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Sobre o SIP/CCB - “10 Anos Integrando Saberes”

No inicio do ano de 2012, uma “conversa de corredor’ deu inicio ao evento que
passaria a fazer parte da vida dos alunos e professores do Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), o SIP —
Simposio Integrado das Pos-Graduagdes. Os alunos Gustavo Campos Ramos e Dib
Ammar foram os responsaveis por tornar esta ideia em uma realizacao, inspirados na
necessidade de compartilhar os conhecimentos e conquistas inter e multidisciplinares

entre os programas de pos-graduagdes da UFSC e de outras instituicdes de ensino.

Nos dias 16 a 18 de novembro de 2022, foi realizado no auditério do CCB/UFSC, em
Floriandpolis, a oitava edi¢ao do evento, em comemoragao aos 10 anos desde sua
fundacao. Atualmente a organizacao do SIP/CCB/UFSC ocorre com a parceria dos

onze Programas de pés-graduacdes da universidade:

& Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento;
% Programa de Pds-Graduagdo em Biologia de Fungos, Algas e Plantas;
+ Programa de P6s-Graduagdo em Bioquimica;

‘L Programa de Pés-Graduagdo em Biotecnologia e Biociéncias;

® Programa Multicéntrico de Pos-Graduagdo em Ciéncias Fisioldgicas;

& Programa de Pos-Graduacgao em Ecologia;

¢® Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia;

B, Mestrado Profissional em Farmacologia;

@ Programa de Pds-Graduagao em Neurociéncias;

®% Mestrado Profissional em Pericias Criminais Ambientais;

In Mestrado Profissional em Ensino de Biologia.
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Efeitos nareproducéo e na fertilidade de camundongos Swiss fémea expostas
ao piriproxifeno desde a pré-puberdade

SILVA, Alice Santos; MELLO, Tainara Fernandes; KNORST, Jennyfer Karen;
FRANCA, Andressa Cristina; FAGA, Henrique Frederico Enz.

LEITE, Gabriel Adan Araujo
silvaalicesantosa@gmail.com
Universidade Federal de Santa Catarina

Palavras-chave: Roedores; Praguicida; Fertilidade; Toxicidade.

1 INTRODUCAO

O inseticida piriproxifeno (PPF) atua mimetizando o hormanio juvenil do inseto,
interferindo em seu desenvolvimento. Além de ser utilizado na agricultura, desde 2014
o PPF é inserido em caixas d’agua de consumo humano na dose méaxima de 0,01
mg/L para controle de mosquitos transmissores de doencas. Estudos anteriores
demonstraram que o PPF age como um possivel desregulador endécrino, provocando
toxicidade reprodutiva. Com isso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar a fertilidade de
fémeas expostas ao piriproxifeno, além da toxicidade reprodutiva e do ganho de
massa corporal.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos Swiss fémea que receberam tratamento por via
oral, do dia poés-natal (DPN) 23 até o DPN 75, distribuidas em trés grupos
experimentais (n=20 por grupo): Controle, PPF 0,1 mg/Kg e PPF 1 mg/kg. Durante o
tratamento, a massa corporal foi aferida diariamente e no periodo do DPN 60 até o
DPN 75, as fémeas foram avaliadas quanto a regularidade do ciclo estral. A partir do
DPN 75, um subgrupo (n=10 por grupo), na fase de estro, foi submetido a eutanéasia,
quando foram retirados e pesados os 6rgdos reprodutores e vitais. O outro subgrupo
(n=10 por grupo) foi destinado ao acasalamento natural, no qual o dia gestacional
(DG) 0 foi considerado pela presenca de plug ou de espermatozoides em lavados
vaginais. No DG 18, as fémeas foram submetidas a eutanasia, sendo coletados e/ou
pesados 0s ovarios para contagem de corpos luteos gravidicos, o Gtero gravidico, os
fetos e suas respectivas placentas. Posteriormente, foram calculadas as taxas de
fertilidade e razdo sexual. O experimento foi aprovado pela CEUA-UFSC (protocolo
n°1963200721). As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O ganho de massa corporal e a regularidade do ciclo estral foram similares
entre os grupos (p>0,05). Em relacéo ao peso dos érgaos reprodutores e vitais, houve
diminuicao do peso absoluto da tireoide dos animais do grupo PPF 1mg/kg e aumento
do peso relativo do figado dos grupos que receberam PPF, bem como diminui¢do do
peso relativo dos ovarios no grupo PPF 0,1 mg/kg, em comparac¢ao ao grupo controle
(p<0,05). Em relacédo aos parametros de fertilidade, ndo houve diferenca entre os
grupos (p>0,05), porém, se observou maior nimero de fetos mortos e diminuicdo do
peso das placentas de fetos do sexo feminino do grupo PPF 0,1 mg/kg, quando
comparados com o grupo controle (p<0,05).

Gréfico 1 — Ganho de massa corporal dos Grafico 2 — Distribuicdo das fases
grupos experimentais do DPN 23 ao DPN do ciclo estral dos grupos
75 experimentais do DPN 60 ao DPN
Evolucéo do ganho de massa corporal 75
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Valores expressos em média + SEM. Two-way ANOVA
seguida do pds-teste de Tukey..p>0.05.

% de fases do ciclo estral

T T T
Controle PPF 0,1 mg/Kg PPF 1 mg/Kg

Valores expressos como mediana e intervalo
interquartilico. Kruskal-Wallis seguido de pos-teste de
Dunn. p>0.05.

Tabela 1 — Avaliacdo da regularidade do ciclo estral dos
grupos experimentais do DPN 60 até o DPN 75

Grupos Experimentais (n=20)

Controle 0,1 mg/kg 1 mg/kg

Ntimero de ciclos estrais 2,73+ 0,00 3,20£0,18 3,14+0,17

Valores expressos em média + SEM. One-way ANOVA seguida do pds-teste de
Tukey. p>0,05.
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Tabela 2 — Performance reprodutiva das fémeas dos grupos experimentais apos
acasalamento natural com machos nao-tratados

Grupos Experimentais (n=10)

Controle PPF 0,1 mg/kg PPF 1 mg/kg
Taxa de gestagéo 100% 70% 78%
(%)
Potencial de 90,91 (64,17 — 100) 100 (86,67 — 100) 66,67 (46,15 — 92,86)
fertilidade (%)
Perda pre- 9,09 (0,00 — 35,84) 0,00 (0,00 — 12,33) 33,33 (7,14 — 53,85)
implantacdo (%)
Perda pos- 11,11 (3,84-20,63) 11,76 (10,00 - 35,71) 16,67 (15,38 — 25,00)
implantacao (%)
Razdo sexual (M:F) 1,37 (0,75 —2,00) 1,40 (0,71 — 3,50) 1,20 (0,57 — 1,67)
Peso de fetos 1,39 £ 0,02 1,43 £ 0,02 1,38 + 0,03
machos (g)
Peso de fetos 1,33+ 0,02 1,28 +0,03 1,28 +0,03
fémeas (g)
Peso da placenta de 0,10 + 0,00 0,10 + 0,00 0,11 + 0,00
fetos machos (g)
Peso da placenta de 0,11 + 0,002 0,09 + 0,000 0,10 + 0,002

fetos fémeas (Q)

Valores expressos em média + SEM ou mediana e intervalo interquartilico. One-way ANOVA seguida do pés-teste de
'Flj'g(l;egsou Kruskal-Wallis seguido de pés-teste de Dunn. Letras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos.
4 CONSIDERACOES FINAIS
Em resumo, a exposic¢ao ao piriproxifeno desde a pré-puberdade foi capaz de
alterar o peso de 6rgéos reprodutores e vitais, bem como aumentar a frequéncia de
morte fetal e 0 peso da placenta de fetos do sexo feminino, o que sugere toxicidade
reprodutiva e do desenvolvimento nas condi¢fes testadas.
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MODELOS DE LESAO PULMONAR INDUZIDA POR LPS EM CAMUNDONGO:
ANALISE BIBLIOMETRICA DA LITERATURA PUBLICADA NA WEB OF SCIENCE
ENTRE 2000 E 2022

VASCONCELOS, Amanda; SPANAMBERG, Eduarda S; COSTA, Franciely.

MARTINS, Roberta de Paula

amandavas96@email.com
Universidade Federal de Santa Catarina

Palavras-chave: Acute Lung Injury; Pulmonary Injury; Lipopolysaccharide (LPS);
Mice; Mouse.

1 INTRODUGAO

O virus SARS-COV-2, causador da Sindrome Respiratéria Aguda Grave, se
concentra em maioria no epitélio pulmonar, gerando extenso dano nos alvéolos,
acarretando em lesdo pulmonar. Considerando que a sindrome respiratéria aguda
grave esta em destaque desde o inicio da pandemia do coronavirus, causando
milhdes de mortes pelo mundo, além de sequelas e complicacdes respiratérias
importantes, se faz imprescindivel o desenvolvimento de trabalhos cientificos sobre
o tema para melhor compreender e buscar formas de tratar, por exemplo, uma das
principais consequéncias da doenca que € a lesdo pulmonar desencadeada pelo
virus.

Um dos modelos de lesdo pulmonar aguda mais utilizados é o induzido por
lipopolissacarideo (LPS). Quando administrado em animais, gera uma resposta
inflamatdria sistémica com a finalidade de transcricdo de citocinas como IL-13 e
TNF-a (CHEN et al, 2010). Leucécitos acumulam-se no tecido alveolar
desencadeando lesdo e consequente morte celular (MATUTE-BELLO et al., 2008). O
LPS pode ser inalado, administrado via intravenosa ou via intraperitoneal, gerando
lesdo pulmonar aguda 24h apds a aplicagdo (CHEN et al.,, 2010). A analise
bibliométrica € o campo da ciéncia que estuda quantitativamente dados
bibliograficos, como produgao e citagao entre autores e/ou paises, além de analisar
informagdes a respeito da evolugao cientifica em determinado periodo e area de
interesse (CHEN et al., 2021). (a) avaliar e entender a performance académica e de
desenvolvimento de um campo da ciéncia; (b) mensurar o nivel de produtividade de
determinado pesquisador ou de determinada instituicao e grupos de pesquisa; (c)
identificar as principais tendéncias da ciéncia e tecnologia atual; (d) avaliar
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graficamente o nivel de importancia e de publica¢des sobre determinado assunto em
um periodo de tempo; (e) realizar vasto mapeamento cientifico (THOMPSON and
WALKER, 2015).

Assim, este trabalho tem como objetivo realizar analise bibliométrica dos
principais artigos cientificos acerca de modelos de lesdo pulmonar induzida por LPS
em camundongos publicados na base de dados Web of Science entre 2000 e 2022.

2 MATERIAL E METODOS

Estudos publicados entre 01 de setembro de 2000 e 01 de setembro de 2022
sobre modelos animais de lesdo pulmonar induzida por lipopolissacarideo (LPS) em
camundongos foram recuperados da base de dados Web Of Science (WOS) em 31
de agosto de 2022. Os descritores utilizados foram: (“Acute Lung Injur®” OR “Lung
Injur*” OR “Pulmonary Injur*”) AND (“Lipopolysaccharide$” OR “LPS”) AND (“Mice”
OR “Mouse” OR “Mus Musculus”). Um total de 3.833 artigos foram obtidos da
pesquisa, apos refinamento realizado na prépria plataforma da WOS, excluindo
documentos que nao fossem artigos ou artigos de revisdo, e incluindo apenas
documentos que fossem artigos ja publicados. Obteve-se um total de 1.501 artigos
para realizagao das analises bibliométricas usando a ferramenta VOSviewer.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A producédo de artigos sobre o tema teve seu primeiro apice em 2012, com
constante aumento até seu segundo apice em 2021. A China foi o pais com maior
numero de artigos publicados e com maior numero de colaboragbes com outros
paises, sendo da China a universidade mais produtiva, Shanghai Jiao Tong
University, responsavel por inUmeros projetos na area devido seus elevados niveis
de inovagdo tecnolégica. A Universidade de S&o Paulo encontra-se na 40a
colocagao como a universidade mais produtiva, com 14 artigos publicados sobre o
tema.

O autor mais produtivo foi o americano Garcia J. G. N., médico-cientista
pulmonar de renome mundial, professor de medicina na Faculdade de Medicina da
Universidade do Arizona e membro do Instituto de Medicina das Academias
Nacionais. O autor mais citado nos trabalhos selecionados foi o polonés Zmijewski
J. W., professor no Departamento de Medicina, Divisdo de Pneumologia, Alergia e
Medicina Intensiva na Universidade do Alabama em Birmingham e diretor de
pesquisa do Programa Translacional para Sindrome Respiratoria Aguda,
responsavel por trabalhar com cultivo celular e modelos experimentais de lesao
pulmonar.

A revista com maior numero de publicagdes foi a Plos One, uma editora de
acesso aberto sem fins lucrativos. A palavra-chave com maior numero de
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ocorréncias entre os artigos selecionados foi “Acute Lung Injury”, utilizada como um
dos descritores utilizados na busca para o presente trabalho, além de
“Lipopolysaccharide” na 5a colocagdo, seguida pela palavra-chave “Acute
Respiratory Distress Syndrome”, relacionada a pandemia do coronavirus e o
interesse pelo desenvolvimento de modelos para melhor compreensio da patologia
desencadeada pelo virus SARS-CoV-2.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

As analises bibliométricas possuem suma importancia para visualizar as
tendéncias nas pesquisas académicas, permitindo observar as caracteristicas e
padrées ndo somente dos pesquisadores, mas também dos paises pioneiros dentro
do tema selecionado, dentre outras diversas analises. Nos ultimos anos, desde o
inicio da pandemia do coronavirus, ha grande incentivo para o desenvolvimento de
pesquisas sobre o tema. Sendo assim, houve expressivo aumento nas publicagcbes
sobre lesao pulmonar induzida por LPS em camundongos. Os resultados obtidos no
presente trabalho, como principais autores e colaboracdes realizadas entre eles,
onde as principais pesquisas estdo acontecendo, quais referéncias bibliograficas sao
usadas com maior frequéncia e palavras-chave que os trabalhos abordam em
comum, nos mostram o caminho que a ciéncia percorre sobre o tema.

5 REFERENCIAS

Chen, D et al. Mapping Trends in Moyamoya Angiopathy Research: A 10-Year
Bibliometric and Visualization-Based Analyses of the Web of Science Core
Collection (WoSCC). Front Neurol. v. 12, 2021.

Chen, H et al. The value of the lipopolysaccharide-induced acute lung injury
model in respiratory medicine. Expert Rev Respir Med. v. 6, p. 773, 2010.

Matute-Bello, G et al. Animal models of acute lung injury. Am J Physiol Lung Cell
Mol Physiol. v. 3, p. 379, 2008.

Thompson, D F; Walker, C K. A descriptive and historical review of bibliometrics
with applications to medical sciences. Pharmacotherapy. v. 6, p. 551, 2015.
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REDUCAO IN VITRO DE BIOFILME BACTERIANO DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
MEDIADA POR BACTERIOFAGOS VISANDO APLICACAO EM ELEMENTOS DE
PROTESES DENTARIAS E ORTOPEDICAS

SOUSA, Amanda. K. F; CORREA, Evelin. P; ELOIS, Mariana. A.

LANNA, Maria. C. S; FONGARQO, Gislaine.
amandakellyferreirasousa@gmail.com

Palavras-chave: Resisténcia Antimicrobiana; Fagoterapia; Biofilme; Materiais.

1 INTRODUCAO

Mediante 0 aumento da expectativa de vida humana e a estimativa elevada da
necessidade de substituicdo e reparo das funcbes biolégicas ao longo dessa
expectativa, estima-se que maior serd o niumero de pessoas hospitalizadas e que irdo
receber implantes biomédicos, o que torna iminente o estudo de métodos que viabilizam
o controle e prevencédo da formacao de biofilmes bacterianos nesses implantes, pois a
presenca desses biofilmes torna-se um sério agravo para a saude publica, devido ao
aumento da resisténcia dos microrganismos a agentes antimicrobianos e ao grande
potencial que estes tém de causar infeccbes em pacientes mais suscetiveis e
especialmente, em pacientes, portadores de implantes ou proteses, visto que a
formacado de biofilmes nesses dispositivos impactam em rejeicdo de pecas e na saude
humana (OLIVEIRA, 2021).

Os bacteri6fagos se apresentam como importantes ferramentas no controle
bacteriano, sendo seu estudo pertinente para fins de aplicagdo em materiais utilizados
para proteses. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a reducéo de biofilmes
mediada por bacteriéfagos visando aplicacdo em elementos de préteses dentérias e
ortopédicas compostas por titdnio. Para tanto, como objetivos especificos, foi avaliado a
formacao de biofilme in vitro usando Pseudomonas aeruginosa aplicada em superficies
de elementos de préteses dentarias e ortopédicas compostas por titanio, bem como,
realizado a selecédo e aplicacdo de bacteriéfagos capazes de infectar a cepa bacteriana
de interesse, visando profilaxia e controle de biofilmes.

2 METODOLOGIA

As amostras de elementos de préteses dentarias e ortopédicas em titanio
utilizadas, foram cedidas pelo Centro de Ensino e Pesquisas em Implantes Dentéarios
(CEPID) da Universidade Federal de Santa Catarina. Os Bacteriéfagos testados
foram provenientes do banco de virus do Laboratério de Virologia Aplicada, com
identificacdo e classificagcdo em andamento. Tais fagos, computando 5 tipos, foram
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testados quanto a capacidade de crescimento com perfil litico em Pseudomonas
aeruginosa seguindo metodologia de dupla camada de agar (SEJAS, et al., 2003).

A inducéao de biofilme in vitro foi realizada utilizando placa de 24 cavidades por
meio da imerséo dos discos de titdnio em meio contendo a suspensao bacteriana em
titulacdo conhecida (10 ) e incubacédo (37 °C) pelo periodo de 7 dias, conforme
adptado do estudo de Freitas; Sand e Simonetti (2010). A cada 24 horas foi realizado
a troca do meio nutriente. Apés este periodo, os discos foram lavados, fixados e
corados através do método de coloracdo de DNA com bisbenzimida (HOECHST
33258) e analisados em microscopia de fluorescéncia, ambos 0s processos foram
realizados em triplicata.

A formacédo de biofilme também foi avaliada em placas de microtitulacdo de
poliestireno pelo método de Cristal Violeta descrito por Stepanovic et al., (2007) com
pequenas modificacbes, seguindo as etapas de incubagéo, fixacdo, coloracao e
leitura das absorbancias na placa de microtitulacédo, respectivamente. A avaliacdo de
formacéo de biofilme foi realizada através da leitura da absorbancia de cada poco
utilizando-se leitor de placas, em comprimento de onda de 600 nm.

A avaliacdo e incorporacdo de bacteriofagos no controle de biofilmes em
corpos de prova de titanio foi realizada mediante aplicacéo de 1000 uL da solucao de
cada um dos bacteriéfagos isolados (contendo 10° UFP/mL), sendo conduzido dois
experimentos separados e destrutivos: Experimento 1 — atividade de desagregacao
e destruicdo de biofilmes bacterianos estabelecido. Experimento 2 — atividade
profilatica dos bacteri6fagos no combate a formacéo de biofilme.

