COLECOES VIVAS:

AS COLECOES MICROBIOLOGICAS DA
FUNDACAO OSWALDO CRUZ

RESUMO:

O presente artigo aborda as cole¢oes mi-
crobioldgicas da Fundagao Oswaldo Cruz,
tendo algumas delas sido formadas ainda
nos primordios dos anos de 1920. No Brasil,
o Instituto Oswaldo Cruz (posteriormente
Fundacao Oswaldo Cruz) foi uma das primei-
ras instituicdes a formar colegdes vivas de
material microbiologico. Colegoes bioldgicas
faziam parte da politica institucional ja voltada
ao combate de doencgas parasitarias e infec-
ciosas causadas por bactérias e protozoarios
e transmitidas por insetos, moluscos e outros
vetores. Hoje a Instituicao é detentora de |7
colegoes microbiologicas que representam a
biodiversidade genética de bactérias, arqueias,
protozoarios e fungos de importincia médi-
ca e ambiental, a memoéria epidemioldgica e
o registro de variagoes ocorridas em agentes
etiologicos ao longo do tempo; e as popula-
¢oes genéticas de organismos relacionados a
pesquisas em saude publica, além da potencia-
lidade dessas colegoes na produgao de novos
insumos de interesse biotecnolégico.
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ABSTRACT:

This article discusses the microbiological col-
lections of the Oswaldo Cruz Foundation,
many of them formed in the beginning of the
1920’s. In Brazil, the Instituto Oswaldo Cruz
(Oswaldo Cruz Foundation later) was one
of the first institutions to form living collec-
tions of microbiological material. Biological
collections were part of the institutional po-
licy already dedicated to fighting parasitic and
infectious diseases caused by bacteria and
protozoa and transmitted by insects, molluscs,
and other vectors. Today, the Institution holds
|7 Microbiological collections representing
the genetic diversity of bacteria, archaea, pro-
tozoa, medical and environmental fungi, epide-
miological memory and record of variations
in etiological agents over time; and genetic
populations related to organisms for research
in public health. These collections also repre-
sent the production capability of new inputs
of biotechnological interest.
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| Assessora da Vice-Presidéncia de Pesquisa e Laboratérios de Referéncia e Coordenadora das Colegoes

Biologicas — Fundagao Oswaldo Cruz.

2 Pesquisadora titular da Fiocruz. Vice-diretora de Ensino, Pesquisa e Divulgacdo Cientifica da Casa de

Oswaldo Cruz — Fundagao Oswaldo Cruz.
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Introducao

O Brasil destaca-se por ser detentor de uma das maiores biodiversidades
do planeta. Essa tamanha variabilidade genética pode ganhar ainda mais valor
quando devidamente organizada, identificada, classificada, documentada e dis-
ponivel para acesso, sempre que houver demanda, seja ela para pesquisa ou
aplicagoes tecnologicas (da Silva et al, 201 1).As colegoes biologicas sao recursos
estratégicos, que podem fazer parte da infraestrutura de pesquisa e inovagao
do pais.As informagoes contidas nestas cole¢oes sao recursos-chave que o pais
precisa para o estabelecimento de estratégias rapidas e eficientes para o desen-
volvimento cientifico e tecnoldgico (DiEuliis et al. 2016)°.

