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1. INTRODUCAO

As infeccOes do trato urinario (ITUs) estdo entre as infecgGes bacterianas em mais comuns em
humanos, afetando anualmente milhdes de pessoas na comunidade. Consideradas entre as mais
frequentes causas de internacdes por infeccdes em pacientes idosos, as ITUs também sao motivo mais
comum de prescricdo de antimicrobianos na atencao bésica [1,2].

Grande parte das ITUs sdo causadas por bactérias Gram-negativas, especialmente espécies
da familia Enterobacteriaceae, sendo Escherichia coli comumente isolada em aproximadamente 70 a
90% dos casos relacionados a ITU ndo complicada [3,4]. Além de E. coli, espécies de Klebsiella,
Proteus e Enterobacter sao frequentemente recuperadas de pacientes com ITUs [5]. O tratamento de
ITUs tem se tornado um desafio tanto devido a recorréncia dessas infec¢cBes, quanto ao aumento
gradativo das taxas de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, incluindo o ciprofloxacino [4-8].

O ciprofloxacino esta incluido na lista de medicamentos essenciais da Organizacdo Mundial de
Salde. Esse antimicrobiano pertence a classe das fluoroquinolonas e, desde 1987, é frequentemente
usado para tratar diversas infec¢bes bacterianas [9]. Para ITUs complicadas, incluindo pielonefrite, a
terapia com ciprofloxacino é uma das principais op¢des contra bactérias Gram-negativas multidroga
resistentes (BGN-MDR) por apresentarem elevadas concentragdes no trato urinario [10]. As quinolonas
estruturalmente sdo semelhantes, porém elas variam consideravelmente em polaridade. As
manipula¢des do pH urinario alteram a porcentagem desse antibiético com ion dipolar, fazendo sua
atividade aumentar ou diminuir [11].

Para que exista eficacia terapéutica nas ITUs, o pH urinario deve ser considerado como um
fator de relevancia. Na urina acida, o pH pode variar de 4,5 a 6,0 e alcalina de 6,5 a 8,0 [12] assim o
pH do fluido onde as bactérias estao presentes durante o processo infeccioso pode variar, assumindo
caracteristica acida ou basica [5,13].

O pH urinario ndo afeta apenas o crescimento do uropatégeno, mas também a atividade dos
agentes antimicrobianos utilizados no tratamento das ITUs [14,15]. Dependendo do antimicrobiano, se
0 pH urinario ndo for monitorado, a atividade antimicrobiana pode diminuir, predispondo ao
desenvolvimento de resisténcia [12].

Poucos estudos in vitro tem avaliado o impacto do pH sobre a agédo dos antimicrobianos, mas
estudos desta natureza sé@o de extrema importancia, pois podem direcionar os médicos na definicdo de
tratamentos mais adequados para ITUs [11,13,15].

Diante do aumento de BGN-MDR causando ITUs, das dificuldades cada vez maiores no
tratamento dessas infecgbes e da falta de dados na literatura que auxiliem no melhor recurso
terapéutico para as ITUs, observamos a necessidade de estudos que verifiqguem o impacto do pH na
atividade dos antimicrobianos. Sabe-se que condi¢des fisioldégicas, como o pH, apresentam influéncia
na sensibilidade dos microrganismos [16], porém, poucos estudos atuais relacionam a influéncia do pH
na atividade do ciprofloxacino contra bactérias Gram-negativas isoladas da urina.
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Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi verificar a variagdo da CIM (Concentracéo Inibitéria
Minima) do ciprofloxacino frente aos pHs 6,0, 7,0 e 8,0 para a otimizacdo do pH do ambiente
proporcionando um melhor alcance do resultado terapéutico a sua relagdo com o pH urinario das
amostras que foram recuperadas de pacientes que estavam hospitalizados ou que foram atendidos
em pronto atendimento ou ambulatérios do Hospital Universitario Regional de Maringd (HURM).

