvement on population life quality through cellular therapy.
Despite the current research demonstrating the effectiveness of these cells in different tissue regeneration
process, the unique effective treatment is blood stem cells transplant. However, the hardships to maintain
stem cell availability for clinical application for long and midterm expose a scenario that lacks banks of both
cryopreserved stem cells and tissues. The cryogenic process allows the stem cells and tissues preservation
through application of cryoprotectants in adequate temperatures; two necessary factors to be successful on
this technique. Researches on this area are important and promising, allowing the safe stem cells use on cell
therapy.

Keywords. Stem cell; Cryopreservation

Introducao

O acelerado desenvolvimento cientifico e
consequentemente o gigantesco avango tecnoldgico
das ultimas décadas vém revolucionando a qualidade
de vida e longevidade do ser humano. Dentro desse
contexto surgiu a terapia celular, visando restabele-
cer a integridade e o funcionamento dos tecidos e 6r-
gaos lesados, a partir da utilizagdo de células-tronco.
Considerada uma das maiores descobertas dos ulti-
mos tempos, as células-tronco vém sendo utilizadas
para o tratamento de muitas doencas degenerativas
e autoimunes (Zorzanelli et al,, 2015). Contudo as
limitagdes quanto a estabilidade em cultura depois
de varias passagens, bem como a necessidade de
criopreservagao dessas células por longos periodos
com garantia de suas fungdes, para aplicagoes clini-
cas, levaram a busca e ao desenvolvimento de novos

protocolos de criopreservagdo (Chatzistamatiou et
al., 2014). O principal objetivo é cessar de maneira
controlada e reversivel todas as fungdes bioldgicas
das células em temperaturas ultrabaixas. A viabilida-
de obtida apds submeter as células a esse processo
depende basicamente de sua capacidade de resistir a
desidratacdo e ao dano mecanico decorrente da for-
magao de cristais de gelo no seu interior (Marquez-
-Curtis et al., 2015). Diversos protocolos de criopre-
serva¢do vém sendo apresentados visando eliminar
ou minimizar a formacao dos cristais de gelo, visto
que os danos provocados por estes cristais prejudi-
cam a capacidade de proliferacdo das células, levan-
do-as quase sempre a morte. A necessidade cada vez
maior de estocar células-tronco e tecidos que contém
essas células vem despertando o interesse em apri-
morar as técnicas de congelamento para que no des-
congelamento um percentual elevado de células via-
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veis seja preservado. De forma que as células-tronco
a serem utilizadas para transplantes futuros, visando
o tratamento de doengas hematoldgicas, neoplasicas
e genéticas (Miyazaki e Suemori, 2014), sejam corre-
tamente preservadas e possam permanecer por mais
tempo no ambiente crioprotetor. Nesse trabalho de
revisao abordamos os principais avangos na area da
criopreservacao.

Células-tronco

O termo “Célula-tronco” (CT) foi introduzi-
do na literatura em 1868 pelo bidlogo alemao Ernst
Haeckel (Ramalho-Santos e Willenbring, 2007). Este
termo foi utilizado para descrever um organismo
unicelular, o qual se presumia estar envolvido com
a origem de todos os organismos multicelulares. As
células-tronco podem ser classificadas em embrio-
narias e nao-embriondrias (adultas). Todas essas
células, em ultima analise, provém de uma unica cé-
lula inicial, resultante da fecundagdo do évulo pelo
espermatozoide, a chamada célula-ovo ou zigoto
(Fischbach e Fischbach, 2004). As células-tronco
embrionarias podem ser: fotipotentes, células com
capacidade de se diferenciar em qualquer tipo de te-
cido, incluindo os anexos embrionérios, podem ser
encontradas no inicio do desenvolvimento embrio-
nario, ou mais especificamente, até a fase de moérula
(terceiro dia de desenvolvimento); e pluripotentes,
que sdo as células-tronco embrionarias retiradas da
massa celular interna do blastocisto (quinto dia de
desenvolvimento), apresentam a capacidade de se
diferenciar nos grupos celulares dos trés folhetos
germinativos com exce¢ao dos anexos extra-embrio-
narios. As células-tronco adultas tém seu potencial
mais limitado que as embriondrias e geralmente sdo
tecido-especificas. Elas sao divididas em duas cate-
gorias: as multipotentes que ddo origem a diferentes
tipos celulares dentro de suas respectivas camadas
germinativas, a exemplo das células-tronco hemato-
poéticas (CTHs) e mesenquimais (CTMs); e as uni-
potentes que dao origem a apenas um tecido, a exem-
plo das células-tronco presentes no tecido nervoso e
nos testiculos (Hunt et al., 2011; Marquez-Curtis et
al., 2015). Inicialmente o consenso era de que apenas
as células-tronco embriondrias poderiam se diferen-
ciar em células de origem ectodérmica, mesodérmi-
ca e endodérmica. Porém Takahashi e colaboradores
(2007) induziram células adultas (fibroblastos) ao
estado de pluripoténcia por meio da introdugao de
retrovirus transfectados com varios fatores de trans-
cripgdo, sendo os principais Oct3/4, Sox2, c-Myc e
Klf4. Esses fatores induziram essas células a adquiri-
rem caracteristicas morfologicas e proliferativas, de

expressao génica e de formagdo de teratomas, seme-
lhantes as células-tronco embriondrias, a partir de
entdo, denominadas células-tronco pluripotentes in-
duzidas (CTPi). Esses resultados quebraram o dog-
ma de que a diferenciagdo celular seria um processo
unidirecional, iniciando uma nova fase na biologia
das células-tronco (Yu et al., 2007; Park et al., 2008).