No Brasil, uma das primeiras instituicoes a formar cole¢oes vivas de ma-
terial microbiologico foi o Instituto Oswaldo Cruz (posteriormente Fundagao
Oswaldo Cruz)*no inicio do século 20. Colegbes bioldgicas faziam parte da
politica institucional ja voltada ao combate de doencas parasitarias causadas por
bactérias e protozoarios e transmitidas por insetos, moluscos e outros vetores.
Foi durante as expedicoes cientificas e de agdes de combates a essas doencgas
que pesquisadores da instituicao coletaram, analisaram e depositaram material
bioldgico de diferentes regides do Brasil na Instituicdo®. Fundamentais hoje para
o conhecimento e preservagao da biodiversidade, essas colegoes foram sendo
ampliadas com o tempo e novos grupos taxonomicos incorporados as colegoes
ja existentes ou dando inicio a uma nova colegao. As colegoes institucionais,
além de atuarem muitas vezes como testemunho da diversidade biolégica de
ecossistemas muitas vezes ja completamente degradados, prestam servigos de
manutengao, deposito, fornecimento, caracterizagao e identificagao taxonémica
de material biolégico para o desenvolvimento de pesquisa em ciéncia, tecnolo-
gia e inovagao, e em vigilancia epidemiologica, em conformidade com as normas
e legislagoes nacionais e internacionais vigentes.A politica institucional de co-
legoes biologicas da Fundagao Oswaldo Cruz tem como meta garantir as con-
dicoes para que os servigos, os materiais bioldgicos e informagoes associadas
que sao ofertados pelas colegoes a rede de vigilancia epidemiologica, academia
e industria, sejam de excelente qualidade. Para isso osprocedimentos tém sido
padronizados, com foco principal na gestao da qualidade e de dados e informa-
¢oes destas colegoes, e assim garantir que elas também cumpram seu objetivo
primario, o de repositérios da biodiversidade brasileira.t

Em relagao as colegoes microbioldgicas elas tém como principal fungao a
aquisicao, preservagao, identificagao, catalogacao e distribuicio de micro-orga-
nismos autenticados para dar suporte a pesquisa cientifica, estudos epidemio-
l6gicos, bem como ao desenvolvimento e producao de bioprodutos para diag-
nostico, vacina e medicamentos, atuando também como provedores de servigos
especializados’.

Nas |7 colegoes microbioldgicas da Instituicao estao representadas a bio-
diversidade genética de bactérias, arqueias, protozoarios e fungos de importan-

3 Ver http://www.oecd.org/science/sci-tech/42237442.pdf Ver DiEuliis et al. 2016.

4 O Instituto Oswaldo Cruz (IOC) originou-se no Instituto Soroterapico Federal, criado em 1900, no
bairro de Manguinhos, no Rio de Janeiro, com o objetivo imediato de produzir soros e vacinas contra a
peste bubdnica. Sob a dire¢do de Oswaldo Cruz, em 1903, o Instituto transformou-se numa instituicdo
voltada para a pesquisa cientifica. Em 1970, o IOC passou a integrar a Fundagdo Oswaldo Cruz como um
dos seus orgaos centrais. Para a historia do IOC ver Benchimol, 1991; Fonseca, 1974.

5Ver §4.2010; Costa et al., 2008.

6 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/gestao-estrategica-das-colecoes, da Silva et al., 201 I.

7 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/cole%C3%A7%C3%B5es-biol%C3%B3gicas, da Silva et al.,
2011.
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cia médica e ambiental®; a memoria epidemioldgica e o registro de variages
ocorridas em agentes etiologicos ao longo do tempo; e as populagoes genéticas
de organismos relacionados a pesquisas em saude publica, além da potencialida-
de dessas cole¢oes na produgao de novos insumos de interesse biotecnologico.
Como fontes de recursos genéticos, as colegoes bioldgicas da Fiocruz oferecem
produtos e servigos qualificados para aplicagoes em Pesquisa, Desenvolvimento
e Inovagao (PD & I), que incluem, entre outros, a produgao de insumos para
diagnostico, vacinas e medicamentos’.

Uma das mais novas cole¢oes microbiologicas na Fiocruz é a Colegao de
Bactérias do Ambiente e Saude, (CBAS). Criada em 2007 com o objetivo de iso-
lar, identificar e preservar bactérias do solo da Mata Atlantica, teve seu escopo
ampliado e outros acervos de bactérias foram gradualmente sendo incorpo-
radas. Atualmente a CBAS possui cinco subcolec¢oes: Colegao de Bactérias da
Mata Atlantica (CBMA), Colegao de Bactérias da Amazonia Azul (CBAA), Cole-
¢ao de Vibrio do Ambiente e Saude (CVAS), Colecao de Bactérias de Impacto
na Salude (CBIS) e Colegao Geral de Bactérias do Ambiente (CGBA)e fornece
bactérias para instituigoes, sejam de pesquisa, servicos, ensino ou industrias.

