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RESUMO

As intoxicagdes de animais domésticos por plantas que contem
monofluoroacetato de s6dio, causam grandes prejuizos econdmicos, uma vez que nao
existe antidoto capaz de reverter a intoxicacdo e as medidas profildticas existentes nao
sdo totalmente eficientes. A detoxificagdo ruminal € um mecanismo que vem sendo
usado como alternativa de controle nas intoxicag¢des por plantas. Pode ser realizado por
bactérias capazes de degradar compostos toxicos, como o monofluoroacetato de sédio,
geralmente essa degradacdo é facilitada pela producdo de enzimas chamadas de
dehalogenases. O objetivo do presente trabalho foi avaliar, em caprinos, a resisténcia ao
MFA presente em Amorimia septentrionalis, induzida por inoculagdo ruminal das
bactérias Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethanicus, isoladas de rimen
de caprino. Os caprinos foram divididos em dois grupos, cada um com 6 animais. No
grupo 1, 60 mL de uma solug@o contendo as bactérias foi inoculada em cada animal,
diariamente, durante 10 dias. No grupo 2, os caprinos nao receberam as bactérias. No
décimo dia de inoculagdo foi oferecida a todos os caprinos a planta na dose de 5g/kg de
peso vivo, diariamente, sendo interrompida em cada animal apds a observacdo dos
primeiros sinais clinicos da intoxicac¢do. Os caprinos do grupo 1 apresentaram sinais
clinicos 5,83+2,56 dias apds a administragdao da planta o que diferiu significativamente
(p=0,037) dos caprinos do grupo 2, que apresentaram sinais clinicos aos 2,67+0,52 dias.
A quantidade de planta ingerida pelos caprinos inoculados (28,83+12,97 g/kg) e os ndo
inoculados (12,03+3,65 g/kg) para desencadear os sinais clinicos foi, também,
estatisticamente diferente entre os grupos (p=0,025). Entdo conclui-se que a
administracdo ruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter
dichloromethanicus 1induz resisténcia a intoxicacdo por plantas que contém
monofluoroacetato de sédio, reforcando seu uso como forma de controle nas

intoxicacoes.

Palavras-chave: detoxificacdo ruminal, intoxica¢des por plantas, monofluoroacetato de

sodio.



ABSTRACT

Poisoning of domestic animals by plants containing sodium monofluoroacetate,
cause great economic losses, since there is no antidote capable of reversing intoxication
and prophylactic measures available are not totally effective. The ruminal detoxification
is a mechanism that has been used as an alternative control in poisoning by plants. Can
be realized by bacteria able to degrade toxic compounds, such as sodium
monofluoroacetate, usually this degradation is facilitated by the production of enzymes
called dehalogenases. The objective of this study was to evaluate, in goats, the
resistance present in MFA Amorimia septentrionalis induced by inoculation of ruminal
bacteria Pigmentiphaga kullae and Ancylobacter dichloromethanicus isolated from the
rumen of goats. The goats were divided into two groups, each with 6 animals. In group
1, 60 ml of a solution containing the bacteria was inoculated into each animal daily for
10 days. In group 2, the goats received no bacteria. On the tenth day of inoculation was
offered to all goats plant at a dose of 5 g/kg body weight daily in each animal being
stopped watching after the first clinical signs of intoxication. Goats from group 1
showed clinical signs 5.83 + 2.56 days after administration of the plant which differed
significantly (p = 0.037) in goats of group 2, which showed clinical signs to 2.67 £ 0.52
days. The amount ingested by plant inoculated goats (28.83 + 12.97 mg / kg) and non-
inoculated (12.03 £+ 3.65 g / kg) to cause clinical signs was also statistically different
between groups (p = 0.025). So it is concluded that administration of rumen bacteria
Pigmentiphaga kullae and Ancylobacter dichloromethanicus induces resistance to
poisoning plants containing sodium monofluoroacetate, enhancing its use as a means of

controlling the poisoning.

Key words: rumen detoxification, poisoning plants, monofluoroacetate sodium.
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INTRODUCAO GERAL

As intoxicagdes de animais domésticos por plantas téxicas causam grande
impacto econdomico na producdo e reproducdo animal, gerando tanto perdas diretas
relacionas a morte de animais, diminuicdo dos indices reprodutivos, reducdo na
produtividade dos animais sobreviventes e aumento na susceptibilidade a outras
doencas devido a depressao imunoldgica, como perdas indiretas, estas incluem os custos
no controle das pastagens com plantas téxicas, medidas de manejo para evitar a
intoxicagdo, diminuicdo do valor da terra, substituicdo dos animais que morreram e
gastos com diagndstico e tratamento das intoxicagdes (RIET-CORREA et al., 1993;
JAMES 1994). No Brasil, estima-se que aproximadamente um milhdo de bovinos
morram anualmente intoxicados por essas plantas, justificando a necessidade da
elaboracdo de medidas de controle efetivo, com objetivo de reduzir as perdas
econdomicas ocasionadas (PESSOA et al., 2013).

Intoxicagdes por plantas téxicas que contém monofluoroacetato de sédio ndo
possuem tratamento eficaz, uma vez que a evolug¢do da intoxicacdo € superaguda. As
medidas de controle se limitam a cercar as dreas infestadas ou erradicar a planta, mesmo
assim elas ndo sdo eficientes (BARBOSA et al., 2003). A ado¢do de novas medidas
profildticas se faz necessaria, como a indu¢do da detoxificacdo do monofluoroacetato de
s6dio por bactérias produtoras de dehalogenases inoculadas no rimen de animais, com
intuito de torné-los resistentes a intoxicagao por esse composto.

Esta Disserta¢do é composta por dois capitulos. No capitulo 1 é apresentada uma
revisdo de literatura sobre as bactérias que produzem dehalogenases e sua importancia
na detoxificagdo de compostos téxicos, a qual foi submetida ao periédico Arquivos do
Instituto Bioldgico. O capitulo 2 é composto por um artigo cientifico submetido ao
periddico Pesquisa Veterindria Brasileira, cujo objetivo foi avaliar, em caprinos, a
resisténcia ao monofluoroacetato de sédio presente em Amorimia septentrionalis,
induzida por inoculacdo intraruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e

Ancylobacter dichloromethanicus.
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Importancia das bactérias produtoras de dehalogenases na detoxificacao de

compostos halogenados téxicos

(Artigo de revisao submetido ao periédico Arquivos do Instituto Biolégico)
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D.A.N. Pessoal, F. JR. Garino !, L.C.A Silva,! K.N. Araijo!
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RESUMO

Os compostos halogenados téxicos constituem uma infinidade de poluentes
ambientais, devido ao seu uso como herbicidas, inseticidas, fungicidas, pesticidas e
como solventes na indudstria quimica. Sao produzidos naturalmente, como o
monofluoroacetato de sédio, encontrado como principio téxico de plantas em algumas
regides do mundo. O uso indiscriminado desses compostos tem causado grandes
prejuizos, no que diz respeito a contamina¢do de solos, rios e plantacdes. Uma
alternativa para a biorremediacdo de ambientes contaminados e até para proteger
animais envenenados por esses compostos, € o uso de bactérias produtoras de enzimas,
chamadas de dehalogenases, capazes de degradar esses compostos, resultando na
descontaminacdo desses ambientes. O presente trabalho tem como objetivo relatar as
principais bactérias capazes de produzir dehalogenases, dando énfase a fluoroacetato
dehalogenase e a L-2-halodcido dehalogenase, capazes de degradar o MFA e a

importancia do seu uso na descontaminacdo de ambientes.

PALAVRAS CHAVE: biorremediacdo, fluoroacetato dehalogenase, L-2-halodcido

dehalogenase, compostos halogenados.

ABSTRACT

IMPORTANCE OF BACTERIA IN PRODUCING DEHALOGENASES
BIOREMEDIATION OF TOXIC COMPOUNDS HALOGEN. The toxic halogenated

compounds are a myriad of environmental pollutants because of their use as herbicides,
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insecticides, fungicides, pesticides and as solvents in chemical industry. Are produced

naturally as monofluoroacetate sodium, found as toxic principles of plants in some
regions of the world. The indiscriminate use of these compounds has caused great
losses, with regard to contamination of soils, rivers and crops. An alternative for
bioremediation of contaminated environments and even to protect animals poisoned by
these compounds is the use of enzyme-producing bacteria, called dehalogenases capable
of degrading these compounds, resulting in the decontamination of these environments.
This paper aims to report the major bacteria capable of producing dehalogenases,
emphasizing and fluoroacetate dehalogenase L.-2-halodcido dehalogenase capable of
degrading the MFA and the importance of its use in the decontamination of

environments.

