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1. INTRODUCAO

Fundamentada no tripé ensino-pesquisa-extensdo, a formacao
académica além de agregar conhecimento cientifico e tecnolégico preparando
futuros profissionais, também participa da popularizacdo da ciéncia e da
tecnologia na sociedade. A relevancia da extensédo na promocéao da interacao e
troca de saberes com a comunidade é reforcada por Paula (2013). Contudo,
para popularizar conhecimento cientificamente embasado em areas em
constante inovacdo, a academia deve também desmistificar temas pouco
conhecidos e algumas vezes equivocadamente interpretados. "Atuar fora dos
muros da universidade é desafiador jA& que a populacdo desconhece a
biotecnologia, as denominacdes técnicas e as bases cientificas de inUmeros
processos cotidianos, exigindo uma adequacdo do discurso para cada novo
publico" (Dode ; Chaves, 2020; p. 835-836).

Ainda que a extensdo universitaria tenha surgido com objetivo de
proporcionar educacdo continuada, a atividade extensionista vem ampliando
significativamente sua atuacdo a medida que possibilita que as universidades
assumam de forma abrangente seu compromisso social (RODRIGUES, et al.,
2013). Atividades extensionistas de popularizacdo da ciéncia e tecnologia que
reforcam o compromisso pelo desenvolvimento sustentavel proporcionam
espacos capazes estimular vivéncias significativas e promover a reflexao
critica sobre a necessidade de mudancas locais e globais. Contudo, durante o
distanciamento social imposto pela pandemia de Covid 19 a manutencdo da
necessaria interacdo com a comunidade constituiu um grande desafio da
extensdo (SATO, 2021).

Biotecnologia Invade a Escola e Mural G Biotec em Tempos de
Distanciamento Social contempla uma proposta que engloba a releitura de
diferentes projetos de extensédo: Biotecnologia Invade a Escola, Mural G Biotec
e Desafio Mural G Biotec (DODE ;CHAVES, 2020) adaptando a necessaria
discusséo sobre a sustentabilidade a nova realidade. Estratégias combinadas de
ensino e extensdo e atividades remotas geraram diferentes acdes para
divulgacédo dos Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ONU, 2020). Para
promover de forma mutuamente articulada a percepcdo da urgéncia de acdes
e atitudes em prol do desenvolvimento sustentavel durante o periodo de


mailto:dudadode@hotmail.com
mailto:-kethlin04@hotmail.com
mailto:yagopires022@gmail.com
mailto:Pelotas-%2C%3Dlucianabicca@gmail.com

X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

~Eaa A
- CA

5,

SUSTENTABILIDADE NA
rRA40

distanciamento social também exigiu novas dindmicas, contribuindo para
aquisicdo de habilidades e competéncias baseadas nas tecnologias da
informacgé&o e comunicacéao e fortemente ancoradas nas redes sociais. O objetivo
deste trabalho é relatar o VII Desafio Mural G Biotec uma acdo do projeto
Biotecnologia Invade a Escola e Mural G Biotec em Tempos de Distanciamento
Social e seus resultados.

o
-
2
=
-2

2. METODOLOGIA

O Projeto Biotecnologia Invade a Escola a Mural G Biotec em Tempos de
Distanciamento Social contempla acbes de extensdo propriamente ditas e
eventos com prazo de execucao esta compreendido entre agosto de 2021 e abril
de 2023. A fim contribuir para a popularizacédo da ciéncia e tecnologia durante
o periodo de isolamento social, atividades foram propostas utilizando-se redes
sociais on line e ambientes virtuais da UFPEL, combinando diferentes
ferramentas digitais e estratégias de comunicacao.

O VIl Desafio Mural G Biotec foi um evento aberto a instituices de ensino
superior, escolas e empresas. Através de edital foram estabelecidas as regras
para participacdo no certame que em 2021 contemplou as modalidades de
postagens para divulgacdo nas redes sociais e também videos curtos que
deveriam atender a tematica "Sustentabilidade: os desafios da ciéncia e da
tecnologia no pds pandemia”.

O evento teve o cronograma divulgado no perfii @MURAL.G.BIOTEC
(Instagram) e na fa page MURALGBIOTEC (Facebook) com amplo
compartilhamento e visibilidade nas midias sociais. Os trabalhos inscritos foram
avaliados quanto a adequacdo ao tema, forma de abordagem, tempo de
apresentacao, criatividade e impacto, sendo selecionados trabalhos destaque
em cada modalidade. A divulgacéo dos trabalhos dos resultados aconteceu dia
09/11/2021, no VI Espaco Ciéncia, durante o IX Simpdsio de Biotecnologia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O VII Desafio recebeu propostas de diferentes areas de conhecimento,
reunindo interessante material sobre sustentabilidade e sua importancia no pos
pandemia. Os videos "Tecnologia e automacdo ligada a agricultura" e
"Agricultura sustentavel: do quintal de casa para 0 mundo" e os posts" Plantas
inseticidas"; "Compostagem e minhocultura” e "Erradicacdo da fome e
agricultura sustentavel" trouxeram importantes reflexdes sobre a importancia da
sustentabilidade na agricultura enquanto os posts "Cosmetologia Natural e Clean
Beauty", "Sustentabilidade na area de medicina veterinaria " e "Pensando nos
ODS, oportunidade de mudanca de comportamento” trouxeram a tona
abordagens mais especificas a respeito da producdo e do consumo sustentavel
em diferentes areas. A articulacdo entre os colaboradores, organizadores e a
comunidade participante ocorreu eficientemente de forma remota, sincrona ou
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assincrona, reforcando que a extensdo pode ocorrer integrando distintas
estratégias.

4. CONCLUSOES

A reflexdo critica sobre o papel da ciéncia e da tecnologia no
desenvolvimento sustentavel no periodo pdés pandemia € uma das
necessidades geradas ao longo processo iniciado com 0 ensino remoto
emergencial. O VIl Desafio como agao do projeto unificado Biotecnologia Invade
a Escola e Mural G biotec em Tempos de Distanciamento Social cumpriu seu
papel na popularizacdo da ciéncia com a producédo e divulgacdo dos materiais
produzidos.
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1. INTRODUCAO

O morango € um pseudofruto resultante do desenvolvimento do
receptaculo floral e que apresenta um alto teor de compostos antioxidantes
benéficos a saude humana, como o acido ascorbico (vitamina C) e as
antocianinas, pigmentos sollveis responsaveis por sua coloracdo avermelhada
nos estadios mais avancados da maturacao (WEI et al., 2016). O processo de
maturacdo do morango € caracterizado por uma seérie de alteracdes
fisioloégicas, como degradacdo da parede celular e clorofila e aumento nos
teores de antocianinas e sacarose (JIA et al. 2011).

Essas modificacbes acontecem durante o amadurecimento e sao
coordenadas por diferentes proteinas capazes de se ligar ao DNA. As TCPs
sdo uma familia de fatores de transcricdo caracterizada pela presenca de uma
regido conservada bHLH (basic helix-loop-helix) responsavel por sua ligacdo ao
segmento de DNA e dominios proteicos como 2Fe-2S ferredoxin, tiolase, EGF
e VWFC (Fator Von Willebrand de tipo C) (DANISMAN, 2012). Tais proteinas,
estdo presentes apenas em plantas vasculares e suas isoformas apresentam
diferentes funcbes. Em Fragaria x vesca por exemplo, a FVTCP9 regula a
biossintese de acido abscisico (ABA) um importante horménio vegetal capaz
de promover a maturacdo dos frutos, visto que, o silenciamento génico da
enzima chave da biossintese de ABA acarreta em frutos sem a coloracdo
avermelhada caracteristica dos frutos maduros (XIE et al., 2019).

Dessa forma, identificar as caracteristicas dos membros dessa familia
protéica se mostra importante pois o mecanismo de maturacédo dos frutos nao-
climatéricos € um processo fisioldgico complexo que envolve a atuacdo de
diferentes fatores de transcricdo capazes de ativar ou inibir rotas bioquimicas
do desenvolvimento e senescéncia do fruto. As analises realizadas sao
pertinentes para nortear proximas etapas na busca pela funcdo de cada
membro dessa familia. Sendo assim, o presente estudo busca categorizar e
comparar as TCPs do organismo Fragaria x ananassa.
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2. METODOLOGIA

As sequéncias génicas correspondentes as diferentes isoformas de
FaTCP foram baixadas do banco de dados de FTs vegetais Plant TFDC
(http://planttfdb.gaolab.org/) e reunidas em um arquivo FASTA para realizar as
andlises descritas a seguir.

As informacfes de ponto isoelétrico e peso molecular referentes a cada
membro da familia FaTCP foi realizada utilizando a ferramenta Computepl/Mw
da plataforma ExPASy (https://web.expasy.org/compute_pi/). Além disso, foi
realizado a predicdo de localizacdo subcelular, na qual as sequéncias de
aminoacidos foram submetidas ao preditor de localizagcdo para eucariotos
DeepLoc (http://www.cbs.dtu.dk/services/DeepLoc/).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca de FaTCPs em morango (Fragaria X ananassa) resultou em
quinze sequéncias putativas de FTs “Plant TFDB”. As sequéncias obtidas e
verificadas foram submetidas as analises descritas na metodologia. Sendo
FaTCP12 (57534,4 Da) a com maior peso molecular e FaTCP13 (10699,9 Da)
a com menor peso molecular, enquanto o ponto isoelétrico variou de 4,7918
(FaTCP3) a 11,2265 (FaTCP2) (Tabela 1).

Os valores de peso molecular, ponto isoelétrico e quantidade de
aminoacidos das isoformas de FaTCP sdo semelhantes aos identificados em
TCPs de espécies como Malus domestica (Macd), Vitis vinifera (Uva),
Gossypium hirsutum (Algodao) e F. vesca (morango selvagem) (JIU et al.,
2019; Ll et al., 2017; XU et al., 2014). Entretanto, podemos observar no banco
de FTs PlantTFDB (http://planttfdb.gao-lab.org/) que a quantidade de
integrantes dessa familia de FTs pode variar significativamente. A espécie que
mais possui TCPs de acordo com o banco € a Nicotiana tabacum (tabaco) com
96 isoformas, enquanto a espécie Saccharum officinarum (cana-de-acucar)
conta com apenas duas isoformas. E importante salientar que, outras cépias de
TCP poderéo ser identificadas em bancos de mRNAseq obtidos a partir de
plantas de morango submetidas a diferentes condicdes, visto que o Plant TFDB
realiza a predicdo a partir do genoma da planta, sem considerar a possibilidade
de variantes provenientes de splicing alternativo. Além disso, deve-se
considerar a possibilidade de existéncia de outras copias em genotipos de F.
ananassa como consequéncia de mutacdes aleatdrias.

As 15 isoformas da familia das FaTCP possuem localizacdo nuclear
(Tabela 1) indicando um padrédo tipico de FTs, visto que estes regulam a
transcricdo de genes alvos através da ligagdo a cis elementos especificos em
seus promotores e essa ligacdo, por sua vez, ocorre no nacleo. No entanto, a
predicdo realizada pelo preditor DeepLoc apontou a possibilidade de
localizacdo citoplasmatica da proteina FaTCP3, este FT foi relacionado a
biossintese de flavondides em Arabidopsis thaliana. Através de um ensaio
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Y2H, foi demonstrado que a AtTCP3 pode formar um complexo com proteinas
R2R3-MYB que ativa 0s genes necessarios para a biossintese de flavonéides
(LI; ZACHGO, 2013).

Tabela 1 — Caracteristicas das isoformas da familia FaTCP.

Gene CcDsS PM pl aa Localizagao Probabilidade
(nt) Celular
FaTCP1 289 10882,1 10,7452 96 Nticleo 0,9666
FaTCP2 361 13?2a4,8 11,2265 120 Nucleo 0,9971
- Nticleo 0,5391
FaTCP3 332 11796,1 47918 109  Citoplasma 0,4063
FaTCP4 954 33(?3?7,2 79127 317 Nucleo 0,9962
FaTCP5 663 24(?9&'2,6 84067 220 Nticleo 0,9898
FaTCP6 1050 394?1a1 3 10,7765 349 Nucleo 0,9386
FaTCP7 1344 50:?2a7,7 6,8793 447 Ncleo 0,9996
FaTCP8 783 28(?;6,9 9,0438 260 Nticleo 0,9993
FaTCP9 1269 4553?5.5 7,2598 422 Nticleo 0,921
FaTCP10 1182 417DOa1 8 7,952 393 Nticleo 0,8603
FaTCP11 1128 41E7a7,2 9,0286 375 Nticleo 0,8987
FaTCP12 1596 57?:?4,4 10,1545 531 Nucleo 0,8534
FaTCP13 309 10559,9 7,4205 103 Nticleo 0,8815
FaTCP14 1056 39?;1 g 8,9351 351 Nucleo 0,9993
FaTCP15 1507 5310%?7 da 83545 501 Ntcleo 0,9971

CDS - Sequéncia Codificadora; PM — Peso Molecular; pl — Ponto Isoelétrico; aa — aminoacidos.
Fonte: elaborada pelo autor, 2020.

4. CONCLUSOES

O presente estudo evidenciou a discrepancia nas propriedades entre 0s
membros dessa familia protéica na espécie estudada e entre outras espécies
de plantas. A importancia desse estudo se da por nortear futuros trabalhos no
organismo Fragaria x ananassa, pois a partir das andlises realizadas podemos
conhecer em maior detalhes os membros de TCPs em morango tragando um
paralelo com as isoformas de outras espécies cuja as funcdes estdo melhor
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estabelecidas. Além disso, esses atributos sdo essenciais para efetuar técnicas
de protebmica como o isolamento, precipitacéo e purificacdo de proteinas.
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1. INTRODUCAO

No Brasil e no mundo o morangueiro (Fragaria x ananassa Duch) é
amplamente comercializado devido as suas caracteristicas sensoriais,
principalmente coloracdo, sabor e aroma (NEZHADAHMADI et al., 2015).
Pertencente a familia Rosaceae, o0 morango €, na verdade, um pseudofruto e
destaca-se por ser a espécie dos chamados pequenos frutos, mais explorada
do Brasil. No entanto, sua produc¢édo é limitada por alguns fatores bidticos e
abioticos, que causam perdas significativas a cada ano (WEI et al., 2016).

O alto custo de técnicas convencionais de transformacédo levou a
encontrar alternativas de protocolos mais acessiveis em relagcdo a custos e
demanda de trabalho. Dessa forma, a técnica de edicdo génica por
CRISPR/Cas permite realizarmos o silenciamento génico de forma rapida e
precisa para gerar alteracdes pontuais em sequéncias no genoma de plantas
(POLETTI, et al. 2021).

A familia das proteinas quinases dependentes de calcio (CDPK) estéao
envolvidas na sinalizacdo de estresse, resposta hormonal e regulacdo da via
metabodlica (CRIZEL et al, 2020). As estruturas de CDPK incluem quatro
dominios: N-terminal, autorregulador/autoinibitério, serina/treonina quinase e,
finalmente, dominios reguladores tipo calmodulina (CaM-LD) (GAO et al, 2014).
O dominio CaM-LD contém trés ou quatro motivos de ligacdo a Ca 2+ EF-hand
gue reconhecem assinaturas de Ca 2+ distintas com afinidades variaveis. O
[6bulo C-terminal da CaM-LD liga Ca 2+ com alta afinidade. Em niveis baixos
de Ca 2+ , a estrutura é estabilizada pela interacdo deste lobo com a regido
autoinibitéria da proteina. Caso contrario, uma mudanca conformacional
induzida pela ligacdo de Ca 2+ ao l6bulo N-terminal de baixa afinidade de
CaM-LD resulta na liberacdo da auto-inibicdo (BOUDSOCQ et al, 2013;
HAMEL et al, 2014).

Com base na andlise de expresséao in silico de bancos mRNA-Seq de
morango anteriormente descrita pelo grupo de pesquisa (CRIZEL et al, 2020,
0s genes FaCDPK4 e FaCDPK11 sdo potenciais alvos para a edicdo génica,
uma vez que apresentam maior nivel de expresséao e contra estresse osmaotico,
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bem como obtiveram melhor resposta ao tratamento com ABA. Assim, o
presente trabalho teve como objetivo desenhar primers, bem como selecionar
vetores para possibilitar a clonagem em vetor CRISPR/Cas,para tal fim,
visando o silenciamento transiente dos genes FaCDPK4 e FaCDPK11

2. METODOLOGIA

Os desenhos dos primers RNA-guia de FaCDPK4 e FaCDPK11 foram
realizados na plataforma CRISPOR (http://crispor.tefor.net/) utilizando o
genoma de F. ananassa disponivel no GDR (Genome Databese for Rosaceae -
https://www.rosaceae.org/).

Os vetores CRISPR/Cas phATC e phsn6a0l, por sua vez, foram
adquiridos pela plataforma Addgene (https://www.addgene.org) em discos de
papel com E. colli DH5-Alfha contendo os vetores. Esses plasmideos foram
recuperados e multiplicados em meio LB, suplementado com 50 pg/ml de
Canamicina, a 37°C por 48h em agitagao.

O DNA plasmidial foi obtido a partir do Kit GeneJET Plasmid Midiprep que
€ projetado para isolar e purificar DNA plasmidial em larga escala em culturas
recombinantes de E. coli .

A gquantidade e a pureza do DNA extraido foram obtidas por meio de
espectrofotometria, utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop™. Nesse método
a analise da pureza do DNA baseia-se na propriedade da molécula de absorver
radiacao.

Além disso, as amostras de DNA foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose a 1.5%, com voltagem de 120 V, por 30 min. O gel foi preparado
com tampédo TBE (1x) e corado com brometo de etidio. O DNA foi visualizado
no gel e fotografado em fotodocumentador (UVP) sob luz UV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Existem varias ferramentas que ajudam na montagem de primers para
edicdo génica por CRISPR/Cas, baseados na sequéncia PAM, que apresenta
trés nucleotideos. No caso, utilizou-se a sequéncia-guia, a PAM do tipo NGG e
enzimas de restricdo, para formar o RNA-guia visando o silenciamento ou
superexpressao dos alvos. Utilizando o genoma de F. ananassa disponivel no
GDR foi possivel apenas desenhar os primers para FaCDPK4 (Primer foward:
CATTGCGCAGGGAGTGTACT CGG) com 2 Off-targets e primer reverse:
(GAACTCGGAAGAGGCCAGTT CGG) com 17 Off-targets uma vez que nao
foram encontradas sequéncias completas de FaCDPK11 no banco de dados
do genoma.
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Figura 1. Vetor pHAtC de Jin-Soo Kim & Sang-Gyu Kim
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O vetor pHSN6AO1L foi projetado para expressar dCas9-VP64, andaime
de gRNA para insercdo da sequéncia alvo (promotor AtU6-26), visando

superexpressao. Enquanto phaTC foi obtida para a expressao vegetal de Cas9
e gRNA de backbone vazio, visando silenciamento.
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Figura 2. pHSN6AO1 foi um presente de Qi-Jun Chen (plasmideo Addgene # 50586;
http://n2t.net/addgene:50586; RRID:Addgene_50586)

O DNA plasmidial de ambos os vetores foi extraido e purificado. A fim de
verificar a quantidade e a pureza do DNA extraido foi utilizado o
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espectrofotometro NanoDrop™. Nesse sentido, obteve-se de phATC uma
concentragédo de 19,50 ng/microL e pureza de 1,8; enquanto phsn6a01, 30,00
ng/microL e pureza de 1,66.
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4. CONCLUSOES

Os primers desenhados e vetores escolhidos apresentam potencial para a
edicdo génica visando o melhoramento da espécie e podem ser explorados
como uma forma de intensificar o enfrentamento a condi¢cdes adversas de
cultivo do morangueiro como estresse osmoético e estresses por infeccbes
fungicas.
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1. INTRODUCAO

As abelhas Apis melifera sdo insetos de grande importancia ecoldgica
e econdmica. Dessa maneira, diversos sdo os estudos sobre suas exigéncias
nutricionais, tipos de alimentos coletados e armazenados e a influéncia da
alimentacao artificial na colonia (CRAILSHEIM, 1990). Através da coleta de
recursos das flores, o néctar coletado nos nectarios florais e depois
transportado para a colonia e armazenado nos favos, fornece os carboidratos,
0s quais sdo convertidos em mel e utilizado como fonte de energia para suas
funcdes vitais (SOMERVILLE 2005; NICOLSON 2011). J4 o pélen, é a unica
fonte de proteina disponivel para as abelhas na natureza (WINSTON, 2003).
Aléem de suprir as exigéncias de aminoacidos, essa substancia também
preenche as necessidades de lipidios, vitaminas e minerais (que sé&o
indispensaveis para o desenvolvimento de sua estrutura corporal) (HERBERT
e SHIMANUKI, 1978). Como as abelhas ndo armazenam grande quantidade de
polen na colbnia, os estoques diminuem rapido em periodos de pouco
forrageamento ou falta de recursos florais na natureza (SCHMICKL e
CRAILSHEIM, 2002). Dessa maneira, em épocas de escassez, o0 podlen
estocado nos favos diminui e as proteinas presentes nas abelhas sao
rapidamente gastas (MORAIS et al. 2013b; PAIVA et al. 2016). Assim, o
enfraguecimento da coldnia acarreta na diminuicdo da postura da rainha, que
reduz consideravelmente a quantidade de individuos em diversos estagios de
desenvolvimento (HUANG, 2010) e pode comprometer o desenvolvimento
normal e o crescimento da colénia (SOMERVILLE, 2005). Como a longevidade
das operarias é afetada pelo comeco do forrageio, as operarias que se tornam
forrageiras mais cedo, morrem antes do que as operarias que executam tarefas
dentro da col6nia. Sendo assim, na auséncia de floradas, quando a reserva de
alimento na colénia €& insuficiente, € aconselhavel o fornecimento de
alimentacéo artificial as abelhas (AZEVEDO-BENITEZ; NOGUEIRA-COUTO,
1998). O desenvolvimento de dietas artificiais de boa aceitabilidade e qualidade
para as abelhas é necessario para que possam ser usadas como substitutos de
polen na manutencdo das coldénias. Como a apicultura € uma atividade
dependente dos recursos naturais, sofrendo oscilagdes de producao de acordo
com as condi¢cbes climaticas e ambientais de cada regido, € importante o
estudo de dietas acessiveis e de baixo custo para os apicultores (MORAIS et
al, 2013a). A utilizagdo de um substituto para o pélen é um dos esfor¢cos para
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manter a colénia de abelhas produtiva ou para manter a salde da colénia
durante os periodos de escassez (WIDOWATI et al. (2020). Assim, a
suplementacdo com rac¢des protéicas na entressafra € uma ferramenta que os
apicultores devem utilizar para aumentar suas producdes, visto que, ao entrar
no periodo de floracdo, as coldnias estardo com a populacédo de abelhas em
um nivel produtivo, ndo necessitando de um periodo maior de recuperacédo dos
enxames (PEREIRA et al., 2005).

2. METODOLOGIA

Operarias recém-emergidas foram retiradas de trés colbnias diferentes para a
montagem dos experimentos. Apds emergéncia, gaiolas foram preparadas e
mantidas em estufas, sem luz, a 30°C e umidade de 80%. Em cada uma, 100
abelhas foram introduzidas e mantidas por sete dias. Cada grupo de abelhas
recebeu uma das cinco dietas proteicas diferentes (administradas como pasta).
Foram oferecidas 20 gramas de cada dieta por semana em porcao de 10
gramas. Dois grupos foram usados como tratamento, o controle positivo (C+),
alimento natural consumido pelas abelhas (beebread); o controle negativo (C-),

sem alimento proteico, apenas energético, solucdo de sacarose 70% ad
libitum).

Tabela I: Ingredientes utilizados nas dietas proteicas fornecidas as abelhas
africanas recém emergidas das gaiolas durante sete dias.

Dietas
Bee bread Sucrose D1 D2 D3 D4 DS
(D+) (D-)

Farinha de soja - - 15g 30g - 15¢ 20g
Farinha de arroz - - 10g 10g 15¢ - -
Levedura de destilaria - - 5g 5g 10g g -
Leite de soja em po - - - - 15¢g - -
Farinha de milho - - - - - 15g -
Lentilhas - - - - - - 10g
Farinha de trigo - - - - 10g - -
Actcar - - 10g 20g 30g 20g 20g
70% Solucio de sacarose - - 15ml 15ml 15ml 15ml 30ml
Xarope de sacarose ad libitum  adlibitum  adlibitum  ad libitum  ad libitum | ad libitum | ad libitum
Bee bread 20g - - - - - -

Foi coletada a hemolinfa das operarias recém-emergidas (15 — 20 horas,
chamadas de Dia 0). Apdés o confinamento e a alimentacdo das operarias com
as respectivas dietas, foi realizada a coleta de hemolinfa de um pool de 10
operarias com uma pipeta a partir de uma pequena incisdo feita no abdémen
e/ou na base da asa. O nivel protéico foi quantificado com um
espectrofotometro a um comprimento de onda de 595 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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A quantidade de proteinas na hemolinfa (ug/ul) das abelhas engaioladas
variaram significativamente entre os grupos (P=0,004, ANOVA). Nao houve
diferencas significativas entre quatro das dietas (D1, D2, D4 e D5) em
comparagao com o grupo do controle positivo “beebread” (p<0,05). Todas as
dietas proteicas deram niveis proteicos superiores ao xarope de sacarose (17,3
pg/ul + 1,4) e os niveis no dia 0 (14,4 pg/ul = 0,4) (abelhas emergentes 15 — 20
horas, chamadas de Dia 0) exceto para D3 (16,4 pg/ul + 0,1); os valores
médios das proteinas foram significativamente superiores aos do dia 0. Numa
analise em pares, comparando todas as dietas, ndo encontramos diferencas
significativas entre as quatro melhores dietas (D1- 24,0 pg/ul = 3,1; D2 - 27,9
pg/ul £ 1,0; D4 - 23,0 pg/ul £ 0,8 e D5 - 20,5 pg/ul £ 2,7). Uma das dietas (D2)
deu niveis de proteina numericamente mais elevados do que o “beebread”
(26,0 pg/ul = 5,4), embora a diferenca ndo tenha sido significativa. As abelhas
alimentadas apenas com solu¢des de sacarose desenvolveram niveis baixos
de proteinas na hemolinfa, proximos dos valores encontrados nas abelhas
recém emergidas, semelhantes aos encontrados em estudos anteriores
(CREMONEZ et al. 1998; DE JONG et al. 2009).

4. CONCLUSOES

A reducéo na oferta de polen na natureza prejudica a produtividade das
colénias e a fisiologia das abelhas, pois estas necessitam de alimentos
protéicos para o desenvolvimento das crias. As dietas respectivamente
testadas funcionam como uma alternativa na alimentacdo suplementar das
colénias em periodos de condi¢cdes climaticas desfavoraveis como secas.
Dessa forma, concluimos que os ingredientes localmente disponiveis podem
ser um recurso valioso para os apicultores manterem e aumentarem as suas
colmeias, embora as dietas "caseiras" necessitem de ser testadas
objetivamente para se certificar de que sdo adequadas.
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1. INTRODUCAO

O papel dos zoolégicos modernos vai além da exposicdo de animais e
atualmente, sdo considerados importantes centros de pesquisa e conservacao
de espécies. A Fundacéo Zoologico de Séao Paulo (FZSP), reconhecida como
uma Instituicdo de Ciéncia e Tecnologia do Estado de Sdo Paulo desde 2018,
mantém a Colecéo Microbiologica e Genética de Biomas Brasileiros (CMGBB),
um banco de microrganismos com mais de 10.000 isolados microbiolégicos
obtidos de diferentes matrizes ambientais, como compostagem, chorume e da
fauna silvestre, com potencial biotecnolégico ainda pouco explorado. Existem
diversos estudos sendo realizados a partir dos microrganismos da colecéo,
dentre eles a busca de potenciais biomoléculas com atividade antimicrobiana.

Os antibidticos sdo essenciais para assegurar desde o sucesso de
transplantes de 6rgdos até o tratamento de uma intoxicacdo alimentar. Porém,
segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a crescente existéncia de
microrganismos resistentes aos antibiéticos representam uma ameaca a saude
global, resultando na persisténcia e disseminacdo de doencas infecciosas
causadas por tais microrganismos (TANWAR et. al., 2014; HUEMER et. al.,
2020), que apenas em 2019 foram responsaveis por mais de 1,20 milhées de
mortes no mundo, podendo chegar a até 10 milh6es de mortes até 2050.
(O’NEILL, 2016; ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022)

Diante deste cenério, pesquisas para a descoberta de potenciais
biomoléculas capazes de combater 0s microrganismos que Sao
multirresistentes aos antibiéticos disponiveis atualmente sdo essenciais. A
selecdo de microrganismos para tal finalidade pode ser realizada através de
diferentes metodologias, nas quais patdégenos de interesse séo inoculados em
placas contendo o microrganismo teste para avaliagdo do seu potencial
antimicrobiano.
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Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi investigar microrganismos da
CMGBB da FZSP com potencial para produzir biomoléculas com atividade
antimicrobiana.

2. METODOLOGIA

Os testes foram realizados no Laboratorio de Microbiologia da FZSP
entre junho e novembro de 2021. A partir de um levantamento bibliogréafico
sobre as espécies descritas na literatura com potencial para producdo de
antibidticos, foram selecionados 110 isolados bacterianos provenientes da
CMGBB para avaliagéo da atividade antimicrobiana. Esses isolados, mantidos
em freezer & - 80 °C, foram reativados em Agar Triptona de Soja (do inglés
Tryptone Soy Agar - TSA), e incubados em estufa a 36 °C por 24 horas.

As linhagens de referéncia pertencentes as espécies Staphylococcus
aureus, Stenotrophomonas maltophilia e Pseudomonas aeruginosa foram
reativadas em TSA, a 36°C por 24 horas e utilizadas para verificar o potencial
antimicrobiano dos microrganismos testados.

Para avaliar a atividade antimicrobiana, foi utilizado o método de difusao
em poco. Neste método, as bactérias de interesse sdo colocadas em um poco
perfurado no agar e na superficie ndo perfurada do meio € adicionado o
organismo o qual deseja-se inibir seu crescimento; quando esse fato acontece
ao redor do poco forma-se uma halo que indica o potencial de inibicdo dos
organismos contido no poco.

Os 110 isolados selecionados para o estudo foram inoculados
previamente em caldo Triptona de Soja (do inglés Tryptone Soy Broth - TSB) e
incubados em estufa a 36 °C por 24 horas. Para cada linhagem de referéncia
(controle) preparou-se uma suspensdo com padrdo de turvacdo de 0,5 da
escala nefelométrica de McFarland. A suspensdo foi inoculada de forma
homogénea com o auxilio de um swab em uma placa de TSA e em seguida
foram feitos pocos de aproximadamente 6 milimetros, nos quais foram
aplicados 100ul do in6culo em TSB dos microrganismos a serem testados . Em
seguida, todas as placas foram incubadas em estufa a 36°C por 24 horas.

