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SOBRE O EVENTO

Contando com 19 anos de tradicao e 19 edig¢des, o Encontro Mineiro de Biomedicina é
um evento cientifico idealizado e realizado integralmente por discentes do curso de
Biomedicina da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro (UFTM) através do Diretério
Académico de Biomedicina (DAVF), e jd ocupa hoje o lugar de segundo maior congresso de
Biomedicina do Brasil.

A edicdao de 2024, que aconteceu dos dias 17 a 19 de maio teve como objetivos a
valorizacdo do profissional biomédico, assim como a divulgacao da producao cientifica e das
mais de 35 habilitacdes do biomédico através de palestras, apresentacdes de trabalhos (tanto
na modalidade de péster cientifico quanto na modalidade de apresentacao oral) e minicursos.
O evento contou ainda com momentos pensados para fortalecer a cooperagdo entre a
comunidade de biomédicos e discentes do curso com a realizagdo do também tradicional
Coquetel.

MENSAGEM DA ORGANIZACAO

0Ola! Sou Alexandre Claudino Junior, presidente do Diretério Académico de
Biomedicina Valéria Fazan e lider da Comissdo Organizadora. E com imensa satisfacio que
venho apresentar o Livro de Anais Cientificos do XIX Encontro Mineiro de Biomedicina, onde
agradecemos calorosamente a todos os membros da comissao, palestrantes, participantes e
colaboradores, cujo empenho e dedicacdao foram fundamentais para o sucesso deste encontro.

Foi uma experiéncia verdadeiramente enriquecedora estar junto de todos vocés,
compartilhando conhecimento e fortalecendo os lagos da nossa comunidade biomédica.

Que este evento inspire novas conquistas e avan¢os na nossa area.

Atenciosamente, Alexandre Claudino Junior.

Os organizadores da presente obra ndo assumem qualquer responsabilidade pelo teor ou
possiveis erros de linguagem dos trabalhos divulgados na presente obra, os quais recaem
em sua totalidade sobre seus respectivos autores.
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CRONOGRAMA DO XIX ENCONTRO MINEIRO DE BIOMEDICINA

17/05/2024
7:00 - 7:40 Credenciamento

7:40 - 8:10 Abertura

8:10 - 9:10 Palestra "O que faz um(a) neurocientista? Desafios e oportunidades na
carreira biomédica"

9:10 - 9:40 COFFEE BREAK

9:40 - 10:30 Mesa Redonda "Biomedicina além da bancada"

10:30 - 11:30 Palestra "Hemogramas nas leucemias"

11:30-13:00 ALMOCO

13:00 - 13:30 CHECK-IN

13:30 - 14:30 Palestra "Pesquisa clinica: o que a faculdade nao te conta”

14:40 - 15:40 Palestra "Transformando pesquisa e desenvolvimento através de
reagentes personalizados: desvendando sinergias por meio de modelos de parceria
com a FastBio"

15:40 - 16:10 COFFEE BREAK

16:10 - 17:10 apresentacao oral graduacao

17:10 - 18:10 Palestra "Saude estética: uma visao biomédica"

18:10: DESPEDIDA

18/05/2024
7:40 - 8:10 CHECK-IN

8:10 - 9:10 Palestra "A perfusiao em suas maos"

9:10 - 10:10 Palestra "O futuro da biomedicina"
10:10-10:40 COFFEE BREAK

10:40 - 12:00 apresentacdo de poster/avaliacdo de poster
12:00-13:30 ALMOCO

13:30 - 14:00 CHECK-IN

14:00 - 16:00 minicursos

16:00 - 16:30 COFFEE BREAK

16:30 - 18:30 minicursos

21:00 - 3:00 COQUETEL

19/05/2024
8:30 - 9:00 CHECK-IN

9:00 - 10:00 Palestra "O biomédico no munda da reproducéao assistida"

10:00 - 10:40 Mesa Redonda "Caminhos da biomedicina"

10:40-11:10 COFFEE BREAK

11:10 - 12:10 Palestra "Procedimentos técnicos de levantamento pericial em local de
crime"

12:10-12:30 PREMIACOES E ENCERRAMENTO
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TRABALHOS PREMIADOS E MENCOES HONROSAS

APRESENTACAO DE TRABALHO CIENTIFICO MODALIDADE POSTER

Prémio Prof2 Ma. Roseane Lopes da Silva Grecco de melhor apresentacdo péster na categoria
pos-graduagdo do XIX Encontro Mineiro de Biomedicina
“Efeitos da quercetina em linhagem de células epiteliais pulmonares A549 estimuladas com
o extrato da fumaca do cigarro”, Hellen Sant’Ana Pereira

Prémio Prof2 Ma. Roseane Lopes da Silva Grecco de melhor apresentagdo pdster na categoria
graduacgdo do XIX Encontro Mineiro de Biomedicina
“Ancestralidade gendmica subcontinental e sua correlagdo com o haplétipo CYP2C:TG”,
Isadora Helena Tassoni

Menc¢do Honrosa
“Associacgdo entre o polimorfismo RS895819 do MIRNA 27A com a endometriose”, Julia
Anfra Bernardi

Mengdo Honrosa
“Deteccdo de IgG total anti- Toxoplasma gondii e avidez no liquido amniético de gestantes
com suspeita de toxoplasmose aguda: imunodiagndstico para toxoplasmose congénita”,
Thauani Isabelle Egilio

APRESENTACAO DE TRABALHO CIENTIFICO MODALIDADE ORAL

Prémio Prof. Dra. Fernanda Bernadelli de Vito de melhor apresentacdo oral na categoria
graduacgdo do XIX Encontro Mineiro de Biomedicina
“Efeitos de psicoestimulantes em peixe-zebra”, Paula Pinheiro Teixeira

Meng¢do Honrosa
“Compostos Metalicos de Pd(II), Pt(II) E Zn(II) como uma Abordagem Terapéutica
Inovadora Contra o Virus Mayaro”, Bruna Coelho Sandim

Meng¢do Honrosa
“Exposicao in vitro ao clorotalonil prejudica a atividade mitocondrial e a capacidade de
realizar reacdo acrossdmica de espermatozoides humanos”, Nicoly Caixeta Gongalves
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COX-2 CONTRIBUI PARA A DISFUNGCAO DO TECIDO ADIPOSO PERIVASCULAR EM UM
MODELO EXPERIMENTAL DE ESTRONGILOIDIASE

Ana Carolina Mendonca de Almeida Santos?; Lauren Soares Coelho?; Julia Ferreira de Lima?;
Ana Laura Silva Peixoto?; Juliano Vilela Alvest; Kamilla Antonia Moraes Dutral; Rosangela
Maria Rodrigues!; Rafael Menezes da Costal*.
tUniversidade Federal de Jatai

E-mail: anacarolinamasantos@gmail.com

Introducdo: A estrongiloidiase, causada pelo helminto Strongyloides sp., € um problema de
salde publica. Durante a fase de infeccdo, o S. stercoralis ativa células efetoras do sistema imune
para eliminar a larva. Além de causar danos gastrointestinais e pulmonares, a infec¢do por esse
parasita resulta em danos ao sistema cardiovascular. O vaso sanguineo possui trés tinicas, a mais
externa conhecida como tecido adiposo perivascular, PVAT, possui papel importante para a
estrutura, manutencdo e funcao vascular, atuando no efeito anti-contratil. Em varias patologias, o
PVAT encontra-se disfuncional, os principais meios que explicam isso sdo o0 estresse oxidativo e
a inflamacdo. Objetivo: O estudo testou a hipotese de que a infeccdo por S. venezuelensis
compromete a funcdo do PVAT por promover maior expressao e atividade de COX-2. Métodos:
Ratos Wistar foram divididos em quatro grupos experimentais: machos controle, fémeas controle,
machos infectados por S. venezuelensis e fémeas infectadas por S. venezuelensis. Os ratos
foram inoculados na regido ventral com

2.000 larvas, por via subcutanea. Apés 30 dias, foi feita a reatividade vascular em anéis de aorta
toracica, e a curva de concentragdo-efeito para fenilefrina na presenca e na auséncia do PVAT. A
atividade total da COX e a atividade da COX-2 foram definidas em amostras de PVAT por
fluorometria, as concentracbes de PGE2 foram determinadas em sobrenadantes de PVAT
homogeneizados, e a determinacdo dos niiveis séricos do fator de necrose tumoral alfa,
interleucinas 6 e 10 foi feita por método imunoenzimatico. Resultados: A infeccdo por S.
venezuelensis promoveu inflamacdo sistémica em machos. Além disso, notou-se perda do efeito
anti-contratil do PVAT por mecanismos dependentes da maior atividade de COX-2 e producédo
de PGE2. Nao foram notadas mudancas funcionais e moleculares no PVAT de fémeas.
Conclusdo: A infeccdo por S. venezuelensis compromete a funcdo do PVAT de machos por
promover inflamacdo dependente de COX-2.

Palavras-chave: Tecido adiposo perivascular; Strongyloides venezuelensis; inflamacéo;
ciclooxigenases
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EFEITO ANTITUMORAL DE EXTRATOS DE ANNONA SP. EM LINHAGEM DE
CARCINOMA DE CELULAS RENAIS

Ana Carolina Souza Mizael ; Laura Penna Rocha®; Juliane Cabral Silva?; Jackson Roberto Guedes da
Silva Almeida®; Régia Caroline Peixoto Lira *

Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), 2Universidade Estadual de Ciéncias da
Saude de Alagoas (Uncisal), *Universidade Federal do Vale do S&o Francisco (UNIVASF).

E-mail: d202120573@uftm.edu.br

Introducdo: O Carcinoma de células renais (CCR) € o tipo mais comum de cancer renal. Apesar
das terapias-alvo e imunoterapia serem eficientes, ha casos de resisténcia e o alto custo limita o
acesso a terapia, aumentando a taxa de 6bitos. Portanto, sdo necessarias formas alternativas e
acessiveis para tratar a doenca. Espécies da familia Annonaceae sao utilizadas na medicina
popular e estudos relatam propriedades antiproliferativas em células de céncer devido seus
metabolitos secundarios. Objetivo: Avaliar o efeito de extratos da espécie Annona sp. na
viabilidade de células de CCR. Métodos: A linhagem 786-O de CCR foi tratada com extratos
metanolico da raiz Annona vepretorum (1), etandlico bruto da atemoia

(2) e hexanico da atemoia (3). A viabilidade celular foi verificada por ensaio de resazurina. Para
isso, 6 x 10% células foram semeadas em quadruplicata (placas de 96 pogos) e tratadas com
diferentes concentragdes dos extratos. Apo6s 24, 48 e 72 horas, a resazurina foi adicionada,
incubada por 4h, medidas as absorbancias em espectrofotdmetro e os dados foram analisados em
planilha e software SPSSv20. Resultados: Comparado ao grupo sem tratamento (controle), todos
0s extratos reduziram, significativamente, a viabilidade celular da linhagem 786-0 para maioria
das doses utilizadas (teste ANOVA one way com pos-teste Bonferroni). Os extratos (1) e (2)
atingiram reducdo de 21% e 18% ap0s 48h e 72h de tratamento com 100ug/mL e 250ug/mL
respectivamente. Ja o extrato (3) demonstrou maior efeito antitumoral, de maneira tempo
dependente, alcancando reducdo de 32% na viabilidade celular apds 72h de tratamento com
250ug/mL, dose méxima utilizada. Conclusdo: Os dados sugerem que extratos da Annona sp.
possuem efeito antitumoral significativo para CCR. Entretanto, os resultados serdo confirmados
pela repeticdo dos ensaios e inclusdo de doses mais elevadas, para verificar potenciais efeitos
dose-dependentes.

Palavras-Chave: Carcinoma de células renais, Annona sp., viabilidade celular.

11


mailto:d202120573@uftm.edu.br

IMPACTO DO USO DE FARMACOS ANTIDEPRESSIVOS NA QUALIDADE ESPERMATICA
E FERTILIDADE EM MODELOS EXPERIMENTAIS: UMA REVISAO SISTEMATICA

Beatriz Teixeira De Oliveiral; Lorena Oliveira De Paula Santos!; Paula Rafaela Queiroz Da Silval; Hugo
Felix Perini?; Glaucia Eloisa Munhoz De Lion Siervo™

1Departamento de Patologia, Genética e Evolugdo/Universidade Federal do Triangulo Mineiro
(UFTM), 2Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia/Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM)

E-mail: d202111755@uftm.edu.br

Introducéo: A incidéncia de transtornos mentais como depresséo e ansiedade tem aumentado, e
consequentemente o aumento da prescricao de farmacos antidepressivos para o tratamento destas
condicBes. Embora a literatura evidencie alguns efeitos destes farmacos sobre parametros
reprodutivos, os dados ainda sdo conflitantes. Objetivo: Realizar uma revisao sistematica sobre
os efeitos dos farmacos antidepressivos sobre a qualidade espermaética e a fertilidade masculina
em modelos animais. Métodos: Foi realizada pesquisa bibliografica nas bases de dados: PubMed,
Web of Science e Scopus em abril/2023. Os operadores booleanos “AND” e “OR” foram usados
para combinar os termos “espermatozoide”, “fertilidade” e “sémen” com as diferentes classes de
antidepressivos. Os critérios de inclusdo foram: estudos sobre os parametros de fertilidade e/ou
espermatozoide apds exposicdo de antidepressivos em modelos animais. Resultados: Foram
encontrados 7.787 trabalhos, dos quais 35 foram incluidos. Destes, 48,6% (n=17) usaram
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (ISRS) e 20% (n=7) avaliaram os efeitos dos
inibidores da recaptagdo de serotonina e norepinefrina (ISRN). O farmaco mais estudado foi a
Venlafaxina (20%, n=7), seguido pela Fluoxetina (14,3%, n=5). Nos pardmetros espermaticos, o
maior achado foi a queda de sua concentracdo/contagem (74,3%, n=26). Nos estudos avaliados,
71,4% (n=25) relatou alteraces na motilidade espermatica e 68,3% (n=24) observou
anormalidades em sua morfologia. Em relacdo a viabilidade, 28,6% (n=10) mostrou declinio de
gametas viaveis. Além disso, 22,9% (n=8) estudos relataram danos ao DNA ou genotoxicidade.
Dos 8 estudos (22,9%) que avaliaram parametros de fertilidade, 3 relataram aumento da perda
pré-implantacdo e queda no numero de fetos vivos, todos associados a exposi¢cdo a ISRS.
Conclusao: Em modelos experimentais, a maioria dos antidepressivos analisados mostraram-se
prejudiciais aos espermatozoides, podendo afetar a fertilidade de machos.

Palavras-chave: espermatozoide, toxicologia, depressao, animal
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ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare SOBRE
ISOLADOS DE ESPECIES DE CANDIDA

Débora Maria Soares Rodrigues®; Ludmilla Sousa Oliveira?; Ralciane de Paula Menezes®;
Reginaldo dos Santos Pedroso®

Ynstituto de Ciéncias biomédicas/Universidade Federal de Uberlandia (UFU), 2Faculdade de
Medicina/Universidade Federal de Uberlandia, *Escola Técnica de Satde
(ESTES)/Universidade Federal de Uberlandia (UFU)

E-mail: deboramsr8642@gmail.com

Introducdo: As infeccBes causadas por espécies de Candida geralmente sdo oportunistas e muitas
vezes de dificil tratamento, considerando os casos de candidiase vulvovaginal recorrente, por
exemplo. Atualmente muitos estudos tém sido feitos buscando terapias alternativas ou
complementares para o tratamento deste tipo de infeccdo, incluindo os estudos com o6leos
essenciais. Objetivos: Avaliar o efeito antifingico do dleo essencial de Origanum vulgare
(orégano) contra Candida spp. Métodos: Foi analisado o 6leo essencial da folha de Origanum
vulgare. No teste in vitro, foram utilizados seis isolados de espécies de Candida, sendo trés ATCC
e trés clinicos, das espécies C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis. A atividade antimicrobiana
foi avaliada através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por meio da
metodologia de microdiluicdo em caldo. Resultados: Foram observadas variacfes na CIM de
1000 a 2000 pg/mL, sendo assim, C. albicans ATCC 90028, C. krusei ATCC 6258, C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. albicans e C. krusei clinicas com a CIM de 2000 pg/mL. Considerando 0s
menores valores registrados de Origanum vulgare para o isolado clinico de C. parapsilosis (1000
pug/mL). Conclusdo: 6leo essencial de Origanum vulgare apresentou atividade anticandida nas
concentragdes testadas, o que sugere a continuagdo de estudos para analisar 0 mecanismo pelo
qual esses compostos sdo capazes de inibir, in vitro, o crescimento de espécies de Candida. A
partir da confirmacgdo da ndo toxicidade deste 6leo essencial para seres humanos, seré possivel
avaliar a aplicacdo na pratica, por exemplo, no desenvolvimento de novos tratamentos
antifungicos ou na melhoria de produtos existentes. Essas investiga¢cdes adicionais sdo essenciais
para explorar o potencial terapéutico dessas plantas e aproveitar seus beneficios na luta contra
infecgBes fungicas.

Palavras-Chave: Candida; Origanum vulgare; antifingica.
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AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA E BACTERICIDA MINIMA DO
PEPTIDEO ANOPLIN E ANALOGO EM PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Eli Janior Pereira Rodrigues’; Stéfanne Rodrigues Rezende?!; Esteban Nicolas Lorenzon?; Hanstter
Hallison Alves Rezende®*

Instituto de Ciéncias da Saude/Universidade Federal de Jatai*
E-mail: eli.rodrigues@discente.ufj.edu.br

Introducdo: As infecgBes multirresistentes causadas por bactérias que possuem resisténcia aos
farmacos, ocasionam 700 mil 6bitos globalmente. Uma dessas bactérias é a Pseudomonas
aeruginosa, bacilo gram-negativo ndo fermentador, a qual adquiriu mecanismos de resisténcia aos
antibidticos convencionais, devido a utilizacdo exacerbada. Com isso, novas formas terapéuticas
sd0 necessarias para combater esses patdgenos, sendo uma delas a utilizacdo do peptideo Anoplin
e analogo. Obijetivos: Definir a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a Concentracao
Bactericida Minima (CBM) do peptideo Anoplin e dimero sob Pseudomonas aeruginosa.
Meétodos: Para realizar a CIM uma aliquota da Pseudomonas aeruginosa ATCC 0027 (Newprov®)
foi transposta para um tubo contendo Brain Heart Infusion (BHI), ap6s 24 horas foi semeada em
Agar Mueller Hinton (MHA), para que fosse feito uma suspensdo bacteriana segundo a escala Mc
Farland 0,5. Com isso, em uma placa de 96 pocos foi adicionado 50 uL de Caldo Mueller Hinton
(MHB) nos pocos de B a H das colunas 1 a3 ¢ 5 a7, 100 uL da solu¢ao do Anoplin nos pogos A
da coluna 1 a 3 e 100 pL da solugdo do dimero nos pocos A da coluna 5 a 7. Como forma de
validacao do experimento, foi adicionado 100 uL. de MHB nos pogos A, B e C da coluna 10 como
controle negativo, 50 uL. de MHB com 50 pL de suspensao bacteriana nos pogos A, B e C da
coluna 12 como controle positivo, ¢ 50 pL de rifamicina com 50 pL de suspensdo bacteriana nos
pocos A, B e C da coluna 11. Por fim, com o intuito de realizar a CBM foi retirado 20 pL. dos
pocos que ndo houve crescimento bacteriano e semeados em Agar Nutriente. Resultados: O
Anoplin ndo inibiu o crescimento bacteriano, porém o dimero, em sua concentracao de 256 uM,
foi capaz de inibir e ocasionar a morte celular bacteriana. Conclusao: O analogo do peptideo
podera ser usado como uma nova forma terapéutica contra a Pseudomonas aeruginosa, evitando
0 uso indiscriminado de antimicrobianos nos hospitais.

Palavras-chave: Antimicrobianos; bactérias multirresistentes; peptideo
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ALTERACOES NO METABOLISMO HEPATICO DE ANIMAIS INFECTADOS COM A CEPA
Y DO Trypanosoma Cruzi (T. cruzi)
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Introducdo: A Doenca de Chagas (DC) é uma protozoonose cujo agente etiolégico é o T. cruzi.
A DC apresenta uma fase aguda que pode ser ou nao sintomatica. A fase cronica da patologia
também pode permanecer por décadas sem a manifestacdo de nenhum sintoma, apenas servindo
de reservatorio para o parasita. Entretanto, os sintomas, quando se manifestam, envolvem
principalmente os sistemas cardio-digestivos. O diagndstico laboratorial da DC é feito a partir de
métodos parasitologicos diretos e/ou métodos soroldgicos. Para 0 acompanhamento da evolugédo
da doenca, exames de funcdo hepatica, renal entre outros podem ser realizados. Objetivo: Avaliar
as alteracGes no metabolismo hepatico de animais infectados com a cepa Y do T. cruzi. Métodos:
Foram utilizados 6 camundongos Balb-c, com um peso inicial de 22-25 gramas, que foram
divididos aleatoriamente em dois grupos (G) (n=3-6 animais/G): 1) Controle (C) e 2) Infectado
(1) (animais inoculados subcutaneamente com 10° ou 10%tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi).
Os animais tiveram seu peso monitorado semanalmente e no 30° dia apo6s infeccdo foram
eutanasiados para coleta de tecido hepatico para dosagem das enzimas ALT e AST, triglicérides
(TAG) e colesterol total (CT) por meio de kits da ® Bioclin e os lipidios totais (LP) foram
quantificados por meio do método de FOLCH. Os resultados foram analisados usando o teste t de
Student (P<0.05) e expresso como em média + desvio padrdo. Experimentos aprovados: Comité
de ética da UFG (n°039/20). Resultados: LP, TAG e ALT ndo apresentaram diferenca estatistica
entre os G avaliados. Por outro lado, houve aumento significativo do CT no I vs C. além de ter
sido observado uma tendéncia de diminuigdo nos valores de AST no | vs C. Conclusdo: A
infeccdo por T. cruzi parece ser capaz de modificar alguns aspectos do metabolismo hepatico, o
que pode prejudicar a funcdo deste 6rgdo. Entender melhor esses padres pode ser Gtil para
aprimorar os tratamentos de individuos infectados.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi; alteracfes hepaticas; lipidios hepaticos; colesterol total;
enzimas AST e ALT.
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AVALIACAO DA PREVALENCIA DE INFECCAO ASSINTOl\/IATICA POR LEISHMANIA
INFANTUM EM DOADORES DE SANGUE DE REGIAO ENDEMICA PARA
LEISHMANIOSE VISCERAL
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Cristina Sato Vaz Tanaka!
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Introducdo: A Leishmaniose Visceral humana € uma doenca tropical negligenciada, endémica
no Brasil, causada por protozoarios do género Leishmania. Apesar de ser uma doenga
potencialmente fatal, estima-se que cerca de 85% dos individuos infectados sdo assintomaticos,
representando um risco para a seguranca transfusional. Considerando que a regido do Triangulo
Mineiro se encontra préxima a regides endémicas para a doenca, justifica-se a necessidade de
estudos que busquem compreender a dindamica relacionada a leishmaniose visceral assintomatica
e seguranca transfusional. Objetivo: Avaliar a prevaléncia de infeccdo assintomatica por
Leishmania infantum em doadores de sangue do Hemocentro Regional de Uberaba. Métodos:
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Federal do Triangulo
Mineiro e Fundagdo Hemominas (CAAE29950120.4.0000.5154). O grupo de estudo foi
composto por 325 individuos doadores de sangue, selecionados no Hemocentro Regional de
Uberaba, com idade entre 18 a 69 anos, de ambos 0s sexos, aptos a doacdo de sangue. Foram
coletadas amostras de sangue periférico no momento da doagdo de sangue, juntamente com o
material coletado para os testes de triagem. A deteccdo qualitativa de anticorpos 1gG contra L.
infantum foi realizada através por ELISA. A andlise descritiva foi realizada através do Software
SPSS, versdo 20.0. Resultados: A mediana de idade dos doadores foi de 36 anos (minimo 18 —
méaximo 69). A maioria dos doadores (53,2%) era do sexo masculino, branca (49,1%), solteira
(49,8%), nunca havia visitado regido endémica (76%) e nem possuia conhecimento sobre
leishmaniose visceral. Além disso, 68,6% dos doadores relataram posse de animal de estimacéo
(c@es) e 65,6% declararam residir em locais com quintal. Em relacdo a avalia¢do soroldgica, ndo
foram encontradas amostras reagentes. Conclusdo: Néao foi detectada presenca de doadores
assintomaticos infectados com L. infantum no Hemocentro de Uberaba.