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Amostras bacterianas

O estudo foi conduzido no Hospital Universitario Regional de Maringd (HURM) localizado na
regido noroeste do Parana. No periodo de junho de 2018 a junho de 2019, foram selecionadas 106
isolados consecutivos de E. coli recuperadas de pacientes que estavam hospitalizados ou que foram
atendidos em pronto atendimento ou ambulatérios do HURM. Posteriormente foram estocadas no
Laboratorio de Microbiologia Médica (LMM) da Universidade Estadual de Maringa (UEM), Parana,
Brasil. Apenas um isolado por paciente foi incluido no estudo, sendo sempre o primeiro isolado. Os
isolados bacterianos foram identificados e com perfil de sensibilidade aos agentes antibacterianos por
meio do método automatizado Phoenix®-BD (Becton Dickinson & Co., Sparks, MD, EUA). O presente
estudo foi aprovado pelo COPEP (aprovado em 31/05/2017, PARECER n°: 2.093.342/ CAAE
63610816.0.0000.0104).
2.2 Agente antimicrobiano

O ciprofloxacino foi adquirido da LabCompany (Londrina, Parana, Brasil). O antimicrobiano
foi diluido em agua para obter a solucdo na concentracdo 16 mg/L (primeira concentragédo),
preparada sempre no dia do experimento.
2.3 Determinagdo da concentragao inibitéria minima

A CIM do ciprofloxacino foi realizada pelo método de agar diluicdo como recomendado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)[17] utilizando pH 7,0 e agar Mueller-Hinton (Difco
Laboratories, Detroit, MI, EUA). As placas inoculadas foram incubadas em ar ambiente a 35 + 2 ° C por
20 h. O teste de sensibilidade ao ciprofloxacino foi realizado para cada isolado em pH 6,0; 7,0 e 8,0. O
ajuste do pH do meio de cultura foi realizado com solucdes de hidroxido de sédio (NaOH) e acido
cloridrico (HCI) depois de autoclavado. A CIM do agente antimicrobiano foi definida como a menor
concentracdo que inibe completamente o crescimento do organismo em testes duplicados. As cepas
padrdo Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 e Escherichia coli ATCC® 25922 foram utilizadas
como controles. As concentracdes de ciprofloxacino variaram de 0,03 a 16 mg/L. Os testes de
sensibilidade foram executados em duplicata e a interpretacdo dos resultados de CIM baseada nos
pontos de corte para E. coli estabelecidos pelo CLSI[17].
2.4 Busca de dados secundéarios

Os dados do pH urinario foram coletados a partir do exame parcial de urina (urina 1) dos
pacientes [18]. Os pHs encontrados do exame parcial de urina variaram entre 5,5 a 8,0. Esses dados
foram correlacionados com os valores das CIMs obtidas nos diferentes pHs testados e com as CIMs
determinadas pelo método automatizado Phoenix®-BD (Becton Dickinson & Co., Sparks, MD, USA).
Dos 106 isolados foram recuperados os dados dos pHs de 90 amostras de urina, devido ao fato de
gue algumas amostras ndo foram prescritas o exame parcial de urina, somente a cultura.

3. RESULTADOS
3.1 Susceptibilidade in vitro

A Tabela 1 apresenta o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de 106 isolados de E. coli
na urina ao ciprofloxacino em diferentes valores de pH usando a metodologia de agar diluicdo. Em
pH 7,0 a CIM teve variacéo entre 0,03 a 16 mg/L, o ciprofloxacino foi altamente efetiva em 55% dos
isolados, que foram sensiveis ao antimicrobiano testado. Na metodologia automatizada (Phoenix®-
BD), culturas com meios no pH 7,0, 73% das amostras foram sensiveis ao ciprofloxacino (Tabela
2).

21



V’ ’ International Meeting of
G Biosciences and Physiopathology

/ @9 X' Simpaosio de Biociéncias
Aplicadas a Farmacia

Tabela 1. Sensibilidade in vitro pelo método de &gar diluicdo em pH 6,0 7,0 e 8,0 para
ciprofloxacino em 106 isolados clinicos de E. coli de infec¢des do trato urinério.