KEYWORDS: bioremediation, fluoroacetate dehalogenase, L-2-haloacido

dehalogenase, halogenated compounds.

Os compostos halogenados, também conhecidos por haletos organicos ou
hidrocarbonetos halogenados, sd@o derivados dos hidrocarbonetos pela substituicdo de
um ou mais hidrogénios por dtomos de halogénios (Flior, Cloro, Bromo e Iodo).
Podendo ser classificados de acordo com o halogénio que estd na cadeia carbOnica
como fluoretos, cloretos, brometos, iodetos ou mistos (HILL et al., 1999).

Constituem um dos maiores grupos de poluentes ambientais, sendo resultado da
sua utilizacdo generalizada como herbicidas, inseticidas, fungicidas, solventes, fluidos
de transferéncia de calor e hidrdulicos, plastificantes e intermedidrios para sinteses
quimicas. Também ocorrem na natureza sendo produzidos por processos naturais:
queimada, erupcdo vulcanica, macro algas no ambiente marinho, ou ainda por plantas
toxicas (FETZNER; LINGERS, 1994). Alguns exemplos desses compostos sdo
monofluoroacetato de soédio, bromodiclorometano, 4acido monocloroacético,
dicloroacetonitrila e 1,2 dicloroetano, este ultimo é utilizado como solvente, sendo
considerado cancerigeno para os seres humanos (PASCHOALATO et al., 2008). Mais
de 1500 compostos organicos halogenados sdo produzidos naturalmente, o que
explicaria a capacidade dos microrganismos de degradar compostos halogenados

téxicos (ODBERG, 2002).
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Muitos desses compostos sdo utilizados de forma indiscriminada, o que gera

uma grande preocupacdo devido a contaminacdo principalmente de solos, dguas e
plantacdes, devido a capacidade dos mesmos de permanecer inalterados e inativos por
muito tempo nesses ambientes. As alternativas para eliminacdo desses compostos
toxicos dos ambientes contaminados estdo fundamentadas na capacidade de
biodegradagdo por microrganismos (principalmente bactérias), sendo baseadas em
técnicas denominadas de biorremediagdo, que consistem na mineralizacdo dos
contaminantes, produzindo gds carbOonico ou outro gds, substiancia inorgénica e dgua
(EWEIS et al., 2002).

O uso e o estimulo do crescimento de bactérias produtoras de enzimas
dehalogenases em d&reas contaminadas por compostos halogenados € umas das
alternativas mais préticas da biorremediacdo, devido ao menor impacto ambiental
causado e a facilidade de adaptacdo dessas bactérias (SILVA et al., 2004).

A detoxificacdo dos compostos halogenados, como por exemplo, o
monofluoroacetato de sdédio (FCH,COONa), também chamado de fluoroacetato de
sodio, € de extrema importancia, dado que o mesmo € considerado um dos compostos
mais nocivos para os mamiferos (MURPHY et al., 2003). Pode ser encontrado como
principio téxico de plantas na Austrélia, Africa e América do sul, causando morte stibita
em véarias espécies de animais, ocasionando perdas econdmicas significativas,
principalmente na pecudria (LEE et al. 2014). Na Austrdlia e na Nova Zelandia, é
utilizado em larga escala como pesticida para vertebrados (coelhos, raposas, gambds,
dingos) desencadeando grandes impactos na produgdo agricola (TWIGG; KING, 2000).

Existem enzimas capazes de degradar esse composto, sdo denominadas de
dehalogenases e se caracterizam por catalisar a clivagem da liga¢do carbono-halogénio.
Sdo utilizadas como biocatalisadoras industriais a fim de se permitir a sintese de
produtos quimicos. Devido a essas caracteristicas sdo importantes na desintoxicacio e
biodegrada¢do de compostos halogenados (DE JONG; DIJKSTRA, 2003).

A maioria delas sdo produzidas por bactérias ambientais como Pseudomonas sp.,
Moraxella sp., Burkolderia sp., Xanthobacter autotrophicus, Sphingobium sp. e
Sphingomonas sp. (GOLDMAN, 1965; LIU et al., 1998; KURIHARA et al., 2003;
FRANKEN et al., 1991; MASAI et al., 2007; NAGATA et al., 1997). Pesquisas
cientificas com objetivo de identificar genes que codificam dehalogenases produzidas
por bactérias, ou até modificar geneticamente bactérias para produzir essas enzimas,

com intuito de induzir a detoxificagdo de compostos toxicos sdo de extrema importancia
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para a compreensdo do mecanismo de acdo dessas enzimas e sua utilizacdo na

biorremediacdo. Esta revisdo tem como objetivo relatar as principais bactérias
produtoras de dehalogenases e sua utilizacdo em processos de detoxificacdo de

compostos téxicos.

Dehalogenases importantes na degradacao de compostos toxicos acidos

O estudo da bioquimica e genética de dehalogenases microbianas pode ajudar a
compreender e avaliar o potencial de degradacdo de compostos halogenados por
microrganismos em ambientes naturais, fornecendo solugdes biotecnoldogicas para a
resolucdo de problemas ambientais (FETZNER; LINGERS, 1994).

No monofluoroacetato de sodio, a ligacdo carbono-flior € estdvel, sendo
considerada uma ligacdo forte e com alta energia idnica, com isso, as dehalogenases sido
capazes de clivar essa ligacdio por meio de vdrios mecanismos distintos de
desalogenacdo, outro motivo para o uso das mesmas € o fato delas ndo necessitarem de
cofator e algumas usarem dgua como co-substrato (HOLMQUIST, 2000).

As dehalogenases sdo classificadas de acordo com o composto halogenado que
degradam, sendo divididas nos seguintes grupos: haloarométicas dehalogenases,
halohidrinas dehalogenases, halodcidos dehalogenases e haloalcano dehalogenases.
Nesta revisdo daremos énfase apenas a dois tipos delas, a fluoroacetato dehalogenase e a
dehalogenase L-2-haloicido, elas s@o classificadas como halodcido dehalogenases, e
podem participar da degradacdo de compostos téxicos dcidos, como o 4cido

monofluoroacético (fluoroacetato) (CHAN et al., 2010).

Fluoroacetato dehalogenase

A fluoroacetato dehalogenase, faz parte do grupo das halidohidrolases
haloacetato dehalogenases, atuando sobre a catélise da desalogenagdo de fluoroacetato e
de outros haloacetatos. E o exemplo mais comum de uma enzima que catalisa a
clivagem hidrolitica do carbono e do flior, produzindo um fon flior e glicolato.
Bactérias ruminais geneticamente modificadas para produzi-la t€m sido aplicadas para
prevenir o envenenamento de animais domésticos causado pela ingestdo de plantas que

contém concentragdes elevadas deste dcido (KURIHARA, 2011).
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O mecanismo de acdo de fluoroacetato dehalogenase, obtida a partir de uma

cepa de Moraxella sp, sobre o monofluoroacetato, foi estudado por KURIHARA;
ESAKI (2008), no Japao, por meio de andlises estequiométricas, eles observaram que a
partir do grupo carboxilato Aspl05 da enzima, acontecia a formagdo de um éster
intermedidrio, o qual era hidrolisado pelo ataque nucleofilico de uma molécula de dgua
no carbono do 4cido, promovendo assim o deslocamento do flior, com consequente
desalogenacdo. Os autores verificaram que esse mecanismo produzia um éster
intermedidrio pela fluoroacetato dehalogenase, sendo semelhante ao mecanismo da
dehalogenase L-2-halodcido, mesmo as duas ndo apresentando nenhuma semelhanca
entre as suas sequéncias de aminodcidos, o que pode favorecer a adaptacdo dessa
enzima para degradacdo de novos compostos halogenados, como por exemplo, o
fluoroacetato, sugerindo seu uso em processos de detoxificacio do mesmo.

KAMACHI et al. (2009), no Japao, estudaram a acdo da fluoroacetato
dehalogenase baseando-se em cdlculos quanticos e moleculares, constatando que a
clivagem da ligacdo forte entre o carbono e o fldor do fluoroacetato é facilitada pelas
interagdes entre as pontes de hidrogénio e o dtomo de fldor, liberando trés residuos de
aminodcidos His149, Trp150 e Tir212. Eles relataram também que o ataque nucleofilico
a molécula de d4gua é um passo determinante para a velocidade da reacdo da enzima.

Os resultados dos estudos de NAKAYAMA et al. (2012) também no Japao,
reforcam esse mecanismo de atuacdo da enzima fluoroacetato dehalogenase, visto que
os autores relatam que a quebra da ligacdo entre o C e o F inicia-se com a alteragdo na
conformagdo do substrato, no caso o fluoroacetato, consequentemente ocorre liberagao
de residuos de aminoécidos, os quais contribuem para a alta especificidade da enzima
em relagdo ao substrato.

