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FORMULARIO DE SOLICITACAO DE AFASTAMENTO

ORIENTAGOES GERAIS

1. Anexar os documentos comprobatdrios previstos no artigo 33, desta Instrugdo Normativa,

nos casos de afastamento com substituicgo.

2. Anexar os documentos comprobatérios previstos nos artigos 36 e 37, desta Instrugédo

Normativa, nos casos de afastamento sem substituicgo.

3. Somente anexar os documentos necessarios para comprovagao do declarado neste

formulario.

CAMPO i - DADOS CADASTRAIS

Nome do Servidor: Luiza Pieta

E-mail Institucional: luiza.pieta@erechim.ifrs.edu.br

Cel.: (51) 99712-4190

Universidade de Destino: Trinity College Dublin

Nome do Programa de P6s-Graduagéo: N&o se aplica

Nivel: { ) Mestrado ( ) Doutorado ( x ) Pés-Doutorado

Nome do Crientador: Marta Martins

Area de Concentragdo: Microbiologia

Inicio do Curso (regular): 01/03/2019

Inicio da Bolsa (se bolsista): Ndo se aplica

Financiador/Modalidade da Bolsa (ex. Capes/PIQDTec 1): Nao se aplica

Inicio do Afastamento: §1/03/2019

Término do Afastamento (data de defesa): 29/02/2020
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CAMPO il - AFASTAMENTO SEM SUBSTITUICAO

NOS AFASTAMENTOS COM SUBSTITUICAOC NAO PREENCHER ESTE CAMPO

( x ) 1° Afastamento

Solicita afastamento para o periodo de (periodo maximo de 01 {um) ano):
01 /___03 {2019 a___ 29 /02 / 2020

() Prorrogacdo Afastamento

Solicita Afastamento para o periodo de (periodo maximo de 01 (um) ano):
/ / a /

Para preenchimento do IFRS

A CAGPPI| local,

Solicita-se, respeitosamente, seu parecer referente ao afastamento do servidor com base nos
documentos apresentados.

O servidor estd com o projeto de pesquisa cadastrado em sistema institucional no periodo da
presente solicitagcdo?

(X)SIM ( YNAO
O servidor esta cadastrado em grupo de pesquisa do CNPq no periodo da presente solicitacao?
(L) SIM T’ ( YNAO ( )NAO SE APLICA

Data: /!)\z”’l / /’/\'/’7 e Al 1 AT ;Z‘M
Assmaﬁhra e Carimbo do Presidente da CAGPPI

Assgr‘atura Nome Legivel e Portaria

Adriana TroczinskiStorti
Coordenadora de Pesquisa,
Pés-Graduaco e Inovagho
Port. n® 222 DOU de 01/11/17
IFRS Campus Erechim
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A Direcéo de Ensino,

Com base nos documentos apresentados, ¢ programa de pés-graduacdo ou pés-doutorado,
para o qual o professor pretende o afastamento:

Esta correlacionado com a area de graduacio ou pés-graduacdo do professor: ou com a area
na qual o professor prestou concurso na IFRS; ou com a area na qual o professor atua no
IFRS?

(X)sim ( )NAO

Em caso negativo expor as motivacdes:

Ha interesse da administragdo no afastamento do servidor, em especifico sobre as atividades
de ensino do IFRS?
) SIM { YNAO

Em caso negativo expor as motivacdes:

Solicita-se, respeitosamente, seu parecer referente 0 afastamento do servidor com base nos
documentos apresentados.

Esta ciente da necessidade de substituicao do professor afastado?
{ )SIM A ,( NAp SE APLICA

pata: At A A Y /’,@LL;

Assmatura*ewbargmbo do Dlretog%ge Ensino
Assinatura, Nome Legi
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A Direcéo-Geral de campus,

Solicita-se, respeitosamente, seu parecer referente ao afastamento do servidor com base nos
documentos apresentados.

Ha interesse da administrago no afastamento do servidor?
{ )SIM { YNAO

Data: _ / /

Assinatura e Carimbo do Diretor-gerai de Campus
Assinatura, Nome Legivel e Portaria

A Diretoria de Gestio de Pessoas do iFRS,

Solicita-se, respeitosamente, seu parecer referente ao afastamento do servidor com base nos
documentos apresentados.

O servidor cumpriu com a entrega da documentacdo, conforme art. 33 ou 36 e 372

( )SIM () NAO
Data: _/ 7/
Assinatura e Carimbo do Diretor de Gestio de Pessoas
Assinatura, Nome Legivel e Portaria
A PROPPI,

Solicita-se, respeitosamente, seu parecer referente ao afastamento do servidor com base nos
documentos apresentados.

O programa de pés-graduagéq cumpre a exigéncia do §2° art. 3° desta Instrugdo Normativa?
( )SIM ( JNAG ( )NAO SE APLICA (casos de afastamento do pais)

Encaminha a solicitagdo para publicagéoe da portaria pelo Reitor?
{ }SiM ( )NAO

Data: _ / /

Assinatura ¢ Carimbo do Pré-reitor da PROPP|

Assinatura, Nome Legivel e Portaria

/Data: 09/11/2018

o /

Assinatura do Servidor




Dublin, 17™ October 2018

Re: Acceptance of Dr. Luiza Pieta to perform research at a Post-Doc level in Dr. Martins’s

lab at Trinity College Dublin.

This is a letter of acceptance written in behalf of Dr. Luiza Pieta for her to conduct research at a
post-Doctoral level. Dr. Luiza Pieta will integrate my research group in Antimicrobial Resistance
and Host Modulation located at the Moyne Institute of Preventive Medicine, School of Genetics
and Microbiology. Trinity College Dublin. Dublin. Ireland from the 1 March of 2019 to the 29"
February of 2020. During that time, Dr. Pieta will be under my guidance and will receive training
and conduct post-Doctoral studies in the area of Salmonella infection and virulence. I can assure
that my laboratory will cover all the research-related costs with this project, during Dr. Pieta
staying. I can also state that my laboratory has all the required facilities {biosafety level 2) to
support the type of work to be conducted. as well as access to other core and shared facilities in

the Institute and University. if needed.

It will be a pleasurc to receive Dr. Pieta in my research group and laboratory for the designated

time frame.