No experimento 1 os biofilmes foram gerados sob os corpos de prova de titanio
com metodologia descrita anteriormente, e os fagos foram usados para fins de
desagregacao de biofilme; j& no experimento 2 os fagos foram disponibilizados nos
corpos de prova estéreis e apos 1 h foi realizada a propagacéo de biofilme bacteriano.
Os corpos de prova contendo bactérias e bacteriéfagos foram incubados a 37 °C por
24/48 horas e a atividade profilatica e de controle de biofilme verificada por coloracao
usando bisbenzimida (HOECHST 33258) seguido de observagdo microscopica com
fluorescéncia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme observado em micrografias, a adeséo bacteriana na superficie dos
fragmentos de tianio foi observada apds dois dias de incubacdo, sendo melhor
observada, no sétimo dia. Alguns estudos, como o de Freitas et al.,, (2010)
consideraram como biofilme a adesédo bacteriana visivel a partir do terceiro dia de
incubacdao, utilizando-se este critério os dados deste trabalho sugerem que a bactéria
testada produziu biofilme de forma aderida a superficie aos discos utilizados.

Dessa forma, considera-se que a adesdo bacteriana e a producéo de biofilme
séo resultadas de um processo multifatorial, um dos fatores importantes em relacéo a
P. aeruginosa é que a carga da sua superficie, que nas bactérias Gram-negativas
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possui carga elétrica negativa, devido a presenca de lipopolissacarideos e &cido
teicoicos. Esse fato corrobora e explica a expressiva adesdo bacteriana aos
fragmentos de tianio, bem como, pode ser facilitada pela presenca de fragelos da cepa
utilizada, pois estas estruturas confere mobilidade a bactéria, facilitando o acesso
bactéria-substrato na superficie (PEREIRA, 2011).

Contudo, os resultados preliminares obtidos, demonstraram que a utilizacao
dos bacteriofagos até entéo isolados pelo banco de virus do Laboratério de Virologia
Aplicada-UFSC com caracterizagdo em andamento, foram eficientes na
desagregacao e destruicdo do biofilme previamente estabelecido, como também,
atuaram de forma eficaz na atividade profilatica da formacao do biofilme, haja visto que
apos sua aplicacdo ndo houve crescimento bacteriano na superficie dos discos de
titAnio, observados em microscopia de fluorescéncia. Resultados esses, validados
pelo estudo de Silankorva (2004) ao qual foi demonstrado que a aplicagcdo dos
bacteri6fagos, sob condigbes o6timas e na presenca do hopesdeiro crescidos a
temperatura e meio de crescimento Otimo, sdo muito eficientes na remocdo de
biofilmes em seu estado inicial (células aderidas a superficies) e biofilmes maduros,
tendo em vista a remogdo comprovada acima dos 80% (SILANKORVA, 2004). E
importante ressaltar que os resultados aqui descritos sdo de carater preliminar e o
estudo encontra-se em desenvolvimento.

4 CONSIDERA(;OES FINAIS

Com base nos resultados preliminares, os bacteriéfagos tem sido capazes de
interferir no controle de biofiimes de P. aeruginosa em superficies de titanio de
elementos de préteses dentarias e ortopédicas. Por outro lado, ensaios adicionais
devem ser realizadas, para que ocorra o alcance pleno do objetivo proposto.

5 REFERENCIAS
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EFEITOS DA E,XPOSI(;AO REPETIDA DO HERBICIDA ACIDO 2,4-
DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) NO COMPORTAMENTO DE PEIXES-ZEBRA
ADULTOS.
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Palavras-chave: Pesticidas; Agroquimicos; Ecotoxicologia.

1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa papel de destaque no quadro mundial quando se trata de
producdo agricola, produzindo em larga escala culturas como soja, cana-de-agulcar,
laranja, café e outras. Esta producdo é acompanhada por intensa utilizacdo de
agrotoxicos, sendo observado nos ultimos anos um aumento na liberacdo de novas
formulacbes e comercializacdo desses compostos, principalmente em relagcdo ao
grupo dos herbicidas, com destaque para o glifosato e 0 2,4-D (BROVINI et al., 2021).
O 2,4-D é o segundo agrotdoxico mais utilizado no Brasil e tem como finalidade a
eliminacgdo de ervas daninhas.

Estudos sugerem que o 2,4-D pode provocar efeitos danosos aos organismos
nao-alvos (ISLAM et al., 2018), sendo 0s organismos aquaticos presentes em rios e
lagos proximos a lavouras um dos mais suscetiveis a contaminag&o por agrotoxicos
(ISLAM et al., 2018; MATVIISHYN et al., 2014). Nesse sentido, avaliacbes
comportamentais podem fornecer informacdes relevantes para compreensao dos
efeitos toxicos do 2,4-D (ORGER; DE POLAVIEJA, 2017). Além do mais, ainda ha
uma lacuna de informagdes sobre os efeitos deste herbicida. Assim, o objetivo do
trabalho foi avaliar os efeitos da exposicéo repetida de diferentes concentragbes do
2,4-D no comportamento de peixes-zebra adultos.

2 MATERIAL E METODOS

Peixes-zebra Danio rerio adultos foram obtidos de lojas de aquarismo de Santa
Catarina. Os animais foram ambientados durante duas semanas no laboratério com
temperatura aproximada de 23°C, ciclo 14 -10 h, e alimentacdo 2x/dia. Apos isso, 0s
animais foram divididos em 4 grupos: Controle (sem 2,4-D); 0,03 mg/L; 0,3 mg/L; 3,0
mg/L de 2,4-D com o n = 8-10/grupo. Foram expostos ao 2,4-D durante 7 dias, e ao
final da exposicao foram submetidos a avaliagcdo comportamental através do Teste
do Tanque Novo (Novel Tank Test - NTT) e Campo Aberto (CA) durante 5 minutos
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cada (Figura 1). Os testes foram documentados em video e analisados no software
ANY-maze versao 7.1. A analise estatistica foi feita pelo software GraphPad Prism 8,
sendo aplicado a testes de normalidade Shapiro-Wilk e método de ROUT para
identificacdo de outliers. Em seguida foi aplicado andlise de variancia (ANOVA) de
uma via e pos teste de Dunnett. Projeto aprovado no CEUA, n® 6778251119.
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Figura 1. llustracdo dos aparatos comportamentais. A esquerda o teste do tanque
novo e a direita 0 campo aberto.

Teste do Tanque Novo Campo Aberto

'

Fonte: Autor

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste do NTT foi observado que o 2,4-D provocou alteracdo na atividade
locomotora dos peixes-zebra, havendo uma diminuicdo da distancia total percorrida
(F (3,31) = 3,021; p < 0,05) e numero de linhas cruzadas (F (3,30) = 9,89; p < 0,01)
dos animais exposto a concentragdo de 3,0 mg/L em relacdo ao controle. Em relagéo
ao numero de entradas em cada zona do aparato, houve diminui¢do de entradas na
zona inferior (F (3,30) = 5,183; p < 0,01) e certa tendéncia de evitar visitas a zona
superior (p < 0,09) do grupo 3,0 mg/L em comparagéo ao controle. Observou-se um
efeito marginal na distancia percorrida na zona superior (p < 0,07), sendo menor do
grupo 3,0 mg/L de 2,4-D em relagdo ao controle. Em relagdo ao tempo de
permanéncia em cada zona do aparato, ndo foram encontradas diferencas
significativas.

O estudo de Thiel e colaboradores (2020) também observaram alteracdes
comportamentais em peixes-zebra apos exposi¢do ao herbicida 2,4-D no teste do
NTT, entretanto foi observado um aumento na atividade locomotora em baixas
concentracdes de 2,4-D (3 e 300 pg/L), divergindo dos nossos achados. A diminuicao
no numero de entradas na zona inferior e a tendéncia da zona superior do grupo de
3,0 mg/L foi em decorréncia de uma diminuicdo da atividade locomotora dos animais
deste grupo, visto que foi observada uma diminuigcdo no niamero de linhas cruzadas
deste grupo.

Na tarefa do CA houve um aumento da atividade locomotora dos animais
expostos ao 2,4-D. Os grupos 0,3 e 3,0 mg/L apresentaram um aumento na distancia
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total percorrida em comparagéao ao grupo controle (F (3,31) = 4,565; p<0,05e p <
0,01, respectivamente) e o grupo 0,03 mg/L apresentou um aumento na velocidade
méxima (F (3,31) =10,81; p < 0,01). Verificamos que o grupo de menor concentragdo
(0,03 mg/L) apresentou tendéncia no numero de entradas (p < 0,09) e tempo de
permanéncia (p < 0,06) no centro do aparato em comparagdo ao controle.

Ao que sabemos, esta € a primeira vez que foi avaliado os efeitos do 2,4-D
utilizando o CA em peixes-zebra. Apesar dos aparatos do NTT e o CA serem muito
semelhantes em nosso experimento, eles possivelmente apresentam paradigmas
diferentes (KYSIL et al., 2017). Isto fica claro quando observamos diferengas nos
resultados em relacdo a atividade locomotora, tendo um aumento na distancia
percorrida dos grupos 0,3 e 3,0 mg/L de 2,4-D, divergindo do resultado do NTT.
Observamos uma tendéncia do grupo 0,03 mg/L em aumentar o numero de visitas e
0 tempo no centro do aparato. Mais estudos sédo necessarios para verificar se de fato
ha alteracdo da tigmotaxia desses animais.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou que o herbicida 2,4-diclorofenoxiacético &
capaz de provocar alteragbes no comportamento de peixes-zebra adultos.
Destacamos, neste trabalho, a importancia de avaliar concentra¢cdes ambientalmente
relevantes para melhor compreenséo dos efeitos tdéxicos dos agrotoxicos.

5 REFERENCIAS

BROVINI, E. M. et al. Three-bestseller pesticides in Brazil: Freshwater concentrations
and potential environmental risks. Science of the Total Environment, v. 771, 1 jun.
2021.

ISLAM, F. et al. Potential impact of the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid on
human and ecosystems. Environment International, v. 111, n. December 2017, p.
332-351, 2018. Disponivel em: <https://doi.org/10.1016/j.envint.2017.10.020>.

KYSIL, E. V. et al. Comparative Analyses of Zebrafish Anxiety-Like Behavior Using
Conflict-Based Novelty Tests. Zebrafish, v. 14, n. 3, p. 197-208, 2017.

MATVIISHYN, T. M. et al. Tissue-specific induction of oxidative stress in goldfish by
2,4-dichlorophenoxyacetic acid: Mild in brain and moderate in liver and kidney.
Environmental Toxicology and Pharmacology, v. 37, n. 2, p. 861-869, 2014.
Disponivel em: <http://dx.doi.org/10.1016/j.etap.2014.02.007>.

ORGER, M. B.; DE POLAVIEJA, G. G. Zebrafish Behavior: Opportunities and
Challenges. Annual Review of Neuroscience, v. 40, n. 1, 2017.

THIEL, N. A. et al. Exposure to the herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid impairs
mitochondrial function, oxidative status, and behavior in adult zebrafish.
Environmental Science and Pollution Research, v. 27, n. 36, p. 45874-45882, 2020.



Pos-Graduacoes do CCB -
UFSC

MICROBIOTA EM MOLUSCOS BIVALVES: DETERMINACAO DE PROTOCOLO
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Palavras-chave: Moluscos bivalves; Microbiota; Fungos; Bactérias; Isolamento.

1 INTRODUCAO

Moluscos bivalves alimentam-se através da filtracdo da matéria organica
presente em suspensao na agua, habito, este, que lhes promovem a capacidade de
acumular em seus corpos microrganismos e substancias téxicas ou ndo ao animal e
ao ser humano (SCHWAB et al.,, 1998; SAPKOTA et al., 2008). Com o rapido
crescimento mundial da aquicultura, compostos de atividade antimicrobiana para
controle de patdgenos de espécies aquaticas sao de cada vez maior importancia
(SIQUEIRA, 2017).

A microbiota dos moluscos bivalves é investigada principalmente para fins de
controle de patdgenos, como fungos produtores de micotoxinas e bactérias, tais como
as do género Vibrio. Apesar de pouco explorados pela comunidade académica,
microbiota de moluscos bivalves é descrita com grande potencial biotecnolégico,
principalmente como produtores de metabdlitos secundarios com propriedades
antibiéticas, antitumorais e citotbxicas (ROMANENKO et al., 2008; GLADFELTER;
JAMES; AMEND, 2019). Um exemplo é a chaunopirana A, um composto de classe
rara com atividade antimicrobiana, produzido por Chaunopycis sp., fungo isolado do
molusco Siphonaria sp., em co-cultivo com Trichoderma hamatum (SHANG; SALIM;
CAPON, 2017). Neste contexto, é palpavel a escassez e a necessidade de protocolos
para seu isolamento de fungos em moluscos bivalves.

Considerando a falta de protocolos para isolamento de fungos de moluscos
bivalves, este trabalho tem como objetivo o desenvolvimento de um protocolo de
isolamento e identificacdo morfolégica dos fungos, bem como contagem de fungos,
bactérias e bactérias do género Vibrio presentes nos moluscos C. gigas e P. perna na
ilha de Santa Catarina.

2 MATERIAIS E METODOS
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Os animais foram fornecidos pelo Laboratério de Moluscos Marinhos (UFSC)
no dia seis de setembro de 2022 e mantidos em sacos plasticos sob refrigeracéo até
seu processamento. Os moluscos foram lavados externamente com agua destilada,
secos e desinfetados com alcool 70 °GL, seguido de exposicdo a radiacao ultravioleta
por 15 min. A carne dos animais foi homogeneizada em TRIS salina (10 mmol/L de
TRIS, 330 mmol/L cloreto de sédio) através de um liquidificador industrial (1:1 w/w)e
diluidas em até diluicdo 10™.

Para o isolamento de fungos filamentoso e leveduriformes utilizou-se os meios
BDA (Batata, Dextrose, Agar) e YPD (Yeast extract, Peptone, Dextrose — Extrato de
Levedura, Peptona, Dextrose — 20 g/L de peptona; 20 g/L de glicose; 10 g/L de extrato
de levedura; 20 g/L de agar) marinhos (dgua marinha ultrafiltrada com salinidade 35
foi utilizada ao invés de agua destilada) em pH 5 e 7,5, suplementados com
cloranfenicol 0,05 g/L. Foram inoculados 0,1 mL das amostras nas diluicbes 10™ a
107 em triplicata. As placas foram mantidas a 20 °C £ 2 °C. Os fungos foram isolados
ao decorrer de 15 dias, conforme crescimento e as bactérias foram contadas apos 24
h e 48 h.

Para contagem de bactérias, foi utilizado o meio marine Zobell (4 g/L de
peptona; 1 g/L de extrato de levedura; 23,4 g/L de cloreto de sédio; 1,5 g/L de cloreto
de potassio; 1,2 g/L de sulfato de magnésio; 0,2 g/L de cloreto de célcio; 20 g/L de
agar bacterioldgico;l L de 4gua destilada; pH final de 7,6), em que foram inoculadas
as diluicbes 10 a 1077, também em triplicata e incubadas a 20°C por 72h.

Para a contagem das bactérias do género Vibrio, utilizou-se o meio seletivo
TCBS (agar de tiossulfato, citrato, bilis e sacarose) sem enriquecimento prévio nas
diluicbes 10™ a 107, em triplicata e incubadas a 37 °C por 72 h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o se utilizou a contagem de fungos e bactérias devido as diluicbes terem
sido muito altas. Entretanto, como resultado parcial, um total de 33 fungos foram
isolados. Destes, 19 sdo de origem de C. gigas, em que 9 foram isolados em meio
BDA marinho (4 em pH 5,0 e 5 em pH 7,5) e 10 em meio YPD marinho (3 em pH 5,0
e 7 em pH 7,5). 25 fungos foram isolados de P. perna, sendo 18 em meio BDA marinho
(12 em pH 5,0, sendo dois leveduriformes, e 6 em pH 7,5), 6 em YPD marinho (4 em
pH 5,0 e 2 em pH 7,5) e um em Agar Zobell.

A identificacdo dos fungos isolados ainda esta em andamento . Assim, nao é
possivel afirmar se a composi¢cédo ou pH dos meios séo significativos na obtencéo de
maior biodiversidade isolada a partir da carne dos moluscos. Entretanto, ndo se
verificou crescimento de fungos e leveduras nas placas cujo indculo tenha sido na
diluicdo 1073, o que sugere que, para isolamento e contagem de fungos, indculos de
maior concentracao sejam necessarios.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados parciais obtidos até entdo, ainda n&do foi possivel
estabelecer um protocolo para isolamento de fungos oriundos da carne de moluscos
bivalves. Entretanto, percebe-se que, apesar de se tratar de seres bioacumuladores,
para isolamento e contagem de microrganismos presentes, € necessario utilizar
diluicbes mais concentradas como inéculo. Além disso, verifica-se que para contagem
de bactérias do género Vibrio, seja necessario um enriqguecimento prévio a
inoculacao.
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EMERGENCIA DE DUAS VARIANTES GAMA DISTINTAS DO SARS-CoV-2 E A
RAPIDA PROPAGACAO DE P.1-LIKE-Il DURANTE A SEGUNDA ONDA DE
COVID-19 EM SANTA CATARINA, SUL DO BRASIL
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Santa Catarina.

1 INTRODUCAO

A pandemia de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2, é o desafio de saude
publica mais significativo do mundo nos ultimos 100 anos. O SARS-CoV-2, causador
da COVID-19, é um virus de RNA fita simples de sentido positivo, da familia
Coronaviridae, responsavel pela codificagcdo de 29 proteinas e com genoma de
aproximadamente 32 Kb. Suas proteinas podem ser nao-estruturais, estruturais e
acessorias, tendo como func¢éo a replicacdo, transcricao ou interacao viral a célula
hospedeira (YANG et al, 2021). Desde o inicio da pandemia, 0 SARS-CoV-2 sofreu
mutacdes que levaram ao aparecimento de variantes de preocupacéo (VOC - Variants
of Concern) e variantes de interesse (Variants of Interest — VOI), o que pode estar
relacionado ao aumento da transmissibilidade, viruléncia e mortalidade (PADILHA et
al, 2022). A mesorregido oeste do estado de Santa Catarina (SC), Sul do Brasil, foi
fortemente afetada como um todo pela pandemia de COVID-19 no inicio de 2021.
Este estudo teve como objetivo avaliar a dinamica dos padrdes de disseminagéao do
virus SARS-CoV-2 no estado de SC de margo de 2020 a abril de 2021 usando
vigilancia gendmica, ferramenta primordial para avaliar a disperséo e aparecimento
de VOC e VOI e, assim, identificar risco, bem como solu¢gbes que possam reduzir a
progressdo da pandemia.

