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APRESENTACAO

A Obra “Principais temas da pesquisa em Ciéncias Biologicas 3”
publicada no formato e-book, traz ao leitor nove artigos que abordam diferentes
perspectivas de relevada importancia na area de Ciéncias Biolégicas.

E indubitavelmente evidente o avanco cientifico nesta area, o que
aumenta a importancia e a necessidade de atualizagdo e consolidagdo de
conceitos, técnicas, procedimentos e temas. As Ciéncias Biologicas é uma
vasta area de estudo e de alta complexidade que abrange o estudo dos seres
vivos e suas relagdes, bem como sua interagdo com o meio ambiente. E uma
ciéncia que interage e serve de base para diversas areas do conhecimento
como educacdo, biotecnologia, Biologia molecular, parasitologia, saude,
ecologia, entre outras.

As investigacOes cientificas, sdo publicadas na forma de artigos originais
e resenhas que abrangem diferentes campos dentro da area de Ciéncias
Bioldgicas e suas conexdes.

O foco principal deste trabalho € discutir a produgdo de conhecimento,
a atualizacéo sobre o tipo de pesquisa que é realizada atualmente na érea,
a discussédo cientifica e a divulgacdo de pesquisas nacional, abrangendo
diferentes areas afins.

O trabalho foi pensado principalmente com foco em profissionais,
pesquisadores e estudantes da area de Ciéncias Biologicas e suas interfaces
ou areas afins. No entanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que
de alguma forma se interessam pela &rea.

Cada capitulo foi elaborado com o objetivo de transmitir a informacgéo
cientifica de forma clara e eficaz, acessivel, concisa e didatica, em portugués,
atraindo a atencéo do leitor, independentemente de seu interesse ser académico
ou profissional.

Os capitulos estao distribuidos em tematicas que abordam de forma
categorizada e multidisciplinar a Ciéncias biologicas, as pesquisas englobam
estudos de: predicao de small nucleolar host gene (SNHG), fatores de viruléncia,
base genética para a obesidade, inibidores de proteinases vegetais, Odonata
parasitadas, virus da hepatite C (HCV), celulose bacteriana e quitosana,
técnicas de encapsulamento e feiras de ciéncias.

O livro “Principais temas da pesquisa em Ciéncias Biologicas 3” traz
publicacbes atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma
estrutura adequada, propicia e confiavel para a divulgagcédo cientifica de
diversas areas de pesquisa.

Uma étima leitura para todos!
Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: Os genes hospedeiros de RNA nucleolar pequeno (SNHGs) desempenham
diversas atividades e mecanismo de acao em varios tipos de cancer promovendo proliferacéo,
apoptose, invasao e migragdo. Neste contexto, buscou-se fazer uma caracterizagdo dos
SNHGs (Host Gene de snoRNAs) por meio de dados provenientes de databases publicos
e on-line a fim de predizer o papel destas biomoléculas no cancer. Para a obtengéo dos
dados foram feitas buscas dos SNHGs por meio da caracterizacdo dos snoRNAs, utilizando
as ferramentas RNA central, SnoDB esnoRNA Atlas. Foi possivel observar 58 snoRNAs
através do RNA central, sendo 51 C/D Box, 6 H/ ACA Box e 1 small Cajal Body. Quanto a
expressao dos SNHGs, foram feitas buscas com carcinoma de células escamosas de cabeca
e pescoco e cancer cervical. Além disso, foi feita a busca de microRNAs regulados por essas
biomoléculas. Foi possivel observar que o SNHG1 apresenta maior nivel de expresséo
quando comparado com o tumor e amostra normal, enquanto o menor € o SNHG3 em cancer
de cabeca e pescocgo, ja em cancer cervical, o SNHG3 apresentou maior expressao e o
SNHG22 menor expressao. Através da funcdo dos SNHGs foi possivel observar que estas
biomoléculas interagem com microRNAs. Mediante aos resultados obtidos foi possivel
observar que a caracterizagédo in silico destas biomoléculas trouxe informagdes sobre a
funcéo, e potencialidade como biomarcadores de prognostico.

PALAVRAS-CHAVE: Biomarcadores, Oncogénese, LncRNAs, microRNAs, snoRNAs.

SMALL NUCLEOLAR HOST GENE (SNHG) PREDICTION: AN /N SILICO
ANALYSIS

ABSTRACT: Host small nucleolar RNA genes (SNHGs) play diverse activities and mechanism
of action in several types of cancer promoting proliferation, apoptosis, invasion and migration.
In this context, we sought to characterize SNHGs (Host Gene of snoRNAs) using data from
public and online databases in order to predict the role of these biomolecules in cancer. To
obtain the data, SNHGs were searched by snoRNAs characterization using RNA central,
SnoDB and snoRNA Atlas tools. It was possible to observe 58 snoRNAs through RNA central,
being 51 C/D Box, 6 H/ ACA Box and 1 small Cajal Body. As for the expression of SNHGs,
searches were performed with head and neck squamous cell carcinoma and cervical cancer.
In addition, a search for microRNAs regulated by these biomolecules was performed. It was
possible to observe that SNHG1 shows higher expression level when compared with tumor
and normal sample, while the lowest is SNHG3 in head and neck cancer, already in cervical
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cancer, SNHG3 showed higher expression and SNHG22 lower expression. Through the
function of SNHGs it was possible to observe that these biomolecules interact with microRNAs.
Through the obtained results it was possible to observe that the in silico characterization
of these biomolecules brought information about the function, and potentiality as prognostic
biomarkers.

KEYWORDS: Biomarkers, Oncogenesis, LncRNAs, microRNAs, snoRNAs.

11 INTRODUGAO

O céancer € um processo multifatorial desencadeado por mecanismos genéticos
e epigenéticos, associados ou ndo a fatores ambientais, que resultam na proliferacao e
transformacgéo de células normais em células cancerosas. (HRISTOVA; CHAN, 2019). As
células tumorais podem apresentar instabilidade genémica, danos no DNA, alteragcbes em
genes especificos do ciclo celular, dentre outras mudancas, que conferem vantagens ao
tumor. como: proliferagéo, estresse, vascularizagdo, invasdo e metastase, reprogramacao
do metabolismo energético, evasao da vigilancia imune, microambiente insatisfatério e
mecanismo epigenético (FOUAD & AANEI, 2017).

A epigenética é oconjunto de modificagcbes que ocorrem no fen6tipo, precisamente
na funcdo do gene e que néo interfere na sequéncia de bases do DNA, podendo ser
herdados (FANTAPPIE, 2013). Dentre as alteragbes epigenéticas implicadas no cancer
estdo a metilacdo do DNA, as modificacbes de histonas e os RNAs néo codificantes,
mecanismos estes importantes para a regulacéo epigenética (OLIVEIRA et al., 2010).

Embora negligenciados no passado, os RNAs né&o codificantes (ncRNAs)
desempenham um papel crucial na regulacdo génica, fato este representado pela sua
abundancia no genoma dos seres multicelulares (LINS, 2018). Os ncRNAs sao classificados
em familias, segundo sua estrutura, da mesma forma que os genes codificantes. A
desregulacé@o dos IncRNAs ja foi relatada em neoplasias malignas, tais como cancer de
mama (LIANG et al., 2020), carcinoma de vesicula biliar (CHEN et al., 2019) e no cancer
pancreatico (XIONG et al., 2019). Deste modo, percebe-se a atuacdo dos IncRNAs
participando de etapas da carcinogénese, os quais podem atuar como oncogenes ou
supressores tumorais (LIMA, 2017).

Quanto a sua atuagdo como competidor endégeno, essas moléculas se caracterizam
por apresentar sequéncias denominadas elementos de resposta a miRNAs (MREs).
Dentre os INcRNAs estédo a classe dos SNHGs, os quais estdo presentes no ndcleo e no
citoplasma (YANG et al., 2019). Diante desse contexto, este trabalho se propés fazer uma
caracterizacéo descritiva dos SNHGs (Host Gene de snoRNAs), a partir de dados publicos
disponiveis e ferramentas de bioinformatica, a fim de predizer o papel destas biomoléculas
no cancer.
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21 METODOLOGIA

2.1 Busca e caracterizacdo dos snoRNAs presentes em SNHGs

Foram selecionados para esta pesquisa os SNHGs mais relatados na literatura,
a saber: SNHG9, SNHG2, SNHG31, SNHG22, SNHG1, SNHG28, SNHG17, SNHG18,
SNHG16, SNHG12, SNHG19, SNHG14, SNHG11 e 0 SNHG29., Em seguida, foi realizada
uma busca pelos snoRNAs que estdo abrigados nos SNHGs utilizando a ferramenta
(https://bioinfo-scottgroup.med.usherbrooke.ca/snoDB/). Para caracterizar os snoRNAs
foram utilizadas as seguintes ferramentas: RNA central — (https://rnacentral.org/), SnoDB-
(http://scottgroup.med.usherbrooke.ca/snoDB/) e snoRNAs Atlas (http://snoatlas.bioinf.uni-
leipzig.de/).

2.2 Predicado dos LncRNAs

Foram realizadas busca pelos niveis de expressdo dos SNHGspela ferramenta
UALCAN (http://ualcan.path.uab.edu/), utilizando os dados de dois tipos de tumores
(Carcinoma de Células Escamosas de Cabeca e Pescoco e Cancer Cervical). Além disso,
a funcéo destas biomoléculas foi analisada pelo Lnc2cancer3.0 (http://bio-bigdata.hrbmu.
edu.cn/Inc2cancer/index.html). Ademais, o software Cytoscape (https://cytoscape.org/) foi
utilizado para mapear as redes de interacdo SNHG-miRNAs.

31 RESULTADOS

3.1 Caracterizacao

De acordo com a anélise realizada no snoDB, foram identificados 58 snoRNAs
abrigados a SNHGs. Sendo 51 C/D Box, 6 H/ ACA Box e 1 small Cajal Body, conforme
apresentado natabela 1. Dentre os SNHGs, destaca-se o SNHG14 que abriga 21 snoRNAs,
em especial os da familia SNORD115 e SNORD116.

Tipos de SNHGs snoRNAs Tipo de snoRNA
SNHG9 SNORA78 H/ACA Box
SNHG2 SNORD81, SNORD47, SNORD80, SNORD79, C/D Box

SNORD78, SNORD44, SNORA103, SNORD77,
SNORD76, SNORD75, SNORD74

SNHG31 SNORA70I H/ACA Box
SNHG22 SCARNA17 Small Cajal Body
SNHG1 SNORD22, SNORD30, SNORD28, SNORD27, C/D Box
SNORD26, SNORD25, SNORD31, SNORD29
SNHG28 SNORDG64L1 C/D Box
SNHG17 SNORA71B, SNORA71, SNORA71A, SNORA71C, H/ACA Box
SNORA71D
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SNHG18

SNORD123

C/D Box

SNHG16

SNORD1C, SNORD1B, SNORD1A

C/D Box

SNHG12

SNORD99, SNORA61, SNORA44, SNORA16A

H/ACA Box

SNHG19

SNORDG60

C/D Box

SNHG14

SNORD116-5, SNORD116-10, SNORD116-11,
SNORD116-17, SNORD107, SNORD64,
SNORD108, SNORD109, SNORD116-1,

SNORD116-2, SNORD116-3, SNORD116-4,
SNORD116-6, SNORD116-7, SNORD116-8,

SNORD116-9, SNORD116-12, SNORD116-13,

SNORD116-14, SNORD116-15, SNORD116-16,

SNORD116-18, SNORD116-19, SNORD116-20,

SNORD116-21, SNORD116-22, SNORD116-23,

SNORD116-24, SNORD116-25, SNORD116-26,

SNORD116-27, SNORD116-28, SNORD116-29,

SNORD116-30, SNORD115, SNORD115-1,
SNORD115-2, SNORD115-3, SNORD115-4,
SNORD115-5, SNORD115-6, SNORD115-7,

SNORD115-8, SNORD115-9, SNORD115-10,

SNORD115-11, SNORD115-12, SNORD115-13,

SNORD115-14, SNORD115-15, SNORD115-16,

SNORD115-17, SNORD115-18, SNORD115-19,

SNORD115-20, SNORD115-21, SNORD115-22,

SNORD115-23, SNORD115-24, SNORD115-25,

SNORD115-26, SNORD115-27, SNORD115-28,

SNORD115-29, SNORD115-30, SNORD115-31,

SNORD115-32, SNORD115-33, SNORD115-34,

SNORD115-35, SNORD115-36, SNORD115-37,

SNORD115-38, SNORD115-39, SNORD115-40,

SNORD115-41, SNORD115-42, SNORD115-43,

SNORD115-44, SNORD115-45, SNORD115-46,

SNORD115-47, SNORD115-48, SNORD109B

C/D Box

SNHG11

SNORA71E, SNORAG0

H/ACA Box

SNHG29

SNORD49B, SNORD49A, SNORD65

C/D Box

3.2 Expressao dos SNHGs de acordo com os dados TCGA

Através da ferramenta ualcan (http://ualcan.path.uab.edu/), foi possivel realizar uma
pesquisa dos niveis de expressdao dos SNHGs em carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescoco e cancer cervical. Conforme demonstrado na tabela 2, o que apresentou
maior nivel de expressdo em Carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco quando
comparado com a amostra normal foi SNHG1, enquanto que SNHG3 apresentou menor
expressao em tecido tumoral. J& em relagdo ao Cancer cervical, o SNHG3 apresentou

Tabela 1 - Caracterizagdo dos snoRNAs abrigados em SNHGs.

Fonte: Elaborada pelos autores.

maior expresséo e o SNHG22 menor expressao.
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LncRNAs Nivel de Expressao Carcinoma de células Nl'vgl de Exprgsséo
escamosas de cabeca e pescoco Cancer cervical
SNHG2 Hiperexpresséao Hipoexpressao
SNHGH1 Hiperexpresséao Hiperexpresséao
SNHG9 Hiperexpressao Hipoexpressao
SNHG11 Hiperexpressao Hipoexpressao
SNHG12 Hiperexpresséo Hiperexpresséo
SNHG14 Hipoexpressao Hipoexpressao
SNHG16 Hiperexpresséao Hipoexpresséao
SNHG17 Hiperexpresséao Hiperexpresséao
SNHG18 Hiperexpresséao Hipoexpressao
SNHG19 Hiperexpressao Hipoexpressao
SNHG22 Hiperexpressao Hiperexpressao
SNHG28 Hipoexpressao Hipoexpressao
SNHG29 Hipoexpressao Hipoexpressao
SNHG3 Hipoexpressao Hiperexpressao

Tabela 2 - Expressao génica dos SNHGs em Carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo

(HNSO).

Fonte: Elaborada pelos autores.

3.3 Busca de SNHGs competidores enddégenos

Foi realizada a busca dos microRNAs alvos desses SNHGs com auxilio do
Lnc2cancer3.0 (http://bio-bigdata.hrbmu.edu.cn/Inc2cancer/index.html). Posteriormente,
foi criada uma rede de interagédo entre os SNHGs e os miRNAs-alvos, conforme observado
na figura 1. Dentre aqueles que foram pesquisados, destaca-se o SNHG1, o qual regula
miR-145-5p, miR-101-3p, miR-195-5p, miR-326, miR-199a-3p, miR-140-3p, miR-338-3p,
miR-182-5p, o SNHG2 que possui a capacidade de regular miR-106b, miR-135a e miR-205
e 0 SNHG12 que regula miR-424-5p e miR-125b.
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SNHG3 ————hsa-miR-182-5p

SNHG14 —————————— miR-206
SNHG16 ————————— miR-216-5p
hsa-miR-199a-3p hsa-miR-338-3p
SNHGY ———— miR-485-5p
hsa-mlR-140-3p\‘ / SNHG4 ———————————— miR-148a-3p
hsa-miR-326
SNHB1T _

SNHG20 ———————— miR-140-5p

hsa-miR-195-5p miR-135a

hsa-miR-145-5p
SNHG2 — |

hsa-miR-101-3p \ miR-106b

miR-205

gty miR-125h

SNHG12
miR-424-5p

Figura 1 - Rede de interacdo SNHG-miRNA Alvo.

Fonte: Cytoscape.

41 DISCUSSAO

Os genes hospedeiros dos pequenos RNAs nucleolares (SNHGs) sdo visados
por seu potencial em uma variedade de atividades e mecanismos de agdo. Compostos
atualmente por 22 membros (SNHG1 a SNHG22), eles sdo responséaveis por regular a
proliferacdo, invasdo, apoptose e a migracdo de diferentes neoplasias (SHUWEN et al.,
2020). Todos os SNHGs possuem um papel na oncogénese e progressao do cancer, por
meio da capacidade de transmitir informagdes as moléculas celulares, DNA, RNAs e
proteinas (BIAGIONI et al., 2021). Isso evidencia ainda mais a importancia de estudar o
papel dessas biomoléculas no cancer.

Dentre os SNHGs que se destacaram neste trabalho, o SNHG2 ou GAS5, abrigou
onze snoRNAs, como SNORD78, que ja foi relacionado a tumorigénese do céancer de
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pulméo de células ndo pequenas (CPCNP) (ZHENG et al., 2015) e carcinoma hepatocelular
(CHC) (MA et al. 2016). Embora, a analise in silico revele que esse IncRNA tenha expresséo
elevada, a literatura demonstra que pode ter uma expressao diminuida em varios tipos de
tumores (YANG et al., 2019), como cancer do colo do Gtero (CCU) (GAO et al., 2019),
cancer de mama (CMM) (FILIPPOVA et al., 2021).

Além do GAS5, merece destaque o SNHG14, que abriga o SNORD115, SNORD116.
SNORD115 foi observado alterado na Sindrome de Prader-Willi (SPW) (BORTOLIN-
CAVAILLE & CAVAILLE, 2012). Essa sindrome é uma desordem rara causada pela falta da
expressao de genes paternos 15911-q13 (PASSONE et al., 2018). O SNORD115 promove
a sintese do Receptor de 5-hidroxitriptamina 2C (5-HT2C), que é um gene responsavel por
codificar um receptor acoplado a proteina G (GPCR), este neurotransmissor esta envolvido
em mudltiplas fungdes tanto fisiolégicas como comportamental (YAO et al.,2021).

SNHG14, vem sendo estudado devido ao seu papel funcional em muitos tipos de
cénceres, sendo responsével por promover a proliferacdo celular e metastase (ZHANG et
al., 2019). Este IncRNA tem ainda como funcéo regular negativamente a expresséo do CCU
por meio da sua ligagdo com mir-206, atuando como um ceRNA, tendo como fungéo inibir
a progresséo do cancer (JI et al., 2019).

SNHG12, por sua vez, abriga SNORA61 e SNORA44. Este IncRNA desempenha
um papel oncogénico na progressao do CCU, tendo como microRNA alvo o miR-125b (JIN
et al., 2018). A inibicdo de SNHG12 causa a proliferagédo, migracdo e invasao de células
cancerigenas do CCU (LU et al.,2020). Entretanto a supress@éo SNHG12 inibe a ativacao da
via de sinalizagdo PI3K/ Akt/ mTOR (WANG et al., 2019), via é crucial para o crescimento
e sobrevivéncia celular, em condi¢gbes patologicas e fisiologicas. Atuando como regulador
chave durante o estresse para a sobrevivéncia, jA que os tumores sdo formados em
ambientes com limitagdo de nutrientes e oxigénio. Esta via se torna crucial para o cancer
(PORTA et al.,2014). No entanto, a inibicdo desta via pode trazer a resisténcia tumoral.
Este resultado s6 foi possivel por meio de inibidores de PI3K/Akt/mTOR desencadeando a
sensibilidade das células cancerigenas reduzindo a apoptose (LIU et al., 2020).

Um outro gene hospedeiro de RNA nucleolar pequeno € o SNHG16, o qual esta
relacionado como um potencial oncogene no cancer de mama (NI et al., 2020), cancer de
colorretal (CCR) (CHEN et al., 2020) cancer de pulméao de células ndo pequenas (CPCNP)
(YU et al., 2020). Quanto a fungéo biolégica desempenhada por SNHG16 no CCU, Zhu et
al., 2017 demonstra em seu estudo que ele foi regulado positivamente, e esteve presente
na migragao e invaséo via miR-216-5p/ZEB1. O SNHG16 interage como esponja em varios
microRNAs, a saber: miR-520a-3p, miR-205, miR-140-5p, miR-488, miR-124-3p, miR-195
(GHAFOURI-FARD et al, 2021).

Dentre os snoRNAs abrigados neste SNHG, esta o0 SNORD1C, este snoRNA foi
observado em CCR, e avaliado como um potencial biomarcador (LIU et al.,2022). Em um
outro trabalho com CCR, SNORD1C, quando superexpresso, medeia a baixa regulacéo
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na via Wnt/B-catenina (LIU et al. 2021). A via Wnt/ B-catenina vem sendo relatada por
seu grande potencial, na ativacdo ou inativacdo de oncogenes e até mesmo de genes
responsaveis pela supressao de tumor.

Em relacéo a participagdo destes IncRNAs como biomarcadores de prognostico,
estas biomoléculas tém ganhado grande destaque por sua ampla expressdo em diferentes
tipos de cancer (LUO et al., 2017).

O uso destas biomoléculas como potencial biomarcador sdao de grande importancia
no manejo clinico, auxiliando no diagnostico, estadiamento, resposta terapéutica e
prognéstico do cancer, servindo também como novas alternativas de tratamento (LECH et
al., 2016). Essas biomoléculas podem apresentar expresséo diferencial no tumor, sangue
ou em outros fluidos biologicos (CONTE & FONSECA et al.,, 2021). Além de estarem
associados a baixa sobrevida e ao aspecto mais preocupante e devastador do cancer que
€ a metéastase, e outros fatores biol6gicos, como: proliferacéo celular, apoptose, migracéo
e invaséo (JIANG et al., 2019).

Portanto, embora haja a limitacdo deste trabalho ser apenas uma predicdo, mas
os dados observados dos SNHGs, em outras neoplasias, apontam sobre a importéancia de
realizar mais estudos com estas biomoléculas, sobretudo com amostras de tecido tumoral
ou fluidos biol6gicos (sangue, plasma, etc.) de pacientes.

51 CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante disso, os achados evidenciam o papel dos SNHGs no céncer e sugerem que
essa classe possa atuar como reguladores de proliferacéo, invasdo, apoptose de células
neoplasicas.

E importante ressaltar que este trabalho reforca a importancia de estudos com
SNHGs em cancer, uma vez que seus achados podem fundamentar outras pesquisas que
investiguem o potencial desses genes como marcadores de diagnostico, prognostico e

terapéutico em canceres.
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RESUMO: Neste estudo foram avaliados alguns fatores de viruléncia de cepas de E. coli
isoladas de fezes de pacientes com cancer de reto (CR) e individuos sadios (PS). Foi
observada uma diferencga estatistica na resisténcia a 60°C por 30 e 60 minutos em cepas de
pacientes com CR. A maioria das cepas de ambos os pacientes, resistentes a temperatura,
foram moveis e todas as cepas de CR resistentes a 60°C por 60 minutos produziram
motilidade. A producéo de bacteriocinas foi observada nas cepas isoladas de ambos os grupos
de pacientes, com uma tendéncia maior para inibir cepas de CR. A maioria de cepas foram
sensiveis aos antibioticos, mas resistentes aos metais pesados testados. E importante, notar
que as cepas de CR resistentes a antibiéticos foram mais produtoras de neuraminidase em
relacdo as cepas isoladas de PS. A associagao da resisténcia ao trimetoprima, sulfametoxazol
e bicloreto de mercurio foi observado na concentragéo de 16 pg. O fenétipo para a-hemolise
foi detectado predominantemente entre as cepas de CR.

PALAVRAS-CHAVE: Escherichia coli; Cancer de reto; Perfil fenotipico de viruléncia.

PHENOTYPIC PROFILE OF THE VIRULENCE OF Escherichia coliISOLATED
PROM PATIENTS WITH RECTAL CANCER

ABSTRACT: In this study, were evaluated some virulence factors of E. coli strains isolated
from feces of patients with rectal cancer (RC) and healthy patients (HP). A statistical difference
was observed in strains isolated from RC patients, who were resistant at 60 ° C for 30 and 60
minutes. Most of the strains of both patients, resistant to temperature were mobile, and all RC
strains resistant at 60 ° C for 60 minutes produced motility. The production of bacteriocins was
observed in both groups with a greater tendency to inhibit RC strains. Most were sensitive
to antibiotics but resistant to the heavy metals tested. It is important to note that antibiotic-
resistant RC strains were more neuraminidase-producing than HP isolates. The resistance
association to trimethoprim, sulfamethoxazole and mercuric bichloride was observed at the
concentration of 16 pg. The phenotype for a-hemolysis was detected predominantly among
RC strains.

KEYWORDS: Escherichia coli; Rectal cancer; Phenotypic profile.

