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RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi estudar a distribuicdo tecidual de contaminantes virais e
desempenho da desinfec¢@o e valoragdo nutricional de ostras Crassostrea gigas, mediado pelo
processo de depuragdo associado a produtos naturais. Para testes de avaliagao da distribuigao
viral do norovirus murino (MNV-1) e bacteriofagos (colifagos somaticos e F-especificos),
ostras foram alocadas em aquario com agua do mar natural e 5x10° Unidade Formadora de
Placas (UFP) de colifagos somaticos e F-especificos e 7x10° UFP de MNV-1. Para cada teste,
trés ostras foram coletadas de cada aquario nos tempos de 0, 4, 6 e 24 horas ap6s a adi¢ao dos
bacteriofagos e do MNV-1. As ostras tiveram seu manto (MT), branquias (BR) e tecido
digestivo (TD) dissecados. Para o teste de distribuicao de fagos, as amostras foram eluidas em
TPB (Tampao de Fosfato de Triptose), e os fagos foram quantificados nos tecidos usando a
técnica de duplo 4gar. Para o MNV-1, cada pool foi submetido a concentracdo viral por
polietilenoglicol 6000 (PEG 6000). A distribuicdo de MNV-1 em MT, BR e TD foi medida por
ensaio de placa de lise (UFP de virus infecciosos) e copias de genes (CG) por RT-qPCR. Para
a avaliacdo da inativag@o de norovirus (NoV) e bactérias por Curcuma longa e Planktochlorella
nurekis em ostras Crassostrea gigas vivas. Ostras foram bioacumuladas com MNV-1 e
Escherichia coli e submetidas ao processo de depuragdo, associado a Curcuma longa ¢
Planktochlorella nurekis. Cada amostra (pool de trés ostras) tiveram seus tecidos digestivos
(TD) dissecados. As amostras foram submetidas a concentragdio de MNV-1 usando
polietilenoglicol 6000. A quantificacdo viral foi realizada por Placa de Lise (UFP) e RT-qPCR
(CQ), respectivamente. Para a quantificacao de bactérias, aliquotas de 100 pL nas diluigcdes 10
2 ¢ 10™* foram inoculadas em placa com meio LB e placa com meio Maconkey e depois de 48
horas foi realizada a contagem das colonias. Os parametros fisico-quimicos da agua dos
aquarios foram monitorados durante todos os ensaios. Para andlise nutricional, ostras foram
submetidas a bioacumula¢do com os produtos naturais por 24 horas e posteriormente foi
analisado umidade, cinzas, gordura e proteina, teor de polifendis totais e atividade antioxidante.
Os resultados para a distribuicdo de MNV e bacteriofagos mostraram maior concentragdo de
colifagos somaticos em MT e em BR de fagos F-especificos. As particulas infecciosas de MNV-
1 apresentaram maiores contagens no TD. A bioacumula¢do com MNV-1 e bactérias usando o
processo de depuragdo associado a Curcuma longa e Planktochlorella nurekis, apontou para
reducgdo viral de 1 logio até 2logio no TD das ostras. Apos as 24 horas de bioacumulagdo com
os produtos naturais, as ostras Crassostrea gigas apresentaram melhora nutricional significativa
em sua composi¢do centesimal, no teor de polifendis e atividade antioxidante. Com os
resultados obtidos, pode-se afirmar que Curcuma longa e Planktochlorella nurekis, de forma
geral apresentaram beneficios antivirais e antibacterianos ndo apresentando toxicidade para as
ostras. E ainda, valorizando as ostras comercialmente e nutricionalmente.

Palavras-chave: Crassostrea gigas; inativagdo de virus; aquicultura.



ABSTRACT

The objective of this research was to study the tissue distribution of viral contaminants and
disinfection performance and nutritional valuation of Crassostrea gigas oysters, mediated by
the purification process associated with natural products. To evaluate the viral distribution of
murine norovirus (MNV-1) and bacteriophages (somatic and F-specific coliphages), oysters
were placed in an aquarium with natural seawater and 5x10° Plaque Forming Unit (PFU) of
somatic coliphages and F -specific and 7x109 PFU of MNV-1. For each test, three oysters were
collected from each aquarium at 0, 4, 6 and 24 hours after the addition of bacteriophages and
MNV-1. The oysters had their mantle (MT), gills (GL) and digestive tissue (DT) dissected. For
the phage distribution test, samples were eluted in TPB (Tryptose Phosphate Buffer), and
phages were quantified on tissues using the double agar technique. For MNV-1, each pool was
subjected to viral concentration by polyethylene glycol 6000 (PEG 6000). The distribution of
MNV-1 in MT, GL and DT was measured by plaque lysis assay (PFU of infectious viruses)
and gene copies (GC) by RT-qPCR. For the evaluation of inactivation of norovirus (NoV) and
bacteria by Curcuma longa and Planktochlorella nurekis in live Crassostrea gigas oysters.
Oysters were bioaccumulated with MNV-1 and Escherichia coli and submitted to the
purification process, associated with Curcuma longa and Planktochlorella nurekis. Each
sample (pool of three oysters) had their digestive tissues (DT) dissected. Samples were
subjected to MNV-1 concentration using polyethylene glycol 6000. Viral quantification was
performed by Lysis Plate (PFU) and RT-qPCR (GC), respectively. For the quantification of
bacteria, 100 uL aliquots at dilutions 102 and 10™* were inoculated onto a plate with LB medium
and a plate with Maconkey medium and after 48 hours the colonies were counted. The physical-
chemical parameters of the aquarium water were monitored during all tests. For nutritional
analysis, oysters were subjected to bioaccumulation with natural products for 24 hours and then
moisture, ash, fat and protein, total polyphenol content and antioxidant activity were analyzed.
The results for the distribution of MNV and bacteriophages showed higher concentration of
somatic coliphages in MT and in GL of F-specific phages. Infectious MNV-1 particles had
higher counts in DT. Bioaccumulation with MNV-1 and bacteria using the purification process
associated with Curcuma longa and Planktochlorella nurekis, pointed to a viral reduction of 1
logio to 2logio in the DT of oysters. After 24 hours of bioaccumulation with natural products,
Crassostrea gigas oysters showed significant nutritional improvement in their proximate
composition, polyphenol content and antioxidant activity. With the results obtained, it can be
affirmed that Curcuma longa and Planktochlorella nurekis, in general, presented antiviral and
antibacterial benefits, not showing toxicity to oysters. And yet, valuing oysters commercially
and nutritionally.

Keywords: Crassostrea gigas; virus inactivation; aquaculture.
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1 INTRODUCAO

1.1 Producio de ostras Crassostrea gigas

A aquicultura ¢ uma importante atividade para geracao de alimento e renda, sendo que
de acordo com relatérios da Food and Agriculture Organization (FAO, 2020) a producao
aquicola cresceu em 5,3% entre 2001 e 2018, compreendendo 17,7 milhdes de toneladas de
moluscos bivalves (CEDAP, 2020).

Dentre as espécies de moluscos bivalves produzidas, as ostras da espécie Crassostrea
gigas atingiram um montante de produ¢do de 643.549 toneladas, mundialmente, entre 2001 e
2018 (CEDAP, 2020). No Brasil, Santa Catarina (SC) ¢ considerado o maior produtor nacional
de moluscos bivalves, sendo Floriandpolis responsavel por 98% da producdo de C. gigas no
pais (IBGE, 2015).

As ostras sdo animais que se alimentam através da filtracdo da dgua e podem reter
patdgenos derivados de esgoto, quando cultivadas em aguas contaminadas (LEES, 2000). Por
essa caracteristica elas podem se tornar veiculos para patdgenos humanos, ocasionando doencas
quando ingeridas cruas ou mal cozidas (ROMALDE et al., 1994; SCHWAB et al., 1998;
GUYADER et al., 2006). Geralmente, esses moluscos sao produzidos em areas costeiras muito
proximas as atividades humanas, aumentando a chance de contaminagao por esgotos sanitarios
(METCALF, 1995).

No Brasil, Unido Europeia e Estados Unidos as analises microbioldgicas baseiam-se
na contagem de coliformes termotolerantes ou Escherichia coli na carne de moluscos € na sua
agua de cultivo (NSSP, 2017; FSA, 2020). Entretanto, ndo hé correlagdo entre a presenca ou
auséncia desses pardmetros bacterianos com a preseng¢a ou nao dos patdégenos virais humanos
(SOUZA et al., 2014). Sendo assim, este tipo de andlise ndo garante a seguranga sanitaria dos
moluscos, pois a resisténcia e persisténcia de virus e bactérias aos tratamentos de esgoto e as
condigdes desfavoraveis sdo diferentes (GRIFFIN et al., 2003; LOPMAN et al., 2004;
MCLEQOD et al., 2017). A Tabela 1 apresenta os pardmetros bacterianos para avaliacdo da

qualidade microbioldgica de moluscos bivalves e 4gua de cultivo dos mesmos.
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Tabela 1. Limites para avaliagdo da qualidade microbioldgica de moluscos bivalves e sua

agua de cultivo.

s Amostra A . Retirada de Pés-tratamento
Legislagao . Parametro bacteriano . .
analisada moluscos bivalves requerido
Meédias
geométricas<43/100ml.
A > 15 amostras do Permitida
Agua (100mL) Nenhum
mesmo local. Com
percentil 90 <88 de E.
Brasil coli
CONAMA ~ .
357/2005 <230 MPN de E. coli Aprovada Nao requer pos-
MPA Portaria Molusco bivalve tratamento
204/2012 (100 g da} parte Depuragio, ou
coomestlv§1) >230-<46.000 MPN de Aprovada retransmissdo, ou
80° percentil de E. coli Condicionalmente tratamento
amostras térmico
. Colheita ndo
>46.000 MPN de E. coli Suspenso Q.
permitida
Molusco bival <230 MPN de E. coli Classe A Néo requer pos-
. . olusco bivalve tratamento
Uniao Europeia (100 g da parte Tratado
EU SQAP comestivel) <4.600 MPN de E. coli Classe B termicamente ou
854/2004 ¢ 80° percentil de urificado
853/2004 amostras P
46.000 MPN de E. coli Classe C Depurado por
dois meses
Geométrico significa
<70 do Total de ~ ,
Coliformes Aprovado Nao requer pos-
<14 MPN ou MF de E. tratamento
coli
Estados Unidos ) Total de Coliformes ' Depura'g:ac: ou
NSSP. 2017 Agua (100ml) <700 Restrita retransmissdo em
’ <88 MPN ou MF de E. uma area
coli aprovada
Coliformes totais > 700 Colheita nio
<88 MPN ou MF de E. Proibida .
coli permitida

*5 amostras com 100g de carne (cada) coletadas em diferentes pontos da fazenda de moluscos no mesmo dia.

MPN=Numero Mais Provavel; MF=Filtro de Membrana.

Considerando os parametros bacterianos avaliados, ressalta-se que a E. coli ¢ uma

bactéria de elevada importancia visto que pode causar infecgdes graves em animais € humanos.

Sua transmissdo pode ocorrer por diversas vias, como: contato direto, contato com excregdes

de animais ou via cadeia alimentar (POIREL et al., 2018).

A E. coli pode representar também um considerdvel reservatorio de genes de

resisténcia prejudicando e causando falhas de tratamento na medicina veterinaria € humana

(POIREL et al., 2018). Possui genoma composto por um cromossomo circular e plasmideos.
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Ele varia de 4,2 a 6,0 Mbp, correspondendo a 3.900-5.800 genes (TOUCHON et al., 2009;
LUKJANCENKO, 2010; TOUCHON et al., 2020). A sua variabilidade ¢ resultado de
aquisi¢oes e delecdes frequentes de fragmentos de DNA durante a divergéncia de E. coli
(BERGTHORSSON et al., 1998; TOUCHON et al., 2020). E sua resisténcia quanto aos
antibioticos esta crescente (CASSINI et al., 2019) e agora ocupa o terceiro lugar na lista dos
doze “patogenos prioritarios” resistentes a antibioticos descritos pela OMS (Organizagao
Mundial da Saude). Ela ¢ muito utilizada como indicador de contaminacao fecal e a sua
presenca no meio aquatico ¢ frequente. Sendo muito resistente em areas ambientais, podendo
chegar ao homem através de ingestdo de ostras in natura, e em conjunto conferir resisténcia a

cepas E. coli comensais do trato intestinal (YANG et al., 2012).

1.2 Ostras Crassostrea gigas

As ostras C. gigas pertencem ao filo Mollusca, classe Bivalvia, familia Ostreidae. Sdo
desprovidas de esqueleto, sendo composta por um corpo mole protegido por duas conchas
calcarias, unidas por um ligamento cérneo (RUPPERT; BARNES, 1996). Seu corpo ¢ formado
por: conchas, musculo adutor, branquias, manto, sistema digestivo, sistema circulatério e
sistema nervoso (NETO, 2011). Suas branquias, coracdo, figado, boca, estdbmago, intestino,
anus, palpebras, musculo adutor, tentdculos e ganglio cerebral ficam na massa visceral, cobertos
pelo manto. Possui branquias bem desenvolvidas que sdo responsaveis pela sua respiracao e
também filtragdo dos alimentos (CORREA, 2010). Estes alimentos sdo adquiridos através de
matéria organica e inorganica, fitoplancton e particulas suspensas na agua (SOARES, 2013). A

figura 1 apresenta as principais estruturas anatdmicas de uma ostra C. gigas.

Figura 1. Principais estruturas anatdmicas da Crassostrea gigas.

Tecido digestivo  Musculo aductor
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Consideradas iguarias muito apreciadas na gastronomia mundial, sdo ricas em acidos
graxos, Omega 3, omega 6 e zinco, elementos fundamentais na protecdo contra doencas
cardiovasculares (LIGHAM et al., 2016). Assim o consumo de ostras colabora para uma dieta
saudavel com baixo teor de colesterol (PARISENTI et al., 2010).