Palavras-chave: doadores de sangue; leishmaniose visceral; portador assintomatico; transfusao
de sangue.
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EFEITOS DA QUERCETINA EM LINHAGEM DE CELULAS EPITELIAIS PULMONARES
A549 ESTIMULADAS COM EXTRATO DA FUMACA DE CIGARRO
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Introducé&o: O céncer de pulméo lidera o ranking de canceres que causam os maiores indices de
Obitos no mundo e o cigarro € o maior responsavel pela incidéncia desse tipo de carcinoma. Novas
estratégias terapéuticas complementares sdo necessarias devido ao grande nimero de efeitos
colaterais dos tratamentos convencionais associados a necessidade de prevencdo do declinio da
funcdo pulmonar. O estudo de substdncias naturais & de extrema importancia para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas complementares aos tratamentos convencionais do
cancer de pulmdo. A quercetina é uma molécula presente em alimentos como frutas e que
apresenta algumas propriedades anti-inflamatérias e anti-tumorais. Objetivos: Dentro deste
contexto, investigamos os efeitos da quercetina sobre pardmetros do processo de transicéo
epitelial-mesenquimal (EMT) de células pulmonares A549, expostas in vitro ao extrato da fumaca
do cigarro (EFC). Métodos: Foram avaliados a citotoxicidade do EFC e da quercetina pelo ensaio
de MTT, a producdo de mediadores soltveis envolvidos na EMT (TGF-B) por ELISA e a
expressdo de marcadores epiteliais (E-caderina/CD324) e mesenquimais (N-caderina/CD325)
envolvidos na EMT por citometria de fluxo. Resultados: Os resultados mostram que a quercetina
ndo é citotoxica para as monocamadas de células pulmonares. O pré-tratamento com quercetina
foi capaz de inibir a producdo de TGF- induzida pela exposicdo das células A549 ao EFC.
Além da reducdo do TGF-B, o pré-tratamento das células pulmonares com quercetina
provocou a reducdo da expressdo do marcador mesenquimal (N-cadherina) e aumento do
marcador epitelial (E-cadherina). Concluséo: Os resultados sugerem que a quercetina module a
EMT nas células pulmonares expostas ao EFC, podendo contribuir para o desenvolvimento futuro
de novas estratégias terapéuticas complementares direcionadas aos tumores do tecido pulmonar.

Palavras-chaves: Quercetina, A549, Extrato da fumaca do cigarro.
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DA CONCEPGCAO A COMPLEXIDADE: UM ESTUDO MULTIDICIPLINAR DO
DESENVOLVIMENTO CEREBRAL PRE-NATAL
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Introducdo: O estudo aborda o desenvolvimento do cérebro humano desde a concep¢do até o
nascimento, utiliza-se uma abordagem que integra diferentes campos, com enfoque na
neurociéncia, na psicologia e na medicina fetal. Essa perspectiva faz-se necessaria para a
compreensdo das consequéncias dos disturbios e condi¢des que podem afetar negativamente a
evolucdo cerebral. Compreende-se também a influéncia exercida pelas bases genéticas e 0s
fatores epigenéticos desde a fecundacdo. Objetivo: Identificar a formacgdo do cérebro antes do
nascimento envolvendo a neurociéncia, psicologia e medicina fetal além de examinar os
comportamentos que influenciam o desenvolvimento ainda nas primeiras fases da vida. Métodos:
Revisdo integrativa nos bancos de dados: GOOGLE ACADEMICO, PUBMED e BVS com
diferenca de no maximo 5 anos anteriores ao projeto. Discussdo: Trata-se de um artigo
multidisciplinar sobre o desenvolvimento pré-natal do cérebro envolvendo a integracdo de
diferentes perspectivas para obter uma compreensdo abrangente de como o cérebro humano se
desenvolve e como esse desenvolvimento é influenciado. Tais estudos requerem diferentes
campos de investigagdo, partilha de conhecimentos e diferentes metodologias para abordar as
questdes complexas envolvidas no desenvolvimento pré-natal do cérebro. Conclusédo: Conclui-
se que o desenvolvimento cerebral pré-natal € um processo complexo e crucial para a formacédo
do cérebro humano. Uma compreensdo mais aprofundada do desenvolvimento cerebral pré-natal
pode ajudar a identificar e abordar problemas potenciais que podem surgir mais tarde na vida.

Palavras-Chave: Cérebro; pré-natal; nascimento.
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ANCESTRALIDADE GENOMICA SUBCONTINENTAL E SUA CORRELAGCAO COM O
HAPLOTIPO CYP2C:TG
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Introducéo: O haplétipo CYP2C:TG, composto por 2 SNPs (rs2860840 e rs11188059) e
localizado no gene CYP2C18, foi recentemente observado em alta frequéncia em individuos com
alta ancestralidade nativo americana. Este haplotipo consegue influenciar a expressdo do gene
CYP2C19, o qual codifica uma enzima de mesmo nome responsavel por metabolizar
medicamentos de diferentes areas terapéuticas. Visto que individuos que apresentam esse
haplotipo estdo suscetiveis a sofrer falhas terapéuticas ao receberem doses padrdo de
medicamentos metabolizados pela CYP2C19, esse estudo pretende fomentar a importancia de
conhecer sua distribuicdo nas diferentes populacdes e etnias, agregando dados as populagdes
negligenciadas dos estudos farmacogenémicos. Obijetivo: Inferir a frequéncia do haplétipo
CYP2C:.TG em 26 populacdes do banco de dados 1000 Genomes Project e em 150 nativos
peruanos, além de correlaciona-las com oito componentes de ancestralidade genémica. Métodos:
Dados dos individuos para o haplétipo foram importados para a plataforma R. Foi realizado o
phasing, permitindo em sequéncia calcular as frequéncias do hapl6tipo nos individuos e
correlaciona-las com a ancestralidade gendmica, por meio de scripts. Resultados: O haplétipo
apresentou correlacdo positiva com ancestralidade sul europeia e nativa; e negativa com
ancestralidade africana, onde quase todos os individuos africanos obtiveram frequéncia nula. Os
nativos peruanos, analisados pela primeira vez na literatura, apresentaram as maiores frequéncias
(29 a 71%), seguidos pelos latino americanos (24 a 42%), europeus (15 a 24%), leste asiaticos
(10 a 20%) e sul asiaticos (11 a 16%). Conclusdo: Estudos da distribuicdo de variantes e a
implementacdo de uma medicina de precisdo sdo importantes, uma vez que populacbes
geneticamente diferentes recebem o mesmo padréo de tratamento e podem sofrer com falhas
terapéuticas e efeitos adversos, apesar de apresentarem diferencas na presenca de variantes
importantes na prética clinica.

Palavras-Chave: Nativos americanos, Farmacogenes, Polimorfismo, 1000 Genomes Project,
CYP2C:TG.
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Introducdo: O biofilme trata-se de uma forma de vida microbiana séssil constituida por um
conjunto de células isoladas envoltas por uma matriz polimérica altamente hidrofobica, o que
confere sua protecdo, podendo se formar em superficies abidticas e bioticas. Varios
microrganismos possuem capacidade de formacéo de biofilmes como mecanismo de resisténcia,
principalmente as bactérias. Esta particularidade tem sido um fator etiolégico para diversas
doengas em seres humanos, principalmente quando formados em bancadas ou em dispositivos
médicos de hospitais, como cateteres, valvulas cardiacas, lentes de contato entre outros, deixando
0s pacientes suscetiveis a infecgdes hospitalares, tornando-se um grave problema de satde publica
no Brasil. Objetivo: Esse trabalho teve como objetivo fazer uma revisdo da literatura quanto a
gravidade da formac&o dos biofilmes bacterianos para pacientes hospitalizados.. Métodos: Para a
realizacdo do estudo foi feita uma revisao bibliografica em trabalhos publicados a partir de 2013
com os descritores "Biofilmes” ¢ “Hospitais” no Google Académico e Science Direct. Resultado:
As pesquisas demonstraram que 80% das infeccGes hospitalares por agentes bacterianos
resistentes sdo provenientes de biofilmes, o que se deve a resisténcia das bactérias associadas a
biofilmes aos antimicrobianos, fator que corrobora para o agravamento desse quadro. De maneira
geral, a maioria das infec¢des adquiridas em hospitais séo em pacientes portadores de proteses ou
implantes, bem como os cateteres, causadores de infecgdes relacionadas ao trato urinario,
causadas pelas bactérias Proteus mirabilis e Escherichia coli. Conclusdo: Portanto, para
determinar a gravidade do quadro clinico de cada paciente, € imprescindivel analisar as
caracteristicas inerentes a cada espécie formadora do biofilme, juntamente com a elaboragédo de
medidas para mitigar a formacao de biofilmes em instituicdes hospitalares no Brasil.

Palavras-Chave: Biofilmes; satde publica; hospitais; Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a
Saude.
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Rodrigues?;, Hugo Felix Perinit; Marcos Vinicius da Silval*
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Introducdo: A Doenca de Chagas € uma doenca tropical negligenciada (DTN) causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi que acomete cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas no mundo. O
tratamento terapéutico utilizado atualmente acarreta efeitos adversos intensos, motivando, em
muitos casos, a interrupc¢do do tratamento pelos pacientes. Derivados de 2-amino-tiofenos, como
0 SB200, apresentam atividade anti-leishmania se apresentando como potencial alternativa
terapéutica contra T. cruzi, uma vez que Leishmania spp. € T. cruzi sdo da mesma familia de
protozoarios. Objetivos: Avaliar a atividade citotoxica (CC50) do composto SB200 em
mioblastos C2C12 (CRL-1772) e avaliar a concentracdo inibitoria minima (CI150) do composto
SB200 contra formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Colombiana). Métodos: As células C2C12
e as formas tripomastigotas foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),
as células na concentragdo de 1.10°células/mL e os parasitos em 5.10°parasitos/mL; apos foi feito
tratamento em diluicGes de 100 a 3,12 pg/mL por 24 horas com SB200 e realizado ensaio de
metabolizacdo da resazurina (540 nm). Resultados: Os resultados indicam que o SB200 nao é
toxico para as células C2C12, sendo a CC50 maior que 100 pg/mL, pois em nenhuma das
diluigBes testadas houve citotoxicidade maior que 50%. Também se mostra efetivo contra as
formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Colombiana), sendo a IC50 igual a 12,30 pg/mL, pois
nessa concentragdo foi eficaz em inibir 50% dos parasitos. Conclusdo: De acordo com 0s
resultados encontrados pode-se afirmar que o SB200 apresenta baixa toxicidade contra C2C12 e
mostra atividade anti-T. cruzi contra formas tripomastigotas, 0 que abre perspectiva para novos
ensaios contra outras formas do parasito e ensaios in vivo para melhor compreensdo dos efeitos
farmacoldgicos do composto.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; SB200; tripomastigotas
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ASSOCIACAO ENTRE O POLIMORFISMO RS895819 DO MIRNA 27A COM A
ENDOMETRIOSE

Julia Anfra Bernardi®, Alessandra Bernadete Trové de Marquit, Marco Fabio Prata Lima?,
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Introducdo: A endometriose é uma condigdo ginecoldgica definida pelo crescimento de tecido
semelhante ao endométrio externo a cavidade uterina. As mulheres afetadas tém prejuizo em
diversos aspectos de suas vidas, seja pelos sintomas como dor crbnica pélvica, dismenorréia,
dispareunia e infertilidade, ou pelo impacto psicoldgico, nas relacfes pessoais e produtividade.
Uma das possiveis alteracGes genéticas podem ocorrer nos micro RNAs, que participam de
diversas vias e modificacdes e sdo considerados potenciais biomarcadores no diagnostico da
endometriose Dentre eles, 0 miRNA-27a e seu polimorfismo rs895819 que resulta na alteracdo
dos nucleotideos A por G, ja associado a outras condigdes ginecoldgicas, como a sindrome dos
ovarios policisticos. Objetivo:Investigar o polimorfismo rs895819 de miRNA-27a em pacientes
com endometriose e verificar se 0 mesmo contribui para a patogénese da endometriose, podendo,
a longo prazo, ser usado como biomarcador. Métodos:Com aprovacdo no CEP-UFTM (protocolo
1628), foi coletado sangue periférico de aproximadamente 100 mulheres atendidas no
Ambulatdrio de Ginecologia e Obstetricia da UFTM e foi realizada a extracdo de DNA gendmico
pelo método de salting out. Posteriormente verificou-se a qualidade e quantidade do material para
realizacdo da discriminacdo alélica por meio de PCR em tempo real. A sonda utilizada foi a
rs895819 do miR-27a, identificada como Assay ID — C_ 3056952 20, e 0 equipamento 0
StepOne™ Real Time PCR System. As analises estatisticas foram realizadas por meio do
teste do Qui-Quadrado. Resultados parciais:Até o presente momento inexistem diferencas
estatisticas significativas entre o grupo de casos e controle para o polimorfismo (X2=0,66 e
p=0,72). A populacdo analisada estava em equilibrio de Hardy Weiberg entre os controles
(X2=1,56 e p=0,21) e entre as pacientes (X2=0,14 e p=0,70). Concluséo:Os resultados parciais
indicam que ndo houve diferenca significativa entre o0 0s gendtipos nos grupos estudados.

Palavras chave: Endometriose, MicroRNAs, Polimorfismo de nucleotideo Unico.
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PROPOLIS VERMELHA BRASILEIRA E SEU POTENCIAL FRENTE A
MICRORGANISMOS CAUSADORAS DE INFECCOES ENDODONTICAS
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tUniversidade Federal de Uberlandia (UFU), 2Universidade de Sdo Paulo (USP), *Universidade de
Franca (UNIFRAN).

Email: juliagomesudi@gmail.com

Introducdo: as infec¢bes endodbnticas sdo causadas por bactérias e leveduras que formam
biofilme. A Propolis Vermelha Brasileira (PVB) torna-se uma opgdo terapéutica promissora em
devido suas diversas atividades bioldgicas. Objetivo: avaliar a atividade antimicrobiana e
antibiofilme do extrato bruto hidroalc6olico e as substancias isoladas Oblongifolina B e
Gutiferona E da PVB frente a microrganismos causadores de infec¢cdes endodonticas. Métodos:
as bactérias avaliadas foram: Enterococcus faecalis (ATCC 4082 e isolado clinico), Streptococcus
salivarius (ATCC 25975 e isolado clinico), Staphylococcus aureus (isolado clinico) e as leveduras
Candida glabrata (ATCC MYA 276) e C. albicans (ATCC 28366). As amostras de PVB foram
avaliadas nas concentracfes de 0,195 a 3000 pg/mL. A atividade antimicrobiana foi avaliada
determinando-se a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), bem como a Concentracdo Bactericida
e Fungicida Minima. A atividade antibiofilme foi avaliada pela determinacdo da Concentracéao
Inibitéria Minima do Biofilme (CIMBso). Adicionalmente foi realizada a contagem de
microrganismos para avaliacdo dos organismos viaveis presentes no biofilme (logio0UFC/mL).
Resultados: os valores de CIM variaram de 3,12 a 6,25 pg/mL frente as bactérias e de 5,8 a 46,8
pug/mL frente as leveduras. A substancia Gutiferona E demonstrou acdo bactericida frente a S.
salivarius (isolado clinico). Os valores de CIMBso da Gutiferona E variaram de 0,195 a 12,5
pug/mL frente as bactérias e de 31,25 a 250 pug/mL frente as leveduras, sendo os menores valores
observado frente a S. salivarius (ATCC) e C. albicans (ATCC 28366). O numero de células
viaveis nos biofilmes bacterianos variou de 2,3 a 10,7 logi1oUFC/mL e 4,3 a 10,1 logioUFC/mL
nos biofilmes leveduriformes. Concluséo: esse estudo demonstrou a atividade antimicrobiana e
antibiofilme da PVB frente a bactérias e leveduras causadoras de infec¢cdes endodonticas e visa
contribuir para o desenvolvimento cientifico nessa tematica.

Palavras-Chave: Atividade antimicrobiana; Atividade antibiofilme; Infec¢des endodonticas.
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AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA DE Staphylococcus sp. ISOLADAS EM UM
HOSPITAL VETERINARIO
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Introducdo: A resisténcia aos antimicrobianos representa uma grande preocupacdo na saude
publica, tanto humana quanto veterinaria, visto que esse perfil diminui a capacidade de eliminar
o0 crescimento bacteriano. O perfil de resisténcia bacteriana se da por mutacdes genéticas naturais,
e também através de mutacGes condicionadas pela alta exposicdo desses microrganismos as
drogas antimicrobianas, fato esse que tem sido cada vez mais presente nos dias atuais. Objetivos:
Avaliar o perfil de resisténcia de isolados do género Staphylococcus sp.. Métodos: Foram
coletadas 33 amostras de diferentes superficies e objetos de um hospital veterinario escola da
regido Sudoeste de Goids, utilizando Swabs estéreis embebidos em solucéo salina estéril a 0,9%
e conservados em tubos de ensaio contendo caldo Brain Heart Infusion. As amostras foram
previamente identificadas e posteriormente submetidas ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos através do método de disco-difusdo, com suspensdo bacteriana em turvacédo de
0,5 na escala de McFarland, sendo esta semeada em uma placa com agar Mueller-Hinton. Apds a
semeadura, foram adicionados os discos antimicrobianos correspondentes ao Staphylococcus sp.,
com a interpretacdo dos halos feita de acordo com os pardmetros definidos pelo BrCAST.
Resultados: Foram isoladas 31 amostras do género Staphylococcus sp., sendo estas: S.
epidermidis 35,5% (11/31), S. coagulase negativa 32,3% (10/31), S. pseudintermedius 25,8%
(8/31) e S. aureus 6,4% (2/31). Apds a realizacdo do TSA, foi observado que 15 isolados
apresentaram o perfil multidroga resistente com resisténcia a oxacilina, 8 amostras foram apenas
multidroga resistente e 8 isolados foram ndo droga resistente. Conclusao: As bactérias do género
Staphylococcus sp. apresentam resisténcia em padrdo multirresistente, assim como resisténcia a
oxacilina, havendo a necessidade de melhores praticas de higiene e de prevencdo de
contaminag0es cruzadas.

Palavras-chave: Bactérias multirresistentes; antimicrobianos; clinica animal
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FARMACOS NO MEIO AMBIENTE: UMA VISAO GERAL SOBRE OS ANTIMICROBIANOS
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Introducdo: A partir da sintese laboratorial dos farmacos antimicrobianos, estas substancias
foram cada vez mais exploradas e incorporadas no tratamento de infecc¢bes, diminuindo sua
letalidade e mortalidade. Entretanto, seu uso indiscriminado e em larga escala veio acompanhado
de algumas preocupacdes, como o surgimento de linhagens patogénicas multirresistentes a esses
farmacos, a contaminacao ambiental e, consequentemente, efeitos nocivos diretos aos seres vivos.
Objetivo: Realizar uma revisao da literatura cientifica no intuito de sintetizar os dados sobre a
presenca de antibacterianos, antifungicos e antiparasitarios no meio ambiente, em especial em
aguas de superficie, e relatar seus potenciais efeitos ecotoxicologicos. Métodos: Realizamos uma
busca ampla de estudos no Google Scholar, PubMed, SCOPUS e Web of Science utilizando
descritores referentes ao meio ambiente e aos farmacos em questdo. Resultados parciais: Até o
atual momento, diversas fontes de contaminagdo ao redor do globo foram descritas, como rios,
aguas residuais industriais, esgoto residencial e hospitalar e até agua potavel, em concentragdes
como 31 mg/L de ciprofloxacino, 236,95 mg/L de fluconazol e 682,7 ng/L de albendazol. Os
principais efeitos toxicologicos causados por estes farmacos foram toxicidade em algas,
carcinogénese em moscas e alteracfes na espermatogénese em humanos. Conclusdo: A
contaminacdo ambiental por antimicrobianos ja é conhecida e amplamente descrita na literatura.
Esses compostos ja sdo classificados como contaminantes emergentes, e inimeras sdo as
consequéncias de sua contaminacdo ambiental, como o desenvolvimento de microrganismos
multirresistentes, a ocorréncia de efeitos nocivos para o ecossistema e indiretamente para os seres
humanos, representando atualmente um grave problema ambiental e uma ameaca a satde global.

Palavras-chave: antibacterianos; antifungicos; antiparasitarios; ecotoxicologia; contaminantes
emergentes.
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Introducdo: Nas ultimas décadas, o Brasil vem intensificando suas politicas publicas na area de
fitoterapia, com intuito de estimular o uso racional e seguro de fitoterapicos. Dentre as plantas de
interesse cientifico e aplicacdo no SUS, esta a Arrabidaea chica, espécie vegetal, popularmente
conhecida como Pariri e utilizada como antianémico, cicatrizante, analgésico e antitumoral.
Varios métodos de preparo e uso do pariri sdo descritos na literatura, fato que pode interferir na
composi¢do fitoquimica e, consequentemente, na eficacia terapéutica e seguranca dos
fitoterapicos. Objetivos: Avaliar a citotoxicidade in vitro de diferentes extratos obtidos das folhas
de A. chica sobre células da linhagem Vero CCL81. Métodos: A matéria-prima vegetal foi
adquirida comercialmente, mediante apresentacdo de laudo de identificacdo botanica. O extrato
aquoso (EA) foi preparado por infuséo e os demais extratos foram obtidos por maceracdo em
alcool etilico 70% (EE) e em diclorometano (EDCM). Apds evaporacdo do solvente, os efeitos
de diferentes concentracdes dos extratos foram avaliados sobre a viabilidade celular, através da
técnica do vermelho neutro. O indice citotoxico (ICso) foi determinado através de regresséo linear.
Resultados: Dentre os extratos avaliados, o EA foi o fitoterapico que apresentou menor
citotoxicidade (ICso=557,5 + 14,8 ng/mL), seguido pelos EE (ICs0 = 58,3 + 1,3 ug/mL) e EDCM
(ICs0= 35,0 + 1,3 ug/mL), 0s quais apresentaram potencial citotoxico superior ao verificado para
0 EA. Conclusdo: Considerando que constituintes hidrofébicos tém maior facilidade em
atravessar a membrana citoplasmatica, podendo desencadear efeitos intracelulares, uma relacao
direta entre grau de lipofilicidade dos extratos e citotoxicidade pode ser estabelecida. Diante disso,
é de extrema importancia considerar o0 método e o sistema extrator utilizados na preparacéo de
fitoterapicos obtidos das folhas A. chica, uma vez que exercem influéncia sobre a toxicidade.

Palavras-chave: Arrabidaea chica; Pariri; citotoxicidade.
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CORRELAQAO DOS MARCADORES DO ESTADO REDOX NA DISEUNQAO RENAL EM
CENARIO DE OBESIDADE INDUZIDA POR DIETA RICA EM ACUCAR E GORDURA

Marina De Paula Salomé Dos Santos!; Juliana Silva Siqueiral; Fabiane Valentini Francisqueti-Ferron®?;
Camila Renata Corréa*!
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Embora reconhecida hd muito tempo como fator de risco cardiovascular a obesidade, por
mecanismos diversos, também se associa a doenca renal. O aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio e/ou na redugéo da atividade antioxidante desenvolve o estresse oxidativo
(EO), o qual causa danos em lipidios, proteinas e DNA de células, que no tecido renal, promove
injuria tubular e glomerular. O objetivo do estudo foi avaliar a correlagéo entre marcadores do
estresse oxidativo e parametros da doenca renal em animais obesos por dieta rica em aglcar e
gordura. Ratos Wistar foram distribuidos em dois grupos: dieta controle (C, n=7) ou dieta high
sugar fat acrescida de 25% de sacarose na agua + veiculo (HSF, n=7) por um periodo de 20
semanas (CEUA: 1337/2019). Foram avaliados o indice de adiposidade (I1A); funcéo renal: razdo
proteina/creatinina e pela taxa de filtracdo glomerular (TFG); marcadores de EO renais:
malondialdeido (MDA), 4 hidroxinonenal (4-HNE), proteinas oxidadas (AOPP), carboniladas
(CBO) e a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT).
Dados foram expressos em média + desvio padrdo. A comparacdo foi determinada por Two-way
ANOVA seguida pelo post-hoc de Tukey. A correlacdo entre marcadores do EO e parametros da
funcdo renal foi estabelecida pela correlagdo de Pearson. Nivel de significancia: 5%. O grupo
HSF apresentou maiores IA, proteindria e CBO e menor TFG comparado ao C. Houve correlagdo
positiva e significativa entre AOPP, MDA e CBO com proteindria, correlacdo negativa e
significativa entre CBO e TFG. Em conclusdo, o EO mostrou correlacao positiva com disfuncao
renal.