A subcolegao CBMA ¢é formada por bactérias representantes da mi-
crobiota do solo da Mata Atlantica, um dos ecossistemas mais biodiverso do
mundo, com somente 10% da sua cobertura original preservada.A subcolegao
CBAA é constituida por bactérias representantes da microbiota do ecossistema
que compreende a plataforma continental brasileira conhecida como Amazonia
Azul. A tematica da biodiversidade microbiana marinha é central para o melhor
entendimento de processos biologicos do meio marinho, mas também, devido
a dindamica dos oceanos e pode servir como observatério da dispersao de pa-
togenos importantes para humanos, via oceanos. A subcolecao CVAS abrange
espécies do género Vibrio isolados de infec¢des humanas e de diferentes ni-
chos ambientais de diversos paises. Esta subcolegao foi originada nos anos 90,
em ocasiao da epidemia de célera na América Latina e vem sendo expandida
com a realizagao de varios projetos de pesquisa relacionados ao estudo deste
género bacteriano, principalmente, no Laboratério de Genética Molecular de
Microrganismos (LGMM).A subcolegao CBIS da suporte a varios projetos de
pesquisa relacionados a determinagao da diversidade de bactérias cultivaveis de
diferentes nichos que podem ter impacto na saude. Esta subcolecao também
contempla bactérias pertencentes a varios géneros isoladas de infecgoes hu-
manas, tais como: Klebsiella, Pseudomonas, Acinetobacter, Bordetella entre ou-
tros. Enquanto que a subcolecao CGBA abrange espécies bacterianas de outros
nichos ambientais nao contemplados nas demais subcolegoes que vem sendo
depositadas na CBAS.'"°

Historicamente, uma colegao que merece ser destacada é a Colegao de
Cultura de Fungos Filamentosos do Instituto Oswaldo Cruz''(CCFF). Criada

8 Colecao de Bactérias da Amazénia (CBAM); Colecdo de Bactérias do Ambiente e Satide (CBAS); Co-
legdo de Campylobacter (CCAMP); Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH);
Colegdo de Culturas de Fungos Filamentosos (CCFF); Colegdo de Culturas do Género Bacillus e Géne-
ros Correlatos (CCGB); Colecdo de Enterobactérias (CENT); Colegdo de Fungos da Amazénia (CFAM);
Colegdo de Fungos Patogénicos (CFP); Colecao de Leptospira (CLEP); Colegdo de Leishmania (CLIOC);
Colegdo de Listeria (CLIST); Colegao de Micro-organismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CMRVS);
Colegao Micologica de Trichocomaceae (CMT); Colegao de Protozoarios (COLPROT); Colegao de Trypa-
nosoma de Mamiferos Silvestres, Domésticos e Vetores (COLTRYP); Colegdo de Yersinia pestis (CYP).

9 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/cole%C3%A7%C3%B5es-biol%C3%B3gicas

10 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/cole%C3%A7%C3%B5es-biol%C3%B3gicas. Colegao de Bac-
térias do Ambiente e Saiide (CBAS)