Kind regards.
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(VERSAO TRADUZIDA)
Dublin, 17 de outubro de 2018.

Assunto: Carta de aceite da Dr®. Luiza Pieta para realizacdo de pesquisa a nivel de Pés-

Doutorado no laboratério da Dr®. Martins na Trinity College Dublin.

Esta ¢ uma carta de aceite escrita em nome da Dr*. Luiza Pieta para ela conduzir pesquisas em
nivel de Pés-Doutorado. A Dr* Luiza Picta integrard meu grupo de pesquisa sobre Resisténcia
Antimicrobiana e Modulagdo do Hospedeiro, localizado no Instituto Moyne de Medicina
Preventiva, Faculdade de Genética ¢ Microbiologia, Trinity College Dublin, Dublin, Irlanda, de 1°
de marco de 2019 a 29 de fevereiro de 2020. Durante esse periodo, Dr*. Pieta estard sob minha
orientagdo, receberd treinamentc e conduzird estudos pés-doutorais na 4rea de infecgdo e
viruléncia de Salmonella. Posso garantir que meu laboratorio cobrird todos os custos relacionados
4 pesquisa com este projeto durante  permanéncia da Dr*. Pieta. Também posso afirmar que meu
laboratorio possui todas as instalagdes necessérias (nivel de biosseguranca 2) para apoiar o tipo de
trabalho a ser realizado, bem como o acesso a outras instala¢Ges centrais e compartilhadas no

Instituto e na Universidade, se necessario.

Sera um prazer receber a Dr*. Pieta no meu grupo de pesquisa e laboratério para o periodo de

tempo designado.

Atenciosamente,
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(VERSAO TRADUZIDA)

Termo de Compromisso - atuagio NAO ASSALARIADA

Titulo da atuacado:

Pesquisador Visitante

Faculdade:

Genética e Microbiologia

Area:

Microbiologia

Grupo de trabalho:
Se essa pessoa for
responsavel por um
grupo de trabalho,
_especifique o grupo
e trabalho que
estard sob sua
responsabilidade

(4]

g refere a um novo
grupo de trabalho
regueride?

N3o se aplica

Titulo do grupo de

| trabatho:

N3o se aplica

- Responsavel pelo

grupo de trabatho:

N3o se aplica

L Género:

Faminino

Titulagao:

Doutora {Dr2)

Primeiro Nome: - Luiza
Sobrenome: - Pieta
E-mail: luiza.pieta@erechim.ifrs.edu.br

QualificagBes e instituicdo concedente de cada

gualificacio:

Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (Universidade Federal do Rio Grande

do Sul, UFRGS)

Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

(UFRGS)

Bacharelado em Engenharia de Alimentos

(UFRGS)

NUmero de telefone:

+555198712-4150

Nacionalidade:

Brasileira e taliana

ndereco
Residencial:

- Rua Pedro Uriarte Fithg, n? 25

apartamento 402, Erechim,
RS, CEP 99709-234, Brasil

 Data de Nascimento:

23 de jultho de 1586

Licenga de

Trabatho/Contrato de

Hospedagem
necessarios?

Nao

Data de inicio das
atividades:

12 de margo de 2019

Data de finalizagdo das
atividades:

25 de fevereiro de
2020

5
H

Comentdrios adicionais - especifiqgue exatamente quais tarefas de pesquisa efou ensino serdo
executadas (esta secdo deve ser preenchida):

A pesquisadora estara realizando treinamento em nivel de Pds-Doutorado no grupo de pesquisa sobre
Resisténcia Antimicrobiana e Modulagdo do Hospedeiro (coordenado pela Professora Marta Martins)
localizado no Instituto Moyne de Medicina Preventiva. Sua atuagio envolverd trabalhar em um
laboratério de microbiologia sob condicdes de biosseguranca de nivel 2. A pesquisadora serd treinada
para a realizacic de técnicas e/ou dreas especificas, tais como citometria de fluxo, cultura de células,
testes de infeccdo, etc. Além disso, a pesquisadora estard envolvida na rotina didria do laboratério,
bern como nas reunides e apresentacies do laboratdrio.

1




» (O acesso a recursos de computagdc da Universidade e dados da Universidade é fornecido para facilitar o
trabalho de um visitante na Trinity College efou para fins educacionais, de treinamento ou de pesquisa

aprovados.

e Os visitantes usudrios dos servigos de tecnologia da informacao (T1) da Universidade sio os Gnicos responsédveis
por garantir que qualquer nome de usudrio(s) e senha(s} a eles concedidos permanecam confidenciais e ndo

sejam utilizados por individuos ndo autorizados.

e Os visitantes usudrios de Ti ndo devem fazer copias ndo autorizadas de dados da Universidade ou divulgar dados

da Universidade a terceiros sem a permissdo explicita das autoridades da Universidade.

_® Ao receber credenciais de acesso validas (nome de usuario e senha), todos os visitantes usuérios de Tl estdo

sujeitos as politicas, procedimentos e codigos de conduta da Universidade, conforme descrito abaixo.
¢ Uma lista abrangente das Poiiticas da Universidade estd disponivel em https://www.tcd.ie/about/policies/
e Politicas de particuiar relevancia para os visitantes usudrios de Ti da Universidade:

= Politicas e Diretrizes da Nuvem de Dados da Universidade https://www.tcd.ie/about/policies/cioud-
®  Politica de Protecdo de Dados https://www tcd.ie/about/policies/data protection.php

= Politica de seguranca de Tl hitps://www.tcd.iefabout/policies/it security.php

= (Codigo de Conduta de Tl e Rede
https://www tcd.ie/about/policies/it and network code of conduct.php

® Politica de Propriedade Intelectual https://www.tcd.ie/about/policies/assets/pdf/intellectual-property-
policy.pdf

= Politice de Gerenciamento de Registros https://www.tcd.ie/about/policies/records management.php

* Politica de Redes Sociais e Midias Sociais https://www tcd.iefabout/policies/social-networking-social-
media.php

»  Politicas de Internet da Universidade https://www.tcd.ie/wehdesign/policies/

® Instalacdes de Internet para Empresas do Campus
https://www.tcd.ie/about/policies/web facilities for campus companies.php

Confirmo que li, compreendi e concordei com as Politicas da Trinity College Dublin.
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Research project to be carried out by Dr. Luiza Pieta

* Location: Antimicrobial Resistance and Host Modulation Group, Moyne Institute of

Preventive Medicine, School of Genetics and Microbiology, Trinity College Dublin, Dublin
2, Ireland

P.l. Dr. Marta Martins

Time frame: 15t March 2019 - 29% February 2020
Project description, summary and main aims.