2 MATERIAL E METODOS
Amostras biolégicas foram coletadas por swab de nasofaringe e o RNA viral foi
extraido usando o Kit de RNA Viral. O SARS-COV-2 foi detectado nas amostras por
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RT-PCR em tempo real. O DNA complementar foi sintetizado a partir do RNA viral
original usando primers aleatorios e transcriptase reversa SuperScript IV. O genoma
do SARS-CoV-2 foi amplificado usando Platinum Tag DNA polimerase High Fidelity
usando 14 conjuntos de primers em reacfes individuais para amplificar diferentes
regides do genoma viral. Cada amplicon foi visualizado como um unico fragmento de
DNA intensamente corado na eletroforese em gel de agarose. As cépias de DNA em
cada amplicom purificado foram reunidas. Uma Unica biblioteca foi construida usando
o Nextera DNA Flex Library Prep e agrupada com MiSeq Reagent Micro Kit v2 (500
ciclos), seguindo os protocolos do fabricante. O sequenciamento dos nucleotideos foi
realizado na plataforma MiSeq (lllumina). Ap6és a montagem dos genomas,
realizamos uma andlise nas plataformas Nextclade e Pangolin para classificar as
variantes virais.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante um ano, foram coletadas 208 amostras em cinco macrorregides do estado de
Santa Catarina (Figura 1A), permitindo identificar 23 variantes e quatro VOC: B.1.1.7
(Alfa), P.1 (Gamma), P.1- Like-l e P.1-Like-II (Figura 1B e C). Maior disseminag&o viral
e fuga do sistema imunolégico séo as consequéncias mais preocupantes da evolugao
genética do SARS-CoV-2. Nossos resultados mostram que a ocorréncia de variantes
parece depender do periodo de coleta, mas € independente da regido de coleta. No
entanto, uma transmissao familiar local da variante P.1 foi encontrada no oeste de
Santa Catarina em Fevereiro de 2021. Curiosamente, esta transmissao local néo teve
evidéncia direta de contato entre hospedeiros infectados e um possivel viajante,
levando-nos a acreditar que poderia ser o caso de uma infec¢cdo autoctone. Até o
momento, ainda ha uma grande deficiéncia epidemiolégica na vigilancia genémica do
SARS-CoV-2.
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Figura 1. (A) Mapa mostrando as sequéncias de SARS-CoV-2 de Santa Catarina
obtidas do banco de dados GISAID EpiCov (mapa superior) e amostras sequenciadas
neste estudo (mapa inferior) de margo de 2020 a abril de 2021. (B) Anélise do peffil
de variantes considerando todo o estado de Santa Catarina. (C) O perfil variante por
mesorregido de Santa Catarina de margo a setembro de 2020
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Fonte: Azevedo Padilha et al, 2022.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Estes resultados destacam a importancia de rastrear a emergéncia e dispersao de
variantes e mutacées do SARS-CoV-2 e seu impacto na saiude humana no estado de
Santa Catarina. Este estudo nos permitiu observar os distintos padrdes de circulacao
de diferentes variantes do SARS-CoV-2 nas regides SC. Nossos dados sugerem
introducdo distinta e rapida disseminacdo do P.1-like-1l nas regifes ocidentais de SC
nos meses iniciais de 2021, onde foi responsavel por taxas de hospitalizacdo e
mortalidade distintas e crescentes. Assim, a vigilancia genémica continua em tempo
real do SARS-CoV-2 em Santa Catarina pode oferecer suporte epidemiolégico preciso
para a implementacéao e revisao de politicas e acdes realizadas pelas autoridades de
saude publica para o controle da transmissdo da COVID-19 e avaliacédo da eficacia da
imunizacao .
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O HNF4a CONTROLA O AUMENTO DA MASSA DE CI'ELUL’A BETA
EM RESPOSTA AO AUMENTO DA DEMANDA METABOLICA
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1 INTRODUGAO

Diabetes Mellitus (DM) é caracterizada por hiperglicemia crénica e disturbio
da metabolizacdo de nutrientes, devido a destruicdo da massa secretora de insulina
(DM1) ou a um estado de resisténcia a insulina (DM2). Ambas apresentam redugéo
da massa secretora de insulina, a célula beta pancreatica, portanto € importante
investigar vias que aumentem a massa desse tipo celular. Os alvos para o tratamento
do DM envolvem processos que promovem a restauracdo da massa de células beta
funcionais, como diferenciagao transdiferenciagao e/ou replicagao celular, um desses
alvos pode ser a via que o Hepatocyte Nuclear Factor 4-a HNF  esta envolvido.

HNF4 é um importante fator de transcricdo para as células beta, pois além
de participar da expressao dos genes ligados a produgao da insulina, regula a
expressado de genes relacionados ao metabolismo da glicose. Além disso, sabe-se
que o HNF4 ¢é crucial para o aumento da massa de células beta induzida pela
prenhez. No entanto, o papel do HNF4 na expansdo da massa de célula beta em
resposta ao aumento da demanda, como no estado de resisténcia a insulina, ainda é
desconhecido.

Baseado no fato que esse pode ser um alvo terapéutico potencial para o DM,
buscamos desvendar o papel do HNF4 nos mecanismos envolvidos na proliferagao
da célula beta induzida pela dieta hiperlipidica (HFD).

2 METODOLOGIA
Para essa proposta, usamos camundongos WildType (WT) e camundongos
HNF4 Knockout (KO) especifico na célula beta e condicionados pelo tempo

(inativagdo do HNF4 acontece apds a aplicagao de tamoxifeno) alimentados com ou
sem HFD.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds 20 semanas de exposicao a HFD, avaliamos a massa corporal, tecido
perigonadal, tolerancia a glicose, sensibilidade a insulina, insulinemia e a morfometria
pancreatica. Como esperado, animais WT alimentados com HFD apresentaram
aumento da massa corporal, do tecido perigonadal e intolerancia a glicose.
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Por outro lado, observamos que animais KO foram mais susceptiveis a agao
da HFD, apresentando glicemia de jejum aumentada e intolerancia a glicose. O
fendtipo dos animais KO alimentados com HFD foi semelhante ao perfil diabético.
Além disso, a reducdo da sensibilidade foi observada em todos os animais
expostos a HFD, independente do gendtipo. A insulinemia dos animais KO/HFD
estava reduzida em relagdo aos CTL/HFD, demonstrando que animais KO/HFD
tiveram prejuizo na compensagcdo adaptativa morfofuncional do pancreas,
comprovando o importante papel do HNF  no metabolismo. Sabendo que ja bem
estabelecido que dietas hipercaldricas sobretudo hiperlipidicas tém potencial de gerar
hiperinsulinemia, devido o aumento da demanda metabdlica, o que néo foi
observado no grupo sem HNF . Em concordancia, anadlise da massa de células
beta, derivada da técnica de imunoflorescéncia (Figura 1) demostrou que os animais
KO/HFD nao foram capazes de expandir a massa dessas células comparando com
animais CTL/HFD (Figura 2).

Figura 1 — Painel Imunoflorescéncia llhotas das pancreaticas
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Fonte: Os autores

Barras da escala significam 100 m em uma magnitude final de 10x e 40x, como
indicado na figura (A-P).
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Figura 2 — Massa de célula beta
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Fonte: Os autores.

O calculo da massa de célula beta foi feito em duplicata a partir de dois cortes
diferentes do pancreas do mesmo animal CTL: n = 3, CTL/HFD: n = 3, KO/HFD: n =
5. média £ SEM. Valores de p apresentados como *p<0,05, ANOVA de 1-via com pos
hoc de Tukey.

CONSIDERAGOES FINAIS

Juntando o fato que: (1) camundongos KO foram mais susceptiveis a agao da
HFD, ao ponto de apresentaram caracteristicas diabéticas e (2) camundongos
KO/HFD apresentaram redugao da capacidade de expandir massa de célula beta em
um cenario de demanda metab lica aumentada, concluimos que o HNF e
importante para as adaptagdes pancreaticas induzidas por HFD.
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1 INTRODUCAO

A sepse é definida como uma disfuncdo organica causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro a uma infeccdo (SINGER et al., 2016). O modelo
experimental de ligadura e perfuracdo cecal (CLP) € amplamente utilizado para o
estudo da patogénese e terapéutica da sepse. Porém, diante da alta invasividade do
CLP, se faz necessério refinar os modelos atuais, a fim de diminuir o sofrimento do
animal e reduzir a variabilidade dos resultados (REMICK et al., 2019). Nesse contexto,
o modelo de injecdo intraperitoneal de fezes (FIP) pode ser uma alternativa.
Entretanto, ainda néo € descrito na literatura se o modelo FIP é capaz de reproduzir a
disfuncéo do sistema cardiovascular caracteristica de pacientes sépticos. Portanto, o
objetivo desse estudo foi avaliar o potencial do modelo FIP em reproduzir as
alteracdes cardiovasculares induzidas pela sepse em comparagdo ao modelo
atualmente utilizado (CLP).

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos machos Wistar fornecidos pelo biotério central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), (n° protocolo CEUA UFSC:
9785211221). Os animais foram submetidos ao procedimento de CLP ou FIP, e
avaliados ap6s 24 horas. Animais NAIVE (sem intervencédo) foram utilizados como
controles.

A presséo arterial média dos animais foi mensurada por um método invasivo
em ratos anestesiados com 90 mg/kg de cetamina IP e 10 mg/kg de xilazina IP. Foi
inserido uma céanula de polietileno na carétida esquerda, acoplada a um transdutor
de pressao conectado ao sistema Powerlab 8/30, sendo assim obtidos os valores de
pressao arterial média e frequéncia cardiaca. Um acesso venoso foi utilizado para a
administracdo de vasoconstritores (fenilefrina e angiotensina Il1). Além disso, a
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reatividade vascular foi avaliada em anel de aorta isolado. Para isso, a aorta toracica
dos animais foi dissecada e montada em um midgrafo de tensao (Solucéo nutritiva de
Krebs; 37°C; 95% Oz2; 5% CO32). Assim, foram adicionadas concentracdes crescentes
cumulativas de fenilefrina a fim de obter uma curva concentracao-resposta.

A concentracdo plasmatica dos niveis de nitrato + nitrito (NOx) em pM foi
determinada indiretamente pela mensuracéo dos ions com Reagente de Griess. Os
niveis plasmaticos de lactato (mg/dL) foram mensurados no sangue periférico por
meio do aparelho Accutrend® Plus (Roche Diagnostics) e o escore de sepse em
murinos, conforme Shrum et al. (2014), foi avaliado no tempo 0, 6 e 24 horas. Para
determinar a taxa de sobrevivéncia, os animais foram submetidos a sepse por CLP ou
FIP e acompanhados por 120 horas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A sepse induz a producado de o6xido nitrico (NO) via INOS, sendo este um dos
fatores que contribuem para a hipotensdo severa observada na clinica. Ainda, a
frequéncia cardiaca se eleva no intuito de aumentar o débito cardiaco e restaurar a
pressao arterial. No presente trabalho, os grupos CLP e FIP apresentaram diminui¢cao
da pressao arterial média (Figura 1A), aumento da frequéncia cardiaca (Figura 1B) e
aumento dos niveis plasmaticos de metabdlitos do NO (nitrato+nitrito) (Figura 1C),
em comparacao ao grupo NAIVE, 24 horas apés a indugéo de sepse.

Além disso, tanto o grupo CLP quanto FIP demonstraram diminuicdo da
resposta pressorica a fenilefrina (Figura 1D) e angiotensina Il (Figura 1E), e
diminuicdo da resposta contratil a fenilefrina em anéis de aorta isolado (Figura 1F),
em comparacédo a animais NAIVE. A diminuicdo da resposta a vasoconstritores ja é
bem estabelecida no modelo CLP (SORDI; FERNANDES; ASSREUY, 2010),
entretanto, é a primeira vez que é demonstrada no modelo FIP. A hiporresponsividade
a vasoconstritores € um dos principais desafios no manejo da sepse humana, visto
que a hipotensao severa e refrataria acarreta em hipoperfusao de 6rgaos, um fator
gue esta diretamente relacionado a alta mortalidade.

O lactato é produzido em condi¢des de hipdxia, sendo um marcador importante
de disfuncéo de 6rgéos na sepse humana (SINGER et al., 2016). No presente estudo,
houve elevacado significativa do lactato plasmatico em 6 e 24 horas (Figura 1G),
indicando que os animais ficaram sépticos. O escore de sepse em murinos, que leva
em consideracao parametros clinicos como aparéncia, consciéncia, nivel de resposta,
atividade e taxa de respiragéo, se mostrou elevado em 6 e 24 horas, sem diferenca
entre CLP e FIP (Figura 1H). Além disso, ambos 0os modelos apresentaram taxa de
sobrevivéncia de 46,67%, 5 dias ap0s inducdo de sepse (Figura 11).
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Figura 1 — Pressao arterial média basal (A) e apds administracéo de fenilefrina (D) e
angiotensina ll (E), frequéncia cardiaca basal (B), niveis de nitrato + nitrito plasmatico
(©), resposta contratil de anéis de aorta a fenilefrina (F), niveis de lactato plasmatico
(G) e escore de sepse em ratos (H) em 0, 6 e 24 horas, e taxa de sobrevivéncia em
120 horas (I) de ratos submetldos a mdugao de sepse por CLP e FIP (*p<0,05).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Além de oferecer vantagens na padronizacao da severidade e diminuicao de
custo, o modelo FIP reproduziu as alteracdes cardiovasculares observadas na sepse,
podendo ser implementado para o estudo dessa condig&o.
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1 INTRODUGAO

Em 2021, a produ¢do mundial de carne de frango totalizou 99.901 milhdes de
toneladas. O Brasil € um dos maiores produtores e exportadores de carne de frango
do mundo. Segundo a Associagao Brasileira de Proteina Animal (ABPA), em 2021,
o Brasil produziu 14.329 milhdes de toneladas de carne de frango, sendo o terceiro
maior produtor mundial. Desta produgao, 32,17% foram destinados a exportagao,
representando 4.610 milhdes de toneladas, atendendo 150 paises, mantendo o
Brasil como maior exportador do mundo (ABPA, 2022).

Os resultados alcancados estao relacionados a fatores como melhoramento
das linhagens, automatizacédo e intensificagdo do sistema produtivo, controle das
condi¢gdes sanitarias de criagcdo, aperfeicoamento de pessoal quanto ao manejo das
aves e um sistema de producgao integrado. Porém, a alta populagdo de aves no
mesmo ambiente torna-se um fator de risco sanitario, favorecendo a disseminacéao
de microrganismos patogénicos, principalmente os que acometem o sistema
respiratério (INOUE; CASTRO, 2009).

Escherichia coli patogénica aviaria (APEC) é o patégeno causador da
colibacilose, doencga que pode ter manifestacdes localizadas ou sistémicas. Por este
motivo, a colibacilose € uma das principais doengas que acarretam prejuizos
econdmicos por meio de morbidade, mortalidade e por ser uma das principais
doencgas infecciosas envolvidas na condenagao de carcagas de frango (NOLAN et
al.,, 2020). Aliado a isso, esta o problema atual da resisténcia antimicrobiana e o
surgimento de bactérias multirresistentes que ameagam a seguranca da cadeia
alimentar. Portanto, este estudo tem como objetivo investigar a prevaléncia de
Escherichia coli patogénica aviaria em fémures obtidos de frangos necropsiados em
granjas distribuidas por todo o Brasil, bem como avaliar o perfil de resisténcia
antimicrobiana de colbnias caracteristicas de E. coli isoladas dos fémures.

2 METODOLOGIA
Foram coletadas amostras de carcacas de frangos de corte de 100 lotes
dos estados do Parana (n=30), Santa Catarina (n=15), Rio Grande do Sul (n=15),
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e novembro de 2021.

Os lotes foram selecionados com base no histérico de problemas
respiratorios, as aves necropsiadas tinham entre 13 e 32 dias de idade. Além do
histérico, alguns dos lotes apresentavam sinais clinicos respiratorios como
espirros, ronqueira e corrimento nasal.

Para cada lote coletou-se foram coletados trés fémures, que foram
encaminhados ao Laboratério de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal
de Santa Catarina (UFSC) onde foram recepcionadas e processados.

Os fémures foram processados de forma asséptica, sendo realizada coleta
medula 6ssea com swab, que foi suspenso em tampao salina. Para o isolamento
de E. coli, os swabs foram inoculados em agar MacConkey, e incubados a 37°C
por 24h. Colbnias tipicas de E. coli (coloragao rosa) obtidas a partir da cultura em
agar MacConkey foram isoladas, repicadas e armazenadas.

Para a identificagdo e confirmacdo de que as colénias eram APEC, foi
realizada extracdo de DNA gendmico, através do método de fenol-cloroférmio
adaptado, com material obtido foi realizada a Reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) convencional com os acidos nucleicos extraidos, para a confirmagao, foram
utilizados cinco preditores minimos de viruléncia de APEC, os genes (iroN, ompT,
hlyF, iss e iutA). O produto da reacdo de PCR foi submetido a eletroforese em gel
horizontal de agarose a 1%, utilizado Ge/lRed como agente intercalante de DNA.

Para realizagdo do teste de sensibilidade aos antibiéticos, foi empregado o
método de difusdo com discos, pela metodologia de Kirby e Bauer. Os isolados de
fémur caracteristicos de E. coli foram selecionados para o teste. Dentre os
antibidticos testados tém-se: Acido Nalidixico (30 ug), Ampicilina (10ug),
Azitromicina (15ug), Ceftiofur (30 ug), Ceftriaxona (30 pg), Enrofloxacina (5 ug),
Gentamicina (10ug), Nitrofurantoina (300 ug), Norfloxacina (10 pg) e Sulfazotrim
(25u9). A leitura das placas foi realizada através da medida do didametro dos halos
de inibigdo, com a utilizagdo de régua milimetrada. Considerou-se padrao de
resisténcia halos de acordo com a referéncia do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2018; CLSI, 2021).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 100 lotes coletados distribuidos pelo Brasil, obteve-se um total de 65
isolados de E. coli dos fémures. No estado do Parana, os resultados apontam para
uma positividade de 70%, Santa Catarina apresentou 40%, Rio Grande do Sul
apresentou 60%, Sao Paulo apresentou 90%, Minas Gerais apresentou 100% e
Ceara apresentou 50% de positividade para E. coli.

Até o momento isolados de 57 lotes foram submetidos a PCR convencional
para identificacdo de APEC. Destes, 57 (100%) apresentaram entre trés a cinco
dos genes pesquisados, sendo caracterizados como APEC. Destes, 34 (59,64%)
isolados apresentaram cinco genes.

A resisténcia de Escherichia coli a diferentes classes de antimicrobianos é
muito descrita, as APEC sao frequentemente resistentes a tetraciclinas,
sulfonamidas, ampicilina e estreptomicina (NOLAN et al., 2020). Com base no teste
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de sensibilidade aos antimicrobianos os indices de resisténcia encontrados foram
de 69,2% para Acido Nalidixico, 66,1% para Ampicilina, 9,2% para Azitromicina,
44,6% para Ceftriaxona, 44,6 para Ceftiofur, 38,4% para Enrofloxacina, 29,2% para
Gentamicina, 9,2% para Nitrofurantoina, 13,8% para Norfloxacina e 44,6% para
Sulfazotrim.