A qualidade nutricional da carne da ostra depende de sua composi¢do quimica, que
apresenta uma variacao sazonal. Sendo capaz de variar de uma espécie para outra ou até mesmo
dentro da mesma espécie, podendo ser afetada por alguns fatores como: época do ano, local e
temperatura da 4gua de cultivo, idade, tamanho, sexo, tipo de processamento e estocagem do
produto (PEDROSA; COZZOLINO, 2001; ORBAN et al., 2004; PORTELLA, 2005).

Apesar de sua popularidade como iguaria, o consumo de ostras em especial cruas ¢é
comumente associado a surtos de gastroenterites virais em todo o mundo, com casos de
diferentes proporc¢des ocorrendo com diferentes agentes virais (COSTANTINI et al., 2006;
GUYADER et al., 2006; GUILLOIS -BECEL et al., 2009). Um exemplo desses surtos, foi o
que ocorreu na Franca, em janeiro de 2012, autoridades de saude francesas foram notificadas
sobre um surto de gastroenterite aguda por norovirus envolvendo 30 residentes e funcionarios
num lar de idosos. Um almogo festivo foi servido na instalacdo em 4 de janeiro de 2012, durante
o qual foram servidas ostras cruas (LOURY et al. 2015). No Brasil, sdo poucos os estudos e
relatorios epidemiologicos que discriminam a ocorréncia de gastroenterite por agente
etiologico, dificultando estabelecer um perfil epidemioldgico somente por norovirus e ainda
relacionado ao consumo em especifico de ostras (FLORENCIO et al. 2021). A Tabela 2
apresenta uma série de casos de gastroenterites virais ocorridos em todo o mundo que tém sido

associados a ingestdo de ostras C. gigas contaminadas.
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Tabela 2. Casos de gastroenterites associadas a ingestdo de ostras C. gigas contaminadas,

mundialmente entre os anos de 1961 até 2018.

Pessoas Virus ]
Data Pais ) Referéncias
infectadas | detectado
Janeiro - Marco ) _
(1961) Estados Unidos 80 Hepatite A | MASON e MCLEAN (1962)
Junho (1978) Australia 2000 Norovirus MURPHY et al. (1979)
Outubro (1988) Italia 47 Hepatite A | STROFFOLINI et al. (1990)
Agosto (1996) Australia 92 Norovirus STAFFORD et al. (1997)
Fevereiro (2004) Reino Unido 15 Norovirus | GALLIMORE et al. (2005)
_ GUILLOIS-BECEL et al.
Agosto (2007) Franga 111 Hepatite A
(2009)
Reino Unido,
. Noruega, WESTRELL et al. (2010)
Janeiro (2010) ) 334 Norovirus
Franca, Suécia
e Dinamarca
Maio (2013) Coreia do Sul 8 Norovirus CHO et al. (2016)
Margo (2018) Espanha 11 Norovirus PARRON et al. (2019)

1.3 Virus entéricos contaminantes da agua e alimentos

Os virus entéricos sao frequentemente detectados em amostras ambientais (aguas,
esgoto e alimentos) (BOSCH ef al., 2010; RODRIGUEZ-LAZARO et al., 2012). Sdo muito
resistentes a diversos estresses ambientais (incluindo variagdes de temperatura e pH;
desinfetantes; salinidade; e irradiagdo UV), e por terem baixas doses infectantes, estdo
associados a diversas doencas transmitidas pela 4gua e alimentos como: moluscos bivalves,
peixes, frutas e vegetais (FUMIAN et al., 2009; BOSCH et al., 2010). Estao presentes no trato
gastrointestinal humano (DE MORAES TAVARES et al., 2005). Sdo excretados em grande
quantidade nas fezes de pessoas infectadas, com concentracdes de 10° a 10'3 particulas virais
por gramas de fezes (BOSCH et al., 2008).

Podem causar diversas infec¢cdes como: gastroenterite, conjuntivite, infec¢des no trato
respiratdrio, hepatite, meningite, miocardite e paralisia. Dentre estes agentes virais, destacam-

se: Norovirus, Enterovirus, Hepatite A, Hepatite E, Rotavirus e Adenovirus (OMS, 2017). Os
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norovirus sdo os mais frequentemente encontrados nos moluscos por causa de sua alta

prevaléncia (FERREIRA et al., 2012; COSTA et al., 2017; REYMAO et al., 2018).

1.3.1 Norovirus

Os norovirus (NoV) pertencem a familia Caliciviridae, trata-se de um virus nao
envelopado, de origem RNA, com fita simples e sentido positivo, com aproximadamente 7,5
Kb (CHHABRA et al., 2019). Estao distribuidos em dez genogrupos recentemente classificados
como GI, GII, GIII, GIV, GV, GVI, GVII, GVIII, GIX ¢ GX. Sua classificacdo ¢ bascada nas
sequéncias completas de aminoacidos do capsideo. Dentre estes genogrupos, cinco causam
doencas em humanos, GI, GII, GIV, GVIII e GIX (CHHABRA et al., 2019). O genogrupo II ¢
0 mais prevalente em surtos de doengas associadas a contaminacdo de agua e alimentos. E o
genogrupo GI € o mais detectado nos casos de gastroenterites virais apo6s consumo de moluscos
bivalves (GUYADER et al., 2012).

Seu genoma ¢ organizado em trés fases de leitura aberta ou ORFs (open Reading
frames): ORF1, é responsavel por codificar uma poliproteina para seis proteinas ndo estruturais;
ORF2 codifica a proteina estrutural principal (VP1), que contém os dominios shell (S) e
salientes (P). O subdominio P2 ¢ variavel, com epitopos neutralizantes e regides de interacao
com antigenos de grupos histo-sanguineo (HBGAs); e a ORF3, que codifica uma proteina
estrutural menor (VP2) (CHHABRA et al., 2019). A figura 2 apresenta a estrutura do capsideo

do NoV, estrutura dos dominios e organizagao das trés ORFs.
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Figura 2. a) Estrutura do capsideo de NoV, b) Estrutura dos dominios Shell, Protruding 1 e
Protruding 2, c) Organizagao das trés fases de leitura aberta ou ORFs: ORF1, ORF2 e ORF3.

c ) ORF1 ORF2

5  —
5'8 N-term |NTPase| 3A-like [VPg | VP2 |—(a), ¥
NStz NS3 NS4 NS5NS6  NS7 YRt
VF1 |=— Only MNV

]
(A)n3

5" ORF4

Fonte: Adaptado de PRASAD et al. (1999) e MCFADDEN et al. (2011).

Sao conhecidos mundialmente como os principais agentes causadores de gastroenterite
aguda, atingindo pessoas de todas as idades, sendo responsaveis por cerca de 18% de todos os
casos de gastroenterite aguda no mundo. Chegando a causar cerca de 685 milhdes de casos de
gastroenterite aguda e mais de 210.000 mortes por ano (ZHANG et al., 2020). Podem estar
presentes em grandes quantidades no esgoto (TEUNIS et al., 2014). Sao altamente resistentes
e geralmente detectados em efluentes de estacdes de tratamento de 4gua e esgoto (YANG et al.,
2012; CAMPOS et al., 2014).

O pouco que se sabe sobre a patogenia dos NoV, ¢ através de pesquisas realizadas com
voluntarios humanos infectados ou utilizando Norovirus murino tipo 1 (MNV-1) e outros
calicivirus. Em estudo realizado em voluntérios foi demonstrado que o NoV entra no organismo
principalmente por via oral e apresenta um periodo de incubagdo de 10 a 51 h, com média de
24 h. Geralmente, a duracdo da doenca ¢ aguda sendo de 24 a 48 h. Resultados de biopsias
intestinais em voluntarios que manifestaram a doenga, mostraram que a mucosa intestinal destes
apresentou anormalidades, tais como achatamento e alargamento das vilosidades intestinais,
hiperplasia das células criptas, vacuolizagdo citoplasmatica e infiltragdo de células polimorfo e

mononucleares na ldmina propria, porém a mucosa propriamente dita se mantinha intacta. Nao
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foi observada nenhuma alteragdo histologica no fundo e no antro gastricos e mucosa do colon,
na fase aguda ou de recuperacao da doenca. A atividade enzimatica intestinal sofre diminuig¢ao
também, resultando em uma ma absor¢ao de carboidratos transitoria e esteatorreia branda. O
esvaziamento gastrico ¢ atrasado e a redugdo da motilidade géstrica pode ser responsavel pelas
nauseas e vomitos associados a gastroenterite. Ainda ndo se sabe o porqué esta doenga ¢ tao
rapida e frequentemente explosiva (SANTOS et al., 2015).

Os surtos causados pelos NoV podem ser ocasionados por diversas vias de
transmissdo: de pessoa para pessoa que pode ser por via fecal-oral e por aerossdis gerados
durante episodios de jatos de vomito, que ocorrem durante a doenga e pela ingestao de agua e
alimentos contaminados. Devido a grande diversidade do NoV, repetidas infecgdes podem
ocorrer durante a vida de um individuo. O NoV causa uma doenga moderada, porém de maneira
eventual ¢ descrita como uma doenga grave, precisando de intervengdo médica em alguns casos.
Os sintomas mais observados durante os surtos associados aos NoV sdo: nausea, vOmito,
diarreia, dor abdominal, podendo ocorrer também dor de cabecga e febre (SANTOS et al., 2015).

Os NoVs sdo resistentes aos estresses ambientais, como uso de desinfetantes em
concentragdes normalmente usadas em estagdes de tratamento de dgua, persistindo estadveis na
agua por até cinquenta dias (NGAZOA et al., 2008; COOK et al., 2016). E também pode
permanecer nos 0rgaos das ostras por meses (NAPPIER et al., 2010). Esta caracteristica de
permanecer nas ostras se explica pela capacidade de ligacdo com ligantes presentes nas células
da glandula digestiva desses animais (GUYADER et al., 2012). Estes se assemelham aos
presentes nas células humanas (HBGA, ou antigenos de grupos sanguineos humanos) e que sao
utilizados pelos NoV durante o processo de infecgdo nos humanos. Por esse motivo, esses
ligantes presentes nas ostras foram denominados HBGA-/ike (MARIONNEAU et al., 2002;
LINDESMITH et al., 2003; HUTSON et al., 2004). Estudos demonstrando a capacidade de
ligacdo dos genogrupos I e II ao HBGA-/ike foram publicados. Eles também correlacionam a
capacidade desses genogrupos permanecerem por mais tempo dentro das ostras a presenca do
HBGA-like. (GUYADER et al., 2006; TIAN et al., 2007). Em testes de bioacumulagao
envolvendo diferentes genogrupos de NoV por C. gigas, Zakhour et al. (2010), observaram que
os genogrupos humanos (I e II) foram muito mais bioacumulados pelas ostras do que o bovino
(III). Atribuiram a diferenca nos resultados a incapacidade do GIII de se ligar ao HBGA-like.
Sabe-se que o GIII utiliza o epitopo alfa-galactosidase (a-Gal) para iniciar a infeccdo nos
bovinos e que estrutura semelhante a essa ndo foi encontrada nas células das ostras

(MESQUITA et al., 2011; LOWTHER et al., 2012; FUSCO et al., 2017).
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Atualmente, a detec¢do de NoV ¢ baseada em técnicas moleculares, como Reac¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR) e PCR quantitativa ou em tempo real (qPCR), pois tratam-se de
métodos rapidos e praticos para a detec¢ao de NoV nas glandulas digestivas de ostras (ATMAR
e ESTES 2001; KINGSLEY e RICHARDS 2001; KOU et al. 2008). A desvantagem ¢ que suas
eficiéncias sdo diminuidas pela presenca de inibidores que interferem nesses ensaios e também
pelo fato de ndo poderem diferenciar entre os virus vidveis (infecciosos) ou nao nas amostras
(SCHULTZ et al., 2007; JONES et al, 2014; KATAYAMA et al., 2014). Por esse motivo, com
o aumento das infecgdes causadas pelos NoV e outros virus entéricos, os estudos sobre o uso

de virus alternativos para a deteccdo de NoV apresentaram aumento (KARST et al., 2014).

1.4 Modelos virais alternativos aos virus entéricos: MNV-1 e bacteriéfagos

Os HNoV sio fastidiosos e embora existam protocolos publicados recentemente para
a avaliagdo da infecciosidade desses virus através de técnicas baseadas em cultivo celular, ainda
sdo pouco eficientes quando voltados as avaliagdes a partir das amostras ambientais, como agua
e alimentos (JONES et al., 2015). Neste sentido, o MNV-1 ¢ utilizado como modelo alternativo
aos HNoV em diversos testes laboratoriais, inclusive os de inativagcdo viral e depuragdo de
moluscos bivalves (BAERT et al., 2008; SOUZA et al., 2014; PILOTTO et al., 2015). O MNV-
1 pertence ao genogrupo V do género Norovirus e possui semelhancas bioquimicas e genéticas
de cerca de 98% quando comparado aos HNoV. Também € resistente ao calor e a acidez (63°C
e pH 2,7), resistente aos desinfetantes convencionais, sendo muito estavel e persistente nos
ambientes aquaticos, como aguas recreacionais € de consumo. Quando utilizado na
contamina¢do de diversos tipos de alimentos tais como: frutas, vegetais e ostras, pode
permanecer infeccioso, ou viavel, por até 50 dias (CANNON et al., 2006; LI et al., 2012).
Ainda, o MNV-1 ¢ adaptado ao cultivo in vitro, com a utilizagdo de macréfagos murinos da
linhagem celular RAW 264.7, permissivos a infec¢ao por estes virus. Por essa razdo, € possivel
realizar ensaios de estabilidade e quantificacao viral com formacao tipica de formagdes de placa
de lise (BAE e SCHWAB, 2008). Esse virus tem sido utilizado em diversos estudos envolvendo
moluscos bivalves, para estimar a eficiéncia de recuperagdo viral em algumas etapas do
processamento de amostras (GIRARD et al., 2013; SOUZA et al., 2018 ), na avaliacdo do
actimulo viral nos tecidos e 6rgaos, estabilidade viral (durante o cozimento, pds-tratamento por
irradiagao UV e outros) (CROCI et al., 2005; NAPPIER et al., 2008; BAE; SCHWAB, 2008;
PILOTTO et al., 2019; SOLIS-SANCHEZ et al., 2020) e depuragdao (PROVOST et al., 2011).
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Souza et al., (2013), utilizaram o MNV-1 como controle viral na depuracao de ostras em estudo
de cinética de descontaminagdo microbioldgica por radiagcdo ultravioleta (UV) em pontos de
venda de ostras vivas no municipio de Floriandpolis-SC-Brasil, para escolher o melhor
protocolo de depuragdo para descontaminagdo viral das ostras. Pilotto (2015), utilizou o MNV-
1 na avaliagdo da bioacumulagdo viral pelas ostras e observou que houve aumento na
concentracdo dele nos tecidos digestivos das ostras ao longo do tempo, quando esses animais
permaneceram em agua contaminada por esse virus.

