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APRESENTAGAO

A Semana Académica de Ciéncias Biolégicas € um evento anual do curso de
Ciéncias Biologicas da Universidade do Contestado, aberto para alunos, ex-alunos e
toda comunidade. Constitui-se em um espaco para a socializagao e reflexdo de
pesquisas realizadas durante o curso, organizadas em formato de Trabalho de
Conclusao de Curso (TCC). A Semana de Pesquisa visa promover a divulgagao da
producao cientifica entre os discentes e docentes. O objetivo € mostrar o que esta
acontecendo em termos de pesquisa e estimular discussdes, bem como o incentivo a

novas pesquisas e participacdo em eventos cientificos.

Celi Teresinha Araldi Favassa e Neide Armiliato

ISBN: 978-85-63671-82-0
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MELATONINA NA CRIOPRESERVAGAO DE SEMEN SUINO

Daniela Cristine Albring’
Marcela Adriana de Souza Leite?
Mariana Groke Marques?

RESUMO

INTRODUGAO: O sémen suino é extremamente vulneravel a choques térmicos e a
peroxidacgao lipidica, em decorréncia de suas membranas conterem alto teor de acidos
graxos poliinsaturados. Estas caracteristicas estruturais na bicamada lipidica e o
processo de "criocapacitacao" ajudam a explicar a vulnerabilidade do espermatozoide
suino ao processo de criopreservacao. A melatonina € um antioxidante anfifilico capaz
de penetrar em qualquer compartimento celular, protegendo as células de danos
oxidativos. OBJETIVOS: Avaliar se diferentes concentragcdes de melatonina possuem
efeito protetor sobre a membrana acrossomal, membrana plasmatica e a motilidade
de espermatozoides suinos criopreservados. Testar diferentes concentragdes da
melatonina na criopreservacdo de sémen suino; Avaliar as caracteristicas celulares;
Avaliar a propor¢cdo de espermatozoides viaveis, bem como, sua capacidade
funcional. MATERIAIS E METODOS: A fragdo rica de 5 ejaculados de 3 suinos foi
diluida em diluente comercial (DCO) na proporgéo de 1:1. As amostras foram mantidas
a 20°C por 120 min, e, em seguida acondicionadas a 15°C por 180 min.
Posteriormente, o ejaculado foi centrifugado (1600xg/5min/15°C) e o sedimento
ressuspendido na propor¢ao de 1:2 em diluidor de resfriamento (DR - 80% de solugao
de lactose 11% e 20% de gema de ovo), permanecendo a 5°C por 90 minutos, sendo
entdo adicionado mesmo volume de diluidor de congelamento (DC - 89,5% de DR,
1,5% de Orvus Ex Paste e 9% de glicerol) para a concentragao final de 5x10° sptz/ml.
A melatonina foi adicionada nos diluidores DR e DC obtendo-se as concentragoes
finais de 0; 1,25; 2,5 e 5 mM. O envase foi feito em palhetas de 0,5 mL, submetidas
ao vapor de nitrogénio liquido por 20 minutos e, na sequéncia, mantidas em nitrogénio
liquido. O descongelamento foi realizado a 37°C por 20 segundos, o sémen foi entdo
diluido em 1:4 em DCO, em seguida centrifugado (800xg/3 min). O sedimento foi
ressuspendido novamente em DCO. As amostras foram avaliadas quanto a
motilidade, em microscoépio de contraste de fase com aumento de 100 X, quanto a
integridade da membrana acrossomal com FITC-Pisum sativum (FITC — PSA; 11,7
Mg/mL) e integridade de membrana plasmatica com lodeto de Propidio (PI; 10 ug/mL),
através de citometria de fluxo (Accuri-BD). Os dados foram avaliados utilizando o teste
PROC MIXED (SAS® Institute Inc., Cary, NC, EUA para separar os efeitos fixos dos
aleatdrios, sendo este um modelo misto. O teste de Tukey foi usado para comparar a

' Graduanda do curso de Ciéncias Bioldgicas, UnC — Concérdia. E-mail:
dannyela albring@hotmail.com

2 Professora MSc. do curso de Ciéncias Bioldgicas, UnC — Concordia. E-mail:
marcelaleite 1@hotmail.com

3 D.Sc. Pesquisadora da Embrapa Suinos e Aves, area de Reprodugéo Animal. E-mail:
mariana.marques@embrapa.br.

ISBN: 978-85-63671-82-0
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média dos quadrados minimos dos grupos, sendo os dados apresentados na forma
de porcentagem média £ DP. A analise de regresséo linear foi realizada no InStat®
(Graphpad Instat: GraphPad Software Oberlin, San Diego — CA, USA) para inferir
efeito a existéncia de uma interacdo funcional entre as variaveis dependentes
(motilidade, integridade acrossomal e integridade de membrana) com as variaveis
independentes (concentragbes de melatonina). RESULTADOS: N&o houve diferencga
estatisticamente significativa no uso de melatonina, em diferentes concentragdes nas
variaveis motilidade, integridade de acrossoma e integridade da membrana plasmatica
ap6s o descongelamento. Também, o teste de regressao nao infere interagcao da
variavel concentragdo de melatonina e a motilidade dos espermatozoides (r = -0,072,
p = 0,58), ou a porcentagem de acrossomas integros pds-descongelamento (r = -
0,1263, p = 0,349) ou mesmo, a integridade da membrana plasmatica poés-
descongelamento (r= 0,003520, p= 0,98). CONCLUSAO: A adicdo de diferentes
concentracdes de melatonina ndo apresentou efeito protetor a membrana acrossomal,
a membrana plasmatica e na motilidade durante a criopreservagao de sémen suino.
Ainda, a melatonina ndo melhora a viabilidade e capacidade funcional dos
espermatozoides. Desta forma, sugerem-se novos estudos utilizando a melatonina
durante a criopreservagcao de sémen suino, com concentragdes inferiores as que
foram utilizadas no presente trabalho.