Title of the research project: Uncovering the anti-virulence potential of Thioridazine
against Salmonella Typhimurium - novel strategies to fight MDR infections

The problem. The worlwide occurrence of antimicrobial resistance {AMR) is
jeopardising our ability to treat infectious diseases and undermining advances in health
and medicine. With very few new antiblotics coming in the pipeline, coupled with a
rising on drug resistance for certain pathogens, unless action is taken, the burden of
deaths from AMR could escalate to 10 million lives each year by 20501

Background. Multidrug resistance is escalating in Gram-negative pathogens, such as
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp., etc. The lack of new
antibiotics to treat these and other infections triggered the search for not only novel
molecules but also the drug repurposing of existing ones. This latter approach has been
focusing on drugs commonly used for the therapy of non-infectious pathology?.
Examples of these drugs are phenothiazines, a group of heterocyclic compounds from
which a big number of medically used compounds are derived. These compounds have
been widely studied and their antibacterial activity reported: i) in vitro against
Salmonella, M. tuberculosis, etc.; i} ex-vivo in M. tuberculosis infected macrophages; and
iii} in vivo by curing of mice infected with Salmonella. The activity of these compounds is
postulated to be due to direct inhibition of bacterial replication; reduction of resistance

“of efflux-mediated MDR strains; enhanced killing of intraceliular bacteria; inhibition of

efflux pumps, eftc™% However, some studies suggest that exposure of Staphylococcus
aureus and Salmonella Enteritidis to the phenothiazine, Thioridazine (TZ) inhibits the
activities of specific genes®’. Despite all these studies, the exact mechanism(s) by which
these wide-ranging effects take place remain unexplained.

Previous studies. We have conducted studies in our lab related to the in vitro exposure
of Salmonella to TZ. From these results, we can state that TZ is responsible for inducing
changes in the gene response of the bacteria up to 1 hour after exposure to the
compound. Several genes were downregulated in these conditions. Of particular
relevance, SichA, a Salmonel pe 1l secretion-associated chaperone
showed a 129.1 fold-change after 30 minutes. ‘haperone is encoded immediately
upstream of the type Il secreted proteins SipB and SipC. From our results SipB and SipC
also showed similar fold changes after the same exposure to the compound.
Additionally, the invasion protein, InvF showed an approximately 84 fold change after 1
hour of exposure to TZ. InvF is a transcriptional regulator required for the expression of
several genes encoding type [Il secretion system SPIL effector proteins and its
interaction with SicA is necessary for the activation of sigDE (sopB pipC), sicAsipBCDA,
and sopE. A number of other invasion genes were also downaregulated, as well as a

Typhimurium ty

putative catalase.



downreguliation of sicA and invF and other virulence-related genes as well as in the
expression of other relevant catalases.

Aims. To study the mode of action of TZ in bacteria internalised by human macrophages
and epithelial cells using Salmonella Typhimurium as a model for infection. The main

aims are to: (i} elucidate the in vitro effect of TZ on the expression of virulence and
invasion-related genes in Salmonella Typhimurium {(narely, sicd and invF) under SPI-1
and SPi{-2 inducing conditicns; {ii} assess the effect of TZ on the killing of Salmonella
Typhimurium (wild type, sicd and invF mutants) phagocytosed by human macrophages
and uptaken by epithelial cells; and {iii) conduct microscopy studies to evaluate the
localisation of the bacteria {wild type and fusions) when internalised by the human cells.
Work to be conducted.

GFP fusions of sicA and invF., GFP-fusions will be constructed (if not available or can’t

be sourced) to assess the expression of sicd and invF in SPI-1 and -2 inducing conditions

Cell infection assays. The effect of TZ on the killing of Salmonella Typhimurium
phagocytosed by human macrophages and uptaken by epithelial cells, will be initially
assessed by colony forming units (CFU). The same protocol will be applied to the GFP
fusions and flow cytometry assays will be conducted.

Production of reactive oxygen species (ROS). The possible effect of TZ on the
activation of the infected cells will be evaluated by the production of nitrites/nitrates,

Immunocflucrescence Staining. GFP-tagged Sclmonello will be used to infect
macrophages and epithelial cells. These cells will then be prepared for imaging.

References.
IThe Review on Antimicrobial Resistance. 2014. Chaired by Jim O'Neill. 20 pages.

2Xu et al. Combating muitidrug-resistant Gram-negative hacterial infections. Expert Opin
Investig Drugs. 2014, 23:163-8Z.

3Amaral ef ai. Phenothiazines, bacterial efflux pumps and targeting the macrophage for
enhanced killing of intraceliular XDRTB. In Vive. 2010, 24:409-24.

tAmaral et al. Phenothiazines as anti-multi-drug resistant tubercular agents. Infectious
Disorders - Drug Targets 2007, 7:257-265.

5Machado et al. lon Channel Blockers as Antimicrobial Agents, Efflux Inhibitors, and
Enhancers of Macrophage Killing Actlvity against Drug Resistant Mycobacterium
tuberculosis, PLoS One. 2016 26;11:e01493256.

sThorsing et al. Thioridazine induces major changes in global gene expression and cell
wall composition in methicillin-resistant Staphylococcus aureus USA300. PLoS One 2013
17:8:264518.

7Spengler et al. Genetic response of Salmonella enterica serotype Enteritidis to
thioridazine rendering the organism resistant to the agent Int | Antimicrob Agents
2012;39:16-21.