Na literatura existem relatos de bactérias que possuem genes codificadores para
producao de fluoroacetato dehalogenase, a maioria delas dos géneros Burkolderia spp.,
Moraxella spp. e da espécie Pseudomonas fluorescens, estas encontradas em varios
tipos de solos (GOLDMAN, 1965; KAWASAKI et al.,1981; KURIHARA et. al., 2003;
DONNELLY; MURPHY, 2009).

O estudo da genética e codificacdo dos genes para produgdo da fluoroacetato
dehalogenase € de extrema importancia, visto que experimentos modificam
geneticamente bactérias para producdo da mesma (KAWASAKI et al., 1984;
FETZNER; LINGERS, 1994; GREGG et. al., 1998).
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L-2-haloacido dehalogenase

Faz parte da superfamilia halodcido dehalogenase, que inclui também as
ATPases e as hidrolases. Ela é responsdvel pela desalogenacdo hidrolitica dos dcidos
carboxilicos halogenados, como o 2-cloroacetato. A L-2-halodcido dehalogenase obtida
a partir de Pseudomonas sp. representa a dehalogenase melhor estudada de toda essa
superfamilia. Em relacdo ao seu mecanismo de acdo sabe-se que o Asp 10 presente
nessa enzima, apresenta papel essencial na catdlise, ja que € a proteina que se mantém
conservada durante a desalogenacdo (DE JONG; DIJKSTRA, 2003; NAKAMURA et
al., 2009).

No estudo de LIU et al. (1994), no Japao, foi realizada a purificacdo e
caracterizacdo de duas L-2-halodcido dehalogenase, a partir de Pseudomonas sp.,
relatando que essas enzimas ndo atuam somente sobre dcidos com carbonos de cadeia
curta como o monocloroacetato, mas também atua sobre 4cidos de cadeia longa como 2-
bromohexanoato.

CHAN et al. (2010), no Canad4, através de estudos baseados em genomas de
bactérias presentes em solos: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Rhodopseudomonas palustris, Streptomyces avermitilis e Sinorhizobium meliloti,
identificaram quatro novas L-2-halodcido dehalogenases capazes de hidrolisar o
fluoroacetato, ou seja, funcdo semelhante a dehalogenase fluoroacetato, mostrando a
capacidade de degradacdo inespecifica por parte da L-2-halodcido dehalogenases, fato
que possibilita mais ainda seu uso em processos de detoxificacio de ambientes
contaminados por compostos halogenados em geral.

As bactérias participam de forma importante na degradacdo de compostos
halogenados, uma vez que elas sdo capazes de produzir as dehalogenases, principais
responsaveis por esse processo. Essa capacidade de degradacdo pode ser explicada pela
transferéncia genética entres esses microrganismos, € estudos apontam que os genes que
codificam as enzimas degradadoras estdo presentes nos plasmideos bacterianos, o que
facilita a transmissao horizontal desses genes para outras espécies. A adaptacdo de uma
dehalogenase precursora a determinado ambiente com altas concentragdes de compostos
halogenados parece estar relacionada com a presenca de genes que determinam o
mecanismo de desalogenacio (SKLADANY; METTING JUNIOR, 1992;
POELARENDS et al., 2000), demonstrando a importancia do uso da biotecnologia
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desses microrganismos como auxilio na busca de alternativas para detoxificacdo de

ambientes poluidos por compostos toxicos.

Bactérias produtoras de dehalogenases

Pseudomonas spp.

Sao bactérias aerdbias, gram-negativas, que se apresentam sob a forma de
bastonetes e ndo formam esporos. Estdo presentes em vérios ambientes, no solo, na
dgua e em plantas. Sdo positivas nas provas de catalase e oxidase, e no dgar macconkey
crescem de maneira satisfatéria. Também sdo consideradas oportunistas, podendo
causar graves infec¢des tanto em humanos como em animais com imunidade reduzida
(KISKA; GILLIGAN, 1999).

As primeiras dehalogenases estudadas foram a partir desse género de bactérias.
GOLDMAN (1965), nos Estados Unidos, isolou Pseudomonas sp. do solo e constatou
que ela era capaz de utilizar fluoroacetato como unica fonte de carbono, devido a
producdo de dehalogenases, a reacdo ocorrida era a desfluoracdo do fluoroacetato,
resultando no fon fldor e em glicolato.

KAWASAKI et al., 1981, no Japao, purificaram, cristalizaram e determinaram
as propriedades da H-1 halidohidrolase obtida a partir de espécies de Pseudomonas,
sendo relatada como a primeira vez que essa estirpe foi cristalizada.

YANG et al. (1994), nos Estados Unidos, evidenciaram que a (4-clorobenzoil)
coenzima A dehalogenase produzida a partir de Pseudomonas sp. cepa CBS3 era
responsdvel pela catélise da desalogenacdo hidrolitica do carbono saturado de
compostos halogenados resultando na producdo de (4-hidroxibenzoil) coenzima A,
semelhante ao mecanismo das enzimas hidrolase e 2-haloalcano dehalogenase.

No estudo de NARDI-DEI et al. (1999), no Japdo, foi observado que a D-L-2-
halodcido dehalogenase, produzida a partir de Pseudomonas sp. era capaz de realizar a
desalogenacdo hidrolitica de dcidos haloalcandicos sem que houvesse a producdo de um
éster intermedidrio, diferentemente dos outros tipos de dehalogenases haloécido.

DONNELLY; MURPHY (2009), na Irlanda, purificaram e relataram as
propriedades de uma fluoroacetato dehalogenase produzida a partir de Pseudomonas

fluorescens isolada de solo, concluindo que a enzima era especifica para o fluoroacetato
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e que fons Mg?*, Mn** e Fe** estimulavam sua atividade, e fons Hg’* e Ag?* inibiam sua

atividade.

Burkholderia spp.

As bactérias pertencentes a esse género sdao bacilos, gram-negativos, aerdbios,
moveis e sdo positivas nas provas de oxidase e catalase. SAo microrganismos saprofitos,
participam de maneira importante na degradacdo da matéria orginica e estdo
distribuidas mundialmente (WHITLOCK; TORRES, 2007).

Algumas espécies de Burkholderia sdo utilizadas na agricultura, com objetivo de
garantir a biodegradacdo, como controle biolégico e para o crescimento de
rizobactérias. Sua utilizacao nesses processos se dd devido a produgdo de dehalogenases
que degradam substancias toxicas (herbicidas e inseticidas). A Burkolderia cepacia tem
se tornado importante na agricultura, por causa da sua capacidade de facilitar o
crescimento de plantas, se tornando uma alternativa sustentdvel se comparada com o
uso de fertilizantes quimicos (TABACCHIONI et al., 2002).

KURIHARA et al. (2003), no Japdo, purificaram e caracterizaram uma nova
fluoroacetato dehalogenase (FAC-DEX FAl) obtida a partir de Burkholderia sp.,
isolada de solo, com fluoroacetato como tunica fonte de carbono, concluindo que a
enzima era especifica para haloacetatos, sendo o fluoroacetato o seu melhor substrato.

ZANG et al. (2004), na China, construiram estrutura 3D detalhada da
fluoroacetato dehalogenase (FAC-DEX FAl) produzida por Burkholderia sp. com
auxilio de homologias e simulagdes, com isso, eles perceberam que Asp 104 e outros
cinco residuos (Fen34, Tril48, Tir147, Tir212 e His271) estavam presentes no sitio
ativo da enzima, sendo o Aspl04 o residuo nucleofilico fundamental na ligagdo com o
substrato.

JITSUMORI et al. (2009), no Japao, determinaram experimentalmente a
primeira estrutura tridimensional por cristalografia de raio-X de fluoroacetato
dehalogenase a partir de Burkolderia sp., concluindo que a interacio entre o Tri 150,
presente no sitio ativo da enzima, e o adtomo de flior é de extrema importancia na
reducdo da energia de ativagdo para que aconteca a clivagem da ligacio C-F no
fluoroacetato. Também constataram que o Asp 104 funciona como nucleéfilo catalitico

para a desalogena¢do do mesmo.
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Moraxella spp.

Espécies do género Moraxella sao coco bacilos Gram-negativos pertencentes a
familia Moraxellaceae (ou vy proteobacteria). Apresentam tamanho 0,7-1,3 um de
diametro, sao imdveis, aerdbios, oxidase e catalase positivo, ndo acidificam actcares e
sdo sensiveis a penicilina. Podem ser encontrados como microrganismos comensais das
superficies mucosas, ocasionalmente causando doenga e também sdo isolados de solos e
aguas naturais (HARDIE, 1986).