Palavras-Chave: Congelamento. Espermatozoide suino. Sémen. Antioxidante.
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CLARIFICAGAO E REMOGCAO DE PATOGENOS PRESENTES EM AGUA DOCE
SUPERFICIAL POR FIGO DA iNDIA (Opuntia-ficus-indica)

Maicon André Reimers*
Aline Viancelli®

RESUMO

INTRODUGAO: Visto que, nas regides mais afastadas do perimetro urbano, o indice
de abastecimento de agua tratada ainda é baixo, e, considerando que ja se conhece
da interagdo da agua em carrear fatores contaminantes com capacidade de
desencadear enfermidades, é indiscutivel que essa agua apresente uma determinada
qualidade com tratamentos adequados que oferecam os menores riscos tanto ao meio
ambiente como também a saude humana. Nisso, o uso do sulfato de aluminio, que
hoje € o coagulante quimico mais utilizado no tratamento de agua, vem sendo
questionado na sua aplicagéo nas estag¢des de tratamento, gerando uma preocupagao
no consumo da agua com determinados teores de aluminio presente pos o tratamento,
devido a sua relagdo com a incidéncias a neurotoxicidades clinicas como Alzheimer e
Parkinson. Diante disso, busca-se novas tecnologias de tratamento com condigdes
aceitaveis, surgindo como alternativa viavel, os coagulantes organicos de origem
vegetal (biocoagulante). OBJETIVOS: Assim, o presente estudo buscou, avaliar o uso
do biocoagulante figo da india (Opuntia-ficus-indica) como alternativa de clarificagao
e remogao de patdégenos presentes em agua doce superficial, avaliando a
interferéncia da dosagem do biocoagulante e do pH do meio na remogéao de sélidos
em suspensao e patégenos Escherichia coli e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium como modelos. MATERIAIS E METODOS: Para obtengdo do
biocoagulante, claddédios de Opuntia-ficus-indica foram encaminhados até o
laboratério para remogédo do material interno, que foram fracionados em cubos de
aproximadamente 1cm. Para a verificagdo do potencial do biocoagulante, foram
testadas diferentes concentragbes do biocoagulante, sendo 15, 25, 50 e 75 gramas
por litro, a fim de obter a dosagem ideal. Nesta etapa nao houve alteragado do pH da
agua, a saber 6,5. A interagdo do pH no tratamento foi verificada quando alterado a
agua de estudo de forma sintética, obtendo meio alcalino e meio acido. Analises da
eficacia do biocoagulante no processo de remocado de patdégenos também foram
verificadas, na utilizagao de Escherichia coli e Salmonella entérica Typhimurium como
modelos. RESULTADOS: Quando verificado a interferéncia da dosagem do
biocoagulante, pode se observar que na aplicagdo de dosagem menores foram
obtidos maiores resultados, destacando 25 gramas do biocoagulante que apresentou
92% de remocgao de turbidez, sendo determinado como a dosagem ideal. O nivel do
pH também se mostrou um fator diferencial na obtencao de maiores resultados, sendo

4Graduando, Ciéncias Bioldgicas, Universidade do Contestado —UnC, 89700-000, Brasil.
SMestrado Engenharia Civil, Ambiental e Sanitaria, Universidade do Contestado —-UnC, 89700-000,
Brasil.
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observado em aguas salinas e acidas uma menor eficiéncia que em aguas neutras.
As analises de remocgéo de patogenos foram satisfatérias, com remocgéo de 90% de
E. coli nos primeiros 30 minutos de sedimentacdo e 99,9% de Salmonella
Typhimurium, apdés 9 horas de sedimentacdo. CONCLUSOES: Os resultados
alcancados nessa pesquisa mostram, que o uso de Opuntia-ficus-indica apresentou
alto potencial no uso como coagulante organico, com remogodes de turbidez acima de
90%, sendo obtidos valores dentro dos parametros exigidos pela legislacéo para agua
de beber. A dosagem do biocoagulante se mostrou um fator diferencial, sendo que,
para uma rapida remogao de soélidos em suspenséao, sugere-se um tratamento com
25 gramas de Opuntia-ficus-indica como dosagem ideal. O nivel de pH da agua tratada
também se apresentou como um fator diferencial, visto que em aguas acidas e basicas
obtiveram menor eficiéncia no tratamento quando comparado com aguas neutras,
sugerindo assim, o tratamento em aguas com pH igual a 6,5-7,0. Para efeitos
antimicrobianos, foram satisfatérios, o tempo de sedimentacéo e o pH dependeréo da
finalidade do uso da agua tratada, visto que algumas atividades ndo necessitam de
eliminacéo total de patéogenos, porém, sugere-se entre 30 minutos e 9 horas para os
melhores resultados e pH neutro 6,5-7,0.

Palavras-Chave: Biocoagulante. Turbidez. Antimicrobiano.
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PERFIL DA COMUNIDADE BACTERIANA EM SUPERFICIES INTERNAS DE
VEICULOS UTILIZADOS NO ATENDIMENTO PRE-HOSPITALAR

Barbara de Franceschi Fornari®
Aline Viancelli”