Apés as 24 horas de incubacao, foi verificado se ocorreu ou ndo a
formacdo da zona de inibicdo (halo) dos organismos em estudo. Todos os
experimentos foram realizados em triplicatas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os 110 isolados testadas, 7 apresentaram atividade de inibicdo de
crescimento das linhagens de referéncia de Staphylococcus aureus e
Stenotrophomonas maltophilia (Imagem 1). Dentre os isolados que inibiram o
crescimento bacteriano, dois foram obtidos a partir de amostras de preguica
comum (Bradypus variegatus), um de lobo guara (Chrysocyon brachyurus) e
guatro de diferentes espécies de morcegos.
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As espécies bacterianas que tiveram o seu crescimento inibido pela
atividade dos microrganismos testados neste trabalho sao altamente relevantes
para a saude humana e animal. A espécie Staphylococcus aureus ¢é
classificada como cocos gram-positivos que embora faca parte da microbiota
humana, pode provocar simples infeccdes como espinhas e furinculos, até
guadros infecciosos graves, como pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque toxico e septicemia, entre outros (SANTOS, et. al., 2007).
Stenotrophomonas maltophilia é uma espécie gram-negativa associada
principalmente a infec¢bes pulmonares como a fibrose cistica e, devido a sua
resisténcia a uma grande variedade de antibioticos, as opcdes terapéuticas
atualmente para o tratamento de infec¢cdes por esses microrganismos S&o
limitadas (PORCINO, A. O., et al., 2021)

Atualmente, a utilizacdo de tecnologias modernas permite que
pesquisadores aprofundem os estudos em novos meios e recursos naturais em
busca de novos microrganismos e suas respectivas habilidades biossintéticas
(KEALEY, C., et. al., 2017) e nos ultimos anos, os cientistas tém focado na
busca de novas biomoléculas em fontes pouco exploradas, devido aos
organismos encontrados nesses ambientes estarem mais frequentemente
associados a uma maior diversidade genética (GUIMARAES, et. al; 2010).
Considerando que a CMGBB mantém microrganismos provenientes de fontes
pouco exploradas, incluindo a fauna silvestre, os resultados preliminares deste
trabalho, demonstram a importancia da manutencao das colecdes biologicas na
busca de potenciais novas biomoléculas.

Imagem 1: Técnica de difusdo em poco, demonstrando a formacao de halo de
inibicdo de crescimento de bactérias.

4. CONCLUSOES

Através deste estudo, verificou-se que microrganismos isolados a partir de
amostras de animais silvestres de vida livre podem ser uma fonte em potencial
para a obtencdo de novas biomoléculas com atividade antimicrobiana. Além de
demonstrar a importancia da realizagdo de pesquisas em fontes pouco
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exploradas como solo, plantas, insetos, animais, entre outros, evidencia a
relevancia da manutencdo e gerenciamento de cole¢Bes microbiolégicas. A
busca por biomoléculas capazes de inibir crescimento de microrganismos como
Staphylococcus aureus e Stenotrophomonas maltophilia, como ocorreu nesse
experimento, visa contribuir com o controle da resisténcia a antimicrobianos,
uma das maiores preocupacdes mundiais. A partir destes resultados, novos
testes para a obtencdo de informac6es sobre as biomoléculas poderdo ser
realizados.
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1. INTRODUCAO

A propolis € um produto elaborado pelas abelhas através de substancias
resinosas e gomosas (SILVA et al. 2012). Diversos estudos tém relatado as
propriedades benéficas da propolis como atividade antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, cicatrizante e anestésica (MOREIRA
et al 2008; SILVA et al. 2012). Tais beneficios sao atribuidos a presenca de
alguns compostos isolados e ao sinergismo entre 0s compostos bioativos
presentes na propolis (MOREIRA et al. 2008).

Apesar de todos os efeitos benéficos ja relatados sobre o consumo da
prépolis, seu consumo ainda é dificultado devido ao seu sabor forte amargo, o
gue limita sua aplicacdo (KESKIN, KESKIN, KOLAYLI, 2019). Por isso,
buscam-se formas alternativas de introduzir a prépolis na alimentacdo, sem
ocasionar a alteracdo do odor e sabor dos alimentos. A técnica de
encapsulacdo € conhecida por propiciar a protecdo dos compostos bioativos,
aumentar a solubilidade, assim como minimizar o sabor, o odor e a cor destes.
O uso de proteinas como material de parede na encapsulacdo tem se
intensificado, pois estes polimeros naturais sdo biocompativeis, biodegradaveis
e anfifilicos (NESTERENKON et al. 2013). A ovoalbumina, principal proteina
presente na clara de ovo (54%), apresenta atividade antibacteriana, tendo a
funcdo de protecdo no desenvolvimento embrionario da ave (WOLF et al.
2011). O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de diferentes
concentracbes de ovoalbumina como material encapsulante, e diferentes
temperaturas de secagem no spray drying, sobre a eficiéncia de encapsulacao
dos compostos fendlicos e a morfologia das particulas.

2. METODOLOGIA

O extrato de propolis (EP) foi preparado de acordo com o descrito por
SILVA et al. (2012), onde foram preparadas solu¢cdes de ovoalbumina nas
concentragdes de 1% e 4% (m/v), como descrito por COSTA et al. (2015). As
solugdes da ovoalbumina e o EP na proporgao de 1:1 (v/v) foram determinados
conforme descrito por DA SILVA et al. (2013), a formulagao foi atomizada em
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spray dryer. Para a determinagdo dos compostos fendlicos nas microcapsulas
e no EP foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu (SINGLETON et al. 1999). A
eficiéncia de encapsulacao foi calculada conforme descrito por ALISHAHI et al.
(2011).

A morfologia das microcapsulas foi examinada por microscopia eletrbnica
de varredura (MEV) (JEOL JSM-6060 LV, Japéao), conforme ELBAZ et al.
(2016).

Os valores obtidos foram expressos em médias + desvio padrdo, e todas
as analises foram realizadas em triplicata e posteriormente submetidas a
andlise de variancia usando S.A.S (Cary, NC).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que a temperatura de secagem nao influenciou na eficiéncia
de encapsulacdo dos compostos fendlicos do EP para as microcapsulas
elaboradas com 1% de ovoalbumina a 120°C e 160°C obtendo 73,40% e
74,80%, respectivamente. Quando se utilizou 4% de ovoalbumina, a maior
eficiéncia de encapsulacdo dos compostos fendlicos foi obtida com 4% de
ovoalbumina a 120 °C de secagem por spray drying (88,20%). Esse resultado
estd relacionado ao fato de que a maior concentragcdo de ovoalbumina
possibilitou um maior nimero de sitios de ligacdes com os compostos fendlicos
do EP.

O declinio na retencdo de compostos fendlicos do p6 com a alta
concentracdo de ovoalbumina (4%), obtida a partir de uma temperatura de
entrada elevada (160 °C) no spray drying (54,60%). A causa disso pode ser
devido a quebra da camada de revestimento (externo) das microcapsulas
(CHUYEN et al. 2019). Os autores relatam que quando se aumentou a
concentracdo do material encapsulante, o tempo para secagem e obtencdo dos
pos no spray drying foi superior.

Através da andalise de morfologia percebeu-se microcapsulas
relativamente esféricas, de tamanhos variados e com concavidades (Figura 1).
O uso de 1% de ovoalbumina conferiu 0s menores tamanhos as microcapsulas,
porém com formatos irregulares, tamanhos variados e com concavidades
(Figura 1- A, B). A concentracdo maior de material encapsulante ocasionou
aumento no tamanho das microcapsulas, obtendo-se microcapsulas mais
esféricas (Figura 1—- C, D). Esse resultado pode estar relacionado a maior
viscosidade da formulacéo 2 (4% de ovoalbumina). Resultado semelhante foi
encontrado por CHUYEN et al. (2019) ao encapsular 6leo utilizando whey
protein e goma arabica utilizando spray drying.
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Figura 1. Imagens da morfologia das microcapsulas de extrato de prépolis
com: a) 1% de ovoalbumina a 120 °C; b) 1% de ovoalbumina a 160 °C; c) 4%
de ovoalbumina a 120 °C; d) 4% de ovoalbumina a 160 °C.

4. CONCLUSOES

Houve influéncia da concentracdo de ovoalbumina na eficiéncia de
encapsulacdo dos compostos fendlicos e morfologia das microcapsulas. A
maior eficiéncia de encapsulacdo ocorreu com 4% de ovoalbumina a 120 °C,
morfologicamente o aumento na concentracdo de ovoalbumina ocasionou
aumento no tamanho e permitiu a formacao de microcapsulas mais esféricas.
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1. INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa L.) € um vegetal com propriedades funcionais, visto
que possui atividade anti-inflamatéria, antioxidante e antimicrobiana, dentre
outras (COLINA-COCA et al., 2017). Além disso, € uma fonte de compostos
bioativos, com aporte de proteinas, vitaminas e minerais (SAMI et al., 2021). A
presenca de compostos volateis e a sensibilidade dos compostos bioativos frente
aos fatores internos e externos, como pH e luz, faz com que a encapsulagao
desses compostos, como as antocianinas, seja uma alternativa promissora para
sua protecao (CRUZ et al., 2021).

O processo de electrospinning possui grande vantagem para
encapsulacao frente a outros métodos tradicionais, uma vez que, utiliza
temperatura ambiente durante o processo, evitando a degradagao de compostos
termossensiveis (CRUZ et al., 2021). Dentre os materiais poliméricos que podem
ser utilizados para a encapsulagdo de compostos bioativos, a zeina apresenta
vantagem, devido a capacidade de formar materiais em nanoescala e com alta
eficiéncia de encapsulacdo (RADUNZ et al., 2021).

O presente estudo objetivou encapsular o extrato de cebola roxa em fibras
de zeina pela técnica de electrospinning, como possiveis alternativas para
aplicacao em embalagens ativas ou matrizes alimenticias.

2. METODOLOGIA

2.1 Material

As cebolas roxas (Allum cepa L., var. Crioula) foram adquiridas de
produtores da cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul, Brasil. A zeina foi adquirida
da Sigma-Aldrigh (CAS: 90-10-66-6). Os demais reagentes utilizados foram
todos de grau analitico.

2.1 Preparo do extrato de cebola roxa

A preparacgao do extrato foi realizada de acordo com Sarvinehbaghi et al.
(2021), com modificagbes. As cebolas liofilizadas foram moidas (Oster, Modelo
OMDR100), homogeneizadas em 250 mL de etanol 75% (em agua destilada,
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v/v) e aquecidas em banho-maria termostatico (Velp Scientifica, Enzymatic
Digester-GDE, Italia) a 60 °C por 3 h, com agitacdo a 300 rpm. Em seguida, a
solucéo extratora foi centrifugada a 5000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi
inserido em um rotaevaporador (Laborota 4000eco, Heidolph, Alemanha),
acoplado a um banho ultratermostatico (Q214M2, Quimis, Brasil) a 60 °C e 90
rpm de agitacdo, até a completa evaporagao do etanol. O extrato liquido obtido
foi contido em um frasco hermeticamente fechado e armazenadoa - 18 + 2 °C.

2.2 Solucdes poliméricas e processo de electrospinning

As solugbes poliméricas de zeina a 30% (p/v) foram preparadas em etanol
85% (v/v, em agua ultrapura) e agitadas durante 30 min para sua completa
solubilizag&do. Apds, o extrato foi adicionado nas concentracdes de 0 e 10% (v/v)
nas solugdées de zeina, as quais foram agitadas por 15 min para garantir a
completa homogeneizacao do extrato na solugdo polimérica.

No processo de electrospinning, as solugdes poliméricas foram
adicionadas individualmente em uma seringa plastica de 3 mL acoplada a uma
agulha de aco inoxidavel de 0,8 mm de didmetro. No processo de eletrofiacdo
foram utilizados os seguintes parametros: vazao de bombeamento das solugoes
poliméricas de 0,8 mL/h, tensdo aplicada de +20 kV e distancia de 20 cm entre
a ponta da agulha e o coletor (RADUNZ et., 2021).

2.3 Morfologia, distribuicdo de tamanho e atividade antioxidante

A morfologia das fibras foi avaliada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV, Jeol, JSM - 6610LV, EUA). Com fita dupla face, uma pequena
porcao dos materiais foi fixada em stubs e recoberta com ouro por meio de um
metalizador (Sputtering, Denton Vacuum Desk V, EUA). As imagens foram
obtidas com voltagem de aceleracao de 15 kV e ampliacdo de 1000 e 6000x.

O diametro médio foi determinado a partir das micrografias do MEV, onde
foram realizadas 60 medidas aleatérias de cada imagem utilizando o software
ImageJ, versao 2015.

A atividade antioxidante in vitro foi determinada pela capacidade de
eliminagcdo dos radicais 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) e éxido nitrico
(ON), de acordo com Vinholes et al. (2011). A porcentagem de inibicado maxima
(%) da atividade antioxidante foi calculada usando a Equacao 1 e os ensaios
realizados em triplicata.

o~ 0, — Absbranco - Absamostra
Inibicao (%) = Abs x100 (1)

Onde: Absbranco = absorbancia do controle (branco) e AbSamosta =
absorbéancia da amostra.

2.4 Andlise estatistica

Os dados da atividade antioxidante foram analisados por analise de
variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey com
nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As micrografias evidenciaram que as condi¢des e parametros utilizados
no processo de electrospinning garantiram a obtencdo de fibras aleatorias,
continuas e sem beads, tanto para as fibras sem adi¢cao de extrato (Figura 1a1),
como para aquelas adicionadas de 10% (v/v) de extrato (Figura 1a2). A adicao
do extrato promoveu uma redugao de aproximadamente 67% no didmetro médio
das fibras, em que as fibras de zeina sem adi¢éo de extrato (0%) e com 10% de
extrato de cebola apresentaram didmetros médios de 512 nm (Figura 1b1) e 345
nm (Figura 1bz), respectivamente.

Dmean=7512=132nm (o

Ly [ IpppH
904 [_JON

. 80

Diameter (nm)

unt of fibers
74,49 +0,7A

Amo

#1673+ 1,7a

39,8 +£03b

Dmean = 345 =94 nm

. 10

s g
4 = =
q 0 y

o Extrato Fibras + Fibras +
Diameter (am) : 0% de extrato 10% de extratc

32,5+ 0,6B

Inibigdo (%)

unt of fibers

Amo!

Figura 1. Morfologia (a1 e az), distribuicdo de tamanho (b1 e b2) e atividade
antioxidante (c) das fibras de zeina com 0% e 10% (v/v) de extrato de cebola,
respectivamente. #PAB Valores com letras diferentes sdo significativamente
diferentes para as amostras para o teste de Tukey (p < 0,05).

Em relacao a atividade antioxidante (Figura 1c), o extrato livre apresentou
maior poder de inibicdo (67,3 e 74,5%, para DPPH e ON, respectivamente),
guando comparado as fibras de zeina com 10% de extrato (39,8 e 32,5%, para
DDPH e ON, respectivamente). As fibras de zeina sem extrato (0%), nao
apresentaram inibicao frente aos radicais avaliados.

O radical DPPH é muito utilizado para determinar a atividade antioxidante,
pois € um dos poucos radicais estaveis disponiveis no mercado, capazes de
aceitar um radical elétron ou hidrogénio para se tornar uma molécula estavel. As
espécies reativas de oxigénio (EROS), como os radicais ON, podem ser
associadas a oxidacao de lipideos, proteinas e acidos nucléicos. Assim, séo
capazes de ocasionar a deterioracdo dos alimentos e, ainda, possuem relagao
com diversas doengas em organismos vivos (RADUNZ et al., 2021).
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4. CONCLUSOES

As fibras de zeina, com e sem extrato, apresentaram morfologia
homogénea, cilindrica, ultrafinas e sem a presenca de beads. A incorporagao do
extrato promoveu uma diminui¢cao na distribuicdo de tamanho médio nas fibras
de zeina, de aproximadamente 67%. O extrato encapsulado nas fibras de zeina
e na forma livre apresentou atividade antioxidante frente aos radicais avaliados.
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1. INTRODUCAO

Estudos apontam que, a maior carga de fésforo (P) em agua doce, ocorre
em paises com baixas porcentagens de tratamento e remocao de fésforo. No
Japao, com uma cobertura de tratamento de aguas residuais de 67%, e uma taxa
de remocao de P de 10%, a carga de fontes pontuais € de 0,26kgP/ano per
capita, enquanto que na Alemanha, uma cobertura de tratamento de aguas
residuais de 100% e uma taxa de remocao de P de 86%, isto é 0,07kgP/ano per
capita (MEKONNEN et al. 2018). Os crescentes problemas relacionados a
eutrofizagdo da agua, comumente causada pela alta concentracdo de compostos
de fésforo (P), estimulam os estudos que visam uma solu¢gdo ambientalmente
segura (NOVAIS, 2018).

A busca por solugdes que reduzem concentragoes de P, torna-se cada vez
mais emergente, estas solu¢des diminuem também impactos ambientais, como
a eutrofizacdo. Em sistemas biolégicos de remocao de P, sdo encontrados os
organismos acumuladores de fosforo (OAPs), incluindo bactérias que séao
capazes de armazenar quantidades excessivas de fosforo na forma de Poly-P,
cerca de 30% (BLANK, 2012; VON SPERLING, M., 2016).

Em estacbes de tratamento de efluentes industriais, microrganismos
empregados para remocao de fosforo, tém a capacidade de sintetizar PHB como
sua fonte de energia. Os PHBs sao poliésteres sintetizados como reservas
intracelulares de carbono e energia. Este polimero €& caracterizado por
propriedades quimicas e fisicas semelhantes ao plastico que, em combinacéo
com a biodegradabilidade e biocompatibilidade, os tornam alternativas
promissoras aos plasticos derivados da industria petroquimica (ARIAS, 2018).

Desta forma, o trabalho teve como objetivo bioprospectar microorganismos
responsaveis pela remocao de fésforo (P) nos efluentes, principalmente as
bactérias acumuladoras de P que, durante a sua rota metabdlica de
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biorremediacdo de fosforo, sintetizam o polihidroxialcanoatos (PHA), um
bioproduto importante para a industria de polimeros.

2. METODOLOGIA

Foram coletadas amostras de efluentes de Estacdes de Tratamento de
Efluentes (ETE), com remocdo de fésforo por via biologica e historico de
eficiéncias na reducédo de P. Realizou-se o isolamento, identificagdo preliminar
e selecao de bactérias acumuladoras de P, aplicando meios de cultura seletivos
para o grupo de Organismos Acumuladores de Fosforo (OAPS) e para verificagao
de acumulo efetivo de Poly-P e de PHAs, se empregou a técnica analitica de FT-
IR (Infravermelho por transformada de Fourier).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas e identificadas por diferengas morfolégicas, duas cepas
distintas de bactérias. Através de ensaios de biorremediacdo, foi possivel
observar que cada cepa bacteriana ttm um comportamento distinto em relagao
a acumulacao de Polifosfato (Poly-P) e producdo de PHAs distintos. Ao reduzir
a fonte de carbono do meio e diminuir a razao de C:P (Carbono:Fosfato), maiores
foram as eficiéncias de reducao de fésforo, pelo aumento na acumulagao de
Poly-P, para tanto se observou a reducao da produtividade celular de PHAs.

4. CONCLUSOES

Em conclusdo, o trabalho demonstra a importancia das etapas de
isolamento e selecdo de microorganismos, para que ocorra de forma efetiva a
bioprospeccdo de bactérias potencialmente acumuladores de fésforo e
produtoras de o polihidroxialcanoatos em efluentes.
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1. INTRODUCAO

Sabe-se que a variacao adaptativa € um dos componentes principais da evolugcao
por selecéo natural, ja que resulta em sobrevivéncia e/ou, reproducgéo diferenciais de
individuos com caracteristicas hereditarias mais bem ajustadas as condicdes
ambientais (VINCENT et al., 2009).

A morfometria geométrica vem se popularizando nos estudos que buscam
identificar diferencas morfolégicas, jA& que permite andlises mais detalhadas da
morfologia e do tamanho, além de possibilitar a comparacao da forma do corpo dos
organismos e a aplicacdo de andlises estatisticas mais detalhadas (TAMAGNINI et
al., 2018). Pseudablades patagoniensis € mais terrestre e possui maior tamanho e
robustez corporal em comparacdo com P. aestiva, além de divergir quanto a dieta que
inclui itens como anuros, peixes e roedores associados a ambientes umidos e
alagados (QUINTELA & LOEBMANN, 2019). Logo, este trabalho teve como objetivo
comparar o tamanho e a forma da cabeca de P. patagoniensis e P. aestiva, assim
como testar o dimorfismo sexual nessas variaveis utilizando a morfometria geométrica
como ferramenta.

2. METODOLOGIA

Espécimes da colecdo da Universidade Federal do Rio Grande, Philodryas
aestiva e P. patagoniensis tém sido coletados desde 2006 ao longo da Planicie
Costeira do Rio Grande do Sul. Esse estudo utilizou 113 espécimes adultos
preservados em alcool, 47 de P. aestiva (24 fémeas e 23 machos) e 66 de P.
patagoniensis (40 fémeas e 26 machos).

Fotografias do plano dorsal da cabeca de cada espécime foram obtidas com
camera (Nikon Coolpix P600). Os 19 marcos anatébmicos (LMs, Fig.1l) foram
digitalizados no programa TPSdig2 v.2,31 (Rohlf 2015, Fig.1). A sobreposicao
generalizada de Procrustes das coordenadas dos LMs, como implementada no
programa MorphoJ (Klingenberg 2011), gerou varidveis de forma (variaveis de
Procrustes) e tamanho do centroide (CS) utilizados nas analises estatisticas
posteriores; a variacdo na forma em comparacédo a configuracdo média foi visualizada
por meio dos LMs unidos por linhas (Klingenberg 2013).
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Os testes de Shapiro-Wilk e Levene avaliaram as premissas de normalidade e
homogeneidade das variancias do CS em relacdo a média, considerando as espécies
e 0s sexos. Como a variancia do CS apresentou heterocedasticidade (p < 0,001), o
teste F de Welch foi utilizado para verificar diferencas entre o CS médio das espécies
ou dos sexos (Tab. 1). Assim, diferencas relacionadas as espécies e ao dimorfismo
sexual no CS foram visualizadas usando boxplots (RStudio Team 2022) (Fig. 2A).
Diferencas na forma média da cabeca das serpentes foram avaliadas por uma analise
de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA) de duas vias, onde os fatores
espécie e sexo foram considerados (Tab. 2). O grau de dimorfismo nas espécies
guanto ao tamanho e a forma foi avaliado pelo indice de dimorfismo sexual (Tab.3).
Todas as estatisticas foram obtidas pelo PAST v. 4,09c (Hammer et al., 2001). As
dimensdes principais da variacdo na forma da cabeca das espécies e dimorfismo
sexual foram observadas por meio de uma analise dos componentes principais (PCA)
das coordenadas de Procrustes, como implementado no programa Morphold
(Klingenberg 2011), cujos coeficientes sdo apresentados na Fig. 4B.

.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Philodryas aestiva e Pseudablabes patagoniensis divergiram significativamente
guanto ao tamanho da cabeca, existindo dimorfismo sexual significativo para o
tamanho do centroide (Tab. 1). Sendo assim, P. patagoniensis apresentou 0 maior
centroide em comparacao com P. aestiva, fato que pode ser explicado pelo maior
tamanho e robustez corporais da primeira espécie (QUINTELA & LOEBMANN, 2019).
O dimorfismo sexual de tamanho aqui encontrado também foi relatado para outra
variavel, o comprimento rostro-cloacal médio, para o qual as fémeas sdo maiores
QUINTELA & LOEBMANN (2019) (Fig. 2A).

Divergéncia na forma da cabeca das espécies, assim como o dimorfismo sexual
de forma foram significantes, com o fator espécie (16%) sendo mais determinante do
gue o sexo (3,3%) (Tab. 2). O dimorfismo sexual foi corroborado pelos indices que
revelaram um grau de dimorfismo de tamanho mais acentuado em P. aestiva do que
em P. patagoniensis, quanto a forma, a tendéncia foi inversa (Tab. 3).
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Os eixos PCl e PC2 explicaram 27,6% e 14,3% da variacdo na forma,
respectivamente, mostrando a sobreposi¢cdo dos sexos e a separacao das espécies
dentro do morfo-espaco (Fig. 2B). O PC1 mostra o aumento da largura da cabecga e
da escama parietal no setor positivo, localizacdo de P. patagoniensis, compativel com
o héabito alimentar anurofagico e concordando com os resultados encontrados por
TAMAGNINI et al. (2018) para Natrix helvetica. J& o PC2 exibe principalmente o
aumento da largura da escama frontal em P. aestiva, no setor negativo do grafico,
compativel com o habito generalista da espécie, que consome desde insetos até
pequenos mamiferos e com o hébito da espécie de explorar ambientes arbustivos e
arbéreos (QUINTELA & LOEBMANN, 2019).

Tabela 1: Diferencas no tamanho médio do centroide da cabeca em funcdo da espécie
(Philodryas aestiva ou Pseudablabes patagoniensis) e do sexo (fémea ou macho). g.l.:
graus de liberdade. Os valores em negrito séo significativos.

Fator gl F de Welch valor p
. Espécie 97.9 119,8 < 0,001

Tamanho do centroide
Sexo 110,6 17,7 < 0,001

Tabela 2: Dimorfismo na forma da cabeca em funcédo da espécie (Philodryas aestiva
ou Pseudablabes patagoniensis) e sexo (fémea ou macho). g.l.: graus de liberdade;
SS: soma dos quadrados; MS: estimativas dos quadrados médios. Os valores em
negrito sao significativos.

Fator g.l. SS MS F valor p
Espécie 1 0,0454 0,0454 22,743 0,0001
Coordenadas Sexo 1 0,00729 0,00729 3,65 0,001
de Interagéo 1 0,000759 0,000759 0,379 0,95
Procrustes Residuos 109 0,218 0,00199
Total 112 0,271

Tabela 3: indices de dimorfismo sexual em Philodryas aestiva e Pseudablabes
patagoniensis, serpentes simpatricas da regido costeira do Rio Grande do Sul.
Csmédio: tamanho médio do centroide.

Espécie Dimorfismo sexual no tamanho (SSD) Dimorfismo sexual na forma (SShD)
(CSmédio fémeas — CSmédio machos) Distancias Distancia e s
CSmédio fé médias de Procrustes g;g:g?ﬁg?n »
madio-1emaas Procrustes Maxima
P. aestiva 17,5 % 0,0158 0,046 34,35 %
P. patagoniensis 12,8 % 0,018 0,046 39,13 %
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Figura 2: A: Boxplot do tamanho do centroide. Os limites das caixas correspondem ao
primeiro e terceiro quartis, enquanto a linha preta interna representa a mediana. B:
Grafico de dispersdo mostrando a variacao nos escores PC1 e PC2. As configuracbes
de forma nos extremos de cada componente estdo mostradas em azul em
comparacao com a forma média (vermelho).
4. CONCLUSOES
Com esse trabalho, pudemos concluir que existe dimorfismo sexual nas duas
espécies estudadas. Além disso, observamos que os habitos alimentares, assim como
o modo de vida das serpentes pode estar sendo refletido no formato da cabeca. Ainda,
a morfometria geomeétrica demonstrou ser uma ferramenta eficiente na identificacéo
de diferencas intra e interespecificas, concordando com resultados preexistentes que

utilizaram as mesmas espécies para responder perguntas similares utilizando outras
metodologias.
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1. INTRODUCAO

A definicdo de probioticos, a qual se refere a microrganismos vivos que quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saude do
hospedeiro (AMORIM et al., 2018), esta estabelecida ha anos. O efeito
imunoestimulatério dos probioticos esta relacionado a potencializagdo da resposta
imune a diferentes vacinas e antigenos, tendo sua utilizagdo sugerida no tratamento
e prevencgao da infecgao por SARS-CoV-2 (OLAIMAT et al., 2020).

Saccharomyces boulardii € comercializada e estudada desde os anos 1950, e
atualmente é a levedura melhor caracterizada quanto sua atividade probidtica
(AMORIM et al., 2018). Contudo, outras leveduras nao-Saccharomyces emergem
como possiveis novos probioticos de agao benéfica igual ou superior as observadas
para S. boulardii (CASSANEGO et al., 2017). Essas leveduras sao ubiquas no
ambiente, sendo frequentemente isoladas de fontes como superficies de frutas,
plantas, no solo e em alguns insetos (TIKKA et al., 2013). Assim podem representar
ferramentas importantes disponiveis de acordo com a biodiversidade do local onde
foram isoladas. O antagonismo a patdgenos, a producao de toxinas killer, a tolerancia
ao trato gastrointestinal (TGI) e outros atributos que caracterizam microrganismos
probidticos sao observados também em leveduras dos géneros Candida spp.,
Hanseniospora spp., Pichia spp., entre outros (HATOUM et al., 2012). Dessa forma, o
objetivo do nosso trabalho foi avaliar o potencial probidtico, a partir de testes in vitro e
in vivo, de leveduras nao-Saccharomyces isoladas da biodiversidade local.

2. METODOLOGIA

As leveduras Pichia kluyveri LAR001, Hanseniaspora uvarum PIT001 e
Candida intermedia ORQO001 foram isoladas na cidade de Pelotas, RS (Brasil) e
estavam disponiveis no banco de microrganismos do Laboratério de Microbiologia do
Centro de Desenvolvimento Tecnolégico da UFPel. Essas leveduras, além de S.
boulardii CNCM 1-745 (Floratil®), foram selecionadas para avaliagéo de sua atividade
probidtica e imunomoduladora. Inicialmente, foi avaliada a capacidade das leveduras
resistirem as condicoes do TGIl. Ambientes artificiais, que simulam o suco gastrico e
0 suco pancreatico, foram utilizados incubando ~108 UFC/mL de cada levedura sob
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agitacao a 150 rpm, 37 °C e, avaliada ap6s 7 h de cultivo a concentragdo de células
viaveis. A atividade antimicrobiana contra bactérias relacionadas a Doencgas
Transmitidas por Alimentos (DTAs) foi analisada pelo protocolo de dupla camada
(AMORIM et al., 2018), em que 10 pL de cada levedura foi aplicado em meio YPD
agar (Yeast Peptone Dextrose). Apds 48 h de incubacao a 28 °C, agar nutriente (agar
0.7%) adicionado da cultura bacteriana foi aplicado sobre o cultivo. Apds 24 ha 37 °C,
halos de inibicdo de crescimento s&o formados pela atividade antagonista da levedura.
Testes de auto-agregacéao (levedura + levedura) foram realizados com
suspensdes das leveduras com D.O.soonm de 0.25, as quais foram incubadas nas
temperaturas de 18, 28 e 37 °C. Apds 2 e 20 h, a D.O.s00nm foi avaliada novamente, e
esses valores foram utilizados na equacao [1- D.O.s00nm da suspenséo final/D.O.s00nm
da suspenséo inicial) x 100]. Nos testes de co-agregacao (levedura + patdégeno), os
patdgenos Escherichia coli ATCC 8739 (Gram-negativa) e Listeria monocytogenes
ATCC 7644 (Gram-positiva) também tiveram a D.O.s0onm de suas suspensdes
ajustadas para 0.25. Entdo, volumes iguais (1:1) das suspensdes das leveduras e
bactérias (na mesma D.O.s00nm) foram misturados e incubados nas mesmas condigdes
que o teste de auto-agregacao. A absorbancia apds 2 e 20 h foi aplicada na equacao:
[(Apat + Aisol)-(Amix)(Apat + Aisol)] x 100, em que “Apat + Aisol” representa a
D.0O.s00nm da mistura patégeno + isolado no tempo 0 h, e “Amix” é a D.O.s00nm das
suspensdes de microrganismos nos diferentes periodos avaliados.