Aplicacées terapéuticas

Diversos estudos com células-tronco de-
monstraram que estas sdo capazes de promover o re-
paro de drgdos e tecidos, devido as suas propriedades
de diferenciacdo celular e secrecao de fatores. Acre-
dita-se que futuramente as terapias celulares irdo
oferecer tratamentos para muitas doencas que hoje
sao consideradas incuraveis, e para as quais a nica
solucao terapéutica disponivel é o transplante de 6r-
gaos. Vale ressaltar que, no Brasil, as unicas terapias
celulares realizadas rotineiramente e regulamentadas
sao os transplantes de células-tronco hematopoéti-
cas, procedimento baseado na sua infusdo intraveno-
sa para a reconstituicdo da medula dssea do paciente
por precursores sanguineos (Voltarelli, 2002). Atual-
mente, o transplante de células-tronco do sangue é
reconhecido como um tratamento efetivo para doen-
cas hematologicas neoplésicas (leucemias, linfomas)
ou ndo-neoplasicas (anemia apldstica, talassemia,
anemia falciforme) ou doencas metabdlicas (Simoes
et al., 2010). Entretanto, ha diversos estudos que es-
tao avaliando a possibilidade da aplicagdo de células-
-tronco de diversas fontes em pesquisas clinicas para
o tratamento de doencas crénicas ndo transmissiveis
(DCNT), como diabetes, doencas cardiovasculares,
do sistema nervoso e odontologicas (Ma et al., 2012;
Pereira e Queiroz, 2013). O cendrio desejado para
a medicina regenerativa inclui a imediata disponi-
bilidade das células-tronco. No entanto, o pequeno
percentual adquirido a partir de tecidos frescos, con-
firmou que a criopreservagdo é um processo essen-
cial para a manuten¢ao das células-tronco com fins
terapéuticos (Marquez-Curtis ef al., 2015).

Bancos de Criopreservacao

O sucesso dos transplantes com CTHs para
o tratamento de doengas hematoldgicas benignas
e malignas despertou o interesse para o armazena-
mento dessas células em bancos de criopreservagio.
As CTHs apresentam como fontes classicas a medula
Ossea e o sangue do corddo umbilical. Os transplan-
tes alogénicos das CTHs, a partir da medula 6ssea de
doadores compativeis é extremamente restrito devi-
do a resposta autoimune gerada no hospedeiro, di-
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minuindo o interesse na criopreservagdo das CTHs
provenientes dessa fonte. Ja as CTHs derivadas do
sangue do corddo umbilical, tornaram-se uma fonte
alternativa, pois diminuem os problemas de incom-
patibilidade (Voltarelli e Stracieri, 2000). O primei-
ro transplante utilizando CTHs do sangue do cor-
dao umbilical foi realizado em 1989 (Gluckman et
al., 1989) e o primeiro banco de criopreservagao foi
estabelecido em 1993, desde entao este procedimen-
to vem ganhando destaque e aceitagdo no cenario
mundial, ampliando o nimero de bancos no mundo.
Outra possibilidade promissora é a criopreservagao
das CTMs, que podem ser isoladas a partir da me-
dula dssea, tecido adiposo, sangue do corddao umbi-
lical e outros tecidos. O interesse cientifico e clinico
nesse tipo celular também cresceu nos ultimos anos,
devido ao seu potencial na medicina regenerativa
(Marquez-Curtis et al., 2015). Roy e colaboradores
(2014), utilizaram vérios protocolos com concen-
tragdes diferentes de crioprotetores para obtengao
de CTMs com maior viabilidade e capacidade pro-
liferativa apds o descongelamento. Muitos estudos
como esse estdo sendo realizados para estabelecer
protocolos padronizados, os quais possibilitem o ar-
mazenamento em larga escala das CTMs, a exemplo
das CTHs (Chatzistamatiou et al., 2014; Ma et al.,
2012). Os estudos confirmam que as células-tronco
embrionarias (CTEs) apresentam excelente plastici-
dade e, portanto, sio também ferramentas atrativas
na aplicagao terapéutica. Contudo foi evidenciada
a sensibilidade dessas células quanto aos métodos
tradicionais de criopreservagdo, prejudicando sua
expansdo e diferenciagdo in vitro. Alguns estudos
iniciais sugerem a utilizagdo da vitrificagdo como
método benéfico na conservagao desse tipo celular
(Li et al., 2010). Também ha relatos de que algumas
solugcdes melhoram a taxa de recuperagio das CTEs
apos o periodo de criopreservagao. No entanto, as
questdes inerentes a criagdo de bancos de criopreser-
vagdo das CTEs ainda exigem muitos estudos, pois
ndo ha, até o momento, um método padrao que ga-
ranta a viabilidade necessaria dessas células (Li e Ma,
2012).

Criopreservacao

Com o objetivo de armazenar CTMs por
longos periodos para posterior utilizagdo na terapia
celular, novos protocolos de criopreservagio estdo
sendo desenvolvidos, a exemplo dos bancos de cé-
lulas-tronco do sangue de corddo umbilical humano
(Da-Croce et al.,, 2013). O resfriamento de células
e tecidos interfere nas diversas vias metabdlicas, na
diminuigdo da atividade da bomba de sédio e potas-