INTRODUCAO

Escherichia coli ¢ uma bactéria pertencente & Familia Enterobacteriaceae. E
um bacilo Gram-negativo, facultativo, ndo esporulado e geralmente mével com flagelos
peritriquios, crescendo em temperaturas 6tima entre 35 — 40°C (Bell e Kyriakides, 2002),

além de possuir estratégias para sobreviver em temperaturas criticas (Murata et al., 2011).
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Normalmente, interage de forma benéfica com o hospedeiro e é considerada membro da
microbiota residente do intestino. Entretanto, existem cepas envolvidas em processos
diarréicos (Kaper et al., 2004).

Os diferentes fatores de viruléncia expressos, tais como a resisténcia a ambientes
estressantes (Kaur et al.,, 1998), fatores de colonizacdo, producédo de hemolisina,
capacidade de invadir células epiteliais do intestino, producéo de toxinas (Bell e Kyriakides,
2002) e resisténcia antimicrobiana (Al-Otaibi et al., 2016), permitem a associagao dessas
bactérias a uma grande variedade de doencas. Ja foi demonstrado que enterobactérias,
especialmente E. coli, s&o encontradas em abundancia nas doencgas inflamatorias do trato
gastrintestinal (Winter et al., 2013).

Processos inflamatérios por periodos longos podem resultar em danos ao DNA
facilitando a instalacdo e desenvolvimento de células degenerativas que precedem
0 aparecimento de algum tipo de cancer (Sjoqvis et al., 2005). Martin et al. (2004),
observaram que em pacientes com cancer colorretal (CCR), E. coli estava mais associada
e internalizada a mucosa em relacao aos controles. No entanto, ndo esta definido se o CCR
€ promovido pela inflamagédo causada pela E. coli ou outros microrganismos ou mesmo
pela alteracdo na expresséo de genes microbianos especificos (Michaud et al.,2004).

Estudos recentes demonstraram forte associagdo entre o desenvolvimento do CCR
e bactérias intestinais, onde danos no DNA causados por radicais superoxido, formagéo de
genotoxinas, aumento da proliferacao das células T e outros fatores, contribuiriam para o
desenvolvimento do cancer (Toprak et al., 2006; Ramos et al., 2010).

Dentre os diferentes tipos de cancer que acometem a espécie humana, o CCR é
o terceiro em maior em incidéncia e o segundo em termos de mortalidade. Estima-se que
até o ano de 2035, o numero total de mortes por cancer retal e de c6lon aumentara 60% e
71,5% respectivamente (Douaiher et al., 2017). A maioria dos casos de CCR se da de forma
esporadica, surgindo mutacbes sométicas e clones tumorais que podem ser causados
por infecgbes bacterianas. Existem indicios que fatores de viruléncia estdo envolvidos
diretamente como desenvolvimento do CCR (Cuevas-Ramos et al., 2010), pois se verifica
uma enorme variabilidade das caracteristicas fenotipicas e genotipicas bacterianas, sendo
de interesse avaliar o perfil virulento de bactérias participando desses processos.

Tendo em vista a importancia de Escherichia coli no ecossistema intestinal e
pela sua possivel associagdo como desenvolvimento do CCR, neste estudo se propds
determinar o perfil fenotipico de alguns fatores de viruléncia em cepas isoladas de pacientes

diagnosticados com céncer de reto (CR).

MATERIAL E METODOS

1. Cepas bacterianas. Foram usadas 23 cepas de E. coli isoladas e identificadas
no Laboratério de Anaerdbios do Departamento de Microbiologia do ICB, USP. Foram
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obtidas de fezes coletadas de 13 pacientes diagnosticados com cancer de reto. Também,
foram usadas 16 cepas obtidas de 10 individuos sadios sem cancer de reto, conforme
determinado por exame de colonoscopia. Esses individuos foram atendidos no Instituto do
Cancer do Estado de Sao Paulo (ICESP). Todos os participantes assinaram o Termo de
Livre Consentimento aprovados pelos Comités de Etica do ICB (Proc. No. 1236/CEPSH) e
da Faculdade de Medicina (Proc. No. 321/14) da Universidade de S&o Paulo.

2. Testes Fenotipicos. As cepas foram reativadas em Agar MacConkey e incubadas

a 37 °Cpor 18 a24 horas, e mantidas em agar Luria para a realizagdo dos testes bioquimicos.

2.1. Resisténcia a Temperatura (Holdeman et al., 1977). Aliquotas de 0,1 ml de
culturas de 24 horas em caldo BHI suplementado foram transferidas para tubos
contendo 5ml do mesmo meio e levados a banho-maria, a 60°C, por 30 e 60
minutos, e a 100°C, por 1 e 10 minutos. Decorridos esses tempos os tubos foram
incubados em aerobiose, a 37°C, por 24horas. A turvagéo do meio foi indicativa de
crescimento bacteriano e interpretado como resisténcia ao calor. Tubos com caldo
BHI inoculados, ndo expostos ao calor, foram usados como controle de viabilidade
celular bacteriana.

2.2. Producéo de Motilidade, H,S e Indol (Holdeman et al., 1977). Foi utilizado
o meio Sulfide Indole Motility (SIM, Difco). Esse meio foi inoculado em picada e
incubado em condi¢des de aerobiose, a 37°C, por 24 horas. Apés incubacao foi
observada a motilidade, e o enegrecimento do meio indicou a producéo de sulfeto
de hidrogénio. A produgéo de indol foi detectada pela cor purpura na superficie do
meio, apds a adicdo do reativo de Kovacs. A cepa E. coli ATCC25922 foi usada
como controle positivo.

2.3. Determinacao da susceptibilidade a antibiéticos e a metais pesados
(Sutter et al., 1979; Riley e Mee,1982; CLSI, 2016). A susceptibilidade aos
antibioticos e metais pesados foi determinada pelo método de disco difusao,
usando-se o0 meio Mueller-Hinton. Os antibi6ticos testados foram: ampicilina (10
ug), amoxicilina + acido clavulanico (10 pg), cefalotina (30 pg), cefazolina (30 pg),
cefotaxima (30 ug), cefuroxima (30 ug), ceftriaxona (30 ug), ceftazidima (30 ug),
cefepime (30 ug), meropenem (10 pg), aztreonam (30 pg), acido nalidixico (30 ug),
nitrofurantoina (30 pg), norfloxacina (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), ofloxacina (5 pg),
levofloxacina (5 ug), estreptomicina (10 pg), amicacina (30 ug), gentamicina(10
ug), azitromicina (15 pg), cloranfenicol(30 ug), tetraciclina(30 pg), trimetoprima/
sulfamteoxazol (5 pg), polimixina b (300 Ul). A cepa E. coli ATCC 25922 foi
utilizada como controle. Para a colistina foi utilizado o método de microdiluicao
em caldo Muller Hinton ajustado com calcio em concentra¢des do antimicrobiano
variando de 0,125 a 128 pg/ml. Como cepa controle foi utilizada a bactéria Proteus
mirabillis ATCC 25933 resistente a colistina. Para verificar a concentragao inibitoria
minima (CIM), foi usado o corante resarzurina (azul) e a mudanca de cor para
rosa, nos po¢os com as concentragdes da droga, indicou o crescimento bacteriano
e resisténcia bacteriana a referida concentragéo.
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O método de diluicdo em agar foi utilizado para os ions metélicos: bicloreto de
mercurio (HgCl,), nitrato de prata (AgNO,), sulfato de cobre (CuSO,), sulfato de niquel
(NiSO,.6H20), sulfato de cadmio (3CdSO,.8H20) e cloreto de chumbo (PbCl)). As
concentracbes dos metais variaram de 1 a 32 yg/ml. Meios sem agentes antimicrobianos
foram usados como controle. O in6culo foi padronizado para 1,5 x 108células/ml com
auxilio da escala 0,5 de McFarland. As placas foram inoculadas, em duplicata, usando-se
o replicador Steers e incubadas a 37 °C, por 24 horas. A concentragéo inibitdéria minima
(CIM) foi definida como a menor concentragéo de cada agente capaz de inibir totalmente o
crescimento macroscopico dosorganismos. O ponto critico usado foi de 2 yg/ml.

2.4. Deteccao da Producdo da Enzima (-Lactamase (Booth et al., 1977).
As espécies resistentes a penicilina G foram utilizadas para verificar a produgéo
da enzima B-lactamase. 20 pl das bactérias foram inoculadas, em duplicata, em
Agar BHI com 8 e 32ug/ml de penicilina e incubados (37°C, 24 h). Em seguida, o
crescimento bacteriano foi exposto a vapores de cloroférmio durante 20 minutos,
deixando posteriormente as placas entreabertas para a evaporagéo do cloroformio,
por mais 20 minutos. Entdo, foi adicionada uma camada de 3 ml de meio BHI
semi-solido (0,7% de agar) inoculado com a cepa reveladora de E. coli sensivel a
penicilina, e apds nova incubagdo, o aparecimento de um halo de crescimento foi
considerado como produgao da enzima.

2.5. Producao de Bacteriocinas (Booth et al., 1977). Foi verificada pelo método
da dupla camada, em placas contendo agar BHI (Brain Heart Infusion, Difco)
suplementado com extrato de levedura (0,5%). As bactérias produtoras foram
semeadas em spot com alga de platina,e incubadas em aerobiose, a 37°C, por 24
horas. Apds o tempo de incubacéo, as culturas foram submetidas a agcéo do vapor
de cloroférmio, por 20 minutos. Decorrido esse periodo, as placas permaneceram
entreabertas, por 20 minutos, para eliminagdo dos residuos de cloroformio. Em
seguida, o crescimento bacteriano foi coberto com 3,0 ml de BHI semi-sélido (0,7%
de agar) inoculado com 0,1 ml de uma cultura liquida de 24 horas (cepa reveladora
com 1,5 x 108células/ml). As placas foram incubadas em aerobiose, a 37°C, por 24
horas, observando-se a presenca ou a auséncia de halos de inibicdo da bactéria
reveladora. Todas as espécies foram testadas contra elas mesmas. Foi definida
como auto-antagonismo a produgéo de bacteriocina por uma espécie contra ela
mesma; iso-antagonismo, a producdo por uma espécie contra outra espécie do
mesmo género; e hetero-antagonismo, a producdo por uma espécie contra outra de
género diferente, neste caso foi usada a cepa Proteus mirabilis ATCC 25933.

2.6. Deteccao da producao e da inibicao da atividade da enzima neuraminidase
(Holdeman et al., 1977). Foi determinada em placas de microtitulagéo, utilizando-
se sangue de humano coletado em solucdo Alsever e mantido a 4 °C, até uma
semana. As células bacterianas foram cultivadas em caldo BHI (37 °C, 24 h), lavadas
trés vezes em PBS (0,01M, pH 7,3) (12.000 g, 10 minutos) e ressuspendidas a 1,5
x 108bactérias/ml. Em seguida, 1 ml do inéculo bacteriano foi misturado com 10
ul de hemécias (1%) previamente levadas, sendo essa mistura cuidadosamente
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homogeneizada e incubada a 37 °C, por uma noite. Em seguida, nas microplacas,
foram realizadas diluicbes seriadas, em base 2, adicionando-se 18 yl de PBS e 2
ul de lectina de amendoim (Arachis hypogaea PNA, Sigma Chemical Co., USA).
Posteriormente, a cada diluicdo foram adicionados 20 ul da mistura bactérias-
eritrocitos (1%), sendo homogeneizados e incubados a 37°C, por 1 hora, seguido
de incubacgéo a 4°C, por uma noite. A produg¢éo da neuraminidase foi considerada
quando houve aglutinacdo (bactéria-lectina-eritrocitos). Em cada ensaio foi
utilizada a mistura de bactérias e de eritrocitos, sem a adigdo de lectina como
controle negativo da reacao(precipitacao).

A inibicdo da producéo em placas de microtitulacdo, como anteriormente descrito,
e tratando-se as bactérias com 1 ml de galactose (1mM). Assim, a mistura foi
cuidadosamente homogeneizada e incubada a temperatura ambiente, por 30
minutos, para a sensibilizagcdo das células bacterianas. Em seguida, a mistura foi
concentrada por centrifugacao (12.000 g, 10minutos), e lavada uma vez, em PBS.

Em seguida, foram adicionados nas microplacas 18 yl de PBS e 2 pl de lectina
realizando-se diluicdes seriadas, em base 2. Posteriormente, a cada diluicao
foram adicionados 20 pl de bactérias sensibilizadas com galactose e 20 ul de uma
suspenséo de eritrocitos (1%). As placas foram homogeneizadas e incubadas a 37
°C, por 1 hora e a inibicdo da enzima foi observada pela inibicdo da aglutinagao
dos eritrocitos. Em cada ensaio foi utilizado como controle negativo uma mistura
debactéria-eritrocito-lectina.

2.7. Producéo de Hemolisinas (Avila-Campos,1995). Foi determinada em placas
contendo agar com 5% de sangue desfibrinado de cavalo e foi realizado outro teste
com sangue de carneiro. As placas foram inoculadas em duplicata com o replicador
de Steers (Cefar LTDA., Sao Paulo, SP), transferindo um inoculo final de 10°%células/
mi/ponto, a partir da cultura padronizada em 1,5x 10%élulas/ml (A, .= 0,4). A
formacéo de halo claro ao redor do crescimento indicou hemdlise total.

3. Analise estatistica. Os dados foram avaliados com o teste Chi-Square. Nivel de
significancia de P < 0,05 (*).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as cepas avaliadas foram sensiveis a temperatura de 100°C, porém a 60
°C por 30 minutos 52,2 % das cepas CR e 18,8% das cepas de PS foram resistentes.
Somente cepas de CR foram resistentes a 60°C por 60 minutos, sendo 50% das resistentes
por 30 minutos. Quando foi realizado o test de Chi-square, houve diferenca estatistica
significativa das cepas de ambos os grupos em relacdo a resisténcia a 60°C/30min e
60°C/60min (Grafico 1). Jenkins, Schultz e Martin (1988) demonstraram uma protegéo
cruzada em E. coli produtora de proteinas de choque térmico quando submetida a
inanicdo a glicose e exposta ao peroxido de hidrogénio. O microambiente do céancer
apresenta elevada taxa de consumo de glicose pelas células cancerigenas e produzem
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grande quantidade de perdxido de hidrogénio (Szatrowski e Nathan, 1991; Fang e Fang,
2016), isso poderia explicar porque apenas as cepas de CR foram resistentes por um
tempo maior de exposi¢cdo a temperatura.

A motilidade foi observada em 60,9% das cepas de CR e 75% das cepas de PS e
nao foi observada diferencas estatistica entre elas (P = 0,357), baseado no Chi-square test
(a=95%; P< 0,05). No entanto, a produg¢édo de motilidade parece estar relacionada com a
resisténcia a temperatura, pois 67% das cepas resistentes a 60°C por 30 minutos em ambos
os pacientes e todas as seis cepas de CR resistentes a 60°C por 60 minutos produziram
motilidade. A bioestabilidade da motilidade pode permitir que as bactérias realizem uma
divisdo do trabalho, onde células com motilidade contribuem para a infeccdo, enquanto as
células imoveis sirvam como reservatério (Saini et al., 2008; Stewart e Cookson, 2014).
Samanta et al. (2013) informaram que a expressédo do regulador flagelar (FIhD/FIhC) em
E. coli era limitada ao biofime em momentos especificos da sua formagéo, enquanto,
Horne et al. (2016) demonstraram que com o tempo, cepas de E. coli altamente moveis
produziam biomassa com cada vez menos isolados méveis. Também tem sido detectada a
presenca de biofilme em tecidos adjacentes ao tumor quando esse era coberto por biofilme
(Dejea et al., 2014). Isso pode levar a hipétese de que um ambiente estressante, como o
do tecido cancerigeno, levaria as cepas a migrar para o ao redor desse ambiente, onde
possivelmente encontrariam biofilmes com menos cepas méveis, aumentando dessa forma
o volume e a estabilidade desse biofilme.

A Tabela 1 apresenta o perfil de susceptibilidade aos antibi6ticos, onde & possivel
visualizar que os antibiéticos que foram mais eficientes contra todas as cepas de ambos os
pacientes foram: ceftriaxona, norfloxacin, ciprofloxacin, ofloxacin, levofloxacin, amicacina,
gentamicina e colistina, pois nenhuma cepa testada ficou na zona intermediaria e foram
sensiveis. A resisténcia foi observada contra algumas das drogas testadas, 13% das cepas
de CR e 0 18,5% das cepas de PS foram Multi Droga Resistentes (MDR).

Sensibilidade para Trimetoprima Sulfametoxazol foi observada em 87% das cepas
de CR e 68,8% de PS. Um nimero expressivo de cepas ficou na zona intermediaria
para alguns dos antibi6ticos. Todas as cepas que apresentaram resisténcia a algum dos
B-lactamicos foram positivas para a produg¢édo da enzima B-lactamase.

A presenca de metais pesados nas industrias, na agricultura e em hospitais tem
colaborado para a selecado e disseminagdo de cepas resistentes a metais pesados, e
essa resisténcia pode estar intimamente relacionada a resisténcia aos antibiéticos (Smith,
1967; Ahonkai; Pugh; Russell, 1984). Todas as cepas testadas foram resistentes a maioria
dos metais testados na concentracdo usada de 2 pyg/mL. Para o bicloreto de mercurio foi
observada resisténcia na concentragdo de 16 pg/mL. Nenhuma diferenga estatisticamente
significativa foi observada na susceptibilidade ao HgCl, (P = 0,802).

Todas as cepas resistentes a HgCl,(16 pg/mL), também foram resistentes a

Trimetoprima Sulfametoxazol, conforme observado na Tabela 2. O determinante da
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resisténcia ao mercurio pode ser de origem plasmidial o cromosomal, sendo codificada pelo
gene mer, podendo coexistir com genes de resisténcia a algum antibiético nos plasmidios
(Nascimento, Chartone-Souza, 2003). A correlagdo entre a trimetoprima, sulfametoxazol e
tetraciclina com o bicloreto de mercurio tem sido observado em E. coli (Silva et al., 2006).

No geral, o resultado do teste de susceptibilidade a antibiéticos foi intrigante,
revelando mais cepas sensiveis em CR (60,9%), quando comparado a PS (43,8%). Além
disso, foram encontradas mais cepas produtoras de B-lactamase em PS do que em CR.
Nao obstante, as cepas de PS também foram mais resistentes aos metais pesados. Esse
resultado pode ter relagdo com a competicdo entre as bactérias, devido a producéo de
bacteriocinas.

A producgéo de bacteriocinas foi observada em 13% das cepas de pacientes com
CR e 18,8% das cepas de PS. Na Tabela 3 é possivel visualizar que elas foram capazes
de inibir cepas de ambos os grupos, com uma tendéncia maior para a inibicdo das cepas
de CR. A cepa CR20 e a de PS36, se destacaram por inibir um namero elevado das cepas
testadas. Todas as cepas produtoras de bacteriocinas foram sensiveis aos antibioticos
testados, exceto pela cepa PS36 que foi MDR. Em contrapartida, a maior parte das cepas
resistentes aos antibidticos de ambos os pacientes foram inibidas pela maioria das cepas
produtoras de bacteriocina, o que poderia favorecer a colonizagéo por cepas sensiveis aos
antibioticos, inibindo o crescimento das cepas resistentes aos antibioticos nos pacientes
com CR.

Os estudos que determinam o perfil de susceptibilidade a antibiéticos da E. coli
em pacientes com infeccdo sanguinea, apontam maior resisténcia entre as isoladas de
pacientes com CCR do que de pacientes sem cancer (Al-Otaibi et al., 2016; Magalhaes et
al., 2014). E importante lembrar que, esses isolados de pacientes com infecgéo, geralmente
séo isolados de hemoculturas e de pacientes que ja estdo em tratamento, diferente do
nosso trabalho, onde os isolados s&o de fezes e de pacientes que ainda ndo receberam o
tratamento. Autores evidenciaram que as bactérias produtoras de B-glucuronidases como a
Escherichia coli e Clostridium perfringens encontram-se aumentadas apds a quimioterapia
com o lIrinotecano, um quimioterapico muito usado em tratamento de cancer colorretal
(Stringer et al., 2007).

Um estudo realizado com ratos portadores de tumores demonstrou apés a analise de
amostras fecais, que o irinotecano foi capaz de alterar a microbiota intestinal, aumentando
os Clostridium cluster X| e Enterobacteriaceae, particularmente apds a terapia em dose
intensiva (Lin et al., 2012). Esse aumento de E. coli apés o tratamento, poderia retomar
as bactérias resistentes aos antibiéticos, mas novos estudos avaliando os isolados de
pacientes antes e depois do tratamento devem ser realizados para elucidar essa e outras
questodes.

N&o houve distingdo na produ¢éo da neuraminidase (P = 0,818) nem na inibicao da
atividade da enzima (P = 0,778) entre as cepas de ambas as origens. Os &cidos sialicos
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estdo amplamente distribuidos na superficie de todas as células eucaribticas para o
reconhecimento célula-célula, sendo também alvos para os microrganismos patogénicos
(Severi; Hood; Thomas, 2007). As células do cancer sdo conhecidas por apresentarem um
aumento expressivo de 4cido sidlico em sua superficie, o que confere grandes vantagens
as células tumorais (Pearce e Laubli, 2016), que vao desde inibicdo de apoptose a
resisténcia a terapia do cancer. Sialidases bacterianas ou Neuraminidase, que removem
acidos sialicos de superficie foram usadas na terapia contra 0 cancer, mas com sucesso
limitado (Bull et al., 2014). Em nosso estudo, foi observada uma diferenca significativa na
producéo da enzima neuraminidase nas cepas de ambos 0s pacientes.

Entretanto, uma aparente relagdo entre cepas produtoras de neuraminidase e com
resisténcia a drogas foi notada. Considerando as cepas resistentes para estreptomicina e
cefalotina, 100% das cepas de CR foram produtoras de neuraminidase e nenhuma cepa
de PS produziu a enzima. Ainda, usando a ampicilina, a taxa de produgédo da enzima em
cepas CR subiu para 75% e em cepas PS caiu para 0% apos o teste. Com excegéo de uma
cepa de CR (CR-21), todas as que produziram B-lactamase, também foram positivas para
a produgdo da enzima neuraminidase, enquanto nenhuma das cepas de PS a produziu.
A mesma tendéncia foi observada contra os demais antibiéticos que selecionaram cepas
produtoras da enzima Neuraminidase, exceto no caso do sulfametoxazol + trimetoprima,
que selecionou 33,3% de cepas produtoras em CR e 60% em PS. Embora os acidos
sidlicos confiram grandes vantagens as células tumorais e a enzima neuraminidase seja
capaz de remover os acidos sialicos de superficie, o real efeito do uso desses antibibticos
em pacientes com CR deve ser mais bem esclarecido.

A a-hemolisina de E. coli é uma toxina formadora de poros, que gera pequenos
canais permeaveis aos cations na membrana celular do hospedeiro, induzindo “vazamentos
focais”, nas células e nos tecidos do coélon, dentro dos quais a E. colihemolitica se acumula
(Troeger et al., 2007; Bucker et al., 2014). Halos que indicaram a-hemolise foram visiveis
em 1 (6,3%) das cepas de PS e 3 (13%) das cepas de CR (P = 0,492), destacando que
todas elas eram ExPEC. Exclusivamente dentre as de CR, duas foram resistentes a 60°C
por 30 e 60 minutos.

Em estudo com cepas obtidas de urosepsis e fezes de pacientes sadios, 0 grupo
filogenético B2, altamente virulento, esteve fortemente associado ao abrigo da ilha PKS
(associada a aberragbes cromossOmicas e progressdo do CCR) e ao fator citotoxico
necrozante (CNF1). Todas as cepas positivas para o CNF1 apresentaram o fenétipo para
a-hemodlise e, apenas 8% das cepas que apresentaram o fenétipo para a-hemélise foram
negativas para CNF1 (Dubois et al., 2010). Outra forte associagdo entre a a-hemolise e
o CCR foi relatado por Jin et al. (2016), que observaram que a E. coli a-hemolitica foi
significativamente associada ao adenoma e CCR em mulheres, mas ndo em homens. Em

nosso estudo, somente a cepa PS-25 pertenceu ao sexo feminino.
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CONCLUSAO

As cepas avaliadas neste estudo apresentaram uma ampla variedade de
caracteristicas fenotipicas. As cepas isoladas de CR, especialmente, apresentaram
caracteristicarelacionada a prote¢do, mas sugere-se maiores estudos dessas caracteristicas

as quais podem apresentar alguma relagdo com o desenvolvimento do CR.
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Gréfico 1. Resisténcia a Temperatura
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CR (n =23) PS (n=
Antibidticos

S I R S | R
Ampicilina 15 4 4 9 3 4
Amoxicilina/Ac.Clav 23 0 0 155 1 0
Cefalotina 3 18 2 6 9 1
Cefazolina 23 0 0 15 0 1
Cefotaxima 20 3 0 14 2 0
Cefuroxima 5 18 0 4 12 0
Ceftriaxona 23 0 0 16 0 0
Ceftazidima 21 2 0 15 1 0
Cefepime 20 3 0 15 1 0
Meropenem 22 1 0 16 0 0
Aztreonam 22 1 0 16 0 0
Acido Nalidixico 22 0 1 16 0 0
Nitrofurantoina 23 0 0 15 0 1
Norfloxacin 23 0 0 16 0 0
Ciprofloxacin 23 0 0 16 0 0
Ofloxacin 23 0 0 16 0 0
Levofloxacin 23 0 0 16 0 0
Estreptomicina 27 4 2 12 2 2
Amicacina 23 0 0 16 0 0
Gentamicina 23 0 0 16 0 0
Azitromicina 22 0 1 14 0 2
Cloranfenicol 23 0 0 15 1 0
Tetraciclina 20 0 3 15 0 1
Sulfametoxazol/Trim 20 0 3 1 5
Polimixina 4 17 2 0 15 1

AMP: Ampicilina (14-16), AMC: Amoxicilina/AcClav (14-17), CFL: Cefalotina (15-17), CFZ: Cefazolina

(>15 <14), CFX: Cefotaxima (23-25), CRX: Cefuroxima (15-22), CRO: Ceftriaxona (20-22), CAZ:

Ceftazidima (18-20), CPM: Cefepime (19-24), MER: Meropenem (20-22), AZT: Aztreonam (18-20), NAL:
Acido Nalidixico (14-18), NIT: Nitrofurantoina (15-16), NOR: Norfloxacin (13-16), CIP: Ciprofloxacin (16-
20), OFL: Ofloxacin (13-15), LVX: Levofloxacin (14-16), EST: Estreptomicina (12-14), AMI: Amicacina (15-
16), GEN: Gentamicina (13-14), AZI: Azitromicina (>13 <12), CLO: Cloranfenicol (13-17), TET: Tetraciclina

(12-14), STX: Sulfametoxazol/Trim (11-15), POL B: Polimixina B (12-16), COL: Colistina (<2 >4).