LIU et al. (1998), no Japao, estudaram o mecanismo de acdo de fluoroacetato
dehalogenase (CE 3.8.1.3) produzida a partir de Moraxella sp., e observaram que esta
enzima podia catalisar a clivagem do fluoroacetato por meio de dois mecanismos, o
primeiro acontecia por atuacdo do Asp 105, que agia como nucle6filo, com objetivo de
atacar o carbono do substrato, o que levava a formacao de um éster intermedidrio, que
era hidrolisado por uma molécula de d4gua gerando a enzima livre e o 2 hidroxi-acido, o
segundo mecanismo seria a substituicdo nucleofilica de um 2-halo4cido ocasionada por

uma molécula de dgua, que € ativada por uma base de enzima.

Sphingobium spp. e Sphingomonas spp.

As bactérias do género Sphingomonas (anteriormente classificadas como
Pseudomonas) sdo gram-negativas, presentes em varios ambientes (terrestre, aqudtico,
raizes de plantas, entre outros), aerébicas e apresentam metabolismo versatil, uma vez
que podem utilizar como fonte de energia vérios compostos de ocorréncia natural e
também alguns contaminantes ambientais. Por isso sdo empregadas em biotecnologia e
tecnologia de alimentos. Algumas espécies como a Sphingomonas paucimobilis foram
isoladas de solos contaminados por compostos toxicos (NISHIYAMA et al., 1992;
BALKWILL et al., 1999).

A 1,3,4,6-tetracloro-1,4-ciclohexadieno halidohydrolase, produzida a partir de
Sphingomonas paucimobilis, foi purificada e caracterizada como haloalcano
dehalogenase, capaz de degradar o y-Hexaclorociclohexano, inseticida organico
halogenado utilizado em todo o mundo, mas devido a sua toxicidade e sua longa
persisténcia, tem sido proibido em vérios paises e muitos deles ainda tem regides

contaminadas (NAGATA et al., 1997).
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As Dbactérias do género Sphingobium pertencem a mesma familia das

Sphingomonas, mas se diferem em relacdo a composicao lipidica desta. Também sao
gram-negativas, geralmente isoladas de solos e igualmente apresentam a capacidade de
degradar compostos téxicos, mas somente existe uma estirpe desse género, o
Sphingobium sp. cepa SYK-6, que é capaz de degradar lignina, substincia aromaitica
mais abundante na natureza, o que torna a utilizacdo eficaz da lignina para obtencdo de
produtos quimicos industrializados (MASAI et al., 2007; MASAI et al., 2012).

O Sphingobium indicum B90A é capaz de degradar o composto organoclorado
Hexaclorociclohexano (HCH), inseticida de largo espectro, usado para controle de
pragas na agricultura. Essa capacidade de degradacdo deve-se a producao da haloalcano
dehalogenase, enzima capaz de promover a desalogenacdo do hexaclorociclohexano e
dos seus intermedidrios pentaclorociclohexanol e tetraclorociclohexanodiol (SHARMA

et al., 2006).
Mycobacterium spp.

As bactérias desse género sdo chamadas de micobactérias e fazem parte da
familia Mycobacteriaceae. O nome Mycobacterium foi proposto por Leahmann e
Neumann em 1896, devido a formacdo de uma pelicula por parte do Mycobacterium
tuberculosisi em superficies de meios liquidos. Sdo bacilos imdveis, apresentam
metabolismo aerébio ou microaerdlifo, e sua principal caracteristica é a resisténcia a
descolorag¢do quando tradados com dlcool-4dcido. Podem ser classificadas de acordo com
o grau de patogenicidade, sendo as estritamente patogénicas: Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae e Mycobacterium africanum (GRANGE, 1990).

JESENSKA e al. (2005), no Japio, realizaram a clonagem e determinacio das
propriedades quimicas de genes produtores de haloalcano dehalogenase (dmbA e
dmbB), a partir de micobactérias do complexo Mycobacterium tuberculosis (M. bovis,
M. bovis BCG, M. africanum, M. caprae, M. microti e M. pinnipedii), trazendo grande

contribuicao para os estudos da catélise enzimdtica das haloalcano dehalogenases.
Rhodococcus spp.

O género Rhodococcus, € composto por 27 espécies, classificadas de acordo com

a diversidade de metabolismo, aplicacdo industrial ou potencial em biorremediacdo
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(PRESCOTT, 2004). Estas fazem parte da ordem dos Actinomicetos, que sao bactérias

gram-positivas, méveis, com metabolismo aerébio e estdo presentes em uma grande
variedade de ambientes como solos, dguas e até no interior de células eucarioticas.
Sendo este gé€nero o mais importante da ordem no que diz respeito a producgdo
industrial, uma vez que podem ser utilizados para produgdo de esterdides bioativos,
biodesulfurizacdo de combustivel fossil, para produgdo de acrilamida e 4cido acrilico, e
como biocatalisador microbiano. O estilo de vida dessas bactérias e sua presenga no
solo sdo fatores que contribuem para a degradacdo de uma vasta quantidade de
compostos orginicos, muito possivelmente por meio das suas atividades enzimadticas
(BANERIJEE et al., 2002; VAN DER GEIZE; DIJKHUIZEN, 2004).

O Rhodococcus sp. RHAI1 foi isolado de solo contaminado por lindano
(pesticida usado na agricultura; isdmero do hexaclorociclohexano), no Japdo, e
apresenta grande capacidade de degradar compostos bifenilos policlorados (PCB’s),
possivelmente pela acdo da enzima dehalogenase bifenilo dioxigenase (SETO et al.,
1995). Estudos da sua sequéncia de DNA demonstraram que o mesmo era semelhante
ao Rhodococcus opacus, capaz de utilizar uma grande variedade de compostos
aromadticos, hidratos de carbono, nitrilos, esterdides e outros compostos como Unica
fonte de carbono e energia (GURTLER et al., 2006).

POELARENDS et al. (2000) no Reino Unido, compararam a sequéncia de DNA
de bactérias gram-positivas, isoladas de solos contaminados na Europa, Japao e Estados
Unidos, produtoras de haloalcano dealogenase e constataram que estas eram
semelhantes a bactérias do género Rhodococcus, sugerindo que pode ter ocorrido a
transferéncia de genes entre essas bactérias por meio da utilizagdo generalizada de

haloalcanos sintéticos na indtstria e na agricultura.

Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethanicus

Pigmentiphaga kullae pertence a familia Alcaligenaceae. E classificada como
bactéria gram-negativa, com metabolismo anaerdbico facultativo, ndo formadora de
esporos e apresenta motilidade. Expressa grande capacidade de adaptacdo a utilizacdo
de compostos toxicos como fonte de energia, podendo ser encontrada comumente em
solos contaminados pelos mesmos (BLUMEL et al., 2001).

Ancylobacter dichloromethanicus pertence a classe Alphaproteobacteria, €

considerada bactéria gram-negativa, nao formadora de esporos, imodvel, com
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metabolismo anaerdbio facultativo e pode utilizar diclorometano, metanol, formiato e

policarbonato de formaldeido como fontes de energia (RAJ; MALOY, 1990; FIRSOV A
et al., 2009).

FIRSOVA et al. (2009), na Francga, sugeriram essa nova espécie de Ancylobacter
(Ancylobacter dichloromethanicus) e citaram que existe a participacdo da
diclorometano dehalogenase, dependente de glutationa, na catdlise da desalogenacdo
primdria do composto diclorometano (CH2Cb).

CAMBOIM et al. (2012), no Brasil, isolaram as bactérias Pigmentiphaga kullae
e Ancylobacter dichloromethanicus do rimen de caprinos e constataram que elas eram
capazes de degradar o MFA, provavelmente por meio da producdo de enzimas
dehalogenases especificas ou inespecificas como a fluoroacetato dehalogenase ou a L-2-
halo4cido dehalogenase, respectivamente. Indicando o uso dessas bactérias produtoras
de dehalogenases em processos de detoxificacdo ruminal do MFA presente em plantas,

comumente responsavel por reproduzir intoxicacdo em ruminantes.

Aplicacoes de bactérias produtoras de dehalogenases como alternativas de

detoxificacao

O uso de enzimas na indudstria € favordvel, dado que sdo especificas para
determinadas acdes e ndao apresentam toxidade. Atualmente, € possivel modificar
geneticamente os microrganismos para que fornecam qualquer enzima, se tornando
tendéncia substituir as produzidas por vegetais e animais pelas de origem microbiana.
Muitas dessas enzimas sdo chamadas de dehalogenases, e sdo aplicadas em tecnologia
ambiental e na indudstria quimica, por meio da degradacdo de compostos halogenados
toxicos (MUSSATO, 2007).