sio e na mudanga de fase dos lipidios da membrana
plasmatica, interferindo na fun¢ao de enzimas e na
precipitacdo de substancias. Nas técnicas de criopre-
servacdo, as células sdo primeiramente tratadas com
agentes crioprotetores, a fim de protegé-las dos da-
nos causados pela desidratagdo ou geragao de cristais
de gelo que se formam dentro das células durante o
resfriamento. Estes dois tipos de lesdes estdao corre-
lacionados com a velocidade com que a suspensao
celular é congelada; o primeiro ocorre em baixas
velocidades, ja o segundo, em altas velocidades de
congelamento. Os procedimentos que sao aplicados
na tentativa de minimizar esses danos sio basica-
mente dois: a utilizacdo de agentes crioprotetores
e a aplica¢ao adequada da temperatura de congela-
mento (Lauterboeck et al., 2016). Os crioprotetores
sao substancias quimicas utilizadas para diminuir
os danos causados no processo de criopreservagio e
podem agir interna ou externamente na célula ou no
tecido. Os crioprotetores apresentam agdo coligativa
com as moléculas de agua, evitando a formagao de
gelo intracelular ou ainda reduzindo os danos cau-
sados pelas altas concentragdes dos solutos presentes
na suspensao de células, evitando a desidrata¢ao das
proteinas. Os crioprotetores sao divididos em duas
categorias: permedveis ou intracelulares, que podem
passar pelas membranas celulares, como o dimetil-
sulféxido (DMSO), glicerol, etilenoglicol (EG); e ndo
permedveis ou extracelulares, que ndo sao capazes
de penetrar nas células e nos tecidos por serem ma-
cromoléculas com alto peso molecular, entre eles se
destacam os agucares complexos como a trealose e
sacarose (Cui et al., 2007; Motta et al., 2010). Toda-
via, a utilizagdo dos crioprotetores deve ser modera-
da, pois apesar da protegio, eles podem ser toxicos
para as células e tecidos, principalmente se usados
em altas concentragodes, isso se deve em parte a re-
tencao exagerada de dgua citoplasmatica, elevando a
formacao de cristais de gelo. Outro fator crucial para
o sucesso da criopreservagdo ¢é a temperatura de ar-
mazenamento. Alguns estudos sugerem que culturas
mantidas entre -70 e -90 °C podem ficar estaveis por
meses ou anos. Porém, a manuten¢ao em nitrogénio
liquido a -196 °C previne efetivamente as células e
tecidos contra os danos e as modificagdes que acon-
tecem e se acumulam quando as amostras sdo conge-
ladas a -90 °C (Santis e Prata, 2009).

Crioprotetores permeaveis

Sdo caracterizados por serem substincias
com baixa massa relativa, auséncia de carga residual,
alta solubilidade em meio aquoso, penetrando na cé-
lula. A agdo desses agentes em reduzir os danos cau-
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sados pelo processo de criogenia se deve, em gran-
de parte, as estruturas dessas substancias, as quais
fazem ligagdes de hidrogénio com as moléculas da
agua; além de prevenir a exposi¢ao das células a ele-
vadas concentragdes de eletrélitos. As caracteristicas
quimicas desses compostos diminuem a formagao
de cristais de gelo, contribuindo desta forma para
estabilizagdo das biomembranas. Neste grupo se en-
contram o DMSO, glicerol e EG como os principais
agentes crioprotetores (Hunt ef al., 2011). O DMSO
¢ um composto incolor e inodoro com capacidade
de absorcio de umidade, usado na inddstria como
solvente. E uma substincia composta por um grupo
sulfoxido hidrofilico e dois grupos metila hidrofébi-
cos. O DMSO ¢ o crioprotetor mais utilizado devido
a sua propriedade coligativa com moléculas de agua
livres, diminuindo a temperatura do ponto de con-
gelamento (Castro et al., 2011). Estudos como o de
Liu e colaboradores (2008), utilizaram o DMSO para
analisar a influéncia da criopreservagao sobre a ca-
pacidade de diferenciagéo e proliferagdo das células-
-tronco mesenquimais. Apds 24 horas de congela-
mento, as células foram descongeladas, plaqueadas
e submetidas ao meio indutor. Os resultados desse
estudo demonstraram que a criopreservagdo com
DMSO néo altera significativamente a capacidade
de diferenciagao e proliferagio das CTMs, além de
produzir uma matriz mineralizada, um avango para
a engenharia de tecidos (Liu et al, 2008). Além da
utiliza¢do in vitro, muitos estudos analisam o arma-
zenamento de células-tronco hematopoéticas para
transplantes, acentuando a necessidade de permane-
cerem protegidas em bancos de sangue. No entan-
to, sob essa perspectiva, a utilizagio do DMSO pode
afetar o paciente devido a sua toxicidade, causando
nauseas, dor de cabega, hipotensdo e outros sinto-
mas mais graves, além de causar alterages quimi-
cas nas células, como a produgdo de radicais livres
que levam a lesdo celular e a sua inviabilidade. Para
minimizar esses efeitos tdxicos, antioxidantes, como
0 4cido ascorbico, sio combinados com baixas con-
centragdes de DMSO (Motta et al., 2010). O glicerol
por sua vez foi um dos primeiros crioprotetores a
ser utilizado no congelamento de células. O uso do
glicerol em solugoes crioprotetoras reduz os efeitos
da desidratacdo, diminuindo o acimulo de sais no
interior da célula. Porém, a reducido desses efeitos
dependera da relagio molar entre o soluto neutro
(glicerol) e toxicos (sais). Logo, se as concentragdes
de sais forem baixas, a agdo crioprotetora do glice-
rol serd efetiva (Precht et al., 1973). Nesse contexto,
Oishi e colaboradores (2008) demonstraram a efici-
éncia desse crioprotetor na conservagao das células-
-tronco derivadas do tecido adiposo. Contudo, Roy e

colaboradores (2014), evidenciaram que a utilizagdo
do glicerol junto a sacarose na criopreservacao das
CT nio foi eficaz quando comparado com a capa-
cidade proliferativa das células nao criopreservadas.
Uma das limitagdes pode estar relacionada a manei-
ra lenta com que o glicerol penetra nas células, di-
ficultando sua acdo efetiva na atenuacdo dos efeitos
da desidratagdo (Meryman, 2007; Roy et al., 2014).
O outro reagente utilizado para crioprotegdo é o EG,
que, assim como o DMSO, ¢é incolor e inodoro, além
de ser pouco volatil em temperatura ambiente, quan-
do adicionado a agua eleva o ponto de ebuli¢ao da
mistura, a0 mesmo tempo em que reduz o ponto de
congelamento (Castro et al., 2011). Em alguns estu-
dos o EG foi utilizado junto ao DMSO com o intuito
de atenuar o choque osmético causado pelo DMSO,
contribuindo para a melhor recuperagio da célula e
prevenindo apoptose (Imaizume et al., 2014). Imai-
zume e colaboradores (2014) padronizaram uma so-
lugdo de criopreservacdo composta por hidroxietil-
-amido (HES) e DMSO em salina, com 5% de EG, a
qual apresentou um desempenho superior (80%) na
recuperacdo das células-tronco pluripotentes huma-
nas, quando comparada com o desempenho (20%)
das formulacdes existentes no mercado. No entanto,
ainda néo se conhece 0 mecanismo de a¢dao do EG na
atenuacio dos efeitos deletérios do DMSO sobre as
células-tronco.