Projeto de pesquisa a ser desenvolvido pela Dr2. Luiza Pieta (VERSAO TRADUZIDA)

Local de Realizagdo: Grupc de pesquisa sobre Resisténcia Antimicrobiana e Modulagdo do
Hospedeiro, Instituto Moyne de Medicina Preventiva, Faculdade de Genética e Microbiologia,
Trinity College Dublin, Dublin 2, Irlanda

Coordenadora do grupo de pesqguisa Dr2. Marta Martins

Perfodo: 12 de marce de 2019 a 29 de fevereiro de 2020
Descrigéo do projeto, resumo e principais objetivos,

Titulo do projete de pesquisa: Descobrindo o potencial anti-viruléncia da tioridazina contra
Salmonella Typhimurium - novas estratégias para combater infecgdes por bactérias
multirresistentes (MDR)

O problema. A ocorréncia mundial de resisténcia antimicrobiana {antimicrobial resistance;
AMR) esté colocando em risco nossa capacidade de ¢ratar doencgas infecciosas, prejudicando
0s avangos em saade e medicina. Devido ao lancamento de muito poucos novos antibiéticos
e ao aumento da resisténcia acs medicamentos por certos patdgenos, a menos gue sejam
tomadas medidas, o 6nus das mortes por AMR pode aumentar para 10 milhdes de vidas a

cada ano até 20501,

Contexto. A resisténcia a miltiplas drogas por patdgenos Gram-negatives, tais como
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas wceruginesa, Enterobacter spp., etc, vem aumentando
gradativamente. A falta de novos antibiéticos para tratar essas e outras infecgdes desencadeou
a busca nfo apenas por novas moléculas, mas também pelo reaproveitamento de drogas ja
existentes. Esta dltima abordagem tem se concentrado nas drogas comumente usadas para a
terapia de patologias nfo infecciosas4. Exemplos destas drogas sdo as fenotiazinas, um grupo
de compostos heterociclicos dos guais um grande nlimero de compostos usados pela medicina
sdo derivados. Estes compostos tém sido amplamente estudados e sua atividade antibacteriana
relatada: 1} in vitro contra Salmonella, Mycobacterium tuberculosis, etc; ii) ex vivo em
macrofages infectados por M. tuberculosis; e 1ii} in vivo através da cura de camundongos
infectados com Selmonelia. Acredita-se gue a atividade desses compostos esteja relacionada a
inibicdo direta da replicagio bacteriana; a redugio da resisténcia de cepas MDR mediadas por
efluxo; ac aumento da morte de bactérias intracelulares; a inibicio de bombas de efluxo, etc3-5,
Entretanto, alguns estudos sugerem que a exposicdo de Staphylococcus aureus e Salmonella

Enteritidis a fenotiazina tioridazina {TZ) inibe as atividades de genes especiﬁcos6}7. Apesar de
todos esses estudos, 6 mecanismo exato pelo qual a droga possui esse amplo espectro de acae
segue pouco esclarecide.

Estudos anteriores. Realizamos previamente estudos em nosso laboratéric relacionados a
exposicio in vitro de Salmonella a TZ. A partir desses resultados, podemos afirmar quea TZ é
responsavel por induzir mudanc¢as na resposta génica da bactéria até 1 hora apds a
exposicio ac composto. Varios genes foram regulados negativamente nessas condigdes. De
particular relevincia, a SicA, uma chaperona associada a secregdo de Salmonella
Typhimurium tipo ill, apresentou uma alteracdc na sua expressio de 129,1 vezes ap6s 30
minutos. Esta chaperona é codificada imediatamente a montante das proteinas secretadas
do tipo i, SipB e Sipl. A partir dos nossos resultados, SipB e SipC também mostraram
variagbes na sua expressdo semelhantes apds & exposicde & mesmo  composto.
Adicionalmente, a proteina de invasdo, InvF, mostrou uma alteracio na sua expressido de
aproximadamente 84 vezes apds 1 hora de exposicde a TZ InvF é um regulador
transcricional necessiric para a expressdo de varios genes que codificam as proteinas
efetoras SPi1 do sistema de secre¢io tipo I e sua interagdo com SicA é necessdria para a
ativacdc de sigDFE {sopB pip(), sicAsipBCDA e sopE. Gutros genes de invasdo também foram
regulados negativamente, bem como uma ¢atalase putativa
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Questdo da pesquisa. Us resultados in vitro levam-nos a hipotetizar se a TZ esté envolvida®,
x . . . ; . YA Sy,
na regulacdo negativa de sicd e invF e de outros genes relacionados com a viruléncia, bem ™ N
g
como na expressac de outras catalases relevantes. , iﬁ\ﬁ;

W

Objetivos. Estudar o modo de agio da TZ em bactérias internalizadas por macréfagos humanos e
células epiteliais usando Salmonella Typhimurium como modelo para infecgdo. Os principais
objetivos sdo: {1} elucidar o efeito in vitro da TZ na expressdo de genes de viruléncia e de genes
relacionados 2 invasic em Salmonella Typhimuriumm {a saber, cicd e invF} sob condicBes
indutoras de SPI-1 2 SPI-2; {ii) avaliar o efeito de TZ na morte de Salmonelia Typhimurium {cepa
do tipo selvagen, sicA e invF mutantes} fagocitada por macréfagos humanos e captada por células
epiteliais; e {iii} realizar estudos de microscopia para avaliar a localizagdo das bactérias (tipo
selvagem e fusées) guando internalizadas pelas células humanas.

Trabalho a ser realizado.

Fusbes GFP de sicd e invF. As fusdes GFP serdce consiruidas (se n3o estiverem disponiveis ou
ndo puderem ser cbtidas} para avaliar a expressio de sic4 e invF nas condicbes indutoras de SPI-
1 e -2 na presenga e auséncia de TZ.

Ensaios de infecgdo celular. O efeito da TZ na morte de Salmonella Typhimurium,
fagocitada por macréfagos humanos e captada por células epiteliais, serd avaliado

inicialmente por unidades formadoras de colénia (UFC). O mesmo protocolo serd aplicado as
fusdes GFP. Ainda, ensaios de citometria de fluxo serdo realizados.

Produgic de espécies reativas de oxigénic {EROs; ROS). G possivel efeito da TZ na
ativacao das células infectadas serd avaliado pela producio de aitritos/nitratos.

Ensaios de Imunofluorescéncia. Salmonelle marcada com GFP sera usada para infectar
macrdéfagos e células epiteliais, e as células entio preparadas para a geracio de imagens.
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2Xu et al. Combating multidrug-resistant Gram-negative bacterial infections. Expert Opin
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Disorders - Drug Targets 2607, 7:257-265.