As dehalogenases mais comumente utilizadas na indudstria sdo as hidrolases,
liases e isomerases, estas participam de processos biocataliticos, utilizando cofatores
soluveis ou ndo alterando o estado de oxidacido durante a catdlise, por isso apresentam
aplicabilidade comercial, como por exemplo, na produ¢do de dcido L-aspartico a partir
da adi¢do de amoniaco ao 4cido fumadrico. As liases de halogé€nios sdo amplamente
utilizadas na industria farmacéutica e agroquimica (SWANSON, 1999).

Essas dehalogenases apresentam capacidade de degradacdo, por isso sdo

utilizadas indiretamente nas bactérias modificadas, que consequentemente podem
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participar da descontaminag¢do de ambientes poluidos, como solos e dguas subterraneas

contaminadas por compostos téxicos (FETZNER; LINGERS, 1994).

No experimento realizado por SHORT et al. (1991), nos Estados Unidos,
bactérias geneticamente modificadas para produzir dehalogenases foram capazes de
degradar o composto téxico 2,4- diclorofenoxiacetato (2,4- D) inoculado em solos
aridos, podendo constatar que a utilizacdo dessa alternativa de biorremedia¢do nao pode
ser aplicada a todos os tipos de solo, uma vez que as propriedades bioldgicas e quimicas
do solo avaliado podem sofrer alteracdes com a presenga do microrganismo.

Acido 3-cloroacrilico dehalogenase obtida a partir de Pseudomonas pavonaceae,
pode ser utilizada para degradar o 1,3-dicloropropeno, composto téxico utilizado na
agricultura como nematicida. Inicialmente ocorre a conversdo do 1,3-dicloropropeno em
3-cloroacrilato, por meio de uma haloalcano dehalogenase, esse produto é degradado
pela acida 3-cloroacrilico dehalogenase em semialdeido malonato, um fon cloreto e um
préton, mostrando a importancia da possivel aplicacdo dessa bactéria como alternativa
na detoxificacdo desse composto téxico em dreas agricolas contaminadas (DE JONG;

DIJKSTRA, 2003).

Uso de bactérias produtoras dehalogenases em medicina veterinaria

Em medicina veterindria, pesquisas vém utilizando bactérias produtoras de
dehalogenases, modificadas geneticamente ou ndao, com objetivo de proteger os animais
do envenenamento por monofluoroacetato de s6dio, bem como utilizar essas bactérias
para outras biotecnologias, relacionadas com a degradacdo de compostos tdéxicos
(GREGG et al., 1994; GREGG et al., 1998; MAYER; VAN ROOYEN, 1996).

Nos ruminantes, pode ocorrer a detoxificacdo ruminal de compostos toxicos por
meio de bactérias ruminais capazes de produzir dehalogenases, ou microrganismos
podem ser modificados geneticamente para produzir essas enzimas, ou ainda bactérias
ruminais de ruminantes resistentes podem ser transferidas para ruminantes nao
resistentes, garantindo assim a resisténcia a compostos halogenados téxicos (GREGG;
SHARPE, 1991).

CRAIG; BLYTHE (1994), na Inglaterra, estudaram a utilizacdo de bactérias
ruminais para a detoxificacdo de trinitrotolueno (TNT), nitrocomposto utilizado como
explosivo, e observaram que era possivel reduzi-lo, por meio de bactérias ruminais

produtoras de uma desaminase redutiva, em d4cidos graxos de cadeia curta. Esse
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processo de biorremediacdo é uma nova alternativa para o uso de bactérias ruminais

para detoxificar poluentes ambientais.

No estudo de GREGG et al. (1998), na Australia, foram inoculadas no rimen de
ovinos, por meio de fistulacdo ruminal, quatro estirpes de Butyvibrio fibrisolvens
modificadas geneticamente com gene que codifica a produ¢do da enzima fluoroacetato
dehalogenase, obtida a partir de uma espécie de Moraxella, com o objetivo de avaliar se
as bactérias protegeriam os ruminantes da intoxicacdo por monofluoroacetato de sédio,
constatando que ocorreu a reducdo dos sinais clinicos da intoxicagdo nos ovinos
inoculados, confirmando a protecdo conferida pelas bactérias.

As bactérias que apresentam capacidade de produzir dehalogenases podem ser
utilizadas como alternativas para processos de detoxificacdo de compostos téxicos
contaminantes em solos, dguas e até mesmo em animais que sao intoxicados com esses
compostos. O uso dessas bactérias na biotecnologia da biorremediacdo de compostos
toxicos € de extrema importancia, uma vez que elas apresentam capacidade de
adaptacdo para degradacdo e sao portadoras de genes que codificam enzimas, podendo

ser potencialmente usados na transferéncia genética para outros microrganismos.
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CAPITULO I

Resisténcia a intoxicacio por Amorimia septentrionalis em caprinos, induzida pela
inoculacido ruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter

dichloromethanicus

(Artigo cientifico submetido ao periédico Pesquisa Veterinaria Brasileira)
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Resisténcia a intoxica¢io por Amorimia septentrionalis em caprinos, induzida

pela inoculacio ruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter

dichloromethanicus'

Danielle A. N. Pessoa?, Franklin Riet-Correa®, Layze C. A. Silva®, José R. G.
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ABSTRACT.- Pessoa D.A.N., Riet-Correa F., Silva L.C.A., Garino F.J., Lopes
J.R.G., Macédo M. M. S. & Azevedo S. S. [Resistance to poisoning by Amorimia
septentrionalis in goats induced by ruminal inoculation of the bacteria
Pigmentiphaga kullae and Ancylobacter dichloromethanicus]. Resisténcia 2a
intoxicagdo por Amorimia septentrionalis em caprinos, induzida pela inoculagcdo
ruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e Ancylobacter dichloromethanicus.
Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Unidade Académica de Medicina
Veterinaria (UAMYV), Centro de Sadde e Tecnologia Rural (CSTR), Universidade
Federal de Campina Grande (UFCG), Av. Universitdria s/n, Bairro Santa Cecilia, Patos,

PB, 58700-970, Brasil. *Autor para correspondéncia: danipessoavet14@gmail.com.

In Brazil, it is estimated that the poisoning of Ilivestock by sodium
monofluoroacetato (MFA) contained plants cause the death of approximately 500.000
cattle per year. The ruminal inoculation of bacteria that degrade MFA has been
proposed as a way to prevent this poisoning. This study aimed to evaluate, in goats,
resistance to the MFA-containing plants Amorimia septentrionalis induced by ruminal
inoculation of the bacteria  Pigmentiphaga  kullae and  Ancylobacter
dichloromethanicus. Twelve goats, whit no previous contact whit MFA-containing
plants, were divided into two groups of six animals each. In group 1, 60 ml of a mixture
of the two bacteria was inoculated every day for 10 days in each goat. In group 2, the
goats received no bacteria. At the 10th day of inoculation, A. septentrionalis started two
be administered daily at a dose of Sg/kg bodyweight, to both groups. The administration

was interrupted in each animal after the observation of the first clinical signs of
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poisoning. The goats of group 1 showed clinical signs 5.83 = 2.56 days after the

administration of the plant which differed significantly (p=0.037) from goats of group 2,
which showed clinical signs 2.67 £ 0 52 days after the start of the ingestion. The amount
of plant ingested by inoculated goats (28.83 + 12.97 g/kg) to cause clinical sings was
significantly greater (p = 0.025) than the plant ingested by the non-inoculated (12.03 +
3.65) to cause clinical signs was also statistically different between the groups. We
conclude that the intraruminal administration of P. kullae and A.
dichloromethanicus increases the resistance to poisoning by MFA-containing plants.

INDEX TERMS: Sodium monofluoracetato, poisoning plants, resistance to poisoning,

dehalogenases.