Crioprotetores nao permeaveis

Esse grupo de crioprotetores atua aumen-
tando a osmolaridade do meio extracelular, promo-
vendo a passagem de dgua do interior das células
para o meio extracelular, o que impede a formagao
de cristais de gelo em seu interior durante o conge-
lamento. Os agentes crioprotetores ndo penetrantes
sdo moléculas com massa relativa alta, como os agti-
cares trealose e sacarose (Hunt et al., 2011; Rodrigues
et al., 2008). A utilizagdo dos crioprotetores naturais
esta relacionada com a sua baixa toxicidade quando
comparados ao DMSO, pois como ja foi discutido, o
uso do DMSO esta relacionado com diversos efeitos
nocivos quando as células-tronco sdo transplantadas
para o hospedeiro. O mecanismo proposto para a
acao desses dissacarideos é baseado na capacidade
dessas substancias fornecerem uma maior prote¢do
para a membrana celular devido a interagao com
os grupos de fosfolipidios da membrana plasmatica
(Rodrigues et al., 2008; Balci e Can, 2013). A partir
desses achados diversos estudos passaram a utilizar
solugdes de criopreservacdo contendo 30 mM/L de
trealose, 2,5% de DMSO ou 60 mM/L de sacarose
e 5% de DMSO. Os resultados foram semelhantes
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aos das solugdes nas quais foram utilizados apenas
10% de DMSO (Rodrigues et al., 2008). Balci e Can
(2013) relataram que solugdes com concentragdo
padrao de DMSO (10%) podem apresentar redugdo
dos efeitos toxicos se estiverem na presenga de 100
mM de sacarose. Os resultados desse estudo com-
provaram que o perfil proliferativo e imunofenoti-
pico das células-tronco foram preservados. Estudos
realizados por Solocinski e colaboradores (2017) de-
monstraram que a trealose quando adicionada as so-
lugdes de criopreservagao, diminuem o tamanho dos
cristais de gelo, atenuando os danos fisicos causados
pelo gelo intracelular.

Taxa de Congelamento

Os procedimentos com resultados bem su-
cedidos para o congelamento de células e tecidos
sao de extrema importincia para a terapia celular, e
controla-los é crucial e necessario, pois a quantidade
de calor que ¢ liberada no momento do resfriamento
diminui severamente a populagao de células-tronco
apos o descongelamento. Atualmente existem proto-
colos que empregam equipamentos para controlar a
taxa de congelamento. Dessa forma, o tempo de con-
gelamento ¢é igualmente distribuido entre as células,
diminuindo os danos causados pelo procedimento
(Marquez-Curtis et al., 2015). Nesse procedimento
de criopreservagao controlado, as células-tronco do
cordao umbilical, medula 6ssea, células do sangue
periférico ou tecidos, Geleia de Wharton, tecido adi-
poso entre outros, sofrem diminui¢do de 1-2 °C/min
(taxa ideal 1 a 3 °C/min) até atingirem -40 °C. Ap6s
atingir esta temperatura, a taxa de congelamento au-
menta de forma mais rapida (3-5 °C/min), até chegar
a -120 °C (Berz et al., 2007). Outra forma de contro-
lar o congelamento das células é através do uso de
congeladores mecanicos. Com esses equipamentos,
as células sdo inicialmente resfriadas a -4° C, depois
transferidas para o ultra low freezer a -80 °C e logo
apos, transferidas para -120 °C (Berz et al., 2007). Os
estudos confirmaram que esse processo ¢ seguro e
que nao ha diferenca de viabilidade entre os dois mé-
todos, desde que as células sejam mantidas a -120° C
até o momento do uso.

Consideragées finais

O nuimero cada vez maior e diversificado de
estudos com células-tronco vem ampliando as pos-
sibilidades de aplicagdes em varias terapias regene-
rativas. Conforme citado ao longo do texto, alguns
desses procedimentos ja foram utilizados em seres
humanos. Novas metodologias estao sendo constan-

temente desenvolvidas e testadas, visando a regene-
racao de tecidos, e recupera¢ao de pacientes de uma
maneira mais rapida e sem sequelas. Muitos esfor¢os
estdo sendo somados para que as células-tronco se-
jam preservadas qualitativa e quantitativamente apos
o processo de criopreservagao, no intuito de garantir
a disponibilidade tanto imediata quanto tardia des-
sas células nas aplicagdes clinicas. O alto custo e a
escassez de bancos de criopreservagio de células e
tecidos limitam os tratamentos, ficando restrito as
pessoas economicamente privilegiadas. Acreditamos
que o aperfeicoamento das técnicas de criopreserva-
¢do permitira a disponibilizagdo desses tratamentos
com baixos custos, beneficiando a sociedade como
um todo, através dos servigos publicos de saude.
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Resumo. Areas litoraneas abrigam uma grande biodiversidade de organismos benténicos e levantamentos Aceito:
sobre essas espécies sdo importantes. Assim objetivamos avaliar a eficicia da adaptacdo do método 13jul2017
Braun-Blanquet (BB), associado ao Método de Parcelas (MP), para determinar a biodiversidade incrustante Publicado:
encontrada em substratos rochosos. Realizou-se em conjunto o MP e o BB com adaptacées. Através do 252902017
MP realizaram-se célculos de Frequéncia Absoluta (FA) e Frequéncia Relativa (FR). O MP identificou 44.055
individuos, dentre 6 taxons, e pelo método de BB, quantificaram-se ainda outros seis taxons. A cobertura (%) Edli:tado‘por
rancisco

mais elevada foi de Perna perna, Chlorophyta e Megabalanus sp. Através de levantamentos como este, torna-
se possivel reconhecer as espécies na drea de interesse, possibilitando adocao de estratégias de manejo que
visem a sua conservacao.

