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RESUMO

A nutricao afeta todos os processos biolégicos do organismo, incluindo o
sistema imune e a resposta a microrganismos patogénicos. A crise global
imposta pela resisténcia a antimicrobianos desenvolvida por patégenos
microbianos, especialmente bactérias, demanda estudos que possam oferecer
alternativas de prevencdo e tratamento de infecgbes bacterianas. Portanto,
investigar outros fatores que influenciam essas infec¢des, como, por exemplo, o
efeito das dietas na resposta do hospedeiro as infec¢des, se torna bastante
importante. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia de dietas
com altas concentragbes de glicose e dietas de restricdo na fisiologia e na
suscetibilidade de Caenorhabditis elegans a infec¢des bacterianas. A dieta com
altas concentracdes de glicose (DAG) foi fornecida aos nematoides a partir da
adicao de 2% de glicose no meio usual NGM. Ja para a dieta de restricdo (DR)
foi utilizado o método de diluicdo da cultura de Escherichia coli OP50 fornecida
aos vermes. Os animais foram mantidos nas dietas no periodo larval de L1-L4,
quando foram submetidos a ensaios para avaliar par@metros fisiolégicos, bem
como infec¢cdes bacterianas. Os parametros fisiologicos avaliados foram:
batimentos faringeos, defecacdo, tamanho corporal, tamanho da progénie,
expressao da enzima antioxidante GST-4, quantidade de lipideos e localizac&o
celular do fator de transcricdo DAF-16. Para a DAG também foi avaliada a
sinalizacdo neuronal dopaminérgica. As infec¢cdes foram realizadas com as
bactérias Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, dois patégenos
reconhecidos por infeccdes humanas de dificil tratamento. Além disso, 0s
vermes submetidos a DR também foram expostos a sobrenadantes de
monocultura e cocultura desses patdégenos, a fim de avaliar a resposta dos
nematoides as moléculas produzidas pelos mesmos. A alimentacdo dos
nematoides com DAG levou a um aumento na defecacdo e no comprimento do
corpo, bem como uma diminuicdo na producdo de progénie. Além disso, um
namero maior de vermes apresentou danos em neurdnios dopaminérgicos apés
a dieta rica em glicose em comparac¢éo com a dieta controle. Essa dieta também
resultou em maior abundancia de lipidios e expressdo de GST-4, enquanto que
nao houve diferenca estatisticamente significativa na localizacéo celular de DAF-
16 Animais previamente alimentados com DAG foram mais resistentes as
infeccdes por P. aeruginosa e S. aureus. Ja vermes alimentados com DR tiveram
um aumento nos batimentos faringeos e na producdo de progénie dos
nematoides, reducdo na quantidade de lipideos no organismo e ndao houve
diferenca diferenca estatisticamente significativa na localizacéo celular de DAF-
16. Os vermes previamente alimentados com a DR foram mais resistentes as
infec¢des por S. aureus e também a exposicéo aos sobrenadantes de co-cultura
de P. aeruginosa e S. aureus. Este trabalho contribuiu para a geracao de novos
dados associando dietas e infec¢des bacterianas, sendo, até entdo, o primeiro a
investigar, em C. elegans, DAG e infec¢bes por P. aeruginosa e DR e infec¢des
por S. aureus. Também inova apresentando dados sobre a exposicdo de
moléculas produzidas pela co-cultura desses patdgenos e a possivel protecdo a
agressao das mesmas gerada apos a DR.

Palavras chave: C. elegans; P. aeruginosa; S. aureus; glicose; dieta de restricao.

ODS (Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel): 3 Saude e Bem-estar; 4

Educacao de Qualidade.



ABSTRACT

Nutrition affects all biological processes in the organism, including the immune
system and the response to pathogenic microorganisms. The global crisis
imposed by antimicrobial resistance developed by microbial pathogens,
especially bacteria, demands studies that can offer alternatives for the prevention
and treatment of bacterial infections. Therefore, investigating other factors that
influence these infections, such as the effect of diets on the host response to
infections, becomes highly important. Thus, the goal of this work was to evaluate
the influence of high-glucose diets and restriction diets on the physiology and
susceptibility of Caenorhabditis elegans to bacterial infections. The high-glucose
diet (HGD) was provided to the nematodes by adding 2% glucose to the standard
NGM medium. For the dietary restriction (DR), a dilution method of the
Escherichia coli OP50 culture provided to the worms was used. The animals were
maintained on the diets during the L1-L4 larval period, when they were subjected
to assays to evaluate physiological parameters as well as bacterial infections.
The physiological parameters evaluated were: pharyngeal pumping, defecation,
body length, progeny size, expression of the antioxidant enzyme GST-4, lipid
content, and cellular localization of the transcription factor DAF-16. For the HGD,
dopaminergic neuronal signaling was also evaluated. Infections were performed
with the bacteria Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, two
pathogens recognized for difficult-to-treat human infections. In addition, worms
subjected to DR were also exposed to monoculture and co-culture supernatants
of these pathogens to evaluate the nematode response to the molecules
produced by them. Feeding nematodes with HGD led to an increase in defecation
and body length, as well as a decrease in progeny production. Furthermore, a
higher number of worms showed damage to dopaminergic neurons after the high-
glucose diet compared to the control diet. This diet also resulted in higher lipid
abundance and GST-4 expression, whereas there was no statistically significant
difference in the cellular localization of DAF-16. Animals previously fed with HGD
were more resistant to infections by P. aeruginosa and S. aureus. Furthermore,
worms fed with DR showed an increase in pharyngeal pumping and nematode
progeny production, a reduction in the body lipid content, and no statistically
significant difference in the cellular localization of DAF-16. Worms previously fed
with RD were more resistant to S. aureus infections and also to exposure to P.
aeruginosa and S. aureus co-culture supernatants. This work contributed to
generating new data associating diets and bacterial infections, being, so far, the
first to investigate, in C. elegans, HGD and P. aeruginosa infections, and DR and
S. aureus infections. It also innovates by presenting data on exposure to
molecules produced by the co-culture of these pathogens and the possible
protection against their aggression generated after DR.

Keywords: C. elegans; P. aeruginosa; S. aureus; glucose; dietary restriction.
SDGs (Sustainable Development Goals): 3 Good Health and Well-being; 4
Quality Education.
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1. INTRODUCAO

1.1 Dietas e suscetibilidade a infec¢des bacterianas

A saude humana é bastante influenciada pela sua dieta, especialmente
na sociedade moderna, onde uma variedade de dietas podem ser adquiridas,
muitas delas sendo ultra processadas, e/ ou contendo grandes quantidades de
acucares, gorduras e sal (WU et al.,, 2022). Uma alimentacdo adequada
proporciona um bom funcionamento do metabolismo, bem como promove a
homeostasia do sistema imune e atua no sistema nervoso, promovendo a
inducdo de respostas anti-inflamatorias, a inibicdo do estresse oxidativo e
gerando uma reducédo na suscetibilidade a disfungcbes neuronais e doencas
neurolégicas (ESTRADA; CONTRERAS, 2019).

Dietas com alto indice glicémico podem promover um distarbio do
metabolismo da glicose e consequéncias negativas, tais quais a reducdo da
longevidade e prejuizos na fertilidade e desenvolvimento podem ser observadas
em organismos distintos como vermes, leveduras e mamiferos. Além disso, o
distarbio metabdlico da glicose gera diversas modifica¢cdes no organismo, como
as alteracbes na disponibilidade de energia sistémica, resisténcia a insulina,
respostas inflamatérias e estresse oxidativo. Esses importantes fatores sao
observados em pacientes obesos e diabéticos, estando também envolvidos com
o desenvolvimento de doencas do sistema nervoso como Alzheimer, Parkinson
e Huntington (ALCANTAR-FERNANDEZ et al., 2018; ESTRADA; CONTRERAS,
2019). Ja as dietas de restricdo, que provocam uma reducdo ou restricao de
nutrientes sem ma nutricdo, promovem um aumento da longevidade e uma
reducdo dos efeitos gerados pelo envelhecimento em diferentes organismos
como leveduras, invertebrados e mamiferos (FONTANA; PARTRIDGE, 2015).

Como a nutricao afeta todos os processos biolégicos de um organismo,
isso também inclui o sistema imune e, consequentemente, a resposta frente a
microrganismos patogénicos (COLLINS; BELKAID, 2022). Considerando os
efeitos negativos das dietas com altas concentracdes de glicose, pode-se
hipotetizar que as mesmas teriam efeito negativo no sistema imune dos animais,
e que com isso, a suscetibilidade a infec¢cdes bacterianas seria maior. De forma

contraria ao mencionado acima, dietas de restricdo podem modular de forma
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positiva a imunidade dos animais e torna-los menos suscetiveis a infec¢des
bacterianas.

Uma forte relacdo entre hiperglicemia e infec¢cbes bacterianas é
encontrada em pacientes com diabetes. Individuos com diabetes tipo 2 sdo mais
suscetiveis a infecgbes por Mycobacterium tuberculosis (LOPEZ-LOPEZ et al.,
2018). Pacientes diabéticos também tém maiores complicacdes em infec¢des de
feridas nos pés, envolvendo principalmente Staphylococcus aureus
(CERVANTES-GARCIA et al., 2015). Além disso, sdo acometidos por infec¢des
raras de otite externa maligna causadas principalmente por Pseudomonas
aeruginosa (HOLT et al., 2024).

Recentemente, Darwitz et al. (2024) elencaram trés motivos pelos quais
individuos com diabetes tém infeccbes mais severas que individuos néao
diabéticos ou sofrem com complicacdes mais severas em infecgcdes como feridas
nos pés. O primeiro envolve a disponibilidade de nutrientes nos tecidos, sendo
gque um maior aporte de nutrientes favorece o crescimento e viruléncia dos
microrganismos. O segundo esta relacionado ao disturbio metabdlico gerado
pela hiperglicemia que provoca a disfuncdo de células imunes; e o terceiro
envolve falhas no uso de antimicrobianos frente a essas infeccoes.

Evidéncias do aumento da suscetibilidade a infecgcbes bacterianas e
alimentacdo com altas concentracdes de acuUcares também foram obtidas em um
estudo utilizando o modelo de Drosophila melanogaster. Moscas adultas
apresentaram uma maior suscetibilidade as infeccdes por Providencia rettgeri e
Serratia marcescens quando alimentadas com altas concentracdes de acucares
(DARBY et al., 2024).

As investigacdes sobre os efeitos de dietas de restricdo nos organismos,
na sua maioria, envolvem o papel dessas dietas no aumento da longevidade.
Porém, o estudo de Palma et al. (2021) demonstrou que uma dieta com restricdo
calérica em modelo murino foi capaz de proteger os animais de uma infeccéo
por M. tuberculosis. A reducao caldrica teve efeito na reducéo do crescimento do
microrganismo, bem como diminuiu os efeitos causados pela doengca no
organismo. Além disso, os autores demonstraram que os efeitos positivos da
restricdo caldrica podem ser tanto preventivos como terapéuticos. Em D.
melanogaster, animais adultos submetidos a dieta de restricdo foram mais

resistentes a infec¢cdes por P. aeruginosa e S. aureus. Esses efeitos foram
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atribuidos a melanizacdo e a protecdo imune regulada via TOR (target of
rapamycin). Quando investigados os papeis da dieta de restricdo no aumento da
longevidade, um papel importante de muitas vias de sinalizacdo celular
conservadas, as quais regulam também a imunidade nos organismos, tem sido
descrito (HAHM et al., 2023).