SMachado ef al. lon Channel Blockers as Antimic chial Agents, Efflux Inhibitors, and
Enhancers of Macrophage Killing Activity against Drug Resistant Mycobacterium
tuberculosis. PLoS One. 2016 26;11:¢014G326.

6Thorsing et al. Thioridazine induces major changes in glohal gene expression and cell wall
composition in methicillin-resistant Staphylococcus aureus USA300. PLoS One 2013
17;8:e64518.

7Spengler et ul. Genetic response of Salmonella enterica serotype Enteritidis to thioridazine
rendering the organism resistant to the agent Int ] Antimicreb Agents 2012;39:16-2
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1.4 Descricédo da Proposta

Resumo da Proposta:

A ocorréncia mundial de resisténcia antimicrobiana (antimicrobial resistance; AMR) esta colocando em
risco nossa capacidade de tratar doencas infecciosas, prejudicando os avangos em saude e medicina.
Devido ao langamento de poucos novos antibidticos e ao aumento da resisténcia aos medicamentos por
certos patégenos, o dnus das mortes por AMR pode aumentar para 10 milhdes de vidas a cada ano até
2050. A resisténcia a multiplas drogas por patdégenos Gram-negativos, tais como Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aerugincsa, Enterobacter spp. e Salmonella spp., vem aumentando gradativamente.
Estudes referentes a resisténcia a antibiGticos em espécies de Salmonella, importante causadora de
infecchbes e gastrenterites através da ingestéo de alimentos contaminados, sdo de importante relevancia
nas areas de Microbiologia Médica e de Alimentos. A falta de novos antibitticos para tratar infecctes
bacterianas desencadecu a busca ndo apenas por novas moléculas, mas também pelo reaproveitamento
de drogas j& existentes, tais como as fenotiazinas. Um grande numero de compostos usados pela
medicina s&o derivados destas drogas, consideradas compostos heterociclicos que tém sido amplamente
estudados devido a sua atividade antibacteriana. Estudos sugerem que a exposicdo de importantes
patogenos alimentares tais como Salmonella enterica sorovares Enteritidis/Typhimurium e Staphylococcus
aureus & droga fenotiazina do tipo tioridazina {TZ) reguia negativamente a atividade de genes especificos
relacionados a viruléncia destes microrganismos, Dessa forma, se faz necesséria a realizagéo de novas
pesquisas a fim de investigar o modo de ac¢8o de TZ sobre bactérias causadoras de infecgées, que em
muitos casos levam os individuos a 6bito.

Palavras-Chave:

Salmoneila spp., salde pubiica, resisténcia antimicrobiana, tioridazina, viruléncia

O uso incorreto dos antibilicos vem de encontro ac desenvolvimento das chamadas 'superbactérias’, que
resistem a diferentes compostos antimicrobianos e causam grande preocupagdo principalmente nos
ambientes hospitalares. Em fung8o da baixa quantidade de novas drogas que vem sendo desenvolvidas
para combater 0s processos infecciosos, uma alternativa vem sendo a retomada de estudos envolvendo
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drogas mais antigas. Alguns cientistas estdo recorrendo também ao conhecimento do passado,..
defendendo inclusive a utilizag&c de iécnicas da idade Média para diminuir o uso de antibidticos RN
desenvolvidos em laboratdrio, no combate ao crescimento de microrganismos gue resistem a tratamentos

mais modernos. E preciso a busca por alternativas que impegam o aumento da resisténcia antimicrobiana

e a morte de pessoas por infeccBes simples, que estio se tornando cada vez mais intrataveis.

1.4.1 Justificativa

A resisténcia antimicrobiana {entimicrobial resistance; AMR), istc é, a pandemia de patogenos
multirresistentes MDR (muitidrug resistance; MDR) a medicamentos, é uma séria ameaga a saude publica
global. Em fungé&o disso, em 2015 a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) apresentou um plano de acao
global sobre a AMR e langou o Sistema Global de Vigilancia da Resisténcia Antimicrobiana (GLASS)
(OMS, 2015). O GLASS promove e apdia uma abordagem padronizada para a coleta, andlise e
compartilhamento de dados de AMR a nivel global, incentivando e facilitando o estabelecimento de
sisternas nacionais de vigilancia que sejam capazes de monitorar tendéncias de AMR e produzir dados
____confidveis e comparaveis.

Dados do Centro de Prevengdo e Controle de Doengas americano (Centers for Disease Control and
Prevention; CDC) relatam mais de dois milhdes de casos de infeccdes causadas por bactérias MDR nos
Estados Unidos, que resultaram em aproximadamente 23.000 mortes (CDC, 2012). Ainda, o Centro
Europeu de Prevencdo e Controle de Doengas (European Centre for Disease Prevention and Control;
ECDC), a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (European Food Safety Authority; EFSA)
e a Agéncia Europeia de Medicamentos (European Medicines Agency; EMA) identificaram um aumento
nas taxas de mortalidade associadas a infecgbes causadas por bactérias MDR principalmente na Asia e na
Africa (De Beer et ai., 2014).

O ambiente, os seres humanos e os animais desempenham um papel importante no surgimento e
disseminacdo de bactérias resistentes aos antibidticos. Em 2007, a OMS convocou todos os paises
membros a promover o uso racional de antibidticos para evitar a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana, porém, a falta de um protocolo abrangente de manejo englobando animais, alimentos,
praticas de higiene pdblica e monitoramento de ambientes naturais resultou no fracasso do controle do
surgimento de bactérias MDR (OMS, 26071,

A septicemia & uma condicBo médica grave em que as bactérias presentes no sistema circulatério
provocam uma resposta imune amplificada e desregulada no individuo (Gaydelite et al., 2007). Grande
parte destas infecgbes s@o causadas por bacilos Gram-negativos frequentemente encontrados em
ambientes hospitalares, tais como Kiebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter sSpp.,
Salmonelia spp. e Escherichia coli. Wattal e Oberoi (2016) descreveram uma ampla gama de bacilos
Gram-negativos em alta proporcdc em hemoculturas de pacientes diagnosticados com septicemia. A
rapida intervengéo antibictica é considerada atualmente a Gnica maneira de se fratar a septicemia. Porém,
devide & prética da administragdo inadequada dos antibidticos, cada vez mais as bactérias se tornam
resistentes a estes medicamenios.