% de isolados

N° isol i IM L): LSI

N° de pH do de isolados com as seguinte CIMs (mg/L) CLS
Microrganismo isolados teste 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 S [ R
E. coli 106 6,0 - 1 20 24 9 4 3 9 1 35 42 49

8
7,0 5 10 33 10 6 2 6 2 5 27 55 6 40
2

8,0 31 23 11 5 2 1 1 2 19 11 66 32
(CIM) Concentragao Inibitéria Minima, (-) nenhum isolado, (S) sensivel, () intermediaria, (R) resistente; Critérios
interpretativos do CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute (2020) (sensivel, CIM de < 0,25 mg/L; intermediario, CIM
de 0,5 mg/L; resistente, CIM de = 1 mg/L).

Tabela 2. Sensibilidade in vitro para ciprofloxacino pelo método automatizado Phoenix®-BD
de 90 isolados clinicos de E. coli comparado ao da urina de onde estes isolados foram
recuperados.

% de isolados

N° de isolados com as seguintes

N de pH CIMs (mg/L): CLSI
Microrganismo isolados urinrio 0,124 0,25 0,5 1 2 S | R
E. coli 90* 5,0 - 2 - - 4 33 - 67
55 5 1 1 - 5 50 8 42
6,0 4 - - - 20 17 - 83
6,5 8 - 2 - 8 44 2 44
7,0 18 1 1 1 5 73 4 23
8,0 4 - - - - 100 - -

(CIM) Concentracao Inibitéria Minima, (-) nenhum isolado, (S) sensivel, (I) intermediaria, (R) resistente. Critérios
interpretativos do CLSI, Clinical and Laboratory Standards Institute (2020) (sensivel, CIM de < 0,25 mg/L; intermediario,
CIM de 0,5 mgl/L; resistente, CIM de = 1 mg/L).

* Alguns isolados ndo foram possiveis recuperar os dados do pH da urina 1, devido ao fato de néo ter sido realizado o
exame.

3.2 Efeito do pH na CIM

3.2.1 Metodologia &gar diluicdo

A atividade in vitro do ciprofloxacino em relacdo a alcalinizacdo do meio de cultura de
crescimento (Figura 2) quando testado em pH 6,0 observou-se um aumento de nimero de isolados
resistentes, chegando & 48%, com a variagédo da CIM 0,06 a 16 mg/L. Em contraste, quando testado
em pH 8,0 notou-se que 66% dos isolados mostraram-se sensiveis ao ciprofloxacino, com
crescimento até a CIM 0,25 mg/L. Um total de 18 isolados que eram resistentes ao ciprofloxacino
em pH 6,0 tornaram-se sensiveis quando testados em pH 8,0 (Tabela 1).

3.2.2 Metodologia automatizada Phoenix®-BD

E possivel observar na Figura 1, que o os isolados do pH urinario 8,0 todas as amostras de
sensibilidade frente ao ciprofloxacino, enquanto que no pH urinario 6,0, 83% dos isolados mostraram
resisténcia em rela¢é@o ao ciprofloxacino.
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CIM
m<0,25 05 =21

100%

80%

60%

40%

20%
5 55 6 6,5 7 8

% isolados

0%
pH urinario

Figura 1. Correlagdo dos pHs urinario encontrados do exame parcial de
urina com os valores das CIMs obtidas pelo método automatizado nos
diferentes pHs testados pela % dos isolados de E. coli. Sensivel, CIM de <
0,25 mg/L; intermediéario, CIM de 0,5 mg/L; resistente, CIM de = 1 mg/L).

pH 8,0 _—l-_l
pH 7,0 - . . I
pH 6,0 | - - l

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Concentragdes da ciprofloxacino obtidas nos isolados
0,03 =0,06 =0,125 ©0,25 m0,5 m1 2 ®m4 m8 =16

Figura 2. Correlagéo dos pHs 6,0, 7,0 e 8,0 com os valores das CIMs obtidas pelo método
de agar diluigdo nos diferentes pHs testados pela % dos isolados de E. coli. Sensivel, CIM
de < 0,25 mg/L; intermediario, CIM de 0,5 mg/L; resistente, CIM de = 1 mg/L).