Outra alternativa de modelo viral sdo os bacteriofagos, descobertos entre 1915 e 1917

<

e descritos em 1926 por D’Herelle como “virus capazes de parasitar bactérias”. Os
bacteriofagos também tém sido usados como indicadores de contaminagdo por virus entéricos
em estudos de estabilidade viral, bem como indicadores de qualidade viral em ambientes. Isso
deve-se ao fato deles estarem amplamente distribuidos em ambientes aquaticos e em alimentos.
Também por compartilharem caracteristicas morfofisiologicas semelhantes aos virus entéricos
de mamiferos, tais como: tamanho, forma, morfologia, eletrostatica, arquitetura viral e
composi¢ao quimica de superficie (JOFRE et al, 1986; IAWPRC, 1991; HAVELAAR et al.,
1993; DURAN et al., 2002; PEDROSO et al., 2003; GRABOW, 2004; REYNOLDS, 2006;
LECHEVALLIER et al., 2006; TUFENKJI; EMELKO, 2011; PAZ-Y-MINO, 2013).
Apresentam ainda sistema de replicagdo in vitro simplificado, de baixo custo e biologicamente
seguros pois ndo sdao patogénicos aos humanos. Além disso, sdo facilmente encontrados e
isolados em fezes e ambientes aquéticos, em geral numa densidade de 10*a 10® UFP/mL
(WITHEY et al, 2005).

O sufixo “fago” relaciona-se ao seu ‘“desenvolvimento as custas de”, pois seu
metabolismo depende de um organismo procarionte (D’HERELLE, 1926; DELBRUCK, 1942;
LURIA, 1950). Estima-se que existam cerca de um nonilhdo de espécies de bacteriofagos
distribuidos nos mais diversos tipos de ambientes. Atuam como componentes ativos dos
ecossistemas, sendo as entidades bioldgicas mais abundantes do globo terrestre (FUHRMAN,

1999; BALTER 2000; ROHWER, 2003; CLOKIE, 2011). A Figura 3 apresenta a classificagdo

dos fagos de acordo com sua morfologia e material genético.
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Figura 3. Fagos classificados com base na morfologia e material genético (DNA de fita dupla:
dsDNA, RNA de fita simples: ssRNA e DNA de fita simples: ssDNA). (A) fagos com cauda,

(B) fago icosaédrico, (C) fago filamentoso.
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Fonte: BAYAT et al., (2021).

Dentre os fagos utilizados no monitoramento ambiental, os bacteriofagos MS2 sdo os
mais frequentes devido sua propagacao facil e deteccao em modelos virais. Ele tem um capsideo
icosaédrico, pertence a familia Leviviridae e tem semelhangas com o NoV tais como: tamanho
(26 nm de diametro), RNA de fita simples com sentido positivo, capacidade de persistir no
intestino e resisténcia a varios tratamentos de desinfec¢do (CALENDER et al., 1998;
DAWSON et al., 2005; SHIM et al., 2017; DANG ¢ TARABARA, 2019). Seu hospedeiro
bacteriano ¢ a E. coli, geralmente ¢ encontrado com frequéncia nos esgotos e nas fezes de
animais (MAILLARD et al. 1994; SHIN e SOBSEY 2003).

Um outro exemplo de bacteriofago utilizado como modelo indicador de contaminagdo
pelos virus entéricos, ¢ o PhiX (©X). Possui genoma composto por DNA, fita simples (ssDNA)
e infecta E. coli (LABRIE et al., 2014). Além de estar presente nos efluentes de esgoto, também
¢ de fécil propagacdo na bactéria hospedeira e através de técnicas menos onerosas do que as
utilizadas para os virus entéricos (BURKHARDT et al., 1992; DORE et al., 2000; MCMINN
etal., 2017).

Nesse sentido, MNV-1 e bacteriéfagos sdo ferramentas importantes como modelos

virais utilizados para mensurar a contamina¢do e descontamina¢do dos moluscos bivalves,
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sendo também utilizados em experimentos que avaliam bioacumulagao e taxas de decaimento,
de inativagdo viral por agentes fisicos ou quimicos, de estabilidade viral e para fins de analise

quantitativa de risco microbioldgico (SOUZA et al., 2018; PILOTTO et. al., 2019).

1.5 Método de controle de patégenos no cultivo de ostras: depuracio

A depuragdo utiliza a capacidade natural dos moluscos bivalves de se limparem
enquanto filtram a 4gua para obter seus alimentos. Este processo pode ocorrer em ambientes
naturais (mar, rios, etc), denominado de relocacdo (relaying), ou em tanques de depuracdo. A
depuragdo em tanques foi inicialmente desenvolvida para reduzir os patdogenos bacterianos
humanos presentes na carne dos moluscos bivalves. Nos tanques, os animais permanecem por
periodos de 24 a 48 h, para que possam ser descontaminados (LEE ef al., 2008; MCLEOD et
al., 2017). Esses sistemas de depuragdo podem ser abertos, semiabertos ou fechados (com
recirculacdo de 4gua), de acordo com a vazao da agua no tanque. Em alguns casos, para garantir
a qualidade sanitiria da dgua do tanque, sdo aplicados processos fisicos ou quimicos na
descontaminacdo da dgua (LEES ef al., 2010). Os processos mais utilizados sao o 0zonio e
ultravioleta (UV), a cloracdao tem sido abandonada por ocasionar alteragcdes organolépticas no
produto (carne dos animais). Apesar de alguns estudos apontarem outros processos para a
reducdo da contaminagdo viral em moluscos bivalves, inclusive baseados em compostos
naturais, alguns deles precisam de mais estudos para atuarem em escala real, em tanques de
depuracao (LEES et al., 2010; WU et al., 2015).

Compostos naturais sdo promissores no processo de desinfeccao de alimentos. Alguns
deles possuem atividade antimicrobiana sem qualquer efeito prejudicial a sailde humana (SU et
al., 2010). Estudos apresentaram que o uso de curcumina em humanos demonstrou um
comportamento seguro, mesmo diante de doses altas ndo demonstrando efeitos toxicos
(VAUGHN; BRANUM; SIVAMANI, 2016). Soleimani et al., 2018, comprovou que a
quantidade de 200 mg/dia de curcumina ndo apresentou toxicidade quando utilizada por jovens
sauddveis por via oral durante 8 semanas. Ja a utilizagdo de microalgas como produtos
alimentares tem tido um aumento, isso gracgas aos seus beneficios para a saude. Nesse sentido,
de acordo com a Administragdo Americana de Alimentos e Medicamentos (FDA) e a autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) esses produtos sao geralmente reconhecidos
como seguro (VAZ et al., 2016; MARTELLI et al., 2014). Wu et al. (2015), utilizaram acao

fotodinamica mediada pela curcumina, com comprimento de onda de 470 nm, densidade de
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energia de 3,6 J/cm® e concentragdo de 10 pM de curcumina. Demonstraram que o0 MNV-1
decaiu de 1-3 log UFP/mL nos tecidos das ostras. No entanto, ainda ndo ha dados na literatura
reportando a descontaminacao viral das ostras vivas através do uso da curcumina. Para que
sejam utilizadas in vivo nas ostras (em aquarios/tanques), compostos naturais como a curcumina
ndo poderiam produzir estresses nesses animais, além de ndo alterarem suas caracteristicas

organolépticas.

1.7 Produtos naturais

Diversas pesquisas estdo sendo conduzidas com extratos naturais, com o interesse na
descoberta do potencial terapéutico das substancias presentes, pois muitas demonstraram ser
promissoras na inativacdo de patogenos e assim no controle e propagacdo de doencas
(NOLKEMPER et al., 2006; KEIVAN et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

A curcumina € um composto fendlico obtido da Curcuma longa, conhecida no Brasil
como agafrdo da terra, da familia Zingiberaceae (AGGARWAL et al., 2007; RAVINDRAN et
al., 2007). Possui propriedades bioldgicas de interesse para aplicagdo em alimentos, como
atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antifingica e antimicrobiana (AKPOLAT et al., 2010;
WU et al. 2015).

Sua composi¢dao quimica pode ser influenciada por varios fatores como: cultivo, tipo
de plantio, solo, disponibilidade hidrica, época de colheita e clima. A composi¢do quimica pode
variar entre 30 a 50% de amido, 6 a 10% de proteina, 6,5 a 8,5 % de cinzas, 2 a 6% de fibras, 3
a 6 % de oleo volatil e 2 a 8% de curcumindides (GOVINDARAJAN; STAHL, 1980; BRAGA
et al., 2003). Os curcuminoéides sdo polifenois e conferem coloracdo amarela para os rizomas.
Sdo divididos em trés principais substancias: a curcumina 80%, a desmetoxicurcumina 18% e
a bisdesmetoxicurcumina 2% (ANAND et al., 2008; GOEL; AGGARWAL, 2010). Estes
compostos apresentam diversas finalidades sendo utilizados como corante, condimento e
aplicagdo na medicina tradicional para tratamento de doencas bacterianas e de origem
gastroentérica (NAIR, 2013). Na industria de alimentos essa planta ¢ utilizada como um corante
natural para substituir os corantes sintéticos (OSORIO-TOBON et al., 2014).

Outro composto natural que tem chamado a aten¢ao sdo as microalgas de dgua doce e
marinha. Estas, sdo ricas em vitaminas, proteinas com aminoacidos essenciais, acidos graxos,

polissacarideos, minerais, enzimas, fibras e pigmentos fotossintéticos como clorofilas e
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carotenoides (MONTALVAO et al., 2016; SILVA et al., 2018). Um exemplo é a microalga
verde Planktochlorella nurekis (SKALOUD et al. 2014).

Gracas aos compostos bioativos das algas, estas estdo despertando crescente interesse
por suas propriedades antitumorais, antivirais, anticoagulantes e antioxidantes (WANG et al.,
2012; WANG et al., 2018; BESEDNOVA et al., 2021). Ainda, apresentam baixa citoxicidade,
tanto in vitro quanto in vivo (BESEDNOVA et al., 2021). Também, encontram-se muitos
estudos in vitro comprovando os efeitos antivirais dos seus produtos, porém poucos estudos
avaliam a eficiéncia deles in vivo e no meio ambiente (ROSA et al., 2019).

Com base no exposto, a utilizagdo de C. longa e P. nurekis com propriedades
antivirais, antimicrobianas e antioxidantes em tanques de depuracdao de ostras pode trazer
beneficios a estes moluscos, como: reducao viral e bacteriana, aumento na composi¢ao de
antioxidantes e polifenois, e agregar valor nutricional. No entanto, entender os mecanismos de
acdo antimicrobiana de extratos dessas plantas é o primeiro passo para se descobrir sua
utilizagdo ideal como agentes antimicrobianos naturais mantendo a qualidade desse alimento

(GONELIMALI et al., 2018).
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2. Hipoteses

Hipotese 1: MNV-1 e bacteridfagos ®X e MS2 apresentam dinamica de distribui¢do tecidual

semelhantes a dos HNoV em ostras Crassostrea gigas ap6Os processo de bioacumulagao viral.

Hipotese 2: MNV-1 e Escherichia coli sdo inativados em processo de depuracdo de ostras
Crassostrea gigas associado aos produtos naturais de Curcuma longa e Planktochlorella

nurekis.

Hipoétese 3: O processo de depuragdo em tanque associado a produtos naturais de Curcuma
longa e Planktochlorella nurekis promove sanitizagdo e valora¢do nutricional de ostras

Crassostrea gigas.
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3. Objetivo geral

Avaliar o padrao de distribuicao de contaminantes virais (MNV-1 e bacteri6fagos) nos
orgaos de ostras Crassostrea gigas, durante o processo alimentar por filtragdo da agua, assim
como o desempenho de produtos naturais incorporados a depuragdo, quanto a capacidade destes

na desinfec¢ao e na valoragao nutricional.
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4. Objetivos especificos

a)

b)

d)

Quantificar a distribuicao tecidual de MNV-1 e de ®X ¢ MS2 em manto, branquias e
tecido digestivo de ostras Crassostrea gigas, durante o processo de alimentacdo por

filtracdo da agua;

Inferir o decaimento de MNV-1 e Escherichia coli em ostras Crassostrea gigas durante
depuragdo em aquarios com agua marinha adicionada de solu¢do aquosa de Curcuma

longa e extrato de alga Planktochlorella nurekis;

Avaliar o potencial antioxidante e concentragdo de polifenois das ostras Crassostrea
gigas que permaneceram em aguas contendo solugdo aquosa de Curcuma longa e extrato

de alga Planktochlorella nurekis,

Determinar a composicdo centesimal dos tecidos de ostras Crassostrea gigas apds o
processo de purificacdo com a utiliza¢do da solug¢do aquosa de Curcuma longa ou extrato

de alga Planktochlorella nurekis.
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5. Delineamento experimental

Este projeto foi dividido em dois capitulos:
(D) Distribuigao tecidual de MNV-1 e ®X e MS2 usados como substitutos dos virus entéricos,
apods serem bioacumulados pelas ostras C. gigas.