Células vivas (108 UFC/mL) e inativadas por calor e presséo (120 °C e 1 atm),
sobrenadantes da cultura, e o DNA extraido (850 ng) das leveduras foram utilizados
para estimular culturas in vitro de macrofagos murinos RAW 264.7. O RNA dos
macrofagos foi extraido utilizando TRIzol, e entdo a concentracdo de 400 ng foi
utilizada para obtencado do cDNA. As reacdes de gPCR foram realizadas utilizando o
kit SYBR Green gPCR Master Mix (Promega, USA), em que 1 ul de cDNA foi aplicado.
A transcricao relativa de mRNA de IL2, IL4, IL10, IL13, IL23, TNFa, Bcl6, NFKp,
STAT3, YM1, e TLR2 foram determinadas com B-actina como gene de referéncia
enddgeno, usando o método CT comparativo (AACt).

Camundongos Balb/c foram separados em 5 grupos de 10 animais cada. Cada
um desses grupos foi suplementado, via gavagem (tubo intragastrico), com 108
UFC/mL de cada uma das leveduras, ou PBS (Phosphate-Buffered Saline) (grupo
controle). Os animais foram vacinados pela via subcuténea, no dia 0 e 21, com uma
vacina experimental composta pelo virus SARS-CoV-2 inativado na concentragcao de
108 UFP (Unidades Formadoras de Placa), adicionado de 10% hidréxido de aluminio
(adjuvante), em um volume total de 100 pL. A suplementacao dos animais foi realizada
durante 5 dias antes de cada dose vacinal. Amostras de sangue e fezes foram
coletadas a cada 7 dias, em um periodo total do experimento de 42 dias. Para analise
da resposta imune humoral, foi realizado o ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA)
com SARS-CoV-2 ligado a placa, sendo avaliados os isotipos IgM, sIgA e IgG.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que nao foi observada diferenca estatistica na
concentracao de células viaveis apos a incubacao na solucao que simulava a digestao
gastrica (p>0.05). C. intermedia, H. uvarum e P. kluyveri tiveram uma reducao de 1
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log1o a 2 logio quando submetidas a solucao de digestdo pancreatica. Enquanto no
estudo de CASSANEGO et al. (2017) foi visualizado que grande parte das leveduras
nao resistiu as condi¢des de digestdo pancreatica, em nosso estudo observamos que
todas as leveduras avaliadas mantiveram células viaveis apos estarem sujeitas a essa
condicdo. A auto-agregacao € uma propriedade importante para adesao as células
epiteliais do intestino, em que niveis >80% sao considerados indicadores de boa
capacidade de adesao (AMORIM et al., 2018). O percentual de auto-agregacao ao
final do teste manteve-se acima de 84% para todas as leveduras. Os menores
percentuais foram observados a 18 °C. Quando incubadas a 28 e 37 °C, o percentual
de auto-agregacao detectado foi >98% para as trés leveduras ndo-Saccharomyces.

A atividade antagonista e co-agregatoria sdo caracteristicas buscadas em
probidticos, uma vez que representam a habilidade em dificultar ou até mesmo
prevenir o desenvolvimento de patdgenos que penetram sitios nhas mucosas do
organismo (AMORIM et al., 2018). As leveduras analisadas demonstraram
capacidade inibitéria do crescimento dos patdégenos alimentares Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Moraxella spp. e Klebsiella spp. Os percentuais de co-agregagcao com E. coli e L.
monocytogenes, a 28 e 37 °C, mantiveram-se entre 60-78%. No entanto, quando a
incubacéao foi mantida em 18 °C, esses percentuais foram significativamente menores
(p<0.05) e inferiores a 60%, demonstrando que a temperatura afeta essa propriedade.
Quando as leveduras foram incubadas com L. monocytogenes, foi observado um
aumento no percentual de co-agregacao, entre 5-12% (p<0.05).

Pesquisadores caracterizaram diferentes padrées de resposta imune induzida
pelo estimulo por leveduras, como observado também em nosso trabalho (BAZAN et
al., 2018). Células vivas e inativadas de P. kluyveri foram capazes de estimular um
aumento na expressao de Bcl-6, NFkB e STAT3 (p<0.05). Para esses dois estimulos,
foi observado também o aumento da expressdo do receptor TLR2. Resultados
similares foram observados para H. uvarum, em que houve um aumento significativo
na expressdao do mRNA dos fatores de transcricdo quando células inativadas da
levedura foram usadas como estimulo. Células vivas de H. uvarum também foram
responsaveis pelo aumento expressivo do fator Bcl-6. Quando células vivas de C.
intermedia foram utilizadas para estimular os macréfagos, uma potente ativacao de
IL4 e IL13 foi observada. Para células inativadas dessa levedura, foi observada a
inducao da expressao de niveis significativos de TNFa e Bcl-6. Ainda, o sobrenadante
do cultivo de C. intermedia foi capaz de induzir a expressao de mRNA do receptor
TLR2 por macrofagos RAW 264.7. Leveduras também possuem atividade
paraprobiotica, ou seja, células nao-viaveis que estimulam a resposta imune, como
observado em nosso trabalho e em outros para Candida spp., Hanseniaspora spp. e
Pichia spp. (BAZAN et al., 2018; NAVARRO-ARIAS et al., 2019).

Os niveis de IgM especifica contra SARS-CoV-2 foram aumentados a partir do
dia 35 no grupo suplementado com C. intermedia. As suplementagcées com as
leveduras C. intermedia e S. boulardii, a partir do dia 28 do experimento, foram
capazes de modular um aumento significativo dos niveis de IgG total (p<0.05) nos
respectivos grupos quando comparados ao grupo controle (ndo suplementado). Na
titulacao de IgG, todas as leveduras foram responsaveis por titulos superiores no dia
35 em até 8 vezes frente ao grupo nao suplementado e suplementados com S.
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boulardii. Entre as leveduras ndo-Saccharomyces, os maiores titulos de IgG nos dias
28 e 42 foram observados no grupo suplementado com C. intermedia. Foi possivel
detectar a presenca de IgA secretora (slgA) especifica nos animais a partir das
amostras fecais, um indicativo que houve modulag&o da resposta imune de mucosa.
Nos animais suplementados com H. uvarum, foram observados maiores niveis de
slgA apos 7 dias da primeira dose (p<0.05), enquanto animais do grupo C. intermedia
apresentaram niveis de sIgA superiores a partir dos 35 dias do experimento, ambos
comparados com o grupo controle vacinado nao suplementado. O nosso grupo ja
demostrou o efeito imunomodulador de S. boulardii em diversos modelos animais com
outras vacinas experimentais (SANTOS et al, 2021), no presente estudo,
demonstramos esse efeito imunomodulador também em leveduras néo-
Saccharomyces, associadas a vacinag¢ao com o virus SARS-CoV-2.

4. CONCLUSOES

Concluimos que leveduras ndo-Saccharomyces isoladas da biodiversidade local
possuem propriedades que caracterizam sua potencial agdo probiotica. Além disso,
quando utilizadas para suplementagcdao, sugerem ter impacto na resposta imune
humoral contra uma vacina experimental composta por SARS-Cov-2.
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1. INTRODUCAO

Os peixes-anuais representam 0 grupo continentais de peixes mais
ameacado do Brasil. Esses animais habitam ambientes sazonais extremos, 0s
charcos temporarios. Durante a estacéo seca, a totalidade da populacdo adulta
€ levada a morte, permanecendo apenas 0s ovos enterrados no solo. Esses séo
resistentes aos ciclos sazonais de seca ao manterem-se em estagio de
dorméncia, conhecido como diapausa. Na proxima estacdo chuvosa, com o
enchimento dos charcos, esses ovos eclodem e iniciam um novo ciclo. Os
juvenis recém-eclodidos crescem, atingem a maturidade sexual rapidamente e
reproduzem ao longo de toda sua vida, estocando uma quantia significativa de
ovos no substrato ao final do periodo reprodutivo (BEROIS et al., 2015).

Nesta perspectiva, Austrolebias charrua (A. charrua) € uma espécie de
peixe-anual endémica ameacada de extincdo, distribuindo-se desde o sul do
Brasil ao leste do Uruguai. Essa espécie encontra-se sob protecdo do Plano de
Acao Nacional para a Conservacdo dos Peixes Rivulideos (PAN Rivulideos).
Também, é considerada espécie-chave para acompanhamento no Livro
Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de Extincdo (ICMBIO, 2018). O
principal fator antropogénico que ameaca a sobrevivéncia de A. charrua no
ambiente é a agricultura extensiva, sobretudo orizicultura e sojicultura, que
determina a perda das areas alagadas e a contaminacao dos charcos através do
uso indevido de pesticidas agricolas, especialmente o herbicida baseado em
glifosato Roundup® (VOLCAN: LANES, 2018).

Neste sentido, muito ainda falta a ser entendido sobre a gendmica
estrutural e funcional dos peixes-anuais, sobretudo aspectos relacionados a
expressdo de genes e os fatores ambientais que influenciam as espécies a nivel
molecular. Isso representa um entrave para o emprego de técnicas de verifica¢do
dos niveis de expressao génica, como a PCR guantitativa (qPCR), considerando
técnica padrdo-ouro para analise da expressao relativa de RNA mensageiro
(mRNA) pela rapida leitura, alta eficiéncia e alto grau de automatizacao (TANG
et al., 2012). Na gqPCR, para analise da expressédo génica relativa de mRNA,
compara-se a expressao de genes-alvo a expressdo constante de genes de
referéncia (normalizadores). Uma vez que a utilizagdo dessa técnica predispde
0 conhecimento exato da sequéncia nucleotidica espécie-especifica dos genes
a serem analisados, o0 sequenciamento de normalizadores em A. charrua torna-
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se 0 primeiro passo para analisar a expressao génica nesta espécie. Nesta
perspectiva, a fim de impulsionar o desenvolvimento de novas biotecnologias de
monitoramento ambiental de peixes-anuais, este trabalho descreve a clonagem
molecular e sequenciamento de genes normalizadores em A. charrua.

2. METODOLOGIA
2.1. Coleta dos animais e condi¢cdes de criagdo

Individuos (n = 24) da espécie Austrolebias charrua em estagio adulto
foram co- letados em pocas temporarias através do uso de pucas de malha 4mm,
em campos costeiros préximos a orla da praia do Cassino no municipio de Rio
Grande (32°2'6" 52°5'56"0). A coleta foi realizada sob alvara IBAMA/SISBIO
71072. Os espécimes foram transferidos para tanques com agua do ambiente, e
transportados até o Biotério Aquatico da Universidade Federal do Rio Grande
onde foram mantidos durante 3 semanas sob condi¢des de criacdo previamente
estabele- cidas até a futura extracao dos tecidos. O uso animal e todas praticas
de manejo foram aprovadas por comités de ética em experimentacdo ani- mal
(CEEA UFPEL 145/2019 e CEUA FURG P053/2019).

2.2. Coleta dos tecidos, extracdo de RNA e sintese de cDNA

Os animais foram submetidos ao choque térmico com agua e gelo até a
perda total do equilibrio para eutanasia. Amostras de cérebro, branquias e figado
foram coletadas, acondicionadas em criotubos e armazenadas em nitrogénio
liquido (N2). Por conseguinte, o RNA das amostras foi extraido por cromatografia
de troca ibnica usando PureLink™ RNA Mini Kit (USA). Apdés, o RNA foi
guantificado e avaliado em termos de pureza (razdo A 260 /A 280 usando o
espectro- fotdmetro NanoVue™ Plus (GE Healthcare, USA). A confecgédo de
DNA complementar foi realizada usando kit comercial High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, USA).

2.3. Clonagem molecular e sequenciamento de normalizadores

Este estudo objetivou clonar sete genes normalizadores de peixes anuais
A. charrua sendo estes: RNA ribossdmico 18s (18s); [B-actina (actb);
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (gapdh); short stature homeobox (shox);
fator de alongamento l-alpha (ef7a); subunidade G do fator 3 de iniciacdo da
traducdo eucaridtica (eif3g), e histona h3a (h3a) Para clonagem molecular dos
genes candidatos o alinhamento de sequéncias de espécies filogeneticamente
préximas a A. charrua e o desenho dos primers foram realizados na ferramenta
online PriFi. O cDNA confeccionado e os primers foram utilizados nas PCRs,
onde foi usado o mix buffer GoTag® G2 Flexi DNA Polymerase. A amplificacéo
clonal dos fragmentos génicos ocorreu em termociclador SimpliAmp™ (Applied
Biosystems, USA), e confirmada via eletroforese em gel agarose. Para o
subsequente sequenciamento de genes, a purificacao dos produtos da PCR foi
realizada através de gel eletrénico E Gel™ EX Agarose Gels (Invitrogen, USA).
As amostras purificadas a partir do E Gel foram entdo, submetidas ao sequen-
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ciamento pelo método de Sanger automatizado na plataforma Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer® (Life Technologies, USA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O risco de extingao iminente dos peixes-anuais brasileiros torna urgente o
desenvolvimento de novas metodologias de monitoramento ambiental, a fim de
acessar a toxicidade dos ambientes aquaticos e minimizar o risco de exposi¢ao
a xenobidticos. De forma inovativa, este trabalho impulsiona a geracédo de
métodos moleculares de monitoramento de peixes-anuais através de um painel
de genes normalizadores para analises de expressdo génica pela técnica de
gPCR (Tabela 1). Entdo visto que 0s normalizadores ndo possuiam sua
sequéncia nucleotidica caracterizada, realizamos a clonagem molecular destes
genes. Uma vez que os primers engenheirados apresentaram alta especificidade
aos fragmentos de interesse, os sete genes candidatos foram clonados com
sucesso (Figura 1).

Tabela 1. Sumério dos genes normalizadores candidatos.

Tm média (°C)/ GenBank
Amplicon (pb) accession

18s 64°C / 733pb ON243868
actb | 62 50c / 721pb | ON212043
gapdh | g40c/719pb | ON212047
shoX | gooc /836pb | ON212048
efla | gaoc/892pb | ON212045
€if39 | e20c/802pb | ON212046
h3a | ggoc/241pb | ON245197

Gene

Haja visto que normalizadores atuam como controle endégeno da reacao
de gPCR, o presente trabalho gera subsidios para futuras andlises de expressao
génica em peixes-anuais. A caracterizacdo a nivel gendmico destas espécies
facilita o direcionamento de medidas de conservacédo e monitoramento ambiental
a partir de biotecnologias baseadas em marcadores moleculares. 1Sso possui
extrema relevancia em ecotoxicologia aquatica, uma vez que a exposicdo a
herbicidas agricolas representa um dos principais fatores que ameacam A.
charrua. Mudancas na expressdo génica potencialmente indicam toxicidade
ambiental, uma vez que genes constituem biomarcadores sensiveis e
especificos a exposicdo a poluentes (FEDORENKOVA et al., 2010). Desta
forma, através da qPCR é possivel diagnosticar a qualidade da 4gua e mensurar
o efeito de agentes antropogénicos sob a biota aquatica.
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Figura 1. Clonagem molecular de genes normalizadores. A- gene eif3g; B- gene
shox; C- gene gapdh; D- gene efla; E- gene 18s; F- gene actb; G- gene h3a; M-
marcador molecular 100pb; N- controle negativo.

4., CONCLUSOES

A prospeccdo de um painel de genes normalizadores incrementa
signficativamente o conhecimento sobre a genbmica, fisiologia e zootecnia
destes animais. Especialmente no cenario dos peixes-anuais, o grupo de peixes
mais ameacado do Brasil, a partir deste trabalho abrem-se diversas
possibilidades de desenvolvimento de biotecnologias inovadoras aplicadas ao
monitoramento ambiental destas espécies. A deteccdo de respostas biolégicas
moleculares geradas por organismos bioindicadores (Austrolebias charrua)
durante situacdes ambientais adversas, pela técnica de qPCR, torna possivel a
prospeccdo de um diagnostico molecular de qualidade ambiental dos charcos
temporarios, ambientes usualmente poluidos por glifosato.
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1. INTRODUCAO

O efluxo de substancias prejudiciais é realizado por células ndo-cancerigenas
como uma forma de protegé-las dos danos desses compostos (CORT et al. 2016).
Essa atividade é desempenhada pelas proteinas transportadoras “ATP-binding
cassette” (ABC), como por exemplo a glicoproteina-P, também conhecida como
ABCB1 ou MDR1 (SZAKACS et al. 2006). Porém, esse mecanismo também é utilizado
por células cancerigenas e, nesse contexto, a utilizacdo de farmacos citotoxicos
utilizados para o tratamento do cancer acaba resultando em uma maior estimulacéo
de expressao e atividade dessas proteinas (CORT et al. 2016). Dessa forma, uma vez
gue as células conseguem fazer a extrusao dos medicamentos para o tratamento do
cancer, elas conseguem seguir sobrevivendo e proliferando, e assim séao
caracterizadas como resistentes aos tratamentos. Sendo assim, visto que a
resisténcia pode ocorrer para drogas que ndo apresentam relacdo em estrutura e/ou
mecanismo de acao, este fendtipo dificultador do tratamento do cancer é chamado de
resisténcia a multiplas drogas (MDR) (GOTTESMAN et al. 2002).

Todavia, o cancer também pode ser constituido por células tronco
cancerigenas (CTC) (DEAN et al. 2005) que, assim como as células tronco,
apresentam a capacidade de se auto renovar e originar células diferenciadas
(BARBATO et al. 2019). Porém, as CTC também expressam 0s mecanismos de
resisténcia (ZHAO 2016), bem como sdo capazes de regenerar o tumor maligno
(DEAN et al. 2005) uma vez que a quimioterapia convencional ndo consegue elimina-
las (WEN et al. 2013). Além disso, foi identificado que o marcador de células tronco
OCT4, que € um fator de transcricdo (ATARI et al. 2011) que atua nas células tronco
embrionarias nas etapas iniciais do desenvolvimento (SCHOLER et al. 1989), bem
como em células tronco de individuos adultos (TAI et al. 2005), também encontra-se
nas CTC (ZEINEDDINE et al. 2014).

N&o obstante, as pesquisas tém indicado uma possivel relacdo entre a
regulacéo das proteinas ABC com o marcador de células tronco OCT4, de forma que
células cancerigenas resistentes aos tratamentos que apresentam uma maior
expressado das proteinas ABC, também apresentam uma maior expressao do OCT4,
enquanto a menor expressdo das proteinas ABC também coincide com a menor
expressao do OCT4 (WU et al. 2014, CARRET-DIAS et al. 2016; GWAK et al. 2017),
0 que indica que pode haver uma relagéo entre esses dois fatores. Nesse sentido,
embora estudos ja tenham demonstrado que existem sitios de ligacdo para o OCT4
nos genes da proteina ABCB1 (MARQUES et al. 2010), bem como que o pseudogene
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OCT4-PG1 pode interferir na expressao de proteica de OCT4 e proteica e génica de
ABCBL1 (LETTNIN et al. 2019), ainda n&o é conhecida de fato a forma como isso pode
acontecer. Dessa forma, sdo levantadas as seguintes hipGteses: 1) as proteinas
ABCBL1 podem ter a sua atividade regulada pelo OCT4; 2) o OCT4 pode ser regulado
pelas proteinas ABCB1; 3) o OCT4 e as proteinas ABCB1 atuam em um sistema de
retroalimentacao ou 4) séo controlados por outro fator.

Buscando estabelecer quais sdo os principais pontos a serem pesquisados
para contribuir com a compreensédo da atuacdo das proteinas ABC e do OCT4 na
resisténcia do cancer, a presente revisdo sistematica ttm como objetivo reunir em um
Unico trabalho informac6es que fornecam as dire¢des para responder a pergunta “qual
€ a relacao de regulacao entre o fator de transcricdo OCT4 e as proteinas de efluxo
ABCB1 no fenaotipo de resisténcia a multiplas drogas?”.

2. METODOLOGIA

A revisdo sistematica encontra-se cadastrada no banco de dados online
PROSPERO sob o numero de registro CRD42022307209. A formulac&o da pergunta
norteadora do trabalho utilizou-se do anagrama PICOT, onde (P): populacéo (células
cancerigenas que expressam ABCB1 e OCT4); (I): intervencao (avaliacdo da atuacao
do OCT4 e das proteinas ABCB1); (C): Comparador (interacdo entre o OCT4 e as
proteinas ABCB1 na regulacdo do fendtipo de resisténcia), (O): Desfecho (do inglés,
Outcome) (como o OCT-4 e/ou as proteinas ABCB1 regulam o fendtipo de resisténcia)
e (T): Tipo de estudo (in vivo e in vitro), resultando no questionamento “qual € a relacao
de regulacao entre o fator de transcricdo OCT4 e as proteinas de efluxo ABCB1 no
fendtipo de resisténcia a multiplas drogas”.

A busca dos artigos que irdo compor o trabalho foi realizada nas bases de dados
PubMed, Web of Science, Scopus e Google Scholar. Os termos de busca utilizados
foram “OCT4” e “MDR” com suas variagbes. O software online Rayyan foi utilizado
para as etapas de a) exclusdo de trabalhos duplicados ou triplicados; b) analise de
titulo, palavras-chave e resumo para a exclusdo dos trabalhos que ndo corroboram
com a pesquisa seguindo os seguintes critérios: 1) o trabalho ndo € em portugués ou
inglés; 2) o artigo ndo esta disponivel; 3) é artigo de revisdo de qualquer natureza ou
resumo de conferéncia; 4) ndo é um estudo in vivo ou in vitro; 5) ndo apresenta
animais/células que expressam o OCT4 e as proteinas ABCB1; 6) ndo apresenta
analises de expressao do OCT4 e das proteinas ABCB1; 7) o fenétipo de resisténcia
nao foi analisado pela expressao das proteinas ABCBL1.

Os artigos caracterizados como “incluidos” para a elaboracdo da revisdo
sistematica sdo aqueles que serdo lidos na integra e que terdo os seus dados
extraidos. Além disso, € importante citar que todas as etapas da elaboracédo da revisédo
sistematica sdo realizadas por dois pesquisadores independentes, e a consulta a um
terceiro pesquisador independente foi realizada quando ndo houve concordancia entre
os dois primeiros.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A apresentacao de resultados é parcial, uma vez que a etapa de extracao de
dados ainda esta em andamento. Sendo assim, tém-se que as buscas nas bases de
dados resultaram em um total de 1345 artigos, sendo 317 do PubMed, 375 do Web of
Science, 385 do Scopus e 269 do Google Scholar, onde 54% do total de artigos
encontravam-se em comum entre as bases. Portanto, apos a delecdo dos trabalhos
duplicados ou triplicados, 727 artigos passaram para a etapa de analise de critérios
de incluséo e exclusédo, dos quais 92 foram incluidos e 635 foram excluidos.

Analisando-se os artigos excluidos, é possivel perceber que a maioria deles
ndo apresenta animais ou células que expressam tanto o OCT4 quanto as proteinas
ABCB1, o que resultou em 248 artigos excluidos pela razéo 5. Além disso, 235 artigos
foram excluidos pela razdo 7 pois analisaram a resisténcia aos tratamentos por
métodos como, por exemplo, viabilidade celular e citotoxicidade, e ndo pela expresséo
de proteinas ABCB1, o que abre a possibilidade de outros trabalhos de revisédo
sistematica serem realizados levando em conta esses outros tipos de analises.
Também é interessante destacar que embora 114 tenham sido excluidos pela razéo
3, muitos deles puderam ser utilizados para estudar a tematica do trabalho.

Em relacdo a razdo 2, 18 artigos foram excluidos uma vez que nao se
encontram disponiveis, assim como 16 artigos foram excluidos pela razdo 1 pois
encontravam-se em outros idiomas que ndo inglés ou portugués. Um resultado
interessante é o fato de que apenas 4 artigos foram excluidos pela razédo 6, o que faz
sentido uma vez que a maioria dos artigos que citam a expressao do OCT4 e das
proteinas ABCB1 costumam analisa-las. Por fim, ndo houveram exclusées em
decorréncia Unica da razéo 4, uma vez que trabalhos in silico, por exemplo, também
estavam acompanhados de trabalhos in vitro.

4. CONCLUSOES

Os resultados preliminares mostram que todas as etapas das revisées
sistematicas possuem resultados importantes, ndo apenas indicando trabalhos que
poderdo responder a pergunta de interesse e contribuir com o estudo teorico do
pesquisador pré ensaios em laboratério, como também apresentando novas lacunas
e possibilidades de pesquisa que podem ser exploradas para contribuir com o
entendimento e novas descobertas acerca da tematica de interesse.
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1. INTRODUCAO

O agronegocio € um dos principais setores da economia brasileira, onde
se destaca a equinocultura. A industria do cavalo é responsavel pelo Produto
Interno Bruto (PIB) de 16 bilhdes de reais em 2018, com crescimento de 12%
em relacdo ao ano anterior, ultrapassando importantes setores do agronegocio
como a producdo de suinos, feijao, trigo e algoddo (FEBRAC, 2018). Em
estados como o Rio Grande do Sul, a criacdo de equinos esta relacionada a
cultura regional, estando ligada a lazer, esporte e trabalho (COSTA et al.,
2013).

Doencas infecciosas resultam em perdas diretas para a producao
pecuéria pela mortalidade, perda de produtividade, restricbes comerciais e
reducdo do valor de mercado (DEHOVE et al., 2012). A Enteropatia
Proliferativa (EP) € uma doenca que cursa com uma patologia intestinal
possuindo distribuicdo mundial. A infeccdo foi inicialmente caracterizada em
suinos, mas também é detectada com frequéncia em rebanhos equinos
(COOPER & GEBHART, 1998). A bactéria Gram negativa intracelular
obrigatéria, Lawsonia intracellularis, € o agente da EP (GEBHART & GUEDES,
2010). Os principais sintomas descritos sdo diminuicdo nos niveis de
reproducado, anemia, febre, diarreia e perda de peso, podendo levar o animal a
Obito (PAGE et al., 2012).

A vacinacdo é a melhor medida profilatica contra a EP, contudo ndo ha
vacinas comerciais destinadas a equinos (VISSCHER et al., 2018). As vacinas
atualmente disponiveis para suinos sdo baseadas na bacterina ou em células
vivas atenuadas de L. intracellularis, as quais exigem cultivo em larga escala
em culturas celulares em suspenséo, tornando a sua producdo onerosa. As
falhas na inducdo de imunidade esterilizante e intervencdes adicionais para
controlar a doenca sao limitacées das vacinas disponiveis (RIBER et al., 2015;
KRUSE et al., 2016).

Este trabalho teve como objetivo desenvolver uma vacina recombinante
contra L. intracellularis e avaliar sua imunogenicidade em equinos.
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2.1 Obtencao da proteina recombinante

O epitopo alvo para o desenvolvimento da vacina foi previamente
selecionado atravées de estudos de vacinologia reversa. A sequéncia
selecionada foi sintetizada pela Epoch Life Science, de acordo com a
preferéncia de cédon das células de E. coli BL21 (DE3), para isso inserida no
vetor pet/28a. O plasmideo recombinante Li/pet28a foi transformado em células
Escherichia coli BL21 Star ™ (DE3). A expressao e caracterizagdo da proteina
foi realizada conforme descrito por Sambrook & Russel (2012). A expressao foi
verificada através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%.
A quantificagdo da proteina foi realizada através de Ensaio de Bradford,
utilizando curva de albumina do soro bovino (BSA) (Sigma-Aldrich).

2.2 Vacinagéo de equinos

Foram utilizados 20 equinos (Equus cabbalus), machos e fémeas
adultos, higidos e sem raca definida, divididos de forma aleatéria em 2 grupos.
Os animais do grupo 1, foram inoculados com a formulacdo experimental
constituida da proteina recombinante purificada (400 pg/dose) adsorvida no
adjuvante hidréxido de aluminio (10%), contidos no volume de 2 ml. Os animais
do grupo controle (grupo 2) foram inoculados com PBS e hidroxido de aluminio.
Os animais foram inoculados por injecao intramuscular (2 ml) nos dias 0 e 14.
Amostras de sangue foram coletadas por venopuncéo da veia jugular externa
a cada 10 dias, totalizando 6 coletas (do dia 0 ao dia 50). Todos os protocolos
foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA n°
28134-2019) da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

2.3 Ensaio imunoenzimatico

A avaliacdo da resposta imune humoral foi verificada através de ensaio
imunoenzimatico, onde placas de 96 cavidades foram revestidas com 100
ng/cavidade do antigeno recombinante de L. intracelullaris. O antigeno foi
diluido em tampé&o carbonato bicabornato (pH 8,0) e incubado por 18 h a 4 °C.
Os soros foram diluidos (1:100) em PBS e aplicados em duplicata as placas.
Posteriormente, foram adicionados anticorpos anti-IlgG equino conjugado a
peroxidase (Sigma-Aldrich), diluidos 1:6000 em PBS. Entre cada etapa as
placas foram incubadas por 1h a 37 °C e lavadas 5 vezes com PBS-T. Apés, foi
adicionado 100 pl de solucdo de revelacdo (10 ml de tampéo fosfato-citrato
0,004 g de Ortho-Phenylenediamine (Sigma-Aldrich) e 15 ul de H202), por 15
minutos no escuro a temperatura ambiente. Para interromper a reacdo, foram
adicionados 50 pl por cavidade de H2SO4 2N. As absorbancias foram medidas
em leitor de microplacas EZ Read 400 (Biochrom, UK) com filtro de 492 nm.

Os dados foram analisados com auxilio do programa estatistico
GraphPad prism 5.03 (GraphPad Software, CA, USA). As diferencas entre as



X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

0,
(3

SUSTENTABILIDADE NA

crRA40

médias foram analisadas pelo teste de Tukey, considerando-se que houve
diferenca significante quando p<0.05.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proteina recombinante foi expressa de forma insoluvel, sendo
solubilizada com adicdo de tampao contendo uréia (8M). Apds o processo de
purificacdo, esta foi quantificada, obtendo o rendimento de 0.6 pg/ pl. Os
equinos vacinados apresentaram anticorpos contra o antigeno recombinante
apos uma Unica dose vacinal, sendo detectados ja no dia 10 do experimento,
com nivel de anticorpos de aproximadamente 0.25 (absorbancia). Apés a
segunda dose, dia 20 do experimento, um maior nivel de anticorpos foi
observado, com nivel de 0.5 (absorbancia), equivalente a 2 vezes o nivel obtido
apos uma unica dose (p< 0.05) (Figura 1 A). A avaliacdo dos soros individuais
revelou que, de forma geral, os animais responderam de forma homogénea,
exceto um dos animais que teve nivel significativo de anticopros apenas no dia
20 do experimento (Figura 1B). Niveis significantes de anticorpos foram
detectados até o final do experimento (dia 50). Animais do grupo controle,
inoculados com PBS, néo foi detectado anticorpos especificos (Figura 1A).
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Figura 1. Imunogenicidade da vacina experimental em equinos. Resposta IgG total
especifica anti-rLi. O grafico demonstra a densidade 6ptica média (D.0.492 nm) da
avaliacdo dos soros em dos grupos experimentais nos respectivos diasdo
experimento. A. Avaliagdo dos soros em pool; B. Avaliacdo dos soros individuais dos
animais vacinados.