Tabela 1. Susceptibilidade aos antibi6ticos
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Pefil de resisténcia

Cepas CR

—_

N oooN

10
11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

Cepas PS
AMP, CFL, TET 25 AMP
POLB 26 AMP
STX 28 STX, TET
STX 29 HgCl,**, STX
HgCL* 30 HgCl,**, STX
HgCl,**, STX, AMP, EST, TET 31 HgCl,*
HgCl,* 33 HgCl,*
HgCl,*, AZI 35 HgCl,*, AZI
HgCl,*, CFL 36 HgCl,*, AMP, CFL, CFZ, EST
AMP, EST, POL B 37 HgCl,***, STX, NIT, AZI
NAL 38 HgCl,*
HgCl,* 39 HgCl,**, STX, AMP, EST, TET, POL B
HgCl,*
HgCl,*
HgCl,*
HgCl,*
AMP, TET
HgCl,*
HgCl,*

AMP: Ampicilina (10 pg), CFL: Cefalotina (30 ug), CFZ: Cefazolina (30 ug), NAL: Acido Nalidixico (30 ug),
NIT: Nitrofurantoina (30 pg), EST: Estreptomicina (10 pg), AZI: Azitromicina (15 pg), TET: Tetraciclina (30
1Q), STX: Trimetoprim/Sulfametoxazol (5 pg), POL B: Polimixina B (300 Ul), *HgClL(2 pg/mL), **HgCl,(8
pg/mL), **HgCl,(16 pg/mL).

Tabela 2. Perfil de resisténcia a antibi6ticos e metais pesados.

Cepas Inibidas

Copa prodira cr 7S e
(n=23) (%) (n=15) (%)
CR
CR8 34.8 2 12,5 0,117
CR9 34.8 12,5 0,117
CR 20 15 65,2 56,3 0,571
PS
PS 31 1 4,3 0 0,398
PS 34 1 4,3 0 0,398
PS 36 19 82,6 1 68,8 0,312

Chi-Square test (a = 95%; P < 0,05).

Tabela 3. Produgéo de Bacteriocinas.
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RESUMO: A obesidade poligénica é uma
doenca multifatorial que ocorre devido
a uma disfungdo crénica do balanco
energético causando um desequilibrio
constante entre o consumo de alimento
e o gasto de energia. Estima-se que
atualmente existem, no mundo, mais de
um bilhdo de obesos. O reconhecimento
de uma base genética para a obesidade
humana tem direcionado a identificacdo
de genes que atuam em rotas que
participam da homeostase energética,
controle de massa corporal e deposicéo
de gordura em humanos. Desta forma
ja foi possivel identificar variantes em

Data de aceite: 03/07/2023

genes que predispde um aumento no
IMC, afetam o consumo alimentar e outras
medidas antropométricas. Este capitulo
visa abordar as caracteristicas da doencga,
a principal via de regulagdo energética e
a genética subjacente a predisposicao da
obesidade poligénica, bem como futuras
perspectivas.

PALAVRAS-CHAVE: Obesidade poligé-
nica; Via leptina-melanocortina; IMC;
Variantes genéticas.

ABSTRACT: Polygenic obesity is a
multifactorial disease that occurs due to
a chronic dysfunction of energy balance
caused by a prolonged imbalance between
food intake and energy expenditure.
Currently, it is estimated that there are more
than one billion individuals with obesity in
the world. Different studies of genetic basis
for human obesity led the identification
of candidate genes for this disease,
which acts on energy homeostasis, body
mass control and fat deposition. Thus,
it has been possible to identify genetic
variants that predispose to increased
BMI, affect food consumption and other
anthropometric measures. In this context,
the present study aims to introduce the
obesity characteristics, the main pathway
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of energy regulation and the genetics underlying the predisposition to polygenic obesity, as
well as future perspectives.
KEYWORDS: Polygenic obesity; Leptin-melanocortin pathway; BMI; Genetic variations.

INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crbnica de grande impacto na saude publica e um
desafio mundial. A doenca é caracterizada por um de balango energético positivo, onde a
energia ingerida excede a energia que é utilizada, ocorrendo assim um acumulo anormal
ou excessivo de gordura que pode comprometer a satde (CUMMINGS et al., 2003; WHO,
2022). Atualmente, no mundo, existem mais de um bilhdo de individuos com obesidade,
sendo 650 milhdes de adultos, 340 milhdes de adolescentes e 39 milhdes de criancas
(menores que 5 anos). Ainda se estima que até 2025 aproximadamente 167 milhdes de
pessoas se terdo obesidade ou estardo com sobrepeso (WHO, 2022). S6 no Brasil, em
2022, mais de 6,7 milhdes de pessoas desenvolveram essa doenca (SISVAN, 2023).

O aumento do peso corporal eleva o risco de muitas doengas crénicas, como
hipertensdo arterial sistémica, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo 2,
dislipidemia, osteoartrite e alguns tipos de cancer (SWINBURN et al., 2011; GBD et al.,
2017). Recentemente foi observado que a obesidade & um fator de risco para COVID-19 e
que esses individuos tém maior risco de hospitalizag@o e de apresentarem sintomas mais
graves da doenca (ZHAO et al., 2020).

Registros histéricos mostram que a obesidade é ancestral e que surgiu antes mesmo
do desenvolvimento da agricultura e em todas as culturas. Com a elevacdo das classes
sociais, resultando em melhora nas condi¢cdes de vida, um aumento do tempo ocioso e
uma maior oferta e acesso aos alimentos caléricos, culminou no aumento da prevaléncia
da obesidade mundialmente (Bray, 2014). Contudo, em tempos bem primitivos, considera-
se que o acumulo de gordura era vantajoso, pois o alimento era menos disponivel e a
atividade fisica era intensa (XIA; GRANT, 2013). No entanto, ndo somente as condicoes
ambientais sdo suficientes para o desenvolvimento da doenca, € evidente que ha um
importante componente genético subjacente ao risco de desenvolvimento do fenotipo
obeso, como apontado em diversos estudos com familias, irmaos gémeos e individuos
adotados (STUNKARD et al., 1986; ALLISON et al., 1996; RICE et al., 1999; COADY et
al., 2002). Notou-se também que a influéncia da genética na obesidade chega a variar
de 40 a 70 % no indice de massa corporal (IMC) dos individuos (SHULDINER; MUNIR,
2003). Assim, podemos caracterizar a doengca como um fenétipo que resulta da interacéo
de fatores endégenos e exdgenos.

Geneticamente a obesidade pode ser classificada em duas categorias: monogénica
e poligénica. A obesidade monogénica, uma forma mais rara, onde a presenca de uma
mutacdo em um unico gene € o suficiente para desencadear a doencga. Essa obesidade
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monogénica apresenta dois subtipos: a sindrébmica e a ndo sindrémica. (FAROOQI;
O’RAHILLY, 2005). Na obesidade monogénica ndo sindrOmica a maioria dos genes
envolvidos codificam proteinas que participam de uma via central presente no hipotalamo,
a via de sinalizagéo leptina-melanocortina, afetando a regulacdo do consumo de comida
e gasto de energia basal (FAROOQI; O’RAHILLY, 2008). As formas sindrébmicas ocorrem
associadas a outras caracteristicas, como deficiéncia intelectual ou o desenvolvimento
anormal de um 6rgéo especifico. No total, mais de 30 desordens mendelianas resultam
em obesidade sindrémica, como Bardet-Bield, Altrén e Cohen (ALBUQUERQUE et al.,
2015). Os primeiros genes descobertos envolvidos na obesidade monogénica ocorreram
a partir de estudos de caso entre familias com fenétipos extremos de obesidade. A maior
parte dos genes envolvidos codificam proteinas participantes da via de sinalizacéo leptina-
melanocortina no hipotalamo (FAROOQI; O’RAHILLY, 2008).

Ja a segunda categoria, obesidade poligénica, é a forma mais comum da doenca,
caracterizada por ser influenciada por diversos loci génicos, no qual muitas das variantes
contribuem com um pequeno efeito cumulativo na predisposi¢céo a doenga e com variagéo
entre os individuos. O efeito dessas variantes somado a um ambiente obesogénico,
resultaria em um fen6tipo de obesidade no individuo. (LOOS; YEO, 2022). Nesta forma de
obesidade, diversos séo os genes candidatos, que podem estar envolvidos na predisposicao
e progressédo. Esses genes podem estar envolvidos em vias da homeostase energética e
termogénese, adipogénese, sinalizagdo hormonal, dentre outros (LOKTIONOV, 2003; DEN
HOED; LOOS; 2014).

Mais recentemente novas tecnologias emergiram possibilitando a ampliacao do
numero de genes candidatos. Os estudos de associacao ampla do genoma (Genome Wide
Association Studies — GWAS) testam a associagéo genoétipo/fen6tipo por meio de mais 4,8
milhdes de marcadores genéticos em todo o genoma. Essa metodologia tem sido utilizada
para a identificagdo de variantes comuns (MAF>1%) em doengas complexas (Yazdi; Clee;
Meyre; 2015). O primeiro estudo de GWAS sobre obesidade descobriu algumas variantes
comuns no primeiro intron do gene FTO e que foram fortemente associadas ao IMC
(FRAYLING et al., 2007; SCUTERI et al., 2007). Outra recente tecnologia que tem auxiliado
a pesquisa genOmica € o sequenciamento de nova geracao (Next Generation Sequencing
— NGS), baseando em analises de todo o genoma ou somente das por¢des codificadoras
(exoma). Atualmente, por meio do GWAS, foi verificado a existéncia de mais de 120 sitios
ligados com a obesidade (SINGH; KUMAR; MAHALINGAM; 2017) e por NGS verificou-se
mais de 500 genes relacionados a obesidade. Dentre os genes associados a obesidade,
as pesquisas apontam o que atuam na via leptina-melanocortina como fortes candidatos
(LOOS; YEO; 2022).
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VIA LEPTINA-MELANOCORTINA

A via leptina-melanocortina possui uma estrutura complexa de regulagédo
neuroenddcrina através de trés pilares: estbmago, cérebro e tecido adiposo. Neste sentido,
o hipotalamo é o centro integrador dos sinais periféricos oriundos do status energético do
corpo, e comanda comportamentos para ingestao alimentar e o gasto energético.

Quando o estoque de gordura corporal esta aumentado e ndo ha a necessidade
de ingestdo de mais alimentos, o horménio leptina é secretado pelo tecido adiposo, que
percorre a corrente sanguinea e atravessa a barreira hematoencefalica levando essa
informacao ao hipotalamo. No nudcleo arqueado do hipotalamo, a leptina se liga ao seu
receptor (LEPR) na superficie do grupo de neurdnios orexigenos AgRP/Npy, inibindo a
liberacdo da proteina agouti-relacionados e neuropeptideo Y. A leptina também vai se ligar
em seu receptor na superficie dos neurdnios anorexigenos que estimulam o conjunto de
neuropeptideos Pr6-Opiomelanocortina (POMC) e transcritos relacionados a anfetamina e
cocaina (CART). Ambos os grupos de neur6nios POMC/Cart e AQRP/Npy possuem seus
corpos celulares presentes no ndcleo arqueado do hipotalamo, porém seus axdnios se
projetam para o nucleo paraventricular (PVN).

Na acéo da leptina os neurénios AGRP/NPY se projetam para além do nucleo
paraventricular onde o conjunto POMC/Cart promove a sintese o horménio a-MSH (Horménio
estimulante de alfa-melanécitos) que atua em receptores de melanocortina (MC4R) -
estabilizando-o em uma conformacdo ativa. Essa ativacéo resulta na potencializacéo
do sinal de saciedade e por consequéncia na diminuicdo da ingestdo de alimentos e no
aumento do gasto energético basal (Farooqi & O’Rahilly, 2008; Damiani, Damiani, 2011;
Albuquerque et al., 2015; Baldini; Phelan; 2019; Kharbanda; Bansal; Aneja; 2022).

Em momentos de jejum ou diminuic&o energética, a circulagéo de leptina € diminuida
e ha liberacdo do horménio grelina pelas células oxinticas da mucosa estomacal. Ao
ultrapassar a barreira hematoencefalica, a grelina se liga em seus receptores (GHSR) na
superficie dos neurdnios orexigenos no nucleo arqueado do hipotalamo e estimula a sintese
dos neuropeptideos AgRP e NPY. No PVN, o AGRP age como antagonista endégeno de
MC4R para induzir a ingestéo alimentar. Todo esse conjunto atua como um sistema de
controle de inibicao e ingestdo alimentar, realizando a regulagéo do balango energético.
(Baldini; Phelan; 2019; Kharbanda; Bansal; Aneja; 2022) (Figura 1).
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Figura 1: Via leptina-melanocortina e sua atuagdo no balango energético.

Genes e variantes da via leptina-melanocortina

Os polimorfismos de genes envolvidos na via da leptina-melanocortina séo alvos
de diversos estudos, pois além de estarem envolvidos na forma monogénica da doenca,
também ja mostraram estar envolvidos na predisposi¢cdo da obesidade poligénica ou suas
comorbidades em diferentes paises (Stutzmann et al., 2009; Loos et al., 2008; Chambers
et al., 2008) e no Brasil (Mattevi et al., 2002; Fernandes et al., 2015; DA FONSECA et al.,
2019).

Gene LEP

A leptina é um hormdnio de peso molecular de 16 KD codificado pelo gene
LEP, localizado no locus 7931.2 (ZHANG et al.,, 1997). Esse horménio é produzido
predominantemente pelo tecido adiposo branco e secretado proporcionalmente a massa
tecidual (BARBOSA et al., 2010; OBRADOQOVIC et al., 2021). Em casos de paciente com
obesidade, sabe-se que o0s niveis séricos de leptina tendem a ser altos, e ocorre o
desenvolvimento de resisténcia a esse hormonio.

Na literatura, estudos relatam que variagdes no gene LEP podem afetar a expressao
de leptina (SOCOL et al., 2022; OBRADOVIC et al., 2021). Por exemplo, 0 rs7799039 tem
sido associado ao aumento dos niveis circulantes desse horménio (HINUY et al., 2008;
JIMENEZ-OSORIO et al., 2019). Recentemente, um estudo com uma coorte de mesticos
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mexicanos relatou que o polimorfismo rs7799039 estava associado ao aumento dos
niveis séricos de leptina. Eles também observaram que o alelo mutado (A) era um fator de
protecéo ao desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (JIMENEZ-OSORIO et al., 2019).
No Brasil, um estudo observou que a presenca do alelo mutado estava associado aos
maiores niveis desse hormo6nio em criangas e adolescentes com obesidade (MENEZES
et al., 2022).

Com relagéo ao risco a obesidade, um estudo na Tunisia mostrou que a variante
rs7799039 apresenta uma diferenca significante entre grupos com diferentes niveis de
adiposidade (ZAYANI et al., 2017). No Brasil, esse polimorfismo foi associado ao ganho de
peso excessivo durante a gravidez (Martins et al., 2017).

Gene LEPR

O receptor de leptina (LEPR) é uma proteina transmembranar, membro da familia
receptora de citocinas. Este receptor € codificado pelo gene LEPR, localizado no l6cus
1p31 (FAIRBROTHER et al., 2018). Através do encadeamento alternativo, essa proteina
possui 6 isoformas que se diferenciam na porcao ¢ terminal e no comprimento (SAEED
et al., 2014; HOUSEKNECHT; PORTOCARRERO, 1998). Ademais, essas isoformas sédo
expressas em diversos tecidos, sendo a isoforma OB-R majoritariamente expressa no
hipotalamo (FAIRBROTHER et al., 2018; FRIEDMAN; HALAAS, 1998; (HOUSEKNECHT;
PORTOCARRERO, 1998). Nessa regido os receptores de leptina agem em resposta
a ligacdo da leptina, excitando os neurdénios anorexigenos (CART/POMC) através da
ativacao da via JAK-STAT (HOMMEL et al., 2006). Essa ligagdo propicia na regulacao
da homeostase energética, através de mecanismos que impactam na saciedade e no
apetite.

Alteracdes na sequéncia do gene LEPR podem resultar em uma proteina incapaz
de reconhecer a leptina, acarretando no aumento dos niveis séricos desse hormdnio e no
desenvolvimento de obesidade (SAEED et al., 2014). Na literatura, evidéncias robustas ja
mostraram o envolvimento do polimorfismo rs1137101 na predisposi¢ao a diabetes mellitus
tipo 1, uma comorbidade da obesidade (YANG et al., 2016). Esse mesmo polimorfismo ja
foi associado ao IMC em norte americanos e em brasileiros (GALLICCHIO et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2013). Estudos prévios com uma populacao italiana relataram que a
presenca do alelo raro (G) foi um fator de risco para o desenvolvimento de obesidade
(RICCI et al., 2021). Resultados similares foram observados em uma coorte ascendéncia
caucasiana. Nesse estudo, eles também observaram que a presencga do alelo mutado (G)
contribuia para o aumento dos niveis séricos de leptina e da circunferéncia da cintura,
sendo os individuos homozigotos GG com o maior risco para obesidade (OLIVEIRA et
al., 2013).
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Gene POMC

A proopiomelanocortina € uma proteina precursora codificada pelo gene POMC,
localizado no l6cus 2p23.3. O processamento dessa proteina leva a producdo de
hormoénios estimulantes de melanécitos (MSHSs), corticotropina (ACTH) e B-endorfina
(MILLINGTON, 2006). Além disso, essa proteina se encontra abundantemente expressa
no ndcleo arqueado, mas pode ser encontrada na hipéfise e na pele (MILLINGTON,
2007). No hipotalamo, a interacdo da leptina com seu receptor resulta no aumento da
expressdo de POMC (NEGRAO; LICINIO, 2000). Posteriormente a sequéncia desse
peptideo é processada através da enzima pré-horménio convertase que leva a formacao
dos horménios estimulantes de melandcitos (MSHs). O a-MSH interage com receptores
de melanocortina 3 e 4, que por sua vez, agem na modulacdo do gasto energético e na
ingestao alimentar (RODRIGUES; SUPLICY; RADOMINSKI, 2003).

Alguns estudos relatam que variagdes na sequéncia do gene POMC podem levar
ao mal processamento dessa proteina e resultar no desenvolvimento de obesidade
precoce (KRUDE; BIEBERMANN; GRUTERS, 2003; SRIVASTAVA et al., 2014). Dentre
as variantes identificadas nesse gene, a rs1042571 vem sendo associada a forma
poligénica da doenga. Um estudo realizado com uma populagdo homogénea do norte da
india mostrou um maior risco para obesidade naqueles individuos carreadores do alelo
mutado (T). No entanto, nenhuma associacao foi observada em uma coorte tailandesa
(KULANUWAT et al., 2015).

Gene MC4R

O receptor de melanocortina 4 € uma proteina pertencente a classe de receptores
acoplados a proteina G (GPCR), codificado pelo gene MC4R -localizado no l6cus 18g21.3.
Essa proteina pode ser encontrada em diversas regides cerebrais, como: talamo, cértex,
medula espinhal, tronco cerebral e hipotalamo (GANTZ et al., 1993; MOUNTJOY et al., 1994;
SUNDARAMURTHY et al., 1998). Na via anorexigena, o horménio estimulante de a-MSH,
gerado do processamento de POMC, se liga ao MC4R e o ativa. Essa ligacdo promove
um sinal de saciedade e aumento do gasto energético basal. Em contrapartida, a ligacdo
do antagonista, denominado AgRP, inibe a sinalizagdo do MC4R e estimula o apetite e a
diminuicéo o gasto energético (FANI et al., 2014; BARSH; FAROOQI; O’RAHILLY, 2000).

Diversos estudos na literatura tém mostrado que alteragdes genéticas no gene
MC4R ou proximais a ele, podem gerar uma proteina truncada ou com perda de funcéo.
Estas alteragbes podem acarretar no desenvolvimento de formas graves de obesidade
e hiperfagia (FAIRBROTHER et al., 2018; FLIER, 2004; VAISSE et al., 1998). Um dos
polimorfismos que tem sido associado ao desenvolvimento de obesidade € o rs17782313.
Em estudo com uma coorte kuwaitiana foi observado que o alelo mutado (C) estava
associado a obesidade, hipertenséo arterial sistémica e altos niveis de grelina (HAMMAD
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et al., 2020). J& em paquistaneses foi observado uma associacéo a sobrepeso/apenas em
mulheres. (RANA et al, 2018). Por fim, a avaliagdo desse polimorfismo no Norte da india
mostrou que o geno6tipo CC estava significativamente associado ao desenvolvimento desta
doenca (SRIVASTAVA et al., 2014).

Gene FTO

O gene da massa gorda associado a obesidade (FTO), localizado no 16q12.2,
codifica uma proteina desmetilase com 505 aminoacidos. Esta proteina € no tecido adiposo,
musculos esqueléticos e em nucleos hipotalamicos que regulam o balanco energético (LAN
et al., 2020; GERKEN et al., 2007). O mecanismo de atuacdo dessa proteina ainda nao
esta totalmente elucidado, mas ja foi descrito que regula a expressédo génica através da
demetilacdo do DNA. Além disso, esta proteina esta envolvida em reparo do DNA e no
metabolismo de &cido graxos (GERKEN et al., 2007; LIU et al., 2019; WU et al., 2010).

Em estudos de GWAs foi relatado que altera¢des genéticas no gene FTO estdo
associadas a desenvolvimento de obesidade (SCUTERI et al., 2007; KIM et al., 2016;
FRAYLING et al.,, 2007). Um polimorfismo que tem sido associado a obesidade € o
rs9939609. Em um estudo com uma coorte russa foi observado uma inter-relacao entre esse
polimorfismo e a obesidade (ALI et al., 2021). J& em criangas do Reino Unido, a presenca
do alelo mutado (A) estava associada a obesidade e o gendtipo AA indicou alteragéo na
sensacéo de saciedade (WARDLE et al., 2008). No entanto, ndo foi visto uma correlacéo
entre esse polimorfismo e a obesidade em uma coorte de criancas e adolescentes egipcias,
brasileiras e mexicanas (ABDELMAJED et al., 2017; PEREIRA et al., 2016; LEON-MIMILA
et al., 2013).