(IT) Utilizacao de solugdo aquosa de C. longa e extrato de P. nurekis na inativagdo de MNV-1

e E. coli bioacumulados por ostras.
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Capitulo I —
Distribuicao tecidual de MNV-1 e ®X e MS2 usados como alternativas do HNoV, apés

serem bioacumulados pelas ostras C. gigas

a) Objetivo especifico

a) Quantificar a distribuicao tecidual de MNV-1 e de ®X ¢ MS2 em manto, branquias e

tecido digestivo de ostras Crassostrea gigas, durante o processo de alimentacdo por

filtracdo da agua;

b) Metodologia

A Figura 4 resume o desenho experimental do presente capitulo.
Figura 4: Resumo grafico da metodologia, apresentando a producdo viral, seguido de

bioacumulagdo viral e analises de tecidos provenientes de ostras vivas.

Producéo e Titulacdo de MNV-1 e Quantificagdo de MNV-1
Bacteriéfagos e bacteriéfagos nos
@

... tecidos das ostras
Wt

y ;-\} )

Aclimatagédo e
Bioacumulagdo de MNV-1 e
bacteriéfagos nas ostras
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b.1) Obtencao das ostras

As ostras C. gigas utilizadas em todos os experimentos desta pesquisa foram
fornecidas pelo Laboratorio de Cultivo de Moluscos Marinhos (LCMM) da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Foram transportadas vivas ao Laboratorio de Virologia
Aplicada (LVA) e postas em aclimatagdo as condigdes laboratoriais por 12 h. Os aquarios para
aclimatagdo possuiam agua marinha natural, com aeracao constante e permaneceram em sala

climatizada durante todo o processo.

b.2) Produgao e titulacdo dos controles positivos virais: MNV-1, ®X e MS2

O MNV-1 foi produzido em células RAW 264.7 (ATCC TIB-71™) (Linhagem celular
de macrofagos que foi estabelecida a partir de um tumor em um camundongo macho induzido
com o virus da leucemia murina Abelson) e titulada por placa de lise seguindo protocolos
publicados por BAE ¢ SCHWAB (2008). Ambas as células e 0o MNV-1 foram gentilmente
doados pela Dra. Rosina Girones da Universidade de Barcelona, Espanha.

Para a producao de fagos, uma aliquota de 1 mL de ®X e uma aliquota de 1 mL de
MS?2 foram inoculadas em dois Erlenmeyer, cada um contendo 25 ml de caldo Luria Bertani
(LB) e 1 mL de bactéria hospedeira E. coli (ATCC 13706) e Salmonella (ATCC 14028),
respectivamente, cultivadas por 3 h até atingir uma densidade optica entre 0,3-0,5. Apds a
inoculagdo, a suspensao de fagos e bactérias foi incubada por 16 h a 37°C.

Apds a incubagdo, as suspensdes foram transferidas para tubos tipo falcon,
centrifugadas por 20 min a 3000 rpm. O sobrenadante foi coletado e o pellet formado no fundo
do tubo foi descartado. Em seguida, o sobrenadante foi filtrado através de um filtro de 0,22 uM
(Millipore).

A titulacdo dos fagos foi realizada pela técnica de duplo agar (ADAMS, 1959). Para
titulagdo do fago ®X, 1 mL da suspensao foi diluido na base 10 em 4gua destilada. Um mililitro
de cada dilui¢do foi misturado com 1 mL de suspensdo bacteriana E. coli (ATCC 13706) com
densidade 6ptica = 0,3 - 0,5 mais 1 mL de agar semi-solido (Kasvi), seguido de vortex e vertido
em uma placa de Petri previamente preparada com LB agar (Kasvi). Para titulacdo do fago
MS2, 1 mL da suspensao foi diluido na base 10 em agua destilada. 1 mL de cada diluigdo foi

misturado com 1 mL de suspensdo bacteriana Sa/monella (ATCC 14028) com densidade optica
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= 0,3 - 0,5 mais 1 mL de dgar semi-sdlido, seguido de vortex e vertido em placa de Petri

previamente preparada com LB agar.

b.3) Bioacumulagao das ostras com MNV-1, ®X e MS2 para avalia¢ao da distribui¢do viral

Trés experimentos em diferentes semanas foram realizados para observar a
distribuicao dos controles positivos virais (MNV-1, ®X e MS2) nos tecidos das ostras.

Para as bioacumulagdes com MNV-1, em cada experimento, 36 foram colocadas em
um aquario contendo 10 L de 4gua do mar natural e 7 x 108 UFP de MNV™!. Trés ostras/amostras
foram coletadas de cada aquario nos tempos 0, 4, 6 ¢ 24 h apo6s a adi¢do dos virus, foram
dissecados os tecidos digestivos (TD), as branquias (BR) e os mantos (MT) para que fossem
homogeneizados, separadamente, num homogeneizador de tecidos. Cada aliquota contendo
esses tecidos foram submetidas ao processo de eluicao viral por polietilenoglicol 6000 (PEG
6000), conforme protocolo descrito por LEWIS ¢ METCALF (1988), com algumas
modificac¢des, conforme descrito por RIGOTTO et al., (2010), onde foram utilizados 2 g de
cada um dos tecidos, e estes foram homogeneizados e analisados.

Ja para os fagos, trés aquarios com 10 L de 4gua do mar em cada um, foram
preenchidos com trinta e seis ostras, sendo uma dizia de ostras em cada aquario. Fagos ®X e
MS?2 foram inoculados, uma espécie viral por aquario, numa concentragao de 5x10° em 10 L.
As ostras permaneceram bioacumulando os fagos por 24 h, sendo coletadas 3 ostras/amostras
nos tempos 0, 4, 6 e 24 h de bioacumulagdo. Cada amostra contendo 3 ostras/tempo, tiveram
seus TD, BR e MT dissecados e homogeneizados, separadamente, num homogeneizador de

tecidos. Cada aliquota de tecidos de 3 ostras cada foi armazenada a -80°C.

b.4) Quantificacao viral nos tecidos das ostras

b.4.1) MNV-1

Para a recuperacdo e concentragdo do MNV-1 presente nos tecidos das ostras, elas
foram submetidas ao processo de elui¢dao viral com PEG 6000, ja descrito neste trabalho (item
b.3). A distribuigdo viral nos trés tecidos foi analisada por ensaio de placa de lise (UFP) e RT-

gPCR (CG), respectivamente.
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A quantificagdo das particulas virais do MNV-1 por placa de lise foi realizada segundo
descreveu Bae e Schwab, (2008). Previamente ao ensaio de placa de lise, as amostras foram
submetidas aos testes de citotoxicidade as células RAW-264.7, segundo descreveu Rigotto et
al., (2005), para que fosse selecionada a menor dilui¢do ndo citotoxica das amostras. Dessa
forma, o produto resultante do processo de eluic¢ao viral das ostras por PEG 6000, denominado
eluato, foi diluido de acordo com os testes de citotoxicidade realizados (1:3 em DMEM COM
2% de SFB) e 400 pL de cada amostra foi adicionado a placa de 6 pocos, em duplicata. A placa
foi incubada por 1 h para a adsorcao viral a 37°C/5% de CO», sendo cada in6culo substituido
por uma camada de 2 mL de uma solucao contendo 2X DMEM com 1,5% de agarose de baixo
ponto de fusdo (Seaplaque, Lonza, CA, EUA) suplementada com 2% de Soro Fetal Bovino
(SFB), 3% de HEPES (N-(2-hidroxietil) piperazina-N'-(2-acido etanosulfonico)), 2% de
Aminodcidos ndo essenciais (AA), 2% de L-glutamina 2mM e 2% de PSA,
antibioticos/antifungico  (Cultilab-penicilina G  100U/mL/sulfato de estreptomicina
100g/mL/anfotericina B 0,25g/mL). Essa primeira camada serviu para delimitar os locais onde
havia a replicacdo viral e a lise celular. Apds a solidificagdo da agarose, as placas foram
incubadas a 37°C/5% de CO: por 48 h, correspondente ao ciclo de replicagdo do MNV-1.
Decorrido esse tempo, foi adicionada uma segunda camada da mesma solugdo descrita,
contendo agarose (2 mL), mas com a adi¢do de uma solugdao de vermelho neutro a 0,01%
(Sigma) para permitir a visualizagdo das placas de lise formadas. As formagdes das placas de
lise foram observadas a partir desse momento até 8 h apds. Elas foram contadas e o titulo viral
obtido na maior dilui¢do, expresso em UFP/mL.

Para a quantificagdo das copias de genes de MNV-1 nas ostras, por RT-qPCR, 200 uLL
de cada eluato foi submetido ao processo de extracdo dos acidos nucleicos presentes, através
da utiliza¢do do Kit Purelink® RNA/DNA viral (Invitrogen da Life Technologies), conforme
orientagdes do fabricante. No final do processo de extracao, os acidos nucléicos foram diluidos
dez vezes e foram submetidos a RT-qPCR. As reacdes de RT-qPCR para MNV-1 nas amostras,
obedeceram aos protocolos de tempo, temperatura, sequéncias e concentracdes de
oligonucleotideos (iniciadores e sondas de hidrolise) descritos por Baert et al., (2008). Foram
utilizadas curvas padrao confeccionadas com dilui¢des de uma sequéncia de interesse do MNV -
1 (jungao ORF1/ORF2), clonadas em plasmideos (doadas pela Dra. Rosina Girones,
Laboratorio de Virus Contaminantes de Aguas e Alimentos, da Universidade de Barcelona,

Espanha). Cada amostra foi analisada em duplicata e foram introduzidos controles negativos
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em cada corrida. As reagdes de RT-qPCR ocorreram em termociclador StepOne™ Plus Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, CA, EUA).

b.4.2) Bacteriofagos ®X e MS2

As amostras dissecadas foram aliquotadas em microtubos de 2,0 mL (totalizando 36
amostras) e eluidas em 4 mL de caldo Triptose fosfato 100% (TPB). Cada amostra de TD, BR
e MT por amostra/tempo foram homogeneizadas separadamente, com um homogeneizador de
tecidos. Em seguida, essas amostras foram diluidas a -5 e plaqueadas para a quantificacio de
fagos pela técnica de duplo agar segundo protocolo de Adams et al., (1959). Resumidamente,
1 mL das amostras foi misturado com 1 mL de cultura de fase logaritmica de E. coli (ATCC
13706) e Salmonella enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028) (Densidade Optica 0,6) e
as amostras foram cada uma adicionada a 1 mL de BHI-4gar solido. As placas foram incubadas
novamente a 37°C/16 h para permitir o aparecimento de placas. O titulo de fago foi determinado

e expresso em UFP/g.

¢) Resultados e discussao

c.1) Distribuigao tecidual de controles positivos virais usados como alternativas do HNoV,

apos serem bioacumulados pelas ostras C. gigas

Tecidos de ostras foram analisados quanto a distribuicdo de modelos virais (MNV-1; ¢X-174 ¢
MS2) em TD, BR e MT apds 4, 6 e 24 h de bioacumulacdo experimental. As particulas
infecciosas de MNV-1 obtiveram maiores contagens as 6 h no TD (1,2x10* UFP/g), seguido de
BR e MT (9,5x10% e 3,8x10? UFP/g, respectivamente). Apesar do MNV-1 apresentar maior
concentracdo no TD, como outros virus entéricos, ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os resultados das concentragcdes do virus nos tecidos ao longo do tempo
(P>0,05; ANOVA two way). A Figura 5 apresenta a distribuicdo de MNV-1 em ostras C. gigas

apo6s a bioacumulagao viral.
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Figura 5. Distribui¢do de MNV-1 em ostras C. gigas apds bioacumulagao viral realizada em

tanques, onde CG ¢ a quantificacdo de copias de genes, ¢ UFP ¢ o nimero de unidades

Horas

formadoras de placa infecciosas.

10

CG e UFP/g
Log10
H (2] [+]

N

o

mm Tecido Digestivo (CG) == Tecido Digestivo (UFP)
mm Branquias (CG) === Branquias (UFP)
mm Manto (CG) Manto (UFP)

CG: Copias de genes, UFP: Unidade Formadora de Placas.

O MNV-1 foi distribuido entre os trés tecidos analisados. Shwab et al. (1998)
observaram que o HNoV estava mais concentrado nos tecidos digestivos (glandula digestiva e
estomago) de ostras Crassostrea virginica, independentemente da quantidade adicionada ao
tanque (10° a 10’ PCRU), quando comparado ao musculo adutor e as células da hemolinfa.
Maalouf et al., (2010) compararam a distribui¢do de HNoV GI.1 e GII.4 VLPs (Virus Like
Particles) entre TD, BR e MT de ostras C. gigas. E concluiram que, enquanto GI.1 foi
acumulado quase exclusivamente em TD, GIIL.4 se distribui igualmente entre TD, BR e MT das
ostras C. gigas. Estudos que avaliaram a bioacumulagao e distribui¢do de virus entéricos entre
os tecidos de ostras (C. gigas e outros), focaram principalmente em genogrupos HNoV
(SCHWAB et al., 1998; MAALOUF et al., 2010; LOWMOUNG et al., 2017; SOUZA et al.,
2018), e utilizaram técnicas moleculares nas analises. Poucos estudos avaliaram a distribuigao
tecidual de outros virus entéricos, como o virus da hepatite A (HAV) (ROMALDE et al., 1994),
e poliovirus (MCLEOD et al., 2009), em ostras C. gigas ou noutras espécies de moluscos
bivalves. Quando comparados aos resultados de bioacumulacao de HNoV obtidos com as VLPs
HNoV GIL.4 (MAALOUF et al., 2010), os resultados da presente pesquisa foram semelhantes

aos desses autores, tendo o GIL.4 se distribuido entre os trés tecidos de ostras C. gigas. Porém,
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quando comparamos com os resultados obtidos pelos mesmos autores, mas com o GI, observou-
se que 0 MNV-1 se acumulou no TD em maior concentragdo, mas se diferenciou do GI, por ser
acumulado também nas BR e MT das ostras.