4. DISCUSSAO

As fluoroquinolonas com um grupo piperazina, como o ciprofloxacino, apresentam uma
diminuicao progressiva da atividade quando o pH é reduzido [19], semelhante aos achados do presente
estudo, onde o ciprofloxacino teve maior eficacia em 70 das 109 amostras, quando testada em pH
alcalino (Figura 2). Os autores Smith e Ratcliffe [20] sugerem que em pHs altos as fluoroquinolonas
tendem a ter carga negativa e os medicamentos que contém a piperazina carregadas negativamente,
incluindo o ciprofloxacino, teriam um maior efeito. Em contraste, com pHs mais baixos, as
fluoroquinolonas contendo piperazina tem carga positiva, e esse fator tende a diminuir sua penetracéo
nas bactérias e, assim consequentemente, diminui também sua atividade[19], sendo possivel observar
na figura 2 do presente estudo, em que quando o antimicrobiano testado em pH 6,0, teve um aumento
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da CIM do qual 52 isolados do total de amostras testadas, apresentaram resisténcia com CIMs que
variaram entre 1 a 16 mg/L. E possivel observar também esse mesmo efeito no pH do parcial de urina
1 das amostras, onde em pHs mais acidos teve aumento das CIMs.

Alguns achados indicam que fatores de pH e a concentragdo de cations divalentes podem
afetar as atividades da droga [19,21]. Um estudo relatou [22] que o efeito do pH na atividade das
fluoroquinolonas contra E. coli depende da natureza dos compostos presentes na quinolona, reforcando
positivamente os resultados do presente estudo, ja que os pHs interferiram consideravelmente na
atividade do ciprofloxacino, principalmente em pH alcalino, onde apresentou maior eficacia.

Quando comparado o resultado do pH urinario e o resultado das CIMs realizadas no aparelho
automatizado Phoenix®-BD, os pHs urinérios acidos aumentou as CIMs em relacdo aos alcalinos.
Considerando que os testes de sensibilidade aos antimicrobianos utilizados em rotinas laboratoriais
sdo realizados pH neutro, conforme padronizado, podemos considerar que embora alguns isolados se
apresentem como sensiveis in vitro podem ndo apresentar 0 mesmo comportamento in vivo
principalmente para antimicrobianos como as quinolonas que sofrem importante efeito do pH sobre sua
atividade. Se as urinas dos pacientes apresentarem pH acido o tratamento a base de ciprofloxacino
pode ndo ser eficaz uma vez que em pHs mais baixos sua atividade € diminuida.

O presente estudo testou e demonstrou uma importante influéncia do pH sobre a atividade do
ciprofloxacino o que alerta para que este fato seja considerado no momento da terapéutica. Uma
maneira simples é conhecer pH faciimente medido na rotina laboratorial e que seria de grande valia,
para a escolha do antimicrobiano, bem como o uso de substdncias possam ser administradas
concomitantemente ao antimicrobianos favorecendo ao sucesso terapéutico das ITUs.

5. CONCLUSAO

A partir dos resultados deste estudo, € possivel observar que a urina e, em particular, o seu
pH influenciam na atividade do ciprofloxacino, dando énfase ao pH acido que é comumente
encontrado no trato urinario e que pode diminuir sua atividade. Sugerimos que 0s guias possam se
adequar, para que testes de sensibilidade sejam realizados levando em consideragcéo o pH urinario,
auxiliando os médicos no momento da adequacéao terapéutica.