CONCLUSAO

A obesidade comum, encontrada na maior parte dos casos, € uma doenca
poligénica e multifatorial. Por ser uma doenca complexa, tem sido um grande desafio
0 uso da genética como instrumento de predicéo de risco e prevencdo. Neste sentido,
os esforgos atuais estdo se concentrando no desenvolvimento de escore poligénico
para previsdo da obesidade a partir dos GWAS realizados. Recentemente, um modelo
utilizou 2,1 milhdes de variantes comuns (que corresponde a 8,4% da variagdo do IMC)
a fim de quantificar a susceptibilidade a doengca em um conjunto amostral de 300.000
individuos. Esse escore mostrou um desempenho preditivo interessante, onde individuos
com maiores escores tem 4,2 vezes mais chances de desenvolver obesidade do que os
individuos que tiveram menor pontuacédo (KHERA et al., 2019). Assim, cada vez mais
novas tecnologias e métodos estao sendo criados, o que nos aproxima da tdo sonhada
medicina de precisdo para a obesidade.
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RESUMO: Os inibidores de proteinases
vegetais (IPs) sédo definidos como proteinas
reguladoras com ampla distribuicdo em
diferentes tecidos de varias espécies
vegetais, que reduzem competitivamente e
reversivelmente a atividade de proteinases
alvo. Essas proteinas apresentam pontes
dissulfeto e sao resistentes a variagdes de
pH, temperatura e protedlise. Devido a essas
caracteristicas fisico-quimicas, tem sido
crescente os estudos sobre as propriedades
antimicrobiana, anticoagulante e antitumoral

Data de aceite: 03/07/2023

desses inibidores de proteinases vegetais,
evidenciando a relevancia dessas proteinas
na agricultura, biotecnologia e medicina.
As plataformas usadas como base para a
pesquisa foram: BVS, Scielo e PubMed,
com os descritores: inibidor de tripsina
vegelal, serino proteinase, atividade
anticoagulante, atividade inseticida e
atividade antimicrobiana, filtrados em
artigos disponiveis no periodo de 2017 a
2022, em que, dos 31 artigos encontrados,
3 apresentaram atividade anticoagulante,
7 descreveram a atividade inseticida e 14
apresentaram atividade antimicrobiana e
antifingica dos inibidores vegetais. Os 7
artigos que tratavam de pesquisas com
enfoques nao pretendidos para essa analise
foram descartados. Os inibidores, em sua
maioria, foram isolados de sementes de
espécies leguminosas. Pelas analises,
foi possivel destacar a importéncia das
pesquisas com os inibidores vegetais,
visando a caracterizacdo de novos inibidores
de fontes naturais capazes de modular a
atividade biolégica de proteinases para
o controle de patbgenos e como agentes
anticoagulantes e antitrombéticos.
PALAVRAS-CHAVE: Serino proteinase;
inibidor; patégeno; coagulagdo sanguinea;
planta.
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PLANT PROTEINASE INHIBITORS: ADVANCES AND PROSPECTS

ABSTRACT: Plant proteinase inhibitors (Pls) are defined as regulatory proteins with wide
distribution in different tissues of several plant species, which competitively and reversibly
reduce the activity of target proteinases. These proteins have disulfide bridges and are
resistant to variations in pH, temperature and proteolysis. Due to these physico-chemical
characteristics, studies have been increasing on antimicrobial, anticoagulant and antitumor
properties of plant proteinase inhibitors, evidencing the relevance of these proteins in
agriculture, biotechnology and medicine. The platforms used as the basis for the research
were: BVS, Scielo and PubMed, with the keywords: plant trypsin inhibitor, serine proteinase,
anticoagulant activity, insecticidal activity e antimicrobian activity, filtered in articles available in
the period from 2017 to 2022, in which, of the 31 articles found, 3 showed activity anticoagulant,
7 showed insecticidal activity and 14 showed antimicrobial and antifungal activity of the plant
inhibitors. The 7 articles dealing with research with approaches not intended for this analysis
were discarded. Most inhibitors were isolated from seeds of leguminous species. From the
analyses, it was possible to highlight the importance of research with plant inhibitors, seeking
to characterize new inhibitors from natural sources capable of modulating the biological activity
of proteinases for the control of pathogens and as anticoagulant and antithrombotic agents.
KEYWORDS: Serine proteinase; inhibitor; pathogen; blood coagulation; plant.

INTRODUCAO

Os inibidores de proteinases (IPs) sao proteinas ou peptidios com potencial de
interacdo com proteinases enddgenas de animais, microrganismos e de plantas, onde
ocorrem, inibindo competitivamente e reversivelmente a atividade enzimatica (serino,
cisteino, aspartico e metaloproteinase), formando complexo 1:1 ou 1:2. Os estudos pioneiros
com sementes de soja, aumentaram o interesse pelos inibidores de proteinases, que se
intensificaram no isolamento dessas proteinas em outras espécies leguminosas e demais
familias. Estes inibidores séo classificados em diferentes familias de acordo com a massa
molecular, nimero de pontes dissulfeto, homologia na estrutura primaria e homologia na
sequéncia de seus dominios inibitérios, sendo os inibidores mais estudados pertencentes
as familias do tipo Kunitz e Bowman-Birk (Gitlin-Domagalska, et al., 2020). Os inibidores do
tipo Kunitz sdo constituidos por um ou mais de um dominio inibitério. Sua massa molecular
varia de 18 a 24 kDa, embora algumas proteinas dessa classe tenham apresentado massa
molecular de aproximadamente 8 kDa. Dentre as serino proteinases inibidas, destacam-se:
tripsina, quimotripsina, elastase, calicreina, FXla, FXlla. Os inibidores desse grupo atuam
como reguladores de importantes processos fisiolégicos como a digestao, coagulacéo
sanguinea e fibrindlise com énfase para os estudos sobre seus efeitos antinutricionais no
controle de insetos-praga, bactérias e fungos. Os inibidores do tipo Bowman-Birk (BBI) séo
proteinas com menor massa molecular, variando entre 5 a 16 kDa, com Unico ou duplo
dominio inibitério e a expressdo desses inibidores é elevada mediante danos. O menor

inibidor BBI descrito apresentou 14 residuos de aminoacidos. A maioria das moléculas
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descritas apresenta sete pontes dissulfeto para estabilizar a sua estrutura. Dentre as serino
proteinases inibidas, destacam-se: tripsina, quimotripsina, elastase (Pandey et al., 2021).

O alvo dos inibidores sdo as proteinases, enzimas essenciais para a regulacao
de processos vitais em todos 0s organismos vivos, atuando na regulacédo de processos
fisiologicos especificos como a ativacdo de zimogénios, liberacdo de peptideos
biologicamente ativos, liberacdo de horménios precursores, reaproveitamento de
aminoacidos (“turnover’ de proteinas), na ativagéo ou translocacao através da membrana
e na coagulacéo sanguinea (Gitlin-Domagalska, et al., 2020).

Os IPs estao presentes em bactérias, fungos, plantas e humanos. Em plantas, tem
sido demonstrado que os inibidores podem ocorrer em raizes, folhas, sementes, caules,
tubérculos e sementes, destacando o seu papel na defesa da planta contra insetos, pragas
e microrganismos patogénicos. Os niveis dessas proteinas sdo elevados em resposta
a diferentes condi¢cOes de estresse, como injaria por ataque de insetos e patdogenos e
devido a parametros ambientais (salinidade, metais pesados e temperatura). No entanto,
estudos recentes demonstraram também que existem interacdes entre planta e inibidor
de proteinase, em decorréncia do efeito alelopatico em resposta a estresses abibticos
(Pandey et al., 2021).

Nos ultimos 20 anos, os IPs tém atraido a atencéo de varios grupos para as pesquisas
com plantas transgénicas, uma vez que os IPs estdo envolvidos diretamente na defesa da
planta contra o ataque de insetos e outros patdégenos (Filho et al.,, 2017). Além disso, &
crescente o interesse dos estudos sobre a aplicagéo biotecnolégica dos IPs na inibicao de
enzimas humanas, incluindo ndo somente as enzimas digestivas (tripsina e quimotripsina),
mas também sobre as enzimas que atuam na cascata de coagulagdo sanguinea (FXla,
FXlla, calicreina plasmatica) e na fibrin6lise (plasmina), além de seu potencial efeito anti-
inflamatorio, demonstrado por Soualmia & EI Amri (2018).

O objetivo geral do trabalho foi realizar pesquisa bibliografica sobre os avangos e
perspectivas dos inibidores de proteinases vegetais nos ultimos cinco anos.

METODOLOGIA

Para o presente trabalho foi realizada a pesquisa bibliografica como forma de coleta
de dados. Para o levantamento dos dados foram consideradas as bases: Scielo, PubMed
(NCBI) e Biblioteca Virtual da Saude (BVS), sendo obtidos 24 artigos de interesse para
esse estudo, publicados nos Ultimos cinco anos, o que corresponde ao periodo de 2017 a
2022, incluindo duas publicag¢des de 2023, disponibilizadas para acesso on line. Os artigos
foram localizados com os seguintes descritores: plant trypsin inhibitor, serine proteinase,
anticoagulant activity, insecticidal activity e antimicrobian activity.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os inibidores de proteinases (IPs) sdo resistentes a variagcdes de pH e temperatura,
apresentando propriedades biotecnolégicas como agentes promissores para aplicagdo em
diferentes areas. Podemos citar o seu potencial inseticida na agricultura, no desenvolvimento
de farmacos bioativos na medicina e a sua agdo antimicrobiana na aplicagao biotecnolégica.
No dmbito da medicina, temos que os inibidores proteoliticos tém sido investigados pela
sua diversidade estrutural e pelo mecanismo especifico que revela a atividade biolégica
dessas proteinas ou peptideos. De fato, ao analisar os artigos selecionados para a reviséao,
foi possivel notar o crescente interesse pela demonstracao do papel dos IPs como agentes
antitrombéticos, anticoagulantes e sua atividade antimicrobiana, obtidos a partir sementes,
especialmente de espécies leguminosas (Hamad et al., 2017; Gogoi et al., 2019; Cotabarren
et al., 2020).

Na base Scielo, foram considerados dois artigos, em que os autores isolaram um
inibidor bifuncional de tripsina/alfa-amilase a partir do milho (Zea mays - Gramineae) e
um novo inibidor termoestavel de sementes da espécie Geoffroea decorticans (GdTI-
Fabaceae). O inibidor bifuncional atuou inibindo seletivamente os fatores da cascata de
coagulacdo sanguinea - FXla e FXlla. Ja o inibidor GdTI prolongou a via intrinseca da
cascata de coagulagdo. Em ambos estudos os inibidores foram considerados moléculas
promissoras para o desenvolvimento de droga antitrombética e anticoagulante. O processo
de obtencgéo desses produtos naturais envolve procedimentos relativamente simples e com
um custo menor do que os obtidos por processos de sintese quimica (Hamad et al. 2017;
Cotabarren et al., 2020).

Dentro da base de dados BVS foram encontrados 7 artigos, em que 5 descreveram
dados sobre inibidores de proteinases isolados da familia Fabaceae e 2 destacaram
inibidores isolados de outras familias (Solanaceae e Araceae). Entre os IPs caracterizados,
trés apresentaram atividade in vitro contra Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae), sendo
dois pertencentes a familia Fabaceae e obtidos a partir de sementes: o EcTI (Enterolobium
contortisiliquum trypsin inhibitor), e o LsCTI (Lonchocarpus sericeus trypsin-chymotrypsin
inhibitor) e um pertencente a familia Araceae, designado alocasin, obtido a partir de rizoma
maduro de Alocasia macrorrhizos (L.), com estudos in vitro e in vivo. Cabe destacar que,
além de seu efeito, 0 EcTl também aumentou a atividade da toxina de Bacillus thuringiensis,
0 mais conhecido bioinseticida obtido a partir da bactéria Gram positiva com atividade
entomopatogénica (Vajravijayan et al., 2018; Tabosa et al. 2020). Os inibidores EcTI e
alocasin, apresentaram massa molecular aparente de 20 KDa e homologia com outros
inibidores do tipo Kunitz. Ja LsCTI é um representante da familia Bowman-Birk, com
massa molecular de 8870.45 Da em SDS-PAGE e foi destacado como uma ferramenta
em potencial para o controle de A. aegypti, uma vez que causou alta mortalidade das
larvas (77%) e resultou em atraso do desenvolvimento em 37% (Almeida Filho et al., 2018).
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Além disso, Ferreira et al. (2019), descreveram a atividade inseticida de dois inibidores tipo
Kunitz, recombinantes isolados de sementes de Bauhinia bauhinioides (Fabaceae), o rBbKI
(kallikrein inhibitor) e rBbClI (cruzipain inhibitor), esse ultimo com atividade também para
inibir cisteino proteinase.

Na mesma base de busca (BVS) encontrou-se o inibidor isolado de Solanum
tuberosum (L.), designado (oPTI), com massa molecular de 12 KDa, onde este chama
atencao pelo fato de ter demonstrado efeito inibitério contra 11 linhagens de microrganismos:
Acinetobacter sp., Salmonella sp., Pseudomonas aeruginosa, Bacillus stearothermophilus,
Escherichia coli e Yersinia enterocolitica (Cisneros et al., 2020).

Ademais, dos inibidores isolados da familia Fabaceae, LfT| (Libidibia ferrea trypsin
inhibitor) apresentou efeito inibitério sobre a via intrinseca da coagulagdo sanguinea e
mostrou efeitos anti-inflamatério e antinociceptivo, possivelmente relacionado com a
inibicdo de proteinases inflamatérias e/ou dificultando a ativagcdo de receptores ativados
por proteinases. As propriedades anti-inflamatérias de L. ferrea foram confirmadas por
seu caule, extratos de frutas, folhas, cascas e sementes, porém pouco se sabe sobre 0s
compostos naturais que podem estar associados a essa resposta (Carvalho et al., 2023).
O inibidor TTI (tamarindo trypsin inhibitor), € uma proteina com peso molecular de 20 KDa
que apresentou peptideos com atividade antimicrobiana (Oliveira ef al., 2022). Mohan et al.
(2018) isolaram um inibidor de tripsina de sementes de Macrotyloma uniflorum, designado
como MUPI com agéo antifingica e antimicrobiana. Outro inibidor de tripsina Kunitz,
com atividade contra trés espécies de Candida, foi isolado de sementes de Enterolobium
timbouva (EtTI), o qual promoveu o desencadeamento de disturbios na integridade da
membrana plasmatica e alterag6es morfologicas sucessivas, eventualmente mediadas por
apoptose.

Na base de dados PubMed (NCBI), foram obtidos 15 artigos destacando inibidores
Kunitz e Bowman-Birk, com atividades anticoagulante (2), inseticida (3) e antimicrobiana
(10). Orfali et al. (2020), demonstraram atividade inseticida de inibidores de proteinases
contra o inseto Rhynchophorus ferrugineus. Os estudos sobre a atividade inseticida dos
IPs tém impacto econémico, ambiental e social em todo 0 mundo. Ainda sobre a atividade
inseticida dos IPs, cabe destacar os estudos de Sallai et al. (2020), que testaram a atividade
inseticida do inibidor de cisteino proteinase (AaCl-2S), presente em sementes de Araucaria
angustifolia, contra C. maculatus, um inseto coledptero. Segundo os autores, AaCl-2S, pode
ser qualificado como uma proteina com propriedade inseticida natural. Segundo Pandey
et al. (2021), os IPs sdo metabdlitos naturais que defendem a planta contra o ataque de
insetos e patégenos e sdo caracterizados como metabolitos de defesa estaveis ha pelo
menos quatro décadas. Os autores destacaram sobre a capacidade de resisténcia da
planta contra o efeito antinutricional dos inibidores, em uma relacdo de veto proteico pelos
inibidores das vias metabdlicas da propria planta. Ferreira et al. (2019), demonstraram

o efeito de dois inibidores de Bauhinia bauhinioides com diferentes especificidades para
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enzimas intestinais de Nasutitermes corniger (order: Isoptera; family: Termitidae), em que
este cupim assola a estrutura de residéncias ao consumir a madeira das edificacdes e
mobiliarios internos. Com relacdo a atividade antimicrobiana, foram encontrados no
PubMed os seguintes dados mais relevantes: o inibidor de proteinase isolado de Conyza
dioscoridis mostrou-se eficaz, inibindo o crescimento de bactérias Gram + e Gram -, e a
tendéncia de atividade foi a seguinte (da menor concentracdo do extrato para a maior): E.
faecalis (14 pg/mL) > Salmonella entérica (14,8 ug/mL) > Klebsiella pneumoniae (17,3 pg/
mL) > B. cereus (19 ug/mL) e S. epidermidis (20 pg/mL). (Karray et al., 2020).

O inibidor LfTI, isolado de sementes de Libidibia ferrea, ndo apresentou efeito
inibitério no crescimento dos patdgenos bacterianos Gram positivos e Gram negativos
testados: Staphylococcus aureus (+), Streptococcus agalactiae (+), Escherichia coli (-) e
Klebsiella pneumonie (-). Ademais, a espécie Candida albicans, também testada, néo teve
efeito inibitério na presenca do inibidor. (Rosseneger et al., 2017).

Amaioriados inibidores testados contra atividade antimicrobiana sao especificos para
serino proteinases e foram isolados das familias Solanaceae, Fabaceae, Euphorbiaceae,
Poaceae e Curcubitaceae. Com base nesse estudo podemos incluir a familia Rhamnaceae
(Bacha et al., 2017), em que os autores selecionaram cascas, frutas, folhas, raizes e
sementes para isolar o inibidor de tripsina tipo Kunitz (RfIP1), o qual apresentou atividade
inibitoria mais expressiva contra bactérias Gram positivas, como Staphylococcus aureus do
que Gram negativas. Os demais artigos encontrados também apresentaram estudos sobre
o efeito de outros inibidores de tripsina e quimotripsina, sendo a maioria tipo Kunitz, contra
bactérias Gram positivas e negativas e também com atividade contra fungos patogénicos e
fitopatogénicos. (Nabi et al., 2018)

Apbs a andlise das publicagbes nas trés bases de dados (Scielo, PubMed, BVS)
e no periodo proposto para esse trabalho, foi possivel agrupar os principais enfoques
destacados na literatura sobre os estudos de atividade biolégica dos inibidores de

proteinases, especialmente, Kunitz e Bowman-Birk (Figura 1).
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Figura 1 — Numero de publica¢des por abordagem de estudo, em que temos: AlIF (Atividade Anti
Inflamatéria), AC (Atividade anticoagulante), AIN (Atividade inseticida) e AAM (Atividade antimicrobiana)
no periodo entre 2017-2022.

Foi possivel observar o grande interesse dos grupos de pesquisa, nacional e
internacional, na avaliacdo da atividade antimicrobiana dos inibidores de proteinases
vegetais, isolados de diferentes espécies e familias de plantas, com publica¢gdes em todo
o periodo pesquisado. Em seguida, observou-se o interesse pelas pesquisas sobre a
atividade anticoagulante e inseticida dos IPs. Entre 2018 e 2022, obtivemos publica¢des
sobre a atividade dos IPs no processo inflamatério, em modelo animal.

Na tabela 1 estdo apresentados todos os trabalhos utilizados para analise e registro
com informagdes estruturais e funcionais dos inibidores de proteinases de diferentes

espécies vegetais.

Inibidores de Af - S
proteinase Espécie Informacoes relevantes Referéncias
CTI Zea mays L Primeiramente isolado na década de 70. (Hellum et al.
Inibidor bifuncional (tripsina/alfa amilase) 2017)
com agéo anticoagulante.
GdTI Geoffroea Possui um peso molecular de 20 (Cotabarren et
decorticans (Gill. KDa, pertencente a superfamilia al. 2020)
ex Hook. et Arn.) BBI (Bowman-Birk Inhibitor).

Testes hipoglicemiantes com GdT]
demonstraram forte inibicdo da enzima
a-glicosidase e acao do inibidor na
regulagéo dos niveis de glicose no
sangue. Possui atividade anticoagulante.
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EtTI

Enterolobium
timbouva

Possui duas cadeias polipeptidicas com
um peso molecular de 20 KDa, tipo
Kunitz, sendo especifico para a inibicao
da tripsina com agéo antimicrobiana.

(de Oliveira et al.
2018)

MulP

Macrotyloma
uniflorum

Tal inibidor tem a presenca de serina
no sitio reativo do IP que desempenha
papel fundamental no mecanismo
de inibicao da protease. Possui peso
molecular de 25 KDa. Apresenta acao
antimicrobiana.

(Mohan et al.
2018)

TTI

Tamarindus
indica L.

Possui 184 residuos de aminoacidos,
com um peso molecular de 20 KDa.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Oliveira et al.
2023)
(Disponivel on
line - 2022)

LfTI

Libidibia ferrea

O inibidor possui massa molecular de
18 KDa, fazendo parte da familia Kunitz.
Testes recentes avaliaram o efeito anti-
inflamatorio e antinociceptivo do inibidor.

(Carvalho et al.
2023)
(Disponivel on
line - 2022)

OpTI

Solanum
tuberosum L.

Inibidor com um pré-segmento
N-terminal de 13 aminoéacidos seguido
por 71 residuos da proteina. Sua massa
molecular foi determinada em 12, 090.05
Da. Sua estrutura é rica em regides de
leucina, glutamato, isoleucina e valina;
Esta proteina é altamente conservada,
desde sua sequéncia genética até sua
semelhanga com o inibidor de tripsina de
outra variedade, a S. tuberosum subsp.
andigenum var. overa.
Apresenta atividade antimicrobiana.

(Cisneros et al.
2020)

BbKI
BbCl

Baubhinia
bauhinioides

BbCl é um inibidor de cisteino proteinase
similar a inibidores do tipo Kunitz, mas
sem residuos de cisteina e metionina,

por isso tal proteina apresenta maior

resisténcia. A diferenca entre a estrutura

dos inibidores BbKI e BbCl é de suma

importancia no mecanismo de acao
sobre o trato digestivo de cupins e os
meios de impedir seu ciclo reprodutivo

como método inseticida.
Apresenta atividade inseticida.

(Ferreira et al.
2019)

LsCTI

Lonchocarpus
sericeus (Poir.)
Kunth ex DC

Contém uma massa molecular de
aproximadamente 9 KDa. A estrutura
desse inibidor varia entre 4 isoformas,
pertencentes ao grande grupo dos BBI
(Bowman-Birk Inhibitor).
Apresenta atividade inseticida.

(Almeida Filho et
al. 2018)

Alocasin

Alocasia

macrorrhizos (L.)

G.Don

A estrutura desse inibidor é estabilizada
por trés ligacdes dissulfeto (Cys39—
Cys84, Cys154—Cys169 and Cys156—
Cys165.). Tal proteina é semelhante ao
grupo da familia Kunitz.
Apresenta atividade inseticida.

(Vajravijayan et
al. 2018)
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EcTl

Enterolobium
contortisiliquum

O inibidor apresenta propriedade
bioinseticida causando a morte,
interferindo no crescimento ou
desenvolvimento de insetos.Sua
estrutura conta com 28 residuos de
aminoéacidos 100% parecido com a
ponta N terminal do inibidor de tripsina
do tipo Kunitz.

Apresenta atividade inseticida.

(Tabosa et al.
2020)

STI

Soybean trypsin
inhibitor

Proteina monomérica composta por 181

aminoacidos com duas pontes dissulfeto

de massa molecular de 20,1 kDa.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Islam et al.
2019)

1Tl

Inga laurina

Este inibidor pode ser utilizado em

associacgao a filmes polissacarideos/PVA

na atenuacéo do efeito medicamentoso

para recuperacao de tecidos, em que

este inibidor, devido a sua propriedade
bioquimica, é retido inicialmente e
liberado ao organismo de maneira
gradual. Essa analise é promissora

para o desenvolvimento de protocolos

refinados. Apresenta atividade
antimicrobiana

(Cruz et al.
2019)

AcIT (SPI’s)

Amburana
cearensis

A associacgao do inibidor a antibiéticos
potencializa a sua agéo, evitando a
formacao de resisténcias bacterianas
como de E. coli, por exemplo. Este é
de relevancia no desenvolvimento de
medicamentos antimicrobianos.

(Oliveira et al.
2020)

CICI

Coix lacryma-
jobi L.

O inibidor possui massa molecular de
7.9 kDa com a sequéncia N-terminal
(KTSWPE) e a sequéncia C-terminal
(RVRIF) determinadas. Apresenta
atividade antimicrobiana

(Ruan et al.
2019)

SjPi- 1 e SjPi 2

Sophora
japonica

Inibidor de proteinase (Pl), SjPi-1 possui

massa molecular de 15 KDa e a SjPi-2
possui 31 KDa. Dessa maneira, temos
que SjPi 1 é classificada na familia
Bowman-Birk e a SjPi-2 na familia
Kunitz.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Nabi et al.
2018)

MuPi

Macrotyloma
uniflorum

A presenca de serina no sitio reativo
do Pl desempenha papel chave no
mecanismo de inibigdo da proteinase.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Mohan et al.
2018)

RfIP1

Rhamnus
frangula

O inibidor possui massa molecular de
22.5 Kda, sendo entéo classificado na

familia de inibidores de serino proteinase
Kunitz. Sua sequéncia NH2-terminal dos

primeiros 33 residuos foi determinada,
sustentando um significativo grau de
homologia com a familia Kunitz.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Bacha et al.
2017)
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oPTI

Solanum
tuberosum L.