Apesar das semelhangas moleculares entre HNoV ¢ MNV-1, alguns pontos devem ser
levados em consideracdo ao avaliar seu padrdo de bioacumulagdo nas ostras. Enquanto o
primeiro ¢ geralmente adicionado aos tanques de ostras dentro de um in6éculo composto por
matrizes fecais ou de esgoto, o segundo faz parte de uma suspensao viral, em meio de cultura
de células. Sabe-se que quando os virus estdo em matrizes liquidas, dependendo do pH do
ambiente, eles tendem ou ndo a se ligar as particulas ao redor. As fezes e o esgoto possuem
varios flocos organicos que podem promover essa ligacdo (GERBA; BETANCOURT, 2017),
interferindo no processo de bioacumulagdo do virus. Beninger et al. (2008) afirmaram que ha
uma sele¢do das particulas ingeridas pelas ostras durante o processo de filtracdo por elas
realizado. Eles observaram que a forma, tamanho e constitui¢do quimica das particulas sao
algumas das caracteristicas que influenciam na ingestdo. Entdo, dependendo de que tipo de
particulas os virus estdo ligados, sua bioacumulagdo pelas ostras também pode ser afetada.

Quanto a bioacumulacdo dos bacteridfagos, os resultados obtidos mostraram que
ocorreu maior concentragdo de X no MT, as 4 e 6 h (3,0 x 10> UFP/g, em ambos), e na BR do
MS2 apdés 24 h (2,2 x 10> UFP/g). No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa comparando os resultados das concentracdes de X e MS2 nos tecidos ao longo
do tempo (P>0,05; ANOVA two way). A Figura 6 apresenta a distribui¢do de fagos em ostras
C. gigas.

Figura 6. Distribui¢dao de fagos F- especificos (MS2) e fagos Colifagos somaticos (¢X) em
ostras C. gigas.
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Os fagos ¢-X e MS2 foram concentrados em MT (9-X) e BR (MS2) por 24 h. Doré e
Lees (1995) relataram que ostras C. gigas naturalmente contaminada com MS2 por uma a trés
semanas (area de crescimento proxima ao emissario de esgoto) reteve mais fagos nos animais
no TD do que BR ou MT e outros tecidos. Assim, a presenca de bacteriéfagos em ostras nao
seguiu 0 mesmo comportamento de bioacumulagdo observado para o MNV-1 e para os virus
entéricos humanos.

O protocolo de contaminagdo realizado por eles foi diferente na constituigdo do
in6culo, contaminagdo natural e tempo de exposi¢ao, em comparagdo com os resultados obtidos
aqui. No experimento realizado neste projeto, os fagos MS2 eram de sobrenadantes de cultura
de bactérias hospedeiras. Talvez essas diferencas tenham afetado nos resultados obtidos por
Dor¢ e Lees (1995) e por esta pesquisa. Outros autores relataram a persisténcia de MS2 em
ostras, porém processaram a carne total, sem analisar os tecidos separadamente (KINGSLEY
et al., 2017), como foi realizado neste estudo. Embora os bacteriéfagos sejam propostos como
indicadores de contaminagao viral entérica em amostras de moluscos bivalves (FLANNERY et
al., 2009; LOWTHER et al., 2019), pois sua presenca pode estar correlacionada com alguns
virus entéricos, no caso de ensaio de bioacumula¢do o uso de MNV- 1 como controle de
contaminag¢do viral, fornecerd um padrdao de bioacumulagdo mais parecido com o dos virus
entéricos nas ostras C. gigas.

Estudos reportando a distribuicao desses virus nos tecidos dos moluscos bivalves sdo
raros e ¢ importante conhecer de que forma isso ocorre, para a escolha de um controle positivo
viral substituto adequado aos diferentes tipos de analises realizadas nestes animais: controle de
recuperagdo durante extragdo e RT-qPCR, testes que avaliem a inativagdo e velocidade de

decaimento viral nos tecidos dos animais.
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d) Conclusao

Comparando o padrao de distribuicao tecidual de norovirus murino (MNV-1) em
ostras Crassostrea gigas bioacumuladas em aquarios, 0 MNV-1 demonstrou ser um modelo
viral alternativo aos norovirus humano (HNoV) por ser acumulado no tecido digestivo (TD),
porém mais proximo do HNoV GII, ja que também foi detectado nas branquias (BR) e no manto
(MT), corroborando o perfil de bioacumulacao apresentado pelo GII, relatado em outros
estudos. J& o perfil de bioacumulacdo dos bacteriofagos MS2 e ®X ndo demonstrou
similaridade com o perfil de HNoV uma vez que foram encontrados em MT e BR, ndo sendo
acumulado em TD.

Assim conclui-se que MNV-1 ¢ um modelo viral alternativo ao HNoV em andlises de
bioacumulagdo em TD em ostras C. gigas, enquanto que os bacteriéfagos MS2 e ®X sdo
indicados para analise de bioacumulagdo viral analisando-se MT e BR, ou a carne total dos

animais, j& que ndo apresentaram bioacumulagdo em TD.



42

Capitulo II -
Desempenho da desinfeccio e valoracio nutricional de ostras C. gigas mediado pelo

processo de depuracio associado a produtos de origem natural

Os experimentos descritos no Capitulo II foram divididos em trés etapas: (1) Avaliagdo
virucida dos produtos de origem natural frente ao MNV-1; (2) Utilizagdo da solugdo aquosa de
C. longa, assim como do extrato de alga P. nurekis, em aquarios de depuragdo visando a
inativagdo de MNV-1 e E. coli; (3) Anélise do potencial antioxidante, da concentragdo de
polifenois e andlise centesimal em ostras bioacumuladas com os produtos de origem natural (C.

longa e P. nurekis).

a) Objetivos especificos

a) Medir o decaimento de MNV-1 e Escherichia coli em ostras Crassostrea gigas durante
depuracdo em aquarios com agua marinha adicionada de solu¢do de Curcuma longa e

extrato de alga Planktochlorella nurekis;

b) Avaliar o potencial antioxidante e concentracdo de polifendis das ostras Crassostrea
gigas que permaneceram em aguas contendo solu¢do aquosa de Curcuma longa e extrato

de alga Planktochlorella nurekis;

¢) Determinar a composi¢do centesimal dos tecidos de ostras Crassostrea gigas apos o
processo de purificagdo com a utiliza¢do da solug¢do aquosa de Curcuma longa ou extrato

de alga Planktochlorella nurekis.

b) Metodologia

Ap6s os resultados obtidos no capitulo I deste trabalho, sobre qual seria o melhor virus-

modelo para uso nos ensaios de bioacumulagdo e inativacdo viral em ostras C. gigas, no
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presente capitulo foi utilizado somente 0o MNV-1 como controle positivo viral nos ensaios com
as ostras.

A Figura 7 resume o desenho experimental do presente capitulo.
Figura 7: Resumo grafico da metodologia, apresentando a bioacumulagao viral e bacteriana,
bem como o processo de depuracdo associado a C. longa e P. nurekis e analises de tecidos

provenientes de ostras vivas.

Aclimatagdo e
Bioacumulagéo
MNV-1 e E. coli

P, nurekis

Parametros fisico-quimicos

Andlise de Antioxidantes e Polifendis i _
Andlises Bromatoldgicas PEG 6000
. ‘
MacConkey u

RT-gPCR

b.1) Produtos naturais

O po seco do rizoma de C. longa, com selo de producdo organica e com 95% de pureza, foi
adquirido comercialmente. Para a realizagdo deste projeto foram selecionadas solugdes
contendo C. longa em trés concentracdes diferentes, com base na literatura conforme estudo de
Wu et al., (2015), sendo, 0,1 mg/L; 0,25 mg/L e 0,625 mg/L (Figura 8). Estas concentragcdes
foram submetidas a testes de solubilidade em dgua marinha natural, onde foi feito o célculo
para a quantidade de cada concentracdo em 100 mL de 4gua marinha e mantidas sob agitacao
por um periodo de uma hora. Apos esse tempo foi observado a capacidade de solubiliza¢dao. A

concentragdo de 0,625 g/L foi selecionada para a realizacdo dos experimentos.
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Figura 8. Teste de solubilidade de C. longa em 4gua marinha utilizando trés concentragdes 0, 1

mg/L; 0,25 mg/L e 0,625 mg/L em 100 mL de 4gua marinha, respectivamente.

0,1 mg/L 0,25 mg/L 0,625 mg/L

No caso da obtengdo de extrato de alga P. nurekis, primeiramente houve cultivo em
fotobiorreatores de 10 L, expostos a luz (99 pmol m-2 s-1), em condi¢des mixotroficas (12 h:12
h, claro:escuro), agitagdo continua usando uma bomba de recirculacdo mecanica 1.200 Lh-1
(marca Sarlobetter) em temperatura ambiente (23°C). Os fotobiorreatores foram operados em
modo descontinuo usando efluentes de um sistema de tratamento anaerdbio, que foi diluido
pela adicdo de 1,0 L em 6,0 L de 4gua da torneira sem cloro. Os fotobiorreatores foram
inoculados com 70 £0,6 mgDW de microalgas L-1. Apo6s onze dias da inoculacdo, a biomassa
atingiu um peso fresco de 0,4+0,1 g L-1. Esta biomassa foi entdo colhida por centrifugagdo a
3.000xg (Eppendorf, 5810/5810R), congelada imediatamente (-20°C) e depois liofilizada para
andlise e ensaios adicionais. Um total de 20g de biomassa de P. nurekis foram extraidos do
solvente diclorometano na propor¢ao de 1:5 [sml] (p:v; gimL). Este extrato, denominado
PNDE, foi seco em rotoevaporador a 50°C para remocgao total do solvente e armazenado a -
20°C. Foi selecionada uma concentragdo ndo citotoxica de 1,0 mg/L, conforme estudo de

Michelom et al., (2022) para a realizacdo dos experimentos.

b.2) Avaliagdo virucida dos produtos de origem natural frente ao MNV-1

O efeito virucida do extrato seco de C. longa ja havia sido observado por Wu ef al.,
(2015), na concentragdo de 10 uM, porém, ainda nao havia estudos reportando esse efeito no
extrato de alga P. nurekis e esse foi conduzido nessa dissertacao de mestrado.

Este ensaio seguiu os procedimentos descritos pela EN 14476:2013+A2:2019 para
avaliacdo de uma atividade virucida. Os titulos de virus infecciosos foram medidos em UFP,
conforme descrito pela EN 14476:2013+A2:2019. A concentracdo viral de 4 x 10* UFP foi

testada com diferentes diluigdes de extrato de alga P. nurekis utilizando 10 pg/mL (1:2 diluigdes
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em série) durante 15 min em temperatura ambiente. Em seguida, a reagdo foi bloqueada com
SFB a 10%, e 400 uL de cada diluicdo teste foram adicionadas as células RAW 234.7,
previamente preparadas em placas de 6 pocos. Apos 1 h de contato com as células, o indculo
foi removido, a monocamada celular foi lavada com solucao tampao fosfato-salino (PBS). As

amostras foram analisadas por placa de lise, conforme protocolo ja descrito no capitulo I (item
b.4.1).

b.3) Sobrevivéncia das C. gigas em aquarios contendo solugdo aquosa de C. longa e extrato

de alga P. nurekis

Ensaios de sobrevivéncia envolvendo a utilizacdo dos extratos na inativacao de virus
e bactérias nos aquarios com ostras foram realizados. Foram observadas a mortalidade e a nao
movimentagdo das valvas (conchas) das ostras que permaneceram em contato com a solugao
aquosa de C. longa e com o extrato de alga P. nurekis nos aquarios, nas mesmas concentragoes
que seriam utilizadas nos ensaios de inativacao, por até 24 h em contato. Para isso, foram
colocadas uma duzia de ostras em aquério com 10 L de 4gua marinha e solu¢do aquosa de C.
longa numa concentragao de 0,625 g/L, e uma dazia de ostras em aquario com o mesmo volume
de 4gua marinha, adicionada de extrato de alga P. nurekis, com a concentragdo de 1,0 mg/L. Os
resultados obtidos foram comparados aos dos animais que permaneceram no aquario controle,

cujas dguas marinhas ndo receberam adi¢do dos produtos naturais.

b.4) Reducao de MNV-1 mediado por solugdo aquosa de C. longa em dgua do mar

Para este experimento foi utilizado um aquério contendo 10 L de 4gua marinha natural
e 7x10% UFP de MNV-1; e um aquario contendo 10 L de 4gua marinha natural, 7x10% UFP de
MNV-1 e solugdo aquosa de C. longa numa concentracao de 0,625 g/L. Foram coletados 1 mL
da agua de cada um dos aquéarios nos tempos 0 (antes da adicdo dos compostos naturais) € no
tempo 24 h (apds 24 h de contato). Os virus presentes nas amostras de 4gua marinha foram
submetidos a concentragdo por PEG 6000 a 50% em agua marinha, onde em cada aliquota
coletada foi adicionada uma solu¢ao de PEG 6000 a 50% e mantida em agitacdo em over night
a 4°C. As amostras foram centrifugadas (13.500 RPM/1h30min/4°C), descartado o
sobrenadante e o sedimento foi dissolvido em 1 mL de 4gua miliQ estéril. A quantificagdo viral

e de copias gendmicas foram realizadas conforme as descritas nos métodos do capitulo L.
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b.5) Ostras bioacumuladas com MNV-1 e submetidas a descontaminagao através da solugao

aquosa de C. longa e extrato de alga P. nurekis em aquarios

Trés duzias de ostras C. gigas ap0Os processo de aclimatagao, ja descrito anteriormente,
foram colocadas em aquario contendo 10 L de 4gua marinha natural e 7x10% UFP de MNV-1
permanecendo por 4 h para bioacumulacao viral. Apos esse periodo, uma duzia foi transferida
para um aquario contendo 10 L de 4gua marinha natural, funcionando como um controle do
processo, enquanto que a outra foi colocada num aquério contendo o mesmo volume de dgua
marinha adicionada de uma solu¢do aquosa de C. longa na concentracdo de 0,625 g/L. A
terceira duzia foi colocada em um aquario sob as mesmas condi¢des do segundo, mas sendo
adicionado o extrato de alga P. nurekis numa concentragao de 1,0 mg/L. Os aquarios possuiam
aeragdo constante ¢ permaneceram em sala climatizada durante todo o processo. Trés
ostras/amostras foram coletadas de cada aquario nos horarios de 0, 1, 1:30, 2 e 4 h, tendo seus
tecidos digestivos (TD) dissecados e formaram pools por amostra. A eluicdo e concentracdao
dos MNV-1 presentes nos TD das ostras foram realizadas com PEG 6000, conforme descrito
anteriormente no capitulo I. A quantificagdo viral e de copias de genes foram realizadas

conforme descrito no capitulo I.