FINANCIADORES: Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES (001) e
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq).
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1. INTRODUCAO

Staphylococus aureus e S. pseudointermedius séo estafilococos coagulase positivas (ECP)
colonizadores da mucosa nasal de humanos e de animais domésticos, como os cées [1]. Todavia,
esses microrganismos também sdo considerados patégenos oportunistas, associados como S. aureus
as infeccdes de pele e pneumonias e 0 S. pseudointermedius com pioderma canino e infec¢cdes em
humanos [2-3].

Essas espécies podem carrear o gene mecA de resisténcia a meticilina (oxacilina no Brasil)
responséavel pela expressdo de uma proteina ligante de penicilina alterada (do inglés, penicillin-binding
protein - PBP2a) e 0 gene de viruléncia da leucocidina de Panton-Valentine (PVL) que codifica uma
toxina que causa lise celular e necrose tecidual, responsavel por infecgbes mais severas, associada
principalmente a isolados da comunidade, mas ja observada em isolados hospitalares [4-5].

A diferenciacdo dessas duas espécies de ECP apenas pelas caracteristicas fenotipicas é
complexa, pois ndo ha marcadores bioquimicos especificos que possibilitem a determinacdo das
espécies. Apesar dessa dificuldade, os métodos fenotipicos para identificacdo e determinagéo do perfil
de resisténcia aos antibacterianos ainda tém sido os mais empregados na rotina laboratorial [7-8].
Todavia, 0s métodos moleculares vém ganhando espac¢o nesse ambiente, devido sua rapidez e maior
sensibilidade, que é explicada pela possibilidade de deteccéo simultdnea de espécies e genes de
resisténcia e viruléncia [9-10].

Dessa forma, o presente trabalho teve por objetivo apresentar um novo método de Multiplex-
PCR (do inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR) capaz de diferenciar as espécies S. aureus e
S. pseudointerrmedius e detectar os genes mecA e codificador de PVL de amostras coletadas de
humanos e caes, provenientes do ambiente hospitalar e da comunidade.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Etapa | — Selec&o dos primers e controles positivos

Foram selecionados pares de primers espécie-especificos, baseados na sequéncia do gene
16SrDNA para S. aureus e S. pseudointermedius, além dos primers selecionados para a detec¢éo dos
genes mecA e para codifica¢@o da PVL. Os controles positivos utilizando cepas de referéncia e isolados
clinicos também foram selecionados nessa etapa, como demonstrado na Figura 1.
2.2. Etapa Il - Padronizacé@o da Multiplex-PCR com os primers selecionados

Nessa etapa os pares de primers selecionados foram analisados quanto ao nimero de pares
de bases, as possiveis temperaturas de melting e o tamanho do amplicon (Figura 1). A partir dessas
informacdes foram testadas diferentes condi¢cdes de ciclagens, com variagbes na temperatura de
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melting e no nimero de ciclos. Um novo par de primers foi testado para a detec¢éo do gene mecA na
Multiplex-PCR.

Na padronizagdo da Multiplex-PCR foi utilizada uma aliquota de 2 pL de DNA adicionado a 23
pL de uma solugdo mae de PCR, contendo os primers descritos na Figura 1, além de 10mM de dNTP,
0,3 uL de 5U/pL Tag DNA polimerase (Invitrogen Inc., California, EUA), 50mM de MgCl. 10x de tampéo.
Foram testadas as seguintes condi¢cbes de ciclagem: 94- C (05 min), 94- C (45 seg), diferentes
temperaturas de melting 52°C, 54-C e 56°C (45 seg), 72°C (1 min) por 30 e 35 ciclos, 72:C por 10 min,
realizadas em termociclador Veriti 96-Well (Applied Biosystems, California, EUA). Apds a amplificacao,
o produto da Multiplex-PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1,5% a 100V por 50
minutos, em solugdo tampdo TBE 0,5X, corado com brometo de etidio. O produto foi revelado com
transluminador UV e fotografado em um fotodocumentador (LOCCUS Biotechnology®, Brasil) para ser
analisado e interpretado.

