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RESUMO

Este projeto tem como objetivo estabelecer e validar protocolos de coleta, processamento e
caracterizagao do liquido cefalorraquidiano (LCR) bovino obtido em abatedouros sob inspegéo oficial, com
foco em sua aplicagdo como suplemento alternativo em culturas celulares in vitro. Considerando as limitagdes
do soro fetal bovino (SFB), como variagdes entre lotes, composicéo indefinida e aspectos éticos, o LCR surge
como uma alternativa viavel por apresentar composi¢ao bioquimica estavel, baixo teor lipidico e presenga de
eletrdlitos, proteinas e vitaminas. A coleta sera realizada durante a evisceragdo em fémeas bovinas abatidas
para consumo, com acesso a cisterna magna. Apos assepsia, sera feita pungdo com agulha estéril e coleta
de 3a 5 mL de LCR por animal, sendo descartadas amostras com contaminagao sanguinea visivel. O material
sera transportado sob refrigeragéo (4—8 °C) e processado em até duas horas no Laboratério BIOCELGEN
(UNICESUMAR). As amostras serao aliquotadas em capela de fluxo laminar e submetidas as seguintes
andlises bioquimicas: proteinas totais (método de Biureto), lipideos totais (sulfato de cobre), glicose
(enzimatico colorimétrico), ureia (Berthelot) e eletrdlitos (Na*, K*, CI7) por potenciometria com eletrodos ion-
seletivos. Também serao registrados dados sobre tempo de punc¢ao, facilidade técnica e contaminag¢des, com
o objetivo de padronizar um protocolo reprodutivel e aplicavel a rotina de coleta em abatedouros. As andlises
serao realizadas em ftriplicata, e os dados submetidos a analise estatistica descritiva e inferencial. Espera-se
estabelecer um protocolo eficaz e reprodutivel para coleta e processamento do LCR bovino, com padrées
adequados de higiene, estabilidade e integridade bioquimica.

PALAVRAS-CHAVE: Cultura celular; Liquido cefalorraquidiano; Soro fetal bovino.
1 INTRODUGAO

O liquido cefalorraquidiano (LCR) € um fluido biolégico que desempenha papel
importante no funcionamento do sistema nervoso central, atuando na protecéo fisica e na
regulacdo do ambiente quimico dos neurdnios e da neuroglia (REECE et al., 2017).
Localizado no espaco subaracnoideo e nos ventriculos encefalicos, o LCR é composto
majoritariamente por agua (aproximadamente 99%) e contém solutos como ions, glicose,
proteinas e vitaminas, que contribuem para a manutengcdo da homeostase neural
(FRANDSON et al., 2005; REECE et al., 2017).

O liquido cefalorraquidiano (LCR) € um fluido bioldégico que exerce fungdes
importantes no sistema nervoso central, como protecao fisica e regulacdo do ambiente
quimico ao redor dos neurdnios e da neuroglia (REECE et al., 2017). Localizado no espago
subaracnoideo e nos ventriculos encefalicos, o LCR é composto predominantemente por
agua (aproximadamente 99%) e contém solutos como ions, glicose, proteinas e vitaminas,
essenciais para a manutengdo da homeostase neural (FRANDSON et al., 2005; REECE et
al., 2017).
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Diante das limitagdes associadas ao uso do soro fetal bovino (SFB) em culturas
celulares, como variagdes entre lotes, composicao indefinida e aspectos éticos, o LCR tem
sido considerado uma alternativa com potencial para compor meios de cultivo. Sua
composic¢ao, que inclui eletrolitos, proteinas soluveis, glicose e vitaminas, além de menor
concentragdo de lipidios, pode favorecer um microambiente mais controlado para o
crescimento celular (ZAPPULLA et al., 2015; GUDI et al., 2019).

Embora alguns estudos com LCR humano tenham demonstrado efeitos positivos
sobre a viabilidade e diferenciagao celular, o uso do LCR bovino em culturas ainda é pouco
explorado, principalmente pela auséncia de protocolos especificos para coleta e analise.
Também ha poucos dados sobre a estabilidade do fluido, a influéncia das condi¢cbes de
armazenamento e sua compatibilidade com diferentes linhagens celulares (BURMAN et al.,
2019). Outro ponto importante, mas pouco abordado, € o tempo entre a coleta e o uso, que
pode impactar diretamente a integridade dos componentes bioquimicos.