Foi comprovada a agéo antimicrobiana
do inibidor para uma gama de
patogenos, sendo previsto estudos
futuros para desenvolvimento de
antibioticos e conservantes com oPTI.
Seu peso molecular é de 20 KDa.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Cisneros et al.
2020)

CCTI

Cajanus cajan

O inibidor demonstrou acao
antimicrobiana persistente, inibindo
crescimento bacteriano. Espécies
fungicas ndo demonstram acéao inibitéria
na presenca de tal proteina. Ademais,
este inibidor demonstrou capacidade de
inibir doencas causadas por estresse
oxidativo e inflamagéo. Seu peso
molecular foi elucidado (14 Kda).
Apresenta atividade antimicrobiana

(Shamsi et al.
2018)

PDInhibitor

Conyza
dioscoridis

O inibidor de proteinase possui massa
molecular de 25 kDa, pertencendo a
familia Kunitz. Apresentou atividade

antibacteriana (tanto para as gram

positivas, quanto as gram negativa) e

antifingica acentuada, além de afetar

linhas de células cancerosas humanas
(HCT-116, MDA-MB-231, e Lovo), sendo
uma proteina promissora.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Karray et al.
2020)

MoPI

Moringa oleifera

Caracterizacao da primeira fitocistatina
em Moringa oleifera, em que se elucidou
seu peso molecular (19 kDa), sua forte
acao antimicrobiana contra patégenos
humanos (Enterococcus faecalis
e Staphylococcus aureus) e agéo
anticoagulante. Ademais, tal estrutura
apresenta alta resisténcia as mudancas
de pH e temperatura.
Apresenta atividade antimicrobiana

(Cotabarren et
al. 2021)

AaCl-2S

Araucaria
angustifolia

Este inibidor de cisteina apresenta
potencial efeito inseticida contra
Nasutitermes corniger com um peso
molecular de 18 KDa e resisténcia
a mudanca nos valores de pH e
temperatura. A proteina inibiu o
desenvolvimento de linhas de células de
cancer gastrico e de prostata.
Apresenta atividade inseticida

(Sallai et al.
2020)

DKEIP’s

Inibidores de
proteases
presentes
em folhas

de palmeira,
tamaras e
carogo de

tamaras

DKE inibiu alguns tipos de enzimas
proteases digestivas do intestino
médio de Rhynchophorus ferrugineus,
indicando potencial no desenvolvimento
de pesticidas sustentaveis.
Apresenta atividade inseticida

(Orfali et al.
2020)

Tabela 1. Relagdo de pesquisas sobre inibidores de proteinases, resultante das buscas nas bases de
dados SciElo, PubMed e BVS.
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CONCLUSAO

A partir do levantamento bibliografico realizado conclui-se que ha um interesse
crescente pela investigacdo das propriedades fisico-quimicas, estruturais e aplicacbes
de inibidores de proteinases vegetais, especialmente na sua purificagéo, caracterizacéo
e avaliagdo dos efeitos contra insetos/pragas, microrganismos patogénicos e sua agéo
anticoagulante. Tal estudo constata que a obteng¢do de novos compostos sintéticos a partir
de compostos naturais termoestaveis obtidos de sementes de espécies leguminosas,
€ relevante para a descoberta de bioinseticidas, antifungicos e novos farmacos para o

tratamento de diversas doencas humanas.
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RESUMO: Estima-se que a infec¢éo pelo
virus da hepatite C (HCV) acometa 58
milhdes de pessoas em todo o mundo.
Cerca de 80% dos infectados evolui para
infecgéo cronica. Apds a cronificagdo é
observada uma progressdo natural da
doencga caracterizada por um quadro de

Data de aceite: 03/07/2023

inflamacé@o persistente, que gera fibrose
tecidual, podendo evoluir para cirrose
hepatica e carcinoma hepatocelular
(CHC). A proteina nao estrutural NS5A
do HCV é uma fosfoproteina com grande
importancia para a replicagédo, propagacao
e patogénese viral. O objetivo deste
trabalho é realizar um estudo baseado em
andlise de rede das interagdes da proteina
NS5A do HCV com proteinas humanas
para melhor compreender o seu papel no
desenvolvimento do CHC. Inicialmente foi
realizado um levantamento bibliografico
das proteinas humanas que interagem
com NS5A. Interagcbes proteina-proteina
(PPIs) da lista de proteinas obtidas pelo
levantamento foram coletadas através da
plataforma STRING, e, também, os dados
de estatistica de rede e enriquecimento
funcional paravias da base de dados KEGG.
Foi construida uma rede de interacéo de
NS5A contendo interacdes entre proteinas
virais e humanas e realizado uma anélise
topolégica de rede através do programa
Cytoscape 3.8.2. Foram encontradas 221
proteinas que interagem com NS5A. Com
a analise topoldgica foram encontrados 22
gargalos para rede de interacdo de NS5A,
sendo 16 ja previamente descritos e 6
novos. Com a andlise funcional, 104 vias
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de 21 diferentes categorias do KEGG foram enriquecidas para a rede de PPIs humanas.
Foram encontrados varios gargalos da rede de interacdo de NS5A em vias de categorias
do KEGG relacionadas ao cancer. A proteina GRB2 parece ser um gargalo proeminente de
ser regulado por NS5A para o desenvolvimento do CHC.

PALAVRAS-CHAVE: HCV, NS5A, rede de interagéo, analise funcional de rede, carcinoma
hepatocelular.

STUDY OF THE INTERACTIONS OF HEPATITIS C VIRUS NS5A PROTEIN
WITH HUMAN HOST PROTEINS: INTERACTION NETWORK-BASED
ANALYSIS

ABSTRACT: It is estimated that hepatitis C virus (HCV) infection affects 58 million people
worldwide. About 80% of those infected progress to chronic infection. After chronification, it
is observed a natural progression of the disease characterized by a persistent inflammation,
which generates tissue fibrosis that can progress to liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma
(HCC). The non-structural protein NS5A is a phosphoprotein that has great importance for
the replication, propagation and pathogenesis of HCV. Several interactions of NS5A protein
with human proteins have been described. The objective of this work is to carry out a study
based on network analysis of the interactions of the HCV NS5A protein with human proteins
to better understand its role in the development of HCC. Initially, a literature survey of human
proteins that interact with NS5A was conducted. Protein-protein interactions (PPIs) of the list
of proteins generated by the survey were collected through the STRING platform, as well as
network statistics and functional enrichment data for KEGG pathways. An NS5A interaction
network containing interactions between viral and human proteins was constructed and a
network topological analysis was performed with Cytoscape 3.8.2 software. A total of 221
proteins that interact with NS5A were found. With the topological analysis, 22 bottlenecks
were found for the NS5A interaction network, 16 of which were previously described and 6
were new. With the functional analysis, 104 KEGG pathways from 21 KEGG categories were
enriched for the human PPI network. Several bottlenecks of the NS5A interaction network
in the KEGG pathways present in cancer related categories were found. The GRB2 protein
appears to be a prominent bottleneck that can be regulated by NS5A for the development of
hepatocarcinoma.

KEYWORDS: HCV, NS5A, interaction network, functional network analysis, hepatocellular
carcinoma.

11 INTRODUGAO

Estima-se que a infec¢éo pelo virus da hepatite C (HCV) acometa 58 milhdes de
pessoas em todo o mundo, sendo responsavel por milhares de mortes todos os anos
(WHO, 2022). Apés a infecgdo aguda, 50-80% dos infectados pelo HCV evoluem para a
infeccéo crénica (MANNS, 2021). Apds a cronificagdo da doenga hepética é observado uma
progressado da doenga, caracterizada por um quadro de inflamagéo persistente que gera
fibrose tecidual, podendo evoluir para a cirrose hepatica e até mesmo para o carcinoma
hepatocelular (CHC) com um risco anual de 1 a 5 % (WESTBROOK; DUSHEIKO, 2014).
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O genoma viral é traduzido em uma poliproteina de cerca de 3000 aminoéacidos
que é clivada para a producéo de trés proteinas estruturais, e sete néo estruturais (NS)
(TABATA et al., 2019). A proteina NS5A, alvo deste estudo, é uma fosfoproteina de 447
aminoacidos que possui dois estados de fosforilagdo: uma forma fosforilada com 56 kDa
e outra hiperfosforilada com 58 kDa (REYES, 2002). Esta proteina viral é composta por
uma alfa-hélice anfipatica N-terminal e trés dominios estruturais. Os dominios Il e 1l sdo
intrinsecamente desdobrados e possuem uma certa flexibilidade estrutural, o que permite a
interagdo com diversas proteinas humanas (BARTENSCHLAGER et al., 2013).

Interagbes proteina-proteina (PPIs) entre virus-hospedeiro sdo essenciais para a
propagacéo viral e estratégias virais de evasao do sistema imune para o estabelecimento
da infecgéo cronica (GERMAIN, et al. 2014), além de desempenharem um papel importante
na hepatocarcinogénese (HAN, et al. 2016). Desta forma, elucidar as interacdes patogeno-
hospedeiro é de grande importancia para uma melhor compreenséo da patogénese viral e

dos mecanismos moleculares pela qual um virus causa comorbidades.

21 OBJETIVO

Realizar um estudo baseado em andlise de rede das interacbes da proteina NS5A
do virus da hepatite C com proteinas humanas para melhor compreender o seu papel no
desenvolvimento do carcinoma hepatocelular.

31 METODOLOGIA

3.1 Estudo das interacoes de NS5A com proteinas do hospedeiro e analise de
redundéncia

Foi realizado um levantamento bibliografico de artigos cientificos através da
busca em resumos de artigos das palavras-chave combinadas: “HCV, NS5A, Interaction”
na plataforma PubMed do NCBI (National Center for Biotechnology Information). Todos
os artigos foram analisados individualmente, e foi buscado em seu texto resultados que
demostrassem a interacéo fisica da proteina viral NS5A com alguma proteina humana.
Para avaliar possiveis repeticbes de proteinas foram coletados os identificadores dos
genes (GenelD) referentes a cada proteina na plataforma GENE do NCBI, juntamente com

a sua descrigcdo e nome oficial.

3.2 Rede de interacao proteina-proteina e analise funcinal

Interacges fisicas de alta confianca das proteinas humanas que interagem com NS5A
foram recuperadas da plataforma STRING (STRING, 2021). Foram analisadas as proteinas
encontradas no banco de dados da plataforma e selecionadas as op¢oes de filtragem para
interacbes fisicas e pontuacdo minima de interacéo igual a 0,700 para diminuir falsos
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positivos em nossa andlise. As interacdes fisicas sdo recuperadas de banco de dados,
mineracao da literatura e experimentos, e a pontuacao é obtida a partir da existéncia de
interacdo nestes bancos de dados. Também foram coletados os dados de estatistica da
rede e enriquecimento funcional de vias da base de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) (KEGG, 2021) gerados pelo STRING. O enriquecimento funcional
é estimado pelo Teste Exato de Fisher sendo o p-valor corrigido segundo o procedimento
de Benjamini-Hochberg para obtencado do FDR (False Discovery Rate) (BENJAMINI;
HOCHBERG, 1995). Posteriomente a rede de interagédo foi exportada para o Cytoscape
3.8.2 (CYTOSCAPE, 2021).

3.3 Analise topoldgica

Uma andlise topoldgica da rede de interacéo de NS5A foi realizada através do plugin
Cytoscape Network Analyzer do programa Cytoscape 3.8.2. Esta andlise foi realizada sobre
arede de interacao de proteinas humanas com as intera¢des de NS5A. Foram coletados os
dados de grau de interacao (“Degree”) que refere-se a quantidade de conexdes de um n6
da rede, e Centralidade de intermediacédo (“Betweenness centrality”) que avalia o nimero
de caminhos minimos que passam por um n6, sendo caminhos minimos definidos como a
menor sequéncia de arestas que conectam dois vértices. Posteriomente foi feito uma tabela

ranqueando as proteinas analisadas segundo a medida de Centralidade de intermediacao.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Interacées fisicas da proteina NS5A do virus da Hepatite C com proteinas
humanas

Com o levantamento bibliografico das interacdes fisicas foram encontradas 221
proteinas humanas que interagem fisicamente com NS5A (Tabela 1). Recentemente,
foram descritas um total de 132 proteinas que interagem fisicamente com NS5A por
TRIPATHI et al., 2013, e 108 interagdes por HAN, et al., 2016. Nosso estudo descreve
outras 81 interacdes. Foi mostrado que proteinas com dominios desdobrados atuam como
centralizadores ’*hubs”, ao interagirem com varias outras proteinas (UVERSKY et al.,,
2008). Este grande numero de interagdes fisicas de NS5A com proteinas humanas pode
ser explicado por esta proteina viral possuir dois dominios desdobrados, que possuem uma
certa flexibilidade estrutural (BARTENSCHLAGER, 2013), o que permite a exposicao de
diferentes sitios de ligagdo que sédo reconhecidos por proteinas celulares distintas.
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GENE ID

5610
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7186
274
5291
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4938
3315
3055
3932
4067
2534
9217
5894
7046
6772
1452
128637
51495
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348
3303
10294
5007
1499
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5297
5300
91543
6927
47

PROTEINAS
PKR (EIF2AK2)
GRB2
hVAP-33 (VAP-A)
Cdk1
p53 (TP53)
ApoA1
TBP
TRAF2

Amphiphysin Il (BIN1)
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PTX1 (PRDX2)
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HSP27 (HSPB1)
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STATH
CKI (CSNK1A1)
TBC1D20
hB-ind1 (PTPLAD1)
Syk
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HSP70 (HSPA1A)
HSP40 (DNAJA2)
OSBP

B-catenina (CTNNB1)

CypA (PPIA)
Pl4Kllla (Pl4Ka)
PIN1
Viperin (RSAD2)
HNF1a
ACLY
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PLIN2
PCSK9
MxB (Mx2)
RAD51AP1
LRPPRC
MOB1B

Peroxiredoxin 1 (PRDX6)

Villin-1 (VIL1)
Drebin-1 (DBN1)
NAP1L4
OST48 (DDOST)

Ribophorin | (RPN1)

HSP90B1

FAM62A (ESYT1)
Squalene synthase (FDFT1)
Miosina - Ib (MYO1B)

GAPDH
Rack1
Baat
CTSB
ISOC2
UBE2S
IL28A (IFNL2)
PACSIN2
CTTN
LASP-1
AHCYL1

LUONG et al., 2017
VLAICU et al., 2017
VLAICU et al., 2017
VLAICU et al., 2017
VLAICU et al., 2017
VLAICU et al., 2017
LI, LIU et al., 2018
Yietal., 2018
NGUYEN et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
REFOLO et al., 2019
LEE et al., 2019

LEE et al., 2019

LEE et al., 2019

LEE et al., 2019
PHAM et al., 2019
MA et al., 2020
NGUYEN et al., 2020a
NGUYEN et al., 2020b
CHOl et al., 2020
LIN et al., 2021

Tabela 1- Interacoes da proteina NS5A do virus da hepatite C com proteinas do hospedeiro humano

descritas na literatura.
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4.2 Redes de interacdo e analise topoldgica

Foram recuperadas 229 interacdes fisicas de alta confianga entre as 220 proteinas
do hospedeiro (99,55% das proteinas da nossa lista) pela plataforma STRING. Com a
andlise da estatistica de rede gerada pela plataforma observamos que as proteinas que
interagem com NS5A formam uma rede de interacdes fisicas com 220 nos e 229 arestas
que possui uma quantidade significativa de interacdes (p<1.0 e-16). Este dado indica que as
proteinas estao conectadas, pelo menos parcialmente, como um grupo biolégico. Também
obtivemos outros dados da andlise de rede de interacdo das proteinas humanas feita pela
plataforma STRING que s&o mostrados na Tabela 2: a média de conexdes das proteinas e
a média do coeficiente de agrupamento local de cada proteina.

NOME VALOR

Numero de nos 220
Numero de arestas 229
Média de conexdes das proteinas 2,08
Média do coeficiente de agrupamento local de cada proteina 0,355
Numero esperado de arestas 101
p-valor do enriquecimento de PPI <1.0e-16

Tabela 2 — Dados da analise da rede de interagdo da plataforma STRING.

Apo6s recuperarmos as PPl das proteinas encontradas em nosso levantamento
bibliografico, construimos uma rede de PPI através do programa Cytoscape 3.8.2 com
interacoes entre NS5A e proteinas do hospedeiro mais as interagdes fisicas conhecidas
entre proteinas humanas obtidas da plataforma STRING, contendo 222 nés e 450 arestas.
Os 222 nés sao as 221 proteinas do hospedeiro mais a proteina viral NS5A. As 450 arestas
sdo as interagdes entre proteinas humanas mais as interacdes de NS5A com as proteinas
do hospedeiro humano (Figura 1). Redes de PPIs virus-hospedeiro construidas com PPls
humanas sdo representagdes graficas que nos auxiliam na compreensdo de mecanismos
moleculares pela qual um virus perturba as vias celulares do hospedeiro. Além disso,
auxiliam no entendimento do papel das proteinas humanas na patogénese viral, como foi
realizado por estudos de rede de interagdo da proteina NS5A (TRIPATHI et al., 2013) e
estudos que englobavam mais proteinas do HCV (CHASSEY et al., 2008; GERMAIN, et al.,
2014; HAN, et al., 2016).
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Nos (em verde): proteinas humanas que interagem com NS5A. N6s (em vermelho): proteina NS5A do
HCV. Arestas (em cinza): interagdes NS5A-hospedeiro. Arestas ( em vermelho): interagdes conhecidas
entre proteina humanas.

Figura 1 — Rede de interacdo da proteina NS5A do virus da hepatite C com proteinas humanas.

Fonte — O autor (2021).

Para identificar as principais proteinas na rede de interagdo de NS5A realizamos
uma andlise topoldgica que permitiu ranquear as proteinas segundo a sua medida de
betweenness, e assim, definir gargalos em nossa rede de interagdo (Tabela 3). Alguns
estudos demonstraram que o HCV interage preferencialmente com proteinas humanas
com alto valor de betweenness, e estas proteinas podem atuar conectando os médulos
celulares, sendo essenciais para a infeccdo (CHASSEY et al., 2008; GERMAIN, et al.,
2014). No estudo realizado por TRIPATHI et al. (2013), foi descrito que proteinas com alto
valor de betweenness possuem um papel crucial na infeccdo e patogénese do HCV, ja
que estas proteinas sdo centrais para uma rede de interagdo por possuirem uma grande
quantidade de caminhos minimos passando por elas. Assim, sdo mais proeminentes em
controlar o fluxo da informagcédo de uma rede. Neste mesmo estudo foram identificados
39 gargalos proteicos em uma rede de interacéo estendida que compreendia além de
interacdes entre proteinas virais e do hospedeiro e as suas interagbes, varias outras
proteinas do interatoma de proteinas humanas (HPI) que ndo interagem com NS5A. Varios
destes gargalos foram igualmente descritos em nosso estudo, dentre eles CTNNB1 e
PIK3R1, que sé@o importantes proteinas que contribuem para o desenvolvimento de CHC.
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Em nosso estudo foram encontrados 22 gargalos, 16 deles foram igualmente
encontrados por TRIPATHI et al. (2013), enquanto 6 deles s&o novos, as proteinas:
GNB2L1, CLU, PPP2R4, HSPA1A, APOB e HSPAS5. Assim, encontramos 22 importantes
proteinas proeminentes de serem centrais para a interacdo de NS5A com o hospedeiro

humano.
NOME DEGREE BETWEENNESS
HSP90AA1 31 7,0965 E-3
TP53 18 2,1842 E-3
AKTA 18 1,9275 E-3
SRC 20 1,7002 E-3
FYN 17 1,1922E-3
CTNNB1 13 9,7627E-4
PIK3R1 14 7,2203E-4
GRB2 14 5,2793E-4
GSK3B 12 4,9842E-4
LYN 13 4,7790E-4
GNB2L1 10 4,3192E-4
AXIN1 11 3,7981E-4
JAK1 10 2,7839E-4
CLU 7 2,3995E-4
PPP2R4 8 2,2761E-4
STATH 7 2,1024E-4
HSPA1A 8 1,7071E-4
LCK 12 1,6834E-4
APOB 6 1,3711E-4
HSPA5 7 1,3368E-4
PPP2CA 9 1,2477E-4
SYK 11 1,1859E-4

Tabela 3 — Proteinas da rede de interagé@o da proteina NS5A elencadas do maior para o
menor valor de betweenness.

4.3 Analise de enriquecimento funcional

Com a analise de enriquecimento funcional da rede de interacdo de NS5A realizada
na plataforma STRING, foi obtido um total de 104 vias do KEGG significamente enriquecidas
com FDR<0,01 (dados ndo mostrados). A analise de enriquecimento funcional de rede de
interacéo para vias do KEGG é uma anélise especifica de vias celulares que vem sendo
realizada por estudos de redes de interacdo para identificar como o HCV, através da
proteina NS5A ou de outras proteinas, consegue perturbar as vias celulares humanas.
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Em uma analise de rede de interagdo contendo todas as proteinas do HCV realizada
por HAN et al. (2016) foi descoberto que a proteina NS5A promove a proliferacdo e
metéstase de células de CHC por meio da ativacdo da via AKT/GSK3B/B-catenina. Esta
mesma via de sinalizac¢éo, descrita no KEGG como via de sinalizagao Wnt, esta enriquecida
em nosso estudo (FDR = 0,0096), assim como outras vias relacionadas com o céancer
como as vias de sinalizagao: JAK/STAT3, PI3K-AKT, MAPK, p53, Fc epsilon RI. No estudo
realizado por TRIPATHI et al. (2013) foram encontradas 79 vias enriquecidas (FDR <0,01) e
identificados gargalos nas proteinas observadas destas vias. Nosso estudo encontrou 104
vias enriquecidas distribuidas em 21 diferentes categorias do KEGG. Isso é consistente
com o grande numero de interacdes da proteina NS5A e demonstra a sua importéncia na
perturbacéo das vias celulares do hospedeiro, 0 que pode causar diversas comorbidades
associadas a hepatite C, como o CHC e distUrbios metabdlicos.

Para identificar as vias do KEGG enriquecidas que podem estar relacionadas
ao desenvolvimento de CHC, que é uma comorbidade associada a pacientes que
desenvolvem hepatite C cronica, foram selecionadas as categorias do KEGG: “Transdugéo
de sinal”, “Cancer: visdo geral”, e “Cancer: tipo especifico” que apresentaram varias vias
significamentivamente enriquecidas. ldentificamos os gargalos da rede de interagéo de
NS5A presentes em cada via e estas estédo mostradas em vermelho na coluna de proteinas
observadas da Tabela 4.

NUMERO DE

PROTEINAS OBSERVADAS GARGALOS

CATEGORIA VIAS DO KEGG
MAPK12, TRAF2, RAF1, TP53, PIK3CB, BAX,
PPP2R1A, TRADD, PDPK1, FYN, GNAI3, 5

PPP2CA, PIK3R1, AKT1

AXIN1, FBXW11, PPP2R1A, GSK3B, TP53,
CTNNB1, ACTB, TGFBR1, LATS2, MOB1A, 5
MOB1B, PPP2CA, LATS1

Via de sinalizacédo de
esfingolipideos

Via de sinalizagéo de
Hippo

Via de sinalizacdo

GABARAPL2, MAPK12, RAF1, CDK2, PIK3CB,

FoxO PLK1, PDPK1, TGFBR1, GRB2, PIK3R1, AKT1 3
RAF1, THBS1, CDK6, CDK2, TP53, PIK3CB,
Via de sinalizagéo HSP90B1, PPP2R1A, GSK3B, HSP90AA1, 9
3.2 PI3K-Akt JAK1, PDPK1, SYK, GRB2, PPP2CA, PIK3R1,
T AKT1
Transducao
de sinal Via de sinalizagcéo RAF1, GAB1, PIK3CB, GSK3B, SRC, GRB2, 5
ErbB PIK3R1, AKT1
Via de sinalizagéo MAPK12, RAF1, THBS1, PIK3CB, CTNNB1, 4
rapi ITGAL, ACTB, GNAI3, SRC, PIK3R1, AKT1
Via de sinalizagéo RAF1, PIK3CB, IFNL2, JAK1, STAT1, GRB2, 5
JAK-STAT PTPNG6, PIK3R1, AKT1
Via de sinalizacio MAPK12, TRAF2, HSPB1, RAF1, TP53,
MAPK ¢ MAP3K11, TRADD, FLNA, TGFBR1, GRB2, 3
MYD88, AKT1
Via de sinalizagéao CSNK2A1, TRAF2, LCK, TRADD, SYK, MYD88, 3
NF-kappa B LYN
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Via de sinalizacédo da

RAF1, GAB1, PIK3CB, FYN, SYK, GRB2,

Fosfolipase D PIK3R1, AKT1 5
Via de sinalizacao
de Hippo - varias LATS2, MOB1A, MOB1B, LATST 0
espécies
Viade sinalizacio  MAPK12, TRAF2, PIK3CB, TRADD, PIK3R1, )
TNF PGAMS5, AKT
xiﬁ‘:-df sinalizagd G AppH, PIK3CB, HK2, EGLN1, PIK3R1, AKT1 2
Via de sinalizagio  RAF1, PIK3CB, GSK3B, PDPK1, GRB2, .
mTOR PIK3R1, AKT1
Via de sinalizaggo ~ CSNK2A1, AXIN1, FBXW11, TP53, GSK3B, .
Wt CTNNB1, SFRP4
EIF2AK2, TRAF2, DNAJA3, CDK6, CDK2, TP53,
Carcinogénese viral PIK3CB, BAX, TRADD, JAK1, SRC, SYK, TBP, 7
GRB2, CDK1, DDX3X, PIK3R1, LYN
Egpgisiigcigé';;te MAPK12, CSNK2A1, RAF1, PIK3CB, LCK, 5
o hecwo JAKA1, STAT1, PTPNG, MYD88, PIK3R1, AKTA
. MAPK12, RAF1, THBS1, GAB1, TP53, PIK3CB,
Cpfﬁzeﬁg"cams N0 pppK1{, CTNNB1, ACTB, FLNA, SRC, GRB2, 6
ance PTPNS6, PIK3R1, AKT1
TRAF2, RAF1, AXIN1, CDK6, CDK2, TP53,
. ) PIK3CB, BAX, HSP90B1, GSK3B, HSP90AA1,
Vias do cancer JAK1, CTNNB1, STAT1, EGLN1, GNAI3, 10
TGFBR1, GRB2, PIK3R1, AKT1
Metabolismo de RAF1, CHKA, PIK3CB, PDPK1, GRB2, PIK3R1, .
colina no cancer AKT1
Metabolismo central
de carbono no RAF1, TP53, PIK3CB, HK2, PIK3R1, AKT1 3
cancer
R _ RAF1, AXIN1, TP53, PIK3CB, BAX, GSK3B,
Céncer endometrial  phpyy "CTNNB1, GRB2, PIK3R1, AKT 7
RAF1, CDK2, TP53, PIK3CB, HSP90B1,
Cancer de prostata GSK3B, HSP90AA1, PDPK1, CTNNB1, GRB2, 7
PIK3R1, AKT1
R RAF1, AXIN1, TP53, PIK3CB, BAX, GSK3B,
Céncer colorretal CTNNB1, TGFBR1, GRB2, PIK3R1, AKT1 7
Carcinoma RAF1, AXIN1, GAB1, CDK6, TP53, PIK3CB,
o ar BAX, GSK3B, CTNNB1, ACTB, TGFBR1, GRB2, 7
P PIK3R1, AKT1
RAF1, AXIN1, GAB1, CDK2, TP53, PIK3CB,
Cancer gastrico BAX, GSK3B, CTNNB1, TGFBR1, GRB2, 7
PIK3R1, AKT1
) ) RAF1, CDK6, TP53, PIK3CB, BAX, JAK1,
Céncer de pancreas  gratq TGFBR1, PIK3R1, AKT1 5
Cancer de pulmao
Gancer de Pl gglgz, ?:?Sﬁjpfﬁ% I:‘IKSCB, BAX, PDPK1, .
pequenas ' '
Leucemia mieldide ~ RAF1, CDK6, TP53, PIK3CB, BAX, TGFBR1, .

cronica

GRB2, PIK3R1, AKT1
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6.2 Cancer:
tipo

Cancer de mama

Glioma
Via de sinalizacdo
VEGF

Cancer de pulméao de
células pequenas

Carcinoma de células

RAF1, AXIN1, CDK6, TP53, PIK3CB, BAX,
GSK3B, CTNNB1, GRB2, PIK3R1, AKT1

RAF1, CDK®6, TP53, PIK3CB, BAX, GRB2,
PIK3R1, AKT1

MAPK12, HSPB1, RAF1, PIK3CB, SRC, PIK3R1,
AKT1

TRAF2, CDK6, CDK2, TP53, PIK3CB, BAX,
PIK3R1, AKT1

RAF1, GAB1, PIK3CB, EGLN1, GRB2, PIK3R1,
AKT1

especifico  renais
RAF1, CDK®6, TP53, PIK3CB, BAX, PIK3R1,

Melanoma AKT1 3
Carcinoma basal AXIN1, TP53, BAX, GSK3B, CTNNB1 4
celular
Leucemia mieldide ey piK3CcB GRB2, PIK3R1, AKT1 3
aguda
Cancer de bexiga RAF1, THBS1, TP53, SRC 2

Tabela 4 — Gargalos da rede de interacdo de NS5A presentes nas vias do KEGG.