Palavras-chaves. Técnicas de amostragem; adaptacao de método; métodos de levantamento

Abstract. Coastal areas harbor a great biodiversity of benthic organisms and surveys on these species are
important. Thus, we evaluated the effectiveness of the Braun-Blanquet (BB) method, associated with the
Parcels’Method (PM), to determine the fouling biodiversity found in rocky substrates. The PM and the BB were
performed with adaptations. Through the PM, calculations of Absolute Frequency (AF) and Relative Frequency
(RF) were performed. The PM identified 44,055 individuals out of 6 taxons, and using the BB method, six other
taxons were quantified. The highest coverage (%) was Perna perna, Chlorophyta and Megabalanus sp. Through
surveys such as this one, it is possible to recognize the species in the area of interest, allowing the adoption
of management strategies aimed at its conservation.

Keywords. Sampling techniques; Adaptation of method; Survey methods

Vasconcelos e
revisado por
Andénimo

Introducao

O litoral catarinense equivale a 7% de toda a
area costeira do Brasil, e abriga inimeras espécies de
flora e fauna, muitas das quais endémicas e/ou ame-
acadas de extingdo (Brasil, 2012). Dentre os inver-
tebrados encontrados nessas areas existem intimeras
espécies sésseis, que se apresentam incrustadas so-
bre costdes rochosos e substratos artificiais, conso-
lidando os ecossistemas marinhos por apresentarem
uma alta biodiversidade e produtividade, devido ao
aporte de nutrientes disponiveis nesses locais. Esses
organismos sofrem estresse quanto a perda de 4gua,
minerais, luminosidade, entre outros, além das inte-
ragoes ecoldgicas, que causam o efeito de zonagdo,
ocupando faixas horizontais definidas (Moreno e

Rocha, 2012).

Conforme Rosenberg e Resh (1993), os or-
ganismos que encontram-se aderidos aos costdes
rochosos sao conhecidos como organismos bentoni-
cos, pois habitam o fundo de ecossistemas aquaticos
durante pelo menos parte de seu ciclo de vida, as-
sociado aos mais diversos tipos de substratos, tan-
to orgénicos (folhico, macréfitas aquaticas), quanto
inorgéanicos (cascalho, areia, rochas). Ainda, segun-
do Oliveira e Manso (2016) estudos iniciais sobre a
comunidade bentonica sdo datados de 1937 e foram
realizados com objetivo de analisar os fatores bidti-
cos e abiodticos que influenciam o estabelecimento de
uma comunidade em substratos consolidados. De
acordo com Coutinho e Zalmon (2009), os aflora-
mentos rochosos sao considerados muito relevantes,
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por apresentarem uma grande riqueza de espécies de
importancia ecoldgica e econdmica. Para Agostini e
Ozério (2011), a fauna dos costdes rochosos forne-
ce recursos para a pesca, turismo, biodiversidade e
produtividade local e o seu conhecimento subsidia
projetos de manejo e conservagao dos ecossistemas
costeiros.

Ainda, conforme Coutinho e Zalmon (2009)
citam, os afloramentos rochosos sio considerados
muito relevantes por apresentarem uma grande ri-
queza de espécies de importancia ecoldgica e eco-
némica. Para Agostini e Ozério (2011), a fauna dos
costoes rochosos fornece recursos para a pesca, tu-
rismo, biodiversidade e produtividade local e o seu
conhecimento subsidia projetos de manejo e con-
servacdo dos ecossistemas costeiros. Barbosa et al.
(2016) também evidenciam a importancia que essas
espécies possuem por apresentarem sensibilidade a
alteragdes no seu habitat, sendo amplamente utili-
zados como indicadores da qualidade de ambientes
costeiros.

Conforme Agostini e Ozdrio (2011) e Ver-
meji (2006), a distribuicdo dessas espécies em subs-
tratos consolidados ¢ influenciada por fatores abid-
ticos e bidticos que induzem a formagao de zonas.
Para Dias-Pulido et al. (2004), geralmente os fatores
que determinam a distribuicio desses organismos
sao processos historicos, condicdes ambientais e
relagbes entre as espécies predominantes, além das
interagoes interespecificas e intraespecificas como
predacdo, competi¢ao e mutualismo.

Como Ferreira, Ruiz e Aguiar (2017) citam,
os macroinvertebrados bentonicos sdo comumente
utilizados como bioindicadores, uma vez que sua
distribuicdo é influenciada por inimeros parametros
ambientais, possuindo desde comunidades com alta
tolerdncia a ambientes poluidos até organismo com
baixa resisténcia a polui¢ao.

Conforme Queiroz, Trivinho e Nascimen-
to (2000), a utilizagdo de bioindicadores da quali-
dade da agua apresenta-se mais vantajosa quando
comparada a métodos convencionais, uma vez que
apresentam maior rapidez e eficacia na obtencdo de
resultados, além de apresentarem baixo custo e pos-
sibilitar a avaliagdo in situ. Uma das possibilidades
de utilizagio desses organismos bioindicadores, con-
forme apontado por Pusceddu (2016), é na avalia-
¢do da contaminac¢ao de ecossistemas marinhos por
compostos quimicos emergentes como farmacos e
produtos de cuidados especiais, que provocam sérios
danos ao meio ambiente quando descartados de for-
ma indevida.

Além de apresentarem importancia na ava-
liagdo ambiental, os organismos bentonicos possuem

um papel central na dindmica dos ecossistemas aqua-
ticos, participando ativamente dos processos de mi-
neralizagdo e reciclagem de matéria organica (Lind
et al, 1993).

Dentre as espécies marinhas bentonicas, o
filo Mollusca destaca-se pela sua grande biodiversi-
dade, apresentando importancia sob vérios aspectos
da vida humana como, por exemplo, na alimentagdo
(Lopes e Fonseca, 2008). Destaca-se também a im-
portancia econdmica, tendo em vista que a produg¢ao
de moluscos em 2014 no estado de Santa Catarina
envolveu 610 maricultores e atingiu 21.554 tonela-
das, sendo que 17.853 toneladas de mexilhao (Perna
perna); 3.670t de ostras (Crassostrea gigas) e 30,2t
de vieiras (Nodipecten nodosus). Além disso, a esti-
mativa econdémica da comercializagdo de moluscos
na concha movimentou R$ 70.084.887,20 (Santos e
Costa, 2014).