Ainda sdo necesséarios mais estudos envolvendo a relagdo direta entre
dietas com altas concentragbes de glicose, dietas de restricdo e infecgbes
bacterianas e o0s mecanismos envolvidos nessas relacdes dinamicas. Os
estudos dessas relacbes em mamiferos, especialmente em humanos, sdo
dificultados pela complexidade e tempo de investigacdo. Seriam necessarios
estudos longitudinais por longos periodos e fatores intra e interpessoais
constituiriam limitacBes importantes nos efeitos observados. Collins & Belkaid
(2022), por exemplo, apontam que ha uma escassez de estudos com restricao
alimentar, visto que existe uma dificuldade dos participantes dos estudos em
notificarem seu consumo alimentar.

Portanto, o uso do modelo de Caenorhabditis elegans parece de grande
vantagem para a geracdo de novas informacdes a fim de melhor compreender
essas complexas relacdes entre dietas e infecgbes bacterianas. Além de cumprir
com o principio dos 3 Rs (replace, reduction e refinement; substituicao, reducéo
e refinamento), o uso dos nematoides apresenta muitas vantagens. Seu genoma
ja foi completamente sequenciado, sendo que 60-80% de seus genes possuem
ortologia com os genes humanos, e foi demonstrado que 0s nematoides
possuem muitas vias de sinalizagdo celular conservadas (APFELD; ALPER,
2018; THE C. ELEGANS SEQUENCING CONSORTIUM, 1998). A facilidade de
manipulacdo genética de C. elegans permite a geracdo de muitas cepas
mutantes ou marcadas com proteinas fluorescentes para identificacdo de genes,
vias celulares e mecanismos envolvidos em diferentes processos. Muitas dessas
cepas sao comercializadas via Caenorhabditis Genetics Center (CGC)

(https://cgc.umn.edu/).

Além disso, os nematoides apresentam um custo de manutencao baixo,
ciclo de vida curto, com geracéao rapida (3-4 dias e longevidade de 2-3 semanas)
(ALTUN; HALL, 2009). C. elegans também é infectado por muitos patdégenos
humanos (ver item 1.1.4.6.) e sua dieta pode ser facilmente manipulada (ver item
1.4.2).
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1.2. Infecc¢des bacterianas

1.2.1. Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa, considerada um
patdgeno oportunista e responsavel por infeccbes nosocomiais que podem ser
agudas ou cronicas. Devido a sua alta capacidade de adaptacao e plasticidade
genética e fenotipica, esta associada a diferentes tipos de infeccbes como as de
queimaduras, feridas, associadas a dispositivos médicos, sendo mais
comumente encontrada em infec¢des respiratorias, principalmente nos pulmdes,
e em casos graves de fibrose cistica (STEFANI et al., 2017). A cronicidade
dessas infeccbes é associada ao seu extenso arsenal de determinantes de
viruléncia, muitos deles desempenhando um papel na formacéo e disperséo de
biofilme (CROUSILLES et al., 2015). Concomitantemente, o tratamento das
infeccbes € agravado pela capacidade que esses micro-organismos tém em
tornarem-se multirresistentes aos antimicrobianos devido a mecanismos
intrinsecos, adquiridos e/ou adaptativos (quando em biofilme) (BREIDENSTEIN;
DE LA FUENTE-NUNEZ; HANCOCK, 2011).

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva que coloniza a pele
e as vias nasais de humanos, mas também ¢é responsavel por infeccdes
nosocomiais e comunitarias, que podem ser tanto agudas quanto cronicas
(JENKINS et al., 2015), incluindo bacteremia, abscessos de pele, osteomielite,
endocardite e aquelas associadas a dispositivos médicos (LISTER; HORSWILL,
2014). As infeccdes crbnicas por S. aureus sao complicadas ndo apenas devido
a sua elevada resisténcia aos antimicrobianos, mas também pela formacéo de
células bacterianas chamadas persisters. Essas células apresentam-se em um
estado transitério metabolicamente inativo, tornando ineficazes os antibidticos
gue atuam no crescimento celular, resultando em altas taxas de falha terapéutica
(Kim et al., 2018). Além disso, assim como P. aeruginosa, a formacgéao de biofilme
também constitui um importante fator na viruléncia desse patdgeno e esta
associada as infecgfes cronicas de dificil tratamento que levam a um aumento
da mortalidade e morbidade, especialmente quando associadas a dispositivos
meédicos (MOORMEIER; BAYLES, 2017).
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Pseudomonas aeruginosa e S. aureus fazem parte do grupo de patégenos
ESKAPE, sendo responsaveis pela maioria das infecces nosocomiais em
pacientes graves e imunocomprometidos e conhecidos por seu perfil de
multirresisténcia. ESKAPE € uma acrénimo utilizado para reportar um grupo de
bactérias, englobando as seguintes espécies gram-positivas e gram-negativas:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Enterobacter
(SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016).

Os dois microrganismos também estédo inseridos na lista de Patdgenos
Bacterianos Prioritarios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Essa lista
considera o impacto global, transmissibilidade, tratamentos e opcdes de
prevencao desses patdgenos e suas infecc¢des, visando guiar o desenvolvimento
de novos medicamentos antibacterianos e pesquisas relacionadas a resisténcia
a antimicrobianos. Os pat6genos sao divididos em trés grupos: prioridade critica,
alta e média, sendo que P. aeruginosa e S. aureus estao no grupo de prioridade
alta (OMS, 2024).

Esses dois patégenos sdo comumente encontrados ho mesmo sitio em
diversas infecgbes (JORDANA-LLUCH et al., 2020; YADAV et al., 2017), tais
como aquelas associadas a dispositivos médicos como proéteses, stents,
implantes, cateteres e tubo endotraqueal formando biofilmes duo-espécie
(PERCIVAL et al., 2015). Estudos demonstraram que as interacdes entre esses
dois patégenos podem alterar a producdo de fatores de viruléncia por uma ou
ambas as espécies, influenciando fortemente sua patogénese, persisténcia e/ou
suscetibilidade a antibacterianos. Em um modelo de co-infeccdo em células
epiteliais brénquicas derivadas de pacientes com fibrose cistica, os autores
observaram que P. aeruginosa e S. aureus formaram microcolénias mistas,
promovendo a sobrevivéncia de S. aureus na presenca de vancomicina (ORAZI;
O'TOOLE, 2017). Além disso, evidéncias demonstram que quando co-
cultivados, especialmente in vitro, ha uma competicdo entre 0s microrganismos,
com o predominio de P. aeruginosa nas culturas. Isso se da pela habilidade de
P. aeruginosa de secretar moléculas como por exemplo, piocianina, sideroforos
(pioverdina e pioquelina), N-Oxido de 2-heptil-4-hidroxiquinolina (HQNO),
ramnolipideos e proteases (LasA) (KAMER et al., 2023; NOTO et al., 2017).

Recentemente, o sistema de secrecdo do tipo 6 (TSS6) também foi apontado
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como essencial na competicdo entre P. aeruginosa e S. aureus (WANG, Grace
Z.etal., 2023). J4 S. aureus, em co-cultura produz a proteina A (SpA) que reduz
a adesdo a superficies e formacdo de biofilme por P. aeruginosa
(ARMBRUSTER et al., 2016).

1.3 Resisténcia a antimicrobianos

A descoberta dos antimicrobianos foi considerada um grande avango para
a saude global. Porém, paralelamente a esse progresso, observou-se a
capacidade dos microrganismos de desenvolverem resisténcia a esses farmacos
(HUEMER et al., 2020). Durante a chamada “era de ouro” (1950-1970), muitas
novas classes de antimicrobianos foram introduzidas. Ap6s esse periodo, o
lancamento de novos farmacos reduziu-se drasticamente, impulsionando a
disseminacao de microrganismos resistentes (AMINOV, 2010).

A resisténcia a antimicrobianos configura uma crise global, que tem
impactos severos na economia e salde de pessoas e animais. E estimado que
as mortes causadas por infeccbes associadas a patdgenos resistentes a
antimicrobianos aumentem para 10 milhdes por ano, até 2050, se ndo houver
intervencdo (POUDEL et al., 2023). As causas do aumento significativo de
microrganismos resistentes estdo associadas ao uso indiscriminado de
antimicrobianos pelos individuos, bem como o uso dos mesmos em animais
(muitas vezes como promotores de crescimento) (AMINOV, 2010).

A problematica da resisténcia a antimicrobianos demonstra que as
infecgbes por microrganismos, especialmente bactérias, estdo cada vez mais
dificeis de serem tratadas (SALAM et al., 2023). Portanto, investigar outros
fatores que influenciem essas infeccées, como por exemplo, a influéncia das
dietas na resposta do hospedeiro as infec¢gfes, se torna bastante importante.
Uma vez que terapias antimicrobianas estéo ficando cada vez mais escassas,
alternativas podem ser elaboradas tanto para a prevengao quanto o tratamento
das infeccdes bacterianas (BERKLEY, 2021).
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1.4. Caenorhabditis elegans

1.4.1. Aspectos gerais

Desde que Sidney Brenner propds Caenorhabditis elegans como modelo
para a ciéncia, esses nematoides tém sido utilizados em investigacdes diversas
envolvendo, entre outras, areas como envelhecimento, neurobiologia e
toxicologia (APFELD; ALPER, 2018). O uso do nematoide como modelo
biolégico contribuiu para importantes descobertas, sendo quatro delas
premiadas com o Prémio Nobel (MENEELY; DAHLBERG; ROSE, 2019). Sydney
Brenner, Robert Horvitz e John Sulston receberam o prémio de Fisiologia ou
Medicina, em 2002, pelas descobertas envolvendo regulacdo genética do
desenvolvimento de 6rgdos e da morte celular programada. Em 2006, 0 mesmo
prémio foi recebido por Andrew Fire e Craig Mello pela descoberta do RNA de
interferéncia (RNAIi). Em 2008, Osamu Shimomura, Martin Chalfie e Roger Tsien
receberam o Prémio Nobel de Quimica, pela descoberta da Proteina de
Fluorescéncia Verde (GFP). E recentemente, em 2024, Victor Ambros e Gary
Ruvkun receberam o Prémio Nobel de Medicina pela descoberta dos microRNAs
e seu papel na regulacéo genética.

Caenorhabditis elegans é um nematoide transparente, bastante pequeno
(aproximadamente 1 mm), bacterivoro de vida livre e encontrado em vegetais e
frutas em decomposicdo (FREZAL; FELIX, 2015). Em laboratério € mantido em
placas de Petri com meio de crescimento especifico (nematode growth media —
NGM) e geralmente alimentado com a bactéria Escherichia coli OP50
(BRENNER, 1974).

Esses nematoides possuem duas formas sexuais, 0s machos e 0s
hermafroditas autofecundantes, sendo estes ultimos os mais utilizados em
laboratorio. Seu ciclo de vida € curto, com tempo rapido de geracdo de
aproximadamente trés dias e longevidade de duas a trés semanas. Vermes
hermafroditas produzem cerca de 300 ovos, em temperatura de 20°C. A
embriogénese ocorre em cerca de 14 horas, quando o ovo eclode para a primeira
fase larval de desenvolvimento (L1), onde o verme comecga a se alimentar e se
desenvolve em mais 3 estagios larvais. Apés 24 horas do estagio L4, o verme
adulto passa a produzir a progénie (Figura 1) (CORSI, 2015). Em algumas
condicbes, como na falta de alimento, na presenca de superpopulacéo e
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aumento de temperatura, a larva L1 ativa um ciclo alternativo, se desenvolvendo
em uma larva L2 chamada de dauer. Em dauer o verme ndo se alimenta, tem o
desenvolvimento interrompido e ainda fica mais protegido de agentes

estressores, podendo sobreviver por muitos meses (HU, 2007).

Hermafrodita adulto 20°C

K—‘\
12h \ o
/’ i) Embriogénese 12-14h

Jovem adulto Postura de ~300 ovos

Eclosao

Superpopulagéo/

Falta de N
Dauer ziT;/ L1
Meses N S
~— 12-14h
L2 j

NN 9h

Figura 1: Ciclo de vida de C. elegans. Criado em BioRender
(https://www.biorender.com/); Baseado em: Altun & Hall, 2009 (WormAtlas).