RESUMO

INTRODUGAO: O atendimento pré-hospitalar surgiu na Franca em 1955, com o
objetivo de prestar assisténcia médica a pacientes vitimas de acidentes de transito e
0s que necessitavam de transferéncias inter-hospitalares. Os veiculos transportam
pessoas vitimas de trauma, imunocomprometidos, idosos e criangas. Os objetos,
roupas e equipamentos que estdo em contato com os doentes podem transportar
micro-organismos patogénicos, que podem ser resistentes a antimicrobianos e
consideram-se uma ameaca global e de saude publica. OBJETIVOS: Identificar a
comunidade bacteriana presente em locais especificos dos veiculos do atendimento
pré-hospitalar movel. Identificar as bactérias de importancia clinica. Avaliar o
comportamento da comunidade bacteriana isolada, frente a antimicrobianos de uso
na medicina humana. Sugerir medidas de higienizacdo para os veiculos de
emergéncia. MATERIAIS E METODOS: Foi realizada a analise microbioldgica em trés
veiculos de atendimento pré-hospitalar incluindo superficies internas. As amostras
coletadas foram por meio de suabes emergidos em solugdo salina estéril 0,9%,
inoculados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas em estufa microbioldgica
a 36°C por 24 horas. As amostras com turvagao foram repicadas em Agar Manitol e
Agar MacConkey. As colbnias bacterianas foram submetidas a prova de catalase e
coloragdao de Gram. Com base nas caracteristicas daS bactérias isoladas foram
submetidas as seguintes provas bioquimicas: Motilidade, produg¢ao de indol, produgao
de sulfeto de hidrogénio, fermentagcdo de carboidratos como lactose, glicose e
sacarose, utilizacdo de citrato como unica fonte de carbono, producado da enzima
uréase e degradacao de moléculas de aménia, alteragdo do pH do meio de cultura,
descarboxilagao de lisina e ornitina (MADIGAN, 2016). Apds as leituras das provas
bioquimicas utilizou- se o software ABIS online para identificagcdo bacteriana em
género e espécies. Para verificar o comportamento dos micro-organismos isolados
frente a trés antimicrobianos (Oxacilina, Sulfametoxazol e Ciprofloxacina) as bactérias
foram inoculadas em Agar Muller Hinton de acordo com o método de Difusao em Disco
de Kirby Bauer's (LENETTE et al., 1985), as placas foram incubadas invertidas
durante 16-18 horas a 35°C. A zona de inibicdo foi mensurada utilizando o
preconizado pelo National Committe for Clinical Laboratory Standards- NCCLS (2001).
RESULTADOS: Os resultados obtidos por meio das amostragens foram um total de

6Graduagado em Ciéncias Bioldgicas, Universidade do Contestado, Rua Victor Sopelsa, 3000 - Nossa
Sra. da Salete, Concodrdia - SC, 89700-000, E-mail: barbaraffornari@gmail.com

"Professora, Doutora, Cordenadora do PMPECSA- UnC, Universidade do Contestado, Rua Victor
Sopelsa, 3000 - Nossa Sra. da Salete, Concérdia - SC, 89700-000. E-mail: alinevbortoli@gmail.com
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144 amostras, destas 121 amostras positivas, apresentando ocorréncia de 33
especies bacterianas. Foram identificados em maior escala a incidéncia de cocos
gram positivos. Os locais amostrados com maior comunidade bacteriana foram as
mascaras, lencol e coxins. Das 33 espécies foram destacadas as bactérias de maior
importancia médica dentre elas o Acinetobacter sp, Acinetobacter baumanii,
Acinetobacter haemolyticus, Listeria monocytogenes, Staphylococcus sp,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus, Bacillus sp, Bacillus subtilis,
Bacillus licheniformis, Lactobacillus sp, Lactobacillus intestinalis, Vibrio metschnikovii,
Bifidobacterium sp, Serratia nematodiphila, Ewingella americana, Listeria grayi. Foram
identificadas seis espécies resistentes aos antimicrobianos oxacilina, sulfametoxazol
e ciprofloxacina, dentre elas o Acinetobacter sp e a Listeria grayi. Esse resultado
representa que mesmo sendo drogas de maior espectro antimicrobiano, sua
resisténcia € um fendbmeno global e se constitui como um grave problema de saude
publica. CONCLUSOES: Obteve-se uma comunidade bacteriana diversa, com
ocorréncia de bactérias resistentes a antimicrobianos, sendo que superficies
contaminadas aumentam o risco de transmissdo de infecgdes (Pacientes e os
profissionais) e bactérias como Acinetobacter sp e Listeria grayi resistentes a
antimicrobianos representam uma ameacga global e a saude publica e causam
infeccbes graves, que podem ser letais. Desse modo ressalta-se que a desinfecgao
das superficies € de extrema importancia pois reduz a transmissao dos micro-
organismos.

Palavras-Chave: Comunidade bacteriana. Resisténcia a antimicrobianos. Bactérias

de importancia médica.
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QUALIDADE DA AGUA DA MICRO-BACIA DO LAJEADO CLARIMUNDO,
CONCORDIA, SC, ATRAVES DO BIOMONITORAMENDO DE
MACROINNVERTEBRADOS

Kelly Cristina Gulatz®
Elisete Ana Barp®

RESUMO

INTRODUGCAO: As alteragbes nos ecossistemas aquaticos, decorrentes das
atividades humanas e agricolas, tém gerado preocupagao em relagdo a qualidade dos
recursos hidricos. Tradicionalmente, a avaliagdo da qualidade da agua é realizada por
meio de parametros fisico-quimicos, porém estudos indicam que a avaliagao bioldgica
deve ser incluida nos monitoramentos. Por isso o biomonitoramento utilizando
macroinvertebrados passou a ser aceito. Os macroinvertebrados apresentam muitas
vantagens para trabalhos de monitoramento, pois apresentam um longo ciclo de vida
e pouca mobilidade, o que os tornam um testemunho das alteragbes do meio aquatico.
Assim, conhecer a comunidade de macroinvertebrados para avaliar qualidade da agua
€ de suma importancia. OBJETIVO: avaliar a qualidade da agua da microbacia do
Lajeado Clarimundo, Concordia-SC, utilizando a fauna de macroinvertebrados
bentdnicos como indicadores. METODOLOGIA: Coleta foi realizada entre os meses
de outubro de 2016 a setembro de 2017, em cinco pontos, na microbacia do Lajeado
Clarimundo, que esta inserida na sub-bacia do Lajeado Fragosos que pertence a
Bacia do Rio Jacutinga. Os organismos foram coletados por meio de uma rede do tipo
“surber”. O material coletado foi colocado em frascos de vidro com formol 10% e
corante rosa de bengala. Os dados dos parametros fisico-quimicos, bacteriolégicos
e pluviosidade foram coletados pela Embrapa Suinos e Aves de Concoérdia e pela
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI)
de Floriandpolis. As analises quali-quantitativas de macroinvertebrados foram
realizadas no laboratério da Universidade do Contestado - campus de Concodrdia - SC.
Os organismos foram identificados e classificados em grupos funcionais (Coletor-
Catador, Coletor-Filtrador, Filtrador, Fragmentado, Parasita, Predador e Raspador).
Para classificacdo da qualidade da agua utilizou-se os indices EPT (relagao
Ephemeroptera, Plecoptera e Tricopteera), BMWP (Biological Monitoring Working
Party), abundancia, riqueza, diversidade de Shannon (H) e equitabilidade (E).
RESULTADOS: Foram coletados 3557 espécimes, distribuidos em quatro filos, 13
ordens e 47 familias, pertencentes as classes Turbellaria, Malacostraca, Bivalvia,
Clitellata, Gastropoda e Insecta, destando-se esta ultima com 9 ordens e 38 familias.
O grupo funcional que predominou foram os predadores, seguido pelos raspadores e
os parasitas foi o grupo com menor ocorréncia no estudo. O indice EPT classificou a