Bacilos Gram-negativos possuem resisténcia de altc nivel descrita a muitos antibiéticos amplamente
utilizados, tais como betalactémicos, tetraciclina, aminoglicosideos e até mesmo carbapenémicos. Na
Etiépia. estudos relataram a prevaléncia de betalactamases de amplo espectro (Extended-spectrum
betalactamases; ESBL) em 25 a 38,5% de Entercbacteriaceae (enterobactérias presentes no trato
gastrointestinal de animais de sangue quente, tais como Salmonella spp., Escherichia coli, Enterobacter
spp. e Klebsiella spp.} de amostras clinicas obtidas de vérics hospitais (Mulisa et al., 2016: Siraj et al.,
2014). Uma répida disseminacio de genes de resisténcia a antibiéticos ocorre por transferéncia horizontal
entre bactérias, sendo esta uma das principais causas da emergente preocupagio com bacilos
Gram-negativos MDR {Rui et al,, 2018).
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1.4.2 Fundamentagao Tedrica

1.4.2.1 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae é composta por uma ampia variedade de hacilos Gram-negativos, em grande
parte patogénicos, que pertencem a microbicta normal gastreintestinal de seres humanos e animais.
Alguns exemplos destes microrganismos s&8c Escherichia coli e bactérias pertencentes aos géneros
Salmonella, Proteus, Shigella e Yersinia. As enterobactérias sfo frequentemente encontradas em
hospitais, sendo espécies resistentes a drogas antimicrobianas as principais causadoras de infecgbes
nestes ambientes. A resisténcia hacteriana é um problema frequente & importante no ambiente hospitalar,
e o aumento da resisténcia enfre os membros da familia Entercbaceriaceae tem se mostrado um
importarite problema de sadde publica em expansio (Patel et al., 2009),

1.4.2.1.1 Salmonella spp.

i Salmonelia é um género de bactérias Gram-negativas encontradas naturalmente no trato gastrointestinal
do homem e dos animais de sangue guente. Possuem forma de bacilo, sendo na sua maioria méveis por
flagelos peritriguios, além de serem nao esporuladas e n&o capsuladas. O género é composto por trés
espécies, Salmonella subterranea, Salmonella bongori e Salmonella enterica, sendo esta dltima a mais
relevante a nivel de gastrenterites de origem alimentar, um dos problemas mais alarmantes de salde
publica emn todo o mundo.

Dentre as espécies de maior relevancia parz a sadde humana destacam-se Salmonella enterica dos
sorovares Typhi, causadora de febre tifoide; e dos sorovares Typhimurium e Enteritidis, causadoras de
gastrenterites. Na Europa, por exemplo, os sorovares Typhimurium e Enteritidis foram os responséveis
pela maicria dos casos de salmonelose humana em 2011 (EFSA, 2014). Algo que corrobora com estes
dados refere-se a resisténcia a antibidticos gue tais bactérias possuem. A salmonelose entérica impde um
grande Onus a sadde publica em paises subdessnvolvidos e industrializados, pois estima-se que
anuaimente 93,8 milhdes de casos de gastroenterite por Salmonella ndo tifoide ¢ 155.000 casos de
mortalidade ocorram em todo o mundo (Ao et al., 2015; Kirk et al., 2010; Majowicz et al., 2010). Casos
graves de salmonelose sdo causados por contaminagdo cruzada de alimentos com matéria fecal de
animais infectados, transmisséo fecal-oral de seres humanos infectados ou pela contaminagéo de fontes
ambientais ou de outros alimentos (de Freitas et al., 2010; EFSA, 2014).

1.4.2.2 Bactérias multirresistentes (MDR)

s Bactérias multirresistentes s8o aquelas que possuem slevads resisténcia antimicrobiana, isto &, que
resistem aos efeitos das drogas utilizadas no tratamento de doengas infecciosas. Uma grande quantidade
de prescricbes médicas de antimicrobianos n&o s8o necessarias, ou tem dosagem ou duragio incorreta.
Assim, o uso sem confrole e indiscriminado destes medicamentos tem aumentado a resisténcia de
microrganismos patogénicos.

Entre as bacterias Gram-negativas, a producic de betalactamases & a principal forma de resisténcia
bacteriana aos antimicrobianos betalactdmicos. Estas enzimas promovem a degradacdo do anel
betalactamice, inativando assim o composto antimicrobiano e impedindo sua acdoc contra os
microrganismos. Entre as betalactamases, os grupos mais preocupantes, atualmente, sdo as
betalactamases de aspecto ampliado e as carbapenemases (Alves e Behar, 2013).

Enterobacteriaceae produioras de carbapenemase (CPE) tém sido crescentemente notificadas em todo o
mundo nios Ultimos anos, sendo causadoras de infecgBes graves em pacientes imunocomprometidos, com
opgdes limitadas de tratamento (Banerjee et al. 2017; Tamma et al,, 2017). Ainda, as espécies produtoras
de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) estdo se tornando endémicas em muitas partes do
mundo, uma vez que as infecgdes causadas por tais bactérias aumentaram significativamente na Gitima
década (Luvsansharav et al.,, 2012; Zhong et al., 2015).
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séptica e mortalidade. O reposicionamento de drogas (também conhecido como reaproveita?ﬁqg;;tbgmgsﬂ
drogas, redefinicdo de perfil, reatribuicBo ou troca terapéutica) é a aplicagdo de drogas e compostos

conhecidos para tratar uma doenca diferente.

Como as demais drogas do grupo das fenctiazinas, a tioridazina também possui agdo antipsicotica
largamente conhecida e estudada. Mais recentemenie foi descrita a sua seletividade para células
cancerigenas, uma vez que tratamentos in vitro testando progenitores leucémicos contra progenitores
hematopoiéticos saudaveis &#8203;&#8203;com tioridazina levaram & supressdo do crescimento
clonogénico e da capacidade de iniciar a doerga leucémica em células de leucemia primitiva (Sachlos et
al., 2012).