1.4.2. Alimentacao

A ingestéo de alimentos (bactérias) por C. elegans ocorre na parte anterior
do animal e passa pela faringe, onde ocorre a trituragdo das particulas, processo
conhecido como batimento faringeo. No batimento faringeo, os musculos da
faringe sdo contraidos para a captacao do alimento como um todo, as particulas
sao trituradas, e logo em seguida, quase simultaneamente, em um processo de
relaxamento, o liquido € expelido (AVERY; YOU, 2012). O batimento faringeo
depende do estagio de desenvolvimento bem como de outros fatores mecanicos,
gustatoérios, olfatérios, e principalmente, da disponibilidade e qualidade do
alimento (LEMIEUX; ASHRAFI, 2015). ApGs a trituragdo das particulas na

faringe, os detritos passam para o intestino onde ocorre a absorcdo dos
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nutrientes, e posteriormente contraces musculares promovem a defecacdo
(HOUTHOOFD; JOHNSON; VANFLETEREN, 2005).

A defecacdo é realizada através do chamado programa motor de
defecacdo, onde ocorrem trés tipos de contracbes musculares. A primeira
contracdo envolvida é a contracdo dos musculos da parede corporal posterior,
seguida da contragdo dos musculos da parede corporal anterior. Por ultimo,
ocorrem as contragdes musculares entéricas e a expulsdo das fezes. A
modulacdo do programa motor de defecacédo pode ocorrer através de estimulos
ambientais, como mudancas de temperatura, de alimentacdo e estimulo
mecéanico. A contracdo dos musculos entéricos € coordenada, principalmente
pela sinalizacdo dos neurbnios GABAérgicos (HART, 2006; MAHONEY et al.,
2008).

Na presenca de alimento, o verme alterna entre dois comportamentos
locomotores dwelling e roaming. Em dwelling o verme reduz sua velocidade e
aumenta a frequéncia de voltas, enquanto que em roaming ele aumenta a sua
velocidade e reduz as voltas para conseguir explorar o ambiente. Na auséncia
de alimento, exibe um comportamento exploratério, onde inicialmente faz muitas
voltas (reversdes) em um comportamento semelhante a exploracdo em uma area
restrita e depois se movimenta com poucas voltas dispersando em busca de
novas areas de alimentacédo (DALLIERE et al., 2017).

Além da alimentagéo, geralmente administrada com E. coli OP50, outras
dietas podem ser utilizadas. Comumente algumas cepas derivadas da E. coli
OP50, como a HB101 e a DA837, sao utilizadas, sendo consideradas de maior
qualidade e qualidade moderada respectivamente, de acordo com a capacidade
de influenciar a taxa de crescimento dos nematoides. Outra cepa derivada da E.
coli OP50, a HT115(DE3), por ndo apresentar RNAse llI, € utilizada em ensaios
de RNAI. Outras espécies bacterianas também foram indicadas como alternativa
para a alimentacao de C. elegans (SHTONDA, 2006; STUHR; CURRAN, 2020;
TIMMONS; COURT; FIRE, 2001). Além disso, é possivel modular as dietas dos
nematoides, adicionando componentes como agucares (glicose, frutose e
sacarose) e lipideos (acido estearico, acido linoleico e colesterol)
(SCHLOTTERER et al., 2009; WANG, Xiong et al., 2020) ou restringindo a
qguantidade de alimentos ingeridos (dieta de restricdo) (CYPSER; KITZENBERG;
PARK, 2013; WU, Ziyun et al., 2019).
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1.4.3. Sistema nervoso

O sistema nervoso dos vermes hermafroditas contém 302 neurénios bem
definidos e caracterizados que sdo agrupados em quatro categorias principais
de acordo com seus circuitos: neurbnios motores, neurbnios sensoriais,
interneurdnios e neurdnios polimodais (ALTUN; HALL, 2011). A maioria desses
neurdnios estao reunidos no anel nervoso (nerve ring) na regido da cabeca do
animal, podendo ser considerados equivalentes ao sistema nervoso central dos
seres humanos, e os demais neurdnios encontrados fora dessa regido podem
ser considerados equivalentes ao sistema periférico dos seres humanos
(ALTUN; HALL, 2011; CHIU et al., 2011).

C. elegans possui muitos neuropeptidios e também muitos
neurotransmissores, incluindo alguns encontrados em vertebrados como a
acetilcolina, glutamato, &cido gama-aminobutirico (GABA), serotonina e
dopamina (NASS; BLAKELY, 2003).

O sistema imune e o sistema nervoso usam de comunicacao bidirecional
para controlar as respostas aos patdégenos, com diferentes circuitos neuronais
ativando ou inibindo as respostas imunes (KAWLI; HE; TAN, 2010; SINGH;
ABALLAY, 2020). O papel dos neurotransmissores na defesa intestinal frente a
patdgenos foi estudada por Wani et al. (2020), onde a acdo da octopamina,
acetilcolina e dopamina foi associada a resposta a infec¢gdes por P. aeruginosa,
E. coli e S. aureus, respectivamente. O estudo indica que ainda sdo necessarias
maiores investigagdes para identificar os mecanismos envolvidos nas respostas
aos patdgenos e 0s neurotransmissores, sendo um deles, o papel do sistema
dopaminérgico, que poderia ser dependente do tipo de patdégeno e dano causado
pelo mesmo.

Em C. elegans, hermafroditas possuem oito neurénios dopaminérgicos,
quatro CEPs no olfato (regido cefalica), dois ADEs na cabeca e dois PDEs no
corpo (Figura 2), que ja foram bem descritos e suas caracteristicas especificas
podem ser encontradas em Wormatlas.org. Esses neurénios sdo considerados
mecanossensoriais ja que possuem terminacdes ciliadas embutidas na cuticula
e podem detectar movimento ou alimento (NASS; BLAKELY, 2003; SULSTON;
DEW; BRENNER, 1975).

20



Figura 2: Neurbnios dopaminérgicos dos vermes hermafroditas. Feito com

BioRender (https://www.biorender.com/); Baseado em: Altun & Hall, 2011

(WormAtlas). CEPs: cefélicos; ADE: anterior deiridis; PDE posterior deiridis.

O sistema dopaminérgico é responsavel pelo controle de locomocao,
postura de ovos, e pela resposta ao encontro do tapete bacteriano, diminuindo
sua locomogédo, em animais bem alimentados (Basal slowing response)
(MCDONALD et al., 2006; SANYAL et al., 2004). Simultaneamente a este
comportamento, a dopamina também age na modulacdo da homeostase
proteica em células epiteliais do intestino e da hipoderme, promovendo a
expressdo de genes de resisténcia ao estresse xenobidtico. A homeostase
proteica € necessaria para a defesa contra patdgenos e na auséncia da
sinalizagdo dopaminérgica e da atividade de genes de resisténcia ao estresse
xenobidtico, os nematoides tornam-se mais suscetiveis a infeccbes por P.
aeruginosa PA14 (JOSHI; MATLACK; RONGO, 2016). Além disso, a sinaliza¢céao
dopaminérgica também modula a imunidade inata, atuando como inibidor
negativo da via de sinalizagdo da MAP cinase (p38/PMK-1) (CAO; ABALLAY,
2016).

A pré-exposicédo a E. coli enteropatogénica (EPEC) por um curto periodo
€ capaz de causar uma resisténcia aumentada a uma posterior infec¢do pelo
mesmo patogeno. Para isso, um circuito neuronal reconhece a bactéria e envia
o sinal para outros tecidos como, por exemplo, o intestino. Nesse trabalho, o
sistema dopaminérgico induziu a ativacéo de genes das vias da insulina (daf-16)
e das vias da MAP cinase (pmk-1) para gerar uma resposta protetiva e
persistente (ANYANFUL et al., 2009).
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Devido a sua transparéncia, a sinalizagcdo nos neurénios dos nematoides
pode ser vista através de microscopia de fluorescéncia, utilizando-se cepas
marcadas com a proteina verde fluorescente (GFP), podendo-se identificar
processos neurodegenerativos ou diminuicdo da intensidade do sinal
fluorescente e associa-los com ensaios comportamentais (Guzman et al., 2020;
Mendler et al., 2017; Pinkas et al., 2018).

1.4.4. Imunidade inata

C. elegans néo possui um sistema imune adaptativo e a resposta aos
patégenos depende da imunidade inata. A primeira linha de defesa envolve o
seu comportamento de aversdo ao patdgeno, no qual ao encontrar um
microrganismo patogénico, o verme o0 reconhece e aprende a evita-lo
(KALETSKY et al., 2020). Como outras estratégias, possuem barreiras fisicas
como a cuticula do verme, feita de coldgeno e quitina, e também a faringe que
promove a trituracdo dos patdégenos impedindo que cheguem viaveis ao
intestino. Além disso, ainda contam com a producéo de proteinas e peptideos
antimicrobianos e a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (KUMAR
etal., 2019). O aumento da geracdo de EROs durante as interagdes hospedeiro-
patégeno induzem também maior expressao de enzimas antioxidantes, como a
glutationa-S-transferase (GST) (MIRANDA-VIZUETE; VEAL, 2017).

A imunidade inata também apresenta vias de sinalizacdo conservadas
evolutivamente e bastante documentadas, que tem papel importante na
regulacdo das respostas aos patdgenos: a via de sinalizacdo semelhante a
insulina/IGF-1, da MAP cinase (p38-MAPK), da morte celular programada e a
cascata de TGF-B (MARTINEAU; KIRIENKO; PUJOL, 2021).

1.4.5. Vias de sinalizacédo celular conservadas
1.4.5.1. Via semelhante a insulina ILS e DAF-16

A via semelhante a insulina estd envolvida em muitos processos
bioldgicos importantes em C. elegans. Os componentes principais desta via sao
0s genes daf-2 e age-1 e o fator de transcricdo DAF-16. Os genes daf-2 e age-1
estdo associados ao desenvolvimento do fenétipo dauer e longevidade, sendo
que mutagOes nestes genes prolongam a vida dos nematoides. O fator de

transcricdo DAF-16 tem sua funcdo controlada de forma inversamente
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proporcional a ativacdo desta via (TISSENBAUM, 2018). Quando peptideos
semelhantes a insulina se ligam ao receptor DAF-2, sua ativacdo juntamente
com a do AGE-1 provocam o sequestro de DAF-16 no citoplasma da célula,
impedindo a translocacdo para o0 nucleo e a ativagdo do mesmo para a
transcricdo de genes de defesa contra estresses diversos que proporcionam a
longevidade (Figura 3) (ZECIC; BRAECKMAN, 2020).

Embora a via semelhante a insulina tenha um papel central na regulagao
do fator de transcricdo DAF-16, outros fatores e vias também podem contribuir
para a translocacédo do mesmo para o nucleo da célula e consequente ativacao.
Estresse oxidativo e estresse térmico promovem a fosforilacdo (e consequente
ativacdo) de DAF-16 via JKK-1 (c-Jun N-terminal kinase kinase) e também a
cinase AMPK provoca a fosforilacao direta de DAF-16. Essa via atua em conjunto
com a via da p38-MAPK em muitas das respostas imunes associadas a
patbgenos bacterianos, ja que uma vez ativado, DAF-16 produz genes
associados a defesa frente esses patdgenos (Figura 3) (TISSENBAUM, 2018).

1.4.5.2 Via da p38-MAPK

A via da p38-MAPK em C. elegans possui trés componentes principais,
nsy-1, sek-1 e pmk-1. O PMK-1 é responséavel pela regulacdo do fator de
transcricdo ATF-7, responsavel pela resposta a patdgenos bacterianos,
especialmente P. aeruginosa (PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL, 2012). Essa via
também regula o fator de transcricdo SKN-1/Nfr-2 em respostas induzidas por
estresse oxidativo (INOUE et al., 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Principais vias de sinalizacdo celular em C. elegans. Criado em

BioRender. Baseado em Roselli et al. (2019).