8Graduagao em Ciéncias Biologicas, Universidade do Contestado — Campus Concordia, E-mail:
kellycristinagulatz@hotmail.com
°Doutorado em Ciéncias: Ecologia pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul
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agua como ruim nos pontos 2,3 e 4 e regular nos pontos 1 e 5. O BMWP classificou a
agua como duvidosa nos pontos 1, 2, 4 e 5 e aceitavel no ponto 3. A maior abundancia
foi encontrada no ponto 1, totalizando 1.354 espécimes. A maior diversidade (H) e
equitabilidade (E) foi encontrada no ponto 4 com H’ = 0.94 e E = 0.76. A maior riqueza
foi obtida no ponto 1 com 49 taxons. As quantidades de nitrato estdo correlacionadas
positivamente com a abundancia de macroinvertebrados, testados pela correlagao de
Pearson, P = 0,01). Os demais parametros fisico-quimicos nado apresentaram
correlacdo Pearson), também se constatou correlagdo com os parametros
bacteriologicos (correlagdo de Pearson P<0,05). CONCLUSAOQO: Com base nos
indices obtidos, pode-se inferir que a qualidade da agua da microbacia do lajeado
Clarimundo esta comprometida e medidas precisam ser tomadas para controlar a
contaminacgao bacteriana e melhorar a qualidade da agua.

Palavras-Chave: Macroinvertebrados. indices bioldgicos. Bioindicadores.
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AVALIAGAO FiSICO-QUIMICA E MICROBIOLOGICA DA AGUA DO LAJEADO
SANTA FE BAIXA, ITAPIRANGA, SC

Elena Tessmann'?
Elisete Ana Barp'"
Alexandre Matthiensen'?2

RESUMO

INTRODUCAO: A agua é um recurso natural indispensavel para os seres vivos por
isso deve estar em boa qualidade, para avaliar a qualidade da agua sao utilizados
parametros ambientais que descrevem caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas.
Microalgas respondem rapidamente a alteracbes ambientais, por isso vem sendo
utuilizadas como bioindicadoras. OBJETIVOS: Diagnosticar a qualidade da agua do
Lajeado Santa Fé Baixa, ltapiranga, SC. MATERIAIS E METODOS: Foram
selecionados cinco pontos amostrais ao longo do rio, sendo que as coletas foram
realizadas de outubro de 2014 a outubro de 2015. As amostras de agua foram
coletadas com um balde, passadas por uma rede de fitoplancton (20pm), e em
seguida armazenadas em frascos ambar contendo formalina e lugol para posterior
fazer a identificagdo e contagem das microalgas. Foram coletados dados fisico-
quimicos in situ com medidor multipardmetros, e amostras de agua de alguns
parametros fisico-quimicos e microbiolégicos foram conduzidos ao laboratério. Ainda
foram analisados indices de diversidade de Shannon e Simpson e similaridade, e
indice da qualidade da agua, indice do estado tréfico e indice da comunidade
fitoplanctonica. RESULTADOS: Foram identificados 5 grupos de microalgas:
dinoflagelados, diatomaceas, cloroficeas, euglenoficeas e cianobactérias, sendo que
0 grupo dominante durante o periodo amostral foram as cianobactérias,
principalmente nos pontos 1 e 4 e as diatomaceas estiveram mais presentes nos
pontos 2, 3 e 5. O maior indice de diversidade foi registrado no ponto 4, por apresentar
encontro das aguas do ponto 1 e o menor no 3, por possuir agua parada. O maior
indice de similaridade foi encontrado entre os pontos 3 e 4, mas vale destacar que o
ponto 4 apresentou qualidade ruim, porém o grau de perturbagdo deste ponto néo
afetou ainda a diversidade de espécies e o menor foi entre os pontos 1 € 3. Tanto o
indice de qualidade da agua quanto o indice de estado tréfico foram preocupantes nos
pontos 1 e 4, o indice da comunidade fitoplanctdénica ficou ruim nesses pontos
também, pois apresentaram dominancia de cianobactérias e indice do estado tréfico
alto. CONCLUSOES: Considerando as microalgas, principalmente em relacdo as
cianobactérias, os pontos 1 e 4, se tornam preocupantes em relagao a poluicdo, por
conta de excesso de nutrientes na agua como o fésforo, sendo confirmado este
resultado através do IET e IQA. Por conta do ponto 1, estar préximo a areas agricolas

10Académica do Curso de Ciéncias Bioldgicas, E-mail: elena_tessmann@hotmail.com
""Professor da Universidade do Contestado, E-mail: elisete@unc.br
2Pesquisado da Embrapa Suinos e Aves, E-mail: alexandre.matthiensen@embrapa.br
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de cultivo e também relacionadas a suinocultura, pode estar sofrendo com o despejo
de dejetos e fertilizantes, principalmente por conta de que em meses especificos
ocorre aumento de cianobactérias. A¢des de monitoramento em bacias hidrograficas
sao de extrema importancia para fazer o acompanhamento da situagédo em que se
encontra determinado ambiente.