ETAPA |
Selegdo dos controles
positivos
IDENTIFICACAO DE ESPECIES GENE mecA Gene PVL
(Sasakietal,K 2010) (Zhang et al., 2005) (Linaetal, 1999)
-ATCC26023 - 8. aureus ~ATCC 33591~ 8 aureus Isolado clinico portador
- 1solado clinico de S pseudointermedius -1solado clinico de S. pseudointermedius do gene PVL
ETAPA 1l

Padronizagdo da
Multiplex-PCR

Prmers 1T ™™ (°C) | Variagdo da | Amplicon (pb) ~ Referéncias
5 -3 Tm (°C)

S. aureus 66,0 66,7 4636 369 Sasakl et al_,
S'TCGCTTGCTATGATTGTGGY! 2010
S5'GCCAATCTTCTACCATAGCI

S. pseudointermedius 56,0 £32a529 927 Sasak et al
5TRGGCAGTAGGATTCGTTAAZ' 2010
S'CTTTTGTGCTYCMTTTTGG3'

mecA (PCR - single) 56.0 38.9 4621 310 Vannuffel et al
5'TAGAAATCGACTGAACGTCT' 19956
STTGCGATCAATGTTACCGT3

mecA (PCR - Multiplex) 65.0 50.7a549 147 Zhang et al
5 GTGAAGATATACCAAGTGATT' 2005

5' ATGCGCTATAGATT GAAAGGA3

‘Gene PVI 550 | 6274616 433 Lina et al

5 ATCATTAGGTAAAATGTCTGGACATGATCCAS 1999

5'GCATCAASTGTATTGGATAG CAAAAGCT'

l

ETAPA 1l
Desafio
(130 isolados clinicos)
Amostras hospitalares l Amostras comunitarias
Humanos CECE
Humanos (n=30) (n=35)
(n=65)

Figura 1. Etapas de padronizac&o Multiplex-PCR.

2.3. Etapa lll - Desafio com amostras clinicas

Foram selecionadas 130 amostras recuperadas do banco do Laboratério de Microbiologia
Médica da Universidade Estadual de Maringad (LMM/UEM), da qual 65 eram hospitalares isoladas de
hemoculturas positivas para S. aureus, identificadas e com perfil de sensibilidade aos agentes
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antibacterianos determinado previamente pelo método automatizado BD Phoenix® (Becton and
Dickinson, Sparks, EUA), no periodo de fevereiro de 2015 a abril de 2019. Também foram recuperadas
65 amostras comunitarias caracterizadas fenotipicamente como ECP e seu perfil de sensibilidade a
antibacterianos determinado pelos testes de Kirby-Bauer (disco-difuséo) e agar diluicao, de acordo com
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (2015). Todas as 130 amostras foram submetidas a
reacOes moleculares de PCR para identificacdo das espécies de ECP [12], do gene mecA [13] e do
gene codificador de PVL [14], para posterior confirmacdo na reacédo de Multiplex-PCR padronizada na
etapa anterior. O DNA das amostras foi extraido pelo método de CTAB (hexadecyltrimethylammonium
bromide), de acordo com metodologia proposta por Doyle e Doyle (1987).

O projeto foi aprovado no comité de ética animal e biosseguranca da Universidade Estadual de
Maringa - UEM (COPEP — 075/2011) e comité de ética em pesquisa envolvendo seres humanos da
UEM (CAAE 318.0.093.000-11/COPEP).