1.4.6. Interacdo patdgeno-hospedeiro

C. elegans tem sido bastante utilizado para o estudo das interacdes
patégeno-hospedeiro ja que muitos patdgenos que infectam o ser humano
também infectam os vermes, como as bactérias gram-positivas, Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis Streptococcus pyogenes, (DASGUPTA et al.,
2020; JANSEN et al., 2002; SIFRI et al., 2003) as gram-negativas Salmonella
typhimurium, Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia cepacia (KIRIENKO et
al., 2013; LI et al., 2018; WONG et al., 2018), além de fungos como Candida
albicans e Cryptococcus neoformans (MYLONAKIS et al., 2002; PUKKILA-
WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS, 2011). Nas infeccoes em C. elegans, esses
patogenos utilizam os mesmos mecanismos de viruléncia que nas infeccbes
humanas, incluindo a formacéo de biofilme (SIFRI; BEGUN; AUSUBEL, 2005).

Os patégenos podem infectar a cuticula do verme, acumular na faringe e
no intestino ou podem causar a morte através da producéo de toxinas (ZHANG,;
HOU, 2013). Um dos patdgenos mais estudados em C. elegans, a bactéria P.

aeruginosa, causa a morte através da producgédo de toxinas (morte rapida), mas
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também pode acumular no intestino do animal, causando infeccdo prolongada
gue pode causar a chamada morte lenta (TAN; MAHAJAN-MIKLOS; AUSUBEL,
1999). Essa diferenca na viruléncia da bactéria é afetada pela alteracdo das
condi¢cBes do meio de cultura utilizado, sendo meios liquidos responsaveis pelo
favorecimento da difusdo das toxinas e meios sélidos associados a infeccoes
prolongadas (SIFRI; BEGUN; AUSUBEL, 2005). Na morte lenta, o acumulo de
bactérias no intestino provoca distensdo intestinal, seguida de invasao
intracelular e também autofagia anormal (IRAZOQUI et al., 2010). Na chamada
morte rapida, um exemplo de molécula produzida é a pioverdina, que causa
deplecédo de ferro e disfungcdo mitocondrial, induzindo uma resposta de hipdxia e
levando a morte (HAJDU; SZATHMARI; SOTI, 2024; KANG et al., 2018;
KIRIENKO et al., 2013). J& S. aureus € capaz de causar infeccdo no verme
através da colonizacdo do intestino, com inflamacdo do anus, destruicdo das
células intestinais, e conforme a doenca progride, ocorre a destruicdo de 6rgaos
internos e consequente morte (IRAZOQUI et al., 2010).

1.4.7. Dietas com glicose em C. elegans

Diferentes concentracbes de glicose, que variam de 0,5-8% ja foram
administradas para os nematoides, assim como essa dieta foi administrada em
diferentes tempos (ou estagios de desenvolvimento). De modo geral, vermes
alimentados com altas concentracdes de glicose tiveram uma reducdo na
longevidade, apresentaram alteracdes no conteudo e absorcdo de glicose,
conteudo de triglicerideos, tamanho corporal, progénie e reducao da locomocéao
(ALCANTAR-FERNANDEZ et al., 2018; CHOI, 2011; LEE; MURPHY; KENYON,
2009; SCHLOTTERER et al., 2009). Além disso, apresentaram aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo (ALCANTAR-
FERNANDEZ et al., 2018; SCHLOTTERER et al., 2009), bem como diminui¢io
da capacidade de aprendizado e prejuizo neuronal (DE GUZMAN et al., 2022;
MENDLER et al., 2017; PINKAS; LAWES; ASCHNER, 2018).

Quanto a investigacéo da relagdo de dietas com altas concentragdes de
glicose e infec¢cdes bacterianas, apenas dois estudos avaliaram esse tipo de
relacdo. O estudo de Lavigne et al. (2013) utilizou uma cepa mutante de C.
elegans (cepa DH26; fer-15(b26)Il) que quando exposta a temperatura de 25°C

torna-se infértil. A concentracdo de glicose utilizada no meio NGM foi de 2%, e
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vermes em estagio L4 foram infectados com isolados clinicos de S. aureus e E.
coli. Os vermes alimentados com glicose foram mais resistentes as infeccoes
pelos dois patégenos avaliados do que vermes ndo alimentados com glicose, e
esse efeito mediado pela glicose foi considerado dependente da acdo de DAF-
16. Ja no estudo de Li et al. (2018), os vermes, em estagio L4, foram infectados
com Salmonella typhimurium e uma concentracdo de 0,5% de glicose foi
utilizada. A alimentacdo com glicose tornou 0s vermes mais suscetiveis a

infeccdo por S. typhimurium e esse efeito foi atribuido a uma inibicdo de SKN-1.

1.4.8. Dieta de restricdo em C. elegans

A dieta de restricdo, caracterizada pela restricdo de alimento sem que
ocorra ma nutricdo € bastante utilizada em estudos que propdem investigar 0s
efeitos dessa dieta na longevidade e no envelhecimento em C. elegans.
(HOUTHOOFD; JOHNSON; VANFLETEREN, 2005). Diferentes tipos de dietas
de restricdo sao utilizados, podendo ser administrada uma quantidade menor de
bactérias através da diluicdo das culturas, meio axénico (auséncia de bactéria)
e utilizando cepas mutantes com deficiéncia na faringe como a DA1116 eat-2
(ad1116), o que provoca a menor ingestdo de alimento (BISHOP; GUARENTE,
2007; GREER; BRUNET, 2009; HOUTHOOFD et al., 2002).

Essas dietas levam a um aumento da longevidade, envolvendo diversos
fatores, alguns associados a ativacao de vias que promovem a homeostase
mitocondrial ou de resposta ao estresse (BISHOP; GUARENTE, 2007; GREER,;
BRUNET, 2009; WEIR et al., 2017). A extensdo da longevidade também esta
associada a uma reducéo da via TOR e um aumento da autofagia (HANSEN et
al., 2008). Os efeitos benéficos da dieta de restricdo para a saude dos
nematoides também foram reportados, onde vermes submetidos a dieta de
restricdo tiveram melhorias na locomocéao e reducdo do acumulo de lipofuscina
(marcador de envelhecimento) (LOO et al., 2023). Além disso, esse tipo de dieta
também pode preservar comportamentos saudaveis em vermes idosos,
mantendo niveis altos de dopamina e serotonina (YIN et al., 2014).

Interessantemente, o estudo de Wu et al. (2019) demonstrou outro
mecanismo envolvido na promoc¢ao da longevidade através da utilizacdo de uma
dieta de restricdo: a modulacao de uma via da imunidade inata (p38) e o fator de

transcricdo ATF-7. A longevidade depende que a atividade de ATF-7 esteja

26



reduzida e ndo é dependente da exposicao a bactéria, mas sim da ativacao via
nutrientes.

A relacéo entre dieta de restricao e infeccdes bacterianas em C. elegans
€ pouco explorada. Em um estudo que associava o gene F-box, fbxc-58
(regulador de imunidade), com os efeitos de dieta de restricdo, vermes em dieta
de restricdo (eat-2 mutantes) e vermes em dieta de restricdo (eat-2 mutantes)
com RNAI para fbxc-58 foram infectados com P. aeruginosa. Os vermes com 0
gene fbxc-58 silenciado (RNAI) tiveram uma taxa menor de sobrevivéncia as
infecgBes por P. aeruginosa que os vermes sem RNAI. Isto indica que o efeito
da dieta de restricdo na sobrevivéncia dos vermes a P. aeruginosa esta
relacionado ao gene fbxc-58 (JEONG-HOON HAHM FARIDA et al., 2023).

27



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a influéncia de dietas com altas concentracfes de glicose e dietas de
restricdo na fisiologia e na suscetibilidade de C. elegans a infec¢des bacterianas.

2.2. Objetivos especificos

I. Revisar a literatura a respeito de como o modelo de C. elegans esta sendo
utilizado para a investigacao da viruléncia de patdgenos bacterianos humanos;

II. Investigar o efeito de dietas com altas concentracfes de glicose e dietas de
restricdo na fisiologia do nematoide;

[ll. Avaliar a suscetibilidade de C. elegans a infec¢gbes por P. aeruginosa e S.

aureus apos serem submetidos as dietas com altas concentracdes de glicose e
dietas de restricao.
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3. RESULTADOS

3.1. Artigo 1. Caenorhabditis elegans as a tool for the investigation of ESKAPE
pathogens virulence

Sera submetido ao periédico: Microbial Pathogenesis
Fator de Impacto: 3.5
Acesso: https://www.sciencedirect.com/journal/microbial-pathogenesis

Authors: Belisa Avila Rodrigues'?, Amanda Moreira de Barros?, Viviane Horn de
Melo?, Victoria Souza Ramos?, Fernanda Cristina Possamai Rossatto?, Vanessa Kriiger

Engers’2, Eduardo Rigon Zimmer?, Karine Rigon Zimmer!?,

29


https://www.sciencedirect.com/journal/microbial-pathogenesis

3.2 Artigo 2. Effects of a high-glucose diet on Caenorhabditis elegans key
biological functions and survival to bacterial infections

Publicado em ACS OMega: https://doi.org/10.1021/acsomega.5¢12287
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3.3. Artigo 3. Dietary restriction affects physiological parameters and response to
pathogens and their supernatants in Caenorhabditis elegans

Sera submetido ao periodico: Applied and Environmental Microbiology
Fator de impacto: 3.9
Acesso: https://journals.asm.org/journal/aem

Authors: Belisa Avila Rodrigues, Amanda Moreira de Barros, Luisa Jacqueline Maboni,
Nycole da Silva Guerra, Felipe Wachholz Bartz, Eduardo Rigon Zimmer, Karine Rigon

Zimmer.
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4. DISCUSSAO

Este trabalho traz como pergunta central o seu proprio titulo: “A
suscetibilidade de Caenorhabditis elegans a infec¢cdes bacterianas pode ser
influenciada pela sua dieta?”. Para responder a esta questdo foi utilizado o
nematoide a fim de verificar a relacdo entre dietas e a resposta a infeccdes
bacterianas, avaliando o seu impacto na fisiologia dos vermes e também como
estes responderiam as infeccOes bacterianas apds as dietas. Para isso, foram
determinados dois tipos de dietas: uma dieta com alta concentracdo de glicose
e uma dieta de restricao alimentar.

A escolha das dietas foi baseada em estudos prévios, levando em
consideracdo  aspectos metodologicos  necessarios para  envolver
posteriormente as infec¢cdes bacterianas. Portanto, para as dietas com altas
concentracbes de glicose uma concentracdo de 2% (correspondente a
aproximadamente 111 mM de glicose) foi adicionada ao meio usual dos
nematoides. Outros estudos que utilizaram essa concentracdo de glicose
observaram efeitos na longevidade e em parametros fisiolégicos dos animais
(ALCANTAR-FERNANDEZ et al., 2018; GUSAROQV et al., 2017). O tempo de
administrac@o das dietas e os estagios de desenvolvimento dos nematoides
variam muito nas investigacbes desses tipos de dieta (ALCANTAR-
FERNANDEZ et al., 2018). Mais de um tipo de dietas de restricdo sdo utilizadas
em C. elegans (CYPSER; KITZENBERG; PARK, 2013). Neste trabalho foi
escolhida a diluicao da cultura bacteriana como método, para evitar posteriores
prejuizos no processo de infeccdo dos nematoides. Como a infeccéo se da por
via oral, mutantes com deficiéncia na faringe teriam maior dificuldade de serem
infectados.