Palavras-Chave: Qualidade da agua. Bioindicadores ambientais. Microalgas.
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TOXICIDADE DO HERBICIDA GLIFOSATO E SUA FORMULAGAO ROUNDUP®
EM PEIXES DA ESPECIE Danio rerio (Cyprinidae)

Kamilla Bleil do Carmo'3
Tainan Filipe da Silva™
Neide Armiliato®

RESUMO

INTRODUGAO: Os herbicidas estéo entre os produtos quimicos mais utilizados no
mundo e consequentemente apresentam agao toxicoldgica em plantas, e ao mesmo
tempo podem ocasionar efeitos danosos em organismos nao alvos, como peixes e
invertebrados aquaticos, quando as moléculas se apresentam em recursos hidricos
por meio da lixiviagdo do solo, contaminagdo do lengo freatico, irrigagbes e
precipitacdo da chuva. Dentre diversos herbicidas utilizados na agricultura, os que
contém como base quimica o Glifosato tendem a serem mais utilizados pela eficacia
no controle de ervas daninhas. Destes, o Roundup® é um exemplo de herbicida
utilizado na agricultura, que apresenta em sua composi¢ao basica um concentrado de
isopropilamina de Glifosato e componentes surfactantes. O surfactante presente no
herbicida Roundup® foi classificado como mais toxico que o Glifosato puro, com a
combinagdao dos dois, o efeito se torna ainda mais toxico para os seres vivos,
causando preocupacéao sobre os efeitos nocivos que estes herbicidas podem provocar
em organismos nao alvos. OBJETIVOS: Comparar os efeitos toxicolégicos do
herbicida Glifosato e sua formulacdo comercial Roundup® sobre os ovarios e
eritrécitos de peixes Danio rerio (D.rerio). MATERIAIS E METODOS: Foram
adquiridos 40 peixes da espécie D. rerio em estabelecimento comercial e
transportados adequadamente para o Laboratério da Universidade do Contestado —
Campus Concérdia. Os peixes foram alocados por um periodo de cinco dias em
aquarios de 25 litros com agua aerada e declorada para a aclimatagdao. Apds, os
peixes foram divididos em quatro aquarios contendo 10 individuos cada: aquario
contendo 2,5 mg/L de Dicromato de Potassio (controle positivo); aquario controle
negativo (livre de herbicidas); aquario contendo 65 pg/L de herbicida Roundup® e
aquario contendo 65 ug/L de Glifosato. Para garantir o bem-estar dos peixes na sua
permanéncia em aquarios foram verificados diariamente os paradmetros de
temperatura, que foi mantida através do termostato e parametros de pH. A agua dos
aquarios permaneceu em constante aeragao para trocas gasosas. Os peixes foram
alimentados 2 vezes ao dia com ragao especifica (alcon Basic®). Para a realizagao
do teste de micronucleos, foram retirados trés peixes de cada aquario, que

3Graduagado de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas, Universidade do Contestado — Campus Concérdia.
E-mail: kamillableil@hotmail.com.

14Graduagao de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas, Universidade do Contestado — Campus Concérdia.
E-mail: tainanfilipe@hotmail.com.

5Professora e Dra. em Biologia Celular e do Desenvolvimento (UFSC) da Universidade do
Contestado - Campus Concérdia. E-mail: armiliato@unc.br.
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permaneceram em exposicado aos diferentes tratamentos por periodo de 72h e
submetidos a eutanasia em agua gelada (4°C) por cinco minutos. Posteriormente,
foram coletados amostras de sangue das branquias, depositadas em l|aminas
histologicas para a realizagdo da técnica de esfregago, seguido da coloragdo com
Giemsa 5% e visualizagdo em microscopio Optico. Para as andlises de indice
Gonadossomatico (IGS) e maturacdo gonadal, foram utilizados sete peixes fémeas de
cada aquario, expostos por um periodo de 15 dias em ambos os tratamentos. Os
peixes foram submetidos a eutanasia e dissecacao. Apds, foram verificados o
comprimento das fémeas (cm), massa corpoérea (g) e massa dos ovarios (mg) para a
realizacdo do calculo de IGS. As analises dos estagios de maturagdo gonadal
basearam-se na observagdo macorscopica de cor, consisténcia, vascularizagao e
transparéncia dos ovarios. Os procedimentos adotados foram realizados conforme
diretrizes do Comité de Etica para Uso de Animais da Universidade do Contestado
(aprovacado do CEUA/UnC/07/15). RESULTADOS: No teste de micronucleos foram
verificados 24.000 eritrécitos de peixes por microscopia Optica, destes, visualizados
um total de 239 micronucleos. Com base nas analises estatisticas, foram observados
que os eritrécitos de peixes expostos ao herbicida Roundup® e Glifosato
apresentaram um aumento significativo na frequéncia de micronucleos em
comparacgao aos peixes do controle negativo (One — Way Anova, p= 0,0025), contudo,
na comparacdo de ambos os herbicidas ndo foram verificadas diferencas
estatisticas.Nas analises de massa gonadal, verificou-se diferengas estatisticamente
maiores na massa gonadal das fémeas expostas aos herbicidas em relagdo as do
controle negativo (One - Way Anova, p= 0,0045). Estes resultados também foram
verificados na avaliagcado do IGS, no qual, os peixes fémeas expostas aos herbicidas,
apresentaram um aumento estatisticamente significativo do IGS em relacdo ao
controle negativo (One — Way Anova, p=0,0021). Porém, tanto nas analises de massa
gonadal, bem como do IGS, os herbicidas nao apresentaram diferengas
estatisticamente significativas quando comparados. Através das analises
macroscopicas de maturagao gonadal, foi possivel observar a presenga de trés
estagios de maturagdo ovariana, destes: em maturagdo, maduro e esvaziado. Os
ovarios das fémeas que mantiveram-se em exposicdo ao herbicida Glifosato e o
Roundup® apresentaram um aumento de ovarios no estagio em maturagao, do que
as visualizadas nas fémeas do grupo controle. Contudo, foram observados maior
ocorréncia de ovarios maduros nas fémeas expostas ao Glifosato, do que nas
expostas ao herbicida Roundup® e no grupo controle. CONCLUSOES: Os peixes D.
rerio expostos aos herbicidas Glifosato e Roundup® apresentaram aumentos na
frequéncia de micronucleos, massa gonadal e IGS. As fémeas expostas aos
herbicidas apresentaram aumentos de ovarios em estagio em maturagéo, entretando,
as fémeas expostas ao herbicida Glifosato, apresentaram maior incidéncia de ovarios
maduros. Estes resultados demonstram, que tanto o Glifosato, como o Roundup® sao
toxicos para os peixes da espécie D.rerio, podendo ocasionar desequilibrios
reprodutivos e disturbios na divisdo celular destes organismos.