Na regido Sul, destaca-se os indices de resisténcia de 61,1% para Acido
Nalidixico, 66,1% para Ampicilina, 47,2% para Ceftriaxona e 47,2% para Ceftiofur.
Ja na regido Sudeste, os maiores indices de resisténcia sdo ao Acido Nalidixico de
68,4%, para Sulfazotrim de 63,1%, para Ampicilina de 57,8%, para Ceftriaxona de
47,3%, para Ceftiofur de 47,3% e 44,1% para Nitrofurantoina. Enquanto na regiao
Nordeste, os principais indices de resisténcia encontrados sdo para Acido
Nalidixico de 80%, para Ampicilina de 70% e 60% para Enrofloxacina. Tais
resultados demonstram a variabilidade do perfil de resisténcia, de acordo com a
localizagdo geografica e as caracteristicas das aves (NOLAN et al., 2020).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados obtidos no estudo mostram uma alta prevaléncia de APEC em
carcacas de aves de corte distribuidas em diferentes estados do Brasil, bem como
padrées de resisténcia dos isolados a diferentes classes de antimicrobianos.
Sugestdes de que estudos podem orientar o manejo e escolhas de antimicrobianos
para fins de controle sanitario em casos clinicos de colibacilose.
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1 INTRODUGAO

A Alfabetizagdo Cientifica como unidade formadora esta prevista nas
Diretrizes Curriculares Nacionais da Educagédo Basica (MEC, 2013) e exige que o0s
docentes integrem conceitos e fundamentos que aproximem o publico alvo ao
conhecimento cientifico (ANDRADE, 2018).

No ensino de ciéncias, a experimentacao é a parte fundamental para que haja
a aquisicao do conhecimento e, aproveitando-se que a curiosidade € pega chave
para a busca pelo entendimento de fendbmenos, a apresentagao do método cientifico
se torna muito eficaz para o publico mais jovem pois se entrelagca com o
conhecimento ja adquirido (FIOCRUZ, 2008), estabelecendo o didlogo entre a
percepgao prévia e o entendimento a partir da observacéao, pergunta, formulagéo de
hipotese, experimentagao e concluséo.

Visando essas premissas, o projeto de extensdo “Pequenos Grandes
Cientistas” visa incorporar os conceitos de alfabetizacdo cientifica e o método
cientifico para o publico dos anos iniciais do ensino fundamental, a partir de
experimentos de curta duragdo comunicando grandes areas da ciéncia como
quimica, biologia e fisica.

O objetivo da iniciativa € apresentar a ciéncia as criangas e estimular a
curiosidade, a criatividade e o questionamento, tornando-as aptas a comunicar
ciéncia e entenderem fenémenos do cotidiano.
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2 MATERIAL E METODOS

Na primeira etapa, alunos de graduacado e pds-graduagédo com a supervisao
de docentes elaboraram um caderno de experimentos destinado aos alunos do
primeiro ano do ensino fundamental, contendo todas as atividades trabalhadas
durante o periodo subsequente, de execugdo. Foi realizado um roteiro contendo
todos os experimentos (tabela 1), além de desenhos para colorir e atividades
complementares com a tematica de ciéncia, como jogo dos sete erros, ligacao de
pontos, entre outros materiais didaticos que também foram elaborados, como jogos
de memodria, bingo tematico e banners com a divulgagao do projeto.

Os experimentos propostos foram testados pelos participantes do projeto no
Laboratério de Doencas Cardiovasculares e Renais, do Departamento de
Farmacologia da UFSC. O objetivo dos testes foi verificar a adequacédo dos
materiais e dos experimentos para a faixa etaria desejada, adaptagcao dos materiais
e segurancga das experiéncias.

O projeto foi realizado na EBM Adotiva Liberato Valentim em
Floriandpolis/SC, escola indicada pela Secretaria de Educagao Municipal. Todas as
criangcas do primeiro ano do ensino fundamental puderam participar do projeto.
Cada turma participou de dois encontros, com um intervalo de duas semanas entre
eles. Nos dois encontros, foi solicitado que desenhassem um cientista. Durante os
encontros, cada turma foi dividida em 3 grupos, com aproximadamente 8 criangas.
Além do caderno de experimentos, cada crianga recebeu um avental e um oculos
de protecéo, a partir disso, foram convidadas a serem cientistas por um dia.

Tabela 1- Cronograma e divisao das atividades

Encontro 2 -
Turmas 3 e 4

Encontro 2 -
Turmas 1e 2

Encontro 1 -
Turmas 3 e 4

Encontro 1 -
Turmas 1e 2

Estacdo Tornado na Tornado na Eletricidade Eletricidade
1 garrafa/ garrafa/ Estatica/ Reagbes Estatica/ Reagbes
Densidade Densidade quimicas quimicas
Estacdo Boia ou afunda/ Boia ou afunda/
2 Mistura de Cores Mistura de Cores Tensao superficial Tensao superficial
da agua da agua
Estacdo \jicroscopio/Lupa: Microscopio/Lupa: Microscopio/Lupa: - Microscopioll upa:

artropodes, cebola

sangue e cabelo .
e polen

sangue e cabelo

artropodes, cebola
e poélen
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram atendidas diretamente 100 criangas na primeira versao do projeto. No
total foram realizados 10 experimentos cientificos com cada turma. As criangas do
primeiro ano do ensino basico tiveram contato com uma série de experimentos de
curta realizagdo, nos temas de quimica, fisica e biologia. O método cientifico
sempre foi incentivado de forma ludica e divertida em todos os experimentos. As
criangas do colégio EBM Adotiva Liberato Valentim se mostraram bastante
receptivas para as atividades propostas, os experimentos funcionaram em todas as
estacdes e foram adaptados conforme a necessidade e a demanda. As criangas
puderam colocar a mao na massa, realizando varios experimentos praticos e
individuais para cada crianga. Alguns foram demonstrativos, mas sempre
estimulando o questionamento das criangas.

Ademais, criangas com transtorno do espectro autista também participaram
do projeto e, apesar da resisténcia inicial, também acabaram por se encantar com
as atividades. A diferenca nos desenhos de cientistas feitos pelas criangcas nos dois
encontros foram muito interessantes, podendo notar a evolugdo que as criangas
tiveram sobre o conceito do que é ser um cientista.

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Durante todos os dias de projeto, pdde-se perceber a importancia de haver
atividades que estimulem a curiosidade do publico infantil, devido ao engajamento
muito positivo que tivemos para com todas as atividades propostas. As atividades
despertaram o interesse dos alunos para o conhecimento cientifico, e aproximou a
ciéncia das criangas de forma ludica e educativa. O material, cuidadosamente
pensado para o publico conseguiu alcangar o objetivo proposto, que era de guiar as
atividades de acordo com os principios do método cientifico.

5 REFERENCIAS
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PREMATUROS MENORES DE 32 SEMANAS
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Palavras-chave: Microbiota intestinal; Leite materno; Metagendmica.

1 INTRODUCAO

A colonizacdo pelos componentes da microbiota ocorre através da
transferéncia entre mée e recém-nascido (RN), sendo o momento do parto e o periodo
de amamentacdo os mais importantes nesse processo. Os RNs prematuros (PT) séo
especialmente necessitados dos componentes do leite cru da prépria mae (LM), uma
vez que apresentam numerosos sinais de imaturidade de 6rgéos e do seu sistema
imune. No entanto, em uma grande quantidade de partos prematuros a mae nao
consegue produzir uma gquantidade adequada de leite ou até mesmo qualquer
guantidade. Nestes casos, a melhor alternativa torna-se o leite de doadora (LD), que
precisa passar pelo processo de pasteurizagdo a fim de garantir maior seguranca
contra patdgenos, ao RN. Acontece que este processo também resulta na inativagéo
de varios dos compostos bioativos e na deplecdo da microbiota do leite (FERNANDEZ
et al., 2018). Tendo em vista a queda de qualidade do LD em relacdo ao LM e as
necessidades apresentadas pelos RNPTs, é fortemente estimulada a producdo de
leite, mesmo que em pequenas quantidades, podendo ser utilizadas para
personalizacdo do LD. Segundo Cacho e colaboradores (2017), é possivel
restabelecer microrganismos de ocorréncia natural potencialmente benéficos no LD a
partir da inoculacdo do LM. O objetivo desse estudo é determinar as diferencas de
composicdo, diversidade e funcionalidade do microbioma intestinal de RNPTs
menores de 32 semanas de idade gestacional alimentados com LD ou com LD com
reconstituicdo (LD-R) da microbiota do LM.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho faz parte da pesquisa intitulada “Causas e efeitos de microbiotas
da méae no nascimento e sobrevida de recém-nascidos pré-termos: estratégias de
promocao de saude materno-infantil’, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos R. Zarate-
Bladés e pela Prof. Dra. Maria Marlene S. Pires. Essa pesquisa inclui 80 binbmios
mae-RNPTs menores de 32 semanas, nascidos na Maternidade Carmela Dutra e
internados na UTI-neonatal, sendo 40 bindbmios do grupo intervencgéo (dieta de LD-R
ou LM) e 40 bindmios do grupo controle (dieta de LD puro).

O presente trabalho € focado na analise da microbiota das fezes dos RNPTSs.
As amostras de fezes foram coletadas a partir das fraldas que foram preservadas
pelos membros da equipe da UTI-neonatal durante a atencéo de rotina dos RNs em
trés tempos: no primeiro, no quinto e no décimo dia de vida.

Para obtencdo do LD-R, foi coletado LM e misturado com LD em uma
proporcao de 10% do LM e 90% do LD, essa mistura foi colocada em banho-maria a
37 °C por um periodo de 4h (CACHO et al., 2017). Esta sendo feita também andlise
da microbiota do leite e dos dados clinicos dos pacientes.

A extracdo e o sequenciamento do DNA fecal estdo sendo realizados pela
empresa GoGenetic (Curitiba/PR). ApoOs analise da qualidade do DNA extraido, é
realizada a PCR das regides V3 e V4 da porcéo 16S do RNA ribossomal bacteriano,
em seguida os produtos sdo purificados para a construgcdo das bibliotecas para o
sequenciamento utilizando a plataforma MiSeq (lllumina Inc, San Diego, CA),
conforme protocolos validados da empresa. Posteriormente, séo realizadas anélises
de bioinformatica com auxilio dos programas Trimmomatic, QIIME2 e R; e andlises
estatisticas com os programas R, Prism (GraphPad).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A principio, foram obtidos apenas resultados parciais, do sequenciamento e
analise de 17 amostras, referentes a 8 RNs do grupo controle e 9 RNs do grupo
intervencao. Foi observada a composi¢ao bacteriana das amostras a nivel de filo, com
predominancia dos filos Proteobacteria e Firmicutes em ambos os grupos. Em
seguida, encontram-se em maior presenca os filos Actinobacteria e Bacteroidetes.
Apesar de ndo ser constatada uma diferenca estatisticamente significativa, nota-se
um leve aumento do filo Firmicutes no grupo controle (Figura 1).
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Fonte: A autora.

A microbiota de RNPTs possui, normalmente, uma predominancia desses
quatro filos encontrados, sendo classificados como filos primérios na colonizacéo da
microbiota intestinal (UNDERWOOD; SOHN, 2017).

4 CONSIDERACOES FINAIS

A principio foi possivel constatar a presenca elevada de microrganismos
comumente encontrados na microbiota intestinal de RNPTs em ambos 0s grupos
estudados. O trabalho encontra-se ainda em um estado inicial da avaliacdo das
microbiotas, é possivel que um aumento no nimero de RNs avaliados provoque uma
mudanga nos resultados.
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1 INTRODUGAO

E considerado prematuro todo nascimento ocorrido antes de 37 semanas de
gestacédo, e a prematuridade € conhecida por afetar diferentes sistemas (ARBOLEYA
et al., 2016). O leite materno é considerado o alimento ideal para recém-nascidos
(RNs), sendo recomendado como alimentagdo exclusiva até os 6 meses de idade
(OPAS/OMS, 2018). Sabe-se também que os recém-nascidos pré-termo (RNPTSs)
sao especialmente necessitados dos componentes do leite da propria mae, por
apresentarem inimeros sinais de imaturidade de 6rgdos (FERNANDEZ et al., 2018).
No entanto, em uma grande quantidade de partos prematuros a mae nao consegue
produzir uma quantidade adequada de leite, ou até mesmo qualquer quantidade.
Nesses casos, o leite de doadora se torna a melhor opcéo. Esse leite passa pelo
processo de pasteurizagdo por questdes de seguranga microbioldgica, entretanto
sabe-se que esse processo também causa deplecdo de compostos bioativos do leite
(GARCIA-GONZALEZ et al., 2022).

Estudos demonstraram que é possivel restabelecer microrganismos no leite
de doadora a partir da inoculagao de 10% do leite da mae, e incubacao deste leite a
37 °C por um periodo de 4 horas (CACHO et al., 2017). Com base nisso, o presente
projeto estabelece a hipdtese de que a inoculagao do leite da propria mée com o leite
de doadora pasteurizado resulta na parcial restauracdo da microbiota do leite. O
objetivo principal consiste em determinar as diferencas de composicao e diversidade
da microbiota do leite de doadora pasteurizado suplementado com o leite da méae de
recém-nascidos com menos de 32 semanas de idade gestacional.

2 METODOLOGIA
O presente trabalho faz parte da pesquisa intitulada “Causas e efeitos de
microbiotas da mae no nascimento e sobrevida de recém-nascidos pré-termos:
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estratégias de promogdo de saude materno-infantil’, coordenado pelo Prof. Dr.
Carlos R. Zarate-Bladés e pela Prof. Dra. Maria Marlene de Souza Pires, sob CAAE:
41063520.4.0000.0121.

Para o presente trabalho esta prevista a inclusdo de 40 maes de
recém-nascidos prematuros para analise da microbiota do leite materno. E realizada
analise do microbioma de trés grupos de leite, definidos como leite da mée do RNPT
(LM), leite de doadora pasteurizado (LP) e leite inoculado (LI).

A coleta de amostras é realizada por meio da ordenha de leite das maes que
aceitem participar do estudo. O processo de inoculacido é feito pela mistura do LM
coletado com LP, em uma propor¢ao de 10% do LM e 90% do LP. Essa mistura é
colocada em banho-maria a 37°C por um periodo de 4h, e em seguida guardado em
geladeira. Aliquotas desses leites sdo preparadas para analises posteriores.

A extracdo de DNA e o sequenciamento por metabarcoding esta sendo
realizado pela empresa GoGenetic (Curitiba/PR). Apds analise da qualidade dos
DNAs extraidos, a PCR das regides V3 e V4 da porgdo 16S do RNA ribossomal
bacteriano é realizada, em seguida os produtos sao purificados para a construgao
das bibliotecas para o sequenciamento utilizando a plataforma MiSeq (lllumina Inc,
San Diego, CA), conforme protocolos validados da empresa. Posteriormente, sdo
realizadas analises de bioinformatica em programas como Trimmomatic e QIIME2; e
analises estatisticas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Até o momento, tem-se como resultados parciais, 0 sequenciamento e analise
de 24 amostras, referentes a 8 maes do estudo (8 amostras LP, 8 amostras Li e 8
amostras LM). No grafico de abundéancia total, foram observadas a composi¢céo
bacteriana das amostras a nivel de filo, com predominancia dos filos Firmicutes e
Proteobacteria nos trés tipos de leite, e nota-se um pequeno aumento de
Actinobacteria e Bacteroidetes nos grupos LM e Li (Figura 1), sem diferengas
estatisticas entre os grupos.

Figura 1 — Grafico de abundancia total

— .

Fonte: A autora.
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Os filos predominantemente encontrados nas trés amostras de leite
correspondem a bactérias constituintes da microbiota comensal do leite materno
(TOGO et al., 2019).

Em relacdo aos achados é importante salientar que, apesar de nao ter sido
encontrada diferenca estatistica, considerando a microbiota imatura do bebé
prematuro, uma diferenga qualitativa na composic¢ao do leite ja deve fazer diferencga
para sua modulagdo. Essa hipétese sera testada no projeto como um todo, que
avaliara as diferencas nos parametros clinicos dos bebés que recebem o leite
personalizado, para avaliar o impacto dessa intervencdo. Deve-se considerar
também que o leite inoculado passa por um processo de crescimento de 4 horas,
favorecendo bactérias de crescimento rapido, como algumas espécies de
Proteobacteria (GARCIA-GONZALEZ et al., 2022).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

A pesquisa encontra-se em andamento, e até o momento € possivel constatar
diferencas qualitativas na composicdo do leite materno apds personalizagdo com
leite da propria mée, o que, analisando juntamente aos parametros clinicos dos
bebés que recebem esse leite, pode vir a evoluir para um possivel recurso de
promog¢ao a saude de recém-nascidos prematuros.
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1 INTRODUGAO

Uma revisao sobre protocolos de anestesia e analgesia apds procedimentos
invasivos em animais de laboratério revelou que muitos estudos publicados nao
incluem alivio da dor', apesar da legislagdo atual que recomenda o uso de
analgésicos (opioides sistémicos mais AINEs) por pelo menos 3 dias apds
procedimentos invasivos. O manejo inadequado da dor, assim como qualquer dor
ndo tratada, tem o potencial de afetar os resultados cientificos'?3#, dificultando a
reprodutibilidade dos experimentos. Aqui, investigamos a eficacia, a duragcédo e a
seguranga da analgesia produzida em camundongos por uma nova combinagéo de
medicamentos anestésicos e analgésicos disponiveis no mercado brasileiro.

2 MATERIAL E METODOS

Esse estudo foi aprovado pelo CEUA-UFSC, n.° 4926230522.

Foram usados camundongos machos e fémeas C57BL/6-UFSC (N=4-5, 20-25
g). Antes da administracdo dos medicamentos, detectamos os valores basais de
laténcia de retirada da pata ao calor® (para detectar antinocicepgdo), expressoes
faciais® (para detectar dor), consumo de agua e comida, peso corporal e a
nidificagdo’ (para detectar o bem-estar animal).

Para mimetizar um procedimento invasivo de queimadura, um grupo de
camundongos “sham” foi pré-tratado com morfina (3 mg/kg, via subcuténea),
seguido por uma anestesia geral com isoflurano (5%). Apés a indugéo da anestesia,
o dorso dos camundongos foi depilado, 20 ul de lidocaina (0,2%) foi infiltrada
subcutaneamente em uma pequena area, um adesivo de 1 cm?de buprenorfina (5
ug/hora) foi aplicado a 1 cm de distancia de area infiltrada e coberto por um curativo
transparente. Além disso, os camundongos foram tratados subcutaneamente com
carprofeno (5mg/kg). Os parametros de analgesia, dor e bem-estar foram detectados
entre 1 e 14 dias depois do protocolo.
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Na segunda parte do estudo, outro grupo de camundongos machos e fémeas
sera submetido a uma queimadura de terceiro grau, para validar o protocolo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores basais de nocicepcéo (5.1+1.1 e 7.7£1.1 segundos de laténcia),
dor (0+0 e 00 escores da escala Grimace) e bem-estar (3.5£0.5 e 3.81£0.2 escores
de nidificagdo) foram similares entre camundongos machos e fémeas. Nenhum dos
camundongos morreu nos 14 dias apés o tratamento.

Em comparagdo aos valores basais, detectamos um significante efeito
analgésico do tratamento entre 1 e 3 dias apds a mimetizagao do procedimento nos
camundongos machos e fémeas (3313 e 2814 % do efeito maximo possivel, 1 dia
apos em machos e fémeas, respectivamente e 2115 e 3115 % do efeito maximo
possivel, 3 dias apds em machos e fémeas, respectivamente) .