Vacinas utilizando antigenos recombinantes, selecionados através de
vacinologia reversa e obtidos em sistema de expressdo heterdlogo,
apresentam potencial para superar as limitacbes das vacinas atualmente
disponiveis, e permitem o diagndstico diferencial entre os animais vacinados
dos infectados (RAPPUOLI et al.,, 2016). Devido ao tamanho da molécula
recombinante e seu nivel de pureza, foi necessario a adicdo do adjuvante
hidroxido de aluminio, permitindo a liberacdo do antigeno de forma lenta,
proporcionando o aumento da imunogenicidade da molécula (MOREFIELD et
al., 2005).



X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

0,
(3

SUSTENTABILIDADE NA

crRA40

A 'vacina recombinante contra EP desenvolvida neste estudo apresentou
capacidade de gerar resposta imune com apenas uma dose vacinal, tornando-
se assim um potencial alvo para o desenvolvimento de vacinas contra EP.
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4. CONCLUSOES

A vacina recombinante contra L. Intracellularis foi capaz de induzir
resposta imune em equinos, demonstrando potencial vacinal.
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1. INTRODUCAO

Durante a pandemia da COVID-19 que assolou a popula¢cdo mundial nos
anos de 2020 e 2021, a divulgacao cientifica entrou em cena como uma forte
aliada para a desmistificacdo das chamadas “pés-verdades” (PARMET e PAUL,
2020) e permitiu com que a populacao tivesse um maior protagonismo no meio
cientifico (CAETANO et al. 2021). Nos ultimos dois anos, o0 incremento de
diversas iniciativas para estabelecer o dialogo sobre ciéncia, principalmente
aplicada a saude, foram colocados em pratica através da producdo de conteudo
para as redes sociais (WHO, 2021).

Em vista disso, o Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia (GPN) da
Universidade Federal de Pelotas, sensibilizado pelo rigor cientifico para
desmistificar informacdes equivocadas e transmitir o conhecimento de maneira
a estreitar o vinculo entre academia e sociedade, efetivou a criacao do seu perfil
no Instagram (@gpn_ufpel) em 15 de abril de 2020, para publicacdo de
conteudos educativos com enfoque na neurociéncia.

Diante do contexto pandémico e dos efeitos que o distanciamento impo6s
aos padrdes de vida social (MARROQUIN et al., 2020), debates voltados a satde
mental (ORNELL et al., 2020) entraram em pauta como importante forma de
fornecer subsidios para melhor compreender e prevenir os efeitos deletérios do
isolamento. Tais assuntos vao ao encontro das linhas de pesquisa desenvolvidas
pelo GPN, como depresséo e ansiedade, o que fez desse momento oportuno
para gerar visibilidade a importancia das pesquisas nesta area, bem como seu
impacto positivo na sociedade.

Nesse sentido, ao longo de nossa jornada estabelecemos a criacdo de
diversos quadros com tematicas especificas que incluiram “GPN em foco”,
“‘Neuromitos” e “Noticias da semana" além de conteudos informativos sobre
descobertas em neurociéncia, curiosidades na area, grandes nomes na
neurociéncia e visibilidade a campanhas de prevencao a doencas, em especial
relacionada a COVID-19. Assim, o objetivo do presente trabalho é, portanto,
relatar as acbes de divulgagdo do Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia
durante o periodo de pandemia.
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2. METODOLOGIA

Por meio da plataforma Instagram, o GPN desenvolveu o perfil @gpn_ufpel.
As postagens foram organizadas para ocorrer semanalmente durante as
segundas, quartas, sextas-feiras e domingo, contando com diferentes quadros,
dos quais inclui-se: “GPN em foco”, em que foram explicados artigos publicados
pelo nosso grupo de pesquisa de uma forma simplificada; “Neuromitos”, os quais
foram realizados no formato de stories utilizando-se o recurso “enquete” para
lancar perguntas de verdade ou mito que poderiam ser respondidas pelos
seguidores, sendo a explicacdo discutida no story subsequente; “Noticias da
semana” em que foi feita uma coletdnea de 6 novidades cientificas das mais
diversas areas de conhecimento publicadas ao longo da semana. Além disso,
foram publicadas curiosidades e contetudos relacionados a descobertas
neurocientificas e suas contribuicbes para a sociedade. Todos 0s assuntos
abordados possuiam embasamento em artigos e noticias cientificas
referenciados na legenda das suas respectivas publica¢cées juntamente a um
paragrafo introdutorio.

Para a confeccédo do layout das postagens no feed e stories foi utilizada a
plataforma online Canva (https://www.canva.com/) de design gréafico. Os posts
foram submetidos a aprovacao prévia da professora coordenadora do projeto.
Os resultados obtidos foram calculados pelo algoritmo do Instagram.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A plataforma do Instagram provém diversas métricas as quais podem ser
utilizadas para acompanhar o progresso do perfil. Desde sua criacdo em
15/04/2020, o perfil @gpn_ufpel expandiu seu alcance totalizando, em
24/10/2022, 1.365 seguidores, sendo em sua maioria mulheres (75,1%) (Fig.
1A), e a faixa etaria de maior predominancia do publico esta entre 18 e 44 anos
(Fig. 1B). O fato do publico-alvo ser em sua maioria do sexo feminino, pode estar
relacionado ao grande namero de profissionais atuantes na area da salde serem
mulheres (CONASEMS, 2020), o que poderia explicar o interesse destas em
nossa pagina devido as publicacfes de cunho cientifico relacionadas a assuntos
como transtornos neuropsiquiatricos, doencgas neurodegenerativas e a pandemia
de COVID-19, por exemplo. Ademais, a faixa etaria alcancada se justapdem a
idade do publico académico (MEC, 2019).

Nota-se também que, apesar da localizacdo dos usuarios que
acompanham nossa pagina ser majoritariamente brasileira, representando um
total de 95,1%, e ser da regido sul do Brasil, também conseguimos alcancar
outros paises como pode ser observado na Fig. 1C. Naturalmente, pelo contetdo
das postagens estar escrito na lingua portuguesa, era esperado que a
localizacdo das pessoas que acompanham a pagina concentre-se
majoritariamente no Brasil, contudo a porcentagem de seguidores que
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conseguimos alcancar em outros paises € um indicativo do potencial de
crescimento do perfil.

A GENERO B c
PRINCIPAIS LOCALIZAGOES

SEGUIDORES POR GENERO E IDADE

No mundo:

50,0% Brasil 95,1%
45,0% Estados Unidos 18%
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Figura 1. Dados gerais do perfil @gpn_ufpel fornecidos pelo algoritmo do Instagram. (A)
Porcentagem de seguidores por género, (B) seguidores por faixa etaria e (C) principais
localizacBes de acesso ao perfil pelo publico obtido no periodo de 15/04/2020 a 24/10/2022.

Ao longo de dois anos desta trajetéria, contabilizamos 366 publicacdes
apenas no feed, dentre as quais as de melhor engajamento com base no nimero
de curtidas, podem ser conferidas na Figura 2A, B e C. Além disso, os melhores
resultados obtidos com as publicagdes nos stories com o quadro “Neuromitos”,
baseando-se no numero de contas alcancadas, estao dispostos na Figura 2D.

GPN EM FOCO K-/

Aumento da
sindrome de |
Burnout durante

a pandemia da _
COVID-19

Venha entender um
pouco sobre isso

v @ 7R

Figura 2. Posts de cada quadro (A) curiosidades na neurociéncia, (B) GPN em foco e (C)
Noticias da Semana, com maior engajamento publicados no feed e (D) Neuromitos nos stories
do Instagram @gpn_ufpel. Coracdo: niUmero de curtidas; baldo: nUmero de comentérios; seta:
namero de compartilhamentos; bandeira: nimero de salvamentos.

o @ 7N
s o e 3

Dentre os quadros publicados no feed, pode-se verificar que a tematica das
publicacdes sobre curiosidades na neurociéncia e “Noticias da Semana” (Fig. 2A
e C) com melhor engajamento englobam conteudos relacionados a pandemia,
devido a relevancia cotidiana desse tema. Assim, nosso quadro de conteludos e
curiosidades cientificas desperta o interesse do publico, por tratar assuntos
diversificados, englobando especialmente o conhecimento da neurociéncia
inserido no contexto atual de forma acessivel e descontraida.

Além disso, o quadro “GPN em foco” (Fig. 2B), embora apresente um
conteudo técnico ao abordar metodologias e resultados de estudos
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desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa ou em conjunto com laboratorios
parceiros, também apresentou boa aceitacdo por nossos seguidores.

Notou-se também um bom retorno do publico com o quadro “Neuromitos”
publicado nos stories (Fig. 2D), uma vez que se trata de uma publicagdo mais
dindmica e interativa que visa desmistificar concepc¢des erréneas e informacdes
equivocadas sobre a neurociéncia, contando com a participacdo da audiéncia a
gual poderia responder a enquete de “Verdade ou Mito?”.

Por fim, vale ressaltar a importancia da distribuicdo espacada e periddica
entre os posts de modo a manter um fluxo de publicagdes e permitir que o perfil
continue ativo e relevante ao algoritmo.
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4. CONCLUSOES

Em vista dos resultados apresentados, podemos concluir que o perfil
@gpn_ufpel cumpriu com seu proposito de disseminar o conhecimento cientifico,
em especial da neurociéncia, a partir da publicacdo sistematica de conteudos
com fundamento cientifico explicados de uma maneira acessivel a populacéo.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o uso de tecnologias da comunicacdo na vida cotidiana vem
crescendo rapidamente, se tornando inevitavel. Além disso, em 2020, a chegada da
pandemia do Covid-19, trouxe novos habitos e formas de construir ou complementar
o conhecimento. Entre elas, o uso de midias especificas, de facil compartilhamento e
gue permitem a flexibilizacdo do processo de aprendizagem, seja ele formal ou néo.

Os Podcasts integram o cardapio de oferta de conhecimento geral, especifico
ou apenas compartilhamento de noticias e opinibes. Um Podcast € caracterizado
como um arquivo de audio disponibilizado na Internet para download gratuito por
qualquer usuario da rede (LENHARO; CRISTOVAO, 2016). Eles podem ser
reproduzidos em computadores, celulares ou em outros dispositivos portateis de audio
(JHAM et al, 2007). Eles podem exercer fun¢des variadas, desde o entretenimento, a
divulgacao de informacdes e, até mesmo, para fins educacionais.

Eles se tornaram importante ferramenta educacional, ndo apenas como fontes
de informacdes, mas também incorporando, produzindo e disseminando descobertas
e acoes que promovam o aprendizado (BARROS; MENTA, 2007). Os autores também
afirmam que a utilizac&o de tecnologias de informacdo e comunicacao disponiveis na
Internet, traz inUmeras possibilidades para a educacdao, principalmente utilizando-se
da producéo critica e colaborativa de programas realizados pelos proprios alunos.

Os estudantes estdo cada vez mais “moveis”, este fato foi agravado pela
pandemia do Covid-19. Eles se encontram envolvidos em multiplas tarefas,
trabalhando meio periodo, residindo longe das suas instituices de ensino, etc. Dessa
forma, a ideia de poder acessar a informacdo sem estar vinculado a um local fisico se
tornou muito atraente. Os podcasts estdo se tornando cada vez mais populares,
porque eles oferecem uma alternativa portatil e conveniente para a leitura de um livro,
por exemplo (CASARES JR., 2020).

Dentro deste contexto, o FisioPodCast foi criado para disseminar o
conhecimento da fisiologia vegetal e estimular a curiosidade cientifica através de
chamadas criativas e dinamicas durante o FisioPop 2022, que foi parte integrante do
XVIII Congresso Brasileiro de Fisiologia Vegetal, ocorrido em Porto Alegre/RS.
Organizados em blocos, a Radio FisioPop2022 apresentou e destacou as atividades
em curso no FisioPop 2022, com narrativas curtas e atrativas no ambiente do evento
e nas midias sociais.
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2. METODOLOGIA

Para o desenvolvimento deste projeto, e no intuito de facilitar a comunicacéo
entre os autores dos trabalhos que foram apresentados durante o evento FisioPop
2002 e os integrantes do projeto FisioPodCast, foi criado um e-mail exclusivo para a
atividade. Através deste e-mail foi enviada uma mensagem apresentando a proposta
do FisioPodCast, e também esclarecendo que as duvidas em relacdo ao projeto
poderiam ser sanadas diretamente através de mensagem via WhatsApp com 0s
integrantes do grupo.

Além disso, foi solicitado aos autores dos trabalhos inscritos no FisioPop 2022
gue fossem feitas gravacgbes curtas, de até 3 minutos, que seriam veiculadas. As
gravagOes foram realizadas em formato mp4, encaminhadas através do e-mail do
projeto ou diretamente pelo WhatsApp e foram editadas antes da veiculacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizados 8 podcasts, abordam os trabalhos inscritos. Estes foram
veiculados nas midias sociais do XVIII Congresso Brasileiro de Fisiologia Vegetal e
também divulgados na plataforma de videos do Facebook Watch previamente ao
evento. Durante a realizacdo do FisioPop 2022 o0s podcasts também foram
transmitidos durante as visitacdes a mostra interativa.

Segundo Casares Jr. (2020), os podcasts vem sendo usado por mais de uma
década por educadores, no intuito de aumentar o comprometimento dos alunos em
sala de aula, apresentando aos alunos perspectivas diversificadas, amplificando
mensagens, o que acaba melhorando o feedback dos alunos, e contribui para uma
melhora nas notas. Desde o sua criacdo, 0 uso de podcasts no meio educacional vem
crescendo muito, diversas universidades no Reino Unido, como Cambridge e a
Imperial College London e nos Estados Unidos da América, como Duke e Perdue,
fazem uso dessa ferramenta para elevar a experiéncia dos estudantes e facilitar o
aprendizado (JHAM et al, 2007).

Além disso, segundo Braga (2010), a participacdo nos processos de producao
e consumo de bens culturais sempre favorece os grupos de maior poder econdémico,
dessa forma o uso de podcasts e outras ferramentas virtuais no ambiente educacional
pode favorecer o acesso dos grupos socialmente desfavorecidos a informacéo. No
entanto, as desigualdades de acesso as tecnologias digitais ainda sdo muito grandes,
e ficaram mais visiveis durante a pandemia de Covid-19, tanto alunos quanto
professores das regides rurais, por exemplo, seguem tendo acesso limitado ou total
falta de acesso a Internet (BENEVIDES et al., 2020).

Em relacdo ao ensino de Fisiologia Vegetal, as limitacbes criadas pela
pandemia de Covid-19 fizeram com que as instituicdes se adaptassem rapidamente
ao universo virtual, fazendo uso de Ambientes Virtuais de Aprendizagem (AVA), como
Google Meet, Formularios Google, Mapas Conceituais, YouTube, Kahoot, entre outros
(BENEVIDES et al., 2020) para o ensino remoto.
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4. CONCLUSOES

O FisioPodCast teve grande aceitacdo pelo publico. Além de contribuir para a
divulgagdo da atividade, conseguiu aumentar o interesse e a curiosidade dos
participantes do evento FisioPop 2022, estimulando a curiosidade cientifica.
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1. INTRODUCAO
A sociedade utiliza ferramentas biotecnoldgicas a seu favor em diversas areas
ha muitos anos. Ainda que a biotecnologia esteja presente no cotidiano, nédo é
comum associar o profissional biotecnologista ao conhecimento ou produto
biotecnoldgico. Esse fato acontece devido a falta de entendimento da populagéo
acerca da producao cientifica, uma vez que a linguagem empregada muitas vezes

nao é acessivel a realidade das pessoas.

A biotecnologia, por sua vez, € uma area da ciéncia que engloba técnicas
moleculares, DNA recombinante e bioengenharia, entre outras abordagens, para
desenvolver produtos ou processos a partir de organismos vivos, sistemas
biolégicos ou seus derivados (BRASIL, 2000; HELM, 2002).

Pensando nisso, a extensdo universitaria visa aproximar a populacao da
producao cientifica e transmitir o conhecimento sem as desigualdades sociais e
educacionais que ocasionam barreiras, dificultando a compreensdo (DE PAULA,

2013). Os projetos de extensao, portanto, conforme Coelho (2014), seria

(...) uma estratégia de buscar ou justificar maiores investimentos e, ao
mesmo tempo, promover uma legitimagdo do saber académico na
direcdo das demandas sociais, tornando-o mais aplicado e buscando sua

validagao em situagbes mais tangiveis (COELHO, 2014, p. 13).

Uma alternativa para relacionar o saber cientifico com o cotidiano em uma
linguagem acessivel € utilizar a midia visual como ferramenta educacional. Os meios
visuais, como o cinema, estimulam a curiosidade e geram uma maior interacdo dos
alunos com o conteudo (PAZZINI, 2013). Ainda, o cinema como midia visual € um
recurso educativo utilizado desde sua invencgao até os dias atuais (CAMBRA-BADII,
2020). Embora seja uma abordagem que nao tenha um carater de novidade, a
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pratica de longa metragem como ferramenta pedagogica € eficiente no processo de
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aprendizagem por conseguirem relacionar nogdes tedrico-praticas com o conteudo
das disciplinas estudadas (REIGADA, 2020).

Em sua origem, o cinema era utilizado de trés principais maneiras: como
forma de “informacao, persuasdo e entretenimento”, j& que as primeiras peliculas
eram curtas, de poucas dezenas de minutos (REIGADA, 2014, p. 26). Com o passar
do tempo, contudo, estudiosos como Ricciotto Canudo preveram um novo panorama
para as midias visuais, que seria futuramente realizado, visualizando-as como “artes
plasticas em movimento”, elevando-as, assim, ao titulo de “sétima arte”, ao lado das
artes desde ja tradicionais: a arquitetura, a escultura, a pintura, a musica, a poesia e
a danca (FIGURELLI, 2013, p. 116).

Ao assistir um filme, o telespectador experencia sensa¢des moldadas a partir
de sua construgao cultural coletiva, junto de aspectos individuais, como seus
conhecimentos, sua visdo de mundo e sua historia de vida até o presente momento.
Dessa forma, as percepgdes geradas a partir do contato com uma obra audiovisual
podem ser mais expressivas e significativas que o contato com uma intervencao
impressa (BURGARIN, 2021).

Assim, a presente proposta de projeto de extensdo, denominada Cine Biotec,
objetiva utilizar trechos de filmes populares para apresentar a biotecnologia, como
parte do cotidiano, de uma forma simplificada e interessante a um publico jovem que

possivelmente n&o teria acesso a esse debate por outros meios.

2. METODOLOGIA

Visando divulgar o conhecimento biotecnolégico para alunos do ensino
Fundamental da rede publica através de midias visuais, o seguinte projeto utilizara
trechos de filmes populares que contenham cenas de cunho cientifico para
apresenta-los a classe e fomentar discussdes a respeito do tema.

A primeira etapa do projeto consiste na busca de escolas interessadas
através de contato telefébnico com os coordenadores pedagdgicos. A seguir, sera
feita uma proposta de acdo educativa para os alunos do ensino Fundamental.
Havendo a concordancia de todas as partes interessadas, sera feita uma reuniao
com a professora responsavel pela turma com a qual o projeto sera realizado. Nesta
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qgue esta sendo abordado em aula.

Caso o conteudo estudado seja o Reino Animal, por exemplo, o filme
abordado poderia ser Jurassic Park (1993), de Steven Spielberg, que retrata como
cientistas extraem e editam genomas de animais. Outra possibilidade seria o filme
Contagio (2011), de Steven Soderbergh, caso a matéria abordada seja agentes
virais. Nesse filme, ha abordagem controvérsia no manejo de uma situagéo
pandémica, que pode ser relacionada a pandemia da COVID-19.

A exibicao de trechos curtos do filme sera seguida por uma apresentagédo em
slides com a explicagdo biotecnolégica do conteudo tratado. Apds isso, sera
promovida uma discussao com os alunos, incentivando a formulagado de perguntas
por parte deles, com explicagcoes dadas pelos participantes do projeto de extensao.

Ao final, serdo indicados para a turma outros filmes que representam a

tematica biotecnoldgica através de diferentes abordagens e contextos.

3. RESULTADOS ESPERADOS

A partir do conteudo apresentado aos alunos do ensino fundamental, espera-
se que os mesmos exponham duvidas e debates acerca da importancia da
Biotecnologia e do papel do biotecnologista na sociedade. Tal discussdao, moderada
pelos responsaveis pelo projeto de extensao, visa agucar a curiosidade dos jovens a
area, destacando a relevancia — nem sempre notada — da ciéncia em suas vidas.

Dessa forma, com o apoio da professora responsavel pela turma, é esperada
uma participagdo e discussdo relevantes, expondo aos alunos uma nova
possibilidade de mercado de trabalho no futuro ou, ao menos, a consciéncia sobre
uma area do saber possivelmente ainda inexplorada em suas vidas.

Além disso, a colaboracdo com a escola de ensino fundamental publica pode
vir a estimular a busca dos professores e de outros alunos participantes de projetos
de extensdo a adentrar as salas de aula das escolas, fomentando, assim, uma maior
interacao e oportunidades de aprendizado por parte de jovens provenientes de um
meio social que possivelmente ndo teriam esse contato com a ciéncia de outra

forma.
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4. CONSIDERAQ@ES FINAIS

A Biotecnologia é uma area do saber e um ramo de trabalho de permeia a
vida de toda a populacdo. Sob esse ponto de vista, é importante apresenta-la a
comunidade escolar que, mesmo nao reconhecendo, utiliza de seus avangos, como
por exemplo as vacinas, diariamente. Também espera-se que, futuramente, esses
jovens considerem a possibilidade de aprofundar os estudos na area.

Assim, a presente proposta de projeto de extensdo espera promover a ciéncia
e impulsionar a curiosidade de alunos da rede de ensino publico através do contato
com obras visuais da cultura popular, aproximando, assim, a sociedade ao saber

cientifico.
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1. INTRODUCAO

A cebola (Allium cepa, L.) apresenta uma alta producdo e consumo
mundial e, consequentemente, uma quantidade consideravel de subprodutos
(residuos) provenientes da cebola s&do depositados no planeta. Esses
subprodutos, especialmente a casca, possuem 3 a 5 vezes maior quantidade de
compostos fendlicos que o bulbo da cebola (LEE et al.,, 2014), podendo ser
utilizada como fonte alternativa de compostos bioativos com propriedades
antioxidante, antimicrobiana, antiobesidade, antidiabetes e anti-hipertensivos,
além de apresentar efeitos na sensibilizacdo de células cancerigenas (KUMAR
et al., 2022).

Uma alternativa de extracdo e concentracdo de compostos bioativos é a
producédo de extratos vegetais. No entanto, os compostos bioativos encontrados
nesses extratos vegetais apresentam baixa estabilidade a fatores ambientais,
como calor, umidade e oxigénio, dentre outros (CRUZ et al., 2021). Assim,
devem ser protegidos do ambiente externo para apresentarem alta estabilidade
e eficacia. Uma possibilidade de protecdo desses compostos € por meio de sua
encapsulacéo por electrospinning, uma técnica que utiliza temperatura ambiente
durante o0 processo, permitindo o0 encapsulamento de compostos
termossensiveis em fibras (CRUZ et al., 2021), preservando sua estrutura e
aumentando sua estabilidade durante o processamento e armazenamento dos
alimentos nos quais as fibras sao aplicadas.

Nessa técnica, o uso do amido como material de parede tem despertado
interesse e vem sendo estudado por ser um polimero biodegradavel (FONSECA
et al., 2020). No entanto, ndo foram encontrados estudos que utilizassem amido
de batata-doce para encapsulacdo, tornando necessaria esta aplicagdo. Frente
ao exposto, o objetivo do estudo foi encapsular o extrato da casca de cebola roxa
em fibras ultrafinas de amido de batata-doce branca pela técnica de
electrospinning formando uma membrana.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtencéo de extrato da casca de cebola roxa
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A preparacdo do extrato se deu de acordo com Lee et al. (2014), com
algumas modificagbes. As cascas foram secas em estufa com circulagéo de ar
forcado por 8 h & 60 °C. Apds, as cascas secas foram trituradas (Cuori, CUO-
3110, Italia) por 3 min. Posteriormente, foram misturadas com etanol 70% (em
H,O Milli-Q, v/v) na proporc¢ao de 1:45 (p/v), aquecidas em banho-maria a 60 °C
por 3 h, com agitagdo manual a cada 30 min. Em seguida, a solugdo extratora
foi inserida em um rota-evaporador (Laborota 4000eco, Heidolph, Alemanha),
acoplado em banho ultra-termostatico (Q214M2, Quimis, Brasil) a 60 °C e 90 rpm
de agitacdo, até a evaporacdo completa do etanol. O extrato foi armazenado em
ultrafrezeer a -63 °C e posteriomente liofilizado (Liofilizador, Liotop K108, Brasil).
O extrato liofilizado foi contido em frasco hermeticamente fechado e armazenado
a-17 £ 3 °C.

WN\Vieg,

2.2 Preparo das solucdes poliméricas e processo de electrospinning

As solucgdes poliméricas foram preparadas utilizando 0,6 g de amido de
batata-doce branca (20% p/v) em 3 mL de acido férmico 75% (em H,O Milli-Q,
viv). As solucbes foram agitadas em agitador magnético (VELP Scientific,
F203A0177, Itdlia) por 20 h (FONSECA et al.,, 2020). Apos, o extrato foi
adicionado na concentracdo de 3% (p/p) e novamente foi agitado por 20 min,
para ocorrer a homogeneizacao do extrato na solucdo polimérica para producao
das fibras. Fibras ultrafinas sem extrato foram utilizadas como controle.

Posterior ao preparo das solu¢des poliméricas, ocorreu a encapsulacéo
do extrato, através de uma estacao horizontal de electrospinning. Para isso, as
solucdes foram adicionadas individualmente em uma seringa plastica de 3 mL
com agulha de aco inoxidavel de 0,8 mm de diametro e bombeadas a uma taxa
de fluxo constante de 0,75 mL.h* por uma bomba de infusdo de seringa (KD
Scientific, Modelo 100, Holliston, Inglaterra). Foi aplicada uma tensao de 18 kV
através de uma fonte de alimentacédo (Faiscas, Modelo FA+30kV, Brasil) e uma
distancia de 20 cm da ponta da agulha a placa coletora revestida com folha de
aluminio (FONSECA et al., 2020). A umidade relativa foi controlada em 43 £ 5%,
utilizando desumidificador (ARSEC, Modelo 160, Brasil), e em temperaturas de
16 £2°C.

2.3 Avaliacado da morfologia, distribuicdo de tamanho e molhabilidade

A morfologia das fibras foi avaliada por microscopia eletrénica de
varredura (MEV, Jeol, JSM - 6610LV, EUA). Uma pequena quantidade do
material foi fixada em stubs com fita dupla face e recobertas com ouro utilizando
um metalizador (Sputtering, Denton Vacuum Desk V, EUA) e analisadas com
uma aceleracdo de tensdo de 10 kV. O diametro médio e a distribuicdo de
tamanho foram obtidas pelas imagens de MEV com base na medicdo de 65
(sessenta e cinco) fibras selecionadas aleatoriamente, utilizando o software
ImageJ versdo 2015 (FONSECA et al., 2020).

A molhabilidade das fibras foi avaliada pelo angulo de contato da
membrana formada por fibras eletrofiadas durante 40 min, sendo coletadas em
laminas de vidro afim de formar uma membrana. Essas foram avaliadas pela
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medicdo do angulo de contato, utilizando um goniémetro (Labometric, LB-DX,
EUA) em temperatura ambiente (22 £ 2 °C) (AHMAD et al., 2015). Uma gota
d’agua destilada de 7 pL foi colocada sobre a amostra. O tempo para absorgao
d’agua foi registrado em camera digital e uma fotografia foi registrada apds 45 s
em que a gota permaneceu em contato com a membrana.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo morfoldgica verificou-se que todas as fibras se mostraram
aleatérias e sem a presenca de beads.que e que a incorporacdo do extrato
melhorou as caracteristicas morfolégicas das fibras (Figura 1b), pois as sem
extrato apresentaram morfologia em forma de fita e fundidas (Figura 1a). Essas
caracteristicas podem ser atribuidas ao baixo alongamento da solu¢do durante
0 processo de eletrofiagdo. Todavia, as fibras com 3% de extrato (Figura 1b)
apresentaram morfologias cilindricas, homogéneas, aleatdrias e sem a presenca
de beads. Caracteristicas essas ideais para aplicacdo no setor alimenticio.

(e)
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Figura 1. Morfologia (a, b), distribuicdo de tamanho (c, d) e angulo de contato
(e, f) das fibras de amido de batata doce com 0 e 3 % (p/p) de extrato da casca
de cebola roxa encapsulado, respectivamente.

Quanto a distribuicdo de tamanho das fibras, estas apresentaram
diametro médio de 324 e 438 nm, para as fibras encapsuladas com 0 e 3% de
extrato, respectivamente (Figura 1lc e 1d). Foi possivel verificar que a
incorporacdo do extrato propiciou uma diminuicdo na distribuicdo de tamanho
das fibras. Esse comportamento pode ser atribuido a forma de fita encontrada
nas micrografias das fiboras com 0% de extrato (Figura la), as quais
apresentaram maior diametro. Ainda, pode ter sido influenciado pela viscosidade
aparente, que se mostrou maior na concentragao de 0% de extrato (dados n&o
mostrados). O diametro de fibras € influenciado por diferentes condi¢tes e
parametros de eletrofiacdo (por exemplo, tenséo aplicada, distancia do coletor e
fluxo), pelas condigcbes ambientais (por exemplo, umidade e temperatura) e
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pelos parametros das solucbes poliméricas (por exemplo, viscosidade e
condutividade elétrica) (FONSECA et al., 2020).

Na analise de angulo de contato, as gotas d’agua depositas sobre as
fibras sem (Figura 1le) e com (Figura 1f) extrato encapsulado apresentaram
aumento do seu angulo de contato a medida que houve a encapsulacdo de
extrato nas fibras. No entanto, ambas as fibras apresentaram angulos de contato
menores que 90°, indicando superficies hidrofilicas conforme a classificacao
relatada por Ahmad et al. (2015). O amido é um polimero altamente hidrofilico e
por consequéncia, as membranas resultantes da sua eletrificacdo, também o
sdo, e muitas vezes nao é possivel de mensurar o angulo de contato da gota
d’agua, pela rapidez com que a mesma € absorvida.