b.6) Bioacumulagdo de E. coli em ostras usando processo de depuracao associado a solugdo

aquosa de C. longa e extrato de alga P. nurekis

Trés duzias de ostras C. gigas permaneceram em processo de aclimatagdo as condigdes
laboratoriais, por 12 h, em um aquario contendo 20 L de 4gua marinha natural. Posteriormente,
elas foram transferidas para um aquario contendo 10 L de 4gua marinha natural, adicionado de
5x 10° UFC de E. coli, permanecendo bioacumulando essas bactérias por uma hora. Apos este
periodo, 9 ostras foram colocadas em aquario contendo 5 L de 4gua marinha natural; 9 ostras
em aquario com esse mesmo volume de dgua, mas adicionada da solug¢do aquosa de C. longa
numa concentragao de 0,625 g/L; 9 ostras com o mesmo volume de agua, mas com extrato de
alga P. nurekis numa concentracdo de 1,0 mg/L. Decorridas 24 h de incubagdo, as ostras de
cada aquério tiveram seus tecidos digestivos (TD) dissecados e formando um pool por
tratamento. Em ambiente asséptico, foram adicionadas 25 g de cada amostra a 225 mL de 4dgua

peptonada tamponada, para que constituissem solugdes dez vezes diluidas de cada amostra. As
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amostras foram homogeneizadas e ImL de cada uma delas foi diluida sucessivamente dez vezes
em 4gua peptonada tamponada, até a diluigdo 10, para que fosse realizado o cultivo e
quantificagdo da E. coli presente em cada amostra. Para isso foi inoculado 100 pL das diluigdes
102 ¢ 10 na placa com meio LB e placa com meio Maconkey. Apds inoculadas, as placas
foram incubadas a 35+2°C/48+2 h e apds as 48 h de incubacido foi feita a analise e contagem

das colonias.

b.7) Analises fisico-quimicas da dgua dos aquarios

As andlises fisico-quimicas da dgua de cada aquério foram monitoradas durante todo
o periodo de cada experimento. Os parametros estudados foram: pH; temperatura (°C);
salinidade (ppt); oxigénio dissolvido (mg/L); condutividade (mS), sélidos totais (ppm), amonia,
sulfeto, nitrito e nitrato. Para realizar essas analises, foram utilizados: pHmetro; termometro;
medidor de condutividade salina, oximetro e solugdes colorimétricas do kit comercial

Acquacombo colorimétrico da Alfakit.

b.8) Analise da atividade Antioxidante e Polifendis totais

b.8.1) Preparo das amostras

Nove ostras foram divididas em trés grupos (trés ostras cada) e submetidas ao processo
de depuragdo durante um periodo de 24 h, um com solucdo aquosa de C. longa em uma
concentracao de 0,625 g/L, um com extrato de alga P. nurekis com concentracao de 1,0 mg/L
e outro somente com agua marinha (grupo controle). Essas amostras foram encaminhadas para
o Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos na Universidade Federal de Santa
Catarina — UFSC, onde foram preparadas para as analises de antioxidante e polifendis totais, de
acordo com a metodologia de Kurcubic¢ et al. (2014), com modificagdes. Cada grupo de ostras
foi homogeneizado, pesado e submetido ao processo de extragdo com agua destilada (1:4 m/v).
A extragdo ocorreu sob abrigo de luz e com agitagdo (100 rpm) por 60 min. Em seguida, cada
amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 10 min e o sobrenadante obtido foi usado na avaliagdo
da atividade antioxidante e dos polifendis totais. As analises de gravimetria foram realizadas
em espectrofotometro UV-Vis (Hitachi U2010, CA, USA) quanto a concentragdo de polifendis

totais e atividade antioxidante in vitro.
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b.8.2) Atividade antioxidante

A determinagdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil) de acordo com metodologia proposta por Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995). Esse método avalia o poder de sequestro de radicais livres através da
reagdo entre a amostra ¢ o radical DPPH. As leituras de absorbancia foram realizadas antes e
apos a adicdo da amostra ao radical DPPH em 517 nm. A absorbancia foi medida em 517 nm e
os resultados foram expressos em porcentagem (%) de inibi¢ao do radical segundo a Equagao
1.

% inibi¢do = 1 (Abs final/Abs inicial) x 100

b.8.3) Polifenois totais

A concentragdo de polifenois totais foi determinada de acordo com o método
colorimétrico de Folin-Ciocalteu, com leituras da absorbancia em 760 nm. Para o calculo do
teor de polifenois totais foi utilizado uma curva padrao de 4cido galico e os resultados expressos

em equivalente de 4cido galico (mg de GAE/100 g) (SINGLETON e ROSSI, 1965).

b.9) Analise centesimal

Para uma maior variabilidade de dados, trés grupos distintos de ostras foram
submetidos ao processo de depuragdo associado a solucdo aquosa de C. longa e extrato de alga
P. nurekis por um periodo de 24 h, conforme descrito no item b.8.1. Toda a analise centesimal
foi realizada em duplicata no Departamento de Ciéncias Bioldgicas e da Saude na Universidade
do Oeste de Santa Catarina-Unoesc, campus de Joagaba, no laboratorio de bromatologia sob

supervisdo do Prof. Roberto Degenhardt Mestre em Ciéncia dos Alimentos.

b.9.1) Determinagao da fracao volatil (Umidade) método gravimétrico com uso de calor

(105°C)
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A anélise de umidade foi realizada conforme metodologia proposta por Brasil, (2005).
Onde, primeiro fez-se a preparagdo do material. Onde cépsulas de porcelana revestidas com
duas folhas de papel filtro foram colocadas para secar em estufa a 105°C por uma hora, e depois
foram colocadas para resfriar em dessecador. Posteriormente, a capsula metalica com o papel
filtro foi pesada, tendo seu peso anotado. Nesta mesma capsula foi pesado cerca de cinco gramas
da amostra e também anotado o seu peso. Novamente as capsulas sdo colocadas na estufa a
105°C por um periodo de seis horas e colocadas para resfriar em dessecador e pesadas.
ApoOs as amostras serem secas, € seus valores anotados foi feito o calculo, onde:
P1 - Peso da céapsula
P2 — Peso da capsula + cerca de cinco gramas da amostra
P3 — P2 - P1 (peso da amostra imida)
P4 — Peso da amostra + amostra seca

P5 — P4 — P1 (Peso da amostra seca)

P5/P3 -1 x 100 = resultado final.

b.9.2) Determinagdo da fracao de residuos minerais fixos (Cinzas)

A andlise de cinzas foi realizada conforme metodologia proposta por Brasil, (2005).
Primeiro foi feita a preparacdo do material. Cadinhos de porcelana vazios e limpos foram
calcinados em forno mufla a 800°C durante 30 min. Apds isso, desligou-se a mufla e deixou
esfriar até uma temperatura de 100°C. Os cadinhos foram entdo colocados para resfriar em
dessecador e pesados na balanga. Em seguida, foi adicionado cerca de uma grama da amostra e
colocados novamente na mufla a 550°C e incinerou-se até obtencdo de cinzas brancas. Os
cadinhos foram colocados para resfriar em dessecador e pesados em balanga analitica.

Apos as amostras serem incineradas, e seus valores anotados foi feito o calculo, onde:
P1 - Peso do cadinho

P2 — Peso do cadinho + cerca de cinco gramas da amostra

P3 — P2 - P1 (peso da amostra umida)

P4 — Peso da amostra + amostra seca

P5 — P4 — P1 (Peso da amostra seca)

P5/P3 x 100 = resultado final.



50

b.9.3) Determinagao da fracao de lipideos (Gordura) método gravimétrico de Soxlet

A determinacgdo da fracdo de lipideos foi realizada conforme metodologia proposta por
Brasil, (2005). O primeiro passo foi preparar o material a ser utilizado. Para isso, secou-se os
baldes do conjunto de Soxlet e o papel filtro em estufa a 105°C por uma hora. Apos esse tempo,
esse material foi retirado e colocado em um dessecador para resfriar. Quando os baldes
atingiram uma temperatura ambiente, eles foram pesados e anotou-se o valor. Entdo, foi pesado
cerca de cinco gramas da amostra no papel filtro previamente tarado e anotou-se o peso.
Posteriormente, esse material foi levado para secar em estufa, colocando o papel filtro com a
amostra em cima de um vidro reldgio. Uma vez as amostras secas esses papéis filtros foram
dobrados formando um pequeno envelope, depois este envelope foi colocado em um cartucho.
Estes cartuchos foram colocados no aparelho Soxlet com Eter Etilico por um periodo de seis
horas para a extracdo de lipidios. Para saber o ponto final do processo de extragdo foi feito um
texto colocando uma gota do solvente recém destilado numa folha de papel. Uma vez nao
acusado mais a presenga de gordura, o éter foi retirado por destilacio e os baldes foram
colocados em estufa a 105°C por uma hora. Entdo, os baldes foram retirados e colocados em
dessecador para resfriar e depois pesados e anotado o valor.

Ap0s as amostras serem secas, € seus valores anotados foi feito o calculo, onde:

% Lipideos = [(P3 — P1) /P2] x 100

b.9.4) Determinacao da fra¢do proteica (Quantificacdo de Compostos Nitrogenados)

A analise da fragdo proteica foi realizada conforme metodologia proposta por Brasil,
(2005). Sobre um papel filtro foi pesado cerca de um grama da amostra e anotado o valor, e 0,4
gramas do catalisador. Ap0s isso, foi feito um envelope com o papel filtro contendo a amostra
e o catalisador e colocado em um tubo de digestdo. Foi adicionado a este tubo quinze mL de
Acido Sulfiirico concentrado. O tubo foi entdo instalado no digestor e a temperatura foi ajustada
para 400°C. Esta temperatura foi mantida até a solu¢do adquirir uma coloragdo esverdeada.
Completada a digestdo, deixou-se os tubos esfriarem no proprio digestor em temperatura

ambiente. Posteriormente, transferiu-se a solucdo para baldo volumétrico de cem mlL,
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completando a marca de aferi¢do com agua destilada. Em seguida foi pipetado 20 mL para a
camara de destilacdo e foi adicionado um pouco de agua destilada e 15 mL de Hidréxido de
Soédio a 40%. A destilacdo foi iniciada recebendo o destilado em Erlenmeyer de 125 mL
contendo 20 mL de 4cido borico a 4% e 10 gotas de indicador de proteinas. O bico do destilador
ficou imerso na solucdo. Foi destilado aproximadamente 60 mL e titulado com solucdo de
Acido Cloridrico 0,1 N.

ApoOs as amostras serem destiladas e tituladas, e seus valores anotados foi feito o calculo, onde:

mL HCL x Fator de corregdao HCL

% =
Peso da amostra

b.9.5) Determinacao da fra¢ao de carboidratos

A determinacdo de carboidratos foi feita por calculo de diferenga, conforme
metodologia proposta por Brasil, (2005). E para isso foi necessario utilizar os valores dos
resultados das andlises de proteina, gordura, cinzas e umidade. Aplicando os valores na seguinte

férmula:

% Carboidratos = (% de proteina + % umidade + % mineral + % gordura) - 100

b.5) Analises estatisticas

Para as andlises estatisticas foram utilizados: Microsoft Excel (Microsoft® Excel 2019
for Windows®), software Prisma (GraphPad Prism 8, ANOVA two way) e software (TibCo
Statistica 13.5).
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¢) Resultados e discussao

c.1) Analise da atividade virucida de extrato de alga P. nurekis na inativagado do MNV-1

Ensaios virucidas sdo importantes para analisar compostos que possuem potencial de
inativar virus no ambiente (VICTORIA et al., 2010; RIGOTTO et al., 2011; LANNA et al.,
2019).

O extrato de alga P. nurekis foi testada quanto a sua atividade virucida frente ao MN V-
1. Apos 15 min de contato dos virus com P. nurekis, foi observado que a maior inativacao viral
ocorreu na concentragao de 100 pg/mL, mas ndo alcangando 1 logio de inativagdo (Figura 9).
Ainda, ndo houve diferencga estatisticamente significativa entre os resultados das concentragdes
de MNV-1 ao longo do tempo (P>0,05; ANOVA Two way). Considerando que o tempo de
contato em que o extrato permaneceria com o0s virus nas ostras seria de 24 h e, que durante o
processo de filtragdo desses animais ele poderia ser acumulado nos tecidos desses animais
juntamente com as demais particulas, optou-se por prosseguir com os testes de inativacdo nas

ostras, em aquarios.

Figura 9. Efeito virucida do extrato de alga P. nurekis em MNV-1, onde UFP ¢ o niimero de

unidades formadoras de placas de lise.
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c.2) Sobrevivéncia das ostras C. gigas em aquarios contendo solucdo aquosa de C. longa e

extrato de alga P. nurekis

Nos ensaios de sobrevivéncia envolvendo a utilizagao de solucao aquosa de C. longa
e extrato de alga P. nurekis nos aquarios com ostras. Foi observado que ndo houve mortalidade
em nenhum dos aquarios e a movimentagdo das valvas (conchas) continuaram ativas ap6s 24 h

de contato com a C. longa e P. nurekis.

c.3) Inativagdo de MNV-1 em 4gua marinha contendo solugao aquosa de C. longa

Foi analisado o efeito de C. longa na inativagdo de MNV-1 na agua marinha. Onde,
comparado com o aquario controle sem C. longa, o MNV-1 infeccioso decaiu 1 logio na agua
do mar ap6s 24 h (Figura 10). Ainda, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre
os resultados das concentragdes do virus nas aguas dos aquarios ao longo do tempo (P>0,05;

ANOVA two way).