Levantamentos sobre essas espécies sao im-
portantes para definir a comunidade bioldgica pre-
sente nesses locais, possibilitando um maior conhe-
cimento e a conserva¢do das mesmas. Porém, estu-
dos sobre a biodiversidade e ecologia de organismos
bentonicos e incrustantes sobre substratos rochosos
sao escassos e limitados por andlises descritivas, de-
vido a inexisténcia de metodologias de amostragens
especificas para tais estudos (Moreno e Rocha, 2012).

Entre os métodos mais utilizados esta o
Método de Parcelas, no qual o levantamento se da
por observagao direta e contagem dos incrustantes
presentes no espago delimitado. Porém, organismos
bentonicos comumente formam colénias e dificul-
tam o processo de contagem. Sendo assim, para tais
individuos utilizou-se uma adaptagdo do Método de
Braun-Blanquet (1979), correlacionando as espécies
quanto ao nivel de cobertura do substrato analisado.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
realizar o levantamento da comunidade bentonica
no costdo rochoso da praia de Porto Belo, Santa Ca-
tarina, Brasil, procurando estabelecer a importancia
da utilizagdo do Método de Braun-Blanquet (1979)
adaptado associado ao Método de Parcelas. O levan-
tamento ocorreu no més de marco de 2015, e a iden-
tificagdo das espécies foi realizada in loco.

Material e Métodos

Para a avaliagdo da biodiversidade encontra-
da sobre as rochas da praia de Porto Belo, SC, Bra-
sil, foram realizadas adaptagdes de dois métodos de
levantamento, sendo eles o Método de Parcelas e o
Método de Braun-Blanquet (1979).

Originalmente, estes métodos sao aplica-
dos em levantamentos de espécies vegetais com a
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inten¢do de se quantificar e avaliar a biodiversida-
de encontrada. No Método de Parcelas, sio defini-
dos quadrantes (cuja metragem é definida conforme
necessidade da pesquisa) sendo identificado e con-
tabilizado todos os organismos de interesse do pes-
quisador conforme objetivo de seu estudo, dentro da
referida parcela. Ja no Método de Braun-Blanquet
(1979), é definida a densidade e o numero de indi-
viduos da populagdo por unidade de area, fazendo-
-se uso de uma escala de abundancia (1 a 5, sendo
1 o nivel mais escasso e 5 o mais abundante). Neste
método a determinagdo pode ser feita em varias uni-
dades amostrais (por meio de quadrantes) dentro da
comunidade (Guimaraes et al., 1992).

Na adaptacdo realizada, para a referida pes-
quisa, avaliou-se a abundéancia de organismos in-
crustantes encontrados sobre rochas da praia de Por-
to Belo, SC, no qual realizou-se o levantamento em
todas as partes acessiveis de 12 rochas representati-
vas e localizadas aleatoriamente, aferindo-se parcelas
de 10x20cm a partir de uma linha reta medida do
topo da rocha até a base. Com uma trena mediu-se a
altura da rocha desde o local onde se encontravam os
primeiros organismos até aproximadamente 10 a 30
cm abaixo da agua. Observou-se a incidéncia de cada
espécie nas referidas parcelas, a fim de se estimar o
nimero de individuos encontrados de diferentes es-
pécies se desenvolvendo sobre a rocha.

No total foram analisadas 164 parcelas, das
quais se quantificou os individuos. Adaptou-se o mé-
todo de Braun-Blanquet (1979) para os demais orga-
nismos bentonicos, sendo o método originalmente
utilizado para quantificar cobertura vegetal terrestre.
Usou-se a mesma aplicagdo, porém sobre rochas,
quantificando, em percentual, os organismos presen-
tes conforme escala (Tabela 1). Através da utilizacao
da escala proposta por Braun-Blanquet (1979) foi

possivel relacionar a cobertura e a abundéancia das
espécies, bem como de rocha livre, ou seja, com au-
séncia de organismos macroscdpicos. Para esse mé-
todo dividiu-se a area acessivel da rocha em porgdes,
também, de 10x20cm.

E preciso salientar que o uso combinado
destes dois métodos viabiliza a quantificacdo de or-
ganismos bentdnicos incrustantes sobre os costdes
rochosos, ou seja, uma avaliagdo mais completa da
biodiversidade encontrada nestes ambientes, visto
que a distribuicdo vertical das espécies nas rochas é
afetada por diversos fatores fisicos, como luminosi-
dade e temperatura, oscilagdo e intensidade das ma-
rés, agdo das ondas, salinidade, além da topografia e
do tipo de substrato (Moreno e Rocha, 2012).

A identificagao das espécies foi realizada até
o nivel taxonomico possivel in loco. Todas as rochas
encontravam-se parcialmente submersas, com altura
média de 1,4 m.

Através dos dados obtidos aplicando-se o
Meétodo de Parcelas realizaram-se os calculos de Fre-
quéncia Absoluta (FA) e Frequéncia Relativa (FR).
Sendo os calculos da seguinte forma:

« Frequéncia Absoluta (FA): descritor do nd-
mero de observagdes realizadas e expressa em forma
de porcentagem.

FA = x 100

Z I

onde:

n=ndimero de unidades amostrais em que a espécie
ocorre

N=numero total de unidades amostradas

o Frequéncia Relativa (FR): aponta a intensi-
dade de ocorréncia de uma determinada espécie na

Tabela 1. Escala de Braun-Blanquet (1979) utilizada para aferir a abundancia.

Escala

Porcentual de cobertura

Individuos solitarios

< 5%, poucos individuos

< 5%, varios individuos

5-25%

25-50%

50-75%

NIH|IWIN|(=|4+

75-100%

Fonte: Braun-Blanquet (1979).
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drea, expressa em porcentagem.