4. CONCLUSOES

Foi possivel encapsular extrato da casca de cebola roxa em fibras de
amido de batata-doce pela técnica de electrospinning. A encapsulagcéao do extrato
promoveu uma melhora na morfologia das fibras que apresentaram
caracteristicas cilindricas, homogéneas, aleatorias e sem a presenca de beads.
A incorporacado de extrato de casca de cebola roxa promoveu uma reducao na
distribuicdo de tamanho das fibras e um aumento no angulo de contato d’agua
na membrana.
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1. INTRODUCAO

A busca da populag¢ao por uma alimentagao mais saudavel tem aumentado
a cada dia. A reducao ou eliminagao de gorduras saturadas e trans dos alimentos
€ uma demanda crescente, uma vez que essas gorduras contribuem para um
maior risco de desenvolver doencgas crénicas (FOGUEL, 2021).

Dentre as varias estratégias destinadas a reduzir/substituir gorduras trans e
gorduras saturadas em alimentos, os oleogéis sdo relatados como um sistema
inovador de 6leo estruturado usado para aplica¢gdes industriais, devido aos seus
beneficios nutricionais e ambientais. Eles possuem aplicagcdes em diversas
areas da industria alimenticia, como de panificacdo, confeitaria, laticinios,
produtos carneos, dentre outras (MANZOOR et al.,, 2022). O processo de
formacdo de oleogéis requer o uso de agentes gelificantes em baixa
concentracao, que tém a capacidade de fornecer estrutura aos oleos, conferir
um material solido com a funcionalidade de texturizacdo, propriedades de
ligacao, estabilizacdo do 6leo, de gorduras solidas, dentre outros (BASCUAS et
al., 2020).

O amido é um polimero de baixo custo, biodegradavel e biocompativel, que
possui capacidade de atuar como agente gelificante na estrutura de oleogéis. Os
oleogéis podem atuar no carregamento de compostos bioativos lipofilicos e
naturais, como por exemplo de oleos essenciais. Os 0Oleos essenciais sao
oriundos do metabolismo especializado das plantas e podem apresentar
distintas atividades biolégicas (EVANGELHO et al., 2019). O 6leo essencial de
laranja (Citrus sinensis L. Osbeck) apresenta atividade antibacteriana frente a
bactérias gram-positivas e gram-negativas (FRASSINETTI et al., 2011) e
atividade antioxidante (TORREZ-ALVAREZ et al., 2017), ressaltando ser uma
alternativa para o desenvolvimento de produtos seguros.

O presente estudo teve como objetivo desenvolver oleogéis a base de
amidos de milho e de arroz incorporados com 6leo essencial de laranja, bem

como avaliar seu perfil de textura.
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3.1 Material

O amido de milho Amisol® 3408 (teor de amilose de 33,4%) foi adquirido na
Ingredion e o amido de arroz Motti (teor de amilose de 8,0%) foi extraido
conforme Biduski et al. (2018). Cera de abelha e 6leo de girassol 100% refinado
(Tipo 1, Liza Especiais) foram adquiridos em comércios locais da cidade de
Pelotas, RS, Brasil. As laranjas (Citrus sinensis L. Osbeck) da cultivar Valencia
utilizadas para extragao de o6leo essencial de laranja foram fornecidas pela
Embrapa Clima Temperado de Pelotas, RS, Brasil. Os compostos majoritarios
do oleo essencial foram: limoneno (95,95%), B-mirceno (1,76%) e B-linalol
(0,98%) de acordo com Kringel et al. (2017).

3.2 Elaboracéao dos oleogéis

Os oleogéis foram preparados pela emulsao do amido de milho e de arroz,
Oleo de girassol e cera de abelha, conforme definido em testes preliminares.
Primeiramente, adicionou-se individualmente, o amido de milho ou de arroz e
Oleo de girassol, os quais foram misturados sob agitacdo a 680 rpm em agitador
mecanico digital (IKA, RW20, Alemanha) e aquecimento em banho termostatico
(FISATOM, 550, Brasil) até atingir a temperatura de 85 °C. A cera de abelha foi
adicionada e a agitagdo aumentada para 1260 rpm. A agua destilada foi
adicionada na solugao, que se manteve sob agitacdo a 85-90 °C por 30 min, para
a completa gelatinizagdo do amido e formagdo dos oleogéis. Apos o
resfriamento, o Oleo essencial de laranja foi adicionado a solugdo na
concentracao de 5% (p/p, em relagdo ao amido). Os oleogéis foram adicionados
em placas de Petri (32,8 mm) e armazenados a 5 + 1 °C por 24 h.

3.3 Perfil de textura dos oleogéis

O perfil de textura dos oleogéis foi avaliado utilizando um analisador de
textura (TA.XTplus, StableMicro Systems, RU). Os parametros analisados foram:
dureza (g), elasticidade e coesividade. O teste consistiu em dois ciclos de
penetracdo da amostra com tempo de espera de 10 s entre os ciclos. Uma sonda
cilindrica redonda (20 mm de didametro e 56 mm de comprimento) foi utilizada
para penetrar as amostras a 15 mm/s a uma profundidade de 10 mm
(GIACOMOZZI; CARRIN; PALLA, 2021).

3.4 Analise estatistica
Os resultados foram analisados pelo teste t de Student (p < 0,05) para
comparar os diferentes oleogéis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As propriedades de textura sao importantes para definir a aplicacédo de um
material. A analise do perfil de textura dos oleogéis de amidos de milho e de
arroz esta mostrada na Tabela 1.



X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

\CADEMICA

S

SUSTENTABILIDADE NA

crRA40

o
o
=
2
z

2

Tabela 1. Perfil de textura dos oleogéis a base de amidos de milho e de arroz,
incorporados com 6leo essencial de laranja.

Fonte de amido Dureza (Q) Elasticidade Coesividade
Milho 615,72 £ 12,50* 0,12 £ 0,04* 0,07 £ 0,02*
Arroz 76,95 + 18,33 0,85 +0,02* 0,58 + 0,04*

*Os valores com asterisco possuem diferencga significativa entre as amostras
usando o teste t (p < 0,05).

A dureza é a medida da resisténcia do material a uma deformagdo. Em
relacdo a esse parametro, o oleogel de amido de arroz apresentou menor dureza
(p<0,05), quando comparado ao oleogel de amido de milho. Parametros como
estabilidade dos oleogéis, propor¢cdes de amido/dleo e concentragéo de cera de
abelha na formulacdo dos oleogéis podem influenciar fortemente as
propriedades mecanicas. Além disso, o teor de amilose do amido também pode
influenciar as propriedades de textura dos oleogéis (SILVA et al., 2020). Amidos
com menor teor de amilose tendem a apresentar géis com menor dureza.

O parametro de elasticidade € a taxa na qual um material deformado retorna
a sua condicdo ndao deformada apds a forgca de deformacédo ndo ser mais
aplicada e, portanto, € uma medida de recuperacao elastica. O oleogel de amido
de milho apresentou elasticidade reduzida comparado ao oleogel de amido de
arroz (p<0,05). Isso se deu, devido a estrutura sélida formada nos oleogéis, visto
que, o oleogel de amido de arroz se mostrou visivelmente menos solido, quando
comparado ao oleogel de amido de milho, como evidenciado no parametro de
dureza. As interagdes intermoleculares, que mantém os elementos de um
material juntos, determina sua coesividade, ou seja, estd relacionada a
resisténcia das ligacdes internas que formam o produto (SILVA et al., 2020).
Assim, fortes interacbes entre as macromoléculas do amido (amilose e
amilopectina), 6leo de girassol, cera de abelha e 6leo essencial de laranja
garantem uma estrutura mais integrada nos oleogéis a base de amido de arroz
comparadas ao amido de milho. Os oleogéis produzidos possuem potencial para
serem aplicados como substituto de gordura hidrogenada em alimentos e como
carreadores de compostos bioativos lipofilicos, como exemplo, éleo essencial.

4. CONCLUSOES

Foi possivel produzir 6leogeis a base de amido de milho e de arroz, com
possivel capacidade de substituicdo da gordura hidrogenada em alimentos. Além
disso, os oleogéis podem atuar no carregamento de compostos lipofilicos
bioativos. Os parametros de textura avaliados demonstraram que os oleogéis
apresentam diferenca significativa entre si. O oleogel de amido de arroz se
mostrou menos sélido/rigido quando comparado ao 6leogel de amido de milho.
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1. INTRODUCAO

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch), pertencente a familia
Rosaceae, produz um pseudofruto que € amplamente comercializado, devido
as suas caracteristicas sensoriais, principalmente coloracdo, sabor e aroma
(NEZHADAHMADI et al., 2015) . Em relagédo a pequenos frutos, 0 morangueiro
€ a espécie mais explorada do Brasil. No entanto, sua producao é limitada por
alguns fatores bidticos e abioticos, que causam perdas significativas a cada
ano (WEl et al., 2016).

Nesse contexto, técnicas de edicdo génica como por exemplo
CRISPR/Cas tem se destacado mostrando ser uma metodologia que permite o
melhoramento de diferentes plantas, inclusive visando a resisténcia a estresses
ou estratégias de biofortificacdo (POLETTI, et al. 2021).

Como potencial auxiliador desses estresses temos o acumulo de
antocianinas, que sao produzidas durante a maturacdo dos frutos, e em
resposta ao estresse; portanto, entender os mecanismos envolvidos na sintese
e acumulo deste composto sdo de extrema importancia(NASCIMENTO, et all
2018). Para que seja possivel o aumento dessa antocianina € preciso definir
alvos para o processo de edi¢cao génica.

A etapa de eleger potenciais alvos para a transformacdo de plantas é
essencial para o sucesso da transformacéo génica mediada por CRISPR-Cas9.
Nesse sentido, estudos anteriores mostraram a familia dos fatores de
transcricio WRKY estd associada a processos de crescimento e
desenvolvimento de plantas, sintese de metabdlitos secundarios e resposta a
fatores bidticos e abidticos; através da auto-regulacédo e da regulacdo cruzada
deles mesmos e de outros genes (CHEN et al., 2015).

Além disso, as antocianinas séo derivados de flavondéides e apresentam
um papel importante no mundo vegetal, estando diretamente ligadas a
mecanismos reprodutores, como a polinizacdo e a dispersao de sementes
(devido a suas cores vivas e intensas), apresentando, também, capacidades
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anti-inflamatoérias e antioxidantes, sendo um alvo amplamente utilizado para
pesquisas (LOPES et al., 2007). Assim, o presente trabalho tem como objetivo
selecionar genes FaWRKYs como potenciais alvos para o melhoramento
génico mediado por CRISPR-Cas9 em morango (Fragariaxananassa Duch.)
visando o acumulo de antocianinas para melhor enfrentamento de estresses de
origem bidtica e abidtica.

2. METODOLOGIA

Com base na analise de expressao in silico de bancos mRNA-Seq de
morango anteriormente descrita pelo grupo de pesquisa (NASCIMENTO et al.,
2018), foram construidas redes de interacdo especificsa usando mineracao de
texto, bancos de dados, coexpressao, vizinhanca, fusdo génica, coocorréncia e
evidéncias experimentais, dos genes FaWRKY25 (FYWRKY28), FaWRKY33
(FVWWRKY21) e FaWRKY59 (FYWRKYG6) usando a ferramenta STRING 10
online ( https://string-db.ora/ ), a fim de confirmar a funcéo desses genes e sua
possivel relagdo com o acumulo de antocianinas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos resultados de interatomas observamos que as
FVYWRKY28 e FVYWRKY6 interagem com fatores de transcricdo MYB, sendo
interacdo de co-expressdo referentes a FVYWRKY28 e co-mencionados em
resumos no pubmed em ambos 0s genes. Essas interacbes que assim como
as WRKY sao essenciais para regular as vias envolvidos nos metabolismos
primario e secundario, crescimento e desenvolvimento e estresse bidtico e
abiotico respostas (DUBOS et al.,, 2010;; CHEN et al, 2019). Uma dessas
respostas desencadeada pelos genes MYB € referente a biossintese de
antocianinas (YAN et al, 2021).

Além disso, a FVWRKY28 esta relacionada com a atuacdo de
fitocromos, interagindo por co-expressao e co-mencionados em resumos no
pubmed, enquanto FVWRKY®6 interage, também, com telomerases (sendo
mencionados em publicacdes no puvmed) o que confirma a participacdo dessa
familia de proteinas com o0s processos de germinacdo de sementes,
crescimento e florescimento (HAN et al, 2022).

FYWRKY21, por sua vez, apresenta como destaque a sua interacdo
através de co-mencionados em resumos no pubmed, com a proteina VIP1 esta
envolvido na sinalizacdo da resposta imune inata. Estudos anteriores testaram
a suscetibilidade de mutante vipl e plantas VIP1-SRDX para Pseudomonas
syringae e Botrytis cinerea . Plantas mutantes vipl e VIP1-SRDX mostram
maior suscetibilidade a B. cinerea , mas ndo a P. syringaeinfeccéo, sugerindo
um papel para VIP1 em B. cinerea na sinalizacdo para defesa da planta
(LAPHAN et al, 2018). Vale ressaltar, que a suscetibilidade da B. cinerea é
dependente do &cido abscisico (ABA), que também € importante para as
respostas ao estresse abidtico, nesse sentido, Laphan et al (2018)
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identificaram que plantas mutantes vipl e VIP1-SRDX mostram maior
tolerancia ao crescimento em sal, indicando um papel para VIP1 em resposta
ao estresse salino.
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Figura 1. Redes de interacdo de genes da familia WRKY em Fragaria vesca.
A. genes FaWRKY25 (FVWRKY28). B. FaWRKY33 (FVWRKY21). C.
FaWRKY59 (FVYWRKY®6).

4. CONCLUSOES

O presente trabalho é parte dos resultados de um Trabalho de Concluséo
do Curso de Bacharelado em Biotecnologia pela Universidade Federal de
Pelotas (UFPel). Os resultados obtidos mostram que a FVWRKY28 em
comparacdo com as demais analisadas foi a Unica que apresentou uma
indicacdo de estar relacionada diretamente com a biossintese de antocianinas,
portanto sera utilizada como alvos em ensaios de edi¢cdo génica visando ter um
morango com maior contetdo de antocianinas
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1. INTRODUCAO

O advento do sequenciamento de DNA de nova geracao (next generation
sequencing, NGS) permitiu um aumento expressivo na velocidade para obtencao
de grandes volumes de dados gendmicos, bem como de outras areas das
ciéncias Omicas, como transcriptomica e metagendmica (Liu et al., 2012). A
metagendmica, também chamada “gendmica ambiental”, consiste na analise em
larga de escala de dados derivados de sequenciamento de DNA de amostras
complexas (metagenoma), que muitas vezes apresentam uma grande variedade
de microorganismo. A analise do metagenoma pode ser realizada a partir da
amplificacdo de marcadores taxondmicos seguida do sequenciamento ou a partir
de técnicas de sequenciamento shotgun (whole metagenome shotgun), que
permite também a caracterizacao funcional de genes (Bragg & Tyson, 2014).

Apoés a obtencdo dos dados em um estudo de metagenoma € necessario
se atribuir cada sequéncia identificada a uma determinada unidade taxonémica
operacional (operational taxonomic unit, OTU), que pode ser um género, espécie
ou mesmo sub-espécie que compartilha um determinado grau de similaridade de
sequéncia (Mande et al., 2012). Este processo é denominado binning, e muitas
das abordagens utilizam métodos de de alinhamento ou mapeamento de leituras
como base (alignment-based), como BLAST (Altschul et al., 1990). De modo a
reduzir o custo computacional, estratégias que nado utilizam alinhamento de
sequéncia (alignment-free). Estas estratégias podem ser utilizadas tanto para a
classificacdo de amostras inteiras (ex: classificar o estado fisiolégico de um
individuo com base na composicdo da sua microbiota), como o realizado pela
ferramenta DectICO (Ding et al.,, 2015), como classificar as leituras que
pertencem a grupos taxondmicos de interesse, como a ferramenta Seeker
(Auslander et al., 2020) e classificacdo de funcédo de proteinas codificadas em
metagenomas, como o Carnelian (Nazeen et al., 2020).

No contexto da pandemia de COVID19, Fongaro et al reportaram a
presenca de SARS-Cov2, agente etiolégico da doenga, em aguas de esgoto
coletadas no estado de Santa Catarina em Novembro de 2019, antes dos
primeiros casos da doenga serem oficialmente reportados na China, pais onde a
pandemia se iniciou (Fongaro et al., 2020). O monitoramento de agua de esgoto
para coronavirus, bem como outros doencas, vem sendo discutido em outros
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paises, como os Estados Unidos, onde o Center for Disease Control (CDC) tem
iniciado iniciativas como o0 National Wastewater Surveillance System
(https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/cases-updates/wastewater-surveillan
ce.html). A utilizacdo de técnicas de metagendmica para a analise em larga
escala de microorganismos presentes em amostras de esgoto para fins de
vigilancia epidemioldgica vem sendo discutida, sobretudo tendo em vista as
possibilidades na deteccdo de virus (Nieuwenhuijse et al.,, 2020) e genes de
resisténcia a antibioticos (Hendriksen et al., 2019), possibilitando assim maior
agilidade na deteccéo de surtos.
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Neste contexto, no presente trabalho foi avaliada uma abordagem
alignment-free baseada em vetorizacéo de texto e aprendizado de maquina para
classificacdo de dados derivados de analise metagenémica de modo a se
identificar patdgenos em amostras ambientais como as de monitoramento
epidemiologico de esgoto, sendo usado como modelo de estudo o SARS-Cov-2.

2. METODOLOGIA

Dados de sequenciamento de viroma de esgoto foram obtidos do banco de
dados Sequence Read Archive (SRA) do NCBI a partir do codigo de acesso,
sendo o download realizado com a ferramenta fastg-dump do pacote SRA-
Toolkit (https://github.com/ncbi/sra-tools). O genoma completo de SARS-Cov-2 foi
obtido do Genbank a partir, sendo usado como base para a producao de leituras
sintéticas similares a plataforma Illumina HiSeq com uso da ferramenta
InSilicoSeq (https://github.com/HadrienG/InSilicoSeq). Ambos 0s conjuntos de
dados foram utilizados como base para a producdo de subsets de leituras
positivas (simuladas) e negativas (de viroma de esgoto) tanto para treino quanto
para validacdo do modelo preditivo. Além disso, um subset de leituras foi extraido
dos dados de viroma ambiental para o treinamento de um modelo de vectorizagcéo
de texto. Para o treinamento e validacdo dos modelos, em ambos oscasos, foram
utilizadas 10.000 leituras de cada classe. A vectorizacdo de texto foi realizada
com o algoritmo FastText (https://fasttext.cc/) que foi treinado a partir de uma
representacao das leituras de sequenciamento na forma de sequéncias de k-mers
sobreponiveis (k=11, vector size=100). Apés o treinamento do modelo de
vectorizacdo, as leituras de treino e teste do modelo foram convertidas em
sequéncias de k-mers e entdo vetorizadas. Entdo, um modelo de aprendizado de
maquina baseado em gradient-boosting de arvores de decisao foi treinado usando
a biblioteca XGBoost (https://xgboost.readthedocs.io/en/stable/). O modelo foi
entdo avaliado utilizando as métricas acuracia e recall a partir do relatério de
classificagéo gerado pela fungdo classification report do pacote Scikit-
Learn.



https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/cases-updates/wastewater-surveillance.html
https://www.cdc.gov/coronavirus/2019-ncov/cases-updates/wastewater-surveillance.html
https://github.com/ncbi/sra-tools
https://github.com/HadrienG/InSilicoSeq
https://fasttext.cc/
https://xgboost.readthedocs.io/en/stable/

X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

)b CA

0,

SUSTENTABILIDADE NA

crRA40

WN\Vieg,

Vectorization model training

Vectorization
model

ion model training

AN

Test

N

Virome negative Test
examples subset subset

- e }
Genbank || SARS-Cov-2 InSilicoSer SARS-COv2 | of \enaren positive Train Train
genome q simulated examples subset subset
Cl

AN

—>» vsearch

reads

Model madel Model Training

)\

Figura 1. Resumo da metodologia adotada no presente trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das representacdoes geradas para as leituras de sequenciamento e do
modelo de aprendizado de maquina produzido, foi possivel se obter uma acuracia
de 98% e um recall de 97% para a classe positiva na classificacdo, indicando com
métodos de aprendizado de maquina podem ser uma alternativa na deteccéao de
organismos patogénicos, como o virus SARS-Cov-2, em amostras ambientais.
Estes resultados vdo de encontro com resultados de outros grupos, como Adjuik
et al (2022), que demonstram que vetores de palavras podem ser usados para a
classificacao de proteinas deste virus, mas estendem o escopo de aplicacédo para
0 uso de dados brutos de sequenciamento, sem necessidade de montagem ou
anotacao do genoma, tornando assim a deteccdo destes organismos mais agil.

4. CONCLUSOES

Com base na metodologia utilizada, foi possivel demonstram que técnicas de
vectorizacdo de texto e aprendizado de maquina podem ser utilizadas para a
producdo de modelos preditivos capazes de auxiliar na detec¢cdo de organismos
patogénicos de interesse. O codigo contendo as analises descritas neste trabalho
esta disponivel no notebook do Google Colab e pode ser acessado através do link
https://colab.research.google.com/drive/1VRpO62AdtnBSWAPAWPIC1npaB-x16x

vG?usp=sharing.
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1. INTRODUCAO

O morango (Fragaria x ananassa Duch.), € um pseudofruto pertencente a
familia das Rosaceae e tem como principais caracteristicas a sua coloracéo
vermelha, aroma e sabor, juntamente com a presenca de compostos
antioxidantes. Sendo chamado popularmente de fruto pela populacdo em geral,
tem-se que os frutos verdadeiros do morango sédo 0s aquénios.

Os estresses causados por seca e pelo sal (aqui chamados de estresses
osmoticos) sao conhecidos por resultar em reducédo no rendimento da colheita
e, consequentemente, por reduzir a producdo de alimentos, o que inclui a
cultura do morango (GALLI et al.,, 2016; REJEB; PASTOR; MAUCH-MANI,
2014). No Brasil, solos salinos e sodicos ocorrem no Rio Grande do Sul, na
regido do Pantanal Matogrossense e, com predominio na regido semiarida do
Nordeste, ocupando 160.000 km2 (MELO et al., 2009).

Para combater esses estresses, as plantas apresentam inumeras
respostas bioquimicas e moleculares, incluindo assim, respostas a nivel pés
transcricional. Dentre as moléculas que se destacam nessa etapa de regulacao
pos transcricional, estdo os CircRNAs que sdo uma classe de RNAs néo
codantes formados a partir de reacdes back-splicing. A exemplo disso, temos
circRNAs que foram identificados de maneira abrangente em algumas
espécies, incluindo Arabidopsis thaliana, arroz, trigo, algodéo e tomate (CHEN
et al., 2017; LU, 2020; WANG et al., 2017; XIANG et al., 2018; YIN et al., 2018).
Em trigo, foram identificados seis circRNAs diferencialmente expressos em
resposta ao processo de desidratacdo e através de andlise de bioinformatica foi
previsto que estes desempenham um papel como esponjas de miRNA (WANG
et al., 2017).

Assim, devido a este efeito esponja, circRNAs especificos podem ser
projetados para avaliar a funcdo de miRNAs nas células (ZHANG et al., 2020).
Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo realizar a predicdo de
circRNAs presentes em bancos de mRNAseq de frutos de morango submetidos
a estresses osmoticos, utilizando-se de analises de bioinformatica.
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2. METODOLOGIA

Bibliotecas de RNA-Seq e Genoma do Morango

Neste estudo, foi utilizado um conjunto de bibliotecas de RNA-Seq para
predicdo in silico de circRNAs. As amostras de frutos do morango foram
submetidas a tratamentos de estresse salino e déficit hidrico, descritos no
artigo de GALLI et al., (2018), numero de acesso do SRA SRP148865. O
genoma utilizado como referéncia para 0 mapeamento e alinhamento das
leituras de RNA-Seq de morango, foi obtido em: Genome Database For
Rosaceae (GDR). Esse genoma corresponde a um genoma quase completo de
uma espécie de morango octaploide, em escala cromossémica, Fragaria X
ananassa Camarosa.

O conjunto Estresse Salino/Déficit Hidrico de RNA-Seq foi obtido por
analises experimentais realizadas pelo préprio grupo de pesquisa. O estresse
salino, 50 mL de NaCL 400 mM, foi aplicado uma vez por semana desde o
inicio do florescimento (105 dias apods o transplante) até o final da cultura (190
dias ap6s o transplante) em Fragaria x ananassa cultivar Camarosa. Para o
estresse hidrico, as plantas foram irrigadas com 50% da agua aplicada no
controle (Tabela 1). O RNA foi extraido dos frutos submetidos a esses
estresses, e sequenciado atraves da plataforma Illumina.

Tabela 1. Condicdes e grupos experimentais do Conjunto de estresse Salino/Hidrico de

RNA-Seq.

Grupos/Amostras Tratamento Tamanho (Gigabytes)

GEK-137 (Controle) Morango tratado com agua, colhido 190 dias 11.278

apos o transplante
GEK-138 (Estresse Hidrico) Morango tratado com 50% do volume de 9.941
agua do controle, colhido 190 dias ap6s o
transplante
GEK-139 (Estresse Salino) Morango tratado com NaCl 400 mM, colhido 9.477
190 dias apés o transplante
Foi utilizada a ferramenta find_circ

(https://github.com/marvin-jens/find_circ) como algoritmo de predi¢do in silico
de provaveis candidatos de circRNAs. Esse algoritmo é escrito na linguagem
de programacao Python e usa a metodologia de identificagdo de Back-splicing
junctions, utiliza também o alinhador bowtie2 para 0 mapeamento.


https://www.rosaceae.org/species/fragaria_x_ananassa/genome_v1.0.a1
https://www.rosaceae.org/species/fragaria_x_ananassa/genome_v1.0.a1

X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

A ACADE CA

SUSTENTABILIDADE NA
rRA40

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Ap6s o alinhamento com o genoma e mapeamento utilizando a
ferramenta bowtie2, foram obtidos através do preditor find_circ os provaveis
candidatos de circRNAs a partir de bibliotecas de RNA-Seq de Fragaria x
ananassa. Esses circRNAs preditos sdo todos de origem exdmica, visto que a
amostra provém de bancos de RNA-Seq. A partir destes resultados foi
realizada uma filtragem inicial, onde obtivemos somente os categorizados
como CIRCULAR. Desta forma, foi possivel obter o nimero de circRNAs para
cada banco: sendo GEK-137 (Controle) com 50, GEK-138 (déficit hidrico) com
50 e GEK-139 (estresse salino) com 39. Posteriormente a essa filtragem, foi
realizada uma nova utilizando Python e buscando comparacdes diretas com a
relacdo das sequéncias nos bancos de anotacdo disponiveis. Com isso, 0
numero de circRNAs preditos foi reduzido para 9 em GEK-137, 13 em GEK-
138, e 12 em GEK-139. Para demonstracdo dos dados, os 3 primeiros
circRNAs de cada banco foram inseridos na tabela 2 para melhor visualizacao.

Tabela 2. CircRNAs identificados nos trés bancos de RNA-Seq de morango (GEK137 -
controle, GEK138 - déficit hidrico, e GEK139 - estresse salino).

Circ_Name NUmero de Reads Banco RNA-Seq
frag_testl_circ_000004 5 GEK-137
frag_test1l_circ_000006 7 GEK-137
frag_testl_circ_000029 6 GEK-137
frag_testl_circ_000002 3 GEK-138
frag_test1l_circ_000005 4 GEK-138
frag_test1l_circ_000006 6 GEK-138
frag_testl_circ_000001 3 GEK-139
frag_test1_circ_000003 2 GEK-139
frag_test1l_circ_000030 11 GEK-139

4. CONCLUSOES
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Conclui-se que através da analise in silico utilizada neste estudo
identificou-se 35 circRNAs em morango. Atualmente, as fungcdes dos circRNAs
na maioria das plantas ainda séo desconhecidas, principalmente em resposta a
estresses. Nossos resultados fornecem algumas referéncias para estudos
futuros e para o melhoramento do morangueiro nesta era de mudancas
climaticas.
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1. INTRODUCAO

Dentre as diferentes praticas em cultura de tecidos, uma das mais utilizadas é
a micropropagacdo de plantas in vitro, atualmente grande responsavel pela
producédo de mudas de varias espécies para fins comerciais, tendo como vantagens
a producao de mudas em menor tempo, a obtencéo de varias plantas a partir de um
exemplar (OLIVEIRA et al., 2006; SANTOS et al., 2019), sadias, isentas de virus e
outros microrganismos causadores de doencas (MENEZES et al., 2012).

A biofabrica é uma fabrica que necessita do uso biotecnolégico para a
producdo de mudas em larga escala, na qual seus processos precisam ser bem
definidos, podendo chegar a desenvolver milhares de mudas por ano (LEE et al.,
2007). O progresso de uma biofabricas e a producdo de mudas com uma alta
gualidade, esta intimamente relacionada a sua elaboracdo e direcionamento quanto
a seus materiais de consumo e equipamentos. E necessario que haja cautela com
relacdo ao ambiente, impedindo que poeira, microrganismos, entre outros, entrem
em contato com a area que serao realizados os processos (TEIXEIRA et al., 2012).

CARVALHO et al., (2013) afirma que € crescente o numero de empresas que
cada dia mais optam por essa tecnologia, buscando abranger a demanda de um
material propagativo de alta qualidade e conservacdo génica de importantes culturas
como as flores e plantas ornamentais, frutiferas, silviculturas, entre outros.

Atualmente a biofébrica BioPlant Tech, sitiada em Pelotas, trabalha com
micropropagacao in vitro de plantas ornamentais e frutiferas. As mudas multiplicadas
in vitro sdo acondicionadas em frascos de vidro, porém para reducdo de custos esta
sendo utilizado frascos de plastico (polipropileno). Foi observado que o
desenvolvimento dos explantes acondicionados em frascos de plastico apresentava-
se inferior aos de vidro em algumas espécies. Frente a isso, para solucionar esse
problema foi realizado um experimento com amora, cv. Tupy, em frascos de plastico,
modificando o meio de cultivo para melhor desenvolvimento das mesmas.

2. METODOLOGIA
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O presente estudo foi desenvolvido na empresa BioPlant Tech, situada na
cidade de Pelotas, RS.

Para a inducdo de multibrotagGes in vitro, utilizaram-se como explantes,
segmentos nodais isolados de plantulas de amora, cv. Tupy, germinadas in vitro. O
meio nutritivo utilizado foi o MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de
diferentes doses de carvao ativado (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 g L), 100 mg L* de mio-
inositol, 30 g L de sacarose e 1,0 mg L de benzilaminopurina (BAP), sendo o pH
ajustado para 6,0 antes da inclusdo do agar (7 g L'). Em seguida, os meios
foram distribuidos em potes plasticos (polipropileno) de 250 ml e autoclavados
durante 20 minutos a uma temperatura de 121°C. Os frascos contendo os explantes
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de 25 + 2°C,
densidade de fluxo de fotons de 40 pmol m2s, provida por lampadas fluorescentes
branca-fria e fotoperiodo de 16 horas .