Fonte — O autor (2021).

Através da interacdo com proteinas importantes para vias de transducédo de
sinal, incluindo os gargalos da rede de interacdo, que sédo proteinas centrais para o
HCV, a proteina NS5A pode interferir em variados processos celulares gerando uma
maior sobrevivéncia e proliferacdo celular, o que contribui para o desenvolvimento do
CHC. Estudos anteriores ja apontaram a influéncia da proteina NS5A em varias vias
de transducdo de sinal que medeiam fung¢des celulares importantes no processo de
carcinogénese que foram enriquecidas em suas analises, como as vias de sinalizacao
JAK/STAT3, MAPK e Wnt por HAN et al. (2016), e as vias de sinalizagdo MAPK e PI3K-
Akt por TRIPATHI et al. (2013), que foram igualmente enriquecidas em nosso estudo.

O enriquecimento funcional das vias celulares gerais e especificas para diferentes
tipos de cancer, bem como a presenca de gargalos da rede de interacdo de NS5A,
demonstram que a proteina NS5A interage e possui alvos proteicos presentes em
importantes vias celulares ja descritas por participarem do processo de carcinogénese
induzida por virus e outras vias gerais da carcinogénese, como a via do CHC. E isto esta
de acordo com o que foi citado por TRIPATHI et al. (2013) que alguns virus interagem
preferencialmente com fatores do hospedeiro relacionados ao cancer. Além disso,
quando analisamos as proteinas presentes nestas vias, observamos que varias delas
séo gargalos para a rede de interagdo de NS5A. Isto é condizente com o fato de que 50%
dos gargalos da rede de interacdo de NS5A (HSP90AA1, TP53, AKT1, SRC, CTNNBA1,
PIK3R1, LYN, AXIN1, JAK1, LCK e SYK) participam da lista de genes relacionados ao
cancer descritos na plataforma COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in Cancer).
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Ao analisarmos individualmente a via do CHC do KEGG observamos 14 proteinas
que interagem com NS5A, sendo Axin1, TP53, GSK3B, CTNNB1, GRB2, PIK3R1 e
AKT1, gargalos para a rede de interacdo de NS5A. As proteinas PI3K (PIK3R1 é uma
subunidade de PI3K) e AKT1 atuam na regulacéo da via de sinalizagdo PI3K-AKT, e as
proteinas Axin1, CTNNB1 (B-catenina) e GSK3B sao importantes para a via de sinalizacao
Wnt. Ja foi demostrado que a proteina NS5A pode interagir com estas vias gerando
proliferacao celular e inibicdo da apoptose, o que contribui para o CHC (IRSHAD, et al.
2017). Além disso, estas vias atuam na regulacédo do processo de fibrogénese hepatica,
que € um dos processos patolégicos gerados com a infeccéo pelo HCV associados com
o desenvolvimento de CHC (IRSHAD, et al. 2017).

A proteina p53 (TP53) é importante para a manutencéo da integridade gendmica,
por ser um indutor de apoptose mediante dano ao DNA. Foi descrito por LAN, et al. (2002)
que a proteina NS5A pode interagir com p53 inibindo a sua atividade de transativacéo
transcricional, o que pode contribuir para o desenvolvimento de CHC na infecgéo crénica
pelo HCV.

Um estudo recente demostrou que a regulacdo da proteina GRB2 pode aumentar o
crescimento e metastase do CHC (LV, et al. 2020), sendo ja descrito anteriormente que esta
€ uma importante proteina para a proliferagéo celular que contribui para a tumorigénese e
progressao do cancer (GIUBELLINO, et al 2008). Desta forma, a interacédo de NS5A com
GRB2 pode ser uma importante via pela qual o HCV contribui para o desenvolvimento do
CHC que ainda ndo é compreendida.

Sendo assim, estudar esta rede de interagdo pode fornecer informagdes importantes
da historia natural da infecgéo pelo HCV e sua evolugéo para complicagdes que aumentam
sua morbidade/mortalidade.

51 CONCLUSAO

A proteina NS5A do HCV possui uma grande quantidade de interacbes com
proteinas humanas, e isto pode ser explicado por esta proteina viral possuir dois
dominios desdobrados, que possuem uma certa flexibilidade estrutural, o que permite o
reconhecimento por diferentes proteinas celulares. Foram encontrados 22 gargalos para
rede de interacdo de NS5A. Destes, as proteinas: GNB2L1, CLU, PPP2R4, HSPA1A, APOB
e HSPA5 ainda nao foram descritas na literatura como gargalos. Através da interagdo com
estas proteinas centrais para a infec¢éo viral, o HCV perturba vérias vias celulares, incluindo
vias relacionadas ao CHC. Ao analisar os 7 gargalos presentes na via do CHC observamos
importantes proteinas ja descritas por estarem associadas a hepatocarcinogénese induzida
pelo HCV, as proteinas: AXIN1, TP53, GSK3B, CTNNB1, PIK3R1 e AKT1. Embora também
contribua para a hepatocarcinogénese, ainda néo foi descrito algum mecanismo pela qual
a proteina NS5A possa induzir o CHC através da sua interacdo com a proteina GRB2.
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Desta forma, a interagdo de NS5A com GRB2 pode ser um importante via pela qual o HCV

contribui para o desenvolvimento do CHC que ainda ndo é compreendida.
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RESUMO: A encapsulagédo é uma tecnologia utilizada para a protecéo e estabilidade dos
componentes alimenticios funcionais. Dessa forma, o objetivo do estudo foi identificar
evidéncias disponiveis na literatura sobre as principais técnicas de encapsulamento de
ingredientes alimenticios utilizadas naindustria de alimentos. Para a pesquisa, realizou-se uma
revisdo integrativa de literatura e foram definidos os descritores (técnicas, encapsulamento,
alimentos, compostos bioativos e indistria) para a localizagdo dos estudos. Os critérios de
inclusdo foram: artigos cientificos completos em portugués, publicados entre os anos de 2016
e 2020. Foram avaliados 4 artigos na integra e nenhum versou sobre a questao do estudo, o
que evidencia a necessidade de serem desenvolvidas mais pesquisas sobre as técnicas de
encapsulamento de ingredientes alimenticios utilizadas na indUstria alimenticia.
PALAVRAS-CHAVE: Compostos bioativos. Encapsulamento. Industria alimenticia. Revisao
integrativa. Tecnologia.

ABSTRACT: Encapsulation is a technology used for the protection and stability of functional
food components. Thus, the objective of the study was to identify evidence available in
the literature on the main encapsulation techniques for food ingredients used in the food
industry. For the research, an integrative literature review was carried out and the descriptors
(techniques, encapsulation, food, bioactive compounds and industry) were defined for the
location of the studies. Inclusion criteria were: complete scientific articles in portuguese,
published between 2016 and 2020. Four articles were evaluated in full and none dealt with
the study question, which highlights the need to develop more research on the encapsulation
techniques of food ingredients used in the food industry.

KEYWORDS: Bioactive compounds. Encapsulation. Food industry. Integrative review.
Technology.

INTRODUCAO

Na industria de alimentos a encapsulagdo é uma técnica amplamente utilizada
para proteger ingredientes alimenticios funcionais, uma vez que, esta técnica permite
melhorar as propriedades do material encapsulado, reduz a volatilidade dos compostos,
aumenta a estabilidade, protege as substancias dos agentes atmosféricos e melhora a
biodisponibilidade (NEDOVIC et al., 2011; SARABANDI; GHAREHBEGLOU; JAFARI,
2020; TIMILSENA et al., 2020; ZHENG; MCCLEMENTS, 2020; MALEKI; WOLTERING;
MOZAFARI, 2022).
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A encapsulagédo é um tecnologia pela qual um material bioativo ou mistura de
materiais é revestido por outro material. E uma técnica que permite o revestimento
de materiais solidos, liquidos ou gasosos, formando capsulas que podem liberar seus
contetdos a taxas controladas e em condi¢des especificas (CHARVE; REINECCIUS,
2009). Rebello (2009) afirma que as capsulas podem ser classificadas conforme o
didmetro como: macrocapsulas (>5000um), microcapsulas (0,2-5000um) e nanocapsulas
(<0,2um).

Quanto aos materiais que podem ser encapsulados para aplicagédo na industria de
alimentos, incluem-se, 6leos, vitaminas, bases, acidos, aminoacidos, minerais, corantes,
enzimas e microrganismos (DESAI; JIN PARK, 2005). De acordo com Anson (2005) vérios
materiais podem ser utilizados como agentes encapsulantes para a obtencé&o de uma boa
cobertura, estes agentes podem ser de origem natural (quitosana, goma arabia, &gar,
alginato de sodio, etc.), semissintética (carboximetilcelulose de sodio, hidroxipropilcelulose,
monoglicerol, diacilglicerol, etc.) e sintética (polimeros do acido acrilico e copolimeros).

Os métodos de encapsulag@o sado classificados em: fisicos (gelificacdo ibnica
externa, extrusdo, spray drying, liofilizagcao, fluidos supercriticos, etc.), quimicos (incluséo
molecular, polimerizacédo, etc.) e fisico-quimicos (coacervagdo simples ou complexa,
gelificacdo idnica interna, lipossomas, emulsificacéo, etc.). No segmento de alimentos, um
dos grandes desafios é escolher o método mais eficiente e adequado para a encapsulagéo
dos compostos ativos (AZEREDO 2005). Com base nisso, o objetivo do estudo foi realizar
uma revisao de literatura sobre as principais técnicas de encapsulamento de ingredientes
alimenticios utilizadas na industria de alimentos.

METODOLOGIA

A revisé@o integrativa € um método de revisdo mais abrangente que permite reunir,
avaliar e sintetizar o conhecimento produzido, resultante de diferentes abordagens
metodoldgicas. As etapas para a elaboragéo da revisao integrativa estéo descritas a seguir:

1.1 Identificacdo do tema e elaboracéo da pergunta de pesquisa

Para a elaboracdo da pergunta de pesquisa e definicdo dos descritores aplicados
na busca dos artigos cientificos foi utilizada a estratégia de PICO. A utilizagdo dessa
estratégia para definir a questdo de pesquisa na conducdo de métodos de revisdo
possibilita a identificacdo de palavras-chave, que favorecem a localizacdo de estudos
primarios relevantes na base de dados. Dessa forma, a questao de pesquisa delimitada foi:
“Quais as principais técnicas de encapsulamento de ingredientes alimenticios utilizadas na
industria?”.
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1.2 Estratégia de busca na literatura e amostragem

Foram estabelecidas estratégias de busca na literatura e selecionadas na base de
dados Periddicos CAPES. Utilizaram-se os seguintes descritores: técnicas, encapsulamento,
alimentos, compostos bioativos e industria (Tabela 1) e o operador booleano (operador
l6gico) “AND”. Os critérios de inclusdo dos estudos primarios delimitados para a presente
revisdo foram: artigos cientificos completos em portugués, publicados entre os periodos
de 2016 e 2020. Foram excluidas as publicacbes que ndo se enquadravam no nivel de
critérios definidos e que nédo atendessem ao objetivo do estudo.

Base de dados Descritores em portugués

Técnicas
Encapsulamento
Periodicos CAPES Alimentos
Compostos bioativos

IndUstria

Tabela 1. Base de dados e descritores utilizados para a pesquisa.

1.3 Definicao das informacoes que foram extraidas dos estudos selecionados

Foram utilizados instrumentos consolidados com o objetivo de reunir, organizar e

sumarizar as informagdes de modo conciso, construindo bancos de dados de facil acesso.

1.4 Avaliacao dos estudos primarios incluidos na revisao

Os dados obtidos em cada publicagdo foram analisados conforme o objetivo do
estudo.

1.5 Analise e sintese dos resultados da revisao integrativa

Os resultados das publicagdes selecionadas nas bases de dados foram confrontados

de forma imparcial.

1.6 Apresentacao da revisdo integrativa

Os principais resultados evidenciados da analise das publicacbes selecionadas sdo
apresentados adiante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apo6s a identificagcdo dos artigos no portal Periédicos CAPES, obteve-se um total
de 67 artigos na referida base de dados, entre os quais foram selecionados 4 conforme os
critérios de incluséo (Tabela 2).
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. Estudos Estudos
Descritores por cruzamento identificados Selecionados
Técnicas AND encapsulamento 53 4
Técnicas AND encapsulamento AND alimentos 8 0
Técnicas AND encapsulamento AND alimentos AND 3 0
compostos bioativos
Técnicas AND encapsulamento AND alimentos AND 3 0
compostos bioativos AND industria
Total 67 4

Tabela 2. Cruzamento dos descritores no portal Periédicos CAPES.

Concluida a fase de identificagdo dos artigos, realizou-se a selegédo entre os 4

artigos, por meio da leitura do titulo e resumo. Foram excluidos os artigos com duplicidade

e 0S que nao eram condizentes com o objetivo do estudo,

artigos para leitura na integra (Figura 1).

resultando na selegcédo de 4

Identificacio
Total de artigos identificados na base de dados

(n=4)

Aplicacio dos critérios de inclusao
Artigos ndo incluidos apés utilizacdo dos
critérios delimitados

(n=0)

Selecao na base de dados
Artigos selecionados para avaliagiio do titulo e
resumo

@=4)

Artigos excluidos
Artigos excluidos por duplicidade e por andlise
dos descritores

(n=0)

Elegibilidade

Artigos selecionados para leitura na integra

(n=4)

Figura 1. Fluxograma das etapas metodologicas utilizadas na revis&o integrativa.
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Com bases nos resultados obtidos, o estudo de revisao evidenciou que dos 4 artigos
lidos na integra nenhum respondeu ao objetivo da pesquisa que foi realizar a identificagao
das principais técnicas de encapsulagcdo de ingredientes alimenticios utilizadas na
industria, o que demonstra a necessidade do desenvolvimento de estudos atualizados a

nivel nacional sobre esta tematica.

CONSIDERACOES FINAIS

Na industria de alimentos a encapsulagédo € uma técnica vastamente utilizada para
melhorar a qualidade dos ingredientes alimenticios. O estudo de reviséo nao evidenciou
achados cientificos nacionais que abrangessem sobre a questdo do estudo, o que
demonstra a necessidade de serem desenvolvidas mais pesquisas cientificas brasileiras
acerca das principais técnicas de encapsulamento de ingredientes alimenticios utilizadas

no setor industrial.
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RESUMO: A utilizacdo de biomateriais
na medicina vem se tornando cada vez
mais comum, dentre eles, os polimeros
naturais quitosana e celulose bacteriana
se destacam devido suas propriedades de
biodegradacdo e biocompatibilidade em

Data de aceite: 03/07/2023

relacdo ao organismo. O principal objetivo
deste artigo é apresentar uma revisao
bibliografica das principais aplicacbes
de compositos de quitosana e celulose
bacteriana, na area da saude, a partir de
uma coletanea de dados pesquisados em
artigos publicados nos peridédicos Scopus,
Scielo e mecanismo de pesquisa Google
Académico durante os anos de 2012 a
2022. As principais aplicagbes desses
biomateriais na area da salde sdo na
medicina regenerativa, fabricacdo de
curativos para feridas cronicas, tratamento
de infeccbes bacterianas, feridas em
geral e queimaduras, desenvolvimento
de scaffolds para reparo de tecidos,
biomateriais para diagnoéstico de doencas
e como carreadores de farmacos para
sistemas de liberacdo controlada. O nUmero
de experimentos publicados nos ultimos
dez anos cresceu substancialmente,
entretanto, é uma quantidade relativamente
baixa, quando comparada com o cenario
de possiveis aplicagbes e propriedades
do composito de celulose bacteriana e
quitosana.

PALAVRAS-CHAVE: Biomedicina.
Regeneracao Tecidual. Polissacarideos
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BIOMEDICAL APPLICATIONS OF BACTERIAL AND CHITOSAN CELLULOSE: A
10-YEAR REVIEW

ABSTRACT: The use of biomaterials in medicine is becoming more common, among them,
the natural polymers chitosan and bacterial cellulose stand out due to their biodegradation
properties and biocompatibility with the organism. The main objective of this article is
to present a bibliographic review of the main applications of composites of chitosan and
bacterial cellulose, in the health area, from a collection of data researched in articles
published in Scopus, Scielo and Google Scholar search engine during the years from 2012
to 2022. The main applications of these biomaterials in the health area are in regenerative
medicine, manufacture of dressings for chronic wounds, treatment of bacterial infections,
wounds in general and burns, development of scaffolds for tissue repair, biomaterials for
diagnosing diseases and as drug carriers for controlled release systems. The number of
experiments published in the last ten years has grown substantially, however, it is a relatively
low amount, when compared with the scenario of possible applications and properties of the
composite of bacterial cellulose and chitosan.

KEYWORDS: Biomedicine. Tissue Regeneration. Polysaccharides.

11 INTRODUGAO

De acordo com Soares (2005), a utilizacao de biomateriais na medicina vem se
tornando cada vez mais comum. Na literatura, o uso de biomateriais esta em crescimento,
sendo uma importante parte dos cerca de 300 mil produtos desenvolvidos para uso
na area da saude nos Ultimos 17 anos. Esses materiais destacam-se principalmente na
producéo de prbteses e dispositivos médicos para diversas finalidades, sobressaindo-se
por oferecerem a vantagem significativa de poderem ser decompostos e removidos apés
cumprirem sua fun¢ao no organismo (ULERY; NAIR; LAURENCIN, 2011). Ulery (2011) e
Piskin (2012) relatam que esses compostos vém sendo usados clinicamente como suturas
cirargicas e implantes, fator este que vém impulsionando o interesse de pesquisa por
diferentes solugOes na area da saude, como controle de infecgdes, curativos, fabricagédo
de produtos para tratamento de feridas e de dispositivos médicos.

Dentre os materiais utilizados para aplicacdes biomédicas, os polimeros sédo a
classe mais versatil (PISKIN, 2012). Dentre eles, destaca-se a celulose bacteriana (CB), um
biopolimero de origem microbiana, produzido extracelularmente por culturas bacterianas
gram-negativas de diversos géneros, dentre estes, o mais eficiente e estudado na sintese
de CB é o Komagataeibacter, sobretudo a espécie Komagataeibacter xylinus, salienta
Picheth et al. (2017). Ademais, a CB possui propriedades especificas, tais com a elevada
capacidade de retencédo e absorcdo de agua, alta resisténcia mecéanica, durabilidade,
elasticidade e biocompatibilidade (AMORIM, 2020). Essas caracteristicas tém gerado
relevancia na engenharia celular e tecidual como material para construgdo de scaffolds
e para cirurgia reconstrutiva na condicdo de constituinte para reconstrucdo de defeitos
cutaneos e como matriz para liberagdo de farmacos (KLEMM, et al., 2001; KHAN, et al.,

Principais temas da pesquisa em Ciéncias Biolégicas 3 Capitulo 7

87



2022; PINHO et al., 2020; PARK et al, 2021).

Além disso, a celulose bacteriana € um material sustentavel que, quando
implantado, ndo causa reag¢des no organismo devido sua biocompatibilidade, logo, em
algumas aplicagbes, como na biomedicina, que requerem que o material seja bioativo,
a CB pode ser difundida com outros materiais para fabricagdo de compésitos nos quais
0 outro componente tenha propriedades convenientes, conforme Fischer et. al (2017) e
Ribeiro et al. (2022). Complementarmente a isto, inUmeras pesquisas surgem utilizando
diferentes biopolimeros que atendam essa demanda, assim desfrutando de caracteristicas
especificas de outros compoésitos que podem ser aplicadas em multiplos campos da
medicina, sobretudo na melhoria das propriedades antibacterianas da celulose bacteriana
para a prevencgao de infeccoes de feridas (MANEERUNG; TOKURA; RUJIRAVANIT, 2008).

Dentre os polimeros que podem melhorar os aspectos falhos da CB, tém se dado
atencado a polimeros naturais, tais como a quitosana (CH), um polissacarideo catiénico
obtido pela desacetilagdo de unidades monoméricas da quitina, encontrada em animais
invertebrados marinhos, insetos, fungos e leveduras, se destacando por ser um dos
biopolimeros mais abundantes encontrados na natureza, perdendo apenas para a celulose
(AZEVEDO et al., 2007). Nos ultimos anos, biomateriais originados da quitosana, sdo
empregados em diversos mecanismos, tais como regeneracéo tecidual,, dispositivos de
liberagdo controlada de farmacos e imobilizagdo de células em gel, além da veiculacdo
de medicamentos, bem como na engenharia de tecidos aplicada a odontologia e diversas
areas médicas, sejam estes agregados ou separados da celulose bacteriana (D’AYALA;
et al., 2008).

O objetivo do presente trabalho constitui apresentar uma coletanea de dados
sobre as aplicagdes da celulose bacteriana e quitosana na area da saude, sejam estas
agregadas, modificadas ou associadas na forma de biomateriais, por meio de buscas em
diferentes bases de periédicos cientificos, nos Ultimos dez anos (2012-2022).

21 METODOLOGIA

Os mecanismos de pesquisa para coleta de dados foram realizados com base em
artigos cientificos durante os anos de 2012 até meados de 2022. As fontes utilizadas para
0 embasamento tebrico foram pesquisadas nos peridédicos das bases Scopus, Scielo e
0 mecanismo de pesquisa Google Académico. Dentre os biopolimeros e nanoparticulas
escolhidos, foram selecionados o0s principais materiais aplicados na biomedicina e
medicina, utilizando as seguintes palavras-chave sobretudo na lingua inglesa: “chitosan’;
“bacterial cellulose™; “biomedicine”; “chitosan” AND “bacterial cellulose”. Posteriormente,
foram escolhidas as principais aplicacdes com maior niUmero de artigos cientificos dentre
as publicac¢des nos periddicos, em todos os idiomas encontrados. Artigos sobre aplicagcdes
biomédicas de compositos de celulose bacteriana e quitosana fora do prazo de 2012-2022,
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que nao pertencem aos periédicos citados e nao atenderam ao seu objetivo proposto foram

descartados. As buscas dos artigos cientificos foram realizadas em setembro de 2022.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na dltima década, a celulose bacteriana, juntamente com os biomateriais originados

da quitosana tem recebido consideravel atencdo em todo o mundo, por serem empregados

em diversos campos da biomedicina. Partindo de uma pesquisa nas bases de periodicos

Scopus, Scielo, e o mecanismo de pesquisa Google Académico, o fato citado acima

pode ser observado. A partir da busca, foram selecionadas as aplicagdes biomédicas de

compoésitos de CB-CH com maior nimero de publicagbes, a quais resultaram-se de uma

busca a partir das palavras-chave “chitosan” AND “bacterial cellulose” AND “biomedicine”

OR “medicine”. Ao final da selecéo, seus métodos de sintese e resultados foram analisados,

como mostrado na Tabela 1.