Diante desse cenario, torna-se necessario desenvolver e validar protocolos de coleta
asséptica, processamento e caracterizagcdo do LCR bovino com foco em sua possivel
aplicagao como suplemento em culturas celulares in vitro. Além de ser uma alternativa ao
SFB, essa proposta pode contribuir para o aproveitamento de subprodutos animais e para
o desenvolvimento de praticas mais alinhadas com principios éticos e laboratoriais (VAN
DER VALK et al., 2018).

2 MATERIAIS E METODOS

O estudo sera realizado em duas etapas complementares: a coleta do liquido
cefalorraquidiano (LCR) bovino sera realizada em um abatedouro sob inspecéo oficial (SIF
ou SIE) localizado na regido norte do Parana, enquanto o processamento e as analises
laboratoriais ocorrerao no BIOCELGEN na fazenda da UNICESUMR.

Serao selecionadas carcacas de fémeas bovinas com idade entre 2 e 7 anos,
abatidas para consumo comercial. A coleta sera realizada durante a fase de evisceragao,
com acesso a cisterna magna. Apos assepsia da regido cervical posterior com alcool 70%,
sera feita uma incisdo cutanea e, em seguida, a pungao sera realizada utilizando agulha
estéril (40 x 12 mm) acoplada a seringa de 10 mL. Seréo coletados de 3 a 5 mL de LCR
por animal. Amostras com contaminagao sanguinea visivel serao descartadas. O fluido sera
imediatamente transferido para microtubos estéreis e mantido sob refrigeracédo (4-8 °C),
sendo processado no laboratério no periodo maximo de até 2 horas apods a coleta.

Durante a coleta, seréo registradas informagdes sobre o tempo de punc¢ao, facilidade
de acesso a cisterna magna e incidéncia de contaminagao. A partir desses dados, sera
elaborado um protocolo técnico padronizado, considerando os aspectos operacionais que
garantam a assepsia, seguranca do material e viabilidade bioquimica do fluido. O protocolo
resultante devera ser reprodutivel e adequado para uso em ambientes de coleta controlada
como abatedouros sob inspecéo.

As amostras serao processadas em capela de fluxo laminar, onde serao aliquotadas
para analises imediatas e armazenamento posterior a —20 °C. As analises bioquimicas
incluirao:

. Proteinas totais — método do Biureto;

. Lipideos totais — método do sulfato de cobre;

. Glicose — método enzimatico colorimétrico;

. Ureia — método de Berthelot;

. Eletrdlitos (Na*, K*, CI7) — determinados por potenciometria com eletrodos ion-
seletivos.

Todas as analises serdo realizadas em triplicata, e os resultados expressos em
mg/dL ou mmol/L, conforme o parametro avaliado.
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Sera realizada analise estatistica descritiva para sumarizacdo dos dados obtidos e
avaliacdo da variabilidade entre amostras de diferentes animais. A normalidade sera
verificada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a homogeneidade de variancias pelo teste de
Bartlett. Quando os pressupostos de normalidade n&o forem atendidos, serdo utilizados
testes ndo paramétricos, como o de Kruskal-Wallis. O nivel de significAncia adotado sera
de 5% (p < 0,05).

Durante a realizagdo das coletas, serdo registradas informagbes técnicas
relacionadas a execugao do procedimento, incluindo tempo médio de puncgao, facilidade de
acesso a cisterna magna, volume coletado, frequéncia de contaminagéo visivel por sangue
e tempo decorrido até o inicio do processamento. Esses dados serdo utilizados para
estruturar um protocolo técnico padronizado, com o objetivo de garantir a seguranca
microbioldgica da amostra, a integridade dos parametros bioquimicos e a reprodutibilidade
entre diferentes lotes.

A padronizagao envolvera critérios como tipo e calibre da agulha, volume ideal por
coleta, tempo maximo entre coleta e processamento, descarte de amostras com
contaminagao macroscopica e condi¢gdes adequadas de transporte e armazenamento. O
protocolo sera construido com base na experiéncia pratica acumulada ao longo do estudo,
em alinhamento com as boas praticas laboratoriais, e validado quanto a sua aplicabilidade
em ambientes controlados como abatedouros sob inspegéao oficial.

3 RESULTADOS ESPERADOS

Espera-se estabelecer um protocolo eficaz e reprodutivel para coleta e
processamento do LCR bovino, com padrées adequados de higiene, estabilidade e
integridade bioquimica. As analises devem revelar uma composi¢gao compativel com o uso
em culturas celulares, especialmente quanto a baixa concentracdo lipidica e perfil
eletrolitico estavel. A identificacdo de possiveis variagdes entre animais contribuira para
estratégias futuras de padronizacao e controle de qualidade do fluido.
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