Figura 10. Experimento de inativagdo de MNV-1 em 4gua marinha com C. /onga.
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CG: Copias de genes, UFP: Unidade Formadora de Placas.
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Extratos de plantas que possuem abundantes metabolitos diversos estdo sendo
pesquisados pela comunidade cientifica em razao de suas propriedades antimicrobianas. Ainda,
essas plantas t€ém sido avaliadas quanto suas capacidades para utilizagdo na desinfeccao de
aguas (JAYAPRAKASHA et al., 2003; PERUMALLA e HETTIARACHCHY, 2011;
D’SOUZA, 2014). Araghizadeh et al. (2013), atestaram que 100% das bactérias S. mutans
foram sensiveis ao extrato de cha verde nas concentracdes 6,25, 12,5, 25,0 ¢ 50,0 mg/mL. Ja
em estudo analisando a atividade antiviral do extrato de cha verde, apresentou que o extrato de
cha verde recém-preparado foi eficaz na inativagdo do norovirus murino (MNV) e hepatite A
(HAV) em pH neutro e alcalino. Ainda, observou-se que o armazenamento das solugdes de
extrato de cha verde durante 24 h a varias condi¢des de pH aumentou significativamente a sua
atividade antiviral (FALCO et al., 2018). Garcia (2018), estudou a inativagdo de 2,5 logs de
adenovirus em meio aquoso ap6s 2 h de tratamento com extrato de semente de uva (em
concentragdo de 0,01%). Esses estudos corroboram os achados nesta pesquisa, onde C. longa
apresentou capacidade antiviral contra 0 MNV-1 em 4gua marinha. Ainda, pensando que as
ostras C. gigas sdo capazes de filtrar até 10 L de agua por hora, o uso de C. longa na 4gua para

a depuragao desses moluscos poderia resultar em uma melhor desinfec¢io desses animais.

c.4) Inativagdo de MNV-1 em ostras C. gigas vivas, bioacumuladas com MNV-1 e
posteriormente tratadas com solugdo aquosa de C. longa e extrato de alga P. nurekis em

aquarios

O TD das ostras bioacumuladas com MNV-1 foi analisado quanto a inativacdo deste
virus ao longo do tempo de contato com a solugdo aquosa de C. longa e extrato de alga P.
nurekis. Os resultados dos ensaios de placa de lise demonstraram que, comparado com o aquario
controle sem C. longa, os MNV-1 infecciosos decairam menos de 1 logio no TD. O RT-qPCR
também apontou para redugdo de CG viral de menos de 1 logio no TD. Ainda, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os resultados das concentra¢des do virus no TD
ao longo do tempo (P>0,05; ANOVA two way). No experimento em que foi utilizado a P.
nurekis, observou-se que os MNV-1 infecciosos decairam 1 logio no TD ap6s 1 h 30 min. Ja a
RT-qPCR apontou uma redug¢do viral CG de 2 logio no TD apds 1 h 30 min (Figura 11). Nao
foi observado diferenga estatisticamente significativa entre os resultados das concentra¢des do

virus no TD ao longo do tempo (P>0,05; ANOVA two way).
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Figura 11. Experimento de bioacumulagao e inativagdo de MNV-1 em ostras C. gigas associado
a solucao aquosa de C. longa e extrato de alga P. nurekis, onde CG ¢ a quantificacdo de copias

de genes, e UFP ¢ o numero de unidades formadoras de placas infecciosas.
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CG: Copias de genes, UFP: Unidade Formadora de Placas.

Diversas opgoes de desinfeccdo na agua utilizada na depuracdo de ostras ja foram
utilizadas. A primeira foi a cloragdo, por sua alta capacidade desinfetante. No entanto,
dependendo da concentragao utilizada, o uso de cloro pode inibir a atividade de filtragdo das
ostras, e além disso alterar a textura e o gosto desses animais, tendo a possibilidade também de
gerar sub-produtos carcinogénicos (LEES, et al., 2010).

O ozonio foi outra opg¢ao utilizada, ele nao altera odor, gosto ou aparéncia dos animais,
porém sua eficacia pode ser alterada por mudangas de temperatura e pH (LEES, et al., 2010), e
dependendo das concentracdes utilizadas o 0z6nio pode interromper ou reduzir a atividade de
filtragdo dos animais (FAQO, 2008).

A utilizacdo de radiagdo por luz ultravioleta € a mais conhecida. Apresenta custo baixo,
ndo interfere no sabor ou na textura da carne dos moluscos (FAO, 2008). Mas, apenas a dgua
que passa pela lampada ¢ sujeita a agdo da luz UV, além disso, microrganismos que estao dentro
dos moluscos ndo serdo afetados, a ndo ser que se desprendam e sejam liberados na agua, ja
que o tratamento com UV ndo tem ag¢do residual com outros métodos de desinfec¢do (LEES, et
al., 2010).

Assim, novos métodos que sejam capazes de reduzir microrganismos patogénicos em
alimentos sdo necessarios. Atualmente, pesquisadores investigam a possivel utilizacdo de
extratos vegetais (FERNANDEZ LOPEZ et al., 2005; SUPPAKUL et al., 2016; CLARKE et

al., 2017). Um desses extratos ¢ a C. longa, alguns estudos utilizando a C. longa em ostras ja
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foram realizados. Gul; Bakht (2015), aplicaram a C. longa em combinacdo com tratamento
térmico em refei¢des prontas para o consumo e conseguiram um alimento livre de contaminagao
microbioldgica por um periodo de 90 dias, com armazenamento em temperatura ambiente. Em
estudo realizado por Wu et al., (2015), demonstrou que o tratamento da carne das ostras com
ativacdo fotodinamica da curcumina ¢ um método potencialmente eficaz para inativar o MNV-
1. Chegando a uma reducao de 1-3 log de UFP/mL de MNV-1. Porém, ambos os estudos foram
realizados em ostras mortas. No presente estudo, além de trabalhar com ostras vivas foi
escolhido trabalhar com a clircuma sem utilizar ativagao fotodindmica, isto para tornar o
processo mais simples e de facil acesso para que os produtores de ostras consigam utilizar em
seu dia a dia.

J& as algas, s3o uma fonte natural de compostos com propriedades antivirais, com
eficiéncia comprovada contra virus ndo envelopados e envelopados. Além disso, sdo de baixo
custo de obtengdo (ALAM et al.,2021). O mecanismo antiviral de compostos oriundos de algas
esta relacionado a sua estrutura especifica e tipo do virus. Dessa forma, cada biomolécula de
alga tem a capacidade de ter um mecanismo distinto para inativar diferentes tipos de virus
(BUCK et al. 2006; GRASSAUER et al. 2008; BRANYIKOVA et al., 2018; ECCLES, 2020).
Extrato etandlico da microalga Spirulina platensis apresentou ter efeitos antivirais contra o
Adenovirus tipo 40, um virus ndo envelopado (ABDO et al., 2012). Alguns extratos de algas
foram fornecidos para alguns tipos de camardo para reduzir o impacto do virus da sindrome da
mancha branca, esta dieta proporcionou uma melhora a imunidade inata e na resisténcia do
camarao a infeccdo pelo virus da sindrome da mancha branca (CHOTIGEAT et al., 2004;
IMMANUEL et al., 2012; SIVAGNANAVELMURUGAN et al., 2012; CHAROONNART et
al., 2019). Florotaninos de macroalgas foram relatados como ativos contra o norovirus murino
(EOM et al., 2015). Produtos de alga marrons mostraram potencial antiviral contra infec¢des
por norovirus utilizando o Calicivirus Felino como modelo (CHOI et al., 2014).

Embora a literatura ja apresente resultados positivos de ensaios realizados com C.
longa e P. nurekis na reducdo e/ou eliminacdo de NoV e outros virus ndo envelopados, este
estudo € pioneiro no uso de produtos de origem natural em ostras vivas. Os resultados mostram
que C. longa e P. nurekis, possuem a capacidade de auxiliar na redugdo de NoV em processo
de depuragdo de ostras, entretanto, experimentos envolvendo outras concentragdes e tempos de

€Xposi¢do seriam necessarios.
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c.5) Inativacdo de E. coli em ostras usando solu¢dao aquosa de C. longa e extrato de alga P.

nurekis

A partir dos resultados obtidos apds contagem total de bactérias nos tecidos digestivos
das ostras bioacumuladas com E. coli em processo de depuracao associado com solugdo aquosa
de C. longa e extrato de alga P. nurekis pode-se perceber que houve uma redugo de 1 logio nas
concentragdes de bactérias de 2x10*e 0,7x10° UFC/mL no grupo tratado com P. nurekis. Ainda,
ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os resultados das concentragdes de
bactérias nos tecidos ao longo do tempo (P>0,05; ANOVA two way). E os resultados obtidos
apos a contagem de E. coli apresentaram uma reducdo de 1 logio na concentracao de bactérias
de 0,7x10° UFC/mL no grupo tratado com C. longa. Redugio de 1 logio na concentragio de
bactérias de 2x10* UFC/mL no grupo tratado com P. nurekis, e ainda nio apresentou
crescimento microbiano na concentra¢io de bactérias de 0,7x10° UFC/mL (Figura 12). Ainda,
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados das concentragdes de E.

coli nos tecidos ao longo do tempo (P>0,05; ANOVA two way).

Figura 12. Inativagao de bactérias totais e E. coli em ostras C. gigas com solucao aquosa de C.

longa e extrato de alga P. nurekis, onde UFC ¢ o nimero de unidades formadoras de coldnias.
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Doengas transmitidas por alimentos t€ém sido uma preocupacao de seguranca para a
saude publica (AZZIZ-BAUMGARTNER et al., 2005; KIRK et al.,2016). Bactérias resistentes
sdo um dos maiores problemas do século XXI. Prejudicando a prevengdo e o tratamento
eficazes de um numero crescente de infeccdes causadas por microrganismos patogénicos
(PRESTINACI et al., 2015). Extratos brutos de plantas que possuem atividades antimicrobianas
tém sido bastante pesquisadas, como: canela, alho, manjericdo, curry, gengibre, sdlvia,

mostarda que ja apresentaram propriedades antimicrobianas contra bactérias Gram-positivas e
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Gram-negativas (ALZOREKY e NAKAHARA, 2003; CASTRO et al., 2008). Liu et al., (2017)
testou as atividades antimicrobianas de extrato etanolico de cinco plantas contra a Listeria
monocytogenes em carne suina crua e os resultados mostraram que o menor nimero de colonias
de bactérias foi observado com o extrato de cravo. Mau et a/ (2000), relatou que o extrato de
cebolinha chinesa pode reduzir o crescimento de E. coli e outras bactérias durante o
armazenamento de carnes, sucos e leite. Pesquisas comprovaram a propriedade antimicrobiana
da curcumina em uma grande quantidade de microrganismos, em sua forma in natura para E.
coli, P. aeruginosa, Shigella dysenteriae, B. cereus, B. subtilis, S. aureus, Streptococcus
mutans, Staphylococcus epidermidis, P. aeruginosa e Yersinia enterocolitica (HAN e YANG,
2005; DUBEY et al., 2008; RAI et al., 2008; PARVATHY et al., 2009; BHAWANA et al.,
2011; HU et al., 2013; MUN et al., 2013).

A atividade antimicrobiana de extratos obtidos de microalgas como a P. nurekis ¢é
amplamente descrita na literatura cientifica (SOMARATHNA et al., 2018; MASHJOOR et al.,
2015). Pesquisas sobre microalgas vém sendo realizadas como fonte alternativa de antibioticos
e conservantes. [sto porque as microalgas evoluiram em ambientes extremamente competitivos,
obrigando-as a desenvolver diversas estratégias de tolerancia e defesa contra microrganismos
patogénicos (CERMAK et al., 2016; FALAISE et al., 2016). Os resultados obtidos com a C.
longa confirmam achados de SINGH et al. (2002) e TONNESEN et al. (1987) para E. coli,
Salmonella, S. aureus e S. epidermidis, por APISARIYAKUL et al. (1995), também para
fungos patogénicos e leveduras. Com isso, esta pesquisa corrobora as pesquisas ja descritas na
literatura de que a P. nurekis e a C. longa sdo boas alternativas para o tratamento e/ou controle

de bactérias nas ostras. Tornando seu uso possivel e viavel para uso por produtores de ostras.

c.6) Analise de Antioxidantes e Polifenois

Ostras foram bioacumuladas por um periodo de 24 h com solu¢do aquosa de C. longa
e extrato de alga P. nurekis e posteriormente analisadas quanto a sua composi¢do de
antioxidantes e polifenois. Com os resultados obtidos foi possivel observar que comparando
com o grupo controle, houve um aumento na atividade antioxidante e no teor de polifendis
totais nos grupos em que foram adicionados os produtos de origem natural associado ao
processo de depuracdo. As andlises foram realizadas em triplicata e foi feita uma média para
cada grupo (Tabela 3). Foi observado uma variagdo de 16,32% para 45,92% na atividade

antioxidante no grupo depurado com P. nurekis, quando comparado ao controle. Com relagao
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a C. longa observou-se uma variagdo de 16,32 para 43,19% da atividade antioxidante quando
comprado ao grupo controle. J4 na andlise de polifendis a C. longa obteve destaque
apresentando uma variagdo de 88,11 para 156,47 % na composicao de polifendis. Seguido de
P. nurekis que apresentou uma variacao de 88,11 para 107,38 mg/100g na composicao de
polifendis. Ainda, houve diferenga estatisticamente significativa (p<0,05) dos grupos com os

produtos naturais para o grupo sem os produtos naturais (P>0,05; TibCo Statistica 13.5).