Palavras-Chave: Peixe-Zebra. Agrotéxicos. indice Gonadossomatico. Maturacéo
Gonadal. Micronucleos.
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GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS RELACIONADOS A NECROSE DA
CABEGA DO FEMUR EM FRANGOS DE CORTE COM 35 DIAS DE IDADE"¢

Igor Ricardo Savoldi'”

Adriana Mércia Guaratini Ibelli'8
Bruna Petry®

Kamilla Bleil do Carmo?®
Ediane Paludo?’

Jane de Oliveira Peixoto??
Ménica Corréa Ledur??

RESUMO

INTRODUGAO: Os problemas dsseos impactam negativamente na avicultura, pois
diminuem o bem-estar destas aves, elevam a taxa de mortalidade e descarte de
animais, levando a perdas econdmicas significativas para a industria e para o
produtor. A necrose da cabeca do fémur (NCF) é um dos principais problemas que
acomete os frangos de corte, provocando lesées no fémur e em outras partes do
sistema esquelético das aves. Ja que varios fatores influenciam o desenvolvimento
0sseo, estudar a expressao génica torna-se muito importante, para identificar genes
envolvidos no desenvolvimento do sistema ésseo e que podem estar relacionados a
necrose da cabeca do fémur. Contudo, estudos sao necessarios para se conhecer os
genes que estao envolvidos na manifestacdo da NCF e a interagao destes genes com
o0 metabolismo do tecido 6sseo, visando compreender a etiologia desta condigdo e
posteriormente, desenvolver mecanismos de controle para este problema.
OBJETIVOS: Os objetivos deste trabalho foram investigar a expressdo de genes
candidatos previamente associados a NCF em frangos de corte aos 35 dias de idade.
MATERIAIS E METODOS: Para isso, foram selecionados 7 genes diferencialmente
expressos no estudo anterior de RNA-Seq para serem avaliados pela técnica de PCR
quantitativa (QPCR) sendo eles: CHST1, COL28A1, FAM180A, LRP1B, PERP2, PLN1
e PTHrP. Foram utilizadas amostras da placa de crescimento do fémur de 20 frangos
de corte, 10 normais e 10 afetados pela NCF. Para as andlises de expressao génica,
o RNA total foi extraido utilizando o reagente Trizol (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado

8Financiamento: Embrapa (01.11.07.002.04.03), CNPq (407404/2013-9).

7Graduando em Ciéncias Biologicas pela Universidade do Contestado, Rua Victor Sopelsa, 3000.
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8Graduanda em Ciéncias Biologicas pela Universidade do Contestado, Analista da Embrapa Suinos
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utilizando-se o kit SuperScript® Ill First-Strand Synthesis SuperMix. Os primers foram
desenhados a partir de sequéncias do genoma de Gallus gallus, utilizando o programa
Primer-BLAST do NCBI. A gPCR foi realizada no equipamento de PCR em tempo real
QuantStudio 6 (Applied Biosystems). Os valores de Ct (cycle threshold) obtidos foram
submetidos a analise estatistica no programa Relative Expression Software Tool
(REST). RESULTADOS: Todos os genes avaliados apresentaram expressao no
tecido do fémur das aves, sendo que os genes CHST1, COL28A1, FAM180A, LRP1B,
PERP2 e PTHrP apresentaram-se menos expressos em frangos de corte afetados
pela NCF em comparacéao aos frangos normais (p<0,05). O gene efetor da Apoptose
TP53 (PERPZ2) foi cerca de 16,1 vezes menos expresso em frangos de corte afetados
pela NCF em comparagao com frangos normais (p<0,001). A baixa expressao do
PERP2 pode estar relacionada a predisposi¢cao a esta caracteristica nos frangos ja
que este gene pode atuar na diferenciacédo celular dos condroblastos, impedindo o
desenvolvimento da cartilagem. O gene COL28A1 apresentou-se cerca de 3,62 vezes
menos expresso nos frangos afetados em comparagdo com frangos normais
(p<0,013). Este gene codifica proteinas relacionadas com a biossintese, enzimas
modificadoras de colagenos e degradacao da matriz extracelular. Nos frangos do corte
afetados pela NCF a redugcdo na expressdo deste gene pode interferir no
desenvolvimento desta anomalia, alterando a matriz extracelular éssea, interferindo
na parte organica do osso, comprometendo a integridade 6ssea enfraquecendo o
0sso. O gene do horménio semelhante ao horménio da paratireoide (PTHrP) foi 10
vezes menos expresso em frangos de corte afetados pela NCF em comparagado com
os frangos normais (p<;0,001). O horménio da paratireoide esta relacionado com as
vias de crescimento 6sseo. Em frangos de corte a fungdo desempenhada pelo gene
PTHrP é principalmente na maturacdo e proliferagdo dos osteoclastos,
consequentemente influenciando a reabsorcdo Ossea na placa de crescimento do
fémur. A supressao da diferenciagao dos osteoclastos no fémur dos frangos afetados
pode ser estar associado a NCF, pois diminui os niveis de remodelacido éssea
alterando e comprometendo a manutencao éssea. Outro gene que esta relacionado
com a remodelagéo 6ssea e cicatrizagado de fraturas em frangos € o gene FAM180A
que também apresentou-se 2,85 vezes menos expresso nos frangos do grupo afetado
em relagéo ao grupo normal (p<0,035). A baixa expressao deste gene pode interferir
na taxa de cicatrizagao de fraturas ocorridas no tecido 6sseo durante o crescimento,
favorecendo a progressao da necrose na placa de crescimento do fémur. O gene da
proteina relacionada ao receptor LDL 1B (LRP1B) foi aproximadamente 13,51 vezes
menos expresso nas aves do grupo afetado quando comparado com as aves do grupo
normal (p<0,012). Nos frangos de corte, a expressao do gene LRP1B esta relacionada
com o estreitamento dos vasos sanguineos. Portanto, uma diminuigdo da expressao
deste gene no grupo afetado pode interferir na formagdo dos vasos sanguineos.
Dessa forma, a irrigagcéo sanguinea inadequada pode influenciar diretamente na morte
das células Osseas, pois ndo sao irrigadas podendo iniciar um processo de
degeneragdo e inflamagdo progredindo para a NCF. O gene carboidrato
sulfotransferase 1 (CHST-1) foi cerca de 3,7 vezes menos expresso em frangos
afetados pela NCF em relagdo aos frangos normais (P<0,046). A baixa expressao
deste gene pode implicar na reducdo da produgdo da L-selectina, diminuindo o
recrutamento de leucdcitos até o local da necrose impedindo o combate contra os
microrganismos oportunistas patogénicos que podem estar envolvidos com a lesao.
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Desta forma, o perfil de expressdao destes 6 genes na andlise de qPCR foram
concordantes com os resultados previamente obtidos na analise de RNA-seq,
apresentando menor expressao (downregulation) nos frangos afetados pode facilitar
o aparecimento da necrose da cabeca do fémur. CONCLUSOES: Os genes LRP1B,
COL28A1, PTHrP, PERP1, FAM180A e CHST1 foram validados como
diferencialmente expressos na placa de crescimento do fémur de frangos de corte, e
sua baixa expressao em frangos de corte afetados com NCF pode influenciar a
predisposi¢cao para esta condicdo em aves.