RESUMO. - No Brasil, estima-se que as intoxicagdes por plantas toxicas que contém
monofluoroacetato de sédio (MFA) causam a morte de aproximadamente 500.000
bovinos ao ano. A inoculacdo ruminal de bactérias que degradam MFA tem sido
proposta como uma forma de prevenir a intoxica¢do. O presente trabalho teve como
objetivo avaliar, em caprinos, a resisténcia ao MFA presente em Amorimia
septentrionalis, induzida por inoculagao ruminal das bactérias Pigmentiphaga kullae e
Ancylobacter dichloromethanicus. Doze caprinos, que nunca tiveram contato prévio
com plantas que contém MFA, foram divididos em dois grupos, com seis animais cada.
No grupo 1, 60 mL de uma mistura das duas bactérias foi inoculada, diariamente,
durante 10 dias em cada caprino. No grupo 2, os caprinos nio receberam as bactérias. A
partir do 10° dia de inoculagdo, A. septentrionalis foi administrada, diariamente, na dose
de 5g/kg de peso vivo, sendo interrompida em cada animal apds a observagdo dos
primeiros sinais clinicos da intoxicac¢do. Os caprinos do grupo 1 apresentaram sinais
clinicos 5,83+2,56 dias apds a administragdo da planta o que diferiu significativamente
(p=0,037) dos caprinos do grupo 2, que apresentaram sinais clinicos aos 2,67+0,52 dias.
A quantidade de planta ingerida pelos caprinos inoculados (28,83+12,97 g/kg) e os ndo
inoculados (12,03+3,65 g/kg) para desencadear os sinais clinicos foi, também,
estatisticamente diferente entre os grupos (p=0,025). Conclui-se que a administragdo
intraruminal de P. kullae e A. dichloromethanicus induz resisténcia a intoxicacao por
plantas que contém MFA.

TERMOS DE INDEXACAO: Monofluoracetato de sédio, intoxicagdo por plantas,

resisténcia as intoxicagdes, dehalogenases.
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INTRODUCAO

A intoxicacdo de animais domésticos por plantas que possuem monofluoroacetato de
s6dio (MFA), incluindo Amorimia spp., Palicourea spp., e Arrabidaea spp. é
responsdvel, anualmente, por aproximadamente 410.380 a 877.881 mortes de bovinos, o
que representa 50% das mortes ocasionadas por todas as plantas téxicas no Brasil,
estimadas em 820.761 e 1.755.763 bovinos (Pessoa et al. 2013). A Amorimia
septentrionalis, anteriormente identificada como Amorimia (Mascagnia) rigida (Duarte
et al. 2014), popularmente conhecida por tingui é uma das plantas téxicas mais
importantes da Paraiba (Medeiros et al. 2002, Vasconcelos et al. 2008ab).

O controle desse tipo de intoxicacdo pode ser realizado por meio da
detoxificagdo do MFA, no rimen, por bactérias produtoras de dehalogenases capazes de
degradar esse composto (Gregg et al. 1998), que podem ser isoladas do rimen de
animais, do solo e de plantas (Twigg & Socha 2001, Camboim et al. 2012ab, Davis et
al. 2012). As dehalogenases produzidas pelas bactérias atuam por meio da clivagem da
ligacdo carbono-halogénio e no caso do MFA, a dehalogenase fluoroacetato e a L-2-
halo4cido dehalogenase sdo capazes de atuar sobre a ligacdo carbono-flior, ocasionando

a inativagcdo desse composto toxico (Fetzner & Lingers 1994, Chan et al. 2010).

Na Paraiba, as bactérias que degradam MFA, Ancylobacter dichloromethanicus
e Pigmentiphaga kullae foram isoladas do rimen de caprinos criados em éreas livres de

plantas que contém MFA (Camboim et al. 2012b).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficidcia da utilizagdo de
bactérias degradadoras de MFA, isoladas do rimen de caprinos, na detoxificacio
ruminal do MFA presente em A. septentrionalis, indicando uma possivel forma de

controle para a intoxicacao por essa planta.

MATERIAL E METODOS
A A. septentrionalis foi coletada no municipio de Teixeira (S 7°12.24> O 37°15.11;
elevagao 749 m), localizado no estado da Paraiba, no mesmo lugar utilizado por Duarte
et al. (2014) para coletar planta com objetivo de induzir resisténcia a intoxicagdo em

caprinos.

Foram utilizados 12 caprinos, mesticos, com idades de 1 a 3 anos, pesando de 20
a 40 kg, todos sem histdrico de intoxicagdo ou contato prévio com A. septentrionalis,

divididos em dois grupos. O Grupo 1, foi composto por seis animais que receberam,
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durante 10 dias, por administracdo oral, 60 mL de uma solucdo contendo as bactérias

Ancylobacter dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae, isoladas de rdimen de

caprino (Camboim et al. 2012b).

Para obten¢do dessa solucdo, as bactérias foram semeadas em dgar nutriente e
agar sangue de ovino desfibrinado a 5%, e incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C
por 24-48 horas. Cada bactéria era diluida em solugdo fisioldgica a 0,9% estéril até que
atingisse o grau 1 da escala de Mac Farland. O inéculo para cada animal era preparado
misturando 50 mL da solu¢do de cada bactéria, de onde se retirava os 60 mL para

posterior inoculacdo (Gregg et al., 1998).

No décimo dia de inoculagdo, iniciou-se a administracdo didria de folhas verdes
da planta na dose de 5g/kg. Essa dose foi determinada apds a administragdo previa a
dois caprinos que adoeceram apds dois dias de ingestdo da planta. Outros dois caprinos
que receberam, diariamente, 3g/kg de A. septentrionalis durante 15 dias, nado
apresentaram sinais clinicos. A planta era oferecida de forma voluntéria aos caprinos, e
0s que ndao comiam recebiam a planta mediante a administracio de pequenas

quantidades da mesma diretamente em suas bocas.

No grupo 2, controle, constituido, também, por seis caprinos, ndo foram
inoculadas as bactérias e a planta foi oferecida da mesma forma que aos animais do
grupo 1. Em razdo de os sinais clinicos serem desencadeados pelo exercicio, logo apds a
administra¢do da planta, todos os caprinos eram estimulados a se exercitar durante 10
minutos. Antes e depois de oferecer a planta, a temperatura retal, frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria ¢ movimentos ruminais foram mensurados e modificacdes
comportamentais foram observadas. Interrompeu-se a administracdo da planta assim

que os animais demonstraram sinais clinicos de intoxicac¢ao.

Amostras de aproximadamente 4 mL de sangue, foram coletadas por puncio da
veia jugular em tubo a véicuo (vacutainer®), sem anticoagulante, antes da primeira
administracdo da planta, a cada 2 dias apds a administracdo da mesma e 15 dias apds a
ultima dose. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (Centrifuga Eppendorf®,
modelo 5804R) a 1600G por 15 minutos para obtengdo do soro. As concentragcdes
séricas de creatinina, ureia, albumina, magnésio, calcio, fosforo e proteinas totais e as
atividades séricas de fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase (AST) e gama

glutamil transferase (GGT) foram mensuradas por meio da utilizacdo de kits comerciais
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(Labtest®). A leitura foi realizada com auxilio de analisador bioquimico semi-

automdtico Bioclin Systems II.

A resisténcia a intoxicacdo pela planta foi avaliada pelo tempo para o
aparecimento dos sinais clinicos e quantidade de planta consumida para desencadear os
mesmos. Os dados foram analisados estaticamente pelo teste ndo-paramétrico de U de
Mann-Whitney, uma vez que os dados ndo apresentaram distribui¢io normal (Zar
1999). O programa Bioest 5.3, foi utilizado para as anélises, e o nivel de significancia

adotado foi de 5%.

RESULTADOS
Os sinais clinicos observados nos caprinos intoxicados foram depressdo, taquicardia,
taquipneia, relutancia ao movimento, mugidos, diarreia, incoordena¢do motora,
tremores musculares e ingurgitamento da veia jugular com pulso venoso positivo. Em
trés animais do grupo 1 os unicos sinais clinicos observados foram taquicardia e
ingurgitamento da jugular. O tempo apds o inicio da ingestdo em que cada caprino
apresentou sinais clinicos foi significativamente maior (p=0,037) no grupo dos caprinos
que receberam a bactéria (Quadro 1). A dose de planta ingerida pelos animais
inoculados (grupo 1) foi, também, significativamente maior do que a ingerida pelos

caprinos do grupo 2 (controle) (p=0,025) (Quadro 2).

Todos os animais se recuperaram dentro de 24 horas apds o final da ingestao de
A. septentrionalis. Somente o caprino 9 do grupo 2 morreu dois dias apds o inicio dos
primeiros sinais clinicos da intoxicacdo. Na necropsia, foram observados codgulos no
ventriculo esquerdo. Histologicamente, no rim, pode-se constatar a presenca de
degeneracdo hidrépico-vacuolar e necrose das células epiteliais dos tiibulos contornados

distais.

Na avaliac@o da bioquimica sérica dos dois grupos, os valores estavam dentro do

normal (Kaneko et al. 2008) e ndo diferiram entre os grupos.