3. RESULTADOS

Na etapa I, os primers selecionados para a padronizacéo da Multiplex-PCR foram capazes de
detectar as espécies S. aureus e S. pseudointermedius, assim como os genes mecA e codificador de
PVL nas cepas de referéncias e nos isolados clinicos utilizados como controles positivos. Ja na etapa
II, foram testadas diferentes condi¢cdes de ciclagens. Inicialmente, a reacdo foi padronizada com
temperatura de melting de 56°C, uma média da temperatura dos primers selecionados. Entretanto, as
amostras positivas para o gene mecA ndo amplificaram na Multiplex-PCR, sendo na sequéncia testadas
as temperaturas de 52°C e 54°C, sendo alterado o primer de mecA de 310 pares de bases (pb)
selecionado na etapa |, para o de 147 pb. Durante as tentativas de padronizacdo da temperatura de
melting, o nimero de ciclos de 30 também foi alterado para 35. Dessa forma, a reacao foi padronizada
nas seguintes condi¢des de ciclagem: ciclo de 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de 94°C por 45 segundos,
54°C por 45 segundos, 72°C por 1 minuto e um final de 72°C por 10 minutos, sendo que as quantidades
e concentracdes dos reagentes ndo foram modificadas.

Ja na etapa lll, quando comparado os resultados da Multiplex-PCR com as PCRs singles para
diferenciacdo das espécies e determinacdo dos genes mecA e codificador de PVL (etapa I), as
metodologias apresentaram 0s mesmos resultados, ou seja, capacidade idéntica de identificacdo
(Figura 2). Das 65 (100%) amostras hospitalares ja previamente identificadas como S. aureus pelo
sistema automatizado BD Phoenix®, todas foram confirmadas como S. aureus, sendo que 20 (30,7%)
apresentavam o gene mecA e 3 (4,6%) o gene codificador para PVL. J& das 65 (100%) amostras
comunitérias, todas foram identificadas como S. aureus, tanto as amostras coletadas de humanos como
as de cades. Sendo que do grupo de humanos 2 (6,6%) possuiam o gene mecA e 1 (3,3%) o gene PVL,
enquanto nos caes 3 (8,5%) possuiam o gene mecA e nenhuma amostra apresentou o gene codificador
para PVL, como pode-se observar na Figura 2.

70 | 6585 PCR single *®Multiplex PCR
60
AMOSTRAS HOSPITALARES" AMOSTRAS DA COMUNIDADE
50
40 | 3535
3030
30
2020
20
0 33 33
: 4% a1 00
0 : = ] s a8
S aureus mecA PVL S, aureus  MecA PVL S aureus mecA PVL
humanos humanos caes

Figura 2. Deteccd@o comparativa entre PCR single e a Multiplex-PCR proposta. *Amostras hospitalares
j& haviam sido previamente identificadas como S. aureus e determinado o perfil de sensibilidade dos isolados, através do método
automatizado BD Phoenix® (Becton and Dickinson).
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Todavia, quatro (20%) amostras clinicas hospitalares positivas para o gene mecA e duas
amostras (66%) da comunidade haviam sido previamente caracterizadas nos testes de sensibilidade,
como sensiveis a meticilina.

4. DISCUSSAO

As duas espécies de ECPs analisadas nesse trabalho, S. aureus e S. pseudointermedius,
podem atuar como patdgenos oportunistas no ambiente hospitalar e na comunidade [17]. Embora a
espécie S. aureus seja mais associada a humanos e S. pseudointermedius encontrado principalmente
em cées, a interacdo frequente entre humanos e seus animais de estimacdo, tem possibilitado a
deteccdo de S. aureus em infeccbes de cées e S. pseudointermedius em humanos. Recentemente,
essa disseminacd@o das espécies foi relatada em um trabalho realizado por nosso grupo [18], onde
foram detectados isolados de um mesmo cluster (similaridade genética = 80%) de amostras de
humanos e cées, provenientes do ambiente hospitalar e da comunidade. Esses microrganismos podem
ainda carrear e disseminar importantes genes de viruléncia e resisténcia a antibacterianos, tornando-
os importantes fontes de disseminagéo desses genes, entre isolados de humanos para animais, ou
vice-versa.