O delineamento experimental utilizado para testar o efeito do carvao ativado,
foi inteiramente casualizado, com seis repeticdes, sendo que cada repeticao
continha 20 explantes, totalizando 120 explantes por tratamento. Foi realizada a
Andlise de Variancia (ANOVA), seguido da comparacdo entre as médias dos
tratamentos (Tukey) ao nivel de 5% de probabilidade de erro e a construcdo dos
graficos foram conduzidas no ambiente de programacao estatistica R Ver.4.2.1 (R
TEAM CORE, 2020), utlizando o0s seguintes pacotes: Agricolae Ver.1.3-5
(MENDIBURU; YSEEN et al., 2020) e ggplot2 (WICHHAM et al., 2016). Apos 45 dias
foram analisados: altura média dos explantes por broto (cm), nimero meédio de
brotos, nimero médio de explantes por broto e presenca de raiz.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizados para multiplicagdo do material, segmentos nodais de
plantulas obtidas in vitro.

Com base nas caracteristicas avaliadas, foi possivel observar diferenca nas
respostas ao tratamento com ou sem suplementacédo do meio de cultura com carvao
ativado e no padrédo de crescimento de plantas de amora na fase de multiplicacdo in
vitro aos 45 dias (Figura 1).

Figura 1. Efeito das dosagens de carvéo ativado em meio de cultivo de amora, cv. Tupy. A-0mg L%
B-0,5mgL?' C-1,0mgL? D-1,5mgL?; E-2,0mgL? de carvdo ativado.
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Em relacdo a altura média dos explantes, foi observado que nas maiores
doses de carvdao ativado na ocorreram diferenca estatistica (1,55 e 1,55
respectivamente), diferindo das demais doses (Figura 2). Dependendo da espécie,
do tipo de explante ou da fase de cultivo a ser propagada, a adicdo de um
antioxidante (carvao ativado e PVP) ao meio de cultura pode ter efeitos positivos
(PANKAJ et al., 2014), como observado no estudo in vitro da cultura da espécie em
estudo.

O tratamento com melhor resultado em relacdo ao niumero médio de brotos foi
verificado na auséncia de carvao ativado (2,39), diferindo estatisticamente das
demais doses. O aumento da concentracdo de carvao ativado pode ser prejudicial
ao meio de cultura, pois GALDIANO-JUNIOR et al. (2010), mencionam que o uso de
carvdo ativado pode adsorver outras substéncias do meio nutritivo como, por
exemplo, os reguladores de crescimento, acarretando efeitos indesejaveis ao cultivo
in vitro. Essa circunstancia, pode servir como justificativa para a diminuicdo do
numero de brotacbes a medida que as doses de carvao ativado suplementadas ao
meio de cultura aumentaram.

O efeito da suplementacdo com carvao ativado néo inferiu significativamente
as caracteristicas morfologicas estudadas na multiplicacdo in vitro de amora, cv.
Tupy.

A suplementacdo com carvao ativado aos 45 dias de cultivo para
multiplicacéo in vitro de amora proporcionou 0 maior nimero de explantes por brotos
na concentracdo de 1,5 e 2,0 mg L* (3,70 e 4,09 respectivamente), diferindo
estatisticamente dos demais (Figura 2).

A adicdo de carvao ativado ao meio de cultivo aumenta a adsorcdo de
substancias que inibem o desenvolvimento vegetal, assim como minimiza a
toxicidade de reguladores vegetais ou de substancias exdégenas com efeito nocivo, o
gue contribuiu para um maior crescimento in vitro do explante.

Ndo houve fase de enraizamento, ou seja, as raizes foram emitidas
espontaneamente ndo necessitando da adicdo de auxina para a inducdo das
mesmas, porém verificou-se que as maiores dosagens de carvdo ativado
contribuiram para o aumento da inducgéo de raizes, sendo a dose de 1,0 mgL* a que
induziu maior média de explantes com raizes (Figura 2).

Segundo SILVA et al., (2017) o carvéo simula a condicéo de escuro na qual as
raizes normalmente se desenvolvem melhor, além de possuir efeito diluidor, retendo
parte de todos os elementos que compéem o meio, absorvendo compostos fendlicos
inibidores do enraizamento.

Altura MOomero de brotos NOomero de explantes Presenca de raizes

20 - I ap ab

T 1

Média

(I] :1‘:‘, 1‘:1 1.5 ;":1 :I] :1‘:‘, 1.:1 1‘:‘, }’I(] :‘1 :1‘:‘> 1‘:1 1‘:‘: 2’.:1 (o] :1‘:‘: 1.:1 1‘:‘) 2":1
Concentragao de carvao ativado



-

X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

VI MOSTR/ CA

SUSTENTABILIDADE NA

crRA40

Figura 2. Efeito da adi¢do do carvédo ativado sobre o nimero médio da altura dos explantes (cm),
nuamero médio de brotos, de explantes por broto e presenca de raiz, em plantas de amora, cv. Tupy.

4. CONCLUSOES

A suplementagdo do meio de cultura MS com carvdo ativado nas
concentracdes de 1,5 ou 2,0 mg L* registrou os melhores resultados para a
multiplicacdo de amora, cv. Tupy, pois induziu maior numero de explantes.
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1. INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea subsp. europaea L.) € uma das espécies mais
difundidas e socioeconomicamente importantes na Bacia do Mediterraneo. A
domesticacdo da oliveira ocorreu no Oriente Proximo cerca de 4.000 a 6.000 anos
atras, e atualmente é cultivada em mais de 40 paises, incluindo o Brasil. Além da
importancia dessa cultura na agricultura e na economia, destaca-se os beneficios do
azeite na saude (WU et al. 2022).

A maioria das cultivares de azeitona sao antigas. O melhoramento genético via
cruzamentos iniciou na metade do século XX e representa a estratégia mais
promissora para disponibilizar novas cultivares adaptadas as demandas de plantio nos
diferentes paises. Ferramentas de biotecnologia podem ser utilizadas para reduzir o
tempo necessario para desenvolver novas cultivares (RALLO et al. 2018). Nessa
perspectiva, o entendimento das informacfes contidas no genoma da oliveira pode
auxiliar o melhoramento genético na obtencéo de novas variedades.

Os fatores de transcricdo (FT) se ligam em sequéncias especificas de DNA
(elementos cis) presentes nos promotores dos genes de eucariotos. Com isso, FT
regulam a expressao dos genes alvo em intensidade especifica no tempo e no espaco,
controlando o crescimento e desenvolvimento das plantas e a resposta ao ambiente.
De acordo com o dominio de ligagdo no DNA e motivos conservados, os FT sao
divididos em familias génicas, como o AP2/ERF (XIE et al., 2022).

Em plantas, as proteinas codificadas pela superfamilia génica AP2/ERF
(APETALAZ2/ethylene-responsive factor) apresentam o dominio AP2/ERF composto
de 60-70 aminoacidos conservados. De acordo com os dominios conservados, os FTs
AP2/ERF séo divididos em quatro familias: AP2 (APETALA?2), ERF (ethylene reaction
element binding fator), RAV (AP2 related to ABI3/VP1) e Soloist. A familia ERF possui
um dominio AP2/ERF, e de acordo com elemento cis que se liga € dividida nas
subfamilias ERF (se liga em AGCCGCC) e CBF/DREB (se ligam em A/IGCCGAC). A
familia AP2 apresenta dois dominios AP2/ERF, enquanto que RAV, além do dominio
AP2/ERF apresenta os dominios VP1/ABI3 (XIE et al., 2022).

Os FTs AP2/ERF estéo envolvidos na resposta a estresses bidticos e abibticos,
na regulagao do crescimento e desenvolvimento e na transducgéo de sinais (XIE et al.,
2022), sendo candidatos potenciais no desenvolvimento de novas variedades de
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plantas. Nesse sentido, 0 objetivo dessa pesquisa foi fazer um estudo preliminar da
superfamilia AP2/ERF no genoma de Olea europaea subsp. europaea L.

2. METODOLOGIA

2.1. Identificac&o de proteinas AP2/ERF em oliveira

A sequéncia do proteoma da oliveira (Olea europaea subsp. europaea L.) foi
baixada do banco de dados de OliveTreeDB - Olive Genome Database
(https://[genomaolivar.dipujaen.es/ db/index.php). Inicialmente, para obter os
peptideos candidatos foram identificadas as 10 proteinas da familia AP2/ERF
registradas em oliveiras no NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Posteriormente, foi feita a busca dessas proteinas em Arabidopsis thaliana
(PlantRegMap/PlantTFDB v5.0), espécie usada como modelo para realizar
comparacdes com oliveira.

Foi utilizado o BLASTp Local-Linux para pesquisa de identidade e similaridade
nas proteinas anotadas na oliveira, utilizando como padrao proteinas da A. thaliana,
com limite maximo do e-value 1E'°. Foram selecionadas aquelas sequéncias
proteicas com no minimo 70% de identidade e 75% de similaridade. O modelo do
dominio AP2/ERF (IPR001471) foi baixado de Pfam (http://pfam.xfam.org). A
presenca desse dominio foi examinada em todas as proteinas utilizando a ferramenta
Batch CD-Search Tool (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/ bwrpsb.cgi).

2.2. Alinhamento multiplo e andlise de filogenia de proteinas AP2/ERF

Foi construida uma arvore filogenética para classificar as proteinas da
superfamilia AP2/ERF na oliveira. O alinhamento multiplo de sequencias foi realizado
com o software ClustalX 2.1 usando parametros padrdo. A arvore filogenética foi
construida usando o software MEGA 11 (TAMURA et al., 2021), com o0 método de
agrupamento UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean).

2.3. Expressdao dos genes codificadores de proteinas AP2/ERF

O local de expresséo de cada gene codificador de proteinas da familia AP2/ERF
foi previsto usando o programa de alinhamento rapido HISAT-3N (ZHANG et al.,
2021). Foram utilizados dados de RNA-seq de diferentes 6rgdos da planta da oliveira
(folha, flor, fruto,tecido meristematico, tronco e raiz), pertencentes ao bioprojeto
PRJNA590386 do NCBI. As sequéncias foram alinhadas com o proteoma de
referéncia obtido de OliveTreeDB.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Vérios fatores de transcricdo como AP2/ERF, bHLH e WRKY desempenham um
papel essencial na resposta a estresses em oliveira. Por isso, a identificacdo funcional
de genes candidatos necessita de mais atenc¢éo, o que podera constituir uma
referéncia para o melhoramento genético para tolerancia na oliveira (NIU et al., 2022).
Com base na nomenclatura da superfamilia AP2/ERF (IPR001471) foi possivel
identificar preliminarmente um total de 200 fatores de transcricdo AP2/ERFs na
oliveira (Olea europaea subsp. europaea L.). Resultados similares foram observados
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em Arabidopsis, videira, alamo e arroz, com 145, 132, 200 e 163 genes AP2/ERFs,
respectivamente (RASHID et al., 2012). Em oliveira o tamanho dos peptideos variaram
de 126 aminoéacidos (aa) (CAA2998492.1) a 915 aa (XP_022861742.1).

As 200 sequéncias de proteinas AP2/ERF de oliveira foram categorizadas 9
grupos (Figura 1).

Vil 5 ; : 1X

Vil

m

Vi p
Vv
Figura 1. RelacOes filogenéticas e estruturais das proteinas da superfamilia AP2/ERF
nas oliveiras (Olea europaea subsp. europaea L.)

O grupo | (3) foi o menor grupo formado. Na sequéncia aparecem grupo 1l (12),
grupo Il (10), grupo IV (18), grupo V (4), grupo VI (29), grupo VII (34) grupo VIl (55)
e 0 grupo IX (35). Os resultados mostram dominios conservados entre proteinas
relacionadas de tipo “AP2/ERF_dom” (IPR001471), “Ethylene responsive element
binding protein signature” (PR00367), “AP2/ERF domain profile” (PS51032), “AP2
domain” (PF00847) e “rav1_2” (SM00380) e “AP2” (cd00018). O tipo, ordem e nimero
de motivos sdo semelhantes entre grupos, diferindo das proteinas de outros grupos.
O numero de proteinas da familia AP2/ERF difierem dos registrados na base de dados
iTAK (http://itak.feilab.net/cgi-bin/itak/index.cgi), sendo AP2/ERF-RAV (7), AP2/ERF-
AP2 (38) e AP2/ERF-ERF (328) (ZHENG et al. 2016).

Os transcritos da maioria dos genes que codificam as proteinas AP2/ERF (67%)
foram encontradas em todos os 6rgaos da planta. De maneira geral, as flores (16%)
e frutos (15%) sdo os 6rgdos que apresentaram 0 maior numero de transcritos
exclusivos, e as folhas mostraram o menor nimero de genes AP2/ERFs (0,7%). A
expressdo de genes AP2/ERF em todos 6rgdos da planta de oliveira esta de acordo
com estudos realizados em outras espécies vegetais, que demonstraram que genes
da familia AP2 e RAV estéo envolvidos no crecimento da planta e desenvolimento da
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flor, e membros da familia ERF/DREB apresentam papel importante na resposta a
estresses bidticos e abidticos, resisténcia a doencas, e sinalizacdo cruzada entre
etileno, 4cido abscisico e metil jasmonato (YAMADA et al. 2020).

4. CONCLUSOES

De maneira preliminar, o genoma da oliveira (Olea europaea subsp. europaea
L.) contém ao menos 200 sequéncias proteicas da familia AP2/ERF e a maioria dos
genes codificadores dessas proteinas se expressa em todos os 6rgdos da planta. A
diversidade da familia sugere uma evolucéo constante, o que pode estar relacionado
com a resposta aos estresses na planta.
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1. INTRODUCAO

Os microverdes sdo um novo e emergente sistema de producédo de
plantas que vém ganhando popularidade mundialmente (XIAO et al., 2012). Os
microverdes sdo vegetais comestiveis nos estagios iniciais do desenvolvimento
das plantulas apos o periodo de germinacao. Plantas jovens, com tamanhos que
variam entre 5 e 10 cm de altura, radicula, eixo caulinar central, folhas
cotiledonares e o primeiro par de folhas verdadeiras.

Por se tratarem de plantas de pequeno porte, e por serem de facil cultivo,
os microverdes devem ser produzidos com substratos de facil manejo. O
substrato escolhido deve possuir condicbes fisicas, quimicas e biolégicas
favoraveis ao desenvolvimento das plantas (SANTOS et al, 2020), uma vez que
ele influencia na manutencéo do sistema radicular da planta, no fornecimento de
agua e nutrientes e nas trocas gasosas entre as raizes e o ar exterior. Além
disso, o substrato deve ser composto por materiais de baixo custo, facil aquisicao
e preferencialmente reciclavel. Em outras palavras, um bom substrato para
microverdes tem o propésito de assegurar o crescimento da planta em um curto
periodo de tempo e com baixo custo (FILGUEIRA, 2003).

Ainda existem poucos estudos sobre a utilizacdo de substratos
especificos para o cultivo de microverdes e os seus efeitos sobre a producéao.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho é avaliar a influéncia dos diferentes
substratos nas caracteristicas fisiolégicas de microverdes de Alface da qualidade
Mimosa Prado.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no campus Capao do Ledo da Universidade
Federal de Pelotas, utilizando-se de sementes de Alface Mimosa Prado, livre de
agrotoxicos, do fabricante Isla Sementes, adquiridas no comércio local. Foram
utilizados 5 substratos diferentes, sendo eles: casca de arroz carbonizado,
vermiculita, fibra de casca de coco, perlita expandida e substrato comercial. Para
cada tratamento foram realizadas 4 repeticdes. Foram utilizadas 40 g de
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substrato para cada repeticdo. O material pesado foi hidratado com &gua,
durante 3 horas, lavado 3 vezes com agua, e distribuido em potes plasticos
perfurados. Apés, 0,5 gramas de sementes de Alface Mimosa Prado foram
semeadas. Os potes foram entédo colocados em bandejas plasticas, e incubados
em sala de crescimento, sem controle de temperatura e fotoperiodo, imitando o
processo doméstico de cultivo sendo a irrigacao feita por capilaridade. Foram
analisados o inicio da germinacdo e as medidas de parte aérea e radicula aos
14 dias. O comprimento da parte aérea e radicula das plantulas de Alface
Mimosa Prado foi medido através da coleta aleatdria de 10 plantulas aos 14 dias
apos a implementacdo do experimento, utlizando-se de régua milimetrada.

: ““6’1’/
g
210

5 uoul"

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O inicio da germinacdo aconteceu aos 2 dias apds a instalacdo do
experimento para todos os substratos utilizados. Observou-se visualmente que
no substrato perlita expandida havia um menor numero de sementes
germinadas, em comparacado aos outros substratos utilizados. Isto pode ter
ocorrido devido a caracteristica irregular da superficie do substrato perlita
expandida, e também devido as suas caracteristicas quimicas.

As meédias destas medidas sdo apresentadas no Grafico 1. Onde
podemos observar que as plantulas tiveram maior desenvolvimento com os
substratos de casca de arroz carbonizada, com média de 3,72 cm e com
substrato comercial, com média de 3,70 cm. Os outros substratos apresentaram
médias de 3,17 cm para vermiculita e fibra de casca de coco e de 2,45 cm para
perlita expandida.

3,5
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

Casca de Vermiculita Fibra de Coco Perlita Substrato

Arroz Comercial

Gréafico 1 — Tamanho Médio de Parte Aérea de Plantulas de Alface Mimosa
Prado aos 14 dias.
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As médias do comprimento das radiculas das plantulas de Alface Mimosa
Prado sdo apresentadas no Grafico 2 . Onde podemos observar que as radiculas
das plantulas de Alface Mimosa Prado tiveram maior desenvolvimento com 0s
substratos de casca de arroz carbonizada e com vermiculita, apresentando
meédia de 2,23 cm. Os outros substratos, fibra de casca de coco teve média de
1,71 cm, perlita expandida teve média de 1,93 e o substrato comercial teve média
de 1,54 cm, sendo a menor observada no experimento.
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Grafico 2 — Tamanho Médio das Radiculas de Plantulas de Alface Mimosa
Prado aos 14 dias.

Santos et al (2020) encontraram resultados parecidos comparando humus
de minhoca, com substrato de fibra de coco no desenvolvimento de microverdes
de beterraba. Diferentemente, Bonato et al (2022), em experimento com
microverdes de rucula, cenoura e beterraba, identificou que o substrato
comercial Carolina Soil® foi mais adequado em comparagéo ao substrato de fibra
de coco. Resultado parecido foi encontrado em estudo com microverdes de
ricula, comparando os substratos Carolina Soil® e vermiculita, onde o substrato
comercial também obteve melhores resultados (WIETH et al, 2018).

4. CONCLUSOES

A sustentabilidade do sistema de cultivo € um ponto critico da producao
de microverdes, que pode ser melhorado pela otimizacdo dos fatores de
producdo, como disponibilidade de &gua, tipo de substrato utilizadado e
iluminacdo. Além do impacto econémico e ambiental, o substrato influencia a
produtividade, entéo, estudos adicionais podem ser necessarios para avaliar o
efeito desses substratos sobre as caracteristicas de producdo e qualidade dos
microverdes.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade de microrganismos existentes nos ecossistemas €& vasta.
Estima-se que a maioria dos microrganismos viaveis ainda ndo foi isolada, existindo
um grande interesse por parte da industria no isolamento desses organismos para
utilizacdo em diversas areas, como na industria alimenticia, saude, biocombustiveis,
bebidas entre muitas outras areas (Poli et al., 2017). As leveduras, fungos
unicelulares, sado encontradas em inumeros ambientes, sendo frequentemente
isoladas de fontes ricas em carboidratos, como bagas de frutas e exsudatos de plantas,
contudo o solo e alguns insetos também apresentam um grande numero de leveduras
associadas (RAO et al.,2008; TIKKA et al., 2013)

No Brasil vem sendo observado um crescimento significativo no numero de
cervejarias ao longo dos ultimos anos. Em 2021 o Brasil teve um crescimento de 12%
em relacdo ao ano anterior (MAPA, 2021). Avaliando o crescimento anual do mercado
cervejeiro, observa-se uma demanda crescente por novosestilos de cerveja por parte
de consumidores nos ultimos anos, impulsionado principalmente pelo surgimento da
comunidade cervejeira artesanal. Com o aumento da concorréncia nos mercados de
cerveja, toda a industria foi forcada a reconsiderar sua abordagem e diversificagédo de
seus portfolios de bebidas (Lengeler et al. 2020), buscando por exemplo produtos
inovadores e de origem local. Baseado nisso, nosso trabalho utilizou diferentes técnicas
de microbiologia e biologia molecular para obter um novo isolado de levedura, com o
objetivo de isolar uma cepa de Saccharomyces cerevisiae de seu ambiente natural e
caracteriza-la para futura utilizagdo em processos fermentativos na industria cervejeira.

2. METODOLOGIA

O estudo foi realizado na cidade de Pelotas, RS, Brasil localizada entre a Latitude:
31° 46' 34" Sul, Longitude: 52° 21' 34" Oeste, possuindo um clima temperado. As
amostras foram obtidas a partir da extragcdo de partes das frutas e plantas, ou por meio
de raspagem da superficie com swabs estéreis. Os mesmos foram inoculados em meio
seletivo YPMS8ES (10 g/L extrato de levedura, 20 g/L peptona, 80 g/L maltose, 5% etanol
(v/v), 50 pg/mL canamicina, 50 pg/mL cloranfenicol), meio preparado e disponivel pelo
(Laboratério de microbiologia do centro de desenvolvimento tecnolégico de pelotas). As
amostras foram incubadas por 48h, a 28 °C, em agitador orbital a 150 rpm. As amostras
que apresentaram turbidez no meio de cultura foram replicadas, por técnica de
esgotamento, em placas de Petri contendo YM (Yeast and Malt extract) agar.

Para avaliar a capacidade de fermentacéo dos isolados presentes na tabela 1, foi
utilizado mosto cervejeiro sintético composto por 400 ml de extrato de malte (Dry Brew,
Liotecnica, Brazil), com densidade de 11 °Brix ou 1044 g/cm?, pH 5.0), esterilizado em
autoclave por 15 minutos a temperatura de 121°C. Iso-a-acidos 30% extraido de lupulo
(Humulus lupulus, Hopsteiner, Germany) em uma concentragcdo de 15 IBU (International
Bitterness Units) foram adicionados apés a esterilizagao. Apds o periodo de fermentacao
(10 dias), foi avaliada a atenuagéao (capacidade de consumir os carboidratos) realizada
por cada um dos isolados.
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Diversos testes foram realizados para avaliar a capacidade de crescimento dos
isolados em diferentes condi¢cdes de cultivo como: pH e temperaturas diferentes de
incubacéao, tolerdncia ao estresse idnico, capacidade de absorcdo de carboidratos
diferentes como maltose e glicose 20% (p/v), resisténcia a concentragcado de 5% de alcool
etilico, e também a tolerancia ao acido latico. Ainda, foi realizado um teste para verificar
a capacidade dos isolados em tolerar os acidos (a e ) provenientes de lapulo., segundo
protocolo descrito por Samanfar et al., (2017).

Apos visualizagdo de forma macro e micro morfologicamente das colénias dos
isolados e da fermentacao primaria, os isolados foram selecionados e identificados a
nivel molecular. O DNA gendémico total de cada isolado foi extraido a partir do protocolo
descrito por Preiss et al. (2018). A identificacdo a nivel de espécies foi realizada através
da técnica de PCR utilizando os primers ITS1 e ITS4, que amplificam a regidao que
compreende o gene nuclear 5.8S do rRNA e as regides flanqueadoras do ITS (Internal
Transcribed Spacer).

O produto da amplificagdo por PCR foi purificado, e enviado para sequenciamento
na empresa ACTGene® Analises Moleculares. O resultado do sequenciamento foi
submetido a ferramenta online Blastn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e
analisado quanto a similaridade com sequéncias depositadas no NCBI (National Center
for Biotechnology Information).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando meios de cultivo seletivos para o crescimento de leveduras, foi possivel
obter uma colecao de isolados com diferengas macro e micro morfolégicas em suas
colénias e/ou células visualizadas em microscopio o6tico. O isolamento das leveduras foi
beneficiado também por meio de diversas passagens por esgotamento em meio de
cultura solido, uma vez que havia a necessidade da obtencdo de culturas puras. Todas
as fontes de isolamento apresentaram leveduras, contudo alguns fungos filamentosos e
bactérias também puderam ser observados, havendo a necessidade do cuidado para
gue esses nao mantivessem a contaminag¢ao das culturas isoladas.

A partir do teste de fermentacdo observamos que 75% das leveduras isoladas
nao possuiram a capacidade de atenuar de maneira eficaz os agucares presentes no
extrato de malte, mantendo niveis de atenuacdo entre 11% a 13% (Tabela 1). A extracdo
de DNA a partir do protocolo com micropérolas de vidro foi uma forma eficaz de se obter
DNA puro e com grande concentragao (>1 ug/uL), favorecendo as etapas seguintes de
PCR. Os primers ITS1 e ITS4 foram utilizados para amplificar a regiao repetitiva de
rDNA, que inclui o gene 5.8S rRNA e duas regides nao-codificantes designadas como
espacadores internos transcritos (ITS1 e ITS2), ja descritos por White et al. (1990). Os
produtos da amplificagdao por PCR foram utilizados na ferramenta Blast N, a qual
possibilitou a identificacdo de 3 espécies diferentes. A identificacdo de cada isolado, a
partir da comparacao da sequéncia amplificada com o banco de dados do NCBI, esta
apresentada na Tabela 1.

Um dos isolados, a levedura identificada como S. cerevisiae BERG004 desperta
o interesse em sua utilizacdo em processos fermentativos pela sua capacidade de
consumir agucares mais complexos como a maltose (Duval et al., 2010), o que pode ser
observado também em nosso trabalho, em que esse isolado apresentou percentual de
atenuacao de 67%. Visto que o pH da cerveja se mantém em torno de 4.0 (Anna Dysvik
et al, 2020), essa também foi uma caracteristica avaliada apos a fermentagdo. Todos os
isolados foram responsaveis por pHs finais do mosto similares aos encontrados em
cervejas, variando entre 4.07 a 4.33. Os resultados observados para o isolado BERG004
foram muito similares ao controle S. cerevisiae WLP001, uma levedura comumente
utilizada por diversos cervejeiros (Berner, T.S et al., 2013).
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Tabela 1 - Resultado dos testes de fermentacdo com mosto sintético utilizando os isolados e WLP0O1.

Isolado Espécie Atenuagao pH Final Biofilme Notas
aparente sensoriais
Saccharomyces o Gasoso, alcool,
BERGO004 cerevisiae 67.0% 4.15 ) esterificado
WLPOO1 Saccharomyces o .
(cepa comercial) cerevisiae 50.0% 4.45 ) Gasoso, alcool
Meyerozyma o ) Fendlico,
BANO0O1 carpohila/caribbica 13.6% 4.07 picante
CAQO01 Pichia kudriavzevii 13.6% 418 ¥ Solvente,
frutado
CAF001 Pichia kudriavzevii 11.3% 433 ¥ Solvente,
frutado

Os testes realizados em relagao as condi¢des de cultivo, demonstraram a capacidade
do isolado BERGO004 em tolerar a concentragdo de 5% de etanol em seu meio, também
teve a temperatura de 28°C como ideal para seu crescimento € seu consumo por
maltose, ilustrou a sua competéncia em consumir esse carboidrato, todos resultados
superiores a cepa comercial WLP001(Dados nao ilustrados).

Apos o teste de tolerancia aos a-acidos dos lupulos, sugere-se que a levedura S.
cerevisiae BERGO004 suporta as concentragdes de 50 e 100 ppm impostas no teste (Fig
1), assim como observado para a cepa controle (WLPOO1). Esse teste € importante pois
o lupulo exerce um contrabalang¢o no sabor adocicado da cerveja, além de proteger a
bebida contra a contaminagado por bactérias Gram-positivas devido sua atividade
antibacteriana (Ambra et al., 2021).

Saccharomyces cerevisiae WLPOO1

Saccharomyces cerevisiae BergOO4

a-Acidos 100 PPM

Figura 1 - Capacidade de crescimento das leveduras S. cerevisiae BERG004 (isolado) e WLPOO1 (cepa
comercial) sob diferentes concentragdes de a-acidos de lupulo.

Leveduras S. cerevisiae selvagens vém sendo isoladas de diferentes fontes,
como frutas, flores e até insetos, sendo aplicadas com sucesso na producao de cervejas
ao redor do mundo (Klaus B. Lengeler et al., 2020), representando uma ferramenta para
producao de cervejas com terroir local, bem como para obtencdo de novos flavors e
microrganismos com caracteristicas unicas (White e Zainasheff, 2010).



X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

VI MOSTRA ACADEMICA

SUSTENTABILIDADE NA

crA40

4, CONCLUSOES

Concluimos que foi possivel obter um isolado selvagem de S. cerevisiae a partir
de fontes da natureza. Por apresentar um alto percentual de atenuacdo e tolerar
condi¢cdes encontradas durante a fermentacao de cerveja, sugerimos que o isolado
BERGO004 possa ser aplicado em estudos futuros para producao de cerveja em escala
industrial, uma vez que S. cerevisiae BERG004 apresentou caracteristicas similares, até
superiores, a cepa comercial WLP001, e essa levedura também podera ser
disponibilizada tanto como uma alternativa para aplicagdo em processos
biotecnoldgicos.
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1. INTRODUCAO

A inseminacao artificial (IA) € uma pratica muito comum na pecuaria mundial,
sendo amplamente utilizada na espécie bovina e em diversas outras espécies
(THIBIER, 2002; WABERSKI, 2018). Embora a técnica de IA permita o uso de sémen
fresco, refrigerado ou congelado, foi com a criopreservacdo de sémen que essa
biotécnica se estabeleceu no mercado, ja que possibilitou 0 armazenamento de
sémen de maneira indefinida, facilitado a disseminacdo de genética pelo mundo
(VISHWANATH, 2003).

Para a criopreservacao de sémen é necessario o uso de diluentes que permitam
gue o sémen resista a congelacdo (BUSTANI, 2021). Para um diluidor proteger
adequadamente o sémen, é necessaria a utilizacdo de protetores de membrana,
geralmente compostos por gema de ovo e/ou leite desnatado, que protegem o0s
espermatozoides de choques térmicos e osmoticos; e 0 uso de crioprotetores
permedaveis, como o glicerol, que diminuem a formacéo de cristais de gelo no interior
das células (BARBAS, 2009).

Dentre a principal limitacdo da IA estd o melhoramento parcial da genética, ja
gue essa técnica permite apenas o melhoramento por parte dos reprodutores machos.
Outras biotécnicas, como a fecundacéo in vitro (FIV) e a clonagem animal, permitem
a selecdo de gametas masculinos e femininos ou entdo a producdo de um animal
idéntico ao clonado, respectivamente (EDWARDS, 2003; FERRE, 2020; PARRISH,
1991). Todavia, na producado animal, a FIV e principalmente a clonagem, sdo menos
presentes e apresentam uma utilizacdo mais pontual quando comparadas com a IA,
devido principalmente a um maior custo, taxas de sucesso inferiores, maior dificuldade
técnica e a uma menor eficacia (EDWARDS, 2003; FERRE, 2020).