O tratamento nado induziu comportamentos de dor em ambos 0s sexos
(escores da escala Grimace foram baixos durante todo o periodo do experimento).
Entretanto, o protocolo de tratamento analgésico anestésico causou uma significante
reducao no peso corporal nos dias 1 e 2 apos o tratamento em machos e fémeas
(-7£1 e -5+1 % de variagdo com os valores basais de peso corporal apds 2 dias,
respectivamente). O consumo de agua ou comida nao foi alterado pelo tratamento
em nenhum momento analisado em ambos os sexos (1.5+1.5 e -1.0£0.3 ml ou
-0.2+0.6 e -0.41£0.7 g de variagdo com os valores basais de consumo apo6s 1 dia,
respectivamente).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

De acordo com nosso conhecimento, nossos resultados demonstram pela
primeira vez que o tratamento multimodal com opioides sistémicos de curta (morfina)
e longa duracdo (buprenorfina) com AINEs de longa duragado (carprofeno),
combinados com infiltragdo com anestésico local (lidocaina), produziram uma
efetiva, de longa duracdo (até 3 dias) e segura (minimamente impactando o
bem-estar) analgesia (antinocicep¢dao) em camundongos anestesiados com
isoflurano. Estudos estdo em andamento para validar a efetividade e a seguranca do
nosso protocolo nos camundongos submetidos a procedimentos invasivos (cirurgias
e queimaduras).
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1 INTRODUCAO

Os cuidados maternos sao caracterizados por comportamentos complexos,
espontaneos e instintivos proprios de cada espécie (Numan, 1994). Além de fornecer
a principal fonte de alimento para a prole, a mae também desempenha um papel
importante no fornecimento da temperatura essencial, além de responder a estimulos
visuais, auditivos e olfatérios da ninhada (Pryce et al., 2001). Essas interacdes sé&o
cruciais para o crescimento e desenvolvimento de uma série de comportamentos e
guando interrompidas geram consequéncias negativas para os filhotes (Pauk et al.,
1986; Moriceau and Sullivan, 2005).

Dentre as linhagens de rato, os Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) sao
muito utilizados em estudos de desordens psiquiatricas, uma vez que apresentam
caracteristicas comportamentais como: prejuizos na memaria, atencao sustentada e
aprendizagem, além de hiperatividade e impulsividade motora (Sagvolden et al., 2005;
de Medeiros et al., 2013). Numa analise genética com ratos SHR e Lewis (LEW), foi
identificado no cromossomo 4 o locus Anxrrl6 (Anxiety-related response 16), com
grande influéncia na locomoc¢ao central do campo aberto (CA), uma medida
comportamental associada a elevada ansiedade/emocionalidade (Ramos et al.,
1999). Para investigar as influéncias deste locus foi criada a linhagem congénica
SLA16 (SHR.Lewis/Anxrrl6) (de Medeiros et al., 2013).

Apesar dos animais SHR e SLA16 serem geneticamente muito parecidos, estes
apresentam algumas diferencas significativas, sendo o SLA16 mais hiperativo e com
menor pressdo arterial (PA). Embora esses parametros possuam um contexto
genético, também é preciso considerar o fator ambiental no seu estabelecimento.
Dessa forma, o vinculo e o cuidado materno nos periodos mais iniciais do
desenvolvimento extrauterino se apresentam como um ponto a ser investigado. Para
tanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar os cuidados maternos e os seus
impactos no comportamento durante a vida adulta dos ratos SHR e SLA16.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados fémeas e machos SHR e SLA16, com aproximadamente 4
meses. No dia seguinte ao nascimento, o cuidado materno foi avaliado por
observacdes de 75 minutos, 4 vezes por dia, realizadas durante os primeiros 8 dias
de lactacdo. Os comportamentos exibidos pelas lactantes foram divididos em
cuidados maternais (lambidas, posturas de amamentacéo e construcdo de ninho) e
em nao-maternais (alimentacéo, exploracéo da caixa moradia, self-grooming e tempo
sem os filhotes). Tanto as mées quanto a prole, uma vez atingida a idade adulta,
foram submetidos ao CA. Estas maes foram acasaladas novamente e o
comportamento avaliado para investigarmos o efeito da experiencia sobre esses
mesmos parametros. Os protocolos foram aprovados pelo CEUA-UFSC
(5863250220) e os dados analisados pelo software Statistica por ANOVA de medidas
repetidas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No CA das lactantes, os resultados demonstraram o aumento nos valores de
locomocéo total (F[1, 24] =27,03; p <0, 001; SLA16 > SHR) e central (F[1, 24] = 7,71,
p < 0,05; SLA16 > SHR), e niumero de entradas no centro (F[1, 24] = 6,15; p < 0,05;
SLA16 > SHR) para animais SLA16, dado corroborado por trabalhos anteriores do
nosso grupo. No entanto, as lactantes exibiram menor locomocéo total (F[1, 24] =
18,14; p < 0,001; controle > lactacéo) e central (F[1, 24] = 10,45; p < 0,01; controle >
lactacéo), bem como menos entradas no centro (F[1, 24] = 6,15; p < 0,05; controle >
lactacéo), quando comparadas com as controle ndo-lactantes. Esse fato pode estar
relacionado, em parte, com um aumento da secre¢do de horménios do parto e da
lactacdo, tais como prolactina e oxitocina (Fleming and Rosenblatt, 1974; Numan,
2003).

Ao avaliarmos o cuidado materno, os dados mostram que as ratas SLA16
apresentam mais comportamentos associados aos cuidados maternos quando
comparadas com SHR, especialmente na segunda reproducdo. SLA16 passa mais
tempo na postura de cobertor na segunda reproducéo (F[1, 96] = 4,17; p < 0,05) e
mais tempo em postura arqueada na primeira reproducéao (F[1, 96] = 54,94; p < 0,001),
observamos também uma interacdo de linhagem e reproducdo no somatorio dos
cuidados maternais totais (F[1, 96] = 30,06; p < 0,001; SLA16 > SHR). A literatura
demonstra que as maes SHR tendem a buscar mais ativamente seus filhotes quando
comparadas com ratas wistar Kyoto (Cierpial et al., 1987), no entanto pela primeira
vez esses parametros estdo sendo estabelecidos para maes SLA16.

Ao avaliarmos os filhotes, observamos que proles de méaes experientes exibem
um comportamento mais ansioso do que proles de maes inexperientes (Fémeas:
distancia total (F[1, 24] = 5,24; p < 0,05; SLA16 > SHR) e locomocéo periférica (F[1,
24] = 9,19; p £ 0,01); Machos: locomocao periférica (F[1, 24] = 6,64; p < 0,05)). Fato
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gue pode estar relacionado com alteracdes nos cuidados que observamos nas maes.
Sabe-se que filhotes criados por maes com menores frequéncias de lambidas e que
passam menos tempo na posicdo arqueada acabam apresentando taxas mais
elevadas de ansiedade (Kan et al., 2016).

4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo caracterizou pela primeira vez os parametros de cuidados
maternos das linhagens SHR e SLA16, demonstrando que mées SLA16 apresentam
maiores niveis de cuidados em relacdo a SHR, sendo altamente influenciados pela
experiéncia adquirida na primeira lactagdo. Esta experiéncia parece afetar
diretamente a prole, uma vez que filhotes de maes experientes exibem um
comportamento mais ansioso do que filhotes de maes inexperientes. Os dados
indicam o comportamento materno como um fator chave para o desenvolvimento
emocional.
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REDUCAO DA DENSIDADE DOS RECEPTORES A2a E
DE PROTEINAS SINAPTICAS PROMOVEM RESILIENCIA
AO ESTRESSE SOCIAL EM CAMUNDONGOS
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KASTER, Manuella P.
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Palavras-chave: Adenosina 1; Hipocampo 2; Nucleo accumbens 3.

1 INTRODUCAO

O estresse é o principal fator ambiental na etiologia e progressdo dos
transtornos psiquiatricos. Portanto, compreender mecanismos promotores de
resiliéncia é indispensavel para o desenvolvimento de estratégias preventivas e
mitigadoras (BURCUSA; IACONO, 2007). Mecanismos comportamentais e
bioquimicos sdo capazes de alterar a plasticidade de regides encefalicas envolvidas
em processos emocionais, promovendo resiliéncia ao estresse. O sistema
adenosinérgico modula a excitabilidade de regides como o hipocampo (HIP), através
dos receptores de adenosina A2A (A2AR), sendo que as projecdes do HIP para o
ndcleo accumbens (NAc) estdo associadas ao desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos (BAGOT et al., 2015). No presente estudo foi utilizado um modelo animal
de estresse cronico de derrota social (ECDS) para avaliar as estratégias
comportamentais e neuroquimicas de camundongos suscetiveis e resilientes. Mais
especificamente, foi investigado se ha distincdo dos A2AR e de proteinas sinapticas
excitatérias do NAc, hipocampo dorsal (dHIP) e ventral (vHIP) apés o ECDS.

2 MATERIAL E METODOS

Os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica do Uso de Animais
da Universidade Federal de Santa Catarina (protocolo n°® 5290231120). Para o ECDS,
camundongos C57BL/6 machos (3-4 meses) foram expostos a camundongos Swiss
agressores por 10 dias consecutivos, com 10 min de estresse fisico e 24 h de estresse
sensorial. Foi realizado o teste de interagdo social (TIS), no qual os animais com indice
de interacao abaixo de 1 foram considerados suscetiveis e 0s acima de 1 resilientes.
Os testes de comportamento emocional foram realizados 24 h ap6s o término do TIS.
A analise do conteudo proteico dos A2AR e das proteinas sinapticas GIuAl, sinapsina
e PSD-95 do NAc, dHIP e vHIP foi avaliada a partir de western blotting. A
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imunodetecgao foi quantificada e normalizada pela densidade de B-actina. Para dados
paramétricos foi utilizado o teste ANOVA de uma via e post-hoc de Tukey, e para
dados nao paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo post-hoc
de Dunn. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Figura 1 — O ECDS promove redug¢do no imunocontetdo dos A2AR e de
proteinas sinapticas excitatérias do NAc, dHIP e vHIP de animais resilientes.
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Figura 1. Imunoconteudo de A2AR, GluAl, sinapsina e PSD-95 (A) no NAc (B), dHIP
(C) e VvHIP (D) de animais submetidos ao ECDS. Os dados estéo representados como
porcentagem do controle + EPM (n = 3-8). C: controle; S: suscetivel R: resiliente.
Fonte: Os autores.

Os resultados demonstram que, apds a exposicao ao ECDS, apenas 1/3 dos

camundongos C57BL/6 nao apresenta esquiva social, constituindo o grupo de animais
resilientes. Além disso, os resilientes ndo apresentam alteracbes em testes de
comportamento emocional (i.e. campo aberto e labirinto em cruz elevado). Isto
estabelece, de acordo com a literatura, este modelo como relevante para estudos
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psiquiatricos (GOLDEN et al., 2011). Em rela¢do ao imunocontetdo proteico (Figura
1), este trabalho demonstra que as alteracbes comportamentais para a manutengao
da resiliéncia estdo associadas com uma diminui¢cdo na densidade de A2AR, tanto no
NAc (p = 0,004), quanto no dHIP (p = 0,006) e VHIP (p = 0,048). Concomitantemente,
houve a perda de marcadores sinapticos envolvidos na liberacdo de glutamato e
plasticidade sinaptica, como de PSD-95 no NAc (p = 0,028) e no dHIP (p = 0,047), e
de GIuAl no NAc (p = 0,012). Apesar disso, houve aumento de sinapsina no NAc (p =
0,002), sugerindo uma compensacdo na liberacdo de outros neurotransmissores,
possivelmente inibitérios. Estes resultados corroboram estudos com antagonistas de
A2AR, nos quais ocorre a atrofia e perda de sinapses excitatorias no HIP total, e por
consequéncia a reversao de comportamentos do tipo-depressivo (KASTER et al.,
2015). Entretanto, esta é a primeira vez em que € demonstrada a distingdo entre o
sistema adenosinérgico em animais resilientes e suscetiveis no NAc, e em regides
especificas do HIP.

3 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo aponta uma nova evidéncia da modulacdo de proteinas
associadas a sinapses glutamatérgicas pelos A2AR no NAc, dHIP e vHIP de animais
resilientes ao ECDS. Como perspectiva, sera quantificada a densidade de proteinas
moduladoras do sistema inibitério GABAérgico, como a gefirina e o receptor de
adenosina A1. Além disso, sera avaliado se a diminuicdo da densidade dos A2AR é
proveniente de alteracdes na expressao do gene Adora2a.
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Palavras-chave: Estudo prospectivo; Fraude alimentar; gPCR; Scopus.
1 INTRODUCAO

O diagndstico rapido e assertivo na deteccdo de fraudes alimentares através
de métodos moleculares robustos, tem sido alvo de grande interesse para as
industrias de alimentos e agéncias reguladoras. Para isto, a utilizacdo da técnica da
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) representa uma abordagem
promissora para atender esta demanda (SUMAN et al., 2021).

Informacdes disponiveis sobre a utilizacdo da gPCR empregada na detecgéo
de fraude alimentar permitem estudos de prospecc¢do cientifica que sintetizam o
conhecimento, agregando valor a comunidade de modo a subsidiar possiveis tomadas
de decisdes (FREITAS et al., 2015).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho € mapear as publicacdes referentes a
deteccao de fraudes em alimentos por gPCR por meio da prospeccao cientifica.

2 METODOLOGIA

Uma pesquisa ha base de dados de resumos e cita¢cdes Scopus, utilizando-se as
palavras-chave: “food fraud”, “quantitative PCR”, “food fraud” AND “quantitative PCR”,
“food fraud” AND “real time PCR” e “food fraud” AND “gPCR?”, foi realizada a fim de obter
um panorama dos estudos cientificos sobre o tema. O conectivo AND foi utilizado entre
algumas palavras para se fazer associacbes das mesmas e afunilar as buscas,
fornecendo, dessa forma, um quantitativo de artigos cientificos adequado e satisfatério
para o objetivo do trabalho. As informacdes foram coletadas durante os meses de agosto
a setembro de 2022.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo dos termos separadamente “food fraud” e “quantitative PCR”,
apresentou respectivamente, 939 e 46.373 documentos. A pesquisa com a associagcao
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das palavras-chave “food fraud” AND “quantitative PCR” encontrou dois documentos
apenas, enquanto que a combinagao de “food fraud” AND “qPCR” exibiu cinco
trabalhos cientificos. Porém, a utilizacdo dos termos “food fraud” e “real time PCR”
combinados por meio do conectivo AND proporcionou um resultado com um nimero
mais significativo de publicagbes (23), desta forma, os mesmos foram selecionados
para analises a seguir. A evolucédo anual dos trabalhos cientificos relacionados ao tema
foi compilada (Figura 1). Observa-se, por meio da Figura 1, que as primeiras
publicacdes sdo do ano de 2015 e que ha uma queda do numero de publicacées em
2016, sendo que a partir de 2017 houve um aumento gradual com um pico entre 0s
anos de 2020 a 2021.
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=

Figura 1 — Evolucéo anual dos documentos que utilizaram PCR em tempo real na
deteccéo de fraudes em alimentos

10

Documentos

2
| \—
2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Anos

Fonte: Scopus (2022).

Em relacdo aos tipos de documentos obtidos pela busca, o principal formato é
artigo cientifico (87,0%), seguido por revisdes (8,7%) e capitulos de livro (4,3%). Isto
sugere que as publicacdes em formato de artigos cientificos, ainda se configuram
como principal maneira para difundir um conhecimento cientifico sobre o tema
proposto. A quantidade de documentos por area foi agrupada (Figura 2).

A divisdo dos documentos por areas na base Scopus (Figura 2), indicou que
ndo foi utilizada a area especifica de alimentos, visto que a maioria dos documentos
encontrados estavam na area de “Ciéncias Agrarias e Bioldgicas" (36,2%), seguido
pela area de “Bioquimica e Genética Molecular’ (19,0%). Foi analisado também o
namero de documentos publicados por pais. A Alemanha foi o pais com o maior
namero de publicacdes cientificas (6), seguido da China (4), Coréia do Sul (4) e Italia
(3). Brasil, Republica Checa, Malasia, Portugal, Espanha e Estados Unidos
apresentaram um estudo cientifico.
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Figura 2 — Percentual de documentos por area que utilizaram PCR em tempo real
na deteccao de fraudes em alimentos
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Metodologias fundamentadas na reacdo de PCR em tempo real foram utilizadas
na identificacdo de fraudes em peixes, frutos do mar e produtos pesqueiros, em
pesquisas de adulteracdo em produtos lacteos, na deteccdo de fraudes de espécies
de animais e produtos carneos e na verificacdo de fraudes em alimentos origem
vegetal e em produtos comerciais.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A partir do levantamento realizado neste estudo prospectivo, verificamos que os
trabalhos envolvendo a técnica de PCR em tempo real na detecgdo de fraudes em
alimentos foram publicados nos ultimos oitos anos. Uma atencéo foi direcionada em
diferentes paises, no que diz respeito a este tema. Varias matrizes alimentares foram
pesquisadas envolvendo a aplicacdo da técnica referida.

5 REFERENCIAS
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1 INTRODUCAO

A sepse ocorre devido a resposta desregulada do organismo frente a um
agente infeccioso (SINGER et al., 2016). Ela leva a uma disfungao organica e é
responsavel por grande parte das internagdes nas UTIs e gastos do SUS. O sistema
endocanabinoide vem ganhando espaco como alvo terapéutico em algumas
patologias, e embora as propriedades psicoativas dos canabinoides sejam mais
conhecidas, estes também podem modular o sistema imune, respiratorio e
cardiovascular. A ativacao de receptores CB2 tem sido associada com reducédo do
processo inflamatorio e estresse oxidativo (DHOPESHWARKAR; MACKIE, 2014).
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da ativacao dos receptores
canabinoides do tipo 2 (CB2) em parametros inflamatérios e de dano de 6rgdos em
um modelo experimental de sepse.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados camundongos sui¢cos machos, com idade entre 70 e 90 dias,
fornecidos pelo Biotério Central da UFSC. Os camundongos foram submetidos ao
modelo de sepse induzido por pneumonia (SORDI et al., 2013) e divididos em dois
grupos: veiculo e tratado. Os animais do grupo tratado receberam o agonista de
receptores CB2 AM1241 (3 mg/kg; i.p.) 6 e 12 h apds a inducédo da sepse. Animais
naive foram utilizados como controle. Apés 24 h da inducdo do quadro de sepse foram
obtidas amostras de sangue e tecido pulmonar. No sangue coletado foi realizada a
determinacao do lactato e no plasma realizou-se as determinacdes de ureia, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT) através de Kits
comercialmente disponiveis (LabTest, Lagoa Santa, MG). A citocina pré-inflamatéria
IL-1B foi mensurada no plasma através de kits de ELISA comercialmente disponiveis.
Por fim os tecidos pulmonares foram fixados e emblocados para analise histologica e
determinacdo do escore patoldgico. A analise dos cortes foi realizada de maneira
semi-quantitativa com base no grau e extenséo da inflamacé&o conforme previamente
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descrito (SORDI et al., 2013). Os resultados foram representados como a média *
desvio padréo e cada ponto representa um animal.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a disfuncdo renal e hepatica e os efeitos da ativacao de receptores
CB2, foi realizada a determinagcédo de marcadores de dano de 6rgdos no plasma dos
camundongos. Observou-se disfuncao hepatica pelo aumento nos niveis de AST em
animais sépticos veiculo quando comparados aos animais controle. Animais que
receberam agonista CB2 (tratados) tiveram valores menores de AST comparado ao
grupo veiculo (Fig 1A). Houve aumento nos niveis de ALT nos animais sépticos
veiculo quando comparados aos animais controle. Entretanto, o agonista CB2 nao
alterou este parametro (Fig 1B).