Palavras-Chave: Problemas locomotores. Expressao génica. gPCR.
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EXPRESSAO DE GENES CANDIDATOS RELACIONADOS A MANIFESTACAO
DA OSTEOCONDROSE LATENS EM UMERO DE SUINOS
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RESUMO

Os problemas locomotores estdo entre as principais causas de perdas econémicas
para a suinocultura industrial, devido ao descarte precoce de reprodutores e
condenacao parcial de carcacas em virtude de artrites. Entre os problemas
locomotores, a osteocondrose, uma falha na ossificagdo endocondral, € uma das
principais doengas. Varios estudos realizados tém tentado esclarecer a etiologia da
osteocondrose (OC), no entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos genéticos
envolvidos nessa desordem. E considerada como a principal doenca que acomete o
esqueleto dos suinos, sendo caracterizada pela deformagao 6ssea e retencao da
cartilagem articular (Kliminie; Klimas, 2006). Crenshaw (2006) afirmou que suinos de
todas as racas que foram inseridos em programas de cruzamentos industriais tém sido
afetados pela OC. Devido a natureza e complexidade das lesdes, a etiologia da
osteocondrose € considerada de ordem multifatorial e ndo estd totalmente
estabelecida (Laenoi et al., 2010).Segundo Alberton (2007) ha uma forte influéncia
genética para o desenvolvimento da doencga, pois a OC apresenta um percentual
elevado em animais melhorados geneticamente para um elevado ganho de peso
diario e com maior deposicdo de musculo na carcaga, predispondo-0 ao
desenvolvimento da doenga (Alberton, 2007).Portanto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a expressao génica relacionada a osteocondrose /atens em suinos. Para isso,
amostras de cartilagem articular do umero esquerdo de porcas adultas, foram
avaliadas macroscopicamente e classificadas em afetadas ou n&o afetadas com OC
latens, posteriormente realizado exame histopatologico e extracdo de RNA, realizada
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também eletroforese em gel de agarose para avaliagdo da integridade e qualidade do
RNA extraido, e expressao génica por meio de PCR em tempo real. Foram
selecionados 4 genes candidatos relacionados com ao metabolismo 06sseo
(Condrolectina - CHODL), sistema vascular (Angiopoietina 4 - ANGPT4), regulagao
de processos inflamatorios (Interleucina 11 - [L11) e metilagdo do DNA
(Metilcitosinadioxigenase 3 - TET3) para analise de expressao génica de suinos
normais e afetados com osteocondrose. Dos genes avaliados, o ANGPT4, CHODL,
TET3 e IL11 ndo apresentaram diferengas na expressao entre os grupos estudados,
enquanto o gene TET3 (TetMetilcitosinadioxigenase 3) foi aproximadamente 5 vezes
menos expresso no grupo afetado em comparagdo ao grupo controle (p<0,012).
Poucos estudos foram realizados avaliando a funcdo de TET3 na ossificacédo
endocondral e condrogénese em mamiferos, e sua diferenga na expresséo
relacionada a osteocondrose permanece a ser evidenciada. Este gene esta
relacionado a regulacdo da metilagdo do DNA e ja foi observado em outros estudos
que ratos nocauteados para TET3 apresentaram um menor enriquecimento de 5hmC
€ uma menor taxa de apoptose em ostedcitos, comprovando o seu envolvimento na
osteonecrose. Sabendo que o gene TETS3, diferencialmente expresso neste estudo,
relacionado a metilagcdo do DNA, pode indicar a presenga de heranga epigenética na
osteocondrose latens em suinos. Esses conhecimentos contribuem para o melhor
entendimento dessa condicdo em suinos e em outras espécies de mamiferos que
apresentam problemas locomotores similares a osteocondrose.