FR= fx 100
n
onde:
f=frequéncia absoluta da espécie
n=ndmero total de espécies

Resultados

O levantamento de organismos incrustantes
através do Método de Parcelas culminou na identifi-
cacdo de 6 taxons distintos, ao total foram identifi-
cados 44.055 individuos, com a predominancia, de
Perna perna e Megabalanus sp. (Tabela 2).

Tabela 2. Abundancia de todos os organismos identifi-
cados através do Método de Parcelas.

Taxons Total
Perna perna 21.750
Megabalanus sp. 19.421
Collisella sp. 2.337
Crossostrea sp. 208
Littorina ziczac 201
Dosinia concentrica | 138
Total 44.055

Pela adaptacio do método de Braun-Blan-
quet (1979), foi possivel quantificar percentualmente
todas as espécies bentonicas, além dos 6 taxons ja en-
contrados pelo método de parcelas, foram encontra-
dos outros 6 taxons (Tabela 3).

A cobertura medida através da porcentagem
de todas as rochas, possibilitou averiguar os organis-
mos que apresentaram a cobertura mais elevada de
todas as rochas amostradas, sendo eles Perna per-
na, Chlorophyta, Megabalanus sp., além de mostrar
que aproximadamente 38% de todas as rochas nao
apresentavam nenhum organismo macroscopico. Ja
a cobertura medida em centimetros possibilitou a
quantificagdo da drea que cada organismo ocupou ao
total.

A frequéncia absoluta mostra que nem sem-
pre os organismos com maior cobertura sio os mais
frequentes, assim Megabalanus sp., Perna perna e
Chlorophyta, nessa ordem, prevaleceram quanto as
parcelas amostradas. A frequéncia relativa aponta os
mesmos 0rganismos como os mais comuns, porém
em razdo de todos os organismos encontrados.

Discussao

A distribuicio vertical bem definida das es-
pécies, em que organismos benténicos predomina-
ram nas por¢des submersas de cada rocha, e em que
organismos incrustantes prevaleceram nas regides
banhadas esporadicamente, se deve a fatores fisicos
e interagoes ecoldgicas dos habitantes do costao. O
ciclo de emersao e submersdo a que sao submetidos
promove adaptagdes nos organismos expostos a es-
sas condi¢des, criando um padrdo de zonagdo. Na
faixa superior a distribuicao é determinada princi-
palmente por fatores abidticos, como temperatura,
radiacdo solar e a forca mecénica das ondas, ja nas
faixas basais a distribui¢do dos organismos é influen-
ciada principalmente pelas interagdes biologicas,
competi¢ao, predagdo e herbivoria (Moreno e Rocha,
2012).

Devido a esse padrio de zonagdo dificilmen-
te um Unico método avaliaria de maneira eficiente
toda a biodiversidade encontrada nos costoes rocho-
sas. Porém, com o uso conjunto do método de par-
celas e da adaptagdo do método de Braun-Blanquet
a caracteriza¢do de todos os individuos, tanto ben-
tonicos quanto incrustantes, foi alcan¢ada, caracteri-
zando, ainda, de maneira mais especifica e realista a
distribui¢do das espécies no substrato rochoso.

Assim, constatamos um elevado indice de
algas e organismos incrustantes sobre as rochas, oca-
sionado pelo batimento constante das ondas, que
favorece organismos que se fixam firmemente sobre
as rochas, por meio de estruturas como apressorios,
bissos em mexilhdes e substancias cimentantes em
cracas (Moreno e Rocha, 2012).

Foram encontradas poucas coldnias de es-
ponjas e briozoarios, organismos sésseis, filtradores
e potenciais bioindicadores de polui¢do, revelando
a degradacao do ambiente analisado (Hajdu et al.,
2011). Conforme Heyse (2012), os briozoarios ape-
sar de serem pouco conhecidos tanto em Santa Cata-
rina quanto no Brasil, podem fornecer informagoes
sobre as condi¢des de um ecossistema. Breves et al.
(2005) e Winston (2007) relatam que esses organis-
mos respondem as diferentes alteragdes ambientais
como, por exemplo, eutrofizagdo e contaminagao por
metais pesados, ou ainda a temperatura e presenca
de nutrientes (O’Dea e Okamura, 1999).

Além da degradacao do ambiente, outros
dois fatores podem justificar a baixa frequéncia de
coldnias de esponjas e briozoarios: o erro na escolha
do método de levantamento ou ainda o erro na esco-
lha do periodo do ano em que o mesmo foi realizado.

Acredita-se que de todos os fatores listados,
a degrada¢ao ambiental seja determinante para a bai-
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Tabela 3. Area de cobertura, frequéncia absoluta e relativa, e indice dos organismos identificados através do Méto-

do de Braun-Blanquet (1979).

Taxons Cobertura | Cobertura (FA (%) |FR(%) |EscaladeBB
(%) (cm?)

Rocha livre 37.70 12365.60 5.48 45.67 3
Perna perna 21.32 6992.96 60.97 508.08 2
Chlorophyta 19.93 6537.04 36.58 304.83 2
Megabalanus sp. 15.26 5005.30 71.34 594.50 2
Collisella sp. 2.76 905.28 35.97 299.75 +
Ulva sp. 1.21 396.88 3.65 30.42 +
Crossostrea sp. 0.60 196.80 12.80 106.66 +
Rhodophyta 0.60 196.80 1.82 15.17 +
Littorina ziczac 0.22 72.16 7.31 60.91 +
Dosinia concentrica 0.19 62.32 9.75 81.25 +
Poriferos 0.10 32.80 7.92 66.00 +
Briozoarios 0.08 26.24 6.09 50.75 +
Sargassum sp. 0.03 0.84 3.65 30.42 +
Total 100 32.800 - -

Legenda. FA - Frequéncia Absoluta; FR - Frequéncia Relativa; BB — Braun-Blanquet.

xa frequéncia de colonias de esponjas e briozoarios
na praia de Porto Belo, uma vez que no municipio
o sistema de tratamento de esgoto correspondeu a
apenas 37,5% no ano de 2013 conforme os dados do
Sistema Nacional de Informagoes sobre Saneamento
(Snis, 2013). Dalla Vechia (2009) em seu estudo so-
bre a avaliagdo da contaminagdo antropogénica na
enseada de Porto Belo, percebeu um aporte signifi-
cativo de derivados do petréleo e principio de conta-
minagdo por esgoto doméstico nesse local através da
utilizagdo de biomarcador.