Na analise de ureia, os valores de animais sépticos veiculo foram
expressivamente menores quando comparados com os valores de animais controle.
O tratamento dos animais sépticos com o agonista CB2 néo foi capaz de impedir ou
reverter a reducdo dos valores de ureia (Fig 1C). J& na andlise de lactato no sangue,
observou-se valores maiores em animais sépticos quando comparados aos animais
controle. O tratamento dos animais sépticos com o agonista CB2 ndo reduziu os

valores de lactato quando comparado ao grupo veiculo (Fig 1D).
Figura 1 — Dosagem de AST (A), ALT (B) e ureia (C) no plasma e de lactato (E) no sangue de
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Fonte: O autor.
A analise histolégica mostrou aumento do processo inflamatério no pulméo dos
animais sépticos quando comparado aos animais controle, conforme evidenciado no
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escore de dano pulmonar (Fig 2). O tratamento dos animais sépticos com 0 agonista
CB2 AM1241 apresentaram um menor infiltrado inflamatério quando comparados ao
grupo veiculo.

A citocina pro-inflamatoria IL-1B foi mensurada no plasma e foi observado o
aumento em animais sépticos veiculo quando comparado ao grupo controle. Animais
sépticos que receberam AM1241 tiveram uma expressiva diminui¢cao nos niveis de IL-

18 (Fig 3).
Figura 2 — Escore de dano pulmonar Figura 3 — Dosagem de IL-1B no plasma de
camundongos machos
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4 CONSIDERA(;@ES FINAIS

Animais submetidos ao modelo de sepse apresentaram dano hepatico e
pulmonar, aumento de lactato e da citocina pro-inflamatoria IL-1beta. O tratamento
dos animais sépticos com agonista CB2 levou a uma diminui¢cdo nos valores de AST,
sugerindo uma melhora na disfuncéo hepéatica. Além disso, obteve-se um perfil menor
no grau de extensdo da inflamacg&o pulmonar nos animais sépticos tratados. Por fim,
observou-se uma expressiva diminui¢éo nos niveis de IL-1B em animais tratados com
AM1241, o que indica uma diminui¢cdo na inflamacao sistémica causada pela sepse.
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1 INTRODUCAO

O recém-nascido prematuro frequentemente necessita de reposi¢céo nutricional com
leite de doadora nos primeiros dias de vida, devido a incapacidade da propria mae em
produzir uma quantidade de leite suficiente para suprir a demanda nutricional do bebé
(SANKAR et al., 2015). Entretanto o processo de pasteurizacédo do leite de doadora
acaba eliminando grande parte da microbiota e pode interferir na composi¢cdo de
alguns metabdlitos do leite, que séo os responsaveis por grande parte dos beneficios
atribuidos ao aleitamento materno (MORO et al., 2019). Uma das estratégias de
reposicéo da microbiota do leite de doadora é a adicdo de 10% do leite da propria méae
ao leite de doadora, seguida de incubacado por 4 horas a 37°C, processo conhecido
como personalizagdo do leite de doadora (CACHO et al., 2017). Contudo, ha varios
aspectos dessa técnica que precisam ser avaliados, por exemplo, quais metabdlitos e
microrganismo séo repostos, quais as funcées dos metabdlitos no crescimento das
bactérias e qual a funcdo dos microrganismos na producdo de metabdlitos no leite.
Dessa forma, esse projeto tem o objetivo de compreender qual o papel do leite
materno in natura na reposicdo de metabdlitos e microbiota ao leite de doadora
personalizado e identificar se a técnica é capaz de aproximar o perfil metabdlico do
leite de doadora ao leite da prépria méae.

2 MATERIAL E METODOS

As amostras utilizadas no projeto serdo obtidas, processadas e armazenadas durante
e execucao do estudo clinico denominado: “Causas e efeitos de microbiotas da mae
no nascimento e sobrevida de recém-nascidos pré-termos: estratégias de promocao
de saude materno-infantil’, coordenado pelo Prof. Dr. Carlos R. Zarate-Blades e pela
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Prof. Dra. Maria Marlene de Souza Pires, sob CAAE: 41063520.4.0000.0121. Foram
definidos 3 diferentes grupos experimentais denominados como: leite da mae do
RNPT (LM), leite de doadora pasteurizado (LP) e leite inoculado (LI); no 5° e 10° dias
apos o nascimento, definidos como: tempo 0 (T0) para 5 dias e tempo 1 (T1) para 10
dias ap6s o nascimento. As analises irdo obter o perfil de metabdlitos nos leites
através de espectrometria de massas acoplada com a cromatografia liquida (UPLC-
QTOF-MS), seguindo protocolo descrito por LAMBERTI et al. (2020). J& o peffil
composicional e funcional preditivo da microbiota de cada tipo de leite sera efetuada
por cultivo e por sequenciamento do gene 16s rRNA, como descrito por Cacho et.al
(2017). Ao final, serdo conduzidas analises integrativas relacionando altera¢cdes no
perfil de metabdlitos e com alteragcbes composicionais e funcionais na microbiota do
LD personalizado, visando a identificacdo de metabdlitos que possam estar
associados a alterac¢des funcionais na microbiota do LD personalizado e identificar se
determinadas alteracfes funcionais na microbiota estdo associadas a diferentes perfis
de metabdlitos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados parciais do cultivo microbioldgico

Para fins de validacdo do método, esta sendo realizada cultura microbiologica de
amostras de leite de doadora pasteurizado, leite da méae cru e leite personalizado
coletados na Maternidade. Na contagem de Unidades Formadoras de Col6nias
(UFC/mL), apesar de nao terem sido constatadas diferencas estatisticas entre os
leites inoculados antes e depois o periodo de incubacdo de 4 horas, é importante
ressaltar que houve um aumento no nimero de CFU entre esses dois momentos,
sendo possivel identificar que houve crescimento bacteriano durante a incubacao,
inclusive no leite que havia sido armazenado a -20° Celsius por 48 horas.

Resultados parciais dos sequenciamentos

Até o momento, foram sequenciadas e analisadas 24 amostras, referentes a 8 maes
do estudo (8 amostras LP, 8 amostras Li e 8 amostras LM). A abundancia total de filos
demonstra que a composicdo bacteriana das amostras é predominantemente
composta dos filos Firmicutes e Proteobacteria nos trés tipos de leite, e nota-se um
pequeno aumento de Actinobacteria e Bacteroidetes nos grupos LM e Li, sem
diferencas estatisticas entre os grupos. Na analise de abundancia relativa, que leva
em conta a propor¢gdo em que 0s taxons ocorrem em cada amostra, a distribuicdo dos
filos Firmicutes e Proteobacteria no leite personalizado (Li) encontra-se mais proxima
ao encontrado no leite cru das mées pré-termo (LM), entretanto, sem diferencas
estatisticas. Para as andlises de diversidade alfa, utilizamos os indices Observed e
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Chao 1, que estdo relacionados a riqgueza de bactérias nas amostras, também
utilizamos os indices Shannon e Simpson que sinalizam aumento ou reducdo na
diversidade bacteriana. Nao houve diferencas significativas entre os grupos em
nenhum dos indices de diversidade analisados. Resumidamente, esse resultado
significa que o processo de incubacéo do leite cru da propria mée no leite de doadora
pasteurizado ndo seleciona nenhum filo/género de bactéria em especifico, do
contrario, ocorre o crescimento da comunidade bacteriana em geral que esta presente
no leite da propria mée.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados preliminares da cultura microbiolégica associados aos dados dos
sequenciamentos mostram que o processo de personalizacédo do leite de doadora
humana com o leite da prépria mée promove o crescimento de bactérias comensais
no leite inoculado e que o perfil da microbiota do leite inoculado torna-se mais parecido
com o perfil do leite da propria mée. Isso indica que as bactérias comensais presentes
no leite da prépria mée estdo sendo beneficiadas pelo processo de personalizagéo, o
que pode gerar alteracdes a nivel de metabdlitos no leite inoculado. As préximas
analises irdo demonstrar se as espécies de bactérias que estdo crescendo no leite
inoculado podem ter alguma relagdo com alteracdes a nivel de metabdlitos e com a
evolucao clinica dos bebés prematuros.

5 REFERENCIAS
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, mudancas no estilo de vida com o aumento do consumo
de dietas hipercaldricas associadas ao aumento do comportamento sedentario
culminaram no desenvolvimento da obesidade. De acordo com a Organizacdo
mundial de Saude, a prevaléncia de obesidade aumentou em todo o mundo, atingindo
atualmente aproximadamente 1,9 bilhdo de adultos com excesso de peso, em que
destes, 650 milhdes sdo obesos (WHO, 2021). A obesidade é definida como acumulo
anormal ou excessivo de gordura, a qual € um fator de risco para doencas metabdlicas
e neurodegenerativas [para revisao ver (GASPAR et al., 2016)].

A obesidade esta associada ao declinio cognitivo e a deméncia (GARDENER
et al., 2020). Entretanto, os mecanismos fisiopatoldgicos e moleculares envolvidos no
efeito da obesidade na funcdo cerebral ainda ndo foram totalmente elucidados. A
disfuncdo mitocondrial esta envolvida na fisiopatologia da obesidade e doenca
metabdlica, incluindo a desregulacdo da homeostase energética associado ao estado
de inflamacao crénica (DE MELLO et al., 2019; REMOR et al., 2019).

Os astrocitos séo as células mais abundantes do sistema nervoso central, com
fungBes essenciais no suporte da funcdo neuronal, transporte de substancias através
da barreira hematoencefalica, armazenamento de energia, regulacdo da
neurotransmissédo, e também, na regulagdo imunoldgica do cérebro. Essas células
desempenham um papel na neuroinflamacé&o induzida pela dieta rica em gordura; no
entanto, este processo nao é totalmente compreendido. A exposicao crénica a dietas
hiperlipidicas induz ao aumento de GFAP nos astrécitos de roedores, indicando a
presenca de astrogliose ainda antes do aumento do peso corporal (HORVATH et al.,
2010; THALER et al., 2012). Em astrécitos e neurbnios foi demonstrado que o acido
palmitico induz estresse oxidativo e aumenta a apoptose celular (NG; SAY, 2018).

O papel exato das células da glia no inicio e na progressao do declinio cognitivo
induzido pela obesidade permanece incerto. Considerando a associacao entre
neuroinflamacédo, estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial, a hipotese deste
trabalho é de que os acidos graxos saturados induzem a disfuncdo mitocondrial em
astrocitos. Assim, o nosso principal objetivo foi estudar o efeito de &cidos graxos
saturados, palmitato (C16:0) e estearato (C18:0), na viabilidade celular e funcéo
mitocondrial de astrocitos.
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2 METODOLOGIA

Foi utilizada a linhagem celular de astroglioma C6 obtida da American Type
Culture Collection (Rockville, Maryland, EUA). Esta linhagem de células apresenta
caracteristicas astrociticas, com 99% das células expressando GFAP. As células
foram cultivadas em meio Eagle’s com modificagdo de Dulbecco (DMEM),
suplementado com 10 % (v/v) de soro fetal bovino (SFB) e 1 % (v/v) de solugéo
antibidtica-antimicotica. A cultura celular foi mantida em uma incubadora umidificada
com 5 % CO2/ 95 % ar mantidas a 37 °C. Quando as células atingiram 85 % de
confluéncia, foram tripsinizadas com 0,05 % de tripsina-EDTA e, em seguida,
plagueadas em placas de 12 ou 96 poc¢os (75.000 células / mL) por 24 horas. ApGs 24
h em cultura, as células foram incubadas com 200 uM e 400 uM de acido palmitico ou
200 puM e 400 puM de &cido esteérico durante 6 h. As células usadas como controle
foram incubadas com albumina a 10 % (veiculo).

A viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de brometo de 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazolio (MTT). A massa mitocondrial foi
determinada usando a sonda fluorescente Mito Tracker Deep-Red (ThermoFisher
Scientific, EUA), que localiza a mitocéndria independente do potencial de membrana
mitocondrial. As alteracdbes no potencial de membrana mitocondrial foram
determinadas pela sonda JC-1 (ThermoFisher Scientific, EUA), que localiza a
mitocdndria dependendo do potencial de membrana mitocondrial.

Os resultados foram expressos como média + erro padao da media. A analise
estatistica dos dados foi feita utilizando o software GraphPad Prism 5®, utilizando os
analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste post hoc de multipla
comparagao de Dunnett, quando F foi considerado significativo. Diferengas entre os
grupos foram considerados significativas quando p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que 400 uM e 1 mM de palmitato induziram uma diminuicéo
significativa na viabilidade celular em astrocitos. Nao foram observadas alteracdes na
viabilidade celular no tratamento com estearato. Como as concentracdes de palmitato
abaixo de 400 pM né&o afetaram a viabilidade celular, as concentragdes de 200 uM e
400 uM foram escolhidas para avaliar a viabilidade ao longo do tempo (1 h, 6 h e 24
h). Foi observado uma diminuicao significativa da viabilidade em astrocitos apos 24 h
de tratamento tanto com 200 uM quanto 400 uM de palmitato. Nao foram observadas
alteracdes na viabilidade dos astrécitos durante 1 h e 6 h. Em relag@o ao estearato,
nao foram observadas altera¢cdes significativas na viabilidade dos astrocitos em 1 h,
6 h e 24 h de tratamento para 200 uM e 400 pM.

Para estudar os efeitos dos acidos graxos saturados na funcdo mitocondrial
dos astrocitos, avaliamos o potencial de membrana mitocondrial e a massa
mitocondrial. Foi observada uma diminuigéo significativa no potencial de membrana
mitocondrial dos astrécitos com o tratamento de 200 uM e 400 uM de palmitato e 400
UM de estearato. Em relagdo a massa mitocondrial, observou-se uma diminui¢do
significativa na intensidade de fluorescéncia em astrécitos tratados com palmitato 200
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UM e 400 uM apods 6 h de tratamento. No entanto, células tratadas com estearato ndo
apresentaram alteracdes significativas na massa mitocondrial.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Em conclusdo, as altas concentracbes de acidos graxos saturados,
principalmente o palmitato (presente em alta concentracao no leite, laticinios, 6leo de
palma e carne), reduzem a viabilidade celular, potencial de membrana mitocondrial e
massa mitocondrial em astrécitos. Alteracdes nas mitocondrias podem gerar um
desequilibrio metabdlico e prejudicar o estado funcional da cadeia respiratoria,
levando a disfuncdo celular, que pode contribuir para um declinio cognitivo e
metabolico induzido pela obesidade.

5 REFERENCIAS
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1 INTRODUCAO

A dor é farmacorresistente e uma importante fonte de morbidade em pessoas
vivendo com HIV que apresentam neuropatia sensorial (NS-HIV) (Egan, Curr Pain
Headache Rep. 2021;25:55). A capsaicina tépica (8%) é o unico tratamento eficaz
disponivel para NS-HIV, além de causar irritacdo na pele apos a aplicagcdo. A
capsaicina atua estimulando os receptores TRPV1 e ativando as enzimas
proteoliticas da calpaina, levando a uma desfuncionalizagdo dos neurdnios positivos
para TRPV1 e induzindo analgesia de longa duragdo. Como i) os prétons sao
agonistas dos receptores TRPV1, ii) os anestésicos locais permeiam o poro do
TRPV1 para atuar seletivamente nos neurdnios positivos para TRPV1 e; iii) o
anestésico local dibucaina ndo é apenas um bloqueador dos canais de sodio, mas
também um ativador da calpaina; levantamos a hipétese de que o tratamento tépico
com um creme acido de dibucaina poderia produzir efeito analgésico em um modelo
de camundongos com NS-HIV dolorosa.

2 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo CEUA-UFSC numero PP00872. O apoio
financeiro para este projeto foi fornecido pelo INCT-INOVAMED e CNPq.
Camundongos machos C57BL/6-UFSC (N= 4-6, 20-25g) foram submetidos a um
modelo de NS-HIV induzido pela administragao intratecal repetida da proteina gp120
do envelope de HIV (100 ng/sitio, uma vez ao dia, a cada 3 dias, 3 vezes) mais o
medicamento antirretroviral d4T intravenoso (50 mg/kg, uma vez ao dia, a cada 4
dias, duas vezes). Creme acido (pH 4,0) com ou sem dibucaina 0,1% foi
administrado topicamente nas patas traseiras de camundongos (uma vez ao dia,
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sete vezes) 15 dias apds o tratamento com gp120+d4T indicado. Detectamos
limiares de retirada da pata (PWTs) e comportamentos motivacionais afetivos
(AMBs) ap06s a aplicagao de filamentos de von Frey na pata traseira. Os PWTs foram
determinados usando o método up-and-down e os AMBs foram detectados pela
pontuagdo dos comportamentos (0-pata normal, 1-pata lateral, 2-pata levantada e
3-lamber, sacudir ou morder a pata) (Corder, Nat Med . 2017;23:164). PWTs e AMBs
foram detectados antes e 15 dias apds gp120+d4T, bem como 7 dias apds o inicio
do tratamento tépico.

3 RESULTADOS

Os animais tratados com gp120+d4T tiveram redugdo de PWTs (hiperalgesia
mecanica) e aumento de AMBs (limiares de 0,488+0,071 ou 0,024+0,007g e escores
de 1,2+0,5 ou 7,8%£2,1, antes ou 15 dias apds o tratamento). O tratamento tépico com
creme acido de dibucaina reduziu significativamente a hiperalgesia mecanica
(limiares de 0,268+0,027 e 0,036+0,015g, para os grupos dibucaina e veiculo), mas
nao alterou os AMBs (escores de 7,6+2,1 e 4,8+1,5 g, para dibucaina e grupos de
veiculos).

4 CONSIDERAGOES FINAIS

Nossos resultados demonstram que a aplicagao tépica do creme acido de dibucaina
foi capaz de reduzir o componente sensorial, mas ndo os motivacionais afetivos da
nocicep¢gao em um modelo de camundongos de NS-HIV. Estudos estdo em
andamento para melhorar a eficacia do creme de dibucaina (por exemplo, aumentar
a dose e o tempo de tratamento) em nosso modelo.
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VESICULA OTICA COMO ESTRUTURA NORMALIZADORA PARA ANALISES
DE ALTERACOES MORFOLOGICAS CAUSADAS PELO VIRUS DA ZIKA

TAUFER, Nathali P.; SOUZA, Camila S.; BENEVENUTTI, Felipe Z.; ZANLUCA,
Camila; BORDIGNON, Juliano; SANTOS, Claudia N. D.; TRENTIN, Andréa G.