Objetive Geral:
Estudar o modo de agdo da tioridazina em bactérias internalizadas por macréfagos humanos e células
epiteliais usando Salmonella Typhimurium como modelo para infecgdo.

Obijetivos Especificos:

- Elucidar o efeito in vitro da tioridazina na expressdc de genes de viruiéncia e de genes relacionados a
invaséo em Salmonelia Typhimurium (a saber, sicA e invF} sob condigdes indutoras de SPI-1 e SPI-2;

- Avaliar o efeitc de tioridazina na morte de Salmonella Typhimurium (cepa do tipo selvagem, sicA e invF
mutantes) fagocitada por macréfagos humanos e captada por células epiteliais;

- Realizar estudos de microscopia para avaliar a localizacdo das bactérias (tipo selvagem e fusées)
quandgc internalizadas pelas células humanas.

1.4.4 Metodologia e Avaliagio

1) Fus8es GFP de sicA & invF

O méiode de localizagBo de proteinas através da visualizacio de estruturas celulares utilizando
fluorescéncia tem sido empregado com sucesso na investigagdo da funcionalidade de genes, fazendo uso
de um gene marcador de facil anédlise em tecidos vivos. O gene gfp foi isolade a partir da agua-viva
Aequorea victoria, que atua através de uma enzima bioluminescente, a proteina verde fluorescente (GFP),
a qual confere a este organismo a propriedade de luminescéncia verde. A introdugio deste croméforo
através de uma sequéncia genética, combinada com métodos de alta sensibilidade e resolugdo da
microscopia de fluorescéncia, tem possibilitado & GFP sua aplicagdo em uma ampla gama de estudos
bioldgicos.

Na presente pesquisa, as fusdes GFP serfio construidas (se n&o estiverem disponiveis ou néo puderem
ser obtidas) para avaliar 2 express@o de sicA e invF nas condigbes indutoras de SPI-1 e -2 na presenca e
auséncia de tioridazina.

2) Ensaios de infecgao celular

O efeito da tioridazina na morte de Salmonelia Typhimurium, fagocitada por macréfagos humanos e
captada por céluias epiteliais, serd avaliado iniciaimente por unidades formadoras de colénia (UFC). O
mesmo protocolo sera aplicado as fusBes GFP. Ainda, serdo realizados ensaios de citometria de fluxo para
analise de células ou particulas suspensas no meio liguido investigado.

3) Produgéo de espécies reativas de oxigénio (ERO; ROS)

A oxidagdo ¢ parte fundamental da vida aerébica e do metabolismo celular, produzindo radicais livres de
forma natural ou por uma disfungdo bioibgica. Esses radicais livres cujo elétron desemparelhado
encontra-se centrado nos dlomos de oxigénio ou nitrogénic séo denominados de ERO (espécies reativas
de oxigénic) e ERN (espécies reativas de nitrogénio). No nrganismo, estdo envolvidos na produgdo de
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energia, fagocitose, reguiagdo do crescimento celular, sinalizacao intercelular, imunidade e defesa ’@elaglar”,mﬂ‘%;
e sintese de substéncias bioidgicas, entretante, guando em excesso apresentam efeitos prejudiciais, como ‘i\\
a peroxidacéo dos lipidios

de membrana e agressdc as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas, carboidratos e DNA

(Barreiros et al., 2006; de Oliveira e Schoffen, 2010).

A produg&o de ERO é elevada nas lesdes teciduais causadas por traumas, infecgdes, parasitas, radiagbes,
hipoxia, toxinas e exercicios extremos, devido a um conjunto de processos como ¢ aumento de

enzimas envolvidas na formacéc de radicals, a ativagio da fagocitose, liberagdo de ferro e cobre ou a
interrupcdo da cadeia transportadora de elétrons (Rock et al., 1996).

Dentre as principais ERN incluem-se o 6xido nitrico, éxido nitroso, acido nitroso, nitritos, nitratos e
peroxinitritos. O radical éxido nitrico pode ser produzido no organismo pela agio da enzima 6xido nitrico
sintetase a partir de arginina, oxigénio e NADPH, gerando também NADP+ e

citrulina. O nitrato pode transformar-se em nitrito, gue reage com os acidos géstricos gerando o &cido
nitrosc. O acido nitroso promove a desaminagio das bases do DNA que contém o grupo —NH2 livre, que
sdo citosina, adenina e guaning, formando-se uracila, hipoxantina e xantina (Barreiros et al., 2006).

Dessa forma, o possivel efeito da tioridazina na ativacdo das células infectadas sera avaliado pela
producao de nitritos/nitratos.

4) Ensaios de Imunofluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia baseiam-se na utilizacdc de antigenos ou anticorpos conjugados a
moléculas reveladoras denominadas flucrocromos, gue s&o corantes que absorvem radiagdo (luz
ultravioleta), s&o por ela excitados e emitem em decorréncia disso luz visivel.

Nos ensaios do presente estudo, Salmonelia marcada com GFP sera usada para infectar macréfagos e
células epiteliais, e as células entdo preparadas para a geragido de imagens a serem visualizadas em
microscopio de fluorescéncia.
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1.4.6 Observactes

O presenie projeto relaciona irés areas distintas {Ensino, Pesquisa e Extensfo), mas que se
complementam e auxiliam na formacéc de estudantes e profissionais.

No &mbite do Ensino, por se tratar de estudos a nivel de pés-doutorado, que auxiliardo no aprendizado de
novas tecnicas e complementacio do conhecimento da estudante na sua area de atuacéo.

Em relagdc a Extens@o, faz-se necesséaria a externalizac3o de dados importantes obtidos durante a
realizagdo do trabalho pars & comunidade académica e cientifica, principalmente pela realizacdo de
palestras em eventos da area.

Por tratar-se de um projeto de Pesquisa, a sua realizagfo possibilita a divulgagio dos resultados através

da publicacdo de artigos cientificos e apresentacdo de partes do trabalho em congressos nacionais e
internacionais.