Neste trabalho, os vermes foram alimentados com a dieta com alta
concentracdo de glicose, dieta de restricdo e as dietas controle durante os
estagios L1-L4. Sendo o estagio L4, considerado o melhor estagio para expor os
animais aos patogenos bacterianos (e o mais utilizado em estudos de infec¢des
bacterianas). Assim, quando 0s vermes atingiram este estagio (L4) foram
retirados das dietas e avaliados os parametros fisiolégicos bem como

submetidos as infec¢des bacterianas.
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Quanto as infec¢des bacterianas, foram selecionados dois patégenos
humanos, considerados pela OMS como prioridade alta nas investigacdes para
novas terapias antimicrobianas: Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus (OMS, 2024). Como podemos perceber na secdo de resultados (3.1)
muitos fatores de viruléncia utilizados por esses patdégenos para causar doenca
em humanos, também sao utilizados para causar doenca em C. elegans. Para
as infeccbes bacterianas, um protocolo em meio liquido foi utilizado, tentando
manter as mesmas condi¢cdes para as infeccdes com ambos microrganismos,
porém respeitando suas condicdes de cultivo prévias.

Parametros fisioldgicos de C. elegans foram influenciados pelas dietas
administradas. A dieta com alta concentracdo de glicose fornecida para os
vermes influenciou o tempo do ciclo de defecacédo, o comprimento do corpo e a
reproducdo. Além disso, afetou a sinalizacdo dopaminérgica e causou um
aumento da expressao de gst-4 (enzima glutationa S transferase 4; antioxidante)
e a quantidade de lipideos no organismo dos nematoides. Alguns desses
parametros alterados podem influenciar indiretamente a suscetibilidade as
infeccdes por P. aeruginosa e S. aureus, que ao contrario da hipétese inicial,
sofreu menor alteragdo quando os animais foram previamente alimentados com
glicose.

O tempo do ciclo de defecacao reduzido pela alimentacdo com glicose
observado nesse trabalho, gera um aumento na defecacdo. O aumento das
contracdes durante a defecacdo nos vermes, poderia ser um dos motivos da
menor suscetibilidade a infeccbes bacterianas observada, especialmente por S.
aureus. Sabe-se que a habilidade desse patdgeno de causar doenca esta
diretamente relacionada a sua capacidade de colonizar e se acumular no
intestino dos vermes. Sendo assim, contragcdes mais frequentes poderiam
dificultar este processo (IRAZOQUI et al., 2010; RAE et al., 2012).

O aumento do comprimento corporal dos vermes influenciado pela dieta
com glicose também foi reportado em outros trabalhos. Embora, Guzman et al.
(2022) tenham utilizado uma concentragéo maior de glicose (250 mM) e avaliado
animais em estagio adulto, um aumento de 10% no comprimento dos animais foi
observado quando estes foram alimentados com glicose. Alcantar-Fernandez et

al. (2018), investigaram a influéncia de dietas com glicose no tamanho corporal
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dos vermes utilizando diferentes concentracdes de glicose. A concentracdo de
100 mM (concentragdo mais proxima a utilizada no nosso trabalho) gerou um
aumento no comprimento corporal de 17%. Porém, esta concentracéo de glicose
também influenciou a area corporal, com animais 44% mais largos que 0s
animais controle, diferentemente do que foi observado em nosso trabalho, onde
nao observamos diferencas estatisticamente significativas entre os grupos na
area corporal dos vermes.

Quando investigamos a influéncia da alimentacdo com glicose na
reproducao de C. elegans, observamos uma reducao de 27% na producao de
progénie quando os animais foram alimentados com glicose, resultado
semelhante ao encontrado por Salim & Rajini (2014) que utilizaram a mesma
concentracdo de glicose, mas contabilizaram a quantidade de ovos postos. A
reducdo na quantidade de ovos postos, influenciada pela alimentacdo com
glicose (100mM), também foi observada por Morton et al. (2023), mas ndo nos
trabalhos de Alcantar-Fernandez et al. (2018) e Teshiba et al. (2016).

Cao & Aballay (2016) demonstraram que a sinalizacdo neuronal
dopaminérgica esta envolvida no controle negativo das respostas imunes em C.
elegans. Quando avaliamos vermes alimentados com altas concentracfes de
glicose, observamos que um numero maior de vermes possuia algum tipo de
dano neuronal dopaminérgico comparado aos vermes do grupo controle.
Portanto, podemos hipotetizar que vermes previamente alimentados com altas
concentracdes de glicose, que possuiam danos na sinalizacdo dopaminérgica,
responderam melhor as infec¢cdes bacterianas, explicando a diferenca na
sobrevivéncia dos mesmos em relacdo aos vermes previamente alimentados
com a dieta controle. O prejuizo no sistema dopaminérgico em C. elegans,
resultante de uma alimentacdo com altas concentracdes de glicose, também é
reportado nos estudos de Guzman et al. (2022) e Pinkas et al. (2018), porém
nestes trabalhos foram utilizadas concentragdes de 250 mM e 400mM de glicose,
respectivamente. Contrariamente, no trabalho de Morton et al. (2023) vermes
alimentados com altas concentracdes de glicose (100mM) n&o apresentaram
neurodegeneracao dopaminérgica.

Dietas com altas concentracdes de glicose também foram associadas ao

estresse oxidativo. Alcantar-Fernandez et al. (2019) identificaram expresséo
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reduzida do gene gst-4 em vermes alimentados com glicose (111 mM) porém,
em trabalho anterior, 0 mesmo autor observou aumento de EROs e enzimas
antioxidantes (ALCANTAR-FERNANDEZ et al., 2018). Em nosso trabalho,
embora mais ensaios sejam necessarios para confirmar esta hipotese, podemos
inferir que houve um aumento de EROs nos animais alimentados com glicose e,
consequentemente, um aumento das defesas antioxidantes indicado pelo
aumento da expressao de GST-4. A partir disso, podemos inferir que quando os
animais foram expostos aos patdgenos, 0s vermes alimentados anteriormente
com glicose tiveram uma vantagem em relacédo aos animais alimentados com a
dieta controle, podendo responder melhor a EROs geradas pela interacdo com
0S patdgenos.

Por fim, outro fator que pode ter influenciado a maior resisténcia dos
nematoides previamente alimentados com glicose as infec¢des bacterianas é o
aumento da quantidade de lipideos no organismo dos vermes. O acumulo de
lipideos provocado pela alimentacdo com 2% de glicose ja foi reportado
anteriormente (SAVOVA et al., 2022). Sabidamente, as defesas imunes frente
aos patdégenos necessitam de um maior aporte energético, sendo entédo todo o
metabolismo do verme alterado para combater o processo infeccioso
(ANDERSON; PUKKILA-WORLEY, 2020). Portanto, animais previamente
alimentados com glicose puderam utilizar de uma maior quantidade de lipideos
para a defesa frente a S. aureus e P. aeruginosa.

A influéncia da dieta com alta concentracdo de glicose (2%) na
suscetibilidade a infeccdo por S. aureus também foi avaliada no estudo de
Lavigne et al. (2013). Mesmo com as diferencas metodoldgicas, como ensaio em
meio solido, os resultados provenientes deste trabalho vao ao encontro dos
resultados obtidos no nosso trabalho, sendo os vermes alimentados com glicose
mais resistentes a infeccdo por S. aureus. Além disso, o estudo de Lavigne et al.
(2013) também demonstrou que os vermes alimentados com glicose foram mais
resistentes a infec¢ao por isolados clinicos de E. coli. De forma oposta, o estudo
de Li et al. (2018) indicou que animais alimentados com glicose (0,5%) foram
mais suscetiveis a infec¢des por S. typhimurium. Com isso, podemos levantar

hipoteses de que a influéncia da alimentagdo com glicose esta relacionada a
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concentracdo utilizada e também ao tipo de patdgeno, ou espécie, e o tipo de
infeccéo e doencga que este pode causar.

Embora contrério ao primeiramente hipotetizado e diferente do que ocorre
em outros animais como D. melanogaster (DARBY et al., 2024), o efeito positivo
no desfecho das infeccdes bacterianas, provocado pela administracéo de glicose
aplicada nesse trabalho, pode gerar informacdes importantes para possiveis
estratégias preventivas. Estudos futuros ser8o importantes para elucidar
mecanismos vinculados a este efeito e a associacdo com a sinalizacao
dopaminérgica, metabolismo de lipideos e estresse oxidativo.

Quando investigamos os efeitos da DR na fisiologia de C. elegans,
observamos que esta dieta ocasionou um aumento dos batimentos faringeos,
aumento do numero de progénie e reducdo da quantidade de lipideos no
organismo dos vermes. A influéncia da DR em parametros fisiolégicos do
nematoide é pouco explorada, sendo esta uma dieta mais utilizada para
investigar efeitos associados a aumento de longevidade (LOO et al., 2023). Além
disso, a utilizacdo de diferentes métodos de restricao dietética em C. elegans
torna dificil a comparacao dos resultados. A influéncia desta dieta nos batimentos
faringeos dos nematoides foi reportada no trabalho de revisdo de Loo et al.
(2023), onde eles identificaram dois estudos que avaliaram os batimentos
faringeos dos nematoides. Um deles mimetizou DR através da suplementacao
da cultura de E. coli OP50 com 50 pM Shatavarin IV (fitomolécula bioativa)
(SMITA et al., 2017), obtendo uma reducéo dos batimentos faringeos, enquanto
que no outro, a DR foi mimetizada através do uso de vermes mutantes super
expressando o gene pgph-2, e obtendo um aumento dos batimentos faringeos
dos nematoides (SMITA et al., 2017).

Considerando a metodologia aplicada no nosso trabalho, podemos inferir
que o aumento dos batimentos faringeos dos vermes esta relacionado a
habilidade dos vermes de perceber o menor aporte de alimento. Como néo
obtivemos diferengca no tamanho corporal dos vermes, o aumento dos
batimentos faringeos pode ser mais uma resposta adaptativa compensatoria e
nao um indicio de uma alimentacao exacerbada.

O aumento da progénie dos vermes em DR, também foi reportada no

estudo de Lenaerts et al. (2008) que utilizou o0 mesmo principio metodolégico

36



que o0 nosso estudo (diluicdo de cultura bacteriana) mas um tipo de meio
diferente. Este aumento na producdo de progénie pode estar relacionado
também a uma resposta adaptativa. Considerando que a DR poderia ter um
efeito hormético, como sugerido por Masoro (2007), o leve estresse gerado,
levou o0s vermes a produzirem mais progénie, como mecanismo de
sobrevivéncia.

Outro parametro influenciado pela DR nos nematoides foi a quantidade de
lipideos no organismo. A reducéo do aporte lipidico também foi observada em
outros trabalhos, onde foi relacionada a via TOR (BAR et al., 2016; CHARAR;
METSUYANIM-COHEN; BAR, 2021).

Quanto as infec¢des bacterianas, animais previamente submetidos a DR
sobreviveram mais as infec¢des por S. aureus. A reducdo na quantidade de
lipideos ocasionada pela DR ja foi associada a reducao da via TOR (BAR et al.,
2016). A reducéo desta via também pode levar a um aumento da autofagia, e
esta por sua vez, € um dos mecanismos de defesa imune utilizados pelos vermes
para defesa frente a infeccbes por S. aureus (HANSEN et al., 2008). Até entéo,
nao foram encontrados estudos que avaliassem a relacdo da DR e infec¢des por
S. aureus em C. elegans. Como nédo observamos influéncia da DR na resposta
dos vermes a infeccdo por P. aeruginosa, podemos sugerir gue o efeito benéfico
da DR poderia estar associado ao tipo de infeccdo e doenca causada pelos
patégenos, visto que S. aureus esta mais associado a colonizacao intestinal dos
vermes e P. aeruginosa além da colonizacdo intestinal, também utiliza a
liberac@o de moléculas (IRAZOQUI et al., 2010; KIRIENKO et al., 2013).