Palavras-chave: “Obesidade”; “rins”; “estresse oxidativo”.
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MODELAGEM E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DO TRIMERO “CABECA” DA
GLICOPROTEINA GC DE ORTHOBUNYAVIRUS OROPOUCHE

Raquel Ataide Guimarées®; Ricardo Lemes Gongalves!; Roosevelt Alves da Silva®
1Universidade Federal de Jatai - UFJ
Email: raquel.guimaraes@discente.ufj.edu.br

Introducdo: Orthobunyavirus Oropouche (OROV) é um arbovirus com surtos epidémicos
subnotificados por todo o Brasil, transmitido através do mosquito Culex ssp, sendo um vetor de
grande distribuicdo. OROV tem sintomas clinicos semelhantes a dengue, como por exemplo
cefaléia, mialgia e erupgdes cutaneas, dificultando sua identificacdo. Apesar da sua importancia,
ndo existe tratamento, vacina ou diagndstico soroldgico para 0 OROV. Estruturalmente, OROV
é caracterizado por seu envelope esférico com trimeros glicoproteicos na superficie. Esses
trimeros sdo importantes para a estrutura ¢ para o ciclo viral, sendo o dominio “cabega”
monomérico da glicoproteina Gc a Unica estrutura registrada do OROV. Objetivo: Predizer e
caracterizar estruturalmente o dominio cabeca da glicoproteina Gc do Orthobunyavirus
Oropouche e comparar essa com as estruturas glicoproteicas de outras espécies dentro do género
citado. Métodos: Foi realizado uma busca de sequéncia referencial ocorrida no Brasil (NCBI),
em seguida, através do BLASTp foi feita a comparacgdo sequéncias depositadas no genbank para
o0 entendimento da variabilidade, posteriormente, foi feita a modelagem do trimero do dominio
“cabeca” via servidores AlphaFold e SWISS-MODEL. A qualidade das estruturas modeladas foi
avaliada via MolProbity e ProSA-web. Com as estruturas validadas, a caracterizacédo foi efetuada
em busca de regides com potencial drogavel por meio do DoGSiteScorer. Resultado: Modelos
estruturais do dominio cabeca da glicoproteina Gc do OROV foram caracterizados e analisados,
reconhecendo regides importantes para futuras técnicas biotecnoldgicas. Conclusédo: Os modelos
obtidos permitem maior entendimento de aspectos moleculares da principal proteina estrutural de
OROQV. O presente trabalho fomentara a realizacdo de dindmica e ancoragem molecular, assim
como 0 mapeamento de epitopos para facilitar o desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas
como medida de enfrentamento de potenciais futuras epidemias de OROV.

Palavras-Chave: Orthobunyavirus Oropouche; Modelagem Molecular; Glicoproteina Gc.
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O IMPACTO VITAL: ATIVIDADE FiSICA NA LUTA CONTRA O CANCER E
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Introducdo: O artigo aborda a importancia da pratica de atividade fisica por pacientes
oncoldgicos em tratamento, ressaltando o efeito do exercicio no sistema imune. Como forma de
tratamento ndo-farmacoldgica, o exercicio fisico € ideal para prevencdo do cancer e reabilitacao
para pacientes que ja apresentam a doenca, pois quando analizado especificamente em células NK
(Natural Killer) do sistema imune, a atividade fisica estimula maior atividade no combate as
células tumorais. Objetivo: identificar a importancia da préatica de atividade fisica por pacientes
em tratamento ao cancer além de apresentar a atividade de células NK em células oncologicas.
Métodos: O trabalho apresenta uma revisao integrativa nos bancos de dados: SCiELO, GOOGLE
ACADEMICO e MEDLINE, com diferenca de no maximo 10 anos anteriores ao projeto
utilizando combinacdo de palavras-chaves. Resultados: O projeto prevé apresentar evidéncias
cientificas sobre os efeitos benéficos da atividade fisica na modulacdo do sistema imunoldgico,
com foco na atividade das células Natural Killer, conhecidas por seu papel na destruicdo de
células tumorais para auxiliar na melhora da resposta imune em pacientes afetados pelo cancer.
Conclusdo: Conclui-se que a combinacdo da pratica de atividade fisica com pacientes
oncologicos € eficaz, pois induz o aumento da atividade de células do sistema imune que sao
responsaveis por atacar células afetadas pelo cancer, porém com sele¢do cuidadosa dos exercicios
fisicos e acompanhado de supervisdo médica, tendo em vista que variedades do cancer em
diferentes pacientes pode alterar a resposta imune e o condicionamento fisico do individuo.

Palavras-Chave: Atividade fisica; tratamento cancer; pacientes oncoldgicos.
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Introducdo: O aumento dos casos de cancer no mundo segue acompanhado do consumo
crescente dos antineoplasicos para o tratamento dessa enfermidade. O consumo elevado, a
producdo, bem como, o descarte inadequado, resulta na inser¢do desses compostos no meio
ambiente. Essa contaminacdo ambiental é de interesse especial devido aos perigos para o
ecossistema, pois essas substancias apresentam efeitos citotoxicos e oncogénicos. Objetivo:
Realizar uma revisdo sobre a ocorréncia ambiental de antineoplasicos e seus possiveis efeitos
ecotoxicoldgicos. Métodos: Fizemos uma busca ampla na literatura no Google Scholar, PubMed,
SCOPUS e Web of Science utilizando descritores referentes ao meio ambiente e aos
antineoplasicos. Resultados parciais: Os antineopléasicos ja foram encontrados em vérias
amostragens ao redor do mundo, incluindo esgoto hospitalar, municipal, &guas superficiais e &gua
potavel. Destacam-se concentracdes de quase 1,2 mg/L de cisplatina e carboplatina em esgoto
hospitalar, 161 ng/L de metotrexato e 8 ng/L de fluorouracil em aguas superficiais, além de 1,2
ng/L de ciclofosfamida em &gua potavel. Os estudos em roedores tém demonstrado danos renais
com a exposicao a cisplatina e alteragdes nas funcbes ovariana, espermética, no desenvolvimento
embrionario e deplecéo de leucdcitos com a exposicdo a ciclofosfamida. Também foram relatados
comprometimento motor e cognitivo com a exposicdo a cisplatina e vincristina. Conclusao: Os
antineoplasicos foram relatados em amostras ambientais de varias regides, inclusive em agua
potavel, e varios efeitos ecotoxicoldgicos ja foram reportados em estudos com roedores. A
conscientizacdo e criacdo de programas para descarte adequado de medicamentos,
desenvolvimento de produtos farmacéuticos biodegradaveis, pesquisa e implementacdo de
tecnologias de remocao, sdo algumas medidas que podem mitigar a presenca dessas substancias
no meio ambiente.

Palavras-Chave: Antineoplasicos; ecotoxicologia; contaminantes emergentes.
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DETECGCAO DE IGG TOTAL ANTI- TOXOPLASMA GONDII E AVIDEZ NO LIQUIDO
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Introducdo: A toxoplasmose é uma doenca provocada pelo protozoario Toxoplasma gondii, que
acomete cerca de um terco da populagdo mundial, e com registros de 14.308 casos de
toxoplasmose congénita (TC) no Brasil, em 2022. A TC ocorre pois o parasita detém a capacidade
de atravessar a barreira placentéria, causando efeitos deletérios no embrido e até aborto. O
diagnostico é pela deteccao no soro de anticorpos IgA e/ou IgM, na fase aguda, e de 1gG para a
fase cronica; ou pela pesquisa do DNA do parasito por PCR no liquido amniético (LA), porém
dado as limitacbes de cada método podem gerar falso-negativos ou falso-positivos. A deteccao
de anticorpos especificos ao parasita no LA ndo é atualmente padronizada nem utilizada para
diagnostico. Objetivo: Detectar IgG total anti-T. gondii e sua avidez no LA, para maximizar 0s
resultados de diagnostico precoce de TC. Métodos: Foram analisadas 47 amostras de LA e 25 de
soro materno (SM) de gestantes atendidas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Tridangulo Mineiro e no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, pelo ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de 1gG total e avidez (CEP 4.529.344). Resultados: Detectou-se a
presenca de IgG total em 23 amostras de SM (sendo 21 com alta avidez, 1 avidez intermediaria
e 1 baixa avidez) e em 44 de LA (sendo 10 com alta avidez, 25 avidez intermediaria e 9 baixa
avidez). Dentre as amostras analisadas, 12 de LA eram pareadas com o SM, sendo que todas
foram positivas para IgG total e apresentaram queda significativa de avidez do SM para o LA.
Assim, os niveis de IgG bem como a avidez de 1gG no LA foram significativamente menores que
no SM, e apenas no LA houve correlacdo positiva significativa entre os niveis de 1gG total e sua
avidez. Concluséo: A baixa avidez de 1gG sugere um quadro agudo da doenca, que pode cursar
com a TC. Assim, a dosagem de 1gG total anti-T. gondii e sua avidez no LA pode ser uma
ferramenta valiosa para auxiliar no diagndéstico precoce.

Palavras-chaves: “Toxoplasmose congénita”; “IgG total”; “IgG avidez”; “liquido amnidtico”.
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SALIVA E PLACA BACTERIANA
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Introducdo: A deteccdo precoce do Streptococcus mutans pode contribuir para prevengéo e
tratamento da carie em populagdes de risco. Estudos tém demonstrado resultados consistentes da
aplicacdo de técnicas moleculares para identificar bactérias cariogénicas. A partir de amostras de
saliva ou placa bacteriana, presente na superficie do dente, é possivel extrair DNA e realizar a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) sem a etapa prévia de cultivo microbiol6gico. No entanto,
devido a grande variedade de protocolos de extracao de DNA, é fundamental padronizar a técnica
de acordo com o tipo de amostra e peculiaridades de cada estudo. Objetivos: Comparar dois
métodos de extracdo de DNA em amostras de saliva e placa bacteriana de criancas atendidas em
Unidade de salde do bairro Alfredo Freire, Uberaba-MG. Métodos: Um total de 75 amostras (40
salivas e 35 placas) tiveram DNA extraido por kit especifico para DNA bacteriano ou por método
de fervura. A concentragdo de DNA[ng/ul] e razdo 260/280 foram mensuradas em
espectrofotdbmetro. Analises estatisticas no programa SPSSv20 (test-t ou Mann-Whitney) foram
realizadas para identificar diferencas na qualidade e concentracdo de DNA. Aprovacdo Comité
de ética em pesquisa UFTM: 5.700.069 de 22/10/22. Resultados: Dentre as 75 amostras, 24
foram extraidas com o kit e 51 por fervura. A extracdo por fervura resultou em concentracdo de
DNA, significantemente, maior do que o kit (média=34,9+63,1 versus 4,8+4,1 respectivamente;
Razdo de chance=3,6; p<0,0001). A razdo 260/280 foi semelhante entre os métodos
(média=1,8+1,9 para fervura e 1,3+0,7 para o kit;p=0,152). A diferenca entre os métodos foi
maior para amostras de placa (Razéo de chance=4,7) do que nas salivas (Raz&o de chance=2,9).
Conclusédo: Os dados sugerem que o método de fervura resulta em maior concentracdo de DNA
extraido sem alterar, de maneira significativa, a qualidade (razdo 260/280). Sendo relevante sua
aplicacdo, principalmente, para extracdo nas amostras de placa.

Palavras-chave: Extracdo de DNA, Placa bacteriana, Saliva.
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RESUMO

O virus Mayaro (MAYV) é um arbovirus da familia Togaviridae, causador da febre do Mayaro,
caracterizada por febre, dores de cabeca, mialgia e artralgia, podendo persistir por meses a anos. Néo
existem farmacos especificos ou vacinas aprovadas contra 0 MAYYV, sendo o tratamento sintomatico a
abordagem clinica principal. Nesse sentido, complexos metalicos apresentam potencial terapéutico
conhecido contra diferentes virus e consistem em fontes promissoras para o desenvolvimento de farmacos
antivirais. Este estudo visou avaliar a atividade antiviral de complexos metalicos de paladio (Pd), platina
(Pt) e zinco (Zn) contra 0 MAYYV in vitro. A citotoxicidade dos complexos BBAMPHCI, PABBAMP,
PtBBAMP, ZnBBAMP e PtLO4PPh;COOH foi avaliada em células Vero EB, selecionando as maiores
concentracdes ndo citotoxicas para o ensaio antiviral. BBAMPHCI, PABBAMP, PtBBAMP e ZnBBAMP
a 10 pM reduziram a replicacdo viral em 31%, 49,8%, 33,8% e 44,1%, respectivamente. O complexo
PtLO4PPhsCOOH a 50 pM reduziu a replicagdo viral em 93,9%. Em ensaios de dose- resposta, 0s
complexos apresentaram indices de seletividade de 11,6, 9,1, 16,7, 68,9 e >23,7, respectivamente. Estes
resultados indicam potencial antiviral dos complexos metalicos contrao MAY'V, embora sejam necessarios
estudos adicionais para elucidar os mecanismos de agdo antivirais. Esses achados destacam esses
complexos como candidatos promissores para o desenvolvimento de futuros farmacos antivirais contra o
MAYV.

Palavras-Chave: Virus Mayaro; Antivirais; Complexos Metalicos; Replicacéo Viral.
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INTRODUCAO

O virus Mayaro (Mayaro virus, MAYYV) pertence ao género Alphavirus e a familia
Togaviridae, e foi detectado pela primeira vez em 1954, em Trinidad, no soro de trabalhadores
florestais (Diagne et al., 2020). O genoma do MAY'V consiste em uma fita simples de RNA de
polaridade positiva, com duas regides abertas de leitura (Open Reading Frames, ORFs), sendo a
primeira traduzida em quatro proteinas ndo estruturais (nsPs): nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4, envolvidas
na replicacdo viral; e a segunda ORF traduzida em seis proteinas estruturais: capsideo (C),
envelope 1-3 (E1, E2 e E3), transframe (TF) e viroporina (6k) (Andreolla et al., 2022).

O MAYYV é o agente etiologico da Febre do Mayaro em humanos, que se caracteriza por
sintomas como calafrios, febre, tontura, manifestacdes gastrointestinais, dor de cabeca, dor ocular,
mialgia e artralgia persistentes. Sua transmissdo ocorre, principalmente, pela picada da fémea de
mosquitos do género Hemagogus, mas outras espécies de mosquitos hematofagos, como Aedes
albopictus e Aedes aegypti, também foram caracterizados como possiveis vetores do virus
(Esposito; da Fonseca, 2017; Dieme et al., 2020). De forma agravante, mais de 50% dos pacientes
infectados podem desenvolver a fase cronica e apresentam artralgia severa e prolongada, que pode
durar por meses ou anos, impactando diretamente fatores socioeconémicos em paises tropicais e
subtropicais (Li et al., 2019; Mendonga et al., 2023). Adicionalmente, ndo existem vacinas e/ou
antivirais licenciados capazes de prevenir ou tratar a doenca, sendo a abordagem clinica atual
baseada no manejo dos sintomas, com o uso de anti- inflamatdrios e/ou analgésicos (Diagne et al.,
2020). Nesse sentido, é evidente a necessidade de identificar novas moléculas que possam ser
aplicadas no desenvolvimento de novos farmacos anti-MAY'V.

Os ions metélicos estdo envolvidos em muitas fungdes vitais dos sistemas bioldgicos,
como a regulacéo do balanco eletrolitico, o transporte de oxigénio e a transferéncia de elétrons,
além de serem cofatores de diversas enzimas. Nesse contexto, a associacdo de ions especificos
com estruturas organicas ou inorganicas podem resultar em complexos metalicos inovadores com
atividade bioldgica maximizada e, consequentemente, no desenvolvimento de novos farmacos.
Os complexos metélicos tém sido descritos com atividades biolégicas antitumorais, anti-
inflamatorias e antimicrobianas (Burlec et al., 2023), mas também contra diversos virus como o
virus da imunodeficiéncia humana (Human immunodeficiency virus, HIV), Orthoebolavirus
zairense, Alphainfluenzavirus influenzae, Chikungunya virus (CHIKV) e o Coronavirus 2
relacionado a sindrome respiratoria aguda grave (Severe acute respiratory syndrome-related
coronavirus, SARS-CoV-2), sendo alguns descritos pelo nosso grupo de pesquisa (de Paiva et al.,
2021; Oliveira et al., 2020; Santos et al., 2022).

Dessa forma, considerando o potencial terapéutico dos complexos metélicos e a
necessidade de identificacdo de novas moléculas capazes de inibir a replicacdo do MAYYV, este
trabalho avaliou a atividade antiviral de complexos metalicos de Pd, Pt e Zn na replicagcdo do
MAYV.

OBJETIVOS
Avaliacdo da atividade de complexos metalicos de Pd, Pt e Zn na replicacdo do MAYYV in vitro.

MATERIAIS E METODOS

Os complexos metalicos avaliados nesse trabalho foram sintetizados pela Profa. Dra.
Camilla Abbehausen, do Departamento de Quimica Inorganica da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) conforme literatura publicada (Oliveira et al., 2024) Os complexos
metélicos BBAMPHCI, PABBAMP, PtBBAMP, ZnBBAMP, PtLO4PPh3COOH e PtLO4TCEP
foram dissolvidos em Dimetil-sulféxido (DMSO 99,9%, v/v) e mantidos a -20°C por dois dias.

A citotoxicidade dos complexos foi avaliada utilizando células de rim de macaco verde
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africano (Vero-E6) semeadas em placas de 96 pocos e tratadas com cada compostos nas
concentracdes de 50, 10 e 2uM. A viabilidade celular foi avaliada por ensaio de MTT ((3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazoliumbromide), sendo utilizado DMSO como controle
ndo tratado. A maior concentracdo viavel de cada composto (viabilidade > 80%) foi selecionada
para triagem antiviral (Kamiloglu et al., 2020).

O efeito dos compostos no ciclo replicativo do MAYV foi analisado empregando o
MAYV-nanoluc, um clone infeccioso que carrega o gene da nanoluciferase. Para isso, as células
Vero-E6 foram infectadas com MAYV-nanoluc em uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,1
na presenca ou auséncia de cada molécula. Apés 24h, a atividade da nanoluciferase, que é
proporcional a replicacdo viral, foi quantificada de acordo com o protocolo do kit Renilla
Luciferase Assay System (Promega). O ensaio de viabilidade foi realizado paralelamente. DMSO
foi utilizado como controle néo tratado.

Os complexos ativos foram selecionados para a realizacdo de um ensaio de dose- resposta
empregando uma diluicdo seriada 1:2, em oito concentracdes variando entre 2,3 e 300 uM, na
presenca ou auséncia do MAYV-nanoluc em um MOI de 0,1. Apds 24h, a leitura da viabilidade
celular e replicacdo foram realizadas como descrito acima. A concentracéo efetiva de 50% (ECso),
a concentragdo citotoxica em 50% (CCso) e o indice de seletividade (SI) foram determinados
utilizando o software GraphPad Prism 8, que fornece os valores de CCsg e ECso e uma curva de
dose-resposta para 0 composto.

Foram considerados os valores médios de pelo menos dois experimentos independentes
concordantes, em triplicata, incluindo o desvio padrdo. DMSO 0,1% foi usado como controle ndo
tratado. As analises estatisticas foram feitas utilizando o software GraphPad Prism 8.0, em

que valores de p<0,05 foram considerados significantes. Para o estabelecimento dos valores de

ECso e CCso, 0s dados foram transformados em Log(X), onde X é a concentracdo, e submetidos a
uma regressdo ndo linear com quatro parametros em slope variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da triagem inicial da viabilidade celular, os compostos PTLO4PPh3COOH e
PTLOA4TCEP foram considerados viaveis a 50 uM com uma viabilidade de 94,5% e 98,5%,
respectivamente, enquanto BBAMPHCI, ZnBBAMP, PABBAMP e PtBBAMP foram viaveis a 10
uM (103,3, 95,8, 104,3 e 81,0%, respectivamente) (Figura 1). Esses compostos em suas maiores
concentracdes ndo citotdxicas foram selecionados para avaliagdo contra 0 MAYV. Apds o
tratamento com cada composto, foi identificado que PTLO4PPh3COOH inibiu 93,9% da
replicacdo viral. BBAMPHCI, ZnBBAMP, PA(BBAMP e PtBBAMP reduziram a replicacdo do
MAYV em 31%, 44,1%, 49,8% e 33,8%, respectivamente. Em contrapartida, 0 composto
PtLO4ATCEP ndo inibiu a replicagdo do virus (Figura 2).
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Figura 1: Viabilidade dos complexos metalicos em células VVero-E6.
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Legenda Figura 1: Células Vero-E6 foram tratadas com os compostos BBAMPHCI, ZnBBAMP, PdBBAMP,
PdBBAMP, PtBBAMP, PtLO4PPh3COOH e PtLO4ATCEP nas concentragdes de 50, 10 e 2 uM. Apbs 72h, a
citotoxicidade foi avaliada por ensaio de MTT. DMSO 0,1% foi utilizado como controle ndo tratado. Estdo
representados os valores médios de dois experimentos independentes medidos em quadruplicada. A imagem foi
gerada pelo Software GraphPad Prism 8.

Figura 2: Efeito de complexos metélicos de Zn, Pd e Pt em células Vero-E6 e na replicacdo do MAYV.
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Legenda Figura 2: A viabilidade celular (cinza) foi avaliada tratando células Vero-E6 com 0s compostos nas
concentracOes especificas. A atividade antiviral (preto), foi avaliada pela adi¢cdo do composto e MAYYV (MOI =0,1)
simultaneamente nas células Vero-E6. Os valores médios de no minimo dois experimentos independentes, cada um
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medido em triplicata, sdo representados. (**) P < 0,01, (***) P < 0,001, (****) P < 0,0001. A imagem foi gerada
usando o GraphPad Prism 8.

Os complexos ativos BBAMPHCI, ZnBBAMP, PdBBAMP, PtBBAMP e
PtLO4PPh3COOH foram avaliados em relacdo a dose-resposta. Como resultado, 0 composto
BBAMPHCI obteve um CCsp de 234,3 uM e um ECsp de 20,4 uM, enquanto o ZNBBAMP obteve
um CCso de 722,4 uM e um ECso de 10,4 uM. Da mesma forma, o composto PABBAMP apresentou
um CCso de 189,0 uM e um ECso de 20,7 uM, o PtBBAMP obteve um CCso de 191,4 uM e um
ECso de 11,4 uM e o PtLO4PPh3COOH apresentou um CCso >300 uM e um ECsg de 12,9 uM.
Os indices de seletividade dos compostos foram 11,6, 68,9, 9,1, 16,7 e >23,7 para 0s compostos
BBAMPHCI, ZnBBAMP, PdBBAMP, PtBBAMP e PtLO4PPh3COOH, respectivamente
(Figura 3).

Figura 3: Curvas de dose-resposta de BBAMPHCI, ZnBBAMP, PdBBAMP, PtBBAMP e
PtLO4PPh3COOH em células Vero-E6 e na replicacdo do MAYV
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Legenda Figura 3: Células Vero-E6 foram tratadas com os complexos metalicos BBAMPHCI (A), ZnBBAMP (B),
PdBBAMP (C), PtBBAMP (D) e PtLO4PPh3COOH (E), na presenc¢a ou ndo de MAYV- nanoluc (MOI =0,1),
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empregando uma dilui¢do seriada 1:2, em concentragdes variando de 2,3 a 300 uM. Apdés 24h, foi realizada a
leitura da viabilidade por ensaio de MTT e dos niveis de replicagdo pelo protocolo do kit Renilla Luciferase Assay

System (Promega). Os valores de EC50, CC50 e o Sl foram determinados utilizando o software GraphPad Prism 8.
Os gréficos representam valor médio de dois eventos independentes, medidos em triplicata, incluindo o desvio
padréo.