Palavras-chave: Problemas locomotores. Susscrofa. Expressdo Génica.
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EFEITO DO HERBICIDA GLIFOSATO SOBRE OS OVARIOS DE Daniorerio
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RESUMO

INTRODUGCAO: Em Santa Catarina, a agricultura é a atividade econdmica
predominante, com base na produgao de monoculturas e pecuaria. A poluigao gerada
principalmente por residuos quimicos oriundos dessas atividades agricolas e
industriais causam grande desequilibrio nos diversos ecossistemas. Dentre os
residuos quimicos, os agrotéxicos que contém como principio ativo o glifosato séo os
agentes mais téxicos, constituidos por uma grande variedade de compostos, que
afetam tanto os organismos animais quanto vegetais. OBJETIVOS: Avaliar os efeitos
subletais da toxicidade do herbicida glifosato nas concentra¢des de 65 ug/L e 120 pg/L
nos ovarios do peixe D. rerio. MATERIAIS E METODOS: O presente estudo foi
delineado por trés grupos experimentais: grupo controle (ndo expostos a nenhuma
concentracdo de herbicida), 65 ug/L de glifosato diluido em agua (concentragao
maxima permitida pelo CONAMA em rios brasileiros) e 120 pg/L de glifosato diluido
em agua (concentragdo permitida nos Estados Unidos). No total foram utilizadas 30
fémeas adultas de D. rerio, 10 fémeas para cada grupo. Para a coleta de sangue 3
peixes foram utilizados e 7 peixes para demais testes. Os peixes permaneceram
alocados em aquarios com 40 litros de agua por 7 dias para aclimatacéo. Para o teste
de micronucleo pisceo permaneceram por 3 dias expostos ao glifosato. Para o calculo
do indice Gonadossomatico (IGS) e avaliagcdo gonadal os peixes permaneceram 15
dias expostos as concentragcdes do herbicida. Apds esse periodo as fémeas foram
dissecados para a retirada dos ovarios, e estes pesados para realizar os calculo do
IGS e avaliagdo da massa gonadal. Foi realizada a analise de variancia pelo teste
one-way ANOVA, seguido do teste de post-hoc Tukey, utilizando os softwares Past.
RESULTADOS: Os parametros de temperatura e pH, durante o periodo experimental,
mantiveram uma média de 25°C (desvio padrao de +2) e pH 7,00 (desvio padrao de
11), estes resultados s&o considerados ideias para a manutengdo dos peixes da
espécie D. rerio em laboratério. A massa das gbnadas das fémeas expostas as
concentragbes de glifosato variou de 0,013mg a 0,025mg. As fémeas do grupo
controle apresentaram massa gonadal significativamente menor quando comparadas
as fémeas que foram expostas a diferentes concentragdes de glifosato (One-Way
ANOVA, P<0,05). Os dados apresentados mostram que houve diferenga significativa
entre a massa dos ovarios dos peixes expostos a diferentes concentracbes de
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glifosato quando comparado com o grupo controle (One-Way Anova, p<0,05), porém
quando comparadas ambas concentracbes nao foram observadas diferencas
significativas (One-Way Anova, p<0,45). Os estudos apresentados confirmam os
resultados da presente pesquisa, que o glifosato induziu aumentos significativos das
massas das gbnadas, causando elevagdo no peso, podendo estar associado a
maturagdo precoce das gbnadas, tendo em vista que as células germinativas estao
dando resposta em relagdo as concentragdes de glifosato, podendo causar diversos
problemas no ciclo reprodutivo dos peixes. As médias obtidas para o teste do IGS
foram as seguintes, 3,11 (desvio padrao de + 1,3) para o controle, 3,15 (desvio padréao
de + 2,2) para a concentragdo de 65 pg/L e 4,84 desvio (padréo de +1) para a
concentracdo de 120 ug/L. Os dados referentes ao IGS demonstraram que houve
diferencga significativa entre as concentragdes de glifosato, bem como em relagdo ao
grupo controle. Sendo que o IGS da concentragdo de 120 ug/L apresentou maior
diferenca em relagéo ao IGS da concentragéo de 65 pg/L, (p<0,03). Conforme relatado
neste estudo, verificou-se que o glifosato induziu aumentos significativos no IGS,
devido a possiveis alteragcdes ocorridas na secrecdo de hormdnios esteroides pelos
orgaos reprodutivos, o que induziu a maturagcdo precoce das gbnadas e
consequentemente a elevacao no IGS. Em relagao a incidéncia de micronucleos nos
eritrocitos dos peixes expostos, obteve-se a média de 9,25 (desvio padrao de £ 0,4)
no grupo controle, 17,16 (desvio padréo de £ 0,7) na concentragéo de 65 pg/L e 30,91
(desvio padrao de % 0,7) na concentracdo de 120 pg/L. Os dados apresentados
demonstram que a maior concentragdo de glifosato, levou a um aumento na formagéao
de micronucleos. Sendo observado que a ocorréncia de micronucleos foi
significativamente maior na concentragdo de 120 upg/L em comparagdo com a
concentracao de 65 pg/L (One-Way Anova, p<0,05), sendo possivel visualizar em
alguns casos a formagao de dois micronucleos por eritrocitos. Quando comparada a
frequéncia de micronucleos dos grupos expostos a 120 ug/L e 65 pg/L do herbicida,
ambas foram estatisticamente significativas em relagdo ao grupo controle. Contudo,
os resultados do presente estudo demonstraram que 0s peixes que permaneceram
em exposigao a maior concentragado de herbicida (120 ug/L) apresentaram aumentos
significativos na frequéncia de eritrécitos micronucleados, demonstrando que o
potencial genotdéxico do glifosato pode aumentar em diferentes concentragdes.
Constatou-se que o herbicida glifosato pode acarretar em danos clastogénicos e
aneugénicos em eritrécitos de peixes, bem como, o potencial genotdxico pode ser
ampliado conforme o aumento da concentracdo deste xenobidtico e acarretar em
danos celulares. CONCLUSOES: O presente estudo constatou que o herbicida
glifosato pode causar danos a biologia reprodutiva, bem como, ocasionar disturbios
celulares nos peixes da espécie D.rerio. Os efeitos adversos do glifosato sobre as
gbnadas demonstrados aqui, alertam para os efeitos nocivos que este xenobidtico
pode causar na reproducido de peixes, o que possivelmente pode interferir no ciclo
reprodutivo destes organismos.
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