Com isso, além da infeccdo com células bacterianas presentes e viaveis,
vermes previamente alimentados com DR também foram expostos as moléculas
geradas pelos patégenos bacterianos (através do sobrenadante das culturas) em
monoculturas e em co-cultura. As moléculas obtidas da co-cultura de P.
aeruginosa e S. aureus tiveram um efeito deletério maior aos vermes em
comparacdo as moléculas provenientes das monoculturas. Isto pode ser
explicado pela ja descrita competicdo existente entre esses microrganismos
quando juntos em cultivo (WANG et al., 2023). Na exposi¢cdo as moléculas
obtidas da co-cultura dos patégenos, a sobrevivéncia de vermes previamente

alimentados com a DR foi maior do que a de vermes alimentados com a dieta
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controle, o que ndo aconteceu com as moléculas obtidas das monoculturas.
Podemos hipotetizar que as moléculas liberadas na co-cultura, por serem mais
agressivas ao hospedeiro, exigiram uma resposta de defesa maior dos vermes,
e aqueles previamente alimentados pela DR, responderam melhor aos danos
ocasionados pelas moléculas.

Da mesma forma ao mencionado para as dietas com glicose, estudos
futuros a fim de explicar os mecanismos envolvidos na protegéo gerada pela DR
a infecgcbes por S. aureus e exposicdo a moléculas de co-cultura de P.
aeruginosa e S. aureus serdo necessarios. Contudo este trabalho fornece
informagdes extremamente importantes sobre a relacdo entre dietas e infec¢gbes
bacterianas em C. elegans, e responde a pergunta titulo deste trabalho,
indicando que a suscetibilidade de C. elegans a infec¢des por P. aeruginosa e
S. aureus € influenciada por dietas com altas concentracdes de glicose e dietas

de restricao.
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5. CONCLUSOES

Infeccbes bacterianas provocadas por patdégenos clinicamente
importantes, como grande parte do grupo ESKAPE, podem ser investigadas
utiizando o modelo alternativo de C. elegans. Esse nematoide também
demonstrou ser um modelo adequado para associar infeccdes bacterianas e
dietas com glicose e dietas de restrigao.

Dietas com altas concentracdes de glicose em C. elegans afetaram o ciclo
de defecacdo dos vermes, o comprimento do corpo, reproducéo, sinalizacao
dopaminérgica, expressao de GST-4 e a quantidade de lipideos no organismo.
Dietas de restricdo em C. elegans afetaram os batimentos faringeos, a
reproducao e quantidade de lipideos no organismo dos vermes.

Animais previamente alimentados com glicose foram menos suscetiveis a
infeccbes por S. aureus e P. aeruginosa, enquanto que animais previamente
alimentados com dieta de restricdo foram menos suscetiveis a infec¢des por S.
aureus, e a exposicao a moléculas provenientes da co-cultura de P. aeruginosa
e S. aureus.

Os dados gerados neste trabalho beneficiam a comunidade cientifica,
especialmente a de C. elegans, trazendo dados novos e de grande importancia.
Até entdo, este é o primeiro trabalho utilizando o modelo a relatar uma relacéo
entre dieta com altas concentragdes de glicose e infec¢cdes por P. aeruginosa,
bem como dietas de restricdo e infec¢des por S. aureus e exposi¢cao a moléculas
de co-cultura de P. aeruginosa e S. aureus. Este trabalho traz informacdes
importantes a respeito do papel de diferentes dietas na suscetibilidade a
infeccbes bacterianas, podendo auxiliar no desenvolvimento de novas
intervencdes preventivas e/ou de tratamento nos processos infecciosos
bacterianos. Além disso, a execucéao deste trabalho consolidou a implementacéo
do modelo alternativo de C. elegans no grupo de pesquisa Biofilmes e Modelos

Alternativos (BioModal), e consequentemente na UFCSPA.
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6. PERSPECTIVAS

A curto prazo seré interessante avaliar alguns parametros como:
(I) a carga bacteriana dos vermes apos as infec¢cdes bacterianas;
(I a quantificacdo de parametros bioquimicos como niveis de glicose e
triglicerideos;
(1l1) o envolvimento do fator de transcricdo SKN-1 nos efeitos das dietas com
glicose.

A longo prazo, sera interessante responder a novas perguntas geradas,
como:
(I) Quais sdo os mecanismos moleculares envolvidos na influéncia das dietas
nas infec¢des bacterianas?
(I A influéncia das dietas na suscetibilidade as infec¢des bacterianas pode ser
patégeno especifica?
(Il1) Os efeitos provocados pela dieta com glicose poderiam ser concentracao
dependentes?
(IV) Os efeitos das dietas séo transientes ou poderiam ser transmitidos entre

geracoes?
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APENDICE A - TRABALHO DE ANALISE DE DADOS DE TRANSCRIPTOMICA

DIFERENCA DE EXPRESSAO GENICA DE C. ELEGANS
ALIMENTADOS COM DIETAS COM GLICOSE E INFECTADOS POR
STAPHYLOCOCCUS AUREUS E PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Trabalho realizado em parceria com o professor Dr. Eduardo Rigon Zimmer
e Dr. Marco Anténio De Bastiani da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFGRS) e com auxilio das alunas de iniciacdo cientifica Amanda
Moreira de Barros e Viviane Horn de Melo da UFCSPA.

Avaliacdo de dados de transcriptdmica ja publicados e depositados em banco
publico, para obtencdo de possiveis genes alvos para a investigacdo de C.
elegans alimentados com glicose e infectados por P. aeruginosa e S. aureus.
Este trabalho foi realizado durante o periodo da pandemia quando havia
condic@es restritivas de acesso aos laboratérios da UFCSPA.

Métodos
1. Aquisicdo dos dados

Os dados de expressdo génica foram obtidos do Gene Expression
Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Foram selecionados
datasets com as seguintes caracteristicas: C. elegans infectado com P.
aeruginosa, C. elegans infectado com S. aureus e vermes alimentados com
Escherichia coli OP50 (controle nédo infectado). C. elegans alimentado com
glicose (adicdo de 2% de glicose no meio usual dos nematoides) e C. elegans
com uma dieta controle (sem glicose).

O cdédigo de série do GEO dos datasets selecionados para dieta com
glicose sdo GSE98576 e GSE138035, obtidos de estudos com RNAseq. Para as
infeccbes bacterianas foram selecionados GSE121091, GSE 119292,
GSE122544 e GSE128030. Os datasets das infec¢Oes bacterianas foram
obtidos através de estudos de RNAseq e foram agrupados em um Unico dataset
para as analises do trabalho.

2. Processamento dos dados

Foi realizado o download dos dados brutos de cada dataset e o
alinhamento dos transcritos foi realizado com Salmon (v1.3.0) (Patro et al.,
2017). Os transcritos foram mapeados com o genoma de C. elegans
(ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-96/fasta/caenorhabditis_elegans). Os reads
foram sumarizados utilizando tximport (v1.12.3) (Soneson et al., 2015) e foram
excluidos genes com uma média de contagens por milhdo minima < 2.
3. Andlise de expresséao diferencial
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Os datasets foram analisados com o pacote DESeq2 (Love et al., 2014)
para analises de expressao génica. Os critérios para a determinacao dos genes
diferencialmente expressos (DEGs) foram p-valor ajustado por false discovery
rate (FDR) < 0,05, log fold change > 0,6 (para as infec¢cdes) e log fold change
(logFC) # 0 (dieta com glicose). As planilhas geradas contendo os DEGs foram
analisadas.

4. Andlise de enriquecimento funcional

A analise de enriguecimento funcional dos DEGs foi realizada com Gene
Ontology (GO) e Kyoto Enciclopedia of Genes and Genomes (KEGG), utilizando
as fungdes enrichKEGG e enrichGO do pacote clusterProfiler (YU et al., 2012).
Os termos GO foram agrupados por similaridade semantica utilizando a funcéo
mgoSim do GOSemSim package (YU et al., 2010).

Resultados:

A andlise da expressao diferencial demonstrou um namero total de 268 genes
diferencialmente expressos (DEGs) e 58 DEGS nos datasets de alimentacdo
com glicose. No dataset das infeccbes bacterianas, 761 DEGS foram obtidos nas
infeccbes por P. aeruginosa e 318 DEGS nas infec¢des por S. aureus. (Fig.1).
Considerando a quantidade reduzida de DEGs fornecidos o dataset GSE98576
foi retirado do estudo e ndo foi utilizado nas analises posteriores.

Genes diferencialmente expressos

B Suprarregulados Infrarregulados
578
600
400
200 164 183 155 163
104
. . . L
0 I
Glicose (GSE138035) Glicose (GSE98576) P. aeruginosa S. aureus

Datasets

Figura 1. Numero de genes diferencialmente expressos de vermes alimentados com
glicose e vermes infectados por P. aeruginosa e S. aureus. Nas analises dos datasets
da glicose foram utilizando os critérios p-valor ajustado por false discovery rate (FDR) <
0,05 e log fold change # 0, enquanto que nas analises dos datasets das infec¢des
bacterianas foram utilizados os critérios p-valor ajustado por false discovery rate (FDR)
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< 0,05 e log fold change >0,6. Datasets de vermes alimentados com E. coli OP50 (sem
glicose no meio) foram utilizados como controle.

ApGs as analises de expressao diferencial, foram realizadas as analises
de enriquecimento funcional (do inglés, functional enrichment analysis - FEA).
Na andlise do GO do dataset de glicose (GSE138035) os termos com a maior
quantidade de DEGs agrupados foram “Processos metabdlicos de acido
carboxilico” (49 DEGs) e “Processos metabdlicos de oxiacidos” (49 DEGs). O
termo “Imunidade Inata” apresentou 19 DEGs. Para este mesmo dataset, na
andlise de KEGG os principais termos encontrados (com o maior numero de
genes agrupados) foram “Metabolismo de acidos graxos” e “Metabolismo de
carbono”, ambos com 13 DEGs. Na analise do dataset das infecgdes
bacterianas, para a infeccdo por S. aureus o0s principais termos encontrados
foram “Processos metabdlicos de acidos graxos” (86 DEGs) e “Resposta a
estimulos bidticos” (82 DEGs) e o termo “Imunidade inata” reuniu 49 DEGs. Na
analise de KEGG os principais termos encontrados foram “Metabolismo de
drogas - citocromo P450” (20 DEGs) e “Metabolismo de acidos graxos” (18
DEGs). Para a infec¢gdo por P. aeruginosa 0s principais termos encontrados
foram “Resposta de defesa a outros organismos” (45 DEGs) e “Resposta a
estimulos bidticos” (45 DEGs) e o termo “Imunidade inata” reuniu 38 DEGs. Na
andlise de KEGG os principais termos encontrados foram Metabolismo de acidos
graxos (9 DEGs) e “Via de regulacao da longevidade” (9 DEGs).

A partir da analise funcional, optamos por avaliar os DEGs agrupados nos
termos “Imunidade Inata” do GO, que apareciam em ambos os datesets (glicose
e infeccbes bacterianas) ja que tinhamos como objetivo verificar a
suscetibilidade dos vermes alimentados com glicose as infec¢Bes bacterianas.
Os DEGs encontrados foram reunidos na Tabela 1.

Tabela 1. Genes diferencialmente expressos relacionados a imunidade inata de C.
elegans alimentados com glicose e infectados por S. aureus e P. aeruginosa.