CONCLUSAO

Os dados apresentados sugerem que os complexos metalicos de paladio, platina e zinco
apresentam potente atividade antiviral anti-MAYV, e por isso, 0os resultados indicam esses
complexos como potenciais candidatos para o desenvolvimento de antivirais contra 0 MAYV.
Estudos adicionais séo necessarios para identificar o modo de acdo dos compostos ativos.
AGRADECIMENTOS
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RESUMO

A Diabetes Mellitus, sindrome metabolica cronica, esta relacionada com complicagdes sistémicas e/ou
especificas de drgdos /tecidos do portador da doenca. A conexdo entre metabolismo e imunidade é
bidirecional. A fisiopatologia da doenca envolve processos mediados pelo sistema imune, como a destruicdo
das células produtoras de insulina do pancreas, na Diabetes tipo 1. A glicose exacerbada no meio extracelular
sinaliza perigo metabolico, posto que ela ativa células reguladoras da inflamag&o crénica no tecido adiposo.
Dessa forma, a busca por medidas de prevencdo e tratamento é de extrema importancia, visto que as
alternativas atuais sdo de alto custo, baixa efetividade ou dificil adesdo. Centenas de achados na literatura
indicam o potencial das plantas medicinais para o tratamento das diabetes. Nesse cenario, o objetivo do
projeto foi avaliar o potencial imunomodulador de um extrato vegetal, composto por cinco plantas, cajueiro
(Anacardium occidentale), carqueja (Baccharis trimera), jambolao (Syzygium cumini), pata de vaca (Bauhinia
forficata) e pau de ferro (Libidibia ferrea), a fim de determinar o potencial fitoterapico do composto para a
Diabetes. Para isso, foi realizado o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para determinacdo de secrecdo das
citocinas IL-1p, IL-6, TNF-a e IL-10 em diferentes dilui¢6es do tratamento. Os resultados iniciais mostraram-
se promissores na imunomodulagdo da secrecdo de IL-1p, IL-6, TNF-a e IL-10. Logo, conclui-se que o
extrato, feito a partir de plantas medicinais encontradas no Triangulo Mineiro, tem potencial imunomodulador
benéfico, podendo ser uma futura alternativa a ser testada em situa¢6es de doengas de carater pro-inflamatorio,
tais como diabetes mellitus e dislipidemias.

Palavras Chave: Diabetes; imunologia; fitoterapia.
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INTRODUCAO

A Diabetes Mellitus, patologia em ascensdo devido as mudancas socioecondmicas e culturais
da populagéo, se caracteriza como uma doenca metabdlica cronica, provocada pela alta concentracdo
de glicose sanguinea e afeta cerca de 422 milhdes de pessoas globalmente, causando
aproximadamente 1,5 milhdes de mortes por ano. H& dois tipos de Diabetes de maior prevaléncia, a
Diabetes Mellitus tipo 1 e a Diabetes Mellitus tipo 2. Elas sdo deletérias se ndo controladas, pois
afetam ndo sé os sistemas endocrino e cardiovascular, mas também o sistema imune, ambos com
acdo sistémica no organismo (WHO, 2022).

Em condicGes de salde, a insulina é secretada pelas células p pancreaticas em resposta ao
aumento de glicose no sangue. Na Diabetes Mellitus, um desequilibrio no metabolismo de
carboidratos gera hiperglicemia. Além do mais , a fisiopatologia na Diabetes tipo 1 envolve a
deficiéncia na secrecdo de insulina, decorrente da destruicdo mediada pelos linfécitos TCD8+ das
células produtoras do hormonio, devido a inflamacdo mediada por linfocitos Thl CD4.reativas a
antigenos da ilhota pancreatica e a producéo de citocinas como TNF-a e IL-1, promovendo dano nas
ilhotas (C. A. BALDA; A. PACHECO-SILVA, 1999). J4, na Diabetes tipo 2, a inflamac&o crénica
é um possivel fator etioldgico da resisténcia a insulina, pois prejudica a secrecdo de insulina, além
de promover a intolerancia a glicose. Ademais, evidéncias sugerem que suas complicaces, tais como
dislipidemias, neuropatia, retinopatia e pé diabético, sdo dependentes de interacdes entre células
imunes e componentes da parede celular. Nesse sentido, a inflamagdo cronica emerge como uma
caracteristica chave da doenca, observada no alvo de insulina e nos tecidos (ROHM et al., 2022).

Fontes naturais foram utilizadas pelo homem em toda a historia para o tratamento de doengas.
Atualmente, boa parte dos farmacos sdo produzidos a partir de plantas (BARREIRO; BOLZANI,
2009). O Brasil é detentor de uma diversidade de plantas, o que torna o estudo de novas espécies
promissor. A utilizacdo de compostos bioativos tem recebido cada vez mais destaque, pois modulam
a resposta do individuo de diversas formas, entretanto mais estudos sdo necessarios para o
entendimento desses compostos no organismo (ILSI, 2019). Apesar de existirem intervencdes como
0s hipoglicemiantes orais, esses em sua maioria ndo contribuem para a melhora das complicacgdes da
patologia e sdo de alto custo. Além do mais, 0 manejo via mudancas de habitos alimentares e pratica
da atividade fisica tém pouca aderéncia. Logo, a procura por alternativas de baixo custo e que somem
um bom prognostico as opgdes existentes se faz necessaria.

Muitas sdo as plantas medicinais com compostos bioativos capazes de modular, mesmo que
de maneira experimental, alguns parametros clinicos e bioldgicos da Diabetes. Dentre eles, alguns
se destacam e apresentam uma diversidade de estudos na literatura a citar: Cajueiro (Anacardium
occidentale), carqueja (Baccharis trimera), jamboldo (Syzygium cumini), pata de vaca (Bauhinia
forficata) e pau de ferro (Libidibia ferrea). Ademais, a populacdo da regido do Triangulo tem
utilizado um extrato contendo tais plantas a décadas.

Assim, o objetivo foi avaliar o derivado vegetal proveniente dessas plantas, pois sdo de baixo custo e
impacto, em um modelo in vitro para determinar o potencial imunomodulador ap6s o tratamento em células.
A juncdo de plantas em fitoterapicos, como proposta no trabalho, ndo ¢ muito explorada e ainda ndo ha
fitoterapicos baseados numa unido de compostos provenientes de diferentes plantas. No entanto, o estudo de
tal aspecto surge como alternativa na investigacdo se os efeitos benéficos das plantas serdo somatorios ou
mesmo sinérgicos, aumentando de forma significativa a eficcia do tratamento (WOOTEN; ALBERT, 2020).

OBJETIVOS GERAL

Avaliar o potencial imunomodulador de um derivado vegetal produzido a partir de cinco
plantas medicinais utilizadas pela populagéo do Tridngulo Mineiro para Diabetes Mellitus.

ESPECIFICOS
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Determinar a secrecdo de citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10) in vitro por meio do Ensaio
de Imunoabsorcdo Enzimatica (ELISA) em células polimorfonucleares do sangue periférico
(PBMCs).

MATERIAIS E METODOS

O derivado vegetal foi obtido pelo pesquisador coordenador, responsavel pela pesquisa.
Foram utilizadas PBMCs para analise do perfil imunomodulador. Inicialmente, as células foram
isoladas no laboratério e a concentracdo das citocinas (IL-6, I1L-10, IL-1p e TNF-a) foram
determinadas por ELISA, no sobrenadante da cultura das céelulas de acordo com as recomendacdes
do fabricante. Os resultados encontrados foram tabulados no Excel e transferidos para o programa
GraphpadPrism 8.1, o qual foi utilizado para realizar as analises estatisticas. Os dados que nao
apresentaram distribuicdo normal, foram analisados por testes ndo paramétricos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel encontrar na literatura diversos potenciais bioldgicos interessantes nas plantas
utilizadas, bem como mostrado por nossos resultados obtidos a partir da juncdo das espécies
utilizadas. Quanto a composicao quimica, a literatura traz os mais diversos compostos bioativos nas
plantas, tais como flavondides, terpenos e acidos clorogénicos correlacionados com suas atividades
bioldgicas, tais como antioxidante, anti-inflamatoria, hipoglicemiante gastroprotetor, cardioprotetora
e hepatoprotetor (AJIBOYE, 2020)(JUNG et al, 2022)(RABELO; COSTA, 2018)(QAMAR et al,
2021).

Na menor diluicdo de nosso tratamento (¥2), o derivado vegetal apresentou elevacdo na
secrecdo de 1L-10 com diferenga estatistica em relagdo ao controle e as demais dilui¢Oes (figura 1).
Apesar da escassez de trabalhos mostrando a reducdo de modo direto em relacdo a I1L-10, diversos
achados apontam efeitos indiretos resultantes desse resultado. O tratamento com a infusdo de
carqueja foi capaz de combater a obesidade, a diabetes e suas complicagbes como a dislipidemia,
esteatose hepatica e a inflamacéo crénica em camundongos com desordens metabdlicas e macréfagos
ativados (XIMENES et al, 2022). Em uma pesquisa experimental, utilizando camundongos com
diabetes induzida por dieta rica em lipidios associada a estreptozotocina, 0s animais tratados com
extrato contendo jambol&o reduziram significativamente a glicose em jejum, colesterol total e a LDL
em relacdo aos animais controle, semelhante a metformina e de modo seguro para 0 consumo
(MASAENAH et al, 2021). Assim, nossos resultados sdo condizentes com o verificado por varios
cientistas.

Figura 1 - Producdo de IL-10 das PBMCs ap06s tratamento.
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Nas diluigdes ¥, 1/10, 1/30 e 1/100 nossos resultados mostram reducéo da secregéo de
citocinas de perfil pro-inflamatorio, destacando IL-1p e IL-6 (figura 2). Na literatura cientifica, as
plantas demonstram atividades que corroboram com nossos dados experimentais. Por exemplo, o
extrato etanolico das folhas, aumentou a sobrevida e
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longevidade de ratos diabéticos submetidos a sepse letal em relagdo ao grupo experimental sem
tratamento, mostrando que a espécie é efetiva para melhora de parametros que impactam a resposta
imune e metabolica no quadro de diabetes (OLIVEIRA et al, 2019). Em relacdo a citocina TNF-a,
ndo foram observadas diferencas estatisticas (figura 3). No entanto, alguns autores enfatizam a
capacidade de algumas dessas plantas em reduzir a secre¢do dessa molécula, como em um ensaio in
vivo com extrato etandlico do pau de ferro (Libidibia ferrea). Nesse ensaio, a espécie apresentou
atividade anti-inflamatoria no modelo de artrite induzida por zymosan em camundongos, inibindo a
inflamacdo sinovial, diminuindo o infiltrado inflamatdrio e a secrecdo de citocinas IL-1p e de TNF-
o. (FALCAO et al, 2019). Dessa forma, 0 derivado vegetal pode apresentar alta capacidade de
modular respostas imunes a fim de promover acdes terapéuticas.

Figura 2 - Producéo de I1L-6 das PBMCs ap0s tratamento
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Figura 3 -Producéo de IL-1p das PBMCs apds tratamento
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Figura 4 - Producdo de TNF-o das PBMCs ap6s tratamento
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Ademais, analisando o padrdo de imunomodulacdo com o extrato vegetal em PBMCs,
podemos afirmar que sdo promissoras as possiveis utilizacbes de tal intervengdo nas mais diversas
condiges, especialmente as de carater inflamatorio como ¢ a diabetes mellitus. Sob 6tica de estudos
individuais focados nas plantas de forma isolada, os desfechos s&o positivos. Uma revisao avaliando
o efeito do jamboldo em parametros da sindrome metabdlica, ressaltou que estudos clinicos e pré
clinicos confirmaram beneficios agindo como hipoglicemiante, antioxidante, hipolipidémico e
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anticarcinogénico (RIZVI et al., 2022). O extrato etanélico da pata de vaca tem alta capacidade
antioxidante, potencial inibidor de enzimas digestivas, além da eliminacdo de espécies reativas do
oxigénio e produtos de glicacdo avangada, moléculas produzidas em grandes quantidades no diabetes
e relacionadas ao envelhecimento, alzheimer, doencas renais crénicas, artrite e principalmente
desordens cardiovasculares (FRANCO et al., 2020). Ainda, capsulas contendo grénulos do extrato
como tratamento adjuvante em pacientes com DM2 durante 4 meses tiveram o melhor controle
metabdlico em comparacdo com 0 grupo que recebeu placebo (TONELLI et al., 2022). Em outro
estudo, a carqueja foi capaz de reverter todos os parametros alterados negativamente de ratos
diabéticos expostos a fumaca de cigarros e comida enriquecida de colesterol (SOUZA et al., 2020).
Logo, as plantas apresentam aspectos interessantes tanto para metabolismo glicémico,
imunomodulacéo e efeitos cardioprotetor.

Diante do exposto, ao investigar os dados de cada planta individualmente na literatura e,
somado a isso, considerando o impacto da combinagdo das plantas em nossa pesquisa, podemos
concluir que a utilizacdo do extrato apresenta perspectivas promissoras em diferentes condigdes.
Este cenério sugere uma potencial eficacia e relevancia terapéutica do extrato, respaldada pela
possivel sinergia observada entre as plantas.
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ESTUDO DA INCIDENCIA DE PARASITOS EM CAES ORIUNDOS DE ABRIGO ANIMAL NA
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RESUMO

H& muitos séculos, os cdes tem fornecido companhia aos humanos, o que tem resultado em diversos
beneficios para ambos. No entanto, junto a este estreitamento de lacos, ha também a crescente
preocupacdo com a saude dos animais. Uma vez que, os cdes podem ser uma importante fonte de
parasitas, capazes de infectar o homem e consequentemente, comprometer sua saude. Deste modo,
0 presente estudo analisou a incidéncia de parasitos encontrados em cdes. Tratar-se-a de um estudo
transversal, descritivo, em gque as amostras (40) de fezes foram analisadas utilizando a metodologia
de flutuagéo e sedimentacdo, para a pesquisa de ovos de helmintos, as amostras foram coletadas em
triplicata oriundas de uma clinica veterinaria particular no municipio de Barretos. Com base nas
analises coproparasitoldgicas realizadas, foi constatada a incidéncia de 35% de ovos parasitarios nas
40 amostras de fezes estudadas.

Palavras-chave: zoonoses, helmintos, satde publica, céo.
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INTRODUCAO

Os cdes sdo animais de companhia que ha anos convivem com 0 ser humano, e esta
convivéncia tem fornecido diversos beneficios para ambas as partes. A infec¢cdo do homemm com
parasitas de cdes ocorre frequentemente, principalmente, devido a facilidade na transmissdo. Para
que esta ocorra, basta que os agentes sejam liberados pelas fezes dos cées, contaminem o ambiente
e posteriormente, infectem o ser humano. No entanto, o estrito contato entre caes e humanos, também
traz o alerta para a saude destes animais. Haja vista que, os cdes podem representar uma importante
fonte de agentes patoldgicos causadores de zoonoses (RIBEIRO et al., 2015). A infeccdo do homem
com parasitas de cdes ocorre frequentemente, principalmente, devido a facilidade na transmissao.
Para gque esta ocorra, basta que os agentes sejam liberados pelas fezes dos cées, contaminem o
ambiente e posteriormente, infectem o ser humano (WEESE et al., 2004).

OBJETIVO

Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivo analisar a incidéncia de parasitas em
animais oriundos de um abrigo animal, localizado na cidade de Barretos-SP.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, descritivo, no qual foram analisadas amostras de fezes
de cdes provenientes de abrigo animal, localizado no municipio de Barretos. Para tanto, foram
coletadas 40 amostras de fezes (uma por animal). Apds as coletas, as fezes foram
armazenadas em recipientes e transferidas para o Laboratorio de Parasitologia do Centro
Universitario da Fundacdo Educacional de Barretos — UNIFEB, onde foram processadas e
analisadas através do método de sedimentacdo espontanea, utilizando a técnica de Hoffman
(HOFFMAN; PONS; JANER, 1934). Apds a realizacdo das analises coproparasitologicas, 0s
resultados obtidos foram expressos em porcentagens utilizando-se Excel for Windows (2020), de
acordo com 0s patdgenos detectados.

RESULTADOS PARCIAIS

Com base nas anélises coproparasitoldgicas realizadas, foi constatada a incidéncia de 35% de ovos
parasitarios nas 40 amostras de fezes estudadas. Dentre as positivadas, destacou-se a presenca de
Ancylostoma duodenale (15%), porém, também, houve uma grande variedade de ovos de espécies
diferentes encontradas, tais como: Ascaris lumbricoides (7,5%), Strongyloides stercoralis (7,5%),
Enterobios vermicularis (5%), Hymenolepis nana (2,5%),

Entamoeba coli (2,5%).

CONCLUSAO

Com base nos resultados parciais obtidos, tornou-se evidente a importante incidéncia de
parasitas presentes nos cdes de abrigo em Barretos-SP. Isso destaca a importancia do monitoramento
e controle regulares para proteger tanto os animais quanto a saude publica. Reforcando que medidas
eficazes de manejo sanitario sdo essenciais para garantir o bem-estar dos cées e prevenir a
propagacdo de doengas parasitarias.
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RESUMO

A obesidade é uma doenca causada pelo excesso de gordura corporal e possui uma prevaléncia crescente e
global, responsavel por levar ao desenvolvimento de outras doengas e até o cancer. O estresse € uma reagao
vindo de frustracfes que estd presente em estudantes. O objetivo do estudo foi avaliar o nivel de estresse e
correlacionar com diferentes categorias do IMC em diferentes estudantes universitarios. Foram incluidos no
estudo 93 estudantes. O estudo utilizou o questionario Isag-A, para levantamento de dados sociodemogréficos,
estilo e qualidade de vida, e a Escala de Estresse, Ansiedade e Depressdo-21 (EADS-21) para avaliagdo dessas
trés subescalas. Para avaliar a obesidade, o estudo utilizou o calculo do indice de Massa Corpérea (IMC). A
maioria dos estudantes foram classificados com sobrepeso (40,9%) o nivel médio de estresse diminui
conforme o aumento do IMC. A ansiedade e depressdo ndo demonstraram haver relagdes com o aumento do
IMC. O nivel de estresse avaliado demonstrou haver uma relagdo com o IMC nos estudantes avaliados neste
estudo.

Palavras-chave: Obesidade, Estresse, IMC, Questionario, Estudantes universitarios.
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INTRODUCAO

A obesidade ¢ caracterizada por ser uma doenca cronica causada pelo acumulo elevado de
gordura, formagdo exagerada de tecido adiposo no corpo, levando ao comprometimento da sadude
(SOUZA et al, 2022). A presenca da doenca obesidade entre criancas e adolescentes pode levar a
doencas, desde asma, apneia do sono, diabetes tipo Il e até alguns tipos de cancer (CHEEMA et al,
2021). indices governamentais relatam que a obesidade mundial vem aumentando desde 1975 e ja
temos mais de 600 milhdes de adultos acima do peso e mais de 100 milhdes de jovens (PURNELL
et al, 2023).

Sua etiologia multifatorial contribui para uma epidemiologia mundial como um fator
preocupante & satide puablica, um dos calculos de composicédo corporal que auxilia a definir é o indice
de Massa Corporal (GUPTA et al, 2020). De acordo com a literatura, a obesidade pode ser uma
doenca evitada e reversivel (CHEEMA et al, 2021), principalmente com atividade fisica, que
demonstrou trazer perda de peso em obesos segundo a referéncia (BELLICHA et al, 2021). Em
relacdo ao seu desenvolvimento, a obesidade pode vir tanto por fatores genéticos, como 0s
polimorfismos (AKTER et al, 2022), quanto por fatores sociais, emocionais, ambientais e até com
disfungdo da microbiota (LUSTIG et al, 2022; GUPTA et al, 2020).

Outro estudo também alega que conviver em ambiente obesogénicos, ambientes que facilitam
a escolha de alimentos ndo saudaveis e/ou comportamentos sedentérios, levam a pessoa ao
desenvolvimento (ENDALIFER et al, 2020).

Portanto, sua origem multifatorial contribui para que cada caso seja tratado e analisado com
cuidado. o estresse é conhecido e descrito na literatura como uma reacao que pode vir de diferentes
origens, geralmente relacionada com traumas, frustracdes, exposicoes psicossociais (VAN DER
VALK et al, 2018). O estresse pode estar relacionado com o desenvolvimento de obesidade, atraves
de analises hormonais com o cortisol, porém pontuam que nem todos 0s casos tém a mesma relacao
(VAN DER VALK et al, 2018).

Com a globalizacdo e a urbanizacdo cada vez maior da populacdo o estresse é uma reacao
frequentemente descrita sobretudo nos jovens universitarios que passam por um amadurecimento e
responsabilidades cada vez maior, como estudar para exames, procurar emprego, e que acabam
levando ao consumo de bebidas alcodlicas e o uso de tabaco (LEE et al, 2019). Tendo em vista a
grande preocupacdo em relagdo ao aumento de obesidade mundial, vale entender mais sobre essa
doenca em diferentes classes sociais, faixas etarias e possiveis “estressores”. Além disso, avaliar os
niveis de estresse, ansiedade e depressdo, correlacionados com o desenvolvimento de doengas como
a obesidade.

OBJETIVO

Avaliar o nivel de estresse e correlacionar com diferentes categorias do IMC em diferentes
estudantes universitarios em um centro universitario no interior de Sdo Paulo.

MATERIAL E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, onde os alunos foram submetidos a um questionario
mesclado formado por dois questionarios padronizados, como base foram utilizados o
questionario Isag-A (Adaptado) é composto pelas seguintes secdes: informagbes sobre o
curso; indicadores sociodemogréaficos; indicadores do estilo de vida e saude; habitos
alimentares e controle do peso corporal; atividades fisicas e op¢des de lazer; comportamentos
preventivos; e indicadores dos niveis de estresse (RIBEIRO et al, 2004). O questionario, em sua
versdo final, composta por 48 questbes, e para avaliar o nivel de estresse dos estudantes foi utilizado
0 questionario Depression, Anxiety and Stress Scale — Short Form (DASS-21), do portugués Escala
de Estresse, Ansiedade e Depressdao-21 (EADS-21), que foi desenvolvida por Lovibond e
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Lovibond (1995) com o objetivo de medir e diferenciar os sintomas de ansiedade,
depressdo e estresse, atraves das respostas de multipla escolha dos proprios estudantes (PATIAS
et al, 2016).

Foi incluido no estudo alunos regularmente matriculados de diferentes cursos de graduacéao
e diferentes faixas etarias. Foram excluidos do estudo participantes que ndo responderam
inteiramente ao questiondrio, principalmente nos topicos que focou este estudo, como: idade,
altura, peso, habitos alimentares, atividade fisica, dados tabagista e consumo de alcool; quem rasurou
ou informou errado a pergunta ou respondeu de forma inconsistente; Para as analises estatisticas dos
dados gerados, o presente estudo utilizou o software SPSS versdo 20 e o ambiente R studio tanto
para andlises quanto para confecgdes de graficos e tabelas. A normalidade dos dados foi feita
atraves do teste de Shapiro-Wilk. Para dados paramétricos, foi utilizado o teste T para comparacéo
de grupos. Havendo uma caracteristica ndo paramétrica dos dados, a correlacdo de Spearman foi
utilizada para correlacionar as diferentes variaveis do estudo. Para todas as analises foi considerado
0 p<0,05.

RESULTADOS

Apb6s o preenchimento do questionério, foi extraido as informagfes sociodemograficas
dos participantes (n=93). O estudo obteve um maior nimero de individuos do sexo feminino
(65,59%) em relacdo aos do sexo masculino (33,33%). A maioria dos participantes, no momento da
pesquisa, estavam solteiros (90,32%), moravam em cidades préximas a Barretos-SP (52,68%), nao
fumavam (84,94%) e bebiam semanalmente (51,61%). Através do questionario, eles
disponibilizaram seus respectivos pesos e alturas, que serviram de dados para o célculo do IMC.
Além disso, 0s niveis médios de estresse entre os géneros masculinos e femininos foram observados
a fim de comparar qual género possui maior estresse junto com a média do IMC de ambos. A analise
mostrou que o grupo feminino possui a maior média de estresse (11,93) e um IMC médio classificado
como peso normal (24,22), ao contrario do grupo masculino que obteve uma meédia de estresse menor
(8) e um IMC médio classificado como sobrepeso (27,12).