DISCUSSAO
Os resultados deste trabalho comprovam que a inoculacdo intraruminal das bactérias
Ancylobacter dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae é capaz de induzir resisténcia
a plantas que contém MFA em caprinos. Possivelmente essa resisténcia € induzida pela

capacidade de adaptacdo dessas bactérias em ambientes contaminados pelo MFA,
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permitindo que utilizem essa substancia como fonte de carbono e energia (Bliimel et al.

2001, Firsova et al., 2009). Resultados semelhantes foram observados por Gregg et al.
(1998) que inocularam em ovinos a bactéria ruminal, Butyrivibrio fibrisolvens
modificada geneticamente com um gene que codifica a producdo da enzima
fluoroacetato dehalogenase, obtido a partir de uma espécie de Moraxella, comprovando
que os ovinos inoculados eram resistentes a doses maiores de MFA do que os animais

controles.

Estes resultados também se assemelham aos observados por Duarte et al. (2014)
em caprinos que receberam, repetidamente, doses ndo téxicas de A. septentrionalis.
Entretanto, em ovinos, a administracdo de doses ndo téxicas de MFA ndo aumentou a
resisténcia a intoxicacao (Santos et al. 2014). Em trabalhos anteriores do nosso grupo de
pesquisa foi sugerido que havia quatro possibilidades de induzir resisténcia a
intoxicacdo por plantas que contétm MFA: 1) a administracio repetida, por periodos
alternados, de doses ndo toxicas da planta; 2) a administracdo de MFA em doses ndo
toxicas o que permitiria, também, a proliferacdo de bactérias que tenham atividade de
dehalogenases; 3) a administracdo de outro substrato semelhante a MFA, nao téxico,
que estimule a proliferacio de bactérias com atividade de dehalogenases; e 4) a
administra¢do de bactérias que degradam MFA (Camboim et al. 2012ab, Oliveira et al.
2013, Santos et al. 2014). Considerando os resultados negativos obtidos pela inoculacao
de MFA (Santos et al. 2014), assim como o risco e as dificuldades de administrar doses
ndo toxicas de plantas que contem MFA, fica evidenciado a utilizacdo de bactérias que
hidrolisam este composto como uma alternativa vidvel para conferir resisténcia a
intoxicacdo. Por outro lado, ndo se conhece o grau nem a duracdo da resisténcia que
pode ser adquirida pela inoculagdo de bactérias, utilizadas isoladamente ou em um

consorcio de bactérias.

Novos trabalhos deverdo ser realizados para tentar aumentar a resisténcia e
determinar sua duracgdo, utilizando diferentes bactérias por periodos diferentes. Outra
varidvel a ser levada em consideracio € a quantidade de planta que os animais ingiram
espontaneamente, pois se com a inoculacdo de bactérias se aumenta a resisténcia de
forma que os animais possam ingerir doses maiores sem adoecer, € provavel que a
ingestdo dessas doses em forma continuada possa aumentar ou manter uma resisténcia
necessaria para nao ocorrer mortes. Um fato bem conhecido € que animais criados em

areas onde ocorrem plantas que contem MFA sdao menos susceptiveis que animais



41
criados em 4reas onde ndo ocorrem essas plantas (Silva et al. 2008). Porém, ndo hé o

conhecimento se essa resisténcia € adquirida pela ingestdo de doses ndo téxicas da
planta ou é devido a selecio natural em consequéncia da morte dos animais

susceptiveis.

N

O rol de bactérias que degradam MFA na resisténcia a intoxicacdo por A.
septentrionalis é evidenciado, também, por estudos recentes do nosso grupo de
pesquisa, que revelaram ser possivel evitar a intoxicagdo mediante transfaunacdo de
fluido ruminal de caprinos resistentes, que receberam bactérias que degradam MFA e
posteriormente A. septentrionalis, para caprinos susceptiveis (dados nao publicados).
Resultados semelhantes foram encontrados por Duarte et al. (2014), que induziram
resisténcia em caprinos por meio de transferéncia de fluido ruminal de animais
resistentes, que receberam doses repetidas ndo toxicas de A. septentrionalis, para

animais susceptiveis.

Os sinais clinicos demonstrados pelos caprinos intoxicados e as lesodes
histolégicas do animal que morreu foram semelhantes aos relatados anteriormente na

intoxicagdo por A. septentrionalis (Vasconcelos et al. 2008ab, Duarte et al. 2014).

Conclui-se que a inoculagdo ruminal simultdnea de Ancylobacter
dichloromethanicus e Pigmentiphaga kullae aumenta a resisténcia a intoxicacdo por

plantas que contem monofluoroacetato de sédio.
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Quadro 1. Tempo para inicio dos sinais clinicos da intoxicacio por Amorimia
septentrionalis em caprinos inoculados com bactérias que degradam fluoracetato
(grupo 1) e caprinos controle (grupo 2)

Grupo 1 Grupo 2
Animais (N°) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Dias para inicio dos sinais 8 2 4 8 5 8 3 3 3 2 3 2
clinicos
Média + desvio-padrio 5,83+2,56* 2,67+0,52

*Diferenga estatisticamente significante com o grupo controle (P<0,05).

Quadro 2. Dose de planta ingerida até o inicio dos sinais clinicos da intoxicacio por
Amorimia septentrionalis em caprinos inoculados com bactérias que degradam
fluoracetato (grupo 1) e caprinos controle (grupo 2)

Grupo 1 Grupo 2
Animais (N°) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 11 12
Dose de planta (g/kg) 40 10 20 40 23 40 15 15 15 82 12 7

ingerida

Média + desvio-padréo 28,83+12,972 12,03+3,65

*Diferenca estatisticamente significante com o grupo controle (P<0,05).
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CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizacdo do presente estudo pode-se constatar que vdrias bactérias,
produtoras de enzimas dehalogenases, podem ser utilizadas como alternativas para
detoxificacdo de ambientes poluidos, devido a capacidade de adaptacdo dessas
bactérias, promovida pela utilizacdo do composto téxico como fonte de energia, e
possivel transferéncia dos genes codificadores da producdo de enzimas para outros
microrganismos.

O uso de bactérias, capazes de degradar MFA, no controle das intoxica¢des dos
animais por plantas que contém MFA ¢ indicado, uma vez que elas induzem resisténcia
ao composto, mas novos estudos devem ser realizados, dado que ndo se sabe até que
ponto essas bactérias induzem resisténcia, entdo seria necessario avaliar a quantificacao

e manutencio desses microrganismos no rimen dos animais.
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ANEXOS

18081657

do Instituto Biol6gico

Apresentacdo: os trabalhos deverdao ser digitados em Word 97 ou versdo
superior, pagina A4, com margens de 2,5 cm, fonte Times New Roman, tamanho 12,
espaco duplo e paginas numeradas em sequéncia.

As linhas deverdo ser numeradas de forma continua, utilizando a ferramenta
Layout em Configurar P4gina.

O méximo de péginas serd 25 para artigos de revisdo, 20 para artigos cientificos
e 10 para comunicacao cientifica, incluindo tabelas e figuras.

Artigo cientifico: compreenderd os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es),
endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em portugues,
palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, introducdo, material e métodos,
resultados, discussdo, conclusdes, agradecimentos e referéncias.

Comunicagdo cientifica: compreenderd os seguintes itens: titulo, nome do(s)
autor(es), endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em
portugués, palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto sem subdivisdes e
referéncias.

Artigo de revisdo: compreenderd os seguintes itens: titulo, nome do(s) autor(es),
endereco do primeiro autor e local de origem dos demais autores, resumo em portugues,
palavras-chave, titulo em inglés, abstract, key words, texto sem subdivisdes e
referéncias.

Aprovacdo do trabalho pela Comissio de Etica e Biosseguranca: quando o
trabalho envolver estudos em animais de experimentacdo e/ou organismos
geneticamente modificados, incluir o nimero do processo no trabalho e encaminhar
uma copia da aprovagdo fornecida pelo respectivo Comité responsavel da Instituicdo de
origem do primeiro autor.

Idioma: o trabalho poderd ser redigido em portugués, inglés ou espanhol.
Quando escrito em portugués, o resumo devera ter uma versdao em inglés. No caso de
artigo escrito em inglés ou espanhol deverd ter um resumo em inglés ou espanhol e
outro em portugueés.
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Titulo: embora breve, deverd indicar com precisdo o assunto tratado no artigo,
focalizando bem a sua finalidade principal.

Endereco(s) do(s) autor(es): abaixo do(s) nome(s) do(s) autor(es), com chamada
numérica. Descrever endereco postal (Institui¢do/Universidade, Centro/Faculdade,
Laboratorio/Departamento, estado, pais) e eletronico do autor principal. No rodapé da
primeira lauda descrever somente a Instituicdo e Departamento dos demais autores.