I'l O Instituto Oswaldo Cruz (IOC) originou-se no Instituto Soroterapico Federal, criado em 1900, no
bairro de Manguinhos, no Rio de Janeiro, com o objetivo imediato de produzir soros e vacinas contra a
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em 1922, durante a gestio de Carlos Chagas (1879-1934), sucessor na dire-
¢ao do Instituto apos a morte de Oswaldo Cruz (1872-1917) em 1917, foi
formada por exemplares de fungos adquiridos durante viagem do pesquisador
do Instituto, Olympio da Fonseca filho (1895-1978), entre 1919 e 1922, em
diversos centros de pesquisas norte-americano e europeu'’. Segundo relato
de Olympio da Fonseca Filho (1974, p. 82): “..a0 terminarmos nosso estagio
nosEstados Unidos ja dispinhamos de uma micoteca de varias centenas de
amostras, a qual na Europa nos veio a servir de “cartao de visita” abrindo-nos
as portas de todos os centros de estudos micologicos, onde sempre ha quem
esteja interessado em obter amostras de cogumelos.” Ainda segundo Fonseca,
a criagao do laboratorio de micologia com a colegao de fungos tinha como uma
das suas principiais atividades do laboratério a manutengao das culturas vivas,
com a replantagao constante:“Os transplantes dessas culturas eram fornecidos,
sem qualquer 6nus, a todos laboratoérios e especialistas que os solicitassem.
Na verdade, esse servigo comegou a ser prestado antes mesmo de chegar-
mos de volta ao Brasil, pois nossa colegao serviu de base para a reconstituigao,
por Magrou e seus colaboradores, da micoteca do instituto Pasteur de Paris,
que durante a primeira guerra mundial tinha desaparecido por falta de quem
transplantasse as amostras por la conservadas, uma vez que todo o pessoal ha-
via entao sido mobilizado”. (FONSECA FILHO, 1974, p.82 apud Camara, 2008,
p- 51). Essa colegaotambém contribuiu com mais de cem culturas dos géne-
ros Penicillium e Aspergillus para o acervo da Colegao do Bureau of Chemistry,
do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos da América. Parte deste
material foi utilizado por Charles Thom (1872-1956)'"® para escrever seu clas-
sico The Penicillium (1930), no qual por varias vezes encontram-se referéncias
a CCFF. Anos mais tarde, parte deste mesmo material foi usado por Charles
Thom e Kenneth B. Raper (1908—1987)'* para escrever o classico A Manual of
the Aspergilli (1945). Atualmente a CCFF é composta por um acervo de 1575
cepas de fungos de diferentes grupos taxonémicos, isolados de diversos subs-
tratos, incluindo cepas tipo, com as linhagens preservadas, desde a sua criagao,
sob 6leo mineral estéril a temperatura ambiente. Hoje, também sao empregadas
as técnicas de liofilizagao, congelamento a -30°C e criopreservagao em nitrogé-
nio liquido.Além de ser uma Colegao de servigos,a CCFF é também um centro
de investigagao cientifica, participando de varios projetos cientificos em niveis
nacional e internacional.'?

Dentre as cole¢oes de protozoarios destaca-se a Colecao de Leishma-
nia'® do Instituto Oswaldo Cruz, CLIOC. Criada em 1980 com o apoio da
Organizagao Mundial da Saude, a Colegao de Leishmania dedica-se a preserva-

peste bubodnica. Sob a direcao de Oswaldo Cruz, em 1903, o Instituto transformou-se numa instituigao
voltada para a pesquisa cientifica. Em 1970, o IOC passou a integrar a Fundagao Oswaldo Cruz como um
dos seus orgaos centrais. Para a historia do IOC ver Benchimol, 1991; Fonseca, 1974.

12 Ver Camara, 2008; Camara et al., 2009.

I3 Microbiologista e micologista norte-americano descreveu pela primeira vez Penicillium roqueforti e P.
camemberti, ingredientes ativos de dois queijos populares. Contribuiu com seus estudos para o estabeleci-
mento de padroes rigorosos no manuseio e processamento de alimentos nos Estados Unidos.
http://sciweb.nybg.org/science2/libr/finding_guide/thom3.asp.html

14 Micologista, microbiologista, e botanico cujas contribuigdes para as aplicagdes médicas e industriais de
fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium estdo entre as realizagées de destaque da ciéncia do século
20. http://www.nybg.org/library/finding_guide/archv/raper_ppb.html

|5 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/cole%C3%A7%C3%B5es-biol%C3%B3gicas. Colecdo de Cul-
turas de Fungos Filamentosos (CCEFF).