CONCLUSAO
O nivel de estresse medido pelo EADS-21 demonstrou haver uma relacéo inversa com o IMC

nos estudantes universitarios avaliados neste estudo. Porém, € necessario a realizacao de um estudo
com um nimero maior de estudantes para confirmar o mesmo resultado.
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RESUMO

A criptococose é uma micose causada por leveduras do género Cryptococcus que frequentemente evolui
para quadros graves e pode levar a 6bito. O tratamento dessa infec¢do ainda é limitado, tanto pelas poucas
opgOes de drogas quanto pelo surgimento de alguns relatos de resisténcia. Diante disso, a busca por
formas alternativas de tratamento vem ganhando destaque, como a utilizacdo de nanoparticulas (NPs)
metalicas. O presente trabalho teve como objetivo testar o potencial antifungico de NPs de 6xido de zinco
dopadas com 9% de prata (ZnO:9Ag) contra isolados clinicos de leveduras do género Cryptococcus e
avaliar possiveis interacOes dessas NPs associadas ao fluconazol (FLU) e & anfotericina B (AMB). A
suscetibilidade antifangica foi realizada pelo teste de microdiluicdo em caldo, por meio do qual foi
determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) das NPs e dos antifingicos. O efeito sinérgico foi
avaliado pelo método “tabuleiro de xadrez” (checkerboard). Foram analisadas oito amostras clinicas de
Cryptococcus e amostras de referéncia de Cryptococcus neoformans (ATCC 28957), Cryptococcus gattii
(ATCC 24065) e Candida albicans (ATCC 14053). A CIM de ZnO:9Ag, FLU e AMB variou de 2 a 16
pug/mL, 0,25 a 4 pg/mL e 0,5 a 4 pg/mL, respectivamente. Foi encontrado sinergismo na associagdo de
Zn0:9Ag com AMB. O trabalho demonstra que as NPs de ZnO:9Ag apresentam boa atividade antiflngica,
bem como sinergismo com a AMB, usualmente utilizada para o tratamento da criptococose. Com isso, as
NPs demonstraram um potencial antifingico promissor, além da possibilidade de atuarem como adjuvante
no tratamento ja existente.

Palavras-chave: Criptococose; Cryptococcus neoformans; Cryptococcus gattii; Nanoparticulas.
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INTRODUCAO

A criptococose € uma micose causada por leveduras do género Cryptococcus que
frequentemente evolui para quadros graves e pode levar a ¢bito. Cryptococcus neoformans e
Cryptococcus gattii sdo 0s principais agentes etioldgicos e as manifestacdes clinicas variam de
acordo com o estado imunoldgico do hospedeiro, podendo causar desde infecgdes cuténeas a
formas pulmonares, as quais podem se disseminar e atingir o sistema nervoso central (SNC),
causando meningite criptococica (Srikanta et al., 2014; Brasil, 2023). Pacientes
imunossuprimidos, como aqueles com AIDS, transplantados, em uso prolongado de corticéides,
entre outros, sdo os mais frequentemente infectados por C. neoformans. Por outro lado, os
hospedeiros imunocompetentes sdo afetados majoritariamente por C. gattii e em regides
endémicas (Tay et al., 2022).

Atualmente, a meningite criptococica é responsavel por cerca de 181.000 mortes anuais
no mundo e possui taxas elevadas de mortalidade quando ndo tratada. Mesmo assim, o tratamento
da criptococose ainda é limitado, com poucas op¢des de antifungicos, dos quais os polienos, 0s
azois e as equinocandinas se destacam dentre os mais prescritos. A anfotericina B (AMB; polieno)
geralmente € o antifingico de primeira escolha, podendo ser combinada ou ndo com fluconazol
(FLU) ou flucitosina. Entretanto, em muitos paises, a utilizacdo da flucitosina ainda néo é
disponibilizada e o tratamento com a anfotericina B é apenas hospitalar. Além disso, ha um
aumento do numero de relatos de resisténcia antifingica aos principais antifingicos utilizados.
Ainda, sabe-se que o uso prolongado de antifingicos pode acarretar toxicidade ao hospedeiro,
principalmente hepato e nefrotoxicidade. Adicionalmente, o fato de o tratamento existente ser de
alto custo, contribui para que 0 maior nimero de mortes ocorra em paises com baixos recursos e
acesso limitado aos medicamentos (Vinche et al., 2022).

Nesse contexto, nas Ultimas décadas, muitos estudos tém sido desenvolvidos no intuito de
se descobrir novos agentes antifungicos que sejam mais acessiveis e menos toxicos. Desses
candidatos a novos antifingicos, as nanoparticulas (NP) tém ganhado destaque em diversos
trabalhos, com relatos de boas atividades antifungicas, inclusive contra Candida spp., por
exemplo, outra levedura de grande relevancia (Kermani, 2020). Entretanto, pouco se sabe sobre
seus efeitos contra as espécies causadoras da criptococose. Neste sentido, as NP se mostram como
uma boa alternativa para o desenvolvimento de um novo antiflngico (Renzi et al., 2020). Assim,
0 presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito antifungico da nanoparticula de éxido de
zinco dopadas com a prata (ZnO:9Ag) contra Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

OBJETIVOS
Objetivo geral

Testar a atividade antifingica de nanoparticulas de ZnO dopadas com prata contra
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii.

Objetivos especificos
- Auvaliar o efeito antifingico das nanoparticulas de ZnO:9Ag contra cepas de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii por meio da técnica de microdiluigdo em caldo.

- Auvaliar possiveis interagcbes das nanoparticulas de ZnO:9Ag associadas ao
fluconazol e a anfotericina B contra amostras de C. neoformans e C. gattii.

MATERIAIS E METODOS
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Obtencéo das amostras:

As amostras sdo provenientes da micoteca do laboratorio de microbiologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM). Utilizamos as cepas de referéncia de
Candida albicans (ATCC 14053), Cryptococcus neoformans (ATCC 28957), Cryptococcus gattii
(ATCC 24065) e amostras clinicas (sangue, liquor, urina e aspirado pulmonar) de Cryptococcus
spp.. As nanoparticulas de ZnO:9Ag (6xido de zinco dopados com 9% de prata) foram sintetizadas
no Laboratério de Nanotecnologia do Instituto de Fisica da Universidade Federal de Alagoas
(UFAL).

Ensaio da suscetibilidade antifingica:

Os perfis de suscetibilidade dos isolados de Cryptococcus aos compostos foram
determinados pelo método de microdiluicdo em caldo de acordo com o documento do CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) (CLSI, 2008a; CLSI, 2008b) para leveduras (M27-
A3 e M27-S4), utilizando meio de cultura RPMI. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi
determinada visualmente como a menor concentragéo do composto capaz de inibir completamente
o crescimento fngico em relacdo ao controle positivo (NCCLS 2002).

Avaliacdo de possiveis interacfes das nanoparticulas de ZnO:9Ag em associacdo ao
fluconazol e anfotericina B.

A interacdo entre fluconazol e anfotericina B com as nanoparticulas ZnO:9Ag foi
determinada pelo método “checkerboard” (tabuleiro de xadrez) em placas de 96 pogos (Odds,
2003). Esse ensaio é realizado da mesma forma do anterior, de forma que as NP foram colocadas
nos pogos da primeira fileira (Al a A12) e o FLU ou a AMB foram distribuidos nos pogos da
primeira coluna (Al a H1). No restante da placa foi testado o efeito sinérgico entre as NP e 0s
antifungicos. De acordo com as CIMs, o indice fracionario de concentracdo inibitéria (XCIF)
foi calculado para identificar sinergismo (<0,5), indiferenca (0,5 < XCIF < 4) e antagonismo (>4)
(Argenta, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram testadas oito amostras clinicas e amostras de referéncia de Candida albicans
(ATCC 14053), Cryptococcus neoformans (ATCC 28957) e Cryptococcus gattii (ATCC 24065).
No teste de suscetibilidade antiflngica, a CIM de Zn0O:9Ag das amostras clinicas variou de 2 a 16
pug/mL, ja a CIM das ATCCs variou de 2 a 4 pg/mL. Para o FLU, a CIM contra as amostras
clinicas variou de 0,5 a 4 pg/mL ¢ para as ATCCs de 0,25 a 4 ug/mL. Em relagdo a AMB, a CIM
variou de 2 a 4 ug/mL e de 0,5 a 2 pg/mL contra as amostras clinicas e ATCCs, respectivamente
(Tabela 1). Um estudo demonstrou que para a NP de ZnO contra C. neoformans e Candida
albicans foi obtido a CIM no valor de 125 pg/mL (Al-askar et al., 2023), enquanto que a NP de
prata e de ouro demonstrou efeito antifingico contra varias espécies do género Candida e também
contra C. neoformans (Du et al., 2021), o que vai de encontro aos nossos resultados sobre o efeito
antifungico de ZnO:9Ag.

Tabela 1 - Concentragao inibitéria minima de Zn0O:9Ag, FLU e AMB para as amostras de
referéncia e isolados clinicos

ATCC CIM (ng/mL)
Zn09%Ag FLU AMB
C. albicans (14053) 4 0,25 0,5
C. neoformans (28957) 4 1 0,5
C. gattii (24065) 2 4 2
Isolados clinicos
01 - C. gattii 2 1 4
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09 - C. neoformans 1 4
12 - Cryptococcus 4 4
13 - Cryptococcus 16 4 2
14 - Cryptococcus 2 2
15 - Cryptococcus 4 0,5 2
16 - Cryptococcus 4 1 2
17 - Cryptococcus 16 2 2

Zn0:9Ag: Oxido de zinco com 9% de prata; FLU: Fluconazol; AMB: Anfotericina B; CIM: Concentragio
Inibitéria Minima
Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

Em relacdo a interacdo entre nanoparticulas e antifangicos, foi observado sinergismo entre
Zn0:9Ag ¢ AMB em uma das amostras (XCIF igual a 0,5), onde foi constatada a diminuicdo da
CIM de 4 pg/mL para 1 pg/mL na presenca de 1 ug/mL da nanoparticula (Tabela 2). Um
estudo utilizando amostras clinicas de C. albicans que eram resistentes ao FLU, testou o efeito de
NPs de acido metacrilico com prata combinadas com FLU e demonstrou atividade sinérgica,
conseguindo restaurar a sensibilidade ao antifngico. Além de se observar reducdo da CIM,
também foi evidenciado, como consequéncia, a inibicdo da formacéo do tubo germinativo, que é
um importante fator de viruléncia desse fungo, o que ressalta o potencial das NPs nos casos de
resisténcia (Falcdo et al., 2022), o que vai de encontro aos nossos resultados com a presenca da
interagdo dos compostos.

Tabela 2 — Resultado do teste de sinergismo entre as NPs de ZnO:9Ag e AMB
Amostra Clinica 12

CIM CIF CIM AMB CIF AMB
Poco da placa Zn0O9Ag Zn09%Ag 5'CIF Resultado
(ng/mL) (ng/mL)
B8 2 05 0,5 0,125 0,625 |
C7 1 0,25 1 0,25 0,5 S
D2 0,0312 0,0078 2 05 0,5078 |
E2 0,0312 0,0078 4 1 1,0078 |
F2 0,0312 0,0078 8 2 2,0078 |
G2 0,0312 0,0078 16 4 4,0078 A
H2 0,0312 0,0078 32 8 8,0078 A

S: Sinergismo; I: Indiferente; A: Antagonismo; CIM: Concentracéo Inibitdria Minima; CIF: Concentragao
Inibitéria Fracionada; " CIF: Somatéria da Concentrag8o Inibitoria Fracionada; AMB: Anfotericina B; FLU:
Fluconazol

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.

CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho evidenciam o potencial antifingico das NPs de
Zn0:9Ag contra Cryptococcus. Além disso, demonstrou, a depender do isolado, sinergismo com
a AMB, antifingico amplamente utilizado na terapia antifingica. Diante do exposto, o estudo
contribui para o desenvolvimento de novos agentes antifungicos, mais efetivos e menos
dispendiosos.
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RESUMO

A forma digestiva da doenca de Chagas acomete entre 5-15% dos individuos infectados e reconhece- se
gue a eficiente resposta imune contribui na reducdo e controle da carga parasitaria. Todavia, 0s mecanismos
e mediadores envolvidos na etiopatogénese do megaesdfago chagasico (MEC) ndo estdo totalmente
elucidados. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a concentragdo das citocinas TNF- «, IL-15 e IL-
10, representantes do balanco da inflamagdo no plasma de individuos com MEC. Foram selecionados 49
individuos diagnosticados com megaes6fago, os quais foram classificados em: MEC, com sorologia
positiva para o T. cruzi (n = 38) e megaes6fago idiopatico (MEI), com sorologia negativa para o T. cruzi
(n=11). As concentracGes de TNF-«, IL-7f e IL-10 foram dosadas em amostras de plasma obtidas a partir
do sangue periférico por meio do ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). As concentragdes de
TNF-a, IL-18 e 1L-10 ndo apresentaram diferenca entre os grupos MEC e MEI. Assim como ndo foram
observadas diferengas nas concentragdes nos graus de MEC, ou nos casos de MEC avangado e nédo
avancado; embora se observe uma tendéncia de niveis maiores de IL-10 no grupo ndo avancado da
infeccdo. Deste modo, conclui-se que o perfil modulador pode favorecer a menor progressdo da lesdo
esofégica.

Palavras Chave: TNF-a, IL-18; IL-10; Megaes6fago; Trypanosoma cruzi
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma infecgdo cronica causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Esta doenga acomete cerca de seis a sete milhdes de individuos no
mundo, tratando-se de uma infeccdo endémica em 21 paises latino-americanos, entre eles o Brasil.
Nesses paises a doenca de Chagas é responsavel pela perda de cerca de 700 mil dias Uteis
decorrente de mortes prematuras, e quase dois bilhdes de délares em produtividade (PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018; DE SOUSA et al., 2024).

A infeccdo ocorre quando as formas infectantes, a tripomastigota metaciclica, invadem
diferentes tipos celulares, principalmente macréfagos, fibroblastos e células epiteliais, dentro das
quais se diferenciam, e podem invadir musculos e outros 6rgaos (YOSHIDA, 2008; CAROD-
ARTAL, 2018). Na doenca de Chagas sdo consideradas duas fases distintas: uma fase aguda que
se estende por até oito semanas, e caracterizada por elevada parasitemia e parasitismo, ativacao
excessiva do sistema imune caracterizada por niveis plasmaticos elevados de mediadores proé-
inflamatdrios, recrutamento e ativacdo de macrofagos, neutréfilos, células dendriticas, linfocitos
T e B (RASSI; RASSI; MARIN- NETO, 2010; DE OLIVEIRA et al., 2017); e uma fase cronica
que perdura ao longo da vida, e caracterizada por baixa ou parasitemia ausente, reduzido
parasitismo, niveis aumentados de anticorpos circulantes, presenca de infiltrado inflamatério
mononuclear e areas de fibrose nos tecidos infectados (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

O curso clinico e variavel, podendo cursar com a auséncia de sintomas (forma
indeterminada) ou o desenvolvimento das formas graves, como as gastrointestinais. A forma
digestiva acomete entre 5-15% dos individuos infectados (LIDANI et al., 2017; RICCI et al.,
2020). No Brasil, estima-se que em 2050 cento e setenta mil individuos vdo desenvolver o
megaes6fago ou megacdlon chagasico. Embora o percentual de 6bitos seja significativamente
inferior a forma cardiaca da infeccdo (cardiaca: 84,9%; digestiva: 9,4%), observa-se aumento da
mortalidade pela forma digestiva em todo o pais (DIAS et al., 2016).

Reconhece-se que a eficiente resposta imune contribui na reducdo e controle da carga
parasitaria. Entretanto, a faléncia dos mecanismos regulatérios na producdo e sintese de
mediadores pro-inflamatérios e anti-inflamatérios corrobora no desenvolvimento de lesbes
celulares irreversiveis e fibrose que resultam nas alteragGes clinicas observadas no coragdo e o
trato digestorio (DE OLIVEIRA et al., 2017). O perfil Thl é responsavel pela ativacdo de
macro6fagos, e sintese de substancias tripanocidas como o 6xido nitrico e as espécies reativas do
oxigénio (MANTOVANI et al., 2004). Assim, as citocinas pro-inflamatorias (ex.: IL-1f, IFN-y e
TNF-a) secretadas pelos linfocitos TCD4" favorecem a ativacdo de mecanismos protetores. Ja os
linfécitos T reguladores (Treg) apresentam importante funcdo na regulacdo da resposta pro-
inflamatdria na fase cronica da doenca de Chagas, ja que suprime atividade efetora dos linfocitos
T auxiliares, suprimindo uma resposta inflamatéria exacerbada (FIUZA et al.,, 2009;
JOSEFOWICZ; LU; RUDENSKY, 2012). Entretanto, parecem favorecer a persisténcia do
parasita, por meio da sintese de IL-10 e TGF-# (MARIANO et al., 2008).

Embora o sistema imune exerca papel fundamental no desenvolvimento das formas
gastrointestinais, ainda ndo estd completamente elucidado o envolvimento dos mediadores
pro-inflamatorios e moduladores na etiopatogénese do megaeséfago chagasico (PEREZ-
MOLINA; MOLINA, 2018; HOCHBERG; MONTGOMERY, 2023; DE SOUSA et al., 2024).

OBJETIVOS

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a concentragéo das citocinas TNF-a, IL-75 e IL- 10,
representantes do balanco da inflamacéo, em individuos com megaesdfago chagasico.

MATERIAIS E METODOS
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Este projeto foi aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (UFTM) sob o CAAE: 92356418.8.0000.5154. Foram incluidos 49 individuos
diagnosticados com megaesdfago, acompanhados pelo ambulatério de cirurgia do aparelho
digestivo da UFTM entre 2018 e 2022. Apds, os individuos foram classificados (CREMA et al.,
2003) em: (1) megaes6fago chagésico (MEC), com sorologia positiva para o

T. cruzi (n = 38) e (2) megaesodfago idiopatico (MEI), com sorologia negativa para o T.
Cruzi (n = 11). Neste periodo foi excluido um individuo por se recusar a participar da pesquisa.

As amostras de sangue periférico dos individuos foram coletadas em tubos especificos
contendo EDTA. Apds, o sangue foi transferido para tubos tipo falcon (50 mL) estéreis, contendo
10 mL de Ficoll-Hypaque e ap0s os tubos foram centrifugados a 450 xg por 30 min a temperatura
ambiente. Cerca de 700 pL de plasma de cada amostra foi transferido para tubos de 2,0 mL estéreis
e congelados a -80°C. As concentracdes da TNF-a, IL-1p e IL- 10 foram obtidas por meio da
técnica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) conforme instrucdes do fabricante e
protocolo ja estabelecido no Laboratorio de Imunologia.

A concentracdo em cada amostra foi estimada por meio da comparacéo da curva padrao
com as respectivas citocinas recombinantes. Por fim, os resultados das absorbancias obtidas foram
inseridos em uma planilha eletrénica no Microsoft Excel® (Microsoft, Inc., Redmond, WA, USA),
e analisados atraves dos testes de Mann-Whitney (U) para a comparagdo de dois grupos, e de
Kruskal-Wallis (H) para a comparacdo de trés grupos; por meio do software GraphPad Prism®
software version 8.0 (GraphPad, Inc., La Jolla, CA, USA). A concentracdo das citocinas foram
expressas em pg/mL de plasma.

RESULTADO E DISCUSSAO

Dos 38 participantes com MEC, 53% (20) pertenciam ao género feminino, e 47% (18)
ao género masculino. A média de idade entre os individuos com MEC foi de 65 anos, enquanto
que aqueles com MEI foi de 45 anos. Em relacéo a classificagdo do MEC, 21% (8) apresentavam
o grau /Il de comprometimento, 29% (11) dos individuos o grau Ill, enquanto 50% (19)
apresentava o grau 1V, sendo 79% (30) classificados em MEC avancado e 21% (8) em ndo
avancado. Ja em relacdo ao MEI foram considerados 11 participantes, 55% (6) dos individuos
acometidos sdo do género masculino, e 45% (5) do feminino. Além disso, 27% (3) apresentavam
o grau /1l de comprometimento, 55% (6) o grau Ill, e 18% (2) o grau IV, sendo 73% (8)
classificados em MEI avangado.

As concentragdes de TNF-a (p = 0,9860), IL-/5 (p = 0,3228) e IL-10 (p = 0,2616) néo
apresentaram diferenca entre os grupos MEC e MEI (Fig. 1). Segundo a literatura, a dosagem de
TNF-o (PISSETTI et al., 2009; SALVADOR et al., 2020) e IL-/5 (SALVADOR et al., 2020) no
plasma de individuos com as formas cardiaca, digestiva e indeterminada da infec¢do também néo
apresentaram diferenca, mas a concentracdo de IL-10 foi significativamente maior na forma
digestiva; indicando que niveis aumentados de IL-10 contribuem com a persisténcia do
parasitismo, da estimulacéo antigénica, e progressao das les6es teciduais (PISSETTI et al., 2009).
Logo, estes achados mostram-se parcialmente em concordancia aos desta pesquisa.

Figura 1. Concentracdo plasmaética de (A) TNF-a, (B) IL-18 e (C) I1L-10 em individuos com megaeséfago
idiopatico (MEI) e chagasico (MEC). As linhas horizontais representam os valores da mediana, as
extremidades das caixas representam os percentis 25% e 75%, e as linhas verticais representam os percentis
10% e 90% apos o teste de Mann-Whitney.
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Do mesmo modo, nédo foi observado diferenca nas concentracdes de TNF-a (p = 0,7453),
IL-75 (p = 0,5800) e IL-10 (p = 0,5484) nos graus de MEC (Fig. 2); assim como entre 0s casos
de MEC avancado e ndo avancado [TNF-a (p = 0,4958), IL-1 (p = 0,3441) e 1L-10 (p = 0,3028)]
(Fig. 3). Todavia, observa-se uma tendéncia a maior expressao de IL-10 nos casos ndo avangado
da infeccdo. Pesquisa realizada a partir da cultura de células mononucleares do sangue periférico
de individuos com os diferentes graus de MEC também n&o encontrou diferenca na concentracao
de TNF-a e IL-10, em relagcdo ao megacélon chagasico ou a forma indeterminada mesmo ap6s
estimulo com antigenos de T. cruzi (RIBEIRO; CREMA; RODRIGUES, 2008). A literatura
aponta que individuos com cardiomiopatia chagéasica dilatada apresentam niveis aumentados de
TNF-a, IFN-y e IL-6, em relacdo aos ndo infectados (SOUSA et al., 2014); havendo correlacao
entre a sintese aumentada de IL-/f e a hipertrofia de cardiomidcitos infectados pelo T. cruzi
(PETERSEN; BURLEIGH, 2003). Enquanto que aqueles com a forma indeterminada da infeccao
(SOUSA et al., 2014) ou com cardiomiopatia de grau leve (VASCONCELOS et al., 2015)
apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de IL-10; o que refor¢ca nosso achado no MEC
nédo avancado.

Em suma estes achados ressaltam que a prevaléncia do perfil pro-inflamatério esta
diretamente relacionado a progressao e gravidade da lesdo esofagica, caracterizada por hipertrofia
das células musculares, fibrose, destruicdo do plexo mioentérico, reducdo ou auséncia dos
movimentos peristalticos e dilatacdo do 6rgdo; uma vez que a sintese aumentada de TNF-a
também € observada em individuos com MEC néo avancado (CREMA et al., 2006). Enquanto
que a prevaléncia do perfil modulador nos graus I/I1 contribui para o balanco da resposta imune
na forma ndo avancada da infeccdo chagasica.

Figura 2. Concentragdo plasmaética de (A) TNF-a, (B) IL-18 e (C) I1L-10 em individuos com megaeséfago
chagasico (MEC) graus I/1l, 11 e IV. As linhas horizontais representam os valores da mediana, as extremidades das
caixas representam os percentis 25% e 75%, e as linhas verticais representam os percentis 10% e 90% ap0s o teste

de Kruskal-Wallis.
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Figura 3. Concentracdo plasmaética de (A) TNF-a, (B) IL-1£ e (C) IL-10 em individuos com megaesdfago chagésico
(MEC) ndo avangado e avangado. As linhas horizontais representam os valores da mediana, as extremidades das
caixas representam os percentis 25% e 75%, e as linhas verticais representam os percentis 10% e 90% ap0s o teste de
Kruskal-Wallis.
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CONCLUSAO

A resposta imune é fundamental para o controle da parasitemia e parasitismo pelo
T.cruzi, neste sentido mostra-se importante a compreensdo destes mecanismos nas diferentes
formas da doenca de Chagas. A etiopatogénese do MEC ainda apresenta importantes lacunas;
pouco se sabe sobre as repercussfes do sistema imune na progressao e manutencdo da leséo
esofagica na fase cronica da infeccdo. Nota-se uma prevaléncia de IL-10 na forma ndo avangada
do MEC, indicando que o perfil modulador mais proeminente pode favorecer a menor progressao
da leséo esofégica.
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RESUMO

A barreira placentaria € uma estrutura complexa, sendo, entretanto, atravessada pelo Toxoplasma
gondii, acarretando toxoplasmose congénita e problemas no desenvolvimento fetal. Trabalhos
prévios demonstraram que essa infeccdo desencadeia uma resposta imune Th1l exacerbada, e
também que a acdo de moléculas presentes no extrato de glandula salivar (EGS) de triatomineos,
ao induzir uma resposta do tipo Th2, modulam citocinas inflamatérias. Este grupo de estudo ja
demonstrou reducdo de parasitismo cerebral em camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii
com o uso do EGS. E possivel, entdo, hipotetizar os efeitos antiparasitarios do EGS em outros
modelos de infeccdo. O presente estudo, teve como objetivo avaliar os efeitos do EGS de
Rhodnius prolixus no parasitismo por T. gondii e na secrecdo de nitrito utilizando-se de células
trofobléasticas de linhagem BeWo. Para isso, celulas BeWo infectadas com T. gondii foram
tratadas com diferentes concentracGes de EGS. Avaliou-se a viabilidade celular e a proliferacao
de T. gondii nestas células. Também foram avaliados os niveis de 6xido nitrico secretado por
células BeWo infectadas e tratadas com EGS em comparacdo com células ndo tratadas.
Resultados mostraram que o parasitismo foi reduzido em contragdes mais baixas do EGS,
comprovando o efeito protetor nas células BeWo infectadas por T. gondii.