Embora o principal interesse na criopreservacao do sémen seja a preservacao
dos espermatozoides, células somaticas presentes nos ejaculados também acabam
por serem conservadas (NEL-THEMAAT, 2008). A presenca dessas células
somaticas seminais (CSS) possibilita a producéo in vitro (PIV) de embribes pela
clonagem animal por transferéncia nuclear de célula somatica (TNCS) (KATO, 2000;
NEL-THEMAAT, 2008). Desse modo, amostras criopreservadas de sémen de animais
Vivos, mortos ou inclusive extintos podem ser usadas para a recuperacao de animais
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de alto valor zootécnico que tenham vindo a 6bito, o resgate de grupos genéticos com
populacdes restritas ou ndo mais existentes, e preservacado de espécies em risco de
extingdo (EDWARDS, 2003; GOMEZ, 2008; NEL-THEMAAT, 2008).

Por fim, esse trabalho consiste na avaliagcdo de diferentes diluentes em um
protocolo modificado que permita a segregacdo dupla dos espermatozoides, que
podem ser utilizados a FIV e das CSS, que podem ser utilizadas para clonagem por
TNCS.

2. METODOLOGIA

Coletaram-se ejaculados de quatro touros Brangus, todos adultos férteis, por
eletroejaculacédo. Um ejaculado de cada macho foi dividido em oito grupos, de acordo
com o diluente utilizado: (a) sémen fresco; (b) trés grupos de diluente sem glicerol
para refrigeracdo por 24 h, constituidos de Tris-Gema (TG), Citrato-Gema (CG) e
Lactose-Gema (LG); e (c) quatro grupos de diluente com glicerol para congelacéo,
incluindo Tris-Gema-Glicerol (TGG), Citrato-Gema-Glicerol (CGG), Lactose-Gema-
Glicerol (LGG) e diluente comercial BotuBOV®.

O perfil de segregacédo das CSS foi realizado com sémen fresco apos a coleta
(t=-3 h), com o sémen diluido em equilibrio a 5°C (t=0 h) e pds-resfriamento ou
congelamento (t=24 h). As amostras foram submetidas a centrifugacdo a 400 G por
20 min em gradiente de 20/50/90% de Percoll®. Coletaram-se quatro fragGes totais de
cada amostra: fracao superficial de 20% (FTI), entre 20% e 50% (FTII), remanescente
de 50% (FTIII) e pellet do 90% (FTIV).

Foi realizada a avaliacao citologica das CSS, viabilidade celular com corante Azul
de Tripano e motilidade e vigor dos espermatozoides na FTIV. Os dados foram
analisados por analise de variancia com comparacdes pareadas pelo teste de Tukey,
pelos testes de Kruskal-Wallis e X2, e por correlagdo simples de Pearson (P<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sémen fresco (-3 h) e o diluente CG concentraram as CSS na FTI (49,1 e
57,5%), enquanto os diluentes TG e LG concentraram as CSS na FTIII (TG, 60,7%) e
FTIV (LG, 68,0%). A adicdo de glicerol alterou o perfil de migracdo do TGG para a
fracdo FTIV (52,1%) e do LGG para a FTIII (63,9%), enquanto o diluente comercial
segregou as CSS nas fracdes FTIII (31,1%) e FTIV (44,6%), e o diluente CGG na FTIII
no t=0 h (46,7%) e na FTIV apds a congelacado (42,0%). Houve diferenca entre os
diluentes quanto a segregacdo de CSS nas fracdes de Percoll®, indicando uma
migracdo celular distinta entre os diluentes, e com ou sem a presenca de glicerol
(Figura 1).

N&o houve perdas nos parametros de motilidade e vigor dos espermatozoides
pré- e pés-Percoll®. Contudo, houve reducéo nesses parametros na maioria dos
diluentes na avaliagdo de 24 h quando comparado ao tempo. Independente da
qualidade seminal, foi possivel a segregagcédo das CSS viaveis em altas propor¢oes,
variando de 98,5 a 100%.
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Figura 1. Porcentagem de células sométicas seminais por fracdes e diluentes.
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4. CONCLUSOES

Concluimos que a migracdo das ceélulas somaticas seminais se manteve
semelhante entre os animais. Todavia, a proporcao dessas células, utilizando o
gradiente de Percoll®, foi influenciada pela composicdo do diluente, principalmente
pela presenca ou nao de glicerol nos diluentes.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, paises do mundo todo comecaram a se preocupar sobre
o destino dos efluentes industriais. A poluicdo ambiental & um problema que vem se
agravando aos longos dos anos, sendo os efluentes atualmente uma das principais
causas. Nesse sentido, um dos problemas relacionados ao tratamento de efluentes é
a degradacao da celulose e seus derivados. Efluentes gerados por industrias de
celulose ou fabricas de papel geram alto volume de efluentes, consequentemente
carrega consigo grande quantidade de carga organica, poluentes téxicos, coloracéo
escura da qual afeta a penetracdo da luz no meio, compostos organicos halogenados
(AOXs), compostos ligninicos (CL), extrativos e alta demanda de oxigénio, além disso,
sua matéria organica € biorrecalcitrante pelo uso da madeira (FURLEY,2015; PEITZ
et al.,, 2019).Toda essa variedade de compostos e caracteristicas deste tipo de
efluente resulta em grandes efeitos adversos ao meio ambiente, possuindo por
consequéncia, um grande potencial poluidor (FURLEY et al, 2015). Para minimizar
esses efeitos adversos aos sistemas naturais, diversos tipos de tratamento podem ser
aplicados aos efluentes, sendo a biorremediacdo uma excelente opcao, pois, € uma
técnica sustentavel da qual é utilizado as enzimas com atividade celulolitica
(celulases) ao meio sem causar danos excedentes ao ambiente (BAILON-SALAS et
al., 2017, GHRIBI et al., 2016).

As bactérias do género Bacillus sdo muito eficazes pela sua alta capacidade
de biodegradacédo, além de ter uma 6tima tolerancia em ambientes extremos como
pH elevado, temperaturas altas e facil adaptacdo ambiental, isso se deve ao fato da
sua capacidade em formar esporos (KAMALI et al., 2015). O uso de microrganismos
em processos industriais permitem a producdo de moléculas com caracteristicas
guimicas especificas, e a sua substituicdo reduz os impactos ambientais. O
crescimento e a utilizacdo da celulose por microrganismos para a producdo de
celulases podem se dar por meio da fermentacdo em estado sélido (FES) e
fermentacdo submersa (Fsm) (CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

Considerando a eficacia da biorremediacéo, o maior desafio é o de selecionar
espécies de bactéria que sejam eficazes na degradacédo de matéria organica e outros
compostos deste efluente, diminuindo o seu potencial poluidor (BAILON-SALAS et al.,
2017, GHRIBI et al., 2016). A prospec¢do de agentes produtores de enzimas é um
dos campos mais promissores, sendo, 0S microrganismos os mais explorados por sua
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alta capacidade de gerar bioprodutos e participar de processos
biotecnologicos(OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2012).

O objetivo desta pesquisa foi realizar a bioprospec¢ao de microrganismos com
potencial biotecnolédgico a partir do isolamento de bactérias do género Bacillus com
atividade celulosica, localizadas em solos e efluentes. Identificar morfologia e
bioquimica das bactérias isoladas. Selecionar a(s) bactéria(s) com maior potencial
biotecnoldgico. Avaliar taxas de crescimento, degradacdo e esporulacdo da(s)
bactéria(s) selecionadas em biorreatores em escala de bancada e de laboratério.

2. METODOLOGIA

As atividades realizadas neste trabalho foram conduzidas na empresa de
biotecnologia, BRBAC Produtos Biologicos ltda, localizada no municipio de Santa
Cruz do Sul no Estado do Rio Grande do Sul.

Foram coletadas trés amostras de locais diferentes, sendo duas amostras de
ambientes proximos do solo com arvores em processo de degradacdo, e uma amostra
do ambiente liquido retirado do efluente de uma industria de tabaco onde tinha a
presenca de tanino e lignina. A figura 1 ilustra um fluxograma com o resumo do
procedimento experimental adotado ao longo do trabalho desenvolvido.

Figura 1 — Diagrama esquematico resumido das atividades realizadas
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Ensaio em escala de bancada das bactérias
isoladas
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Selecdo dos isolados pelo indice enzimatico e taxa
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das bactérias selecionadas
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo, foram isoladas cinco espécies de bactéria do género
Bacillus, porém, uma delas ndo apresentou crescimento com atividade celulésica,
portanto, foi descartada. Nas etapas consecutivas deram continuidades apenas 4
bactérias, sendo uma isolada de arvore de eucalipto e as outras trés isoladas do
efluente.

Todas as amostras realizaram o ensaio fermentativo em escala de bancada e
de laboratério, obtendo as variaveis de resposta, indice enziméatico para celulose,
contagem de células totais por UFC mL™t. Na primeira etapa apés os resultados foram
selecionadas apenas duas para realizar o ensaio em escala de laboratério sendo as
duas selecionadas a cepa A e cepa E. O crescimento de células totais para o isolado
A foi de 3,63.108 UFC.mL e do isolado E foi de 1,55.10° UFC.mL*. Em relacédo aos
valores de indices enzimaticos para celulose, a bactéria A se manteve com valores
mais elevados com indice enzimatico(lE) de 1,16 e a bactéria E com IE= 0,87 cm.
Ambas se demonstraram com grande potencial biotecnoldgico e poderao ter a sua
producéo otimizada por meio da adequacao das condi¢des de cultivo para trabalhos
futuros.

4. CONCLUSOES

De maneira geral, pode-se concluir que € possivel a utilizacdo de técnicas de
screening para selecdo de bactérias do género Bacillus. Os resultados obtidos no
presente trabalho mostram a importancia da bioprospeccdo de novas linhagens de
microrganismos produtores de celulases. Os microrganismos sdo muito importantes
por apresentarem grandes habilidades de producédo de biomoléculas, especialmente
enzimas celuloliticas e grande potencial em degradar celulose. Diversos aspectos
devem ser avaliados em relacdo ao seu rendimento e produtividade, bem como o
custo de meio de cultivo e otimizagdo dos parametros operacionais.

Portanto, diante dos resultados obtidos até o momento, ha grandes estimulos
para dar continuidade em experimentos futuros com as duas bactérias. Ambas se
demonstraram com grande potencial em dar continuidade de novos ensaios e logo
poderdo ter a sua producdo otimizada por meio da adequacdo das condi¢cdes de
cultivo.
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1. INTRODUCAO

O plastico petroquimico causa grandes impactos aos ecossistemas,
desse modo, novas alternativas tém sido pesquisadas e desenvolvidas para
substituir esse material. Dentre elas, destacam-se o0s biopolimeros, materiais
gue possuem alta biodegradacdo com a acdo de microrganismos, sendo
considerado uma alternativa para diminuir o impacto do plastico (Atlas do
plastico, 2020).

Dentre os biopolimeros estudados, destaca-se o Poli-(3-hidroxibutirato)
[P(3HB)], sintetizado por muitos microrganismos como fonte de reserva de
carbono e energia (DE AGUIAR et al.,, 2021). O P(3HB) possui uma rapida
biodegradacdo quando em ambientes microbiologicamente ativos, ao contrario
do plastico petroquimico, que pode chegar até 400 anos para sua completa
degradacdo. Também, os plasticos petroquimicos podem gerar fragmentos
chamados microplasticos, que apresentam tamanhos inferiores a 5mm, que
podem ser carregados pela agua e ar, e acumulam-se em 6rgdos como
pulmdes (JONES, 2019).

O P(3HB) tem uma ampla aplicacdo, ja tendo sido empregado em
materiais como tampas, copos e roétulos, bem como, em diversas areas, a
exemplo da area médica, ja que € biocompativel e € absorvido pelo organismo
(LOUREIRO, 2021). Quando aplicado em embalagens, € interessante que o
mesmo seja corado, pois existem estudos como de Sousa et. al. (2016) que
mostram que a intencdo de compra dos consumidores aumenta quando estes
produtos possuem cor e design.

Devido a diversidade de aplicac6es do P(3HB), este trabalho tem como
objetivo avaliar a adicdo de corantes naturais urucum e hibisco na
biodegradacao de filmes de P(3HB), em solo simulado.

2. METODOLOGIA
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2.1. Etapa de crescimento celular e producédo do P(3HB)

O microrganismo Ralstonia solanacearum RS foi reativado em meio de
cultvo YM em agitador orbital a 32 °C, 150 rpm, durante 24 horas.
Posteriormente,o cultivo foi adicionado em Erlenmeyers aletados contendo
meio YM, mantido em em agitador orbital por 32°C, 150 rpm durante 24 horas.
Apés, o cultivo foi centrifugado e o pellet celular mantido em estufa de secagem
a 56 °C por 48 horas ou até peso constante.

A extracao do P(3HB) a partir do pellet celular foi realizada em tubos de
ensaio com adi¢éo de cloroférmio como solvente. Os tubos foram mantidos sob
aquecimento e agitacdo durante 30 minutos. A secagem dos filmes de P(3HB)
foi realizada em placas de Petri, de acordo com a metodologia de casting
(MACAGNAN et al. 2017).

Os filmes de P(3HB) foram ressolubilizados em tubos de ensaio com
tampa de rosca contendo 0,30 g do biopolimero e 0,15 g dos corantes naturais
curcuma e urucum. Em seguida foi adicionado cloroférmio nos tubos de ensaio.
O processo de aquecimento e ressolubilizacdo do polimero seguem as
mesmas condi¢cdes descritas anteriormente (MACAGNAN et al. 2017).

2.2 Teste de biodegradacao dos filmes de P(3HB) coloridos

Os filmes de P(3HB) foram cortados em triangulos, com dimensdes
aproximadas entre 2 cm e 2,6 cm e pesados em balanca de precisdo. Os
corpos de prova foram acondicionados nas sementeiras plasticas, contendo
terra enriquecida com matéria prima de pinus bioestabilizado e umedecida
com agua destilada. O experimento foi realizado por 120 dias, mantido em
temperatura de 20°C e adicionado 1 litro de agua conforme a necessidade,
para manter a umidade do solo. As amostras foram coletadas a cada 30 dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos durante os 120 dias de experimento estao
apresentados na figura 1. E possivel visualizar em 30 dias, fragmentac&o
semelhante em todos os filmes de P(3HB). JA em 60 dias, as amostras do
grupo controle apresentaram maior fragmentacdo, em relacdo aos filmes
corados. Ao final do experimento, percebe-se a fragmentacdo total do grupo
controle quando em comparagdo com as amostras coradas com curcuma e
urucum.
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Figura 1. Amostras dos polimeros durante 120 dias.

ApoOs 120 dias de andlise, observa-se que todas as amostras sofreram
fragmentagao completa (figura 1). Resultados semelhantes foram encontrados
na literatura, a exemplo de TORRES et al. (2020), em que o biopolimero
P(3HB) produzido pela cepa Ralstonia solanacearum RS apresentou
degradacéo total em cerca de 100 dias.

Todas as amostras apresentaram fragmentacdo completa em 120 dias,
sendo que os filmes corados com urucum e curcuma tiveram fragmentacdo em
tempo maior do que o grupo controle.

Em relacdo ao corante curcuma, Campos et.al. (2017) relata que a adicédo
de curcumina a filmes biodegradaveis de TPS/BPAT, faz com que estes
apresentem maior potencial antioxidante e antimicrobiano, podendo ser usado
na fabricacdo de embalagens ativas que prolongam a vida util dos alimentos.
Sugere-se que esse efeito protetor também possa ter influenciado na
fragmentacao do biopolimero, que ocorreu em tempo maior, se comparado com
0 grupo controle, porém, serdo necessarios mais estudos para comprovar 0s
efeitos da curcumina quando aplicada na coloragéao do biopolimero.

O corante urucum é utilizado na industria téxtil, alimenticia e farmacéutica
(Vilar et al, 2016), devido ao seu potencial como corante natural, e também,
apresenta efeitos antioxidantes e antiinflamatorios. Essas caracteristicas do
corante podem ser responsaveis pela fragmentacdo mais lenta dos filmes de
P(3HB) corados com urucum, quando comparados ao branco até 90 dias.

Na figura 2, sdo apresentados os dados de degradacdo em porcentagem
obtidos pela diferenca entre o peso inicial e final das amostras. Percebe-se que
nao houve diferenca estatistica entre a biodegradacdo do grupo controle e dos
filmes corados, o que corrobora com os resultados de TORRES et al. (2020).

150+
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125 mm Urucum

Biodegradagao (%)
~
(& ]
1

100 mm Cdrcuma

[4)]
[=]
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(=]
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Figura 2. Porcentagem de degradacéo de P(3HB) grupo controle (branco) e corados
com curcuma e urucum.

Desse modo, acredita-se que a aplicagdo dos corantes ndo tiveram
influéncia sobre o tempo de biodegradagédo do P(3HB), e, por isso podem ter a
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mesma aplicabilidade daqueles sem adicdo de cor, como em blendas para
embalagens bioativas (OLIVEIRA, 2022).

4. CONCLUSOES

Os filmes de P(3HB) adicionados dos corantes naturais curcuma e
urucum nao apresentaram diferenca estatistica no processo de biodegradacao
guando comparados ao grupo controle, com isso conclui-se que 0s corantes
ndo tem influéncia sobre o tempo de biodegradacdo dos biopolimeros
produzidos pela Ralstonia solanacearum RS. Logo, demonstrando
aplicabilidade para producéo de embalagens e outros materiais que necessitem
de biopolimeros coloridos.
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1. INTRODUCAO

A necessidade de produtos que oferecam uma melhor qualidade de vida
e bem-estar as pessoas tém ganhado cada vez mais destaque. Esta
intensificacdo esta associada com o aumento da conscientizacdo da populacéo
em relacdo aos alimentos funcionais e seus beneficios a saude (ZAFAR; PING,
2020). Probidticos sdo microorganismos vivos capazes de propiciar efeitos
benéficos a saude do hospedeiro, quando administrado corretamente. Os
beneficios incluem desde uma melhora generalizada do sistema imune até evitar
e melhorar sintomas especificos de diversas doencas, distlrbios autoimunes e
etc. (KANG; IM, 2015).

Dentro desse mercado, um dos maiores desafios com relacédo a ingestéao
de probidticos esta em garantir uma viabilidade celular acima de 6 log UFC g,
visando preservar o efeito probiotico do micro-organismo em questao (LIAO et
al., 2017). Dentre as alternativas existentes, técnicas como a microencapsulacao
de bactérias probidticas tem sido empregada com éxito no que se refere a
capacidade de proteger e promover o desenvolvimento celular e funcional das
células em ambientes diversos (GUL, 2017; SURNIS et al., 2016).

Neste contexto, o presente trabalho visa desenvolver microcapsulas a
base de soro de queijo, frutooligossacarideos e goma xantana a partir da técnica
de spray drying para a encapsulacdo do probidtico Lacticaseibacillus casei
CSL3, assim como analisar a eficiéncia desses carreadores através da
exposicao a simulacéo dos fluidos gastrointestinais.

2. METODOLOGIA

2.1 Condicbes de cultivo do L. casei CSL3

O cultivo de L. casei CSL3 foi realizado de acordo com Rosolen et al.
(2019). A reativagao do micro-organismo ocorreu em caldo MRS (Man, Rogosa
e Sharpe), a 100 rpm, 37 °C por 24 h em condi¢des anaerobicas. Posteriormente,
as células foram centrifugadas a 23709 por 10 minutos a 4 °C e o precipitado foi
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lavado e ressuspenso em agua peptonada 0,1% e mantido sob refrigeracdo a 4
°C.
2.2 Producéo de microcapsulas

As microcapsulas foram produzidas utilizando 27% (m/v) de soro de queijo
e 3% (m/v) de frutuoligossacarideos ou 27% (m/v) de soro de queijo, 1,5% (m/v)
de frutuoligossacarideos e 1,5% (m/v) de goma xantana. Ambas composicfes
foram dissolvidas em agua destilada, adicionadas das células do L. casei CSL3
e homogeneizadas em agitador térmico. Posteriormente as solu¢des foram
submetidas ao processo de secagem por spray drying (LabMaq - MSDi 1.0, Sado
Paulo, SP, Brasil), utilizando-se como parametros operacionais a temperatura de
entrada de 100 °C, temperatura do ar de saida de 68 °C, vazao de alimentacdo
de 0,25 L/h e vazao de ar de secagem de 3 m3/min.
2.3 Simulacao do trato gastrointestinal

A simulagéo do trato gastrointestinal foi feito de acordo com Rosolen et
al. (2019), avaliando a viabilidade celular durante 60 minutos de exposi¢cao aos
fluidos gastricos e 240 minutos aos fluidos intestinais. O suco gastrico simulado
foi preparado usando 3 mg mL de pepsina da mucosa gastrica suina (Chem
Supply, Australia) e solucao salina 0,5% (m/v), com pH ajustado com HCI para
2, 2,5 e 3. Para o suco intestinal foi utilizado 1 mg mL de pancreatina (Sigma-
Aldrich, EUA), e solucao salina 0,5% (m/v), com pH ajustado para 8 utilizando
bile bovina (0,5%). Todas as analises foram realizadas em triplicata e as
aliquotas foram coletadas para a contagem de células viaveis a partir de diluicdo
seriada e plaqueada em agar MRS incubadas a 37 °C por 48 h em anaerobiose.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da simulac&o da exposi¢cao das microcapsulas aos fluidos do trato
gastrointestinal foi possivel constatar que as diferentes composicbes de
microcapsulas tiveram desempenhos distintos com relacdo a preservacdo da
viabilidade celular dos probidticos. A microcapsula feita apenas a partir de soro
de queijo e frutooligossacarideos apos simulacdo dos fluidos gastricos e
intestinais ndo mostrou diferenca significativa na viabilidade celular do probidtico
L. casei CSL3, mantendo sua concentragéo inicial de 8,6+0,01 log UFC g, em
todas as solucdes testadas. Entretanto, a microcapsula feita a partir dos mesmos
constituintes, porém com a adicdo de goma xantana mostrou comportamento
distinto nas diferentes solucdes testadas (Tabela 1).

Este resultado pode ser atribuido a presenca da goma xantana, que € um
polimero polianiénico, principalmente, devido aos residuos de acido glicurdnico
apresentarem pka~2,9. Logo, no pH do fluido intestinal (8) ocorre a
desprotonacdo dos grupos carboxilicos presentes nestes residuos, resultando
na formacao de (COOH)- (SANDFORD et al., 1978; SMITH et al., 1981). Essa
formacdo acarreta em uma repulsdo eletrostatica das cadeias poliméricas e,
consequentemente pode ter auxiliado na difusdo do fluido intestinal para o
interior da microcapsula, logo o comprometimento da estrutura da microcapsula
acarretou na reducdo da viabilidade celular comparada a microcapsula
formulada sem a goma xantana. Por outro lado, a adicdo de sais € capaz de



X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

VI MOSTRA ACADEMICA

SUSTENTABILIDADE NA

crA40

diminuir a repulsdo eletrostatica entre esses grupos, estabilizando a
conformacao ordenada da goma xantana, mostrando um melhor desempenho
das microcapsulas no fluido intestinal simulado com a presenca dos sais biliares.
A exposicdo a altas temperaturas (> 50 °C) é capaz de aumentar a estrutura
desordenada e a reatividade da goma xantana, pela aparicdo de novas
interacbes moleculares, como repulsdes eletrostaticas ou interacdes nao
especificas (Brunchi et al., 2019). Sendo assim, capaz de explicar de uma
maneira geral o menor desempenho das microcapsulas formuladas com goma
xantana, devido a exposicdo as altas temperaturas (100 °C) do processo de
spray drying, que apesar de possuir como vantagem o baixo tempo de retencao
sob essas condi¢cdes, 0 mesmo pode ter sido suficiente para acarretar essa
mudanca conformacional.

Viabilidade Fluidos gastricos Fluidos intestinais
celular 0,5%
inicial pH 2 pH 2,5 pH 3 - sais

biliares
SF 8,6+0,01 8,65+0,07 8,65+0,07 8,6 8,59+0,16 8,5+0,28
SFX 810,03 6,24+0,33 7,15+0,21 6,62+0,21 6,92+0,1 8

Tabela 1: Viabilidade celular expressa em log UFC g*de L. casei CSL3
microencapsulado com soro de queijo e frutooligosacarideos (FS) e soro de queijo,
frutooligosacarideo e goma xantana (FSX) expostos a simulacao dos fluidos do trato
gastrointestinal.

A nivel de comparacao Vitola et al. (2020) utilizou uma metodologia
semelhante de simulacdo do trato gastrointestinal para verificar a viabilidade
celular do probidtico L. casei CSL3 de forma livre, mostrando uma reducéo da
viabilidade celular de 25%, partindo de 10 log UFC g e atingindo 7,54+0,71 log
UFC g. E importante destacar, que a microcapsula confeccionada apenas com
soro de queijo e frutooligossacarideos foi capaz de preservar a viabilidade celular
apoés a simulacdo dos fluidos gastricos e intestinais acima de 6 log UFC g7,
sendo essa a minima necessaria para se preservar o efeito probiético do micro-
organismo (LIAO et al., 2017).

4. CONCLUSOES

Dentre as composicdes testadas nesse trabalho as microcapsulas
compostas a partir de soro de queijo e frutooligossacarideos obtiveram um
desempenho melhor com relacdo a preservacdo da viabilidade celular do
probidtico L. casei CSL3. Como perspectivas futuras, visa-se a caracterizacao
de outros parametros relacionados as microcapsulas, assim como sua aplicagédo
em diversas matrizes alimenticias.



X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

VI MOSTRA ACADEMICA

SUSTENTABILIDADE NA

crA40

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BRUNCHI, C.; AVADANEI, M.; BERCEA, M.; MORARIU, S. Chain conformation
of in solution as influenced by temperature and salt addition. Journal of
Molecular Liquids. V. 287, p. 111008, 2019.

GUL, O. Microencapsulation of Lactobacillus casei Shirota by spray drying using
different combinations of wall materials and application for probiotic dairy dessert.
Journal of Food Processing and Preservation, v.41, n.5, 13198, 2017.

KANG, HJ; IM, SH. Probiotics as an Immune Modulator. Probiotics, p. S103-
S105, 2015.

LIAO, L.K., WEI, X.Y., GONG, X. Li, JH., HUANG, T.; XIONG, T.
Microencapsulation of Lactobacillus casei LK-1 by spray drying related to its
stability and in vitro digestion. LWT - Food Science and Technology, v. 82, p.
82-89, 2017.

ROSOLEN, M. D.; BORDINI, F. W.; DE OLIVEIRA, P. D.; CONCEICAO, F. R.;
POHNDOREF, R. S.; FIORENTINI, A. M.; DA SILVA, W. P.; PIENIZ, S. Symbiotic
microencapsulation of Lactococcus lactis subsp. lactis R7 using whey and inulin
by spray drying. LWT - Food Science and Technology, v.115, p.108411, 2019.

SANDFORD, P.; PITTSLEY, J. E.; A KNUTSON, A, C.; WATSON, P. R;
CADMUS, C. M. Variation in Xanthomonas campestris NRRL B-1459:
Characterization of Xanthan Products of Differing Pyruvic Acid Content.
Extracellular Microbial Polysaccharides, v. 45, p. 192-210, 1978.

SMITH, I. H.; SYMES, K. C.; LAWSON, C. J.; MORRIS. E. R. Influence of the
pyruvate content of xanthan on macromolecular association in solution.
International Journal of Biological Macromolecules, v. 3, n. 2, p. 129-134,
1981.

SURNIS, M. S. A.; HUPARIKAR, M. K. B.; KAMBLE, M. P. A.; MULLA, M. M. I.
Microencapsulation of Probiotics (Lactobacillus Casei and Bifidobacterium
Longum) in Pineapple Jam by Spray Drying and its Comparitive Study.
International Journal of Engineering Research, v.5, n.03, 2016.

VITOLA, H. R. S. et al. Lactobacillus casei CSL3: Evaluation of supports for cell
immobilization, viability during storage in Petit Suisse cheese and passage
through gastrointestinal transit in vitro. LWT - Food Science and Technology,
v.127, p.109381, 2020.

ZAFAR, M. U.; PING, Q. Consumers’attitude and preferences of functional food:
a qualitative case study. Pakistan Journal of Agricultural Sciences, v.57, n.1,
2020.



X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

VI MOSTRA ACADEMICA

SUSTENTABILIDADE NA
===

L=

AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE DERIVADOS DE
OXADIAZOL IN VITRO
ANA PAULA BONATO WILLEY: CAREN ALINE RAMSON DA FONSECA?;
LUIZA BLOTA CORREA3; NELSON LUIS DE CAMPOS DOMINGUES#;
CRISTIANE LUCHESES®; ETHEL A. WILHELM®
lUniversidade Federal de Pelotas — anapaulabonatowille@gmail.com
2 Universidade Federal de Pelotas — blottaluiza@gmail.com
3Universidade Federal de Pelotas — carenramson@hotmail.com

“Universidade Federal de Grande Dourados — nelsondomingues@ufgd.edu.br
SUniversidade Federal de Pelotas — cristiane_luchese @yahoo.com.br

SUniversidade Federal de Pelotas - ethelwilhelm@yahoo.com.br (orientadora)

1. INTRODUCAO

As espécies reativas (ER) sdo moléculas instaveis que fazem parte do
metabolismo em diversas reacfes bioquimicas. Quando se encontram em
excesso no organismo, as ER causam desequilibrio na homeostase redox,
levando a danos irreversiveis a diversas macromoléculas (LUO et al. 2020).

Nesse contexto, tem se intensificado a busca por novas substancias que
possam minimizar os danos oxidativos decorrentes da superproducao de ER e
assim combater/prevenir as patologias envolvidas nesse processo. Os
oxadiazois, importante classe de compostos heterociclicos, exercem diversas
propriedades bioldgicas, dentre elas antioxidante, anti-inflamatéria (EL-DIN et al.
2015), antituberculose e antibacteriana (AHSAN et al. 2011).

Diante disso, considerando os beneficios bioldgicos dos derivados de
oxadiazol e a necessidade de abordagens terapéuticas inovadoras para o
combate e prevencao dos danos oxidativos, o objetivo desse estudo foi avaliar o
efeito antioxidante in vitro dos compostos 4-(benzolc][1,2,5]oxadiazol-5-
ilmetil)anilina (BA12) e 2-(benzolc][1,2,5]oxadiazol-5-iltio)anilina (BAL13).

2. METODOLOGIA
2.1 Sintese dos compostos
Os compostos BA12 e BA13 (Figura 1) foram sintetizados pelo
Laboratério de Catédlise Organica e Biocatalise da Universidade Federal de
Grandes Dourados (UFGD).
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Figura 1. Estrutura quimica dos compostos 4-
(benzolc][1,2,5]oxadiazol-5-ilmetil)anilina (BA12) e 2-(benzo|c][1,2,5]oxadiazol-
5-iltio)anilina (BA13).