16 Os protozoarios do género Leishmania, familia Trypanosomatidae, sio responsaveis pelas leishmanioses.
Transmitida por insetos vetores flebotomineos ao homem e outras espécies de mamiferos, as espécies de
Leishmania podem atacar a pele e as mucosas causando a doenga conhecida como Leishmaniose tegumen-
tar americana, ou os orgaos internos, causando a leishmaniose visceral ou calazar.
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¢ao, armazenamento, distribuicao, caracterizagao taxonémica e identificacao de
Leishmania e informagao associada, contribuindo assim para o desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico do Brasil. Além de desenvolver projetos de pesquisa
especificos, a Colegao atende a demanda de instituigdes publicas de pesquisa
e ensino ou setores da industria, prestando servigos especializados como aqui-
sicao, identificacao especifica ou sub-especifica de isolados originais deposita-
dos ou nao no banco; distribuicao de cepas de referéncia, com a finalidade de
desenvolver pesquisas cientificas ou como apoio aos 6rgaos responsaveis pela
vigilancia epidemiolodgica das leishmanioses no pais e no exterior; e treinamento
de recursos humanos e consultoria técnico-cientifica em suas dreas de atua-
¢ao. Hoje possui um acervo com um pouco mais de 1.000 cepas, divididas em
3 subgéneros e 30 espécies, representando os principais grupos taxonémicos
de Leishmania do Mundo. Estas cepas sao provenientes de diversas localidades e
diferentes hospedeiros, sendo a maior parte da América do Sul. Dentre as diver-
sas atividades realizadas pela Colecao estao a aquisigao, identificagao especifica
e genotipica de isolados originais depositados ou nao na Colegao; distribuigao
de cepas de referéncia, com a finalidade de desenvolver pesquisas cientificas e
producao de insumos ou como apoio aos 6rgaos responsaveis pela vigilancia
epidemiologica das leishmanioses no pais e no exterior; e treinamento de recur-
sos humanos e consultoria técnico-cientifica em suas areas de atuacio.'”

Atualmente as colegoes microbiologicas da Fiocruz cobrem todos os
agentes patogénicos pesquisados na Fiocruz, com excegao dos virus. Para pre-
encher essa lacuna, a Instituicao tem apoiado a estruturagao da primeira colegao
de virus da Fiocruz no Instituto Carlos Chagas/Fiocruz-PR, a Colegao de Virus
de Anticorpos Monoclonais (CVAM). Ela esta em processo de reconhecimento
institucional e ainda no primeiro semestre de 2016 se tornara a 18° Colegao
Microbioldgica da Fiocruz.

Gestao de qualidade e informacdo nas coleg¢des biologicas

Existe um grande esforgo institucional para a implementagao do sistema
de gestao da qualidade nas colegoes biologicas da Fiocruz, seguindo a Norma
NBR ISO/IEC 17025:2005 e o Guia de Boas Praticas para Centro de Recursos
Biologicos da Organizagao para a Cooperagao e Desenvolvimento Economico
(OCDE), que inclui a Bioprotegao (conjunto de medidas de seguranga institu-
cional e pessoal e de procedimentos desenvolvidos para evitar a perda, roubo,
uso indevido, desvio ou liberagao intencional de patogenos ou partes deles,
toxinas e seus organismos produtores). Como um dos resultados deste esforgo,
uma das colegoes da Fiocruz, a Colegao de Micro-organismos de Referéncia
em Vigilancia Sanitaria (CMRVS) — Acervo de Fungos, em 2012 foi a primeira
no Brasil a ter ensaios acreditados pelo Inmetro de acordo com a Norma NBR
ISO/IEC 17025:2005. Em seguida foi realizada a avaliagao do Acervo de Fungos
da CMRVS de acordo com os critérios da ABNT ISO GUIA 34:2012 correlacio-
nados com aABNT NBR ISO / IEC 17025:2005, assim como sua avaliagio como
um Centro de Recursos Biolégicos (CRB) de acordo com os requisitos da
norma brasileira NIT-DICLA-061, que também tem como base o Guia de Boas
Praticas para CRBs da OCDE e ABNT ISO GUIA 34:2012. Esta experiéncia foi
relatada em Forti et al. (2016) 8.

|7 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/cole%C3%A7%C3%B5es-biol%C3%B3gicas.
Colecio de Leishmania(CLIOC)
18 Ver da Silva et al. 201 |; Forti et al. 201 6.
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Outro aspecto importante dentro deste esforco institucional é a imple-
mentagao de sistema de gerenciamento de colegoes biologicas. No caso das
colegoes microbioldgicas, o Sistema de Informagao de Colegoes de Interesse
Biotecnoldgico (SICol) foi implantado em todas as |7 colegoes microbioldgicas
para a gestao de dados e informagao. Além disso, todas as cole¢oes microbio-
logicas e zooldgicas da Fiocruz estao integradas ao speciesLink e estao sendo
integradas ao Sistema de Informagao sobre a Biodiversidade Brasileira (SiBBr)
SiBBr e Sistema Global de Informagao sobre a Biodiversidade (GBIF)."