GARCEZ, Ricardo C.
nathaliptaufer@gmail.com
Universidade Federal de Santa Catarina

Palavras-chave: ZIKV; Gallus gallus; Cérebro; Ouvido; Padronizacao.

1 INTRODUCAO

O virus da Zika (ZIKV) foi descoberto em 1947 na Floresta de Zika, Uganda?.
Porém, somente apdés décadas ele recebeu notoriedade, pois foi constatada sua
relacdo com casos de microcefalia em recém-nascidos de mées infectadas??3.

Uma das maneiras de verificar os efeitos do ZIKV na formacéo do futuro cérebro
€ analisar a area dessa regido em embrides inoculados com o virus. Entretanto, os
embrides apresentam grandes variagfes de tamanho que séo intensificadas pelo
crescimento acelerado. Para que se tenha maior precisdo nas analises morfoldgicas
do sistema nervoso, o ideal é utilizar uma outra regido da cabeca do embrido que ndo
tenha sua area alterada para normalizar as variagdes de tamanho.

O objetivo deste trabalho foi verificar se a area da vesicula 6tica (futuro ouvido)
seria afetada pela infeccédo pelo ZIKV. Caso ndo, permitiria que ela fosse utilizada
como uma estrutura normalizadora para medidas morfologicas.

2 MATERIAL E METODOS

Ovos de galinha (Gallus gallus) foram incubados a 38 °C durante 48 horas. Em
seguida, os embrides foram inoculados com o ZIKV na concentracdo de 500 PFU
(Plaque Forming Unit). O grupo controle foi submetido ao mesmo procedimento, mas
recebeu uma solucéo fisiolégica sem a presenca do virus.

Vinte e quatro horas depois da inoculacdo com o ZIKV, os embrides foram
retirados dos ovos e fotografados. As areas das vesiculas 6tica foram mensuradas
por duas pesquisadoras de modo independente com o programa Imaged. O
mesencéfalo de todos os embrides foi medido pela pesquisadora 2 com 0 mesmo
programa. As analises estatisticas foram executadas no software GraphPad Prism
9.0, sendo utilizado o valor médio da area de cada vesicula ética entre as medidas
das duas pesquisadoras e desconsiderando os outliers.
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O método de RT-gPCR foi utilizado para verificar quais embrides estavam
infectados pelo ZIKV e somente esses foram considerados para as analises
morfolégicas.

Os procedimentos foram aprovados pela CEUA-UFSC (6016021017) e
realizados em sala de nivel de biosseguranca 2, certificada pelo Comité Interno de
Biosseguranca da UFSC (CQD101/99).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para apurar se existia discrepancia entre o modo de medir das duas
pesquisadoras que realizariam as medidas das areas das vesiculas o6tica, foram
confrontadas as médias obtidas das areas das vesiculas 6tica direita e esquerda dos
embrides controles pela pesquisadora 1 em relacdo as da pesquisadora 2 (Figura 1A).
Com base no gréafico (Figura 1A), é possivel notar que as duas pesquisadoras
atuaram de maneira semelhante, ja que nao houve diferenca estatistica entre elas.

Apoés essa validacao, foi realizada a comparacao entre 0os grupos controle e
tratado, a fim de averiguar se a area da vesicula 6tica seria impactada pela acéo do
ZIKV, sendo desejavel que ndo houvesse alteracdo (Figura 1B).

Figura 1 — Analise de medidas da vesicula ética. A — Comparacao entre as
medidas realizadas por duas pesquisadoras; B — Area da vesicula 6tica dos
embrides controles e infectados pelo ZIKV

A 0.37 B 037
o~ o~
£ I | £
£ 0.2 . £ 0.2+
= : . =
'g _. o3 ;‘;
\o . N ._‘r. \:
1]
L 0.14 ee®e %%, L 0.1
] o seseeg 3
> >
L]
0.0 T T 0.0 T T
Pesq 1 Pesq 2 Sem ZIKV 500 ZIKV

Fonte: A autora.

O grafico 1B indica que o ZIKV ndo é capaz de provocar alteracbes
significativas no tamanho da vesicula Gtica entre os grupos, fato que a certifica como
uma opc¢ao de estrutura normalizadora para analises morfolégicas nesses embrides.

Com o intuito de verificar se a normalizacao da area do mesencéfalo pela da
vesicula otica resultaria em dados mais precisos, comparou-se as areas dos



/

. [ ] Y o~ ;
S e \ ® My ' 8 S
1. = ) - ! gy s
_ o -

E

[N
>,
|
o
»

.""

/A Pos-Graduacoes do CCB -
J UFSC

é VIl Simposio Integrado das

9
7 8
,,\((

mesencéfalos nos grupos controle e tratado sem (Figura 2A) e com (Figura 2B) a
normalizacdo. Esses resultados mostram que a normalizacdo acentuou a reducao
encefalica dos embrides, proporcionando um resultado cientifico confiavel.

Figura 2 — Analise de medidas do mesencéfalo. A — Comparacgédo entre os valores
dos grupos controle e tratado n&o normalizados; B — Comparagé&o entre os valores
dos grupos controle e tratado normalizados
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Fonte: A autora.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que a vesicula otica pode ser utilizada como uma estrutura
normalizadora para analises de area em embrides de G. gallus infectados pelo ZIKV,
uma vez que o virus nao teve influéncia sobre sua area. Além disso, a reducdo do
mesencéfalo nos embrides com o ZIKV ficou mais evidente ap6s a normalizacéo.
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Palavras-chave: Listeria monocytogenes; fagos; ferramentas biotecnoldgicas;
alimentos.

1 INTRODUGAO

A Listeria é um género que compreende bactérias com morfologia de
bastonetes, gram-positivas e anaerdbias facultativas. Este género inclui mais de
vinte espécies conhecidas. No entanto, apenas duas sao patogénicas, sendo estas,
Listeria monocytogenes e Listeria ivanovii.

A Listeria monocytogenes € um patdégeno de origem alimentar que se destaca
na industria alimenticia por sua alta resisténcia a salinidade e baixo pH, capacidade
de crescer em baixas temperaturas e capacidade de formar biofiimes (BUCUR et al.,
2018). A sobrevivéncia e persisténcia desse patdgeno em ambientes de
processamento de alimentos estdo diretamente relacionadas com o aumento do
risco de contaminagdo cruzada de produtos alimenticios e potenciais mecanismos
de resisténcia a agentes antimicrobianos, biocidas e calor (CLOETE, 2003). Além
disso, nichos ou reservatorios nao alcangados pelos desinfetantes, a formagao de
biofilmes e a criagdo de microambientes protegidos podem estar associados a doses
desinfetantes subinibitérias que culminam na persisténcia de determinadas cepas
(MBRETRM, T.; LANGSRUD, 2004).

Diante dos desafios que L. monocytogenes langa as industrias alimenticias
atrelado a crescente prevaléncia de resisténcia bacteriana a antibidticos, novas
abordagens biotecnoldgicas devem ser desenvolvidas e aprimoradas para controlar
o crescimento microbiano. Nesse contexto, os bacteridfagos, ou fagos, surgem como
uma alternativa util e eficaz para o biocontrole bacteriano e como indicadores de
eficiéncia de processamento, dada sua atividade autorreguladora, baixa toxicidade
para ceélulas eucaridticas e lise do hospedeiro alvo.

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo prospectar novos fagos e
aplica-los em superficies visando o biocontrole de patdgenos, especialmente Listeria
monocytogenes.
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2 MATERIAL E METODOS

Para bioprospecgado dos bacteriéfagos foram utilizadas amostras de ostras
provenientes do Laboratério de Moluscos Marinhos (LMM/UFSC), esgotos urbanos
e hospitalares provenientes do estado de Santa Catarina, fezes de galinhas crioulas
do Oeste de Santa Catarina, coletas de superficies da linha de produgéo frigorifica
(coletadas em esponjas), peles de frango provenientes de industrias de alimentos,
camas de aviario provenientes da pecuaria do Sul do pais, bem como bacteriéfagos
depositados no biobanco do Laboratério de Virologia Aplicada (LVA/UFSC).

Foram realizadas indugbes de infecgdes por bacteriofagos in vitro a partir das
amostras ambientais seguindo o protocolo de Adams com adaptagées (ADAMS,
1959).

A determinagdo do titulo viral foi realizada por meio da contagem de
Unidades Formadoras de Placas (UFPs) (Equagéao 1):

Equacao (1)
UFP/mL= NP*RD

NP: numero de placas contabilizadas.
RD: reciproca da diluig&o.

Para a caracterizagdao morfoldégica dos fagos foi utilizado o microscopio
eletrbnico de transmissao (JEM-1011 TEM [TEM 100 kV]), por meio da parceria
entre o Laboratério de Virologia Aplicada (LVA/UFSC) e o Laboratério Central de
Microscopia Eletrénica (LCME/UFSC).

A preparagdo das amostras para analise no microscépio eletrénico de
transmissao foi feita seguindo o protocolo de Gregoracci com adaptagdes
(GREGORACCI, 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como resultado da bioprospeccdo, cento e oito fagos foram isolados de
amostras ambientais. Destes, quarenta e quatro fagos apresentaram altos titulos
virais e capacidade litica e, portanto, foram caracterizados morfologicamente.

As imagens obtidas por microscopia eletrébnica mostraram morfologias de
fagos pertencentes as familias Podoviridae, Siphoviridae e Myoviridae. As figuras
1A, 1B e 1C apresentam trés diferentes fagos, exemplificando as morfologias das
familias virais encontradas.
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Figura 1. Imagens obtidas por microscopia eletrénica mostraram morfologias de
fagos das familias 1A. Podoviridae, 1B. Siphoviridae e 1C. Myoviridae.

C

4 CONSIDERAGOES FINAIS

O estudo utiliza bacteriéfagos como ferramenta biotecnoldgica aplicada as
industrias alimenticias, apresentando-se como uma alternativa aos métodos
tradicionais de controle de patogenos

As aplicagcdes biotecnoldgicas utilizando bacteriéfagos sao diversas e podem
se estender desde tratamentos para infecgdes bacterianas em humanos e animais,
processo conhecido como fagoterapia, até aplicagdes em alimentos e superficies.
Além disso, as proprias proteinas fagicas, responsaveis pelo rompimento da parede
celular bacteriana, podem ser utilizadas para tratamento de infecgdes.
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PROSPECCAO TECNOLOGICA DO APROVEITAMENTO DOS RESIDUOS DO
ABACAXI (ANANAS COMOSUS) NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS
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deyonara09@gmail.com
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Palavras-chave: Cascas; Frutas Brasileiras; Patentes; Sustentabilidade;
Subprodutos.

1 INTRODUCAO

Dentre os paises tropicais, o Brasil se enquadra como o maior produtor de
abacaxi (Ananas Comosus), cultivando o fruto em grande parte do territorio brasileiro
(CRESTANI et. Al.,2010). Porém, durante o processamento do abacaxi € gerando de
25% a 60% de residuo (POLANIA et al., 2022). O desperdicio de alimentos se tornou
pauta inquestionavel dentre as inddstrias alimenticias, visto que, segundo a Food And
Agriculture Organization (2021), os paises industrializados desperdicaram cerca de
931 milh&es de toneladas de alimentos em 2019.

Todavia, a qualidade nutricional dessa fruta, incluindo a casca, € evidente
possuindo propriedades funcionais e biolégicas, como capacidade antioxidante,
atividade antimicrobiana, anti-inflamatéria e potencial prebiético, constituindo uma
excelente fonte de polifendis e de fibra alimentar (CAMPOS et al., 2020a, 2020b;
GOMEZ-GARCIA et al., 2022; POLANIA et al., 2022; SANTOS et al., 2021).

Além dos beneficios nutricionais e funcionais, ha um ganho econémico na
industria alimenticia relacionado ao valor agregado do abacaxi. Este trabalho
apresenta uma prospeccdo tecnologica acerca da utilizacdo de subprodutos do
abacaxi, para o desenvolvimento de produtos alimenticios com alto valor nutricional.

2 METODOLOGIA

Foi realiado um estudo prospectivo tecnélogico na base dados Espacenet, no
periodo de 22 a 26 de setembro de 2022, sobre o aproveitamento integral do abacaxi,
com énfase na casca, para o desenvolvimento de produtos alimenticios.

A estratégia de pesquisa utilizada incluiu os termos: ((("ANANAS COMOSUS"
OR pineappl*) AND (Residue OR Shell OR waste OR bran OR peel OR Flour OR
Powder)) AND (ipc = A21D2 AND ipc = A21D13 AND ipc = A21D2/36)) NOT (beauty
prox/distance<3 health). Realizou-se a busca no titulo e em todos os campos do texto,
resultando em 49 patentes.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dessas 49 patentes, 90% eram de origem chinesa, 4% francesa, 4% felipina e
2% japonesa. Patentes brasileiras ndo foram observadas. Analisando os codigos da
Classificacao Internacional de Patentes (IPC) associados aos documentos, tem-se:
A21 (cozimento; massas comestiveis), A23 (alimentos ou géneros; tratamento do
mesmo, ndo coberto por outras classes), C12 (bioquimica; cerveja; fermentados;
vinho; vinagre; microbiologia; enzimologia; mutacdo ou engenharia genética), com
representatividade de 90%, 7%, 3%, respectivamente.

A partir de 2014, cresceu significativamente o numero de publicacbes de
patentes de produtos do abacaxi (Figura 1). Observou-se que 0s principais produtos
elaborados séo bolos (29%), bicoito (22%) e pao (14%) (Figura 2).

Figura 1 - Relacdo da quantidade de patentes publicadas por ano.
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Fonte: Os autores (2022).
Figura 2 - Principais produtos desenvolvidos.
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Fonte: Os autores (2022).

Entretanto, das patentes, 90% abordavam métodos e processos para O
desenvolvimento de produtos a partir da polpa do abacaxi. Inferi-se que existe um
grande potencial de crescimento na pesquisa e desenvolvimento de produtos
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alimenticios da casca do abacaxi, ja que, das 49 patentes, apenas 10% aborda o
aproveitamento desses residuos. S&o elas: CN101473859A - Método de producao de
biscoitos de fibra alimentar de farelo de abacaxi, CN105475427A - Torta de ovo sabor
ananas e método de producdo, CN105410129A - Fibra dietética de residuo de abacaxi
e biscoito konjac para saude e seu método de preparacdo, CN113057196A - Pao de
ananas de cereais grosseiros, CN105360234A - Biscoito saudavel feito de fibra
dietética de abacaxi e konjac e método de preparacdo. Para as patentes de biscoitos
que somam 60%, evidencia-se 0 monopolio tecnoldgico da China.

Diversos produtos poderiam ser enriquecidos com os residuos do abacaxi,
como as farinhas em decorréncia da sua praticidade e versatilidade (CAMPOS et al.,
2020b). Porém, um dos desafios da industria de alimentos na insercdo da casca como
ingrediente alimenticio esté relacionado ao risco microbiol6gico, dada a necessidade
e a complexidade de higienizacdo em comparacdo com as outras partes do abacaxi,
como a polpa e o miolo (SANTOS et al., 2021).

4 CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que existe um vasto campo para pesquisa e desenvolvimento de
alimentos a partir dos residuos do abacaxi, que séo ricos em fibras alimentares e
compostos bioativos, em particular a casca, principal residuo gerado no
processamento.
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Palavras-chave: Fungos endofiticos; Manguezal; Virucida e antiviral, Neofusicoccum
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1 INTRODUCAO

Ao longo da evolucdo dos seres relacdes se estabeleceram entre os seres.
Dentre estas, algumas se desenvolveram como benéficas e outras patogénicas. A
descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928 trouxe o inicio da aplicagéo
de compostos com atividade de inibicdo bacteriana em nossa sociedade. Os fungos
por sua vez sao microrganismos com capacidade de produzir variados biocompostos,
dada a sua variacdo genética (BERDY, 2012; BACON; HINTON, 2014). Os fungos
habitam diversos habitats e se relacionam de variadas formas com outros seres.
Fungos endofiticos sao definidos por apresentarem capacidade de hospedar tecidos
vegetais sem causar sintomas, produzindo metabdlitos secundarios utilizados de
forma benéfica pelos vegetais (RODRIGUEZ et al., 2009). A llha de Florian6polis
apresenta diversos habitats, sendo o0 manguezal um nicho singular. O manguezal
apresenta desafios para as espécies vegetais, dada sua alta salinidade, baixa
quantidade de oxigénio dissolvido e competicdo entre patégenos (RAJAMANI et al.,
2018). A busca por biocompostos se da contra diversos patégenos, em especial 0s
virus. Os virus sao particulas que dependem de células para sua replicacdo, podendo
contaminar ambientes. Virus ndo envelopados apresentam maior resisténcia aos
fatores ambientais, como variacdo de temperatura, pH e radiacéo ultravioleta. Sua
resisténcia estd associada as suas estruturas, apresentando suas proteinas
receptoras celulares ancoradas ao capsideo proteico (CARTER, 2005). Se tornando
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entdo necessario a busca por novas moléculas e compostos com atividade de inibi¢cao
de virus no ambiente.

2 MATERIAL E METODOS

Para o processo de isolamento foi realizada coleta de amostras vegetais no
manguezal do Itacorubi nas coordenadas 27°35'16.1"S e 48°30’°31.2"W. Foram
obtidas culturas axénicas a partir de fungos isolados de tecidos internos da regido da
folha da espécie Avecinnia schaueriana. O fungo caracterizado como Neofusicoccum
parvum teve suas caracteristicas micro, macromorfolégicas e molecular analisadas
para se chegar ao nivel de espécie. O fungo N. parvum foi submetido a uma
fermentacdo em estado solido utilizando 90g de arroz organico e 90mL de agua
destilada previamente autoclavados e mantidos por 14 e 21 dias de fermentacéo.
Apébs o periodo estipulado foi realizada a maceragdo quimica utilizando CHsOH e
CH2Cl2 e obtido o extrato bruto apds filtracdo e rotaevaporacdo. O extrato total de 21
dias obtido foi analisado quanto a sua citotoxicidade em células de linhagem VERO,
L929 e A549 e ensaios virucida e antiviral usando os modelos virais Murine hepatitis
viruses (MHV-3) e Adenovirus humano (HAdV-2).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os ensaios de citotoxicidade estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Citotoxicidade
Linhagem celular Concentracéo de

CCso
VERO >500 ug/mL
L929 >500 ug/mL
A549 >500 ug/mL

Os resultados dos ensaios virucida e antiviral foram delimitados a partir das
concentracdes avaliadas no ensaio de citotoxicidade.
A Tabela 2 apresenta os dados obtidos dos ensaios virucida e antiviral em
reducéo de logs.
Tabela 2 — Virucida

Modelo viral Concentracao do Reducéao de
extrato total particulas virais
MHV-3 250 ug/mL N.d
HAdV-2 250 ug/mL N.d

N.d — ndo detectado
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Tabela 3 — Antiviral

Modelo viral Concentracao do Reducéao de
extrato particulas virais
MHV-3 500 ug/mL N.d
HAdV-2 500 ug/mL N.d

N.d — ndo detectado

O resultado de citotoxicidade indica o valor que devera ser toxico para 50%
das células, sendo este acima da maior concentracdo testada, indicando a
possibilidade de uso em variadas concentragfes do extrato total. O ensaio virucida e
antiviral realizados nas concentracdes apresentadas ndo demonstraram inibicdo das
glicoproteinas virais (ensaio virucida) e tdo pouco do processo de replicacao viral dos
virus em suas células hospedeiras.