Pseudomonas aeruginosa

Suprarregulado* Infrarregulado*
Glicose | Suprarregulado* F53C11.3 acdh-1
Infrarregulado* dod-24, F55G11.2, -

K08D8.5, gst-38, gst-13,
C32H11.4, C29F3.7, dod-
17, F55G11.8, clec-86, gst-
24, dod-22, gst-6, clec-187
Staphylococcus aureus
Suprarregulado Infrarregulado
Glicose = Suprarregulado* | - acdh-1

Infrarregulado* C29F3.7, F55G11.8, dod-22 = C32H11.4, dod-17, clec-86, gst-
24, gst-6, clec-187
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*p<0,05 e logFC>0,6, exceto o gene acdh-1 que apresentou logFC<0,6.

Considerando a hipotese inicial de que a alimentacao com glicose poderia
interferir negativamente na defesa dos vermes as infec¢des bacterianas, fizemos
uma nova selecdo em que os DEGs fossem infrarregulados na alimentagdo com
glicose e suprarregulados nas infec¢cbes bacterianas, obtendo trés genes
F55G11.8, dod-22 e C29F3.7 (Fig. 2).

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus Glicose_GSE138035

logFC

F55G11.8 dod-22 C29F3.7

Figura 2. Diferenca de expresséo de genes encontrados associados a imunidade inata
de vermes alimentados com glicose (infrarregulados) e infectados por P. aeruginosa e
S. aureus (suprarregulados).

Os genes F55G11.8, dod-22 e C29F3.7 sao descritos como genes que
codificam proteinas com dominio CUB e compartiiham do mesmo homdlogo
humano, o gene EPHX. Dentro os trés, o melhor descrito na literatura € o gene
dod-22 (downstream of DAF-16), que é controlado pelo fator de transcricdo DAF-
16, sendo expresso nos neurdnios da cabeca, nas células da glandula retal e no
intestino. Esse gene ja foi descrito como envolvido na resposta de defesa frente
a bactérias gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa, Serratia
marcescens, Acinetobacter spp, Stenotrophomonas maltophilia e Vibrio cholerae
(Wormbase; Sahu et al., 2012; White & Herman, 2018; Alper et al., 2007). Com
estes resultados foi adquirida, no CGC (Caenorhabditis Genetics Center;
https://cgc.umn.edu/), a cepa mutante para o gene dod-22, RB1573 (dod-
22(0k1918) IV.).
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APENDICE B - COORIENTACOES DE TRABALHOS DE CONCLUSAO DE
CURSO

AMANDA MOREIRA DE BARROS

Avaliacao de biofilmes mono e duoespécie de Pseudomonas aeruginosa e

Staphylococcus aureus usando o modelo de Caenorhabditis elegans.

Trabalho de Conclusédo de Curso
apresentado como pré-requisito
obrigatério para a obtencdo do grau de
Bacharel em Biomedicina, Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto
Alegre.

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Karine Rigon
Zimmer.

Coorientadora: Me. Belisa Avila
Rodrigues.

Porto Alegre
2023
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MARIA PAULA LIMA E SILVA DE OLIVEIRA

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIBIOFI

LME DE COMPOSTOS DAS

CLASSES TETRAHIDRO-INDOLONAS E HIBRIDOS TETRAHIDRO-
INDOLONAS-DIHIDROPIRIMIDINONAS

Porto Alegre

2024

Projeto de Trabalho de Concluséo de
Curso apresentado no Curso de
Biomedicina como requisito obrigatério
para obtencado do Grau de Bacharel em
Biomedicina.

Orientador: Prof. Dra. Karine Rigon
Zimmer

Coorientador: Me. Belisa Avila
Rodrigues
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NYCOLE DA SILVA GUERRA

ANALISE DE BIOFILME MONO DUO E MULTIESPECIES DE
ENTEROCOCCUS FAECALIS, PSEUDOMONAS AERUGINOSA E
STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Projeto de Trabalho de Conclusdo de
Curso a ser apresentado no Curso de
Biomedicina como requisito obrigatério
para obtencdo do Grau de Bacharel em

Biomedicina

Orientadora: Prof.2 Dr.2 Karine Rigon
Zimmer

Coorientadora: Me. Belisa Avila
Rodrigues

Porto Alegre

2024
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APENDICE C - PARCERIAS E CONTRIBUICOES EM OUTROS TRABALHOS

1. AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNGICO DE SAIS IMIDAZOLICOS EM
MODELOS PRE-CLINICOS PARA USO EM FORMULAGCOES DE
ENXAGUATORIOS BUCAIS

Trabalho de Tese de Guilherme Stein — Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS)
Parceria com a Prof. Dra. Lina Hashizume, UFRGS

Ensaio de sobrevivéncia de C. elegans infectados com Candida albicans e
tratados com os compostos (sais imidazolicos) C16 e C18.

Os ensaios foram realizados seguindo o protocolo de Singulani et al.
(2017)1, onde os animais, em estagio larval L4, sdo infectados em meio sélido, e
posteriormente tratados e acompanhados em placas de 96 pocos. Para cada
grupo foram utilizados cerca de 10-25 animais. Os grupos utilizados foram:
controle (animais alimentados com E. coli OP50, durante um periodo de 3 horas);
controle 2 (animais alimentados com E. coli OP50, durante um periodo de 3
horas e posteriormente tratados com C16); controle 3 (animais alimentados com
E. coli OP50, durante um periodo de 3 horas e posteriormente tratados com
C18); nao tratados (animais infectados com C. albicans por 3 horas); tratamento
com C16 (animais infectados com C. albicans por 3 horas e posteriormente
tratados com C16); tratamento com C18 (animais infectados com C. albicans por
3 horas e posteriormente tratados com C18); controle positivo ou tratamento com
nistatina (animais infectados com C. albicans por 3 horas e posteriormente
tratados com nistatina em uma concentracdo de 0,006mg/mL?). Os animais vivos
e mortos foram contabilizados a cada 24 horas por cinco dias. A andlise de
sobrevivéncia dos animais foi realizada através da curva de Kaplan-Meier e do
teste log-rank (Mantel-cox). Foram utilizados 120-200 animais por grupo, em trés
ensaios independentes.

Referéncias

1 Singulani JL, Scorzoni L, Gomes PC, Nazaré AC, Polaquini CR, Regasini LO,
Fusco-Almeida AM, Mendes-Giannini MJS. Activity of gallic acid and its ester
derivatives in Caenorhabditis elegans and zebrafish (Danio rerio) models. Future
Med Chem. 2017 Oct;9(16):1863-1872. doi: 10.4155/fmc-2017-0096.

2Rocha, EALSS & ACD, & Castro, Ricardo & Rosalen, Pedro & Saraiva, KLA &
Godoy, Gustavo & Silva, LRA & Aleixo, CSS & Silva, PG & Costa, EMMB.
Antifungal Activity, Phytochemical Characterization and Thermal Profile of
Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. Pesquisa Brasileira em Odontopediatria
e Clinica Integrada. 2017. 17. 1-14. 10.4034/PBOCI.2017.171.12.
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2. ESTUDOS  MULTIDISCIPLINARES DE MICROBIOMAS EM
INFECCOES RESPIRATORIAS NO RIO GRANDE DO SUL: GERACAO
DE FERRAMENTAS INOVADORAS PARA PROGNOSTICO,
EPIDEMIOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Parceria realizada entre a prof. Dra. Karine Rigon Zimmer e as professoras
Dra. Danielle da Silva Trentin da UFCSPA e Dra. Marilene Henning Vainstein
da UFRGS.

Avaliacdo da toxicidade de compostos com atividade antimicrobiana em C.
elegans.

3. SILVER NANOPARTICLES FROM HERMETIA ILLUCENS BIOMASS
ARE ANTIBACTERIAL AGAINST PSEUDOMONAS AERUGINOSA
INFECTION IN CAENORHABDITIS ELEGANS

Trabalho de Tese de Alinne Ayech da Universidade Federal do Rio Grande
(FURG).
Parceria com o Prof. Dr. José Maria Monserrat, FURG.

Realizacdo de ensaios de infeccdo em meio liquido por P. aeruginosa em C.
elegans e tratamento com nano particulas de prata provenientes de Hermetia
illucens.

Artigo publicado em Microorganisms
(https://doi.org/10.3390/microorganisms13061277)

4. ALTERED EXTRACELLULAR PURINES IS ASSOCIATED WITH BLOOD
BIOMARKERS IN CRITICAL COVID-19: A TIME-COURSE STUDY

Trabalho de Tese de Paula Coelho Teixeira da UFCSPA.
Parceria com o Prof. Pedro Roosevelt Torres Roméao, UFCSPA.

Utilizacdo da bactéria E. coli OP50 marcada com GFP para verificar a
capacidade fagocitica de células RAW moduladas com plasma de pacientes
COVID-19 sepse Sobrevivente e COVID-19 sepse Obito.

E. coli O50 foi cultivada em caldo LB e a concentracao do cultivo foi ajustada
para uma OD 620nm de 0.4.
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APENDICE D - RESULTADOS PRELIMINARES DE INFECCAO DE VERMES
MUTANTES PARA O GENE skn-1 POR STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Foi utilizada a cepa mutante C. elegans QV225 (skn-1(zj15) IV) que possui alelo
hipomdérfico de SKN-1. Os animais alimentados com a dieta controle (sem
glicose) foram submetidos a infec¢des por S. aureus do mesmo modo que 0s
ensaios realizados anteriormente (artigo 2 e 3). Foram realizados dois ensaios
independentes.
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C elegans QV225 infectado com S. aureus e controle E. coli OP50. Log-rank e
Gehan-Breslow-Wilcoxon tests. *** p <0,0001; * p: 0,03. A e B representam cada
ensaio independente realizado.

61



ANEXO | - APROVACAO DO TRABALHO DE PESQUISA PELA COMPESQ

REFUEI0CA FE ATCVA DO ERASTL
WIHZETERID D ZDUCAC AT
UHDVERE TN OE FEDERAZ BECIE I0RE 2 SAUGE DE FCRTD ALECEE

Pro-Reitona de Pesquisa e Pos-Graduacdo

Comissdo de Pesquisa - COMPESQ

CARTA DE APROVACAO

A Comissdo de Pesquisa analisou o projeto:

Nimero: 56/2022

Titulo: A susceptibilidade de Caenorhabditis elegans a infeccdes bacterianas pode ser influenciada
pela sua dieta?

Coordenador: Karine Rigon Zimmer

Vigéncia: 13/05/2021 a 31/07/2024

Pesquisadores:
Equipe UFCSPA:

» Karine Rigon Zimmer

» Amanda Moreira De Bamros

w Belisa Avila Rodnigues

» Maria Carolina Xavier Da Silva Dias

Equipe Externa:

» Marco Antonio De Bastiani - UFRGS
» Marcelo Alves Da Silva Moo - UNICAMP
» Eduardo Rigon Zimmer - UFRGS

Atestamos que o projeto de pesquisa acima identificado foi registrado na Comissdo de Pesquisa da
UFCSPA. Salientames que este registro ndo autoriza o pesquisador a coletar ou analisar dados
oriundos de sujeitos de pesquisa. Salienfamos também que este regisire ndo garante a concessdo de
recurses financeiros por parte da UFCSPA a este projefo de pesquisa.