1.5 Qutros Produtos Académicos

Gera Produtos: Sim
Produtos: Artigo Completo
Paster

Resumo (Anais)

Descrigéo/Tiragem: Existe o interesse na publicacdo de artigo cientifico relacionado aos
experimentos realizados no projeto, além da divulgagdo da pesquisa
em congressos e simpdsios, pela publicagdo de resumos efou
apresentacéo de trabalho (forma oral ou poster).

1.6 Anexos
N&o ha nenhum anexo

2. Equipe de Execugdo

2.1 Membros da Equipe de Execugéo
Docentes da IFRS

""""" Nome Regime’;’ éﬁﬁtrate tnstituico CH Total Funces
. ) ) i Coordenador,
Luiza Pieta Dedicagdo exclusiva IFRS 1223 hrs
Pesquisador(a)
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Discentes da IFRS

N&o existerm: Discentes na sua atividade

Técnico-administrativo da IFRS

Na&o existemn Técnicos na sua atividade

Outros membros externos a IFRS

Nome Instituicao Carga Funcéo
) Trinity College
Marta Martins o 280 hrs Pesquisador(a)}
Dublin
Coordenador:
Nome: Luiza Pieta
RGA:
CPF: 01138674095
Email: luiza.pieta@erechim.ifrs.edu.br
Categoria: Professor Assistente
Fone/Contato: 51997124190
2.2 Cronograma de Atividades
Atividade: Cultivo das culturas bacterianas
Inicio: Mar/2019 Duragdo: g Meses
Somatdrio da carga horéria dos membros: 3 Horas/Més
Carga Horaria Semanal: 0.8 Horas
Responsavel: Luiza Pieta (C.H. 3 horas/Més)
Atividade: Elaboragao de artigos cientificos e resumos para apresentag@o em congressos
inicio: Set/2019 Duracdo: 6 Meses
Somatoério da carga horéria dos membros: 32 Horas/Més
Carga Horéria Semanal: 8 Horas
Responsavel: Luiza Pieta (C.H. 24 horas/Més)
Membro Vinculado: Marta Martins (C.H. 8 horas/Més)
Atividade: Ensaios de imunofiuorescéncia
Inicio: Maif2019 Duragao: 7 Meses
Somatdrio da carga horaria dos membros: 30 Horas/Més
Carga Horaria Semanal: 7.5 Horas
Responsavel: l.uiza Pieta (C.H. 24 horas/Més)
Membro Vinculado: Marta Martins (C.H. & horas/Més)
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Atividade:

Inicio:

Ensaios de infecgdo celular

Mai/2019 Duragao:

Somatério da carga horaria dos membros: 38 Horas/Més

Carga Horéaria Semanal:
Responsavel:
Membro Vinculado:

9.5 Horas
Luiza Pieta (C.H. 28 horas/Més}
Marta Martins (C.H. 10 horas/Més)

Atividade: Fusbes GFP de sicA & invF
Inicio: Abr/2019 Duragdo: 8 Meses
Somatério da carga horéria dos membros: 40 Horas/Més
Carga Horaria Semanat: 10 Horas
Responsavei: Luiza Pieta (C.H. 32 horas/Més)
Membro Vinculado: Marta Martins (C.H. 8 horas/Més)
Atividade: Producdo de espécies reativas de oxigénio
Inicio: Jun/2019 BDuragao: 6 Meses
Somatério da carga horaria dos membros: 30 Horas/Més
Carga Horaria Semanal: 7.5 Horas
Responsavel: Luiza Pieta (C.H. 24 horas/Més)
Membro Vinculado: Marta Martins (C.H. € horas/Més)
Atividade: Revisio Bibliografica
Inicio: Mar/2019 Duragao: 12 Meses
Somatério da carga horéaria dos membros: 24 Horas/Més
Carga Horaria Semanal: & Horas
Responsavei: Luiza Pleta (C.H. 24 horas/Més)
2019
Responsavel Atividade
Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Out { Nov | Dez
Luiza Pieta Cuitivo das culturas bacterianas X X X X X X X
Luiza Pieta Revisdo Bibliografica - X X X X X X X X
Luiza Pieta - X X X X X X X -
l.uiza Pieta - - - X X X X X X X -
Luiza Pieta B - - X X X X X X X -
Luiza Pieta Produgdo de espécies reativas de oxigénic - X X X X X X
Luiza Pieta Elaboragao de artigos cientificos e resumos. . - - - - X X X X
2020
Responséavel Atividade
i Jan | Fev  Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago| Set | Out | Nov | Dez
Luiza Pieta Revisdo Bibliografica CX X - - - - N R
Luiza Pieta Elsboragio de artigos cientificos e msur”;; o X X - - - - -
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Coordenador(a) da Proposta de Pesquisa
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Aos vinte e um digs d«
na Sala 304 do 2lo
com a particip
Guilherme B
o

Salete Bonac
Priamo. A s

L

‘o, as treze horas e guarenta e ¢inco minutos,
do Sul, Campus Erechim, realizou-se reuniao
iger de Freitas, Cristiane Reinaldo Lisboa,
uiza Pieta, Marilia Assunta Sfredo, Marlice
71, Yaleria Valeria Borszez e Wagner Luiz
- 2) Afastamento da professora Luiza. LA
professora Crist nitha de horérios contendo as inf()nnaf;éefa éa
nGcleo comurs “ngenharia de Alimentos e depois com

horarios do ( ool enies, Ot { 5 conforrae documento em anexo. Seréo

ofertadas optativas, sendo s -las de oferta esps obre o a?mtamﬂrm da Professora Luiza, ficou
acordado en 2 I S . Toni irdo assumir os encargos didaticos
referentes & inzs neriencentes a nic durante o pertodo de seu afastamento ‘i}e&?’d

; . a professora Priscilla assumirg

‘ngenharia de Alimentos € 0 professor Ezm
50 Técnl CO em Alimentos. Para o segundo
nios de Conservacdo de Alimentos
5 de Embalagens para Alimentos,
sfessor Tom assumira a dﬁsczph,ga de

realizaglo de
disciplina d
aSSUMITa a

sendo estas
Conservagao
reuniao as gut

Cristiane Rein
Guitherme ;:34
Leonardo Souw
Luiza Piets
Marlice Sai

Manlia Assuniz
Priscilla Pereur
Toni Luis Ben
Valeria Bors
Wagner Luiz |