4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

Conclui-se, portanto, que o fungo Neofusicoccum parvum ao ser submetido a
fermentacdo em estado sélido por 21 dias em arroz organico néo produziu compostos
com atividade de inibicdo de modelos virais envelopados e ndo envelopados utilizado
no ensaio.
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1 INTRODUCAO

O Fenproporex (FEN) foi o segundo anorexigeno a base de anfetamina (AMPH)
mais utilizado no mundo para o tratamento da obesidade (Cohen, 2009). Ainda que
tenha sido desenvolvido com o intuito de fornecer supressao do apetite sem efeitos
estimulantes, estudos clinicos demonstram que o uso de FEN, especialmente em
mulheres, pode produzir ansiedade, palpitacfes, insdnia e abuso (Cohen, 2009).

De fato, estudos experimentais tém demonstrado que a administracdo de FEN
em ratos promove elevada concentragdo de AMPH encefalica ap6s 5min, cujo pico é
alcancado ap6s 15min (Coutts et al., 1986). Além disso, comportamentos do tipo
estimulante, como o aumento da locomocao e estereotipia (Rezin et al., 2014), e o
completo bloqueio da ingestdo de alimentos foram observados com maior
sensibilidade em fémeas (Mattei & Carlini, 1996). Dessa forma, sabendo-se que a
farmacogenética do FEN néo é totalmente compreendida, faz-se necessario estudos
adicionais que avaliem a resposta ao uso do FEN em distintas variantes genéticas.

Em ratos, especialmente fémeas, o cromossomo 4 (Chr4) demonstra efeito
pleiotropico ao uso de etanol (Anjos et al., 2022), sensibilizacdo a cocaina
(Vendrusculo et al., 2009) e transtornos psiquiatricos (de Medeiros et al., 2014). Em
nosso laboratério foi desenvolvida uma linhagem congénica denominada SLA16, a
qual possui o locus génico Anxrrl6 do Chr4 de ratos Lewis dentro do “background”
genético de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (de Medeiros et al., 2014).

Como essas linhagens isogénicas de ratos sdo submetidas aos mesmos efeitos
ambientais, esses modelos genéticos Unicos de ratos permitem avaliar a influéncia da
regido gendémica Anxrrl6, no Chr4, sobre o comportamento apds a administracdo de
farmacos. Assim, o presente estudo avaliou no teste de campo aberto (CA) a atividade
locomotora espontanea, as reacdes estereotipicas, 0 comportamento tipo ansiedade
e as funcbes autondmicas de fémeas das linhagens SLA16 e SHR apo0s a
administracdo aguda de FEN.
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2 MATERIAL E METODOS

Ratas fémeas das linhagens SHR e SLA16 receberam aos 61 dias de idade
uma injecdo de FEN (4mg/kg, IP) ou veiculo (VEH; 0,9%NacCl, IP). Ap6s 15min da
administracdo os animais foram submetidos ao CA para investigacédo da locomocéo,
estereotipias, ansiedade e funcées autonémicas (lzidio et al., 2005). O projeto possui
0 CEUA-UFSC n°9500240920. Para as analises estatisticas (ANOVA de duas vias /
Teste de Duncan) usou-se o software Statistica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A administracadto de FEN aumentou o tempo de centro
(F(1,34)=7,12;p<0,05;1D) e diminuiu o tempo de periferia (F(1,34)=7,12;p<0,05),
“sniffing” (F(1,34)=8,20;p<0,05;1E) e “grooming” (F(1,34)=46,11;p<0,05;1F).
Nenhuma diferenca de tratamento foi verificada quanto a distancia total e central
percorrida. O FEN diminuiu a frequéncia de “grooming” (F(1,33)=94,88; p<0,05).

Figura 1 — Campo aberto apds administracdo aguda de Fenproporex

A, B ., w. L VEH (veiculo)
2 z = Il FEN (fenproporex)
E 45+ 2 14 2 354

S [
i g : ?
B 401 < 12- 2 30-
; s
& 354 2 104 8 25
5L m
(=) L
o
30 8 20 , .
SLA16 SLA16 SHR SLA16

__ 897 [#vEn<FeN ] B 701 ["# VEH > FEN g% [#ven>ren
o o o
3 701 @ 150- * 2 241
e 2 3
= s 3
8 604 £ 130 o 16
S uw S
& 50 2 1104 £ 8
2 £ == g

40 ? 90 . . 3 ol

SLA16 SHR SLA16 SHR SLA16
Fonte: O(s) autor(es).

Em relagdo as linhagens, os ratos SHR percorreram maior distancia total do
que os SLA16 (F(1,34)=4,80; p<0,05;1A), possivelmente devido ao efeito de aplicacdo
do veiculo, uma vez que no grupo controle sem veiculo houve maior distancia
percorrida pelos SLA16 (dados ndo mostrados). O comportamento de “sniffing” foi
maior na linhagem SLA16 do que na SHR (F(1,32)=32,84;p<0,05;1E). Interagfes
foram observadas, sendo: o nimero de entradas centrais maior no grupo VEH.SLA16
(F(1,33)=8,07;p<0,05;1C), a quantidade de movimentos verticais foi maior no grupo
FEN.SLA16 (F(1,34)=1,38;p<0,05), a area periférica percorrida foi menor no grupo
FEN.SLA16 (F(1,32)=4,45;p<0,05) e o comportamento de “climbing” foi maior no
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grupo FEN.SLA16 (F(1,33)=7,72;p<0,05). Esses resultados fornecem evidéncias de
um efeito farmacogenético, pois as linhagens diferem quanto a sensibilidade ao FEN.
N&o houve diferencas quanto a defecacdo entre 0s grupos experimentais.

Apesar do FEN ter aumentado o tempo central e diminuido o tempo periférico
no CA, houve aumento do numero de entradas ao centro e nenhuma modificagcdo em
relacdo a distancia central percorrida e a defecacdo. Dessa forma, podemos estimar
que a administracdo de FEN de forma aguda n&o modificou os comportamentos do
tipo ansiedade uma vez que tomados em conjunto os dados ndo apresentam
confluéncia de resultados. Quanto aos comportamentos estereotipados, 4mg/Kg de
FEN atuou como um potente estimulante, uma vez que de maneira similar Antoniou e
colaboradores (1998) observaram que doses elevadas de AMPH reduzem a
frequéncia e duragao do “grooming” enquanto doses baixas aumentam 0s mesmos.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho revelou diferente sensibilidade entre as linhagens SLA16
e SHR ap6s a administracdo de uma Unica injecao intraperitoneal de fenproporex,
demonstrando a influéncia de uma regido do cromossomo 4 na resposta
comportamental de fémeas frente aos efeitos desse anorexigeno do tipo-anfetamina.
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1 INTRODUCAO

Os agrotdxicos sdao compostos amplamente utilizados na agricultura. Desde
2008 o Brasil é considerado o maior consumidor de agrotoxicos do mundo. Somente
em 2020, foram comercializadas 685.745,68 toneladas desses compostos no pais,
sendo 0 Mancozeb, o terceiro mais utilizado (1). O Mancozeb (MZ) € um fungicida
pertencente a subclasse dos Etilenobisditiocarbamatos (EBDCs). Estruturalmente se
assemelha ao Maneb e ao Zineb, tendo a presenca de dois metais em sua estrutura
quimica: Manganés (Mn) e Zinco (2). O Mn, apesar de ser um metal importante para
0s sistemas bioldgicos, pode se acumular no tecido cerebral e causar manganismo,
uma condi¢do semelhante & Doencga de Parkinson (DP) idiopatica (3). A DP € uma
doenca neurodegenerativa caracterizada pela perda progressiva de neurbnios
dopaminérgicos na substancia negra compacta e comprometimento da fungdo motora
(4). Estudos anteriores em modelo in vitro e in vivo, demonstram toxicidade
dopaminérgica ap0s exposicdo ao MZ e outros EBDCs (5-7). Entretanto, a
neurotoxicidade deste agrotoxico e seu possivel envolvimento com o desenvolvimento
da DP foi pouco explorado até o presente momento. Tendo em vista isso, 0 objetivo
deste estudo € avaliar a toxicidade do fungicida MZ em células de neuroblastoma
humano, SH-SY5Y, as quais possuem caracteristicas de neurénios dopaminérgicos e
sdo consideradas um bom modelo para estudar a DP.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) cultivadas em
meio DMEM-F12, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina,
0,28 pg/uL de gentamicina e 250 uyg de anfotericina B e mantidas a 37°C em uma
atmosfera contendo 5% de CO2. O MZ, adquirido da Sigma-Aldrich, foi dissolvido no
veiculo dimetilsulféxido (DMSO) em uma concentracdo que ndo excedeu 0,05%. As
células foram expostas ao veiculo ou ao MZ nas concentragdes de 1, 3, 6, 10, 15, 20
e 30 uM durante 24 horas. Em experimentos paralelos, as células foram expostas a 6
e 20 uM de MZ durante 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Em seguida, foi realizado o ensaio
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de reducédo do MTT para avaliacédo da viabilidade celular e 0 ensaio de incorporagao
do iodeto de propidio (IP) para avaliacdo da morte celular. As analises estatisticas
foram feitas no programa Graphpad Prism 8.4.3 (Dotmatics 2022). Diferengas entre
os grupos foram avaliadas através de ANOVA de uma via, seguido do teste de post
hoc de Dunnett. Os dados foram representados como média + erro padrdo da média
e as diferencas foram consideradas significativas para p < 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apés a realizacdo dos experimentos foram observadas reducdes significativas
na viabilidade celular, ap6s 24h de exposi¢do ao MZ, nas concentracdes de 6, 10, 15,
20 e 30 pM (Fig. 1A). Além disso, a exposicédo a 15, 20 e 30 uM de MZ causou um
aumento significativo na incorporagao do IP, indicando morte celular (Fig. 1B).

Figura 1. Citotoxicidade do fungicida MZ em células SH-SY5Y
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As células foram expostas ao MZ (1- 30 uM) durante 24 horas. A viabilidade celular foi avaliada pela redugéo do
MTT e expressa pela porcentagem do controle (células néo tratadas, 100%) (A). A incorporacao do IP foi expressa
pela percentagem do controle positivo de morte (células tratadas com triton, 100%) (B). Cada barra representa a
média + EPM de 3 — 4 experimentos independentes. *p < 0,05 e ****p < 0,0001 indicam diferenga quando

comparados ao grupo controle (células nao tratadas), através de ANOVA de uma via seguido pelo teste de post
hoc de Dunnett.

Em seguida, a toxicidade temporal do fungicida foi analisada. As células foram
expostas as concentracdes de 6 e 20 uM do MZ e os ensaios de viabilidade e morte
celular foram realizados apoés 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas. O MZ, na concentracao de 6
UM, causou uma diminuicdo significativa na viabilidade celular ap6s 48 horas de
exposicdo (Fig. 2A), sem induzir morte celular (Fig. 2B). Ja a concentracédo de 20 uM
do fungicida reduziu significativamente a viabilidade celular apés 1 hora de exposicéo
(Fig. 2C). Além disso, a exposi¢do ao MZ 20 uM induziu um aumento na incorporacao
do IP em 3 horas (Fig. 2D).
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Figura 2. Citotoxicidade temporal do MZ em células SH-SY5Y
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As células foram expostas ao MZ nas concentracdes de 6 uM (A e B) e 20 uM (C e D) durante 1, 3, 6, 12, 24 e 48
horas. A viabilidade celular foi avaliada pela redugcdo do MTT e expressa pela porcentagem do controle (células
ndo tratadas, 100%) (A e C). A incorporagdo do IP foi expressa pela porcentagem do controle positivo de morte
(células tratadas com triton, 100%) (B e D). Cada barra representa a média + EPM de 3 — 8 experimentos
independentes. **p < 0,01, ***p 0,001 e ****p < 0,0001 indicam diferenga quando comparados ao grupo controle,
através de ANOVA de uma via seguido pelo teste de post hoc de Dunnett.

4 CONSIDERAQ@ES FINAIS

Os resultados obtidos até o momento, demonstram que o MZ causa toxicidade
nas células SH-SY5Y em baixas concentracdes. Porém, mais experimentos Sao
necessarios para avaliar seu mecanismo de neurotoxicidade, bem como o potencial
envolvimento do MZ no desenvolvimento da DP.
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PROSPECCAO DE CELULASES E XILANASES EM LEVEDURAS ISOLADAS
DO INTESTINO DE LAGARTAS Spodoptera frugiperda

TADIOTO, Viviani; GIEHL, Anderson;
TRAMONTIN, Marco A; BERNARDI, Oderlei.

ALVES, Sérgio Luiz Jr.
vivitadioto@ gmail.com

Palavras-chave: Carboximetilcelulose; xilana; enzimas; xilanase; celulase.

1 INTRODUCAO

Em decorréncia da massiva utilizacdo dos automoveis movidos a combustiveis
fésseis, os passivos ambientais gerados de forma crescente tém preocupado a
sociedade. O Brasil tem uma posicdo de destaque na producdo de etanol de
primeira geracdo (1G) pelo processo de fermentacdo, visto que boa parte dessa
tecnologia é determinada pela levedura aplicada no processo fermentativo, da
espécie Saccharomyces Cerevisiae. Essa ampla producéo de etanol 1G deixa como
subproduto residual de sua fermentacdo o bagaco lignocelulésico, que pode ser
reaproveitado para um aumento da producgao de etanol existente. Dentre as enzimas
necessérias e reponsaveis pelo processo de degradacao do bagaco lignoceluldsico
para conversao em etanol, através da acdo hidrolitica, estdo as enzimas celulases e
as xilanases que cepas industriais de S. Cerevisiae ndo possuem.

Um dos maiores gargalos da producédo de etanol 2G é o custo elevado dessas
enzimas utilizadas na degradacédo da celulose e da hemicelulose nesse processo, o
que torna a produgdo pouco acessivel para as usinas sucroalcooleiras (ADITIYA, et
al., 2016; MUPONDWA, et al., 2017). Com isso, este estudo se prop0s a identificar e
caracterizar enzimas hidroliticas expressas por linhagens de leveduras isoladas do
intestino da lagarta da espécie Spodoptera frugiperda em sua fase larval; visto que
esta apresenta condi¢cOes de degradacéao lignocelulésica em seu intestino.
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2 METODOLOGIA

As linhagens de leveduras utilizadas neste trabalho foram isoladas a partir do
intestino de lagartas Sp. frugiperda que foram cedidas pelo Grupo de Pesquisa em
Resisténcia de Insetos (G-PRI) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). As
lagartas foram criadas em condi¢cdes ambientais 6timas, alimentadas com folhas de
milho e subsequentemente, submetidas ao processo de dissecacdo. Foi realizado o
esgotamento em placas de Petri contendo meios sintéticos e as leveduras foram
isoladas pela morfologia da colbnia.

Para a atividade celulase, as leveduras foram submetidas a crescimento
celular durante 5 dias em meios sélidos contendo carboximetilcelulose (CMC) a
30°C. Ao fim deste periodo, o corante vermelho de Congo foi adicionado as placas
para deteccdo da atividade celulolitica através da manifestacdo de halos sem
coloracao na superficie do meio.

J4 a atividade xilanase foi avaliada em microplacas de 96 pocos. Os
sobrenadantes das células previamente crescidas em xilana foram adicionados a
microplacas contendo 1% deste polissacarideo como substrato da reacdo. Ap6s 1 h
a 50°C, o reagente DNS foi utilizado para a deteccdo de acUcares redutores
formados com a hidrdlise da xilana. Uma unidade de atividade enzimética (U) foi
definida como a quantidade de enzima requerida para liberar 1 pmol de acucar
redutor por minuto nas condi¢cdes do ensaio.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento de leveduras utilizadas

Foram isoladas 46 linhagens de leveduras do intestino da lagarta Sp.
frugiperda alimentadas com folhas de milho. Essas cepas entdo como parte da
colecdo do Grupo de Pesquisa em Processos Enziméticos e Microbioldgicos da
UFFS, receberam um cddigo de identificacdo com o prefixo CHAP seguido de um
namero que acompanha a ordem da colecéo.

Triagem de leveduras celuloliticas com vermelho de congo

As cepas foram submetidas a verificagcdo da capacidade celulolitica a 30°C em
meios solidos contendo a carboximetilcelulose (CMC). Essa etapa mostrou que 30
das quarenta e seis linhagens analisadas possuem capacidades distintas de
degradacédo da celulose, o que se observa pelo diametro dos halos formados apos a
adicdo do vermelho de Congo. A atividade celulase foi analisada com base no
tamanho que o halo de degradac&o apresentou; elevadas atividades celuloliticas sé&o
associadas proporcionalmente com os maiores halos (CARVALHO, et al., 2021).
As linhagens que se destacaram com as maiores medidas de halos foram a CHAP-
201, que apresentou o maior didmetro de halo (2,7 cm); a CHAP-184, com halo de
2,3 cm de diametro; seguida das cepas CHAP-194 e CHAP-204, com 2,2 cm; CHAP-
189, 2,1 cm; e, CHAP-181, 2,0 cm. Além dessas, as cepas CHAP-158, CHAP-160,
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CHAP-168, CHAP-171, CHAP-176, CHAP-200 e CHAP-206 também
apresentaram halos maiores que a média, com diametros variando de 1,7 a 1,95 cm.

Triagem de leveduras xilanoliticas em microplacas

Das 46 cepas testadas, apenas quatro apresentaram atividade xilanase:
CHAP-156, CHAP- 157, CHAP-158 e CHAP-159. A linhagem CHAP-158 se
destacou, apresentando atividade trés a seis vezes superior em relacdo as outras
trés linhagens. As cepas CHAP-156, CHAP-157 e CHAP-159, por sua vez,
apresentaram, respectivamente, atividade xilanase de 0,03 U mL-1, 0,05 U mL-1 e
0,06 U mL-1 e halos de 1,0cm, 0,7 cm e 1,2 cm.

4 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria das leveduras isoladas do intestino de larvas de Sp. frugiperda
apresentou capacidade de producdo da enzima celulase; das 46 linhagens testadas,
15 apresentaram halos de grandes diametros. Por outro lado, apenas quatro das 46
cepas apresentaram atividade xilanase, dentre as quais se destacou a CHAP-158 com
elevada atividade quando comparada as outras trés leveduras xilanoliticas. A CHAP-
158 também apresentou a maior atividade celulolitica, demonstrando expressivo
potencial de aplicacdo desta levedura em biorrefinarias que empreguem residuos
lignocelulésicos como matéria-prima. Nossos dados demonstram também o potencial
biotecnolégico da prospeccdo de leveduras na microbiota intestinal de insetos
berbivoros.
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