Porto Alegre, 14 de abnl de 2022

RENATA PADILHA GUEDES
Coordenadora Da Comissdo De Pesquisa




ANEXO Il - CURRICULO LATTES

y Curricule LAtteS

Belisa Avila Rodrigues

Enderaco para acessar este OV: hittps:/ flattes.cnpa.br/2061686599824132

Ultima shuslizagio db curriculo em 03/01/2025

Doutoranda do Programa de Pds-Graduacao em Biociéncias da Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA)Possui graduagdo em Biomedicina
pelo Instituto Cenecista de Ensino Superior de Santo Angelo (2010). Especializacio em Diagndstico Laboratorial pela Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul -
PUCRS (2012). Mestre em Biologia Celular € Molecular pelo Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular da Faculdade de Biociéncias da PUCRS (2016).
Experiéncia em cultivo de microrganismos e ensaios com o organismo modelo Caenorhabditis elegans. (Texto informado pelo autor)

Identificacao

Nome Belisa Avila Rodriguss
Filiagio Serafim Riefiel Rodrigues & Elisa Avila Rodrigues
Mascimento 03/11/1888 - Sant'ana do Liviamento/RS - Brasil
Lattes ID ) 2061686500824132
Nome em RODRIGUES, B. A RODRIGUES, BELISA AVILA

citagdes
bibliogra

Idiomas

Inglés Comp Bem . Fala . Esereve . L& Bem

Prémios e titulos

2022 Mengdo Honrosa - Diferenga de express3o génica em Caenorhabditis elegans alimentados com altas
concentraghes de agiicares e i por gt . Universidade Federal de Alfenas -
UNIFAL

Formacao académica/titulagio

2020 Doutorado em BIOCIENCIAS.
Fundagio Universidade Federal de Ciéncias da Salide de Porto Alegre, UFCSPA, Porto Alegre, Brasil
Titulo: A susceptibilidade de Caenorhabditis elegans a infecgbes bacterianas pode ser influenciada pela
sua dieta?
Orientador: Karine Rigon Zimmer 8
Co-orientador: Eduardo Rigon Zimmer
Bolsista do(a): Gonselho Nacional de D Cientifico & bgico. CNPq. Brasil.

2014 - 2016 Mestrado em Bislogia Celular & Molecular.
Punhﬁua Unlversldade Camllca do Rlu Grande do Sul, PUCRS. Porto Alegre, Brasil
de isolados clinicos de Acinstobacter

T e de 0: 2016

Orientador: Silvia Dias de Oliveira

Baisista do(a): Coordenagio de Aparfsigoamento de Pessoal de Nivel Superior, CAPES. Brasil.
h . integrons,

o St Cone Biologicas / Area: Micrabiolagia
Grande area: Giéncias Biolégicas / Area: Bioquimica / Subarea: Biologia Molecular

2011 - 2012 Especializagio em Disgnéstico Laboratorial.
Fontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, FUCRS, Porto Alegre. Brasi

Titulo: A influéncia d

Orientador: Virginia Minghelli Schmitt

20072010 Graduagio om Biomedicina
Instituto Cenecista de Ensino Superior de Santo Ange\n. IESA, Brasil
Titulo: A Re\agan do Esftresse Oxidativo com a Aterosclerose
Orientador: Matias Nunes Frizzo

Formacdo complementar

2020 -2020 Curso de curta duragio em How to writs 3 Review paper. (Carga horaria: 2h).
Fundagio Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porio Alegre, UFCSPA, Porto Alegre, Brasil

2020 - 2020 Curso de curia durag3o em R para nio programadores: analisando dados do TCGA. (Carga hordria: Zh).
Fundag3o Universidade Federal de Ciéncias da Salide de Porto Alegre, UFCSPA. Porto Alegre, Brasil

2020 - 2020 Curso de curia duragio em Biosseguranga = Pesquisa em Tempos da COVID-10. (Carga horéria: 2h).
Fundagio Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, UFCSPA, Porto Alegre, Brasil

2015-2015 Curso de curta duragio em Workshop em Boas Praticas de Pipetagem. (Carga hordnia: 4h).
Mettler - Toledo.Ag. MT. Suiga

2013 - 2043 Esxtens3o universitiria em PEGABIO. (Carga horaria: 10h)
Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, PUCRS. Porto Alegre, Brasil

2013-2013 Curso de curta duragio em Géneros Camplylobacter e Arcobacter. (Carga horaria: Bh).
Universidade Feevale, FEEVALE. Novo Hamburgo, Brasil

hitps:/iwwws.cnpq.br/cviattesweb/pkg_impcv.trata
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2010 - 2010

2010 - 2010
2010 - 2010
2010 - 2010
2009 - 2009

2008 - 2008

Curriculo Lattes

Cursa de curta duragio em EQU - Anilise & Interpretag3o. (Carga hordria: 4h).
Instituto Genecista de Ensino Superior de Santa Angelo, IESA, Brasil

Cursa de curta durago em Diagnéstico e Interpretag3o Laboratorial. (Carga horaria: 12h).
Instituto Cenecista de Ensino Superior de Santo Angelo, IESA, Brasil

Gestlo de Laboratério Clinico. . (Carga horaria: 14h).
Instituto Cenecista de Ensino Superior de Santa Angelo, IESA, Brasil

Curso de curta durago em Imunologia e sua aplicagie na pratica dlinica. (Carga horaria: 4h).
Instituto Cenecista de Ensino Superior de Santo Angelo, IESA, Brasil

Venopungio & fase analitica. . (Carga horaria: 2h)
Instituto Hermes Pardini. IHP. Belo Horizonte, Brasil

Auxiliar de Laboratdrio de Analises Clinicas. . (Carga hordria: 75h).
Instituto Tecnolégico de Rio Preto, ITERF, Brasil

Atuacdo profissional

Pontificia Ui

2013 - 2013

2015 - 2015

Instituto Ce

niversidade Catdlica do Rio Grande do Sul - PUCRS

Vineulo: FEGABIO . Enquadramento funcional: Extensionista , Carga horaria: 10, Regime: Fontificia
Universidade Catdlica do Rio Grande do SulDedieagio exclusiva

Outras informagdes:

PEGABIO - S0 de ia a drogas i i em isolados iais de
bactérias importantes em infecg3o hospitalar

Vinculo: Estigio ndo obrigatério , Enquadramenta funcional: Estagidria em Docéncia, Regime: Pontficia
Universidade Catsiica do Rio Grande do Sul Parcial

Outras informagdes:

Estagio realizado na disciplina de Microbiologia Geral da Faculdade de Farmacia.

necista de Ensino Superior de Santo Angelo - IESA

2010 - 2010 Vinculo: Estigio Curricular , Enquadramento funcional- Es!agiéria em Biomedicina , Carga horaria: 20,
Regime: Instituto Genecista de Ensino Superior de Santo Angelo Parcial
Producao
Produgio bibliografica

Artigos completos publicados em periodicos

BARTH, VALDIR CRISTOVAO; RODRIGUES, BELISA AVILA; BONATTO, GRASIELA DAIANE;
GALLO, STEPHANIE WAGNER: PAGNUSSATTI, VANY ELISA. FERREIRA, CARLOS ALEXANDRE
SANCHEZ; DE OLIVEIRA, SILVIA DIAS. Hetercgeneous Persister Cells Formation in Acinetobacter
baumannii. Plos One. JCR, v.8, p.=84361, 2013. CitagBes: WEE oF saENCE~ 42 | SCEPUS 4T

Apresentaciio de trabalho e palestra

2.

ﬁ'RquGuES B A:BARROS, A M BASTIANL M. A ZIMMER. k. R Diferenga de expressio
génica em C. com altas infectados por
Pseudomonas aeruginosa. zuzz. (Congresso Apresentacio de Trabamu}

RODRIGUES, B. A.. Neoplasias de Pulmio, 2008. (Conferéncia ou palestra, Apresentagio de Trabalho)

Orientacfes e Supervistes

Orientagdes e supervisbes

Orientagdes e supen

bes concluidas

Trabalhos de concluséo de curso de graduagio

Eventos

& Nycole da Siva Guers Anélise de biofil faecalis,
BT [B medmma) Fundagio

Universidade Faderal G2 Giéncias da Sadde de Fario Alegre

@ Maria Pauls Lims = Sitva de Oliveira. Avaliagéo da potencial antibi de das.

classes e hibridos tetrahidro-i 2024. Curse

(Biomedicina) - Fundagaa Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre

@ Amanda Moreira de Barros. Avaliagio de biofilmes mono e duoespécie de Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus usando o modelo de Caenorhabditis elegans.. 2023. Curso
(Biomedicina) - Fundago Universidade Federal de Ciéncias da Saide de Porto Alegre

Eventos

Participagdo em eventos

1. Wl Congresso Brasileiro em Biociéncias Aplicadas a Saiide — Il CBBAS,. 2023. (Cangresso) Dietas
com altas concentragdes de glicose tem efeito na de ! ainfecgdes
bacterianas?.

2. Wl Simpdsio Pernambucano de Caenorhabditis e\egans {1l SIMPECe): icoradc Erasll afora, 2023
(Simpésio) Influéncia de uma dieta com alta de glicose na
elegans a infecgBes bacterianas

3 impdsio Pernambucano de Caenorhabditis elegans (Il SIMPECe): acorado Brasil afora, 2023,

mposio)

4.1 Brasileiro em i€ Aplicadas a Saide. 2022 ) Diferenga de expressio
génica em C itis elegans ali com altas es de aglicares & infectados por
Pseudomonas asruginosa.

5. 1l Simpésio Pernambucano de Caenorhabditis elegans (Il SIMPECe)",, 2021. (Simpésio) .
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20.

.
22.
23.

24,

25.
26.
27.

Curriculo Lattes

V Biosciences Meeting - Crossing Borders, 2020. (Encontro) A susceptibilidade de Caenorhabditis
elegans a infecgbes bacterianas pode ser influenciada pela sua dieta?.

V Biosciences Meeting - Crossing Borders, 2020. (Encontro)

Workshop on Bacterial Pathogenesis. 2020. {Enconira)

Il Simpésio de Pesquisa do Programa de Pés- Graduagio em Biologia Celular e Molecular-PUCRS.
2018. (Simpésio) .
Apresentag3o de Poster [ Painel no(s) 26° C: . 2015. (G
and detection of resis i in Aci pp..
Apresentago de Poster / Painel no(a) 26° C i3, 2015. (Cx

Bra
Analysis of Acinetobacter spp. persister cells formation expased 1o tobramycin

41° Congresso Brasileiro de Anlises Cl

cas, 14° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, 2°
Niicleo de Gestio & Qualidade Laborator

i
I, 1° Encontro de Ciéncia Forense, 2014, (Congressa) .

Apresenta3o de Poster / Painel nofa) 27° C. Brasileiro de Microbiologia, 2013. (C
Avaliagio da formagao de células persisters em isolados nosocomiais de Acinetobacter baumanii frente 3
polimixina B.

vic de Bioanali ileira de Bi icina e X1l
Semana Gaucha de Biomedicina, 2013. (Cungresso)

V Semana émica de Bi da UFRGS. 2011.

Aula Magna - Bi icina. Da Criagio & i issional, 2010. (Outra) .

IV Semana de Bi ina da L idade Federal do Ri do Sul - UFRBS,

2010. (Qutra) .

36° Congresso Brasileiro de Analises C|
(Congressa)

cas e 9° Congresso Brasileiro de Citologia Clinica, 2009.

uc Internacional de ve Sul Brasileiro de Biome:
Gaiicha de Biomedicina, 2008. (Congressa)

na e IX Semana

Apresema(;au de Poster / F'amel nu(a) 1l Simpésio de Biomedicina e II Mostra Cientifica -
2008. Leucemia Mieldide Crinica.

3 Encontro de Hemoterapia e 1° Mostra Cientifica. 2008. (Encontro}
AULA MAGNA - CIENCIA E SOCIEDADE - QUE FUTURD NOS ESPERA?, 2008. (Outra)
I Ciclo de Palestras - Equipe Lugar de Vida de S3o Paulo, 2008, (Outra) .

Ic ises, IV C Sul Brasileiro de Biomed;
Semana Gaicha de Blamedlcma 2008. (Congressa)

| Semana Interna de Frevengio de Acidentes de Trabalho - SIPAT, 2008. (Outra)

1 Simpésio de Genética Molecular e | Mostra Cientifica. 2008, (Simpésic)

| Encontro de Biomedicina do IESA, 2007. (Encontro) _

Organizagdo de evento

1.
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RODRIGUES, B. A_. Ill Simpésio de Biomedicina, 2010. (Congresso, Organizagio de eventa)

9.
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