Conclusio

Com base nas experiéncias com suas colegoes microbioldgicas, a Fiocruz
tem se dedicado fortemente a criagao do Centro de Recursos Bioldgicos em
Satde (CRB-Saude), que sera constituido por acervos de micro-organismos pa-
togénicos, relacionados principalmente a doengas tropicais, ou com potencial
biotecnoldgico na area da saude, incluindo arqueias, bactérias, fungos, protozoa-
rios e virus, material microbiologico diverso com valor agregado (ex. diversidade
taxonomica e/ou potencial biotecnologico e/ou epidemiologico) e informagao
associada de qualidade. O CRB-Saude Fiocruz oferecera insumos estratégicos e
servigos com padroes de eficiéncia e qualidade reconhecidos internacionalmen-
te para a comunidade cientifica, industria e o Sistema Unico de Satide (SUS), de
forma a propiciar sustentabilidade para inovagoes biotecnologicas na area da
saude, permitindo desenvolvimento tecnologico e produgao de biocompostos
para diagnostico, vacinas e medicamentos, além de garantir a preservagao da
diversidade microbiana do pais.?

O CRB-Saude Fiocruz vem preencher uma lacuna fundamental para que
o Brasil se posicione de forma competitiva no mercado mundial de recursos
biologicos e que tenha maior autonomia para desenvolver suas politicas relacio-
nadas a salde. A sua implantagao se coaduna com a atual politica do Governo
(Plano Brasil Maior — PBM e Politica para o Desenvolvimento Competitivo —
PDC) de estruturagao de uma rede de colegdes de culturas e de CRB (Decreto
n°® 6041 de 8 de fevereiro de 2007). Este CRB fara parte da Rede Brasileira de
CRBs (Rede CRB-Br) que esta sendo estruturada no ambito do Ministério de
Ciéncia, Tecnologia e Inovagao, sendo financiada pelo Fundo Nacional de Desen-
volvimento Cientifico e Tecnolégico (FNDCT). Este projeto é coordenado pela
Fiocruz com a participagao da Embrapa, Unicamp, Banco de Células do Rio de
Janeiro, Inmetro, INPI, CRIA, SBM.Tem como objetivo a consolidagao da infra-
estrutura da Rede CRB-Br, visando atender as demandas por material biologico
autenticado e certificado e servigos especializados de forma a promover a ino-
vagdo tecnoldgica no pais. 2!

19 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/gestao-estrategica-das-colecoes, da Silva et al. 201 I.
20 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/gestao-estrategica-das-colecoes.. da Silva et al. 201 |.
21 Ver http://portal.fiocruz.br/pt-br/content/gestao-estrategica-das-colecoes. Holanda et al, 2012.




Fotografias

CBAS — Bactérias preservadas em freezer — 80°C
Autoria — Jodo Flavio Veras

CBAS - Lamina de bactéria sendo observada ao microscopio.
Autoria: Joao Flavio Veras
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CBAS — Manipulagao de bactéria para preservagio.
Autor: Jodo Flavio Veras

CBAS — Nocardia Cyriarigeorgica CBAS 559 — Imagem Microscépica aumento de 100x
Autor: Joao Flavio Veras
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CCFF — Armarios da cole¢do onde fungos sio preserva-
dos em dleo.
Autor: Fernanda da Silva Santos

CCFF — Col6nia de Penicillium waksmanii I0C 4675
Autor: Ingrid dos Santos da Silva
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COLECAO DE CULTURAS DE
FUNGOS FILAMENTOSOS
ARMARIO N° 07

CCFF — Fungos preservados em 6leo mantidos em armario.
Autor: Fernanda da Silva Santos

CCFF — Penicillium waksmanii 10C 4675 — Imagem microscopica — aumento de 100x
Autor: Ingrid dos Santos Silva
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CLIOC — Retirada de Cultura de leishmania da criopreservagao.
Autor: Rosane Maria Temporal

CLIOC - colegao mantida com controle de acesso.
Autor: Rosane Maria Temporal
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CLIOC - Culturas de leishmanias em tubos durante incubacao.
Autor: Rosane Maria Temporal

CLIOC — Culturas sendo retiradas do
tanque de nitrogénio liquido onde sio
preservadas.

Autor: Rosane Maria Temporal
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