2.2 Atividade scavenger do radical 2,2’-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O método descrito por CHOI et al. (2002) consiste em avaliar a
capacidade scavenger dos compostos de interesse sobre o radical livre sintético
DPPH, através da doacgédo de elétrons e/ou hidrogénio. Para a realiza¢cdo do
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ensaio, adicionou-se 1 mL de uma solucao de DPPH diluida em etanol a uma
aliquota de 10 uL do composto em diferentes concentragées (1, 5, 10, 50, 100,
200 e 500 pM). Para o grupo controle, foi utilizado 10 pL de agua destilada. A
solucéo foi incubada durante 30 minutos na auséncia de luz. Apds esse tempo,
a leitura foi realizada espectrofotometricamente a 517 nm e os resultados foram
expressos em percentagem do controle.

2.3 Atividade scavenger do radical 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTSY)

O ensaio do radical ABTS" foi realizado de acordo com RE et al. (1999).
Com este ensaio buscou-se avaliar a capacidade dos compostos em neutralizar
o radical livre ABTS" por meio da doacéao de hidrogénio. Para a realizacdo da
técnica, um volume de 1 mL da solugdo de ABTS™ previamente diluida em
tampéo fosfato de potassio (TFK) foi adicionado a uma aliquota de 10 pL do
composto em diferentes concentragdes (1, 5, 10, 50, 100, 200 e 500 pM). A
solugdo foi incubada durante 30 minutos na auséncia de luz. Em seguida, a
leitura foi realizada espectrofotometricamente no comprimento de onda de 734
nm. Os resultados foram expressos em percentagem do controle.

2.4 Niveis de espécies reativas (ER)

Os niveis de ER foram determinados de acordo com LOETCHUTINAT et
al. (2005) com intuito de avaliar a capacidade antioxidante dos compostos de
interesse. Para a realizacdo do ensaio, adicionou-se a uma aliquota de 10 pL
dos compostos, em diferentes concentracdes (1, 10, 50, 100, 200 e 500 uM), 50
puL de homogenato (tecido hepatico de camundongos), 2910 uL do tampéo Tris
HCI 10 mM, 30 pL de azida de sodio e 5 pyL de diclorofluoresceina (DCFH). A
solucdo foi incubada a temperatura ambiente, durante 60 minutos, na auséncia
de luz. A leitura foi realizada fluorimetricamente, sendo a emissao da intensidade
de fluorescéncia registrada em 525 nm e a extincdo em 488 nm. Os resultados
foram expressos em percentagem do controle de fluorescéncia.

2.5 Analise estatistica

A analise dos dados foi realizada com o auxilio do Software GraphPad
Prism 8. A normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de normalidade
omnibus de D'Agostino e Pearson, e os dados foram analisados por analise de
variancia unidirecional (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de comparacéo
multipla de Tukey. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M). Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 2 revelaram que o0s
compostos BA12 e BA13 n&o apresentaram atividade scavenger do radical
DPPH. De fato, ambos os compostos apresentaram absorbancia semelhante ao
controle em todas as concentragOes testadas. Em relagcéo ao radical ABTS™, o
composto BA12 exerceu atividade sequestrante do radical ABTS* em
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concentragdes iguais ou superiores a 10 uM, com uma inibicéo radicalar maxima
(Imax) de 87%. Por sua vez, o composto BA13 apresentou atividade
sequestradora deste radical nas concentragfes de 100 e 200 pM, com Imax de
59,4%.

Para reforcar as propriedades antioxidantes dos compostos, o ensaio de
ER foi realizado. Os resultados demonstraram que ambos os compostos foram
eficazes em reduzir os niveis hepéticos de ER a partir da concentracéo de 1 uM,
guando comparados ao grupo controle (Tabelas 1 e 2).

Os ensaios in vitro realizados neste estudo sdo complementares, uma vez
gue, avaliam a transferéncia de elétrons, hidrogénio e a capacidade dos
compostos em reduzir a producdo de ER em tecidos. Sendo assim, por meio
destes resultados foi possivel ampliar o conhecimento sobre os mecanismos
envolvidos na acéo antioxidante destas moléculas.

Tabela 1. Efeito in vitro do composto BA12 na eliminacéo dos radicais DPPH e
ABTS e na formacéo de ER induzidas por azida de sédio no figado de

camundongos.
Composto BA12
DPPH ABTS ER
Controle 107,4 £6,0 109,6 £ 2,2 100 £ 0,58
Induzido - - 117,6 +1,2
1uM 100,9 £4,6 108,2 £3,1 94,8 + 4,6"
5 uM 105,7 +4,8 97,3+3,0 -
10 uM 99,6 £3,0 89,4 £2,7* 91,4 +1,7%
50 uM 98,6+ 3,3 49,5 £ 2,2%%* 89,5 + 4,0
100 pM 995+3,1 33,3 +£5,8% 717 + 4 5"
200 uMm 101,4+4,6 14,4 £1,8¥%*  gg 7 45 g wss
500 uM 99,1 £34  27,8+2, 1w -
| max (%) - 86,9+1,8 526 +5,4
ICs0 (um) - 28,5 88,1

Os dados foram expressos em percentagem do controle, como média + E.P.M para trés
experimentos independentes, realizados em dias diferentes. Os asteriscos denotam niveis de
significancia quando comparado ao grupo controle: (****) p < 0.0001, (**) p <0.01 (*) p < 0.05.
Hashtags denotam niveis de significancia quando comparados ao grupo induzido: (####) p <

0.0001 e (##) p < 0.01. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida
do teste de Tukey. Imax = % de inibicdo maxima. ICso = concentragéo (UM) para diminuir 50% da
formagéo do radical DPPH e ABTS*.

Tabela 2. Efeito in vitro do composto BA13 na elimina¢éo dos radicais DPPH e
ABTS* e na formacédo de ER induzidas por azida de sddio no figado de

camundongos.
Composto BA13
DPPH ABTS ER
Controle 101,0+ 3,5 108,0 £3,7 100,0 £ 0,58
Induzido - - 115,8 £2,3°

1uM 101,3+4,0 108,0 +3,8 98,5 +1,3%
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5 uM 101,8 £+4,1 108,6 +1,5 -

10 yM 102,4 + 3,6 102,3 +1,3 96,6 + 1,9
50 uM 100,8 +1,5 73,8 +0,9 93,8 +1,9%
100 pM 100,1+1,5 55,2 +0,9* 82,4 +4 27 ###
200 MM 100,9+£5,0 43,8 +1,1* 48,6 + 4,7
500 uM 87,4 £12,2 121,2 £28,5 -
| max (%) - 504 +1,1 58,0 £4,7
1Cs0 (um) - 10,8 111,7

Os dados foram expressos em percentagem do controle, como média + E.P.M para trés
experimentos independentes realizados em dias diferentes. Os asteriscos denotam niveis de
significancia quando comparado ao controle: (****) p < 0.0001, (**) p <0.01 (*) p <0.05.
Hashtags denotam niveis de significancia quando comparado ao grupo induzido: (####) p <
0.0001 e (##) p < 0.01. A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA de uma via seguida
do teste de Tukey. Imax = % de inibicdo maxima. ICso = concentragdo (uM) para diminuir 50% da
formacédo do radicalDPPH e ABTS".

4. CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados nesse estudo, pode-se concluir
gue os compostos BA12 e BA13, em diferentes concentracdes, apresentaram
atividade scavenger do radical ABTS*, apesar de ndo terem sido eficazes no
ensaio do radical DPPH. Além disso, os compostos foram capazes de reduzir a
geracdo de ER induzidas pela azida de sodio, a partir da concentracéo de 1 uM.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos para elucidar outros mecanismos
envolvidos na acdo antioxidante desses compostos.
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1. INTRODUCAO

A neuroinflamacdo pode ser definida como uma resposta celular do
sistema nervoso central (SNC) (STEVENSON et al., 2020) frente a injarias
agudas, como traumas, e também em condi¢des cronicas, como nas doenca
de Parkinson (DP) e Alzheimer (DA). O processo neuroinflamatdrio é mediado
pela liberacdo de citocinas pro-inflamatérias, espécies reativas de oxigénio e
outros fatores liberados pelas células da glia, em especial astrocitos e microglia
(BECHER; SPATH; GOVERMAN, 2017; STEVENSON et al., 2020).

Além de a neuroinflamacdo ser um evento presente nas doencas
neurodegenerativas, € observado a perda de peso pelos individuos
acometidos por essas patologias, o que contribui para morbidade e mortalidade
desses pacientes. Embora seja um evento multifatorial, a perda de peso tem
como fatores principais os efeitos adversos aos medicamentos, a perda de
cognicdo ou coordenacdo motora e, relacionado diretamente a
neuroinflamacéo devido aos niveis elevados de citocinas pro-inflamatérias que
induzem tanto um aumento do catabolismo quanto uma reducdo do consumo
alimentar (AZIZ et al., 2008). Logo, € necesséria a prospeccdo de compostos
gue permitam conduzir essa resposta, protegendo de alteracGes indesejadas,
associadas a perda de peso na neuroinflamacao (WELCOME, 2020).

O lipopolissacarideo (LPS) é um glicolipideo presente nas membranas
de bactérias gram-negativas com capacidade de, seja administrado
centralmente ou perifericamente, danificar a barreira cérebro-sangue e induzir
um estado de neuroinflamacédo ao ligar-se ao receptor do tipo Toll 4 (TLR4)
(WHITFIELD; WILLIAMS; KELLY, 2020). Devido a sua capacidade de induzir a
neuroinflamacdo em modelos in vivo bem como provocar outros efeitos
observados nas doencas neurodegenerativas, como a anorexia, o LPS é um
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agente confiavel para o estudo dessa resposta do SNC (BATISTA et al., 2019;
OGIMOTO; HARRIS; WISSE, 2006).

As tiazolidinonas sdo uma classe de compostos sintéticos que
apresentam um grupo farmacéforo de um anel heterociclico contendo enxofre,
nitrogénio e cetona (KAUR MANJAL et al., 2017). Previamente, compostos
derivados de tiazolidin-4-ona apresentaram uma capacidade de atenuar a
neuroinflamacéo por LPS em modelo in vitro (ALVEZ et al., 2022) e também em
modelo in vivo de amnésia por escopolamina (DA SILVA et al.,, 2021). O
presente trabalho, portanto, objetivou avaliar os efeitos do composto 2-(4-
(metiltio)fenil)-3-(3-(piperidin-1-il)propil)tiazolidin-4-ona (DS12) no consumo
alimentar e ganho de peso de camundongos expostos ao LPS.

2. METODOLOGIA

Os procedimentos e protocolos foram aprovados pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Pelotas (CEUA 038629/2021-
13). O composto DS12 foi sintetizado de acordo com (DA SILVA et al., 2016) e
estrutura foi confirmada por CG-EM e RMN de 1H e 13C. O LPS (10 mg,
0O55:B5) foi adquirido da SigmaAldrich.

Para o protocolo, foram utilizados camundongos Swiss de 60 dias,
mantidos a temperatura de 22 +1 °C, ciclo de luz/escuro de 12/12 h e umidade
50 a 60%. Os animais foram divididos em quatro grupos, tratados por 7 dias
consecutivos: Controle (solucdo salina via intraperitoneal (i.p.) e 6leo de canola
via gavagem (gv.)); LPS (250 pg/kg via i.p. e canola via gv.); DS12 5 mg/kg
(LPS 250 pg/kg via i.p. e DS12 5 mg/kg via gv.); e DS12 10 mg/kg (LPS 250
ug/kg via i.p. e DS12 10 mg/kg via gv.). O peso de cada animal foi aferido no
dia anterior aos tratamentos (dia 0), no 3° dia e no ultimo dia dos tratamentos.
Para o consumo alimentar, era anotada o valor de racédo presente na caixa e,
no dia seguinte, em mesmo horario, era pesada a racao presente. A diferenca
resultante era ajustada pelo numero de animais na caixa. A variacdo do ganho
de peso foi estimada pela diferenca do peso corporal do dia 0 e ultimo dia de
tratamento. A analise estatistica foi realizada por ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Bonferroni no software GraphPad. Uma significAncia estatistica
foi considerada quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O consumo alimentar do grupo LPS foi significativamente reduzido, em
relacdo ao consumo do grupo controle (P<0,001). Essa reducao foi observada
nos grupos tratados (Figura 1A). A diminuicdo na alimentacdo corrobora a
anorexia provocada pelo LPS descrita na literatura (OGIMOTO; HARRIS;
WISSE, 2006).

Como demonstrado na Figura 1B, os animais que receberam LPS
apresentaram uma perda de peso ja no dia seguinte da primeira administragéo
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do LPS. E ao final do tratamento, pode-se observar uma reducao significativa
do ganho de peso coporal no grupo LPS em relacdo ao grupo controle
(P<0.01). E o tratamento com a DS12 nao foi capaz de proteger contra essa
perda de peso (P>0.05) (Figura 1C). O LPS liga-se ao TLR4, induzindo a
anorexia e expressao de citocinas proé-inflamatérias, como interleucina 1B (IL-
18), que media a producdo de leptina, responsavel pela saciedade do animal
(FAGGIONI et al., 1998; OGIMOTO; HARRIS; WISSE, 2006). E possivel

gue o perido de anorexia seja um fator preponderante e, reduzindo os niveis de
leptina, 0 animal retorne os niveis de consumo alimentar.
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Figura 1. Valores da média de consumo alimentar, média de peso corporal e

ganho de peso corporal total de camundongos controle, tratados com LPS e

tratados com LPS e DS12 (N = 6 animais). ##, ### Estatisticamente diferente
do grupo controle (P<0,01 e P<0,001, respectivamente).

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, avaliou-se o papel de uma tiazolidin-4-ona, a DS12, em
um modelo de neuroinflamacéo in vivo por LPS. Em trabalhos prévios, o
composto teve resultados positivos em modelo de perda de meméria (DA
SILVA et al.,, 2021), um sintoma caracteristico da DA. Entretanto, ainda néo
haviam sido avaliados os efeitos dessa molécula sobre a alimentacdo e o
ganho de peso em nenhum modelo animal.

Apesar de os presentes resultados nao indicarem uma reversdo dos
efeitos causados pelo LPS, eles ndo indicam que o tratamento piore o quadro
de perda de peso. Dessa forma, o composto ainda sustenta um potencial uso
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na terapéutica da neuroinflamacgéo, embora estudos mais direcionados possam
elucidar se o composto afeta de algum modo o consumo energético corporal.
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1. INTRODUCAO

Dentre as doencas sexualmente transmissiveis nao-virais, a tricomoniase,
destaca-se por possuir uma alta taxa de transmissdo (ALVES et al, 2020), tendo
como agente, o Trichomonas vaginalis, um protozoario unicelular flagelado que in-
fecta a regido urogenital, aderindo-se as células epiteliais genitais (MERCER,;
JOHNSON, 2018). Em mulheres, esta doenca apresenta diversos sintomas, tais
como vaginite, cervicite, infertilidade e suscetibilidade a infeccao por HIV. Por sua
vez, em homens, esta doenca apresenta-se majoritariamente assintomatica, mas
guando sintomaticos, observa-se a presenca de prostatite e inflamacéo na uretra
(EDWARDS et al, 2016).

O principal tratamento empregado para esta enfermidade, é a utilizacao do
metronidazol (MTZ), um composto pertencente a familia dos 5-nitroimidazol, que
atua no material genético do parasito (MENDES et al, 2020). Apesar da possuir
eficacia comprovada, efeitos colaterais, como inchaco, febre, reacfes alérgicas e
eritema ja foram observados em individuos utilizando este medicamento (SINGH et
al, 2019), além do surgimento de isolados resistentes a este composto (OZPINAR
et al, 2019).

Visto isso, € necessario a busca por novos produtos para o tratamento da
tricomoniase, neste cenario, destacam-se as macroalgas. Organismos fontes de
bioativos que ja demonstraram ser candidatos promissores para pesquisa cientifica
(MEKINIC et al, 2019).A capacidade das macroalgas de se desenvolverem nos
mais diferentes tipos de ambientes (HO, 2020),colabora para o desenvolvimento de
compostos moleculares complexos, com capacidade de interagir com diversos re-
ceptores celulares dos organismos vivos, inibindo ou promovendo certos efeitos
biologicos, competindo pela ligacdo de receptores celulares e interferindo com ma-
cromoléculas (BESEDNOVA et al, 2021). Fazendo com gue estes organismos se-
jam considerados excelentes fontes de compostos bioativos para a sintese de bio-
farmacos.

Assim, o presente estudo tem como objetivo avaliar a atividade tricomonicida
do extrato lipidico de Iridea cordata, uma macroalga subantértica, em sua fase cis-
tocérpica de desenvolvimento na inibicdo do Trichomonas vaginalis.
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2. METODOLOGIA

A coleta de amostras de Iridea cordata foi efetuada de forma manual na re-
gido de Punta Arena (Latitude: —53,1667, Longitude: —70,9333 53° 10 (" Sul, 70°
5' 60" Oeste).

A extracao dos acidos graxos das amostras foi efetuada pelo método rela-
tado por Bligh e Dyer (B&D). Uma mistura com 20 mL de etanol, 10 mL de clorofér-
mio, 10 mL de 1,5% solucédo aquosa de sulfato de sédio e 1 g de biomassa foram
agitadas constantemente a temperatura ambiente por 30 minutos. As amostras en-
tdo foram colocadas em tubos e centrifugadas a 3000 rpm por 30 minutos, e a ca-
mada mais baixa de fase organica foi coletada e secada sob pressao reduzida.

Os isolados de T. vaginalis foram cultivados em meio triptona — extrato de
levedura — maltose (TYM) sem agar e suplementados com soro bovino adulto es-
téril 10% (SBS) e incubados a 37°C.

A acao anti-T. vaginalis induzida pela fase cistocéarpica (IFC) do extrato lipi-
dico foi avaliado de acordo com SENA-LOPES et al (2017). O extrato foi conside-
rado para uso com uma viabilidade de 95%, baseando-se na analise da motilidade,
morfologia, e um teste de exclusdo com azul de trypan (0,4%) por microscopia o6tica.
Para avaliar o MIC (concentracdo minima inibitoria) e IC50 (50% de concentracéo
inibitéria), o teste foi efetuado em placas de 96 pocos. Os parasitos foram inseridos
a uma densidade inicial de 2,6 x 10° trofozoitos/mL de TYM e incubado com IFC
diluido em DMSO (0,6%). Os extratos lipidicos foram entdo avaliados em concen-
tracbes de 600 pg/mL, 300 pg/mL, 150 pg/mL, 75 pg/mL e 37,5 pg/mL. Trés con-
troles foram utilizados: controle negativo (somente trofozoitos), controle positivo
(100 uM MT2Z) e controle para o veiculo utilizado para a solubilizacdo do extrato de
IFC (DMSO 0,6%). As placas foram entédo incubadas a 37° C em 5% CO; por 24 h.
Apos incubacéo, foi realizado a contagem dos trofozoitos através da analise pelo
azul de trypan (0.4%) em camara de Neubauer para determinar o MIC e IC50, con-
siderando motilidade, morfologia e viabilidade dos trofozoitos.

Os parasitos tratados com o extrato em concentracdo de MIC, assim como
os controles, foram usados no ensaio para avaliar a curva cinética de crescimento
dos trofozoitos. As amostras foram entédo incubadas em eppendorfs contento 1,5
mL de meio TYM com SBS e antibiéticos a 37° C, e a contagem foi efetuada em
camara de Neubauer a 1, 6, 12, 24, 48, 72, e 96 h pelo teste de exclusdo com azul
de trypan (0,4%).

Todos os ensaios foram realizados independentemente trés vezes em tripli-
cata. Os resultados foram expressos como o0 percentual de parasitos viaveis em
comparacao com parasitos ndo viaveis. Os resultados foram analisados estatisti-
camente usando andlise de variancia unidirecional (ANOVA) com valor de p < 0,05
sendo considerado estatisticamente significativo. Tukey's foi aplicado para compa-
rar as viabilidades médias de diferentes tratamentos. O programa estatistico Gra-
phPad Prism versdo 5.0 para O Windows (GraphPad Software, EUA) sera usado
para a analise.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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O extrato lipidico IFC a uma concentragdo de 600 pg/mL reduziu a viabili-
dade dos trofozoitos em 97% apos 24 h de exposicdo (Figura 1), sendo considerado
como o MIC do extrato.

O valor de IC50 ficou estabelecido a uma concentracado de 300 pg/mL. No
controle negativo e de 0,6% DMSO os trofozoitos possuiam motilidade e ndo cora-
ram com azul de trypan. O controle positivo com MTZ, por outro lado, diminuiu a
viabilidade dos parasitos, demonstrando perda de motilidade e coloracao efetiva
com azul de trypan apés 24h de exposicao (Figura 1).

Na curva cinética se foi observado que uma concentragdo de 600 pg/mL de
IFC reduziu o crescimento dos trofozoitos em 45% em 12 h de exposicao, sem
diferenca significativa comparada com o controle positivo de MTZ apés 24 h (Figura
2).

Figura 1. Determinagéo dos valores de MIC e IC50 do IFC contra T. vaginalis.
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Figura 2. Curva cinética de T. vaginalis com 600 pg/mL de IFC
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A tricomoniase é uma infec¢do sexualmente transmissivel que impacta sig-
nificativamente a salde publica global, fazendo com que, haja uma necessidade de
se investigar novas fontes promissoras no combate a esta infec¢do parasitaria. Os
resultados aqui apresentados, indicaram uma atividade antiparasitaria do extrato
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de Iridea cordata, significativa quando comparado ao grupo tratado com MTZ, far-
maco comercialmente disponivel para o tratamento desta doenca.

Os efeitos antiparasitarios de fontes naturais ja foram relatados na literatura.
O dleo de Polyalthia longifélia, também conhecido como arvore mastro, jA demons-
trou uma inibicdo de 80,8% do protozoario Toxoplasma gondii (ATOLANI et al,
2019). Além disso, extratos de esponjas marinhas mostraram ac¢ao inibitéria contra
espécies de Leishmania por inibir as formas amastigota e promastigota deste pa-
rasito (MAYER et al., 2021), o que corrobora com os resultados aqui observados,
prospectando assim o desenvolvimento de bioprodutos, para o controle das infec-
cOes parasitarias tais como a tricomoniase.

4. CONCLUSOES

O extrato de Iridea cordata na fase cistocarpica de desenvolvimento de-
monstrou atividade antiparasitaria consideravel comparado aos controles, podendo
ser empregado em produtos farmacologicos oriundos de fontes naturais oferecendo
novas perspectivas sobre extratos naturais de fontes marinhas como opgoes via-
veis para o tratamento da tricomoniase.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo da sociedade com a poluigdo ambiental vem crescendo no
decorrer do século 21, em especial pelo ambiente aquatico, devido a sua exposi¢céo
a substancias como agrotoxicos, compostos organicos, metais pesados, entre
outros (BURGOS-ACEVES et al., 2018).

O Brasil € um dos maiores produtores e consumidores de agrotoxicos no
mundo, além disso, nos ultimos dez anos o mercado brasileiro de agrotéxicos
aumentou em 190% (LOPES & ALBUQUERQUE, 2018; INCA, 2018). Os herbicidas
a base de glifosato sdo amplamente utilizados devido a sua alta eficiéncia,
atualmente, a formulagdo mais conhecida é o Roundup Transorb® (RDT) (Monsanto,
Saint Louis, MO, EUA). Ecossistemas aquaticos podem ser expostos ao RDT
durante o processo de pulverizacdo das plantacbes, fazendo com que as
substancias se depositem na superficie do solo e, consequentemente, atinja corpos
d’agua pelo processo de lixiviacdo (WAGNER et. al., 2013).

A espécie Odontesthes humensis (O. humensis) habita em abundéancia as
lagoas costeiras do sul do Brasil, Uruguai e Argentina, e é de extrema relevancia
para a economia dessas regides, devido a comercializacdo, producdo de carne e
pesca esportiva (ZEBRAL et al., 2017) Além disso, a espécie vem despertando o
interesse de diversos pesquisadores, pois possui caracteristicas que a torna um
excelente biomodelo para andlises sobre a qualidade aquatica (SILVEIRA et al.,
2018; 2019). Em vista disso, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos
toxicos da exposicdo do RDT sobre a expressdo dos genes relacionados ao
estresse oxidativo por PCR em tempo real em tecido branquial de O. humensis.

2. METODOLOGIA

2.1. Coletados animais, desenho experimental e coleta de tecidos

Para este experimento foram coletados ovos da natureza do peixe da espécie
Odontesthes humensis (Arroio Grande, Brasil). Os espécimes nasceram em cativeiro
e tinham 1,5 ano de idade no inicio do experimento. Apés quatro semanas de
aclimatacao, os peixes foram divididos em quatro grupos experimentais expostos ao
RDT durante 24 horas em diferentes concentracées, de 2 e 4 mg.L* e um grupo


mailto:luanafvreis@gmail.com
mailto:marianacbiotec@gmail.com
mailto:laisdsantosg@gmail.com
mailto:williamwwe@yahoo.com.br
mailto:amandaweege98@gmail.com
mailto:fariascampos@gmail.com

X SIMPOSIO DE BIOTECNOLOGIA

VI MOSTRA EMIC

SUSTENTABILIDADE NA
===

L=

controle, sem a exposicdo ao herbicida. No final do periodo de exposicdo os peixes
foram anestesiados e eutanasiados e em seguida os tecidos de interesse foram
coletados e armazenados em nitrogénio liquido. Todos os procedimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal na Universidade
Federal de Pelotas (CEEA UFPel 23110.007018/2015-85).

2.2. Extracdo de RNA, sintese de cDNA, clonagem molecular e

sequenciamento

A extracdo de RNA do tecido das branquias foi realizada utilizando o kit
comercial RNEasy (Qiagen, EUA), seguido da sintese de DNA complementar
(cDNA) e por fim, estocadas a -20°C.

Os genes escolhidos e analisados neste experimento foram: superoxido
dismutase (sodl), anidrase carbbnica (cal); glutationa peroxidase (gpxl1);
subunidade 2 da NADH desidrogenase (nd2); gliceraldehido-3-fosfato
desidrogenase (gapdh) e catalase (cat). A clonagem molecular por meio de PCR
convencional foi realizada utilizando primers desenhados com base na sequéncia
nucleotidica dos genes de interesse em espécies filogenéticamente proximas a O.
humensis. Uma vez amplificados, os fragmentos dos genes de interesse foram
purificados e sequenciados pelo método de Sanger automatizado (Applied
Biosystems 3500 Genetic Analyzer®, Life Technologies, EUA) no Laboratorio de
Gendmica Estrutural - Biotecnologia UFPel.

2.3. Analise da expresséao génica e analise estatistica

A analise de expressdo dos genes de interesse foi realizada pela técnica de
PCR em tempo real (qQPCR), utilizando o kit comercial SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems, EUA). O método 224CT foi utilizado para identificar a
modulacdo da expressdo dos genes e o0 gene Histona (h3a) foi utilizado como
normalizador. Os parametros avaliados, que apresentaram distribuicdo normal e
variancia homogénea, foram avaliados por ANOVA, seguida do pos-teste de Tukey
com nivel de significancia de 5%. Os resultados foram expressos como meédia * erro
padrdo da média (SEM).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Clonagem e sequenciamento molecular
A clonagem do fragmento dos genes cal, cat, gpx1, nd2 e sodl foi realizada
com sucesso. O sequenciamento possibilitou o depdsito das sequéncias génicas no
banco de dados do GenBank® sob nimero de acesso, respectivamente, KX035017,
KX184718.1, KX060036, KX184716.1 e KX184717.1.

3.2. Analise de expressao génica nas branquias

A concentracdo real de glifosato na dgua com RDT (expressa em GAE) foi
medida a partir das amostras de agua coletadas de cada tanque. Os animais
expostos a 3,68 mg.L! (GAE) de RDT exibiram maior expressdo do RNA
mensageiro (MRNA) cal nas branquias (p < 0,05) em comparagdo com 0s animais
do grupo controle (Fig. 1A ). A expressao relativa de mRNA de cat , gpx1b e sodl
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nas branquias dos peixes expostos a 2,07 e 3,68 mg L -1 (GAE) de RDT também foi
maior (p < 0,05) em comparac¢do com o grupo controle (Fig. 1B, C e E ). A expressao
do nd2 nas branquias foi significativamente maior (p < 0,05) nos peixes expostos a
2,07 mg L -1 (GAE) de RDT (Fig. 1D).
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Figura 1 - Expressfes génicas em branquias de O. humensis mantidas em condi¢cfes de controle e
expostas a 2,07 e 3,68mg.L* (GAE) de RDT por 24 h. A expresséao relativa de mRNA de cal (A); cat
(B); gpx1 (C); nd2 (D) e sod1 (E) avaliados por gPCR e normalizado com o gene h3a. Os valores séo
expressos como a média e o erro padrdo da média (Média + SEM). Letras diferentes indicam
diferencas significativas entre os grupos experimentais (ANOVA one-way; n = 8; p < 0,05).

Nos peixes, as branquias sdo um érgédo multifuncional de extrema importancia,
principalmente porque € o primeiro 6rgdo a entrar em contato direto com 0s
poluentes aquaticos e filtrd-los (PANDEY et al., 2008). Entendendo isso, a expressao
relativa dos genes cal e gpxl estavam aumentados e esse resultado corrobora
dados da literatura, em que ocorre um aumento da expressdo destes genes nas
branquias de carpa comum, ap6s a exposicdo por glifosato com formulacdes
contendo POEA. Podendo ainda, esse parametro ser uma resposta de estresse
induzido pelo agrotdxico, uma vez que essas enzimas cat e gpx1 sdo responsaveis
pela conversao de peréxido de hidrogénio (H202) em agua (H20) e oxigénio (02)
(MA et al., 2019). O aumento da expresséo relativa dos gene cal e a diminui¢do da
expressao relativa do gene nd2 pode ser um indicativo de estresse causado pela
exposicdo aguda ao RDT, porque estudo recentes sugerem que o cal desempenha
um mecanismo de importancia contra danos oxidativos (SCANDALIOS, 2005;
VELASQUES et al., 2016).
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4. CONCLUSOES

Neste trabalho, as exposicbes ao agrotoxico RDT causaram alteracdes
biolégicas, mesmo na menor concentracdo exposta aos peixes, como estresse
oxidativo e a modulacdo de genes do sistema antioxidante enzimatico. Esse
resultado € extremamente importante e preocupante, isto porque a presenca deste
herbicida em corpos d’ 4gua € constante na regido sul, devido ao uso indiscriminado
desses agrotéxicos em monoculturas de arroz e soja, que por ventura acabam
afetando negativamente todo um ecossistema aquatico.

Com isso, este trabalho proporciona o desenvolvimento de teste de toxicidade
e a atuacdo desses genes como biomarcadores de toxicidade para assim
estabelecer limites permitidos para o uso desses agroquimicos e a avaliacdo dos
seus efeitos em toda a fauna exposta.
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