Palavras-Chave: Extrato de glandula salivar de triatomineos, Rhodnius prolixus, Toxoplasma
gondii.
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INTRODUCAO

A barreira placentéria € uma estrutura complexa capaz de fornecer nutricdo e trocas
metabolicas entre as circulacfes fetal e materna (Brolio et al, 2010). Além de suas func¢des de
trocas moleculares, a placenta atua como 6rgdo regulador imunoldgico, realizando defesa
celular, com a capacidade de secretar moléculas antivirais que atuam restringindo infecgdes, e
também transportam ativamente anticorpos, que protegem o feto por meio da expressao dos
receptores de imunoglobulina. Apesar desta funcdo de barreira restritiva, alguns patdgenos como
Toxoplasma gondii conseguem vencer a barreira placentéria e infectar o feto/embrido em
desenvolvimento. Com essa transmissdo, denominada como transmisséao vertical, podem ocorrer
0 surgimento de patologias, a exemplo da toxoplasmose congénita (Lopes et al, 2012).

A toxoplasmose congénita € uma forma de toxoplasmose, patologia causada pelo parasita
intracelular obrigatorio Toxoplasma gondii. A sua transmisséo se da principalmente de forma oral,
pela ingestdo de agua ou alimentos crus contaminados por oocistos esporulados oriundos de fezes
de gatos (hospedeiro definitivo do parasita), ingestao de cistos presentes em carne mal passada ou
oocistos presentes no ambiente. A outra maneira de infeccdo é a transmissdo congeénita,
anteriormente citada, ja que o parasita tem a capacidade de transpor a interface materno-fetal
(Dubey et al, 2008, Lopes et al, 2012).

A toxoplasmose congénita causa abortos, partos prematuros e problemas de
desenvolvimento fetal variados de acordo com o trimestre gestacional que a infeccdo ocorre
(Robbins et al, 2012, Maenz et al, 2014). Em neonatos, pode causar problemas neuroldgicos
(hidrocefalia, convulsdes, hipoacusia, microcefalia, calcificacdes cerebrais) (Dubey et al, 2008,
Robbins et al, 2012) e problemas oftalmoldgicos (cegueira e retinocoroidite) (Dubey et al, 2008).
Além de todos esses sintomas, também pode acarretar manifestacdes tardias em neonatos que nao
apresentem sintomas ao nascer.

A transposicao da barreira materno-fetal pelo T. gondii aparentemente esta correlacionada
com o processo inflamatério que acontece em resposta a infeccdo (Gdmez-Chéavez et al,
2020). Na ocasido da infeccdo, T. gondii modula ativacdo celular, producdo de microbicidas,
citocinas e anticorpos (Souza et al, 2014). Para controlar o parasitismo, 0 organismo hospedeiro
modula citocinas pro-inflamatérias como I1L-2, IL-6, IL-8 e IL-12, assim como IFN-y, em uma
resposta inflamatéria do tipo Th1l. O IFN-y quando produzido na resposta imune em quantidades
adequadas, promove controle do parasitismo e consegue manter a patogenia em estado de laténcia
(Meiraetal, 2014). Produzido de forma exacerbada, no entanto, aumenta a expressao da Molécula
de Adesdo Celular 1 (ICAM-1) nas células sinciciotrofoblasticas e facilita a transmissao de T.
gondii pela barreira placentaria (Ferro et al, 2008).

Moléculas capazes de modular uma resposta imune do tipo Thl apresentam-se como
estratégia promissora para tratamento de desordens de origem inflamatoria. O extrato de glandula
salivar de triatomineos apresenta este potencial. Triatomineos sdo insetos hemat6fagos
pertencentes a familia Reduviidae, com comportamento antropofilico observado em vérias
espécies. Em razdo de sua dieta hematdfaga, sua saliva possui propriedades anti-coagulantes,
anti-histaminicas, vasodilatadores e, principalmente, imunomoduladoras (Martins, 2018). O
extrato de glandula salivar consegue induzir a producédo de IL-10, citocina que regula a resposta
pro-inflamatoria é capaz de controlar a destruigéo tecidual causada pela resposta Th1l exacerbada,
e também consegue inibir a producdo de IL-6 e IL-12 (Gomez-Chavez et al, 2020, Mendes
et al, 2016).

OBJETIVOS

O estudo teve como objetivo analisar a provavel acéo protetora e antiparasitaria do extrato
de glandula salivar, obtido de triatomineos da espécie Rhodnius prolixus, sobre a infec¢do de
Toxoplasma gondii em células trofoblasticas de linhagem BeWo, analogas a interface materno-
fetal.
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MATERIAIS E METODOS
Cultura celular e manutencao in vitro de taquizoitos de T. gondii da cepa RH

As células BeWo foram mantidas em cultura celular, utilizando-se de meio de cultura
RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF). Concomitantemente a cultura das
células, foram mantidos in vitro taquizoitos de Toxoplasma gondii, da cepa RH, em células BeWo
também cultivadas em meio de cultura RPMI, suplementado com 2% de SBF.

Obtencédo do extrato de glandula salivar (EGS) de Rhodnius prolixus

Utilizando triatomineos da espécie Rhodnius prolixus provenientes do insetario da UFTM,
para a obteng&o do extrato de glandula salivar primeiro foi realizada a desinfeccdo dos espécimes
por submerséo em alcool 70% e posterior submersdo em agua destilada. Apds esse processo, foi
realizada a dissecacdo dos espécimes na altura do térax para obtengdo das glandulas salivares do
inseto. Em uma capela de fluxo laminar, as glandulas foram perfuradas com uma agulha e
posteriormente centrifugadas a 20.000g por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e sua
concentracdo proteica foi medida com auxilio de NanoDrop 2000, e entdo armazenado a -80°C
até o momento de uso.

Ensaio de viabilidade

Para a realizacdo do ensaio de viabilidade as células mantidas em cultura foram
contabilizadas com auxilio de camara de Neubauer e entdo plaqueadas em placas de cultura de
96 pocos na quantidade de 5x10* células por pogo, com meio RPMI suplementado com 10% de
SBF. As placas com as células foram incubadas em estufa umidificada com 5% de

CO , 37°C. Apbés 24 horas de incubagdo, as células foram tratadas com
quantidades 2 decrescentes de EGS (30ug, 15ug, 7,549, 3,75ug, 1,875ug, 0,937ug, 0,468ug,
0,234pg, 0,117upg, 0,0585ug, 0,02925upg, 0,014625ug, 0,0073125upg e 0,00365625ug) e
incubadas por mais 24 horas. Células ndo tratadas foram usadas como controle. A seguir, foram
adicionados 10pL de resazurina nas células tratadas e ndo tratadas. A determinagéo da viabilidade
celular foi feita a partir da analise de absorbancia no leitor automatico de microplacas EnSpire.
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EGS de R. prolixus
Ensaio de proliferacdo

Células BeWo mantidas em cultura foram plaqueadas em placas de 96 pocos na
quantidade de 5x10* células por pogo, em meio RPMI 10% SBF. As células foram incubadas em
estufa de 5% CO; a 37°C por 24 horas. Em seguida, as células foram incubadas com EGS, e,
concomitantemente, infectadas com taquizoitos de T. gondii (5x10° parasitos/poco). Células ndo



tratadas foram usadas como controle. A seguir as células infectadas e tratadas foram incubadas
na estufa por 24h, 48h e 72h, sendo que a cada fim de ciclo era observada acontagem de
parasitas por meio da realizacdo de ensaio de [-galactosidase e analisado o resultado. O
sobrenadante de cada placa ainda foi coletado e armazenado a -80°C para posteriormente ser feita
dosagem de nitrito pelo método de Griess. Os dados coletados foram analisados utilizando-se do
programa Graphpad.prism 8.

50000

40000

30000

20000
ST
o0
& %QQQ @}q oS @}q ,@QC’ ,\

Q O
& N

Al )
P N Q& Q? oV

EGS de R. prolixus
RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios de viabilidade com resazurina, o resultado demonstrou que nenhuma das
quantidades utilizadas de EGS de R. prolixus foi citotdxico para as células BeWo. Os ensaios de
proliferacdo demonstraram que na primeira leitura (incubacdo de 24 horas), a proliferacdo de
taquizoitos de T. gondii ocorreu em maior nivel em todas as quantidades de EGS utilizadas para
0 tratamento das células quando comparada com o grupo controle, exceto a quantidade de
0,234ug. A gquantidade de 0,02925ug foi a que demonstrou maior aumento de proliferagéo.

A segunda leitura (incubacdo de 48 horas) demonstrou que houve uma diminuicdo nos
niveis de proliferacdo dos parasitas de modo geral quando comparado com a primeira leitura.
Quando comparado com o controle, o nivel de proliferacdo das células tratadas e infectadas foi
maior, com excecao, novamente, das células tratadas com a quantidade de EGS de 0,234ug. O
aumento mais acentuado foi observado nas células tratadas com 0,00365625ug de EGS.

A terceira e ultima leitura (ciclo de 72 horas) demonstrou que as células tratadas e
infectadas, quando comparadas com as células do grupo controle, tiveram o parasitismo
controlado em todas as quantidades de EGS, sendo que o menor nivel de proliferacdo foi na
quantidade de 0,0585g. Foi também observado um aumento nos niveis de proliferagdo nos pocos
controle, ndo tratados com nenhuma quantidade de EGS, mesmo quando comparados com 0s
pocos controle nas leituras anteriores.

Os resultados sugerem que as quantidades mais intermediarias de EGS dentre as utilizadas
seriam as mais benéficas no controle do parasitismo, enquanto os dois extremos (quantidades
maiores e quantidades infimas) ndo teriam o mesmo efeito.

Sobre a dosagem de nitrito possivelmente presente no sobrenadante das células BeWo, em
ensaio utilizando o método de Griess, ndo foi observado nivel significativo de nitrito em nenhuma
das leituras.

69



24h 48h
100000 » 50000

80000+ 40000

enin BaWa cell

60000

30000
40000 ¢ 20000
20000—j - . . 10000] i - ’j_‘ i
0- T I 0- T T
&

aliforati

T.gendii preliferation in BeWe cells

T.gond

¥
& o < o o > i o ® > L N W P »
CHEEE RN A I A A o 16 SN RO
o < & oF < Y ) & &
o o7 o3 o o
BeWo cells treated with R. prolixus SGE BeWo cells treated with R. prolixus SGE
72h

, 80000

3

H

< 60000

&

c

5

£ 40000+

2

g

= 20000

S

g

- U_ T T T T T

~
& ,,a"@ n},@ »\“9 m‘,@ 1‘;? & s &
3 SN I A I S S
% o @ o o S é\ 6‘?
@ o &
BeWo cells treated with R. prolixus SGE

Os resultados do ensaio de invasdo e proliferacao, a partir da analise dos dados observados,
permitiram demonstrar que o extrato de glandula salivar do triatomineo Rhodnius prolixus possui
sim um efeito protetor nas células BeWo quando estas estdo infectadas com Toxoplasma gondii,
controlando o nivel de parasitismo nas células.
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RESUMO

A aterosclerose, assim como diversas doencas inflamatorias, leva a alteracbes no endotélio
vascular, causando maior adesdo leucocitaria e consequente aumento na permeabilidade
endotelial, permitindo a entrada de macromoléculas, em especial as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) que se acumulam na camada interna da parede arterial, podendo levar a
complicagdes graves. Uma vez presente na camada intima, o LDL é oxidado e fagocitado pelas
células, desencadeando uma resposta inflamatoria intensa. As células tronco mesenquimais
(CTMs), conhecidas por sua capacidade regenerativa e moduladora em diversas doencas
inflamatdrias, podem ter sua funcdo comprometida por esse ambiente pré-inflamatorio e pela
presenca do LDL oxidado assim como as demais células, embora ainda seja incerto o mecanismo
pelo qual isso ocorre. Dessa forma, este estudo busca determinar se as CTMs tém sua funcéo
modificada em ambientes pro-oxidativos, como na aterosclerose, e se essa modificacdo esta
relacionada com o agravamento do estado inflamatdrio na doenca.

Palavras Chave: “células tronco mesenquimais”, “aterosclerose”, “inflamagdo”, “disfun¢do
endotelial”’, “LDL oxidado”.
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INTRODUCAO

A aterosclerose se caracteriza como uma doenca inflamatdria multifatorial que cursa com
a formacéo de placas de gordura, calcio e outros componentes que se acumulam na parede das
artérias. Com o passar do tempo, essas placas comecam a dificultar a passagem sanguinea,
levando a diversas complicagdes uma vez que o sangue ndo sera distribuido de maneira correta
aos tecidos.

De acordo com Locatelli et al. (2009) e Sousa e Ribeiro (2019) os fatores de risco para
aterosclerose podem ser divididos em modificaveis, tais como tabagismo, sedentarismo,
obesidade, estresse, hiperlipidemia, hipertensdo arterial; e os ndo modificaveis, diabetes mellitus,
hipertensdo familiar, trombofilias, sexo, idade e hereditariedade. Observando o sistema vascular,
vé-se que o endotélio vascular é de suma importancia na manutencdo da hemostasia e, alteracfes
em sua fungdo em resposta a agdes mecanicas como ocorre na hipertenséo arterial sistémica
(HAS), as reacdes imunologicas e/ou quimicas constituem o primeiro passo fisiopatologico da
ativacdo dos mecanismos envolvidos na aterosclerose (Melo et al., 2007; Storch et al.,2017,
Gowdak, 2020). Em consequéncia a essa disfuncdo, o endotélio pode apresentar maior adeséo
leucocitaria e aumento da permeabilidade endotelial, favorecendo a passagem de
macromoléculas para a camada intima (em especial lipoproteinas. A consequente passagem das
lipoproteinas para a camada intima aumenta o indice de fagocitose pelos macrdfagos e células
musculares lisas, das quais possuem receptores de LDL modificados (‘’scavengers’’) e acabam
se tornando células espumosas.

O LDL sofre oxidacao nos tecidos, e, uma vez oxidado, essa molécula se torna toxica para
as células endoteliais, que passar a sofrer grande agressdo e inducdo de sintese de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento, amplificando o ambiente pro-inflamatério na camada
intima das artérias. As células tronco mesenquimais (CTMSs), constituem um subconjunto
heterogéneo de células regenerativas do estroma, capazes de se diferenciar e se modular de acordo
com os estimulos recebidos. Porém, ao serem afetadas pela acdo do LDL oxidado e estando neste
ambiente pré inflamatdrio, ndo se sabe ao certo se a funcdo das CTMs também é afetada por essa
molécula oxidada e se podem, de alguma forma, implicarem na fisiopatologia da aterosclerose
(OLIVEIRA, 2010).

Portanto, este trabalho busca estabelecer se ha modificagdo na fungdo das CTMs no
ambiente pré-oxidativo aumentado verificado na aterosclerose e se ha conexdo entre esta
alteracdo e a consequente piora no estado pré-inflamatério também verificado na aterosclerose.

OBJETIVOS
O objetivo central do presente estudo foi verificar se o LDL, particularmente aquele
oxidado, consegue promover alteragdes fenotipicas significativas nas CTMs cultivadas in vitro.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas células tronco mesenquimais de medula 0ssea de ratos Wistar Kyoto
machos com idade de 20 semanas (n=3) previamente isoladas, retiradas do banco de células
congeladas e armazenadas em nitrogénio liquido no Departamento de Fisiologia da universidade.
As células foram descongeladas e suspendidas em meio PBS para contagem da viabilidade
celular. Posteriormente, as células foram expandidas até a quinta passagem em meio de cultura
a-MEM em placas de 6 pocos e mantidas na estufa de CO2 até se atingir a confluéncia celular de
aproximadamente 80%. As células na quinta passagem foram tambem avaliadas por fenotipagem
molecular via citometria de fluxo e ensaio de diferenciacdo adipogénica e osteogénica, sendo
este processo realizado em triplicata. Apés confirmacdo de seu estado de celula tronco, as
amostras foram expostas ao LDL ou ao LDL oxidado, ambos marcados com o corante
fluorescente Dil. Realizou

se a contagem das células marcadas positivamente para LDL ou LDL oxidado, em relacéo
ao total de células por campo, quantificadas pelo nimero de nacleos marcados com DAPI. Foram
avaliados 10 campos por amostra em microscépio invertido de fluorescéncia (AxioObserver Z1,
Carl Zeiss, Germany). A razdo entre o percentual de cada campo marcado com Dil e 0 nimero
de nucleos em cada campo foi usada como um indice de fagocitose do LDL ou do LDL oxidado
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pelas células tronco mesenquimais. A comparacao da intensidade de fagocitose foi feita entre 0s
dois grupos usando um teste t ndo pareado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As células tronco mesenquimais obtidas dos animais experimentais e descongeladas
apresentaram caracteristicas fenotipicas esperadas, tais como auséncia de expressao de CKkit e
CD45 e elevada expressdo de CD29. Em adi¢cdo, como mostrado na figura abaixo (Figura 1), as
células tronco mesenquimais apresentaram capacidade de diferenciacdo osteogénica e
adipogénica, confirmando se tratar de células tronco.
A)

Figura 1 (A) Diferenciag8o osteogénica e (B) Diferenciacdo adipogénica de ratos Wistar Kyoto.
A marcacdo das CTMs através do corante Dil e DAPI, como mostrado abaixo (figura 2), se mostrou eficiente para
comparacdo da exposi¢do ao LDL normal ou LDL oxidado.

A)

B)

75



Figura 2 (A) CTMs expostas ao Dil e LDL normal. e (B) CTMs expostas ao Dil e LDL oxidado. Em azul observa-
se 0s nucleos celulares corados através de DAPI e em vermelho observa-se moléculas de LDL corados por Dil. O
indice de fagocitose das células tronco mesenquimais expostas ao Dil e LDL oxidado (0,282+0,064%/nucleo) foi
significativamente maior quando comparado as células tronco expostas ao Dil e LDL normal (0,094+0,010
%/nucleo, p<0,05, Figura 3), indicando uma maior atividade fagocitica das células para o LDL oxidado do que
para o LDL normal.

LDL Oxi-LDL

Figura 3: Valores médios (+erro padrdo) do indice de fagocitose (em %/nlcleo) de LDL ou de Oxi-LDL fagocitado
pelas células tronco mesenquimais (* p<0,05 versus LDL).

CONCLUSAO

As células tronco mesenquimais mostraram caracteristicas confirmadoras das
propriedades de células tronco esperadas. A avaliacdo do indice de fagocitose mostrou que o LDL
oxidado é fagocitado em maior quantidade pelas CTMs do que o LDL normal. Tal resultado
mostra que as CTMs, podem de alguma forma participar da patogénese da aterosclerose, visto
que o LDL oxidado, em outras células do microambiente aterosclerético, como células
endoteliais, macrofagos e células musculares  lisas, promove importantes  alteracdes
fenotipicas no sentido pré-inflamatorio.
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RESUMO

Enterococcus faecium destaca-se como um agente prevalente de infec¢des hospitalares devido
a sua habilidade de adquirir resisténcia a multiplos antimicrobianos, além de pertencerem a
microbiota residente de seres humanos, animais e amplamente distribuidos na natureza. Os
fenotipos de resisténcia considerados clinicamente mais significativos sdo associados com o
alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos, glicopeptideos e betalactdmicos. O objetivo do
estudo foi avaliar se isolados clinicos (IC) e ambientais (IA) de E. faecium resistentes a
vancomicina (VREfm) apresentam co-resisténcia a antimicrobianos de outras classes
(aminoglicosideos e betalactamicos). Os IC (n=38) obtidos de pacientes hospitalizados e os 1A
de alimentos (n=14) foram identificados fenotipicamente por meio de provas bioquimicas. O
método de diluicdo em caldo foi usado para determinar a concentracdo inibitoria minima da
ampicilina (betalactdmico), estreptomicina (aminoglicosideo), gentamicina (aminoglicosideo)
e vancomicina (glicopeptideo). O método disco de difusdo determinou o perfil de sensibilidade
aos demais antimicrobianos. Ambos realizados e interpretados segundo o CLSI. Os resultados
foram analisados usando o SPSS. Dentre os IC, 78,9% eram VREfm e nenhum IA apresentou
resisténcia a vancomicina. As porcentagens de resisténcia em geral foram todas mais altas para
os IC em comparagdo com os IA, no entanto, diferenga significativa (p<0,05) foi observada
apenas para os glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), betalactamicos, estreptomicina,
norfloxacina e tetraciclina. Dentre os IC, foi observada co-resisténcia a vancomicina/ampicilina
(36,8%) e a vancomicina/ampicilina/estreptomicina (23,7%), principalmente. Observou-se que
os VREfm apresentam comumente co-resisténcia & ampicilina, embora a co-resisténcia aos
aminoglicosideos seja relativamente baixa.

PALAVRAS-CHAVE: VRE, Aminoglicosideo, vancomicina, beta-lactdmico, multirresistécia.
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INTRODUCAO

A resisténcia intrinseca e/ou adquirida a multiplos antimicrobianos (ATM) e a
plasticidade genémica sdo fatores responsaveis pela ampla adaptabilidade do Enterococcus
faecium, especialmente no ambiente hospitalar, o que propiciou a esse microrganismo tornar-
se um patogeno hospitalar prevalente nas ultimas décadas, sendo responsavel por uma série de
infeccdes associadas a assisténcia em saude (GAO, et al., 2018; SPARO, et al., 2018; MEADE,
et al., 2021; SOLACHE, et al., 2019). Esta espécie também é encontrada fazendo parte da
microbiota residente do intestino de seres humanos e outros animais e na natureza, em
diferentes ambientes (LEBRETON, et al., 2014). Consequentemente, os residuos de ATMs
destinados a fins humanos, veterinarios e agricolas liberados diariamente na natureza podem
favorecer a selecdo de isolados ambientais de E. faecium resistentes, os quais podem atingir
seres humanos por meio de alimentos, de origem vegetal ou animal (VAN BOECKEL et al.
2017; MANYI-LOH et al. 2018).

Os fendtipos de resisténcia adquirida considerados clinicamente mais significativos
entre 0s enterococos sdo aqueles associados com o alto nivel de resisténcia aos
aminoglicosideos, aos glicopeptideos e as penicilinas (ampicilina, penicilina G e
ureidopenicilinas) (RICE, 2001). Os enterococos possuem uma resisténcia intrinseca aos
aminoglicosideos, porém, esta resisténcia € de baixo nivel, o que permite combina¢des com
betalactdmicos (penicilinas) ou glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina), gerando um efeito
bactericida essencial para o tratamento de infec¢des enterocdcicas mais graves (ELIOPOULOS,
2005). A resisténcia de alto nivel (high level resistance - HLR) aos aminoglicosideos (HLR-A)
elimina o efeito bactericida promovido pelo sinergismo com os ATM que atuam na parede. A
HLR a gentamicina (HLR-G) leva a uma resisténcia cruzada aos outros aminoglicosideos, com
excecdo da estreptomicina (RICE, 2001). Por isso, rotineiramente, gentamicina e
estreptomicina sdo os Unicos aminoglicosideos que devem ser testados para deteccao fenotipica
da resisténcia de alto nivel entre os enterococos.

Devido a escassez de opcdes de tratamento das infecgdes causadas por microrganismos
multirresistentes, como € o caso do E. faecium resistente a vancomicina (VREfm), a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) passou a considerar esse agente como prioritario, para
o qual é imperativo encontrar novas e eficazes estratégias terapéuticas devido a
multirresisténcia desses microrganismos (TACCONELLI et al., 2018). O monitoramento do
perfil de sensibilidade de isolados de E. faecium também é estratégico para acdes preventivas
que visem a prevencao e controle de sua disseminacao.