Tabela 3. Analises de antioxidantes e polifendis em ostras bioacumuladas com solugdo aquosa

de C. longa e extrato de alga P. nurekis.

AMOSTRA AA PT
Controle 16,329+ 0,34 88,119+ 0,36
Curcuma longa 43,19°+ 0,29 156,47* £ 0,73
Planktochlorella nurekis 45,92° + 0,20 107,38°+ 0,96

Resultados sdo expressos como valores médios + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes em uma mesma coluna
indicam diferenga significativa (p<0,05). PT: Polifenéis totais (mg de acido galico/100g da amostra). AA:
atividade antioxidante (Resultados expressos em porcentagem de inibigdo do radical DPPH).

Geralmente o consumo ¢ a comercializa¢ao de ostras ¢ feita em sua forma in natura,
o que limita o comércio deste produto devendo ser consumida em até trés dias quando mantida
em refrigeracdo (PORTELLA, 2005; RAMOS, 2007; MIOTTO, 2012). Ainda, efeitos
negativos de conservantes sintéticos estimulam pesquisadores para o desenvolvimento de
conservantes seguros, obtidos de extratos de plantas (SAE-LEAW; BENJAKUL, 2019). Dentre
os compostos fenolicos, os flavonoides sdo os principais compostos que despertam interesse na
utilizacdo em alimentos. Campélo et al., (2019) relata que quando esses compostos sdao
adicionados aos alimentos, os compostos fendlicos atuam como redutores e antioxidantes nos
alimentos. Segundo definicao de Halliwell e Gutteridge (2007), antioxidante sdo “moléculas
que atrasam, previnem ou removem um dano oxidativo de uma molécula alvo”. Essas
biomoléculas podem ser protegidas pelos antioxidantes e podem atuar impedindo a formagao
dos radicais livres, inibindo a oxidacdo do substrato, interceptando os radicais livres gerados
pelo metabolismo por meio da agdo enzimatica ou pelos agentes de sacrificio, que tem a fungao
de proteger as biomoléculas. Ja os compostos fenolicos sdo biomoléculas presentes em frutas,
vegetais, graos inteiros, sementes e especiarias (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014; COSTA et
al., 2015). Estes compostos possuem atividades antioxidantes podendo ser utilizadas para varias

aplicagdes, em areas como: industrias alimenticia, cosmética e farmacoldgica (COSTA et al.,
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2015; CAROCHO et al., 2018). Basiri et al., (2015), avaliaram os efeitos do extrato de casca
de roma como conservante em camardo resfriado e notaram que o extrato retardou
consideravelmente as contagens de bactérias mesofilas. VAKILI; ARDAKANI (2018),
utilizaram o extrato de casca de laranja na conservacao do camarao de pata branca e observaram
melhora nos atributos sensoriais e pH, confirmando a a¢do antioxidante e antimicrobiana do
extrato da casca de laranja. Em estudo realizado por Lira ef al., (2021), onde foi avaliado a
atividade antioxidante e antimicrobiana e compostos fenolicos de extratos comercial e in natura
de C. longa, mostrou que os extratos etanolico da C. longa apresentaram boa atividade
antioxidante, porém o extrato da C. longa em p6 apresentou maior rendimento, maior atividade
antioxidante e maior teor de compostos fendlicos, o que indica que a planta ndo perde suas
propriedades durante o processamento e a estocagem. Esses resultados corroboram com os
encontrados na presente pesquisa. Confirmando que extrato de C. longa pode ser utilizado como
um antioxidante natural em ostras, auxiliando no aumento da vida util do produto.

As algas também apresentam propriedades antioxidantes. Entre esses compostos
antioxidantes destaca-se o a-tocoferol (GOMEZ-CORONADO et al., 2004). Essa biomolécula
pode estar relacionada com a permeabilidade de membranas, por realizar a estabilizacdo da
membrana celular (CARBALLO-CARDENAS et al, 2003). Sua introdugio em dietas de peixes
resultou em um melhor crescimento e satide desses animais (TOCHER et al., 2002). Bansemir
et al., (2006), analisaram extratos de 26 espécies de algas em cultivo, preparados usando
solventes organicos com variadas polaridades (diclorometano, metanol e &agua), que
apresentaram ser uma boa fonte de compostos biologicamente ativos. Tendo a capacidade de
serem utilizados no tratamento profilatico e terapéutico de doengas infecciosas em peixes.
Castro et al. (2004), analisaram a atividade metabolica de fagocitos de Scophthalmus maximus
que, quando expostos a extratos aquosos de Ulva rigida, Enteromorpha sp. e Chondrus crispus,
resultaram em uma indu¢do no aumento da atividade oxidativa celular. A alga N. oculata possui
alto teor de EPA (Acido Eicosapentaendico) (ZITTELLI et al., 1999; TONON et al., 2002),
tornando-a um excelente complemento a alimentacdo larvar. Ainda, esta espécie possui
propriedades que a possibilitam a produ¢do de a-tocoferol, um composto com alto poder
antioxidante (DURMAZ, 2007). As microalgas do género Tetraselmis também tém a
capacidade de produzir este composto (CARBALLO-CARDENAS et al., 2003), sendo também
utilizadas em aquacultura como alimento de bivalves, crustaceos e corais (EIRIK ef al., 1998)
por seu alto teor de proteina, prolina, carotendides e glicidos (GHEZELBASH et al., 2008). Na

presente pesquisa a adi¢do de P. nurekis no processo de depuragao em ostras C. gigas resultou
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no aumento da atividade antioxidante e também do teor de polifendis totais nas ostras. Com
este resultado pode-se dizer que P. nurekis pode ser utilizada para auxiliar no aumento da
composi¢ao de antioxidantes e polifendis em ostras C. gigas, resultando em beneficios na saude

e aumento da vida util desses animais.

c.7) Analise centesimal

Com os resultados obtidos pode-se observar uma diferenga na composi¢ao de umidade
no grupo 1 tratado com C. longa com uma diferenca de 1,44% em rela¢do ao controle nao
tratado (Tabela 4). As andlises de cinzas e gordura ndo sofreram mudangas significativas. Na
analise de proteina, o grupo 1 tratado com P. nurekis aumentou 1,26%. E o grupo 1 tratado com
C. longa teve um aumento de 1,65% e no grupo 2 de 1,18%. Ja na analise de carboidratos o
grupo tratado com P. nurekis teve um aumento de 1,72% no grupo 1 ¢ 1,10% no grupo 2. E
para o grupo tratado com C. longa pode-se observar o aumento de 1,68% no grupo 1, e 3,14%
no grupo 2 e 1,23% no grupo 3 Ainda, houve diferenca estatisticamente significativa (p<0,05)
dos grupos com os produtos naturais para o grupo sem os produtos naturais (P>0,05; TibCo

Statistica 13.5).

Tabela 4. Anélise centesimal das ostras depuradas em dgua marinha adicionada de solugao

aquosa de C. longa e extrato de alga P. nurekis.

Composicao centesimal (g/100g)

AMOSTRAS  Umidade Cinzas Lipideos Proteina  Carboidratos
Controle 83,72°+1,36  2,48'+0,12  1,74°+0,35  9,03+0,87 3,01°+0,76
P. nurekis 81,83%+£1,28  2,64°+0,22  2,06°+0,24  9,39°+1,02 4,27°+0,36
C. longa 81,86°+3,91  2,36°+0,26  1,85+0,50  10,28°+1,04  5,03°£1,40

Resultados sdo expressos como valores médios + desvio padrao (n = 3). Letras diferentes em uma mesma coluna
indicam diferenca significativa (p<0,05). Os carboidratos foram calculados por diferenca.

As propriedades nutritivas das ostras t€ém sido estudadas por muitos anos (FAJARDO
et al., 2014). Sdo importantes fontes de proteina e aminoacidos essenciais (FAUCONNEAU,
2002). Ainda, sdo considerados uma boa fonte de minerais como célcio, iodo, magnésio, selénio

e zinco (RITTENSCHOBER et al., 2013). Harel; Clayton (2004), relatam que o uso de



62

pequenas quantidades de microalgas na alimentagdo de animais auxilia a melhorar a resposta
imunitaria, resisténcia a doengas, acao antiviral ¢ antibacteriana, fun¢ao intestinal e estimulacao
da colonizagao probiotica. Microalgas dos géneros Spirullina e Chlorella estao sendo estudadas
pelo seu potencial nutricional, isto porque apresentam alta quantidade e qualidade de proteinas,
contendo aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais e acidos gordos polinsaturados (PARISI
et al., 2009; ASSIS, 2012; MACHADO et al., 2014). Os géneros de microalgas Isochrysis,
Nannochloropsis, Scenedesmus e Tetraselmis contém lipidios essenciais para os peixes
(ALONSO et al., 1994; LOURENCO et al., 1997; CHEN, 2001; KRIENITZ ¢ WIRTH, 2006).
Derner et al. (2006), relatam que a suplementagdo com biomassa de microalgas beneficia as
dietas dos animais, e também pode agregar valor aos produtos finais. Ainda, microalgas
demonstraram ser uma fonte de vitaminas, minerais e PUFA (Acidos gordos polinsaturados),
0s quais sdo responsaveis por ter um desempenho positivo na qualidade de borregos e porcos
(BECKER, 2007). Maithilikarpagaselvi ef al. (2016), relataram que a curcumina teve efeito
positivo sobre o perfil lipidico de ratos wistar que foram alimentados com dieta rica em frutose,
e que este composto também proporcionou redugao dos niveis de colesterol e diminuigao da
esteatose hepatica. Estas pesquisas confirmam os achados desta pesquisa, visto que ostras C.
gigas depuradas com solucdo aquosa de C. longa e extrato de alga P. nurekis apresentaram
melhora em sua composi¢do bromatologica, beneficiando nao s6 a qualidade das ostras como

também seu valor no mercado.

c.8) Analises Fisico-quimicas da agua marinha

As amostras de dgua dos aquérios foram analisadas previamente ao inicio dos testes
de inativagdo viral, e ap6s a finaliza¢do do experimento.

Os valores obtidos ndo apresentaram variagdo no perfil fisico-quimico das amostras
de agua dos aquarios geradas pela adi¢do de produtos de origem natural a matriz. Ainda, ndo
houve diferenca estatisticamente significativa entre os resultados das amostras de agua

analisadas ao longo do tempo (P>0,05; ANOVA two way).
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d) Conclusao

A solugdo aquosa de C. longa e extrato de alga P. nurekis quando associados a
depuracao de ostras C. gigas vivas promoveram inativacao bacteriana e viral e auxiliando na
melhoria da qualidade nutricional desses animais, o que aponta tal processo viavel para elevar

o potencial biotecnologico e economico da malacocultura.
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SOUZA, ESTEVAO BRASILIENSE; DA SILVA, RAPHAEL; SAVI, B.; ROGOVSKI, P.;
SILVA, V. C.; ZUCHL I, D.; SOUZA, D. S. M.; SILVA, L. T.; CABRAL, A.; TREICHEL, H.;
FONGARO, G.

Singapura: Springer, 2021, v. 1, p. 427-454.

9.1.2 Resumos publicados em anais de eventos

a) VIRAL AND BACTERIAL DECAY IN OYSTER TISSUES UNDERGO TO
RELAYING POST-HARVEST TREATMENT IN BRAZIL: A PRELIMINARY
STUDY.

SOUZA, D. S. M.; SILVA, V. C.; SILVA, M. A.; LANZZARIN, P. K.; DAMO, A. C. M;;
ROGOVSKI, P.; CADAMURO, R. D.; SAVI, B. P.; SOUZA, E. B.; SILVA, R.; MIOTTO,
M.; FONGARO, G.; LINDNER, J. D.

XXXI Congresso Brasileiro de Virologia, 2020.
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b) VIRALL BRAZIL: BRAZILIAN VIROLOGY NETWORK FOCUSED ON ONE
HEALTH APPROACH.

SILVA, R.; PAVI, C. P.; ZUCHL, L. D. P.; SAVI, B. P.; SOUZA, E. B.; CADAMURO, R. D;
ROGOVSKI, P.; GUTERRES, L. Z.; REIS, J. G.; SILVA, V. C.; SILVA, S. S. F.; SOUZA, D.
S.M.; CRUZ, A. C. C.; SILVA, L. T.; FONGARO, G.

XXXI Congresso Brasileiro de Virologia, 2020.

c) INACTIVATION OF NOROVIRUSES IN CRASSOSTREA GIGAS OYSTERS
USING CURCUMA LONGA EXTRACT.

SILVA, V. C.; SOUZA, DORIS SOBRAL MARQUES; ELOIS, M. A.; SAVIL, B. P;
MIOTTO, M.; DE DEA LINDNER, JULIANO; FONGARO, G.
XXXII Congresso Brasileiro de Virologia, 2021.

d) BIOACCUMULATION DYNAMIC BY CRASSOSTREA GIGAS OYSTERS OF
VIRUSES THAT ARE PROPOSED AS SURROGATES FOR ENTERIC VIRUS
CONTAMINATION IN ENVIRONMENTAL SAMPLES.

ELOIS, M. A.; SILVA, V. C.; SAVI, B. P.; ROGOVSKI, P.; SILVA, M. A.; MIOTTO, M.;
DE DEA LINDNER, JULIANO; FONGARO, G.; SOBRAL MARQUES SOUZA, DORIS.
XXXII Congresso Brasileiro de Virologia, 2021.

9.1.3 Curso de curta duracao ministrado

a) VIROLOGIA APLICADA A SAUDE UNICA

FONGARO, G.; CADAMURO, R. D.; SILVA, V. C.; SILVA, R.; SOUZA, E. B.; SAVI, B.
P.; REIS, J. G.; PAVI, C. P.; PADILHA, D. A.
Semana académica da biologia, UFSC (2021)
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