Em relagio as espécies com maior fre-
quéncia, os dois métodos de levantamento revelaram
que Perna perna, uma espécie de mexilhao, e Mega-
balanus sp., popularmente conhecidos como craca,
apresentaram maiores indices de cobertura, bem
como estavam em maijor quantidade de individuos,
evidenciando outra vez, a possibilidade da utilizacdo
em conjunto dos dois métodos.

Conforme Cangussu et al. (2007), o estado
de Santa Catarina é responsavel pela maior parte da
produgido de mexilhdes do Brasil e os cultivos sdo fre-
quentemente colonizados por cracas. Megabalanus
distribui-se no litoral sul e sudeste, no médio litoral,
franja e infralitoral, até 20 metros de profundidade,
crescendo normalmente sobre o mexilhao Perna per-

na, o que explica a alta frequéncia dessas duas espé-
cies (Abreu et al., 2009). Esse resultado, mais uma
vez revela os impactos ao ambiente ocasionado por
acdes humanas.

Além disso, o mexilhdo Perna perna inspira
preocupacio as espécies nativas do local, pois além
de competir diretamente com as demais espécies,
pode ser introduzido via agua de lastro e/ou incrus-
tacdes em cascos de navios (Souza et al., 2016).

Ademais, Young (1995) denomina a espécie
Megabalanus coccopoma como uma espécie introdu-
zida e que vem competindo diretamente com a es-
pécie nativa M. tintinnabulum, sendo a sua invasao
registrada para a costa de Santa Catarina desde 1961
(Young, 2000).

No presente estudo, as espécies incrustantes
como Megabalanus sp. e Perna perna foram encon-
tradas em rochas banhadas esporadicamente, como
consequéncia da zonagdo. Resultados semelhantes
foram encontrados por Cangussu et al. (2007), que
também observaram maior abundéncia e frequéncia
das espécies Megabalanus spp., porém para a praia de
Armagao do Itapocoroy, Penha, Santa Catarina.

O levantamento também apontou a ocor-
réncia significativa de representantes do taxon Chlo-
rophyta, o que pode estar relacionado a ineficiéncia
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no tratamento de esgoto doméstico como ja mencio-
nado anteriormente. Conforme Esteves (1998), en-
tre as consequéncias do langamento direto de esgoto
doméstico e industrial nos recursos hidricos esta a
eutrofizagdo, fendmeno que provoca o acumulo de
matéria organica em decomposi¢ao, acarretando no
excesso da quantidade de macro e microalgas. Além
disso, um laudo recente emitido por pesquisadores
da Universidade do Vale do Itajai (Univali) aponta
que o despejo de esgoto doméstico diretamente na
Lagoa e Rio Perequé provocou a prolifera¢ao de mi-
croalgas na Praia do Perequé em Porto Belo. Con-
forme esse mesmo laudo, a alta concentrac¢do de nu-
trientes organicos ficou evidenciada em altos valores
dos nutrientes como NH ,ePO> (UNIVALI 2016),
outro fator, que nos leva a apontar os problemas am-
bientais ocasionados por atividades humanas.

E preciso ressaltar que o uso conjunto do
Método de Braun-Blanquet adaptado e do Método
de Parcelas foi possivel caracterizar todos os organis-
mos associados aos costdes rochosos. A adocdo de
diferentes métodos para a caracterizagao da biodi-
versidade é bastante utilizada para o levantamento
de outros organismos. Por exemplo, Auko e Silves-
tre (2013), empregaram trés métodos diferentes para
o inventario da diversidade de vespas na Serra da
Bodoquena, sendo estes o0 método de Coleta Ativa,
Moericke e Armadilha de Malaise. Para o levanta-
mento de mamiferos, Santos et al. (2008), também
utilizaram métodos complementares, sendo estas
amostragens de campo por registros diretos (visu-
alizacdo) e indiretos (fezes, odor, pegadas e restos
mortais), captura manual e com auxilio de pug¢a ou
redes-de-neblina, além da complementa¢do dos da-
dos com registros de uma colegao cientifica. Ja To-
ledo, Zina e Haddad (2003) em seus estudos sobre
a distribuicao espacial e temporal de anuros utiliza-
ram em conjunto o método de observagao a pé e o
método de observagio dirigida, ou seja, com auxilio
de automével, e concluiram que ambos, também, se
complementaram.

Conclusao

Apesar das comunidades bentonicas apre-
sentarem sua composi¢do e estrutura associadas as
suas relagoes interespecificas com o meio ambiente,
estudos recentes com essas comunidades sdo escas-
sos, provavelmente relacionados a inexisténcia de
métodos eficazes de amostragem.

Neste sentido, determinamos a biodiversida-
de de organismos bentdnicos sobre costdes rochosos

da praia de Porto Belo, Santa Catarina/SC, através da

utilizacdo do Método de Parcelas e de uma adapta-
¢d0 do Método de Braun-Blanquet. A utilizagdo con-
junta destas duas metodologias se mostrou eficiente,
sendo que pelo método de parcelas identificamos 6
taxons, ja pela adaptacdo do método de Braun-Blan-
quet (1979) além desses taxons, foi possivel quantifi-
car percentualmente outros 6 taxons.

Portanto, a utilizacdo combinada do Méto-
do de Parcelas e da adaptagao do Método de Braun-
-Blanquet proposta no presente artigo torna viavel
a realizagdo de levantamentos de todos os tipos de
organismos bentonicos, reconhecendo as espécies
ocorrentes na comunidade local, permitindo a ado-
¢do de estratégias de manejo que visem a sua conser-
vagao.
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