OBJETIVO

Avaliar se isolados clinicos e ambientais de E. Faecium resistentes e sensiveis a
apresentam co-resisténcia a ATM de outras classes (aminoglicosideos e vancomicina).

MATERIAIS E METODOS

Os isolados clinicos de E. faecium foram obtidos de pacientes internados no HC da
UFTM, no periodo de setembro de 2023 a marc¢o de 2024, pela realizacdo de exames com fins
diagndsticos no Servico de Patologia Clinica (SPC) (Setor de Microbiologia). Os isolados
ambientais foram obtidos de alimentos de origem vegetal e animal durante a execucéo de outro
projeto de pesquisa no Laboratdrio de Pesquisa de Microbiologia (LPM). A confirmacdo da
espécie foi realizada com base em sua morfologia e comportamento tintorial pela coloragéo de
Gram e por testes bioguimicos convencionais, segundo Facklam, Sahm e Teixeira (1999).

A concentracéo inibitoria minima (CIM) da ampicilina, estreptomicina, gentamicina e
vancomicina foi determinada pela técnica de diluicdo em caldo (DC), conforme recomendacfes
do CLSI 2021. Foram feitas dilui¢cbes seriadas dos ATM em caldo Mueller-Hinton, cujas
concentragdes variaram de 0,25 a 256pg/mL para ampicilina e vancomicina, de 1,0 a 512ug/mL
para gentamicina e 1,0 a 1.024pg/mL para estreptomicina. A CIM foi considerada como a
menor concentracdo de agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento do
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microrganismo detectado a olho nu. Para controle de qualidade, foram utilizadas amostras de
referéncia de acordo com cada antimicrobiano.

A resisténcia aos demais ATM foi verificada por meio do método de disco difuséo (DD).
Os ATM testados foram: betalactdmicos (penicilina 10U; imipenem 10ug); fenicois
(cloranfenicol 30ug); macrolideos (eritromicina 15ug); tetraciclinas (tetraciclina 30ug);
quinolonas (norfloxacina 10g); e glicopeptideos (teicoplanina 30ug). O indculo bacteriano foi
preparado a partir de uma cultura com 18-24 horas de crescimento e ajustado para uma turvacao
correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Essa suspenséo bacteriana foi semeada em toda
superficie do 4gar Mueller-Hinton usando swab. Em seguida, os discos com ATM a serem
testados foram distribuidos com uma pincga. As placas foram incubadas a 35+2°C. A leitura foi
feita apds 16-18h de incubacdo, exceto para vancomicina (24h). Os halos de inibi¢do do
crescimento foram medidos e comparados com tabela 2D (CLSI, 2021) classificando os
isolados em sensiveis, intermediarios ou resistentes. A qualidade dos discos foi verificada
usando Staphylococcus aureus ATCC 25923.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo foram avaliados 52 isolados de E. Faecium, sendo 38 de origem clinica e 14 de origem
ambiental. Nenhum isolado de origem ambiental apresentou resisténcia a ampicilina,
estreptomicina, gentamicina e vancomicina. No entanto, 3 isolados obtidos de alface, batata e
carne bovina apresentaram resisténcia intermediaria a vancomicina (CIM de 8-16ug/mL). Com
relacdo aos demais ATM testados, as porcentagens de isolados resistentes foram baixas (0 a
7,1%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco difuscai de isolados de
Enterecoccus faecium obtidos de pacientes hospitalizados (n=38) e do ambiente (n=14).

Antimicrobianos Yo de E. faccirm Yo de E. facciten =l
por classe clinicos ambientais
Sensivel Resistente Sensivel Resistente

Betalactiamicos

Ampicilina” 26,3 T3.T 1O, Oy 0.0 =0, 00 1
Penicilina 10.5 B9, 5 9Z.9 7.1 =000 1
Lmipernam 10,5 2O 5 NI It I -

Glicopeptideos

Wancomicina© 21.1 TR.9 THE.6 0,07 =, D 1
Teicoplanina 21,1 65 87 1O, Oy (A0 =0, 00 1
Aminoglicosideos

Geentamicina” B21.6 18,4 1O Oy (A ] O 09
Estreptomicina’ 1.1 28,9 1O, Oy (A0 0,025

Fluoroguinolonas

MNorfloxacina 15.8 2,2 71,4 0,07 0 02
Macrolideos

Eritromicina T.O 2.1 as.7 T3 0,094
Tetraciclinas

Tetraciclina 55.3 447 Q2.9 7.1 0019
Fenicols

Cloranfenicol 76,3 23,7 1O, O 0,0 0, OS2

PP =005 foi considerado significativo.



2Resultado obtido pelo método de diluicdo em caldo; para os demais ATM o resultado foi obtido pelo método disco
difusdo.
3Foram observados isolados com resisténcia intermediaria para esse antimicrobiano.

Por outro lado, a maioria dos isolados clinicos apresentou resisténcia a ampicilina
(73,7%), vancomicina (78,9%) e 18,4% e 28,9%, respectivamente, a todas mais altas que para 0s
isolados ambientais, no entanto, diferencas significativas (p<0,05) foram observadas apenas para
0s beta-lactdmicos, glicopetideos, estreptomicina, norfloxacina e tetraciclina.

A tabela 2 mostra o perfil de sensibilidade dos isolados clinicos de Enterecoccus faecium
resistentes a vancomicina (VREfm; n=30) e sensiveis a vancomicina (VSEfm;n=8). Os isolados
de VREfm apresentam altas taxas de resisténcia a todos os ATM testados em comparagdo com
os isolados VSEfm, exceto para gentamicina e cloranfenicol. Todavia, diferenca significativa foi
observada apenas para os betalactamicos, teicoplanina e norfloxacina.

Tabela 2 — Comparacao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados clinicos de Enterecoccus
faecium resistentes & vancomicina (VREfm; n=30) e sensiveis & vancomicina (VSEfm; n=8).

Antimicrobianos %% de VREfm % de VSEfin P
por classe

Sensivel Resistente Sensivel Resistente

Beta-lactimicos

Ampicilina® 16,7 83,3 62,5 37,5 0,019
Penicilina 3.3 96,7 37,5 62.5 0,024
Imipenem 3.3 96,7 375 62,5 0,024

Glicopeptideos

Teicoplanina 10.0 76,7 62,5 25.0° 0,022
Aminoglicosideos

Gentamicina® 833 16,7 75,0 25.0 0,624
Estreptomicina’ 66,7 33,3 87.5 12.5 (0,395

Fluoroquinolonas

Morfloxacina 6,7 93,3 30,0 50,0 0,012
Macrolideos
Eritromicina 3.3 96,7 25,0 75.0 1,106

Tetraciclinas

Tetraciclina 53.3 46,7 62.5 37.5 0,709
Fenicols
Cloranfenicol 73,7 23,3 75,0 25,0 0,922

1P <0,05 foi considerado significativo.

2 Resultado obtido pelo método de diluicdo em caldo; para os demais ATM o resultado foi obtido pelo
método de disco difusdo.

3 Foram observados isolados com resisténcia intermediaria para esse antimicrobiano.

Taxas decrescentes de resisténcia ao cloranfenicol entre enterococos foi observada desde 1997 a
1999 nos EUA (19% a 12%) e na América Latina (34% a 27%), de acordo com o Programa SENTRY
(LOW et al., 2001), a qual foi semelhante a observada no presente estudo (23,3%). Entretanto, sabe-se que
o0 uso de cloranfenicol para o tratamento de infec¢es por VRE resultam no desenvolvimento de resisténcia
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(LAUTENBACH et al., 2004). Em relagdo a tetraciclina, a taxa de resisténcia observada foi relativamente
baixa (46,7%) e inferior ao reportado pelo Programa SENTRY para a América Latina (67,2%)
(LAUTENBACH et al., 2004) e por outros estudos brasileiros em 2006-2007 (66,5%) (BENDER et al.,
2009). Diferentemente, taxas elevadas de resisténcia a eritromicina foram observadas para VREfm e
VSEfm, confirmando que a resisténcia a este antimicrobiano € muito comum entre 0s enterococos
(BENDER et al., 2009; SADER et al., 2001; CONCEICAO et al., 2011).

Desde seu isolamento inicial no Brasil, em 1998, o VREfm tornou-se preocupacéo frequente pelo
seu potencial de disseminag&o pelo contato e por esses isolados apresentarem resisténcia simultaneamente
a ATM de outras classes (DALLA COSTA et al., 1998), conforme reportado também no presente estudo.
A presenca de perfis de co-resisténcia a vancomicina, ampicilina, gentamicina e/ou estreptomicina entre
os isolados clinicos de E. faecium esta demonstrada na tabela 3. Os perfis mais prevalentes foram os de
resisténcia simultdnea a vancomicina/ampicilina (36,8%) e a vancomicina/ampicilina/estreptomicina
(23,7%). Vinte e cinco (65,8%) isolados clinicos ndo poderiam ser tratados com a combinacdo de agentes
que atuam na parede celular (ampicilina e/ou vancomicina) com os aminoglicosideos.

Tabela 3. Perfis de co-resisténcia a vancomicina, ampicilina, gentamicina e ou estreptomicina entre os
isolados clinicos de Enrercoccus faecium (n=38).

Resisténcia ao(s) antimicrobianos(s)’ Nuamero (%) de 1solados
Nenhuma 3(7,9
VAN 2(5,3)
AMP 2(5,3)
GEN 2(5,3)
EST 0
VAN, AMP 14 (36,8
VAN, GEN 3(7.9)
VAN, EST 0
AMP, EST 1 (2,6%)
AMP, GEN 0
EST, GEN 0
VAN, AMP, GEN 2(5.3)°
VAN, AMP, EST 9(23.7)°
VAN, AMP, EST, GEN 0

TAMP, ampicilina. EST, estreptomicina; GEN, gentamicina; VAN, vancomicina.
Isolados (n=35; 65,8%) que ndo podem ser tratados com a combinacdo de ATM que atuam na parede celular
(ampicilina e ou vancomicina) e aminoglicosideos.

Segundo alguns estudos, linhagens hospitalares de E. faecium caracterizam-se por
apresentarem resisténcia a ampicilina e as fluoroguinolonas. Em geral, o aumento de E. faecium

resistente a ampicilina costuma preceder taxas crescentes de VREfm em varios locais do mundo,
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especialmente em certos paises europeus (TREITMAN et al 2005; OTEO et al. 2007; WERNER
et al. 2008). Nos EUA, desde a década de 1990, os isolados de E. faecium representam mais de
95% de todos os VRE recuperados e a maioria deles também sao resistentes a ampicilina
(SHEPARD & GILMORE 2002). Da mesma forma, observou-se taxas semelhantes de resisténcia
a ampicilina (73,7%) e vancomicina (78,9%) entre os isolados clinicos de E. faecium em nossa
instituicdo. A porcentagem de resisténcia a norfloxacina (fluroquinolona; 84,2%) também foi alta.

CONCLUSAO
Os dados do presente estudo mostram que o0 VREfm apresentam comumente co-resisténcia
a ampicilina a ampicilina embora a co-resisténcia aos aminoglicosideos seja relativamente baixa.

AGRADECIMENTOS

PIBIC-FAPEMIG

REFERENCIAS

83



BENDER, E. A. et al. Identification, antimicrobial resistance and genotypic characterization of
Enterococcus spp. isolated in Porto Alegre, Brazil. Brazilian journal of microbiology, v. 40, n.
3, p. 693-700, 2009.

CONCEICAO, N. et al. Trends in antimicrobial resistance among clinical isolates of enterococci
in a Brazilian tertiary hospital: a 4-year study. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 44, n. 2, p. 177-181, 2011.

COSTA, D. et al. Vancomycin Resistant Enterococcus faecium: First case in Brazil. Braz J
Infect Dis, v. 2, n. 3, p. 160-163, 1998.

ELIOPOULOS, G. M. et al. Antimicrobial resistance in the Enterococcus. Bacterial Resistance
to Antimicrobials, Second Edition, [s.I] CRC Press, 2008. p. 255-289.

FACKLAM, R. R. et al. Manual of Clinical Microbiology. Washington DC, EUA: American
Society for Microbiology Press, 1999.

GAO, W.; HOWDEN, B. P.; STINEAR, T. P. Evolution of virulence in Enterococcus taecium, a
hospital-adapted opportunistic pathogen. Current Opinion in Microbiology, v. 41, p. 76-82,
fev. 2018.

LAUTENBACH, E. et al. Emergence of resistance to chloramphenicol among vancomycin-
resistant enterococcal (VRE) bloodstream isolates. International journal of antimicrobial
agents, v. 23, n. 2, p. 200-203, 2004.

LEBRETON, R.; WILLEMS, R. J. L., GILMORE, M. S. Enterococcus diversity, origins in
nature, and gut colonization. Em: GILMORE, M. S.: CLEWELL, D. B,; IKE, Y. (Eds.).
Enterococci: From Commensals to Leading Causes of Drug Resistant Infection. Boston:

[s.n.].

LOW, D. E. et al. Clinical prevalence, antimicrobial susceptibility, and geographic resistance
patterns of enterococci: results from the SENTRY Antimicrobial Surveillance

Program, 1997-1999. Clinical infectious diseases: an official publication of the Infectious
Diseases Society of America, v. 32 Suppl 2, n. s2, p. S133-45, 2001.

MANY-LOH, C. et al. Antibiotic use in agriculture and its consequential resistance in
environmental sources: Potential public health implications. Molecules (Basel, Switzerland),
V.23, n.4,p. 795, 2018.

MEADE, E.; SLATTERY, M. A.; GARVEY, M. Biocidal resistance in clinically relevant
microbial species: A major public health risk. Pathogens, v. 10, n. 5, p. 598, 2021.

OTEOQ, J. et al. Trends in antimicrobial resistance in 3469 enterococci isolated from blood
(EARSS experience 2001- 06, Spain): increasing ampicillin resistance in Enterococcus faecium.
I Antimicrob Chemother, v. 59, p. 1044-1045, 2007.

RICE, L. B. Emergence of vancomycin-resistant enterococci. Emerging infectious diseases,
v.7,n.2, p. 183-187, 2001.

84



SADER, H. S. et al. Pathogen frequency and resistance patterns in Brazilian hospitals: summary
of results from three years of the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. The Brazilian
journal of infectious diseases: an official publication of the Brazilian Society of Infectious
Diseases, v. 5, n. 4, p. 200-214, 2001.

SHEPARD, B. D.; GILMORE, M. S. Antibiotic-resistant enterococci: th mechanisms and
dynamics of drug introduction and resistance. Microbes Infect, v. 4, p. 215-224, 2002.

SOLACHE, M.; RICE, L. B. The Enterococcus: a model of Adaptability to Its Environment.
Clinical Microbiology Reviews. v, v. 32, n. 2, 2019.

SPARO, M.; DELPECH, G.; GARCIA ALLENDE, N. Impact on Public Health of the spread of
High-Level resistance to gentamicin and vancomycin in enterococci. Frontiers in
microbiology, v. 9, p. 3073, 2018.

TACCONELLL, E. et al. discovery, research and development of new antibiotics: the WHO
priotity list of antibiotic-resistant bacteria and tuberculosis. The Lancet infectous disease, v. 18,
n. 3, p. 318-327, 2018.

TREITMAN, A. N. et al. Emerging incidence of Enterecoccus faccium among hospital isolates
(1993 to 2002). Journal of clinical microbioly, v. 43, n. 1, p. 462-463, 2005.

VAN BOECKET, T. P. et al. Emergence and spread of vancomycin resistance among
enterococci in Europe. Euro Surveill, v. 357, p. 1-11, 2008.

85



EXPOSICAO IN VITRO AO CLOROTALONIL PREJUDICA A ATIVIDADE
MITOCONDRIAL E A CAPACIDADE DE REALIZAR REACAO ACROSSOMICA DE
ESPERMATOZOIDES HUMANOS

Nicoly Caixeta Gongalves?; Lais Silva Ferreira’; Hugo Felix Perini'; Aline Cristina Souza da
Silva'; Chamberttan Souza Desidério"; Virmondes Rodrigues Junior'; Marcos Vinicius da Silva;
Glaucia Eloisa Munhoz de Lion Siervo'

‘Instituto de Ciéncias Bioldgicas e Naturais (ICBN), Universidade Federal do Triangulo
Mineiro (UFTM)

RESUMO

A exposicdo a contaminantes ambientais pode estar associada com a queda da fertilidade
masculina. O Clorotalonil é um fungicida de amplo espectro altamente persistente no ambiente.
Apesar da ampla utilizag&o, ainda faltam informacdes precisas na literatura sobre os efeitos da
exposicdo a este composto. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da exposi¢éo in vitro
de Clorotalonil em espermatozoides humanos. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em
Pesquisa da UFTM (CEP-UFTM - parecer n° 6.285.041). Foram recrutados 8 voluntarios cujos
pardmetros seminais estavam dentro da normalidade (concentracdo e motilidade). Os
espermatozoides foram isolados e expostos a trés concentracdes de Clorotalonil: 0,02, 0,2 e 2,0
uM, além do Controle, durante 3 horas. Foram avaliadas a motilidade espermatica, a vitalidade e
a atividade mitocondrial utilizando microscépio de luz. Para as analises de citometria de fluxo
foram utilizadas sondas para marcacdo da concentracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
integridade da membrana acrossomal e fragmentacdo de DNA. A exposicdo ao Clorotalonil ndo
alterou a motilidade ou a vitalidade espermética. Nao houve alteragcdo na concentragdo de ERO e
fragmentacdo de DNA. Houve uma diminuicdo no nimero de espermatozoides com completa
atividade mitocondrial nas concentracdes de 0,2 e 2,0 uM, quando comparadas ao Controle.
Houve um aumento no namero de células com membrana acrossomal integra nas células expostas
a 2 pM. Conclui-se que a exposicdo in vitro ao Clorotalonil afeta a atividade mitocondrial e a
capacidade do espermatozoide sofrer reacdo acrossdmica nas maiores concentragcdes, mostrando
uma potencial toxicidade reprodutiva.

Palavras-chave: Organoclorado, gameta, toxicidade, agrotoxico.
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INTRODUCAO

De acordo com a OMS (2023), é estimado que uma a cada seis pessoas manifestem
infertilidade em algum momento da vida. Neste contexto, tem sido observada uma queda da satde
reprodutiva masculina, evidenciada por: reducdo no numero de espermatozoides, queda das
concentracdes de testosterona e aumento dos distirbios da puberdade (SKAKKEBAEK et al.,
2019). Este cenario pode ser causado principalmente pelo estilo de vida e exposicdo a
contaminantes ambientais (BORGHT; WYNS, 2018).

E bem estabelecido que a exposicdo a contaminantes pode causar alteracdes morfoldgicas
e fisioldgicas, incluindo alteracbes reprodutivas (OLIVEIRA et al., 2023; SKAKKEBAK
et al., 2022). Dentre os contaminantes ambientais estdo o0s agrotoxicos, que ja foram associados
com reducdo da densidade, motilidade e vitalidade dos espermatozoides, inibicdo da
espermatogénese, inducdo de danos no DNA espermatico e aumento da morfologia anormal do
gameta (MEHRPOUR et al., 2014).

O Clorotalonil foi o 5° ingrediente ativo mais comercializado no Brasil em 2022 (IBAMA,
2022). Este agrotoxico é um fungicida de amplo espectro, classificado como moderadamente
toxico e altamente persistente no ambiente (NORTOX, 2021). Foi relatado que a exposicao a este
composto diminui a motilidade in vitro de espermatozoides suinos, enquanto in vivo é capaz de
inibir a espermatogénese de camundongos (ZHANG et al., 2019). Apesar destes dados, ainda ha
uma caréncia na literatura sobre os efeitos do Clorotalonil sobre espermatozoides humanos, em

doses que correspondam a realidade de exposicao.

OBJETIVOS

Avaliar o efeito decorrente da exposicdo in vitro a diferentes doses de Clorotalonil em

espermatozoides humanos.

MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro (CEP-UFTM, parecer n° 6.285.041). Foram recrutados voluntarios que se
adequaram aos critérios de inclusdo: pessoas do sexo bioldgico masculino, sem doenca cronica,
sem historico de infecdo sexualmente transmissivel (IST), sem doenca de carater
inflamatorio/infeccioso nos ultimos 90 dias, sem uso de medicamentos nos ultimos 90 dias, IMC
até 24,99 e idade entre 20 e 39 anos. Apds serem informados da pesquisa e assinarem o termo de

consentimento livre e esclarecido (TCLE), cada voluntario recebeu um frasco de plastico estéril

87



para a coleta do sémen.

O sémen foi avaliado antes da exposi¢do, macro e microscopicamente. Foram incluidas
amostras de 8 voluntarios que estavam dentro dos parametros de normalidade (OMS, 2023). Para
a exposicdo, os espermatozoides foram isolados pela técnica de swim-up em meio BWW
(BIGGERS et al., 1971). As celulas foram mantidas em placa de 96 pocos, e expostas por 3h a 3
concentracdes do Clorotalonil (37°C, 5% CO>): 0,02 uM, 0,2 uM e 2,0 uM, além do controle
(n=8/grupo). Apds a exposicdo, uma aliquota de espermatozoides foi utilizada para avaliacdo da
motilidade. Para a vitalidade, foram contados 100 espermatozoides, sendo classificados em vivos
ou mortos (método eosina Y, OMS, 2021). Uma aliquota de espermatozoides foi incubada com
solucdo contendo DAB e foram realizados esfregacos desta solucdo; as células foram
classificadas em: peca intermediaria totalmente corada; peca intermediaria parcialmente corada;
auséncia de coloracdo na peca intermediaria, em microscopio de luz. Para o ensaio de citometria
de fluxo, foram adicionadas sondas para marcacao apds a exposi¢do. Para avaliar a concentracao
de espécies reativas de oxigénio foi utilizada a sonda DCFDA, para avaliacdo da integridade da
membrana acrossomal a sonda FITC-PSA e o indice de fragmentacdo de DNA foi avaliado
utilizando laranja de acridina. As células foram analisadas utilizando o aparelho FACSCalibur
cytometer (BD Biosciences).

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste ANOVA de médias repetidas, com teste
a posteriori de Tuckey ou o teste ndo-paramétrico de Friedman, com teste a posteriori de Dunn,
utilizando o software GraphPAD Prism (Version 9.5). Os valores foram considerados

significativos quando p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
MOTILIDADE ESPERMATICA

A exposicdo in vitro ao Clorotalonil ndo foi capaz de alterar os parametros
associados a motilidade analisados (Fig 1).
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Figura 1 - Analise de parametros associados a motilidade espermatica ap6s exposi¢do in vitro
a diferentes doses de Clorotalonil por 3h.
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(A) Porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva. (B) Porcentagem de espermatozoides com
motilidade ndo-progressiva. (C) Porcentagem de espermatozoides imdveis. Média * desvio padrdo, n=6/grupo. Teste
de Friedman teste a posteriori de Tuckey (p>0,05). Fonte: elaborada pela autora, 2024.

Este resultado difere dos apresentados por Zhang et al. (2019), que demonstram que o
Clorotalonil nas concentra¢fes de 0,1, 1 e 10 uM diminuiu a motilidade dos espermatozoides
suinos in vitro de forma dose-dependente. A divergéncia pode estar relacionada com as diferencas
de concentracdo, tempo de exposicdo - ambas as variaveis foram maiores nas pesquisas anteriores
- além da espécie utilizada. Além disso, Zhang et al. (2019) realizaram a analise de motilidade
utilizando um software especifico (Computer Assisted Semen Analysis - CASA), o gque torna a

analise mais precisa.

VITALIDADE

O Clorotalonil ndo afetou a porcentagem de espermatozoides mortos (Controle = 63,76;
CHL 0,02uM = 66,66; CHL 0,2uM = 72,75; CHL 2uM = 69,31) quando comparado

ao grupo Controle. Dados descritos por Fisher e Rangel (2018) mostram que o Clorotalonil
em associacdo com o Clorpirifés (5,4mg Clorotalonil + 0,09mg Clorpirifés) diminuem a
viabilidade dos espermatozoides de zangbes da espécie Apis mellifera. Os dados divergentes
podem ocorrer em razdo das diferencas de modelos experimentais utilizados: Fisher e Rangel
(2018) utilizaram o modelo in vivo, enquanto o nosso estudo foi feito in vitro. Ademais, o estudo

referenciado utilizou o Clorotalonil combinado com outro composto em suas analises.
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ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Na analise da atividade mitocondrial, as concentracdes de 0,2 e 2 uM de Clorotalonil
diminuiram o numero de espermatozoides com a peca intermediéria totalmente corada (Figuras
2A e 3A), quando comparado ao grupo Controle. Este parametro ndo diferiu entre o grupo
Controle e o grupo CHL 0,02 uM, nem entre o grupo CHL 0,02 uM e CHL 2 uM. Com relacéo as
pecas intermediarias parcialmente coradas (Figuras 2B e 3B) e ndo-coradas (Figuras 2C e 3C),

ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos.