Aplicacbes Método de
bigmégicas sintese Resuiltados Autores
Curativo para feridas Hidrogéis O composito de celulose bacteriana (CB) e (ZMEJKOSKI
cronicas quitosana (CH) apresentou melhores caracteristicas etal., 2021).
de curativo: maior porosidade, maior absorgao
de fluido da ferida e migragdo mais rapida das
células (cicatrizagao in vitro). Todos os resultados
obtidos confirmaram que os hidrogéis compostos se
mostraram promissores agentes de cicatrizagdo de
feridas cronicas.
Desenvolvimento Scaffolds A analise do experimento revelou uma forte (UL-ISLAM,
de scaffolds para interacao célula-scaffold. A biocompatibilidade 2019).
diagnéstico de melhorada, a néo toxicidade e a estrutura 3D
doencas do scaffold fabricado de CB-CH justificam suas
potenciais aplicagdes no diagnostico de cancer de
ovario in vivo.
Medicina Membranas Os exames histologicos revelaram que as feridas (LIN et al,
regenerativa de tratadas com CB-CH epitelizam e se regeneram 2013)
tecidos e tratamento mais rapidamente do que aquelas tratadas apenas
de feridas e com CB.
queimaduras
Carreadores de Filmes O composito de CB-CH foi preparado para (PAVALOUI et
farmacos alcancar a liberagéo controlada de sal de sodio de al ., 2014)
ibuprofeno (IbuNa) como farmaco modelo. Obteve-
se como resultado a decrescente taxa de liberagédo
de IbuNa para todos os filmes a medida que a
concentragdo de CB foi aumentada na composigao
dos filmes, sendo a diminui¢ado maior para os filmes
multicamadas.
Tratamento de Hidrogéis e Os hidrogéis compostos de CB-CH séo (ZMEJKOSKI
infeccoes membranas  biocompativeis com excelente potencial antibiofilme etal., 2021)

com até 90% de reducéo do biofilme viavel e até
65% de reducao da altura do biofiime.

Tabela 1 - Aplicacdes biomédicas na area da salde de compositos de celulose bacteriana e quitosana.

Fonte: Autoria prépria (2022).
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Em analise, Frykberg e Banks (2015) relatam que as feridas crénicas sdo um desafio
para os profissionais de saude, por isso acabam por consumir uma grande quantidade de
recursos de saude em todo o mundo, se fazendo necessario o0 uso de novas tecnologias
que supram essa necessidade. Dentre estas doencas, as mais comuns sdo a Ulcera por
pressao, a ulcera do pé diabético e a Ulcera arteriovenosa, por isso surge a urgéncia de
trata-las com melhor eficiéncia.

No estudo de Zmejkoski et al. (2021), centrado no desenvolvimento de curativo para
feridas cronicas na forma de hidrogéis e membranas, obtiveram-se resultados promissores
do experimento, os quais indicaram que as membranas mantiveram teores de umidade
adequados por um longo periodo sem desidratagdo, onde a resisténcia a tracdo e o
alongamento na ruptura para compoésito de celulose bacteriana e quitosana (CB-CH) se
mostraram ligeiramente menores, e ndo apresentaram citotoxicidade onde o compdsito de
CB-CH apresentou melhores caracteristicas de curativo: maior porosidade, maior absorgcéo
de fluido da ferida e migragéo mais rapida das células.

Ainda no tratamento de ferimentos, por meio de imerséo de celulose bacteriana em
quitosana seguida de liofilizagdo, Zmejkoski et al. (2021) também produziram compdsitos
de CB-CH contra bactérias que prejudicam a cicatrizagéao de feridas.

De acordo com o National Institute of Health (EUA), entre todas as infec¢des
microbianas e cronicas, 65% e 80%, respectivamente, estdo associadas a formacéo de
biofilme de bactérias (JAMAL et al., 2017).

No estudo de Zmejkoski et al. (2021), aplicado na area de curativos para feridas
cronicas, foi analisado o potencial de hidrogéis compostos de celulose bacteriana e
quitosana de baixo peso molecular obtidas por irradiacdo gama. Por apresentarem maior
rugosidade média da superficie, os hidrogéis mostraram-se biocompativeis com excelente
potencial anti-biofilme de bactérias com até 90% de redugdo do biofilme viavel, onde os
efeitos de BC e BC-CH na cicatrizagdo de feridas cutaneas foram avaliados por modelos de
ratos, em que exames histolégicos revelaram que as feridas tratadas com CB-CH epitelizam
e se regeneram mais rapidamente do que aquelas tratadas com CB.

A celulose bacteriana surge como um material versatil para a area biomédica devido
as suas multiplas caracteristicas, dentre elas estruturais, fisico-quimicas, mecéanicas e
biolégicas (UL-ISLAM, 2019). Nas aplicagcbes voltadas ao cultivo de células, o experimento
de Ul-Islam (2019) teve como objetivo fabricar scaffolds 3D de celulose bacteriana e
quitosana através de uma impregnacao de solugdo ex situ e a partir da analise a interagéo
do scaffold com as linhas celulares de céncer de ovario, resultados que alcangaram
sua proposta de pesquisa, 0s quais apresentaram biocompatibilidade melhorada, a ndo
toxicidade e a estrutura 3D do scaffold fabricado de CB-CH, o que justifica suas potenciais
aplicagcdes no diagnostico de cancer de ovario in vivo.

Os sistemas de liberagdo controlada de medicamentos tem como objetivo

manter a reducdo de efeitos colaterais e concentracdo dos farmacos dentro dos niveis
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terapéuticos adequados, além da liberacao mais seletiva da droga para um sitio especifico
(THACHARODI; RAO, 1996).

Na pesquisa de Pavaloiu (2014), filmes compositos de mono e multicamadas de
poli(alcool vinilico)—quitosana—celulose bacteriana (PVA/quitosana/BC) foram preparados
para alcancar a liberagdo controlada de sal de sbédio de ibuprofeno (IbuNa) como
medicamento modelo. Obteve-se como resultado a decrescente taxa de liberagédo de IbuNa
para todos os filmes a medida que a concentragdo de CB foi aumentada na composigcéo
dos filmes, sendo a diminuicdo maior para os filmes multicamadas.

Assim, com base nos achados dos artigos apresentados na Tabela 1, torna-se
inteligivel a importancia da utilizagdo de compdsitos de celulose bacteriana e quitosana na
veiculagéo de farmacos, bem como na engenharia de tecidos e em outras areas médicas,
além de que novos artigos surjam focados no desenvolvimento de pesquisas para que
futuramente sejam iniciado testes em humanos, o qual ndo ocorreu em nenhum dos
experimentos citados.

35
30
25

20

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
Year

Figura 1 - Numero de pesquisas envolvendo compésitos de celulose bacteriana e quitosana nos dltimos
dez anos.

Fonte: Autoria prépria (2022).

A Figura 1 mostra a aplicagdo da CB-CH como comp@ésitos nos ultimos 10 anos
(2012-2022), o qual foi derivado de uma pesquisa na base de peridédicos Scopus utilizando
as palavras-chave “chitosan” AND “bacterial cellulose’. A partir dele nota-se uma crescente
producdo de artigos no decorrer dos anos, com destaqgue em 2021, com possiveis
crescentes no ano de 2022, entretanto, 0 niumero de pesquisas durante a Ultima década sao
relativamentes baixos, considerando as propriedades da celulose bacteriana e quitosana
tem a oferecer, como nas sua varias aplicagdes na biomedicina, tanto quanto nas areas da

saude apresentados na Tabela 1.
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41 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste artigo de reviséo, foram apresentadas as principais aplica¢cdes biomédicas dos
biopolimeros de quitosana e celulose bacteriana agregados como biomaterial, explorando o
indice de pesquisas desenvolvidas desse compoésito durante 2012 e 2022 através da base
de periédicos Scopus, Scielo e Google Académico. Com base nos indices de pesquisa,
pode-se observar a crescente produgéo de materiais a base de CB-CH nos ultimos anos.
Ademais, as aplicacdes dos biomateriais se mostraram abrangentes na biomedicina tanto
quanto na area da saude, devido as propriedades benéficas que a celulose bacteriana e
quitosana podem oferecer para o organismo. Entretanto & necessario que mais pesquisas
sejam feitas, pois apesar de ser uma area prospera, 0s nUmeros sao relativamente baixos
comparados a quantidade de tipos de materiais existentes na area da salde e sobretudo
devido as vantagens desses materiais nesse ambito da ciéncia, assim para que testes
em humanos sejam iniciados, beneficiando feridos e doentes que necessitam desses

biomateriais para melhor execucao de seus tratamentos.
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RESUMO: No presente trabalho é
apresentado a lista de espécies de
Odonata parasitadas por Forcipomyia

(Pterobosca) incubans Macfie (1937)
(Diptera: Ceratopogonidae), com registros
para o Brasil. Forcipomyia em asas de
libélulas ja foram registrados em cinco
estados brasileiros no Amapa e Para
localizados na regido norte, Rio Grande
do Sul e Santa Catarina regido sul e no
estado de Minas Gerais regido central do
pais. No Brasil, tem-se até o momento o
registro de 13 espécies parasitadas por
Fémeas de F.(P) incubans, na familia
Coenagrionidae as espécies Homeoura
chelifera  Selys, 1876 e Telebasis
willinki Fraser, 1948, em Aeshnidae

Data de aceite: 03/07/2023

Remartinia luteipennis (Burmeister, 1839)
e Libelludae Erythrodiplax anomala
Brauer (1865), Erythemis credula Hagen
(1861),Erythrodiplax juliana Ris (1911),
Erythemis peruviana (Rambur, 1842),
Erythemis vesiculosa (Fabricius, 1775),
Erythrodiplax fusca (Rambur,1842),
Erythrodiplax umbrata (Linnaeus, 1758),
Miathyria marcella (Selys in Sagra,1857),
Orthemis concolor Ris, 1919 e Orthemis
nodiplaga Karsch, 1891. O numero de
espécies de Odonata parasitadas por F.
(P.) incubans no Brasil provavelmente é
muito mais elevado, e a realizacdo de
novos estudos devem indicar como a
odonatofauna é afetada pelo grupo.
PALAVRAS-CHAVE: América

Diversidade, Parasitismo, Libélulas.

Latina,

Forcipomyia (Pterobosca)
incubans MACFIE (1937)
(DIPTERA: CERATOPOGONIDAE)
PARASITIZING WINGS OF ODONATA
IN BRAZIL

ABSTRACT: The present work presents
the list of Odonata species parasitized by
Forcipomyia (Pterobosca) incubans Macfie
(1937) (Diptera: Ceratopogonidae), with
records for Brazil. Forcipomyia on wings
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of dragonflies have already been recorded in five Brazilian states: in Amapa and Para,
located in the northern region, Rio Grande do Sul and Santa Catarina, in the southern
region, and in the state of Minas Gerais, in the central region of the country. In Brazil, 13
species parasitized by females of F.(P.)incubans in the Coenagrionidae family have been
registered so far, the species Homeoura chelifera Selys, 1876 and Telebasis willinki Fraser,
1948, in Aeshnidae Remartinia luteipennis (Burmeister, 1839) and Libelludae Erythrodiplax
anomala Brauer (1865), Erythemis credula Hagen (1861), Erythrodiplax juliana Ris (1911),
Erythemis peruviana (Rambur, 1842), Erythemis vesiculosa (Fabricius, 1775), Erythrodiplax
fusca (Rambur, 1842) Erythrodiplax umbrata (Linnaeus, 1758), Miathyria marcella (Selys
in Sagra, 1857), Orthemis concolor Ris, 1919 and Orthemis nodiplaga Karsch, 1891. The
number of Odonata species parasitized by F. (P.) incubans in Brazil is probably much higher,
and further studies should indicate how the Odonata fauna is affected by the group.
KEYWORDS: Latin America, Diversity, Parasitism, Dragonflies.

INTRODUCAO

A familia Ceratopogonidae pertence a ordem Diptera que possui aproximadamente
160 mil espécies descritas (Augusto, 2019). Ceratopogonidae sé@o dipteros Nematocera
de tamanho reduzido, que de acordo com o estagio de desenvolvimento apresentam
diferentes modos de vida, em seu estagio larval, as espécies podem ser carnivoras,
detritivoras, onivoras ou ainda se alimentar do fitoplancton (McCafferty, 1981). Ja as fémeas
adultas do grupo alimentam-se por hematofagia de vertebrados ou sugando a hemolinfa
dos invertebrados, essa pratica proporciona a obtencédo de proteina para a producgéo e
maturagdo de seus ovos (Borkent & Dominiak, 2020). Entre os Ceratopogonidae o género
Forcipomyia Meigen (1818) garante destaque como um dos grupos mais diversos da
familia, compreendendo mais de 1.142 espécies descritas em 36 subgéneros atuais e
extintos (Borkent & Dominiak, 2020).

Nas regides tropicais e subtropicais espécies do género exercem relevante papel
na polinizagdo de plantas com importancia comercial, entre elas o cacau (Chapman &
Soria, 1983). Dentro de Forcipomyia o subgénero Pterobosca Macfie (1932) apresenta
para Brasil o registro de duas espécies Forcipomyia (Pterobosca) fusicornis (Coquillett,
1905) e Forcipomyia (Pterobosca) incubans Macfie (1937), mundialmente séo registradas
23 espécies para o subgénero (Borkent, 2012).

Representantes da familia Ceratopogonidae foram registrados parasitando
diversos artrépodes como miriapodes, aracnideos e insetos (Borkent & Dominiak 2020).
Entre os insetos parasitados podemos citar algumas ordens como a Lepidoptera onde ao
menos duas espécies do género sado indicadas como parasitas, Forcipomyia (Trichohelea)
aeronautica foi associada a familia Nymphalidae Santana et al. (2011), Forcipomyia
(Trichohelea) pectinunguis coletada em Geometridae Kawahara et al. (2006).
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Segundo Wildermuth & Martens (2007) diferentes espécies de Forcipomyia
desenvolveram a habilidade de aderir as asas de Odonata para se alimentar da hemolinfa
das veias. Forcipomyia (Pterobosca) paludis (Macfie, 1936) com ocorréncia na Europa ja
foi registrada parasitando mais de 80 espécies de Odonata (Wildermuth, 2021). Fémeas F.
paludis podem infestar as libélulas logo ap6s a emergéncia, quando a cuticula do individuo
ainda esta mole (Cordero-Rivera et al., 2019; Wildermuth & Martens 2019), ainda logo
apds a emergéncia do adulto podem se fixar em outras partes do corpo como os olhos ou
abddémen. Em Odonata adulta F. paludis mantem-se quase que exclusivamente na regiao
das asas (Martens et al., 2008). Sendo que outras espécies Forcipomyia podem infestar
partes do térax ou da cabega de odonatas (Quintana et al., 2019).

Em alguns casos a carga parasitaria pode ser altissima, Clastrier et al. (1994)
apontou a ocorréncia de cerca de 170 fémeas de Forcipomyia presas a asas de uma

Libellula quadrimaculata Linnaeus, 1758.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Américas, a espécie de Forcipomyia associada as libélulas é F. (P.) incubans,
de acordo com Guillermo-Ferreira & Vilela (2013) a espécie possui potencial distribuicéo,
pode variar do sul da América do Sul ao México, F. (P.) incubans foi descrita por Macfie em
1937 a partir de exemplares coletados em asas de Argia ulmeca Calvert, 1902 (Odonata:
Coenagrionidae). Na América latina sdo registradas até o momento 30 ocorréncias de
Odonata parasitadas por F. (P.) incubans (Tabela 1). Sendo que para o Brasil 13 espécies
de libélulas (Tabela 1) apresentam registros.

Em praticamente todos os relatos de ocorréncia de F. (P.) incubans na América latina
0 ectoparasita estd associado as asas de Odonata (Clastrier & Legrand, 1990; Marino &
Von Ellenrieder, 1999; Huerta, 2006; Guillermo-Ferreira & Vilela, 2013; Garcia JR et al.,
2021), a excecgao é apresentada no trabalho de Quintana et al. (2019), onde F. (P.) incubans
foi encontrado nas asas e no corpo de Perithemis domitia Drury, 1773 (Libellulidae)

Para o Brasil o primeiro registro de F. (P.) incubans parasitando Odonata foi realizado
por Guillermo-Ferreira & Vilela (2013) no estado de Minas Gerais, nesse estudo trés espécies
da familia Libellulidae foram assinaladas Erythrodiplax juliana Ris (1911), Erythrodiplax aff.
anomala Brauer (1865) e Erythemis credula Hagen (1861). Garcia JR et al. (2021) indicou
a presenca de F. (P) incubans para quatro estados brasileiros entre eles: Amapa, Para, Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, além de 10 novas espécies a lista de Odonata parasitados
por F. (P.) incubans, sendo: Homeoura chelifera Selys, 1876 e Telebasis willinki Fraser,
1948 pertencentes a familia Coenagrionidae, Remartinia luteipennis (Burmeister, 1839) da
familia Aeshnidae. Para a familia Libellulidae as espécies Erythemis peruviana (Rambur,
1842), Erythemis vesiculosa (F. 1775), Erythrodiplax fusca (Rambur, 1842), Erythrodiplax
umbrata (L. 1758), Miathyria marcella (Selys in Sagra, 1857), Orthemis concolor Ris, 1919
e Orthemis nodiplaga Karsch, 1891 foram registradas com a presencga de F. (P.) incubans.
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As duas subordens de Odonata ocorrentes no Brasil tém representantes infestados
por F. (P) incubans, porém, a maioria das espécies parasitadas pertencem a Anisoptera,
no total 11 espécies ou 84% dos registros para o pais. A familia Libellulidae é de longe a
que compreende a maior frequéncia de espécies com registros (n=10) no Brasil. Entre as
espécies da familia as representantes do género Erythrodiplax compreendem 50% das
ocorréncias de parasitismo por F. (P.) incubans. Em estudo realizado por Huerta (2006) a
maioria dos casos de parasitismo também ocorreu na familia Libellulidae. Na América latina
cerca de 87% das espécies de libélulas com a presenca de F. (P.) incubans pertencem a
subordem Anisoptera valor muito proximo ao observado nos registros feitos no Brasil.

Entre os paises da América latina, o Brasil € até 0 momento o que apresenta o0 maior
namero de registro de espécies de Odonata (n=13) parasitada por F. (P.) incubans, sendo
a Guayana Francesa (n=6) a segunda localidade com mais registros. No Brasil, a regido
Sul e a Norte com oito e cinco espécies de Odonata parasitadas sao respectivamente as
regides com o maior niUmero de registros no pais.

No novo mundo, principalmente na América do Sul os estudos com Forcipomyia
s@o escassos, a falta de informacgéo fica mais evidente quando buscamos dados sobre
a interacdo desses organismos com outras espécies. O numero de espécies de Odonata
parasitados por forcipomyia certamente € muito maior do que o apresentado na literatura
atualmente, especialmente no Brasil que comporta a maior diversidade da ordem na regido
neotropical.
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Subordem/ < Estado brasileiro de Pais de P
Familia Espécies ocorréncia Registrado Referéncia
Zygoptera
Calopterygidae
Hetaerina occisa - )
Hagen in Selys, 1853 Meéxico Wirth, 1956
Coenagrionidae
Argia ulmeca .
Calvert, 1902 Belice
Homeoura chelifera . Garcia JR et al.,
(Selys, 1876) RS Brasi 2021
Telebasis willinki . Garcia JR etal,,
Fraser, 1948 RS Brasil 2021
Anisoptera
Aeshnidae
Sicr)igll_g;aeschna Guayana Clastrier & Legrand,
Calvert, 1952 Francesa 1990
Remartinia ;
luteipennis RS Brasil 2G§2rc1:la JRetal,
(Burmeister, 1839)
Gomphidae
Gomphidae ) Cavalieri &
(indeterminado) Argentina cpiossone, 1965
Phyllogomphoides
suasus México Wirth, 1956
Selys, 1859
Libellulidae
Crocothemis servilia .
(Drury, 1773) Cuba Quintana et al., 2019
Dythemis velox s )
Hagen, 1861 México Wirth, 1956
. ) Cavalieri &
Erythrodiplax sp. Argentina Chiossone, 1965
Erythrodiplax juliana . Guillermo-Ferreira &
Ris (1911) MG Brasil Vilela, 2013
Erythrodiplax . ) .
anomala MG Brasil Guillermo-Ferreira &

Brauer (1865) Vilela, 2013

Guillermo-Ferreira &

Erythemis crédula
MG Vilela, 2013

Hagen (1861) Brasil
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Erythrodiplax fusca

(Rambur, 1842) RS

Erythrodiplax
umbrata AP, PA
(Linnaeus, 1758)

Erythrodiplax
melanorubra
Borror, 1942

Erythemis
simplicicollis
(Say 1840)

Erythemis peruviana

(Rambur 1842) AP, RS

Erythemis vesiculosa

(Fabricius, 1775) AP, RS, SC

Libellula herculea
Karsch, 1889

Miathyria marcella
(Selys in Sagra, AP, RS, SC
1857)

Micrathyria sp

Misagria parana
Kirby, 1889

Orthemis concolor

Ris, 1919 AP, PA
Orthemis nodiplaga RS
Karsch, 1891
Orthemis schmidlti
Buchholz, 1950

Orthemis ambirufa
Calvert, 1909

Perithemis domitia
Drury, 1773

Uracis imbuta
(Burmeister, 1839)

Brasil

Brasil,
Colombia,
Cuba

Argentina

Cuba

Brasil

Brasil, Puerto
Rico

Guayana
Francesa

Brasil,
Argentina

Argentina

Guayana
Francesa

Brasil

Brasil

Guayana
Francesa

Guayana
Francesa

Cuba

Guayana
Francesa

Garcia JR et al.,
2021

Wirth, 1956;
Quintana et al., 2019;
Garcia JR et al.,

2021

Marino & Von
Ellenrieder, 1999

Quintana et al., 2019

Garcia JR et al.,
2021

Johannsen, 1951;
Garcia JR et al.,
2021

Clastrier & Legrand,
1990

Marino & Von
Ellenrieder, 1999;
Garcia JR et al.,
2021

Cavalieri &
Chiossone, 1965

Clastrier & Legrand,
1990

Garcia JR et al.,
2021

Garcia JR et al.,
2021

Clastrier & Legrand,
1990

Clastrier & Legrand,
1990

Quintana et al., 2019

Clastrier & Legrand,
1990

Tabela 1. Lista de espécies de Odonata com registro de parasitismo por F. (P.) incubans nas Américas.
Abreviacoes: AP-Amapa, MG-Minas Gerais, PA-Para, RS-Rio Grande do Sul e SC- Santa Catarina.
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RESUMO: As Feiras de Ciéncias, sao vistas como atividades, realizadas fora da sala de aula
normalmente no patio das escolas. Sao pesquisas e assuntos investigados por alunos do
ensino fundamental e médio, onde os mesmos buscam conhecimento de um determinado
tema, e procuram uma possivel solugéo, possibilitando a esses alunos desenvolverem
competéncias e habilidades cientificas. Nesse sentido, o objetivo geral da pesquisa foi refletir
sobre a importancia das feiras de ciéncias no processo de ensino aprendizagem dos alunos
€ no ensino cientifico em uma escola de Ensino Médio no municipio de Campos Sales-CE.
O método utilizado foram questionarios eletrdnicos por meio do Google forms, onde nele
continham perguntas objetivas e subjetivas, sendo realizada com 5 professores de ciéncias
da natureza, a pesquisa apresenta natureza qualitativa. A pesquisa mostrou resultados
satisfatérios ficando evidente que as feiras de ciéncias séo realizadas na escola da referida
pesquisa e que a mesma € considerada como positiva no processo de ensino-aprendizagem
tornando os educandos protagonistas do seu aprendizado. Dessa forma, podemos inferir que
as feiras de ciéncias sdo estratégias imprescindiveis no ensino, pois proporciona ao aluno
a construcdo do conhecimento, desenvolvimento e gosto pela pesquisa. Sendo assim, é
fundamental que as instituicdes escolares de forma geral, esteja sempre divulgando a ciéncia
por meio das feiras e mostras cientificas.

PALAVRAS-CHAVE: Divulgacao cientifica, Docentes, Ensino-aprendizagem.