Resumo: deverd apresentar concisamente o objetivo do trabalho, material e
métodos e conclusdes, em um Unico pardgrafo. Nao ultrapassar 250 palavras.

Palavras-chave: abaixo do resumo e separado por um espago, citar no maximo
cinco palavras-chave, separadas por virgula. Evitar termos que aparecam no titulo.

Abstract: apresentar uma tradug¢do para o inglés, do titulo do trabalho e do
resumo. A seguir, relacionar também em inglés (ou espanhol) as mesmas palavras-
chave (key words, palabras-clave) ja citadas. Nao ultrapassar 250 palavras.

Introdugdo: descrever a natureza e o objetivo do trabalho, sua relacdo com outras
pesquisas no contexto do conhecimento existente e a justificativa da pesquisa feita.

Material e Métodos: apresentar descricao breve, porém suficiente para permitir
uma repeticdio do trabalho. Técnicas e processos ja publicados, exceto quando
modificados, deverdo ser apenas citados. Nomes cientificos de espécies, bem como
drogas, deverdo ser citados de acordo com regras e padrdes internacionais.

Resultados: apresentd-los acompanhado de tabelas e/ou figuras, quando
necessario. As tabelas e figuras devem ser inseridas apos as referéncias.

Discussao: discutir os resultados obtidos comparando-os com os de outros
trabalhos publicados (resultados e discussdo poderao fazer parte de um tnico item).

Tabelas e Figuras: incluir titulo claro e conciso que possibilite o seu
entendimento sem consultas ao texto. As tabelas ndo deverdo conter linhas verticais. No
texto, use a palavra abreviada (ex.: Fig. 3). As figuras devem estar no formato jpg
(fotos) ou gif (graficos e esquemas) e com tamanho inferior a 500 Kb. As figuras
originais ou com maior resolucdo poderdo ser solicitadas apds o aceite. Devem ser
enviadas em arquivos individuais e nomeadas de acordo com o numero da figura.
Exemplos: Figl.gif, Fig2.jpg.

Conclusdes: serdo citadas em ordem de importancia. Poderdo constituir um item
a parte ou serem incluidas na discussao.

Agradecimentos: poderdo ser incluidos a pessoas ou instituicdes. Referéncias e
citagdes no texto: citacdes no texto e referéncias estdo diretamente vinculadas. Todos os
autores citados devem figurar nas referéncias, exce¢do para informacdes obtidas por
canais informais que deverdo ser citadas apenas no texto: (JUNQUEIRA, comunicac¢io
pessoal), (JUNQUEIRA, informagdo verbal). A referéncia no texto deve seguir o
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sistema sobrenome do autor e ano de publicacdo e deverd estar em caixa alta reduzida

ou versalete, tal como: 1 autor - ALLAN (1979) ou (ALLAN, 1979); 2 autores —
LOPES; MACEDO (1982) ou (LOPES; MACEDO, 1982); mais de 2 autores - BESSE
et al. (1990) ou (BESSE et al., 1990); coincidéncias de autoria e ano de publicacdo -
(CURI, 1998a), (CURI, 1998b) ou (CURI, 1998a, 1998b). As referéncias deverdo ser
baseadas na Norma NBR 6023/2002, da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(ABNT), e estar em ordem alfabética de primeiro autor. A exatiddo dos dados nas
referéncias € da responsabilidade dos autores.

PESQUISA
VETERINARIA

BRASILEIRA

Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletronica, através do e-
mail <jurgen.dobereiner @pvb.com.br>, com os arquivos de texto na versdo mais
recente do Word e formatados de acordo com o modelo de apresentacdo disponivel no
site da revista (www.pvb.com.br. Devem constituir-se de resultados de pesquisa ainda
ndo publicados e ndo considerados para publicagdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacdo e aceitacdo, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacdo da revista (www.pvb.com.br) e o
modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas de
apresentacdo, serfo devolvidos aos autores para a devida adequacéo.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes (Short communications) sob forma
de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do numero de paginas do trabalho
enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a
metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre Anestesiologia e Cirurgia serdo
recebidos para submissdo somente os da drea de Animais Selvagens.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos
nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-
se o direito de sugerir ou solicitar modificacdes aconselhdveis ou necessdrias. Os
trabalhos submetidos sdo aceitos através da aprovacao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edigdo da revista (impressa e
online) e distribui¢do via correio é cobrada taxa de publicagcdo (page charge) no valor
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de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na ocasido do envio da prova final, ao

autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois tltimos),
Agradecimentos e REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contetido do trabalho;

pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar 0s nomes, tanto para
facilitar sua identificacdo cientifica, como para as cita¢des bibliograficas. Em muitos

casos isto significa manter o primeiro nome e o Ultimo sobrenome e abreviar os demais
sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto P.V.;
Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa F.; Silvana
Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva, inverso Silva
S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva S.M.M., ou mais curto,
Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva S.M.; para facilitar, inclusive, a
moderna indexagdo, recomenda-se que os trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c¢) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE INDEXACAO”,
respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e
entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagio bibliografica especifica sem
que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indica¢do do objetivo do
trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacdo com animais, deve
constar a aprovacio do projeto pela Comissio de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos.
Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que
indicado, médias de vérias repeticdes. E conveniente, as vezes, expressar dados
complexos por gréficos (Figuras), ao invés de apresentd-los em Quadros extensos;
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h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nio

convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar
uma obrigacdo do autor e da revista de publici-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados no
trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos € ndo devem aparecer no texto ou em
notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluir a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os nomes de todos os
autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem cronoldgica quando
houver mais de dois autores), o titulo de cada publicagdo e, abreviado ou por extenso (se
tiver didvida), o nome da revista ou obra, usando as instru¢des do “Style Manual for
Biological Journals” (American Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic
Guide for Editors and Authors” (American Chemical Society, Washington, DC) e
exemplos de fasciculos ja publicados (www. pvb.com.br).

2. Na elaboragdo do texto deverdo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacdo de
fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugdes aos
Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Cambria, corpo 10,
entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de margens (superior,
inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve ser formatado em duas
colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final (logo apds as
REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos
separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos

através da ferramenta “Inserir” do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as
informacdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé
serdo numeros ardbicos colocados em sobrescrito apds a palavra ou frase que motivou a
nota. Essa numeragdo serd continua por todo o trabalho; as notas serdo lancadas ao pé
da pédgina em que estiver o respectivo sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as
Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissOes serdo feitas pelos respectivos

numeros e, sempre que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO
serdo escritos corridamente em um s paragrafo e ndo deverdo conter citagdes
bibliogréficas.

¢) no rodapé da primeira pagina deverd constar endereco profissional completo
de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como e-mails dos
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demais autores (para eventualidades e confirmacio de endereco para envio do fasciculo

1mpresso);

d) siglas e abreviagdes dos nomes de institui¢des, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de até
trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo nome do
primeiro, seguido de “et al.”, mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses
elementos, a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras minudsculas ao ano,
em ambos. Trabalhos ndo consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser
diferenciados, colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud
Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, serd incluida na lista
uma s6 vez. A menc¢ao de comunicacio pessoal e de dados ndo publicados € feita no
texto somente com citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citacdes de trabalhos
colocados entre parénteses, ndo se usard virgula entre o nome do autor € 0 ano, nem
ponto-e-virgula apds cada ano; a separacdo entre trabalhos, nesse caso, se fard apenas
por virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos
et al. 2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS deveri ser apresentada isenta do uso de caixa alta,
com os nomes cientificos em itdlico (grifo), e sempre em conformidade com o padrao
adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a ordenacdo de seus varios
elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas através de
cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deverdo ser enviados como obtidos
(sem tratamento ou alteracdes). Quando obtidas em papel ou outro suporte, deverdo ser
anexadas ao trabalho, mesmo se escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura serd

identificada na margem ou no verso, a tragco leve de ldpis, pelo respectivo nimero e o
nome do autor; havendo possibilidade de divida, deve ser indicada a parte inferior da
figura pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes adotadas serd
incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-4 o uso de titulo ao alto da figura.
Fotografias deverdo ser apresentadas preferentemente em preto e branco, em papel
brilhante, ou em diapositivos (“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e
fotografias deverdo ser colocados em envelope.

Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras podera
ser em cores.
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4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para

que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com independéncia
do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverdo ser explicativos por si mesmos e colocados no final do
texto. Cada um terd seu titulo completo e serd caracterizado por dois tracos longos, um
acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre esses dois tracos poderd haver
outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao hé tragos verticais. Os sinais de
chamada serdo alfabéticos, recomecando, se possivel, com “a” em cada Quadro; as
notas serdo lancadas logo abaixo do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um
traco curto a esquerda.