Figura 2 - Andlise da atividade mitocondrial de espermatozoides apds exposicéo in vitro a diferentes concentragdes
de Clorotalonil.
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(A) Porcentagem de espermatozoides com a peca intermedidria totalmente corada pelo DAB. (B) Porcentagem de
espermatozoides com a peca intermediaria parcialmente corada pelo DAB. (C) Porcentagem de espermatozoides com
a peca intermediaria ndo-corada pelo DAB. Mediana - intervalo interquartil, n=6/grupo. Teste de Friedman teste a

posteriori de Tuckey (p>0,05).20 Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). Fonte:
elaborada pela autora, 2024.

Figura 3 - Padrdes de coloragdo da pega intermediaria de espermatozoides na presenca do corante DAB.

(A) Espermatozoide com peca intermedidria totalmente corada pelo DAB, grupo Controle. (B) Espermatozoide com
a peca intermedidria parcialmente corada pelo DAB, grupo 0,2 uM. (C) Espermatozoides com a peca intermediaria
nédo-corada pelo DAB,grupo 2,0 uM. Aumento de 60x. Fonte: da autora, 2024.
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Lopes et al. (2020) evidenciou que a exposicao de peixes Poecilia vivipara ao clorotalonil
(1 e 10 pg/L, 96 horas), a integridade da membrana e a funcionalidade mitocondrial diminuiram.

Desta forma, nosso dado corrobora com os resultados ja descritos na literatura.

CITOMETRIA DE FLUXO

Os parametros associados a concentracdo de espécies reativas de oxigénio (Figura 4A), 0s
indices de fragmentacdo de DNA (Figura 4B), e a porcentagem de células positivas para iodeto
de propidio (Figura 4C) ndo foram alterados. Contudo, o Clorotalonil aumentou o nimero de

ceélulas positivas para PSA-FITC na concentracdo de 2,0 uM (Figura 4D).

Figura 4 - Andlise da qualidade espermaética por citometria de fluxo .
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(A) Porcentagem de espermatozoides positivos para a sonda DCFDA. (B) Porcentagem de espermatozoides com dano
em DNA. (C) Porcentagem de espermatozoides positivos para a sonda iodeto de propidio. (D) Porcentagem de
espermatozoides positivos para a sonda PSA-FITC. Mediana - intervalo interquartil, n=6/grupo. Teste de Friedman
teste a posteriori de Tuckey, n=6/grupo.2? Letras diferentes indicam grupos estatisticamente diferentes entre si

(p<0,05). Fonte: elaborada pela autora, 2024.

No presente estudo, os espermatozoides foram isolados e mantidos em meio capacitante.
Neste tipo de meio, é esperado que 0s espermatozoides sofram reacdo acrossémica espontanea.
Dessa forma, o Clorotalonil parece comprometer a capacidade da célula em realizar a reacao
acrossdmica, processo fundamental para a fecundacdo. Nossos dados diferem dos observados por
Zhang et al. (2019), que utilizou espermatozoides de suinos expostos a 0,1, 1 e 10 uM de
Clorotalonil durante 24 horas e ndo observou diferenca entre os grupos quando analisou a
integridade acrossomica. A discrepancia de dados entre os dois estudos podem estar relacionadas
com o método de deteccdo, que no presente estudo foi a citometria de fluxo, um método mais
preciso; enquanto Zhang et al. (2019) realizou sua analise por microscopia de luz. Além disso, a

espécie utilizada no estudo da literatura também difere da utilizada no presente trabalho.
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CONCLUSAO

N&o houve alteracdes significativas na motilidade, vitalidade, concentracdo de espécies
reativas de oxigénio e dano ao DNA nos espermatozoides humanos expostos in vitro ao
Clorotalonil. Contudo, em concentracdes intermediaria e alta, o0 composto foi capaz de afetar a
atividade mitocondrial de espermatozoides, enquanto a maior concentracdo pode alterar a
capacidade da célula realizar a reacdo acrossdmica. Desta forma, o Clorotalonil mostra uma

potencial toxicidade reprodutiva.
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RESUMO

O transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) é um transtorno de
neurodesenvolvimento que afeta cerca de 8% da populagdo mundial, com maior prevaléncia em
criancas e adolescentes. O principal tratamento utilizado é farmacologico pelo uso de farmacos
psicoestimulantes. Embora essas substancias demonstram bons resultados e boa tolerabilidade, os
principais estudos contam com um baixo nimero de participantes e tempo limitado de avaliacéo,
0 que é um problema no que tange a confiabilidade de dados e efeitos a longo prazo. Ademais, 0
aumento do uso desses farmacos de forma indiscriminada e sem acompanhamento medico, por
individuos que sequer possuem o transtorno é alarmante. Nesse contexto, realizamos uma revisdo
sistematica da literatura, visando identificar os efeitos dos farmacos derivados anfetaminicos em
peixe-zebra (Danio rerio). Para isso, realizamos uma busca bibliografica nas bases de dados
PubMed, Scopus e Web of Science utilizando palavras-chave que contemplassem nosso tema de
pesquisa para intervencao (farmacos derivados anfetaminicos) e a populacdo desejada (peixe-
zebra). Identificamos 273 estudos nas bases de dados, e ap0s aplicacao de critérios de inclusao e
exclusdo, 29 estudos foram incluidos nesta revisdo. Os estudos selecionados avaliaram
majoritariamente o comportamento, seguido de toxicidade ao desenvolvimento e a expressdo
génica dos peixes apds exposicdo aos psicoestimulantes. Os dados parciais mostram que 0sS
farmacos psicoestimulantes induziram diversas alteragdes comportamentais no peixe-zebra,
como, reducdo da locomocgao, aumento do comportamento tipo ansiogénico e antissocial. Nota-
se, portanto, a necessidade de maiores estudos sobre o tema, visando incrementar informacdes
sobre os efeitos e complicacdes do consumo de psicoestimulantes.

Palavras Chave: Metilfenidato, Anfetamina, Lisdexanfetamina, Dexmetilfenidato,
Dextroanfetamina.
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INTRODUCAO

O transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) é um transtorno de
neurodesenvolvimento caracterizado por trés principais sintomas: desatencéo, hiperatividade e
impulsividade, em niveis prejudiciais. O diagnostico € mais comum na infancia e adolescéncia,
mas pode prevalecer até a idade adulta. Individuos com TDAH enfrentam desafios nos aspectos
das funcdes cognitivas, como a resolucdo de problemas, planejamento e orientacdo, atencao
prolongada, memoria de trabalho, entre outros. Além disso, também podem enfrentar entraves na
regulacdo do humor, trazendo muitos prejuizos nos ambitos sociais, profissionais e afetivos
(Brasil, 2022; Posner; Polanczyk; Sonuga-barke, 2020).

A prevaléncia do TDAH aumentou de 6,1% a 10,2% nos ultimos 20 anos (Xu et al., 2018).
E importante ressaltar que o0 TDAH néo possui cura, de modo a cessar completamente. Dessa
forma, as diretrizes clinicas vigentes recomendam uma abordagem de tratamento multimodal
personalizada, abrangendo intervengdes ndo farmacologicas e estratégias farmacoldgicas. Essa
ultima acontece por meio do uso de psicoestimulantes derivados anfetaminicos, como o
metilfenidato e o dimesilato de lisdexanfetamina, comercializados no Brasil com 0s nomes
comerciais de Ritalina®e Venvanse®, respectivamente, e o dexmetilfenidato e a dextroanfetamina,
comercializados apenas no exterior. Tais farmacos apresentam beneficios sobre a hiperatividade
e a impulsividade (World Health Organization, 2019).

No entanto, de acordo com a Portaria Conjunta n°® 14 do Ministério da Salude (2022), a
resoluc&o final da Conitec (Comiss&o Nacional de Incorporagéo de Tecnologias no Sistema Unico
de Saude) ndo incorporou o metilfenidato para o tratamento de criancgas e adolescentes no ambito
do Sistema Unico de Satde (SUS) e para o tratamento de adultos, o recomendado é apenas a
lisdexanfetamina. Essa decisdo se deu devido a algumas limitacGes encontradas nos principais
estudos disponiveis na literatura, como o baixo numero de participantes, o curto tempo de
acompanhamento (cerca de 20 semanas), além da baixa confiabilidade das evidéncias. Tais
decisOes reforcam ainda mais a necessidade de novos estudos acerca do tema (Brasil, 2022).

Ademais, séo grandes as evidéncias do uso indiscriminado e sem acompanhamento dos
psicoestimulantes derivados anfetaminicos por estudantes e profissionais que almejam aumentar
o rendimento cognitivo e alcangar altos niveis de concentracdo. Porém, tal fato pode ser um

problema no futuro, visto que ainda existem muitas davidas relacionadas aos efeitos, a
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longo prazo, além de evidéncias de possiveis comprometimentos psicolégicos e motores
(Weibel et al., 2019). Dessa maneira, ainda que os atuais tratamentos farmacoldgicos
demonstram bons resultados e boa tolerabilidade, ¢ de suma importancia a realizacdo de
estudos sobre os efeitos a longo prazo desses farmacos e 0s possiveis impactos no futuro do
paciente (Krinzinger et al., 2019).

Nesse contexto, esse estudo de revisao sistematica tem como objetivo analisar o0 maximo
de artigos cientificos possiveis que evidenciam as interacoes e efeitos dos derivados anfetaminicos
em peixe-zebra. Esse modelo animal representa um organismo vivo adequado para o estudo de
transtornos de neurodesenvolvimento, como o TDAH, e de efeitos de derivados anfetaminicos,
visto que cada vez mais vem sendo utilizado na pesquisa basica devido as varias vantagens dessa
espécie, como, a elevada semelhanca genética com os seres humanos (em torno de 70%) e a alta
sensibilidade a manipulacdo farmacoldgica. Outros beneficios também impulsionaram o
desenvolvimento de estudos com essa espécie nos Ultimos anos, como, o rapido ciclo reprodutivo,
0 baixo custo quando comparado a outros modelos animais, e a alta neuroplasticidade. Esses
fatores tém contribuido para o desenvolvimento de inimeros estudos experimentais usando esse
modelo animal (De Abreu et al., 2020; Portugués, R. V. et al, 2022).

Sendo assim, é notavel a necessidade de maiores estudos acerca dessa temética, visando
promover informacdes sobre os reais efeitos do uso dos farmacos derivados anfetaminicos e suas
complicacBes a curto e longo prazo. Essas informacGes podem contribuir para melhorar o
entendimento dos seus efeitos terapéuticos e adversos, bem como, incentivar o desenvolvimento

de novas estratégias de tratamento.
OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi realizar uma revisao sistematica da literatura cientifica
sobre os efeitos dos farmacos derivados anfetaminicos utilizados no tratamento do transtorno do
déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) em peixes-zebra. Especificamente, objetivamos
compilar os efeitos de metilfenidato, dexmetilfenidato, lisdexanfetamina, dextroanfetamina e a
anfetamina em peixe-zebra, bem como, produzir informacGes sobre o uso racional desses
farmacos a fim de alertar a comunidade sobre possiveis problemas devido ao uso indiscriminado

e sem acompanhamento profissional.
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MATERIAIS E METODOS

Seguindo as recomendacOes PRISMA (Page et al., 2021), a busca e identificagdo dos
estudos foram realizadas por meio de trés bases de dados diferentes: PubMed, Scopus e Web of
Science, utilizando os termos “Methylphenidate ”, “Dexmethylphenidate ”, “Lisdexamfetamine”,
“Dextroamphetamine ”, “Amphetamine” e “zebrafish”. A pesquisa nas bases de dados ndo
utilizou nenhum filtro, restricdo de linguagem e ano de publicacdo. Para a selec¢éo dos estudos, foi
utilizado o software Rayyan®, excluindo inicialmente as duplicatas. Em seguida, os estudos foram
selecionados por dois revisores independentes através da analise baseada em critérios pré-
definidos de inclusdo e excluséo, sendo as discordancias resolvidas por um terceiro revisor. A
analise foi feita primeiramente por meio do titulo e resumo, e posteriormente por texto completo.
O critério de inclusdo adotado foi apenas estudos experimentais que avaliaram os efeitos da
anfetamina e dos farmacos psicoestimulantes derivados em peixe-zebra. Ja os critérios de
exclusdo adotados foram: revisdes, comentarios, estudos utilizando outro modelo animal, e
estudos que avaliaram apenas o efeito de outros compostos ndo propostos neste estudo. Apds a
selecdo dos estudos realizamos uma varredura nas referéncias dos estudos incluidos com o
objetivo de identificar possiveis estudos que ndo teriam sido encontrados pela nossa busca nas
bases de dados. A extracdo de dados estad sendo realizada diretamente do texto completo ou dos
gréaficos e tabelas dos artigos por dois revisores de forma independente, com um terceiro revisor
analisando as possiveis divergéncias. A sintese dos dados esta sendo organizada através do
agrupamento variaveis semelhantes, como analises de comportamento, bioquimica e aspectos
moleculares, apresentando-os em tabelas e graficos para melhor sintetizacdo. Esse estudo fara

uma andlise qualitativa, sem a utilizacdo de métodos quantitativos como a metanalise.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No dia 28/11/2023 realizamos a pesquisa dos estudos nas bases de dados com os devidos
descritores e encontramos um total de 273 estudos que foram incluidos no software Rayyan®.
Depois de remover as duplicatas, obtivemos um total de 146 estudos. Apds a aplicacdo dos
critérios de incluséo e excluséo e varredura nas referéncias dos estudos incluidos, obtivemos um

total de 29 estudos elegiveis (Figura 1).

97



Identification of studies via databases and registers

Total records identified
from databases [n = 273)

( Duplicate records removed

Identification PubMed (n = 74) tn = 127)
Scopus (n = 109)
Web of Science (n = 90)
3
Records excluded by
Screening lheofd:.cw |  ttie/abstract screening
oo, Review (n = 25)
Records excluded
Wrong population (n = 15)
Stuclion assessed for eligibility Wrong drug {n * 32)
(n=12m) Wrang publication type (n « 9)
Wrong study design (n = ¥7)
r N
Sradbes ng) Studies l::.m.:::“ °l:g reference
{n=28) (n=1)

Total studies iocluded in this
in=29)

Figura 1 | Diagrama de fluxo do processo de triagem e selecdo dos estudos. O diagrama de fluxo para a
revisdo sistematica detalha o nimero de estudos encontrados em cada base de dados, 0 nimero de
estudos selecionados para elegibilidade, o nimero de estudos recuperados e 0 nimero de estudos

incluidos na revisdo.

Os resultados parciais desse estudo mostram que todos os artigos incluidos nesta
revisdo tém sua data de publicacdo posterior a 2006, o que demonstra ser uma tematica de
interesse atual, tendo em vista possivelmente devido ao nimero crescente de diagnésticos
(Figura 2). Até o momento, observamos que os farmacos psicoestimulantes derivados da
anfetamina causam diversas alteragbes comportamentais no peixe-zebra, como, alteragdo da
locomogdo, aumento do comportamento tipo ansiogénico e reducdo da interagdo social.
Estudos também mostram que o0s psicoestimulantes induzem preferéncia de lugar
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condicionada, o que sugere o alto potencial de dependéncia da anfetamina e seus derivados. Além
disso, dados mostram que os psicoestimulantes causam toxicidade ao desenvolvimento do peixe-
zebra, e especificamente, o metilfenidato alterou a expressdo de 223 genes envolvidos no

metabolismo de lipidios.
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Figura 2 | Visdo geral das publicagdes cientificas que relatam os efeitos de fa&rmacos psicoestimulantes
derivados da anfetamina em peixe-zebra.

CONCLUSAO

Embora esse estudo ainda esteja em desenvolvimento, ja conseguimos perceber a
necessidade de mais estudos sobre os efeitos a curto e longo prazo da utilizacdo dos farmacos
psicoestimulantes derivados anfetaminicos utilizados no tratamento do TDAH. Os resultados
avaliados até o momento indicam diversas alteracdes induzidas por essas substancias em
peixes-zebra, 0 que é preocupante, pois 0 uso indiscriminado e sem acompanhamento pode
levar a efeitos similares em seres humanos devido a elevada semelhanga genética entre essas duas
especies (£70%). Esse trabalho esta sendo redigido no formato de um artigo cientifico, a fim de
demonstrar a importancia de maiores estudos sobre o tema, promover maiores informagdes sobre
o TDAH e os farmacos derivados anfetaminicos utilizados na terapéutica, bem como, para alertar

sobre os potenciais perigos do uso indevido dessas substancias.
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RESUMO

Os inibidores de checkpoint imunolégico desempenham um papel importante na patogénese da
COVID-19. A proteina ligante de morte celular programada | (PD-L1) é uma proteina chave nesse
processo, expressa em células apresentadoras de antigenos (APCs) e em células tumorais,
participa de mecanismos de inibicdo das fungdes das células imunes, além de ser um marcador de
exaustdo. Na COVID-19, a medida que a doenca progride, ocorre elevacdo dos niveis séricos
de citocinas pro-inflamatdrias e isso esta diretamente associado a deplecédo e exaustdo funcional
das células T, especificamente devido a regulacdo positiva de PD-L1. Assim, € razoavel suspeitar
que gene CD274, que codifica PD-1, possa contribuir para o desenvolvimento da doenga.
Portanto, o presente estudo teve como objetivo, avaliar o papel do gene CD274 (PD-L1) na
COVID-19. Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, onde foram analisadas 55
amostras, coletadas entre o periodo de maio de 2020 a junho de 2021, de pacientes diagnosticados
com COVID-19 e atendidos em hospitais do municipio de Uberaba - MG. A quantificacdo relativa
do gene CD274 foi realizada por PCR em tempo real, ap6s a obtencdo do cDNA por RT PCR.
Neste estudo, foram examinadas amostras de pacientes com uma idade média de 62 anos, a
maioria dos quais eram mulheres (52,7%) e com comorbidades (67,2%). As amostras foram
avaliadas quanto ao desfecho (alta hospitalar ou 6bito), presenca de comorbidades e a idade. Ndo
foram observadas diferencas significativas em nenhum dos critérios avaliados. Assim, 0 presente
trabalho conclui que ndo ha associacdo da expressao de PD-L1 com os diferentes fenétipos da
COVID-19.

Palavras-Chave: CD274, PD-L1, COVID-19.
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INTRODUCAO

No final de 2019, um novo coronavirus respiratorio denominado SARS-CoV-2 foi
descoberto em Wuhan, na China. Esse virus foi identificado como sendo o causador da doenca
COVID-19, que apresentou rapida disseminacdo, afetando globalmente a populacdo, tendo
causado até margo de 2024 mais de 7 milhdes de mortes (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2024). A maioria dos pacientes infectados apresentam sintomas leves, no entanto alguns
apresentam quadros mais graves da doenca, necessitando de cuidados médicos (AL-MTERIN et
al., 2022).

A resposta imune frente a infeccdo por SARS-CoV-2 envolve uma variedade de células,
incluindo células T CD4+ e CD8+, células B, células natural killer (NK) e células dendriticas. No
entanto, em alguns pacientes com COVID-19, a resposta imune pode ser inadequada ou excessiva,
levando a complicacdes graves e até mesmo a morte (GUSEV et al., 2022). Alguns estudos
mostram que a resposta imune exacerbada, caracterizada pela liberagdo excessiva de citocinas
pré-inflamatérias, pode levar a uma sindrome de resposta inflamatoria sistémica (SIRS) em
pacientes com COVID-19 (CAO, 2020; FAJGENBAUM, 2020; SOY et al., 2020).

Os inibidores de checkpoint imunoldgico desempenham um papel importante na
patogénese da COVID-19 e a proteina ligante de morte programada 1 (PD-L1) é uma proteina
chave nesse processo (SABBATINO, 2021). PD-L1, também conhecido como B7-H1 e CD274,
é uma glicoproteina transmembranar de aproximadamente 65 kDa da familia B7 de moléculas
reguladoras imunes. E expresso em varios tipos de células, incluindo células imunes ativadas por
inflamacdo, como macréfagos, células T e células B, bem como queratinécitos, células
endoteliais, células epiteliais intestinais e em células tumorais (ROSANNA DI TINCO et al.,
2021).

Foi revelado que a expressdo periférica de PD-L1/PD-L2 a partir de células T CD4+ e
CDB8+ em pacientes com dermatite atdpica leva a uma resposta imune diminuida. Além disso, foi
descoberto que a expressdo de PD-L1 aumenta com a progressdo da doenca (WU et al., 2022).
Além de que a presenca da proteina PD-L1 em tumores esta fortemente associada a um
prognostico desfavoravel em casos de cancer gastrico, carcinoma hepatocelular, CCR, CE, PC e
cancer de ovario (YU et al., 2016).

Assim, com base nos pontos destacados acima, compreender como o papel do gene CD274
pode auxiliar no entendimento do papel desta via na patogénese da COVID-19 e na melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos, permitindo a possivel identificacdo de
pacientes com maior risco de desenvolver doenca grave, bem como identificar possiveis alvos

terapéuticos.
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OBJETIVOS

Avaliar o papel do gene CD274/PDL-1 no desenvolvimento da COVID-19.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, observacional, onde foram analisadas 55 amostras
coletadas entre o periodo de maio de 2020 a junho de 2021, de pacientes diagnosticados com
COVID-19 e atendidos em hospitais do municipio de Uberaba - MG. A quantificacdo relativa do
gene CD274 foi realizada por PCR em tempo real, ap6s a obtencdo do cDNA, por RT PCR,
utilizando o equipamento 7500 (Applied Biosystems™). O gene de referéncia ACTB foi utilizado
como controle enddgeno. Os dados quantitativos foram submetidos ao teste de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e as comparacdes estatisticas entre dois grupos realizadas com emprego do

teste Mann-Whitney. A significancia estatistica foi definida como p< 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisadas 55 amostras, com média de idade de 62 anos (DP+16), sendo a maioria
do sexo feminino (n=29, 52,7%) e com comorbidades (n=37, 67,2%). As amostras foram
analisadas em relacdo ao desfecho (alta n=34 x 6bito n=21), comorbidade (presenca n=x auséncia
n=), idade (>60 n=31 x <60 n=24). Os pacientes que foram a obito foram analisados quanto a
presenca de comorbidade (Sim n=15 x N&o n=6). Nao foram observadas diferencas significativas
em nenhuma das analises realizadas (desfecho p=0,8941; comorbidade p=0,0598; idade
p=0,8564; relacdo dbito e comorbidade p=0,2601).

O ligante de morte programada 1 (PD-L1) esta envolvido na regulacdo da resposta imune,
com um papel na exaustdo das células T e estudos tém demonstrado um importante papel desta
molécula na progressdo COVID-19. Estudo realizado no Brasil por Beserra e colaboradores
observou niveis maiores desta molécula no soro de pacientes graves e criticos, indicando que
PDL-1 pode estar diretamente relacionado a um pior prognostico em individuos com COVID-19,
resultado diferente do encontrado no presente estudo, onde ndo houve diferenca na expressao de
PDL-1 em relacédo ao desfecho.

Ja Huang e colaboradores avaliaram pacientes com melanoma que tiveram COVID-19 e
mostraram que o bloqueio do ponto de verificagdo PD-1/PD-L1 beneficia esses individuos,
restaurando o estado imunocompetente adequado, apresentando sintomas mais leves. Apesar do
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presente trabalho n&o ter observado diferenga na expressao de PDL-1 em pacientes com COVID-
19 com comorbidades, vale destacar que hipertenséo, diabetes, doenca cardiovascular entre outras,
contribuem significativamente para a gravidade da COVID-19 de acordo com os estudos feitos
por Fang e colaboradores em 2020. Essas informages, assim como as pesquisas envolvendo a
anélise do gene CD274, podem contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas

direcionadas e melhora no tratamento dos pacientes com COVID-19.

CONCLUSAO

Os resultados demonstram que ndo ha relacdo entre a expressdo de PDL-1 e 0 o
desenvolvimento da COVID-19.
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