THE IMPORTANCE OF SCIENCE FAIRS: PERCEPTIONS OF HIGH SCHOOL
TEACHERS IN THE MUNICIPALITY OF CAMPOS SALES - CE

ABSTRACT: Science Fairs are seen as activities, carried out outside the classroom, usually
in the school yard. They are researches and subjects investigated by elementary and high
school students, where they seek knowledge of a certain topic, and look for a possible solution,
enabling these students to develop scientific skills and abilities. In this sense, the general
objective of the research was to reflect on the importance of science fairs in the teaching-
learning process of students and in scientific teaching in a high school in the municipality of
Campos Sales-CE. The method used was electronic questionnaires through Google forms,
which contained objective and subjective questions, being carried out with 5 teachers of
natural sciences, the research has a qualitative nature. The research showed satisfactory
results, making it evident that the science fairs are held in the school of the referred research
and that it is considered as positive in the teaching-learning process, making the students
protagonists of their learning. Thus, we can infer that science fairs are essential teaching
strategies, as they provide students with knowledge construction, development and a taste for
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research. Therefore, it is essential that school institutions in general are always disseminating
science through fairs and scientific exhibitions.
KEYWORDS: Scientific dissemination, Teachers, Teaching-learning.

11 INTRODUGAO

A educacéo tem como objetivo oferecer conhecimento do mundo modernizado para
os discentes, e a mesma tem como funcéo formar educandos que entendam e aprendam
0s conteudos que norteiam o mundo cientifico e tecnoldgico, pois estes devem estar aptos
a tomar decisbes dentro de uma sociedade que tem passado por atualizagbes, ao longo do
tempo (SANTOS et al., 2019).

Dessa forma, se faz necessario que seja introduzido nas escolas projetos que visem
0 ensino cientifico, que despertem no aluno a curiosidade, o gosto pela pesquisa e o fazer
cientifico, e isso sera possivel se estas escolas apresentarem na sua grade curricular as
feiras de ciéncias. Pois, dessa maneira estara colocando o aluno frente ao conhecimento
cientifico, onde este possa ser protagonista na sua formacgao (COSTA; ZOMPERO, 2017).

Pois, segundo Bertoldo e Cunha (2016), com as feiras de ciéncias na escola
a mesma estara de uma certa forma, difundindo essa area tdo importante para os
educandos como também para a sociedade. Aumentando o interesse e curiosidade
desses aprendizes pela ciéncia e interesse também pela pesquisa. Dessa forma, a escola
ao disseminar ciéncias por meio de feiras, também estara despertando a curiosidade e
visdo dos alunos, ndo s6 em relagédo a ciéncia mas também a Tecnologia.

Logo, as Exposicdes Cientificas sdo vistas como atividades realizadas fora da sala
de aula normalmente nos patios das escolas. Sdo pesquisas e assuntos investigados
por alunos do ensino fundamental e médio, onde os mesmos buscam conhecimento de
um determinado tema, e procuram uma possivel solugéo, possibilitando a esses alunos
desenvolverem competéncias e habilidades cientificas (CASTRO- JUNIOR 2019).

As Feiras de Ciéncias, sdo consideradas como boas estratégias metodologicas que,
facilitam o processo educacional, trazendo oportunidades, fazendo com que os alunos
se comuniquem melhor, de uma forma mais interessante e divertida, fugindo da velha
tradicionalidade (ADAMS, 2020).

Ainda de acordo com Adams (2020) essas feiras podem trazer para esses alunos
uma vasta quantidade de conhecimento e posicionamento, tornando estes capazes de
produzir e realizar pesquisas, buscar conhecimentos e assuntos diversificados, levando-
0s a serem mais curiosos e trabalharem em equipe, pois, assuntos cientificos além de
despertar o intelecto do aluno, vai torna-los mais comunicativos e que estes se interessem
pela pesquisa. Além do que essas feiras fazem com que os educandos, realizem atividades
diferentes daquelas realizadas em sala de aula, apenas por meio do livro didatico e
utilizando-se de aulas praticas e ludicas.
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Em tais feiras sdo escolhidas algumas tematicas que passam por todo um
planejamento, onde se engaja o discente, instigando o mesmo, a pesquisar dentro das
escolas, problemas relacionados a Ciéncia, Sociedade, Ambiente e Tecnologia (CTSA),
que seja possivel procurar uma solugéo e encontrar um resultado, além de que, este
educando se tornara um pesquisador, em busca de conhecimentos e com a orientacao de
um professor (SANTOS et al., 2020).

De acordo com Hilario, et al (2020) os Parametros Curriculares Nacionais (PCN’S,
1997), nos primeiros anos escolares ja se deve ser introduzido o ensino cientifico, ou seja,
a crianga ja deve ter contato com temas voltados a pesquisa cientifica, permitindo a essa,
convivio com conteudos cientificos e saber se expressar. Desenvolvendo nessa crianga 0s
primeiros contatos com a ciéncia.

Nas consideragdes realizadas por Hilario et al (2020), é importante que a crianca
compreenda o ensino de ciéncias para melhor entender como funciona tudo a sua volta.
Visto que, a ciéncia é essencial para formar cidadaos criticos e reflexivos e alfabetizados
cientificamente e que estes figuem a par das questdes sociais e sejam capazes de
compreender melhor o ensino cientifico e as ferramentas tecnoldgicas.

A partir disso, é importante verificar se os alunos de ensino médio compreendem e
dominam o conhecimento cientifico, e se 0s mesmos, enquanto aprendizes, buscam este
conhecimento e participam frequentemente das feiras cientificas ofertadas pela escola.
Além disso, ha uma contribuicdo ndo s6 para os educandos da educagado bésica, mas
também, que enquanto futuros académicos na area de ciéncias da natureza cheguem na
universidade alfabetizados cientificamente, e sabendo a importancia do fazer ciéncia, para
quando futuros professores, proponham agdes e melhorias, com um olhar critico e reflexivo
dentro das reunides escolares para que o aluno seja também um bom profissional.

A instituicAo escolar podera contribuir estudando mais ainda esse assunto,
disseminando e orientando os seus discentes, para que estes quando futuros profissionais
a atuar no magistério, conduzam os seus alunos ao fazer cientifico, evitando que estes
cheguem a universidade sem saber como fazer um projeto cientifico. E importante
que os educandos tenham contato direto com a pesquisa, pois esta vai auxiliar no seu
desenvolvimento, reflexdo, na capacidade deste educando de argumentar, fazendo com
que este se aproxime mais e mais da linguagem cientifica (DA COSTA; ZOMPERO, 2017).

Dessa forma, o estudo tem como objetivo geral, refletir sobre a importancia das
feiras de ciéncias no processo de ensino aprendizagem dos alunos e no ensino cientifico
em uma escola de Ensino Médio no municipio de Campos Sales-CE. Para conduzir essa
analise partiu-se da seguinte indagacé@o: Qual a importéancia das feiras de ciéncias no
aprendizado dos educandos?
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21 MATERIAIS E METODOS

2.1 Delineamento do Estudo

A pesquisa foi de campo, apresentando natureza descritiva e aconteceu por meio
de abordagem qualitativa estudada a partir dos objetivos definidos. Gil (2008) pontua que
estudo de campo é o momento em que o pesquisador vai ter um contato direto com sua
pesquisa. A pesquisa apresenta natureza descritiva pois, a mesma esta descrevendo
algum acontecimento dentro de uma populacdo, e a mesma tem como uma de suas
caracteristicas principais a coleta dos dados que serdo necessarios para desenvolver
a pesquisa (GIL, 2008). A pesquisa qualitativa ndo se preocupa com representatividade
numérica, mas sim, com o aprofundamento da compreensédo de um grupo social, ou seja,
de uma organizacgdo. “A mesma vai pesquisar de forma subjetiva como o ser humano age,
ou seja, seu comportamento” (GERHARDT e SILVEIRA, 2009, P.31).

2.2 Local e Periodo de Coleta de Dados

O estudo foi desenvolvido em uma escola publica de ensino médio, localizada na
zona urbana do municipio de Campos Sales. Na escola escolhida para o desenvolvimento
da pesquisa do municipio de Campos Sales — CE. O municipio se estende por 1.082,582
km2 e conta com 27.513 habitantes no altimo censo (IBGE, 2021). A densidade demografica
€ de 24,48 habitantes por km2. Os dados foram coletados no més de Dezembro de 2022.

2.3 Universo da Pesquisa

A pesquisa foi realizada com professores da area de ciéncias da natureza, tendo
em vista saber da sua percepg¢édo, quanto a importancia que tem as feiras de ciéncias para
os alunos do Ensino Médio, esse estudo foi desenvolvido na escola de Ensino Médio de
Campos Sales.

2.4 Instrumentos e Procedimentos de Coleta de Dados

A pesquisa foi realizada por meio de questionario eletrénico com perguntas objetivas
e subjetivas, para investigar de que forma acontece as feiras de ciéncias nas escolas.
Questionarios sado instrumentos utilizados no momento de coletar os dados e 0 mesmo
tem como fungdo apresentar um banco de questdes que serdo respondidas pela pessoa
que esta sendo pesquisada (GIL, 2007). Estes questionarios foram aplicados por meio do
Google Forms, disponibilizados via WhatsApp, em seguida foram recolhidos para analise
das respostas e elaboracao dos gréficos.

2.5 Aspectos Eticos e Legais da Pesquisa

O presente estudo, atendeu as exigéncias éticas e cientificas fundamentadas nas
Resolucbes N° 466/12 e N° 510/2016 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL, 2012;
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BRASIL, 2016). Pois, o mesmo deve prezar pelo o bem-estar dos participantes, tendo
total anonimato da identidade dos mesmos. Foi apresentada carta de anuéncia a diretora
da escola e TCLE para os participantes, a participacdo dos professores ocorreu de forma
voluntaria e estes foram informados sobre os objetivos, riscos e beneficios da pesquisa,
para preservar a identidade dos participantes estes foram identificados no texto como
Professor 1,2,3,4 e 5.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Coleta de dados foi realizada por meio da plataforma Google Forms, com os
professores de Ciéncias da natureza. O intuito da pesquisa era que todos os professores
da area de ciéncias da natureza respondessem o presente questionario, porém apenas
cinco aceitaram participar da pesquisa.

Na primeira pergunta, foi questionado qual a formagéo académica de cada docente
e vimos que 2 séo professores de Ciéncias Biologicas, 1 de Fisica, 1 de Quimica e 1 de
outra disciplina ndo identificada. A escola apresenta mais professores que a quantidade
citada acima, porém, como a pesquisa foi realizada justo no periodo em que a instituicdo
estava realizando avaliacdo de final de semestre e todos estavam sobrecarregados de
conteudos e planejamentos.

Na segunda pergunta foiindagado aos professores sobre seu tempo de trabalho como
docente, dois professores disseram ter 8 anos, um disse ter 14 anos, outro respondeu que
ministrava aula desde 2018 o que corresponde a aproximadamente 5 anos de magistério.

Na terceira pergunta quando perguntado aos professores se a escola que o0s
mesmos trabalham, costumava realizar eventos de divulgacéo cientifica e caso a resposta

fosse sim, pedia para que eles citassem algum evento. E abaixo temos as respostas desses

professores:
Professor 1 Sim. Mostras Cientificas
Professor 2 Sim. Mostras cientificas e eventos culturais
Professor 3 Feira de Ciéncias
Professor 4 Sim
Professor 5 Sim, Feiras de Ciéncias

Table 1 - Participants’ perceptions of sustainability.

Fonte: Autora (2023).

Todos os professores responderam feiras de ciéncias e mostras cientificas, ficando
evidente que a instituicdo preza muito pela divulgacdo cientifica nas escolas por meio
desses eventos. Por isso, Mancuso (2006) traz no seu livro que, as feiras de ciéncias,
séo eventos que acontecem nas instituicdes escolares, onde ha de certa forma uma troca

de informacdo e comunicag@o entre educandos e sociedade, sobre os conhecimento e

Principais temas da pesquisa em Ciéncias Biolégicas 3 Capitulo 9

107



experiéncias adquiridas pelos alunos ao realizar a pesquisa mostrando a importancia
desses trabalhos. Além disso, ao participar de feirinhas de ciéncias, o educando, apresenta
uma maior reflexdo, tanto em relagdo aos exercicios realizados, como, partilhar dessa
experiéncia com colegas que ainda ndo presenciaram como funciona tal atividade
(BERTOLDO, CUNHA 2016).

Além disso, € um momento de socializag¢é@o, entre professor, aluno e comunidade,
onde os alunos desenvolvem o seu psicolégico na construgcdo de conhecimentos e
preparacédo deste educando, pois é nesse momento que vai existir um vinculo maior entre
docente e discente, onde vao dividir seus conhecimentos entre si (SILVEIRA; SILVEIRA e
FREIBERG 2020).

A quarta pergunta foi sobre a periodicidade dos eventos na escola, quantas vezes
estes ocorriam, de todas as alternativas os professores responderam que estes eventos
ocorriam anualmente, ou seja, uma vez a cada ano.

Nota-se que na escola ocorre sim eventos cientificos, pois € uma forma de se levar
a ciéncia para os educandos e sociedade como um todo, e que esta disciplina é crucial
na vida de todos. Pois de acordo com Da Silva et al, (2017), a ciéncia esta cercada por
questionamentos e estes sdo frutos do conhecimento cientifico, pois para a ciéncia o
perguntar abre caminhos para o pesquisar e para que a ciéncia seja disseminada, ela
precisa ser estudada e ensinada para os educandos, sendo a mesma de grande importancia
para a constru¢do do conhecimento cientifico e fundamental para que os discentes sejam
educados cientificamente.

Na quinta pergunta foi questionado aos docentes qual a melhor contribuicao
das Feiras de Ciéncias no ambiente escolar, e 60% deles responderam ser valorizar a
interdisciplinaridade, o envolvimento e a interacao entre alunos, professores, comunidade
escolar e o publico geral; outros 20% disseram ser estimular a investigagédo cientifica,
interesse, criticidade e capacidade de inovagéo; e mais outros 20% disseram ser possibilitar
a selecao dos melhores trabalhos para premiagdes e participagdo em eventos nacionais
(Tabela 3).

Perguntas Respostas (%)
Estimular a investigagao cientifica, interesse, criticidade e capacidade de 20%
inovacao;

Promover préaticas de pesquisa e divulgagédo dos avancos cientificos e 0
tecnoldgicos para a comunidade escolar e a populacao local;

Valorizar a interdisciplinaridade, o envolvimento e a interagédo entre alunos, 60%
professores, comunidade escolar e o publico geral;

Possibilitar a selegcéo dos melhores trabalhos para premiagées e participagéo em 20%
eventos nacionais.

Outros 0

Tabela 3: Contribuigbes das Feiras de Ciéncias no ambiente escolar.

Fonte: Autora (2023).
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Percebe-se que os docentes apresentam ponto de vistas bem diferentes um dos
outros, todavia, os docentes deram boas respostas, porém pelas respostas dada por maioria
dos docentes, percebe-se que eles consideram mais importante a conexdo que existe
entre educando, educador e comunidade e a valoriza¢do da interdisciplinaridade. E como
diz Adams, Alves e Nunes (2020), esses eventos, além de aproximar aluno e professor,
afastando aquele tradicionalismo e tornando o0 mesmo mediador do conhecimento, estas
mostras ainda véo estreitar lagos entre alunos e comunidade escolar. Na sexta pergunta,
foi perguntado aos professores se eles consideram as feiras de ciéncias como meio de

divulgacgéo cientifica, abaixo temos as respostas dos mesmos:

“Claro que sim, por elas vemos, o conhecimento em sala de aula ser bem
aplicado e fluir melhor” (Professor 1)

“Sim” (Professor 2)

“Sim, por que a depender do trabalho coordenado pelo professor, possa
estimular a pesquisa de qualquer pessoa que se interesse pelo assunto”
(Professor 3)

“Sim” (Professor 4)

“Sim, todavia muitos professores ndo conhecem os processos metodologicos,
que envolvem o fomento de projetos” (Professor 5)

Fica evidente que os professores enxergam as feiras de ciéncias como um meio de
divulgacéao cientifica eficaz para o processo de ensino aprendizagem dentro das ciéncias,
todavia, uma das respostas relata que os professores ndo conhecem 0S processos
metodologicos utilizados para realizar tais projetos. E perceptivel que muitos professores
ainda nao sao bem capacitados para se transmitir a ciéncia, o que fica claro que os mesmos
precisam estar sempre procurando se renovar e buscando uma formacgao continuada.

Dessa forma, Gallon (2019), ressalta que, a formagéo do professor € um processo
continuo, ou seja, que o professor deve estar sempre buscando novos conhecimentos de
maneira que 0 mesmo se torne apto a transmitir o conhecimento para seu educando, para
que 0 mesmo possa viver em uma sociedade que sempre esté evoluindo.

O autor ainda ressalta que, o professor apresenta a sua volta diversas formas de
praticas pedagodgicas que podem melhorar bastante suas aulas, no entanto, parte desses
profissionais nao fazem o uso dessas praticas, sendo necessario ser realizado cursos e
oficinas que os capacitem e os instiguem a fazerem o uso dessas praticas metodologicas,
utilizado recursos que os tornem melhor como profissional e enriquega suas aulas.

Na sétima pergunta os professores foram questionados se os alunos tém papel ativo
nas Feiras de Ciéncias e como ocorre essa participacdo, abaixo temos as respostas dos
docentes.

“Sim, eles s&o os protagonistas das acbes das pesquisas etc...” (Professor 1)

“Amplia a participagdo por ser mais dindmico, mas mesmo assim, muitos
alunos tem baixa participagao” (Professor 2)
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“Pesquisador’ (Professor 3)

“Eles sdo protagonistas. Buscam temas, interrogam e tentam alcancar
objetivos, desenvolvem competéncias e habilidades antes inatas” (Professor 4)

“Sim, Eles séo os principais protagonistas nas feiras ,por fazerem pesquisas,
tentando assim alcangar seus objetivos.” (Professor 5)

E perceptivel que, essas feiras tornam os alunos mais participativos e protagonistas
da sua aprendizagem, além de que esses eventos levam a estes alunos a buscarem pela
pesquisa cientifica, porém os docentes relatam que ainda ha baixa participacdo de alguns
alunos, e muitas vezes isso acontece, por conta que o docente ndo utiliza meios que
desperte a atencédo destes educandos, como é o caso de recursos metodologicos que
facilite o aprendizado e instigue esse aluno a pesquisar.

Portanto, o docente também deve passar por uma avaliacdo, se 0 mesmo esta
ofertando meios que facilite a compreensdo dos seus educandos para determinados
assuntos. Entende-se assim que deve ser ofertado ndo s6 modelos didaticos para os
educandos, mas também, formacgéo continuada para os professores, cursos que oferecam
aos mesmos, formas que facilitem o processo de ensino-aprendizagem (PEREIRA, 2019).

Na oitava pergunta os docentes foram questionados sobre qual a importancia das
Feiras de Ciéncias no processo de ensino-aprendizagem, e a resposta seria dada de

acordo com a opinido dos mesmos, abaixo temos as respostas dos professores.

“As feiras de ciéncias possibilitam aos alunos a oportunidade de vivenciarem
a pesquisa de uma forma pratica, ja que por meio da realizacdo dos projetos
cientificos os alunos pesquisam, formulam hipdteses, experimentam, fazem
observacgées e interpretam os resultados obtidos.” (Professor 1)

“Importante, pois o aluno fica imerso em um processo em que ele constroi a
aprendizagem” (Professor 2)

“Protagonismo” (Professor 3)

“E importante para enriquecer o conhecimento e a aprendizagem do aluno de
uma forma mais pratica.” (Professor 4)

“Porque possibilita a pesquisa, assimilacdo e aprofundamento de contetudo
dentro e/ou fora da grade curricular normal.” (Professor 5)

Pode-se ver por meio das respostas dos docentes, que mais uma vez as feiras de
ciéncias sa@o formas de fazer com que o aluno se interesse pela pesquisa cientifica, que
estas tornam os educandos rico em conhecimento, além de que os mesmos se tornam
ativo no processo de ensino aprendizagem. Desse modo, as feiras e mostras cientificas
estimulam aos educandos a participarem do processo de ensino aprendizagem, tornando
0 mesmo um sujeito ativo dentro das ciéncias da natureza (RUAS; HECKLER e ARAUJO,
2021).

Na nona questédo os docentes foram questionados sobre as principais dificuldades
encontrada nas feiras de ciéncias. 60% disseram ser pela falta de tempo para planejamento
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no calendario letivo, 20% disseram ser falta de materiais, recursos e apoio financeiro e 20%
responderam ser outras dificuldades (Tabela 4).

Perguntas Respostas (%)
falta de tempo para planejamento no calendario letivo 60%
Falta de materiais, recursos e apoio financeiro 20%
Falta de participagéo dos alunos e da comunidade local 0

Falta de colaboracéo e articulagcdo das entidades publicas educacionais 0
Outros 20%

Tabela 4: Principais dificuldades encontradas na execucéo das Feiras de Ciéncia

E importante destacar que para que um projeto seja efetivado com sucesso,
este vai precisar de um tempo razoavel para ser planejado, pois caso ndo tenha essa
disponibilidade, ndo sera possivel realizar uma boa pesquisa. Desse modo, Lima (2019),
profere dizendo que um bom projeto, bem lapidado, precisa de tempo, no entanto, muitas
vezes 0s projetos sdo realizados em um curto prazo, o que faz com que estes nao
fiquem excelentes, além de que estara prejudicando o docente que ndo consegue uma
preparacao adequada.

Além disso, tem-se também os fatores que dificultam a exceléncia de um bom
projeto, como € o caso da falta de recursos financeiros. Pois, a falta de apoio e de recursos
que poderiam auxiliar professor para que se realizasse um bom projeto, limitam muito fazer
algo melhor, para uma pesquisa mais profunda e rica em conteudos, ou seja, a escola
nao possui instrumentos suficientes, que possa auxiliar esse docente (BOROCHOVICIUS;
TASSONI, 2021).

Na décima questao os professores foram questionados se eles enquanto docentes,
achavam que as feiras de ciéncias no ambiente escolar € uma experiéncia positiva, e todos
responderam que sim, que consideram esses projetos como positivos.

Constatou-se por meio das respostas dos professores, que as feiras contribuem
para o desenvolvimento, interdisciplinaridade, na pesquisa e na investigacdo cientifica.
Sendo assim, Adams; Alves e Nunes, (2020), afirmam que as feiras cientificas possibilitam
ao aluno participar de pesquisas, onde estes irdo se envolver e buscar pelas respostas
que tanto desejam, os tornando pertinentes na investigacéo cientifica, saindo daquele
velho héabito, do aluno que sempre recebe a informacgéo e se tornando um aluno ativo no
processo de ensino aprendizagem.

41 CONCLUSIONS

Foi identificado por meio dessa pesquisa, que os docentes de Ciéncias da
Natureza da escola de Ensino Médio de Campos Sales, percebem as feiras de ciéncias,
como importantes no processo de ensino aprendizagem dos alunos e que esses projetos
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contribuem para o processo educacional do educando. Além de levar estes a obter mais
sucesso na sua vida estudantil ou em qualquer lugar fora dos muros da escola dentro da
sociedade.

Através desse projeto foi possivel identificar a importédncia do ensino de ciéncias
nas escolas, também a abordagem de aprendizagem por meio de projetos cientificos e foi
possivel ver a capacidade que um projeto cientifico tem de tornar os alunos participativos
e atuantes na pesquisa cientifica. Portanto, as feiras de ciéncias sédo vistas como 6timos
recursos e ferramentas dentro do ensino de ciéncias, e estas vem acompanhadas de um
conjunto de contribuicdes, desde estimular os alunos a investigagéo cientifica tornando
estes mais critico e reflexivo. Essas feiras ainda propagam a interdisciplinaridade, além da
interacdo entre professor, aluno e comunidade escolar.

E notavel, que a referida escola escolhida para a pesquisa, utiliza muito das feiras
e mostras cientificas como meio de divulgagéo cientifica, e que os educandos séo vistos
como protagonistas do seu aprendizado, fazendo com que os discentes assimilem melhor
o conteudo. Porém, foi visto que a falta de tempo e material nas escolas impossibilita
bastante a pesquisa, impedindo que estes eventos sejam bem elaborados, planejados e
tenha um resultado positivo.

Portanto, é necesséario que as escolas e professores, se organizem melhor para
um bom projeto, que as escolas oferecam materiais que auxilie o docente a desenvolver
uma pesquisa que investigue sobre o assunto que sera desenvolvido e apresentado para a
comunidade escolar, contribuindo dessa forma para a formacgéo cidada do aluno.

Conclui-se, que dessa forma, as feiras de ciéncias séo estratégias imprescindiveis
no ensino, pois proporciona ao aluno a constru¢do do conhecimento, desenvolvimento e
gosto pela pesquisa. Sendo assim, € fundamental que as instituicdes escolares de forma
geral, esteja sempre divulgando a ciéncia por meio das feiras e mostras cientificas, além
de que essa pesquisa traz grandes contribui¢cdes para a ciéncia, mostrando que € possivel
levar o ensino cientifico as escolas por meio das exposicoes cientificas.
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