Devido a limitac6es dos métodos fenotipicos na diferenciacdo dos ECPs e a importéancia na
determinacéo de genes de viruléncia e do perfil de sensibilidade desses isolados, a detec¢cdo molecular
pode ser a alternativa adequada para o diagnoéstico de infeccdes causadas por ECPs. Entretanto, as
reacoes singles de PCR para diferenciacdo das espécies e determinacéo dos genes mecA e codificador
de PVL torna o processo mais trabalhoso e demorado. As reac¢des tipo Multiplex possibilitam a deteccéo
simultanea de varios genes, desde que seja possivel a utilizacdo de diversos primers e diferenciacéo
dos amplicons em uma Unica reagdo, nas mesmas condi¢fes de ciclagem.

A Multiplex-PCR padronizada nesse trabalho demonstrou ser capaz de diferenciar os isolados
de S. aureus e S. pseudointermedius apresentando resultados com similaridade de 100% com a
identificacdo pelo sistema automatizado das amostras hospitalares analisadas e aos resultados obtidos
em reacdes PCR single das demais amostras hospitalares e da comunidade. Foram testadas diferentes
temperaturas de melting e um outro par de primer para deteccdo do gene mecA, tornando possivel a
diferenciacdo dos amplicons resultantes. Outros autores j& padronizaram a Multiplex-PCR para
diferenciacdo de ECPs e do gene mecA, mas nao foi encontrado na literatura uma Multiplex-PCR que
abrangesse todos o0s genes propostos, capaz de detectar simultaneamente a espécie S.
pseudointermedius, muitas vezes identificado como S. aureus [9-10].

A reacdo de Multiplex-PCR pode auxiliar na diferenciacdo dessas espécies e reduzir,
particularmente o subdiagndéstico de S. pseudointermedius em humanos, o que poderia induzir a erro
no tratamento, pois ECPs apresentam diferentes pontos de corte de sensibilidade a oxacilina. Isolados
sensiveis de S. aureus possuem uma concentrac@o inibitéria minima (CIM) <2 pg/mL e isolados
resistentes CIM 24 pg/mL. Enquanto isolados sensiveis de S. pseudointermedius possuem CIM de
<0,25 pg/mL para isolados resistentes CIM de 20,5 pg/mL [11].

Outro ponto a ser considerado é que as técnicas de sensibilidade aos antibacterianos podem
falhar na deteccdo de isolados resistentes. O trabalho de Rathore et al. (2018) relata a discrepancia
entre os resultados dos testes fenotipicos e moleculares para detec¢éo de isolados resistentes. Alguns
trabalhos tém relatado nos dltimos tempos a detec¢éo de isolados sensiveis & meticilina nos testes de
sensibilidade convencionais, mas carreadores do gene mecA, sendo denominados de OS-MRSA (do
inglés, oxacillin-susceptible MRSA) [9,19-20]. Assim, sem a realizagdo dos testes moleculares seria
impossivel a deteccdo dos OS-MRSA o0 que ocasionaria uma prescricdo inadequada de
antibacterianos. Salientamos, que em nossos resultados, das 25 amostras positivas para 0 gene mecA,
seis delas haviam sido previamente caracterizadas como sensiveis a meticilina por métodos
fenotipicos. Sugerindo a presenca de OS-MRSA nessas amostras, porém novos testes de sensibilidade
e moleculares devem ser realizados para melhor caracteriza¢do desses isolados.

Embora tenha sido encontrado somente isolado portador do gene codificador de PVL na
comunidade, onde geralmente é mais encontrado, o mesmo foi identificado também em amostras
hospitalares (4,6%). O que estd de acordo com a literatura recente, que vem relatando a presenca
desse gene em isolados hospitalares, resultando em infec¢des nosocomiais mais severas e de dificil
tratamento [4-5, 21-22].

Sendo assim, a rea¢do Multiplex-PCR padronizada nesse trabalho mostrou-se promissora,

permitindo a diferenciagdo dessas importantes espécies de ECPs, podendo ser um complemento
benéfico para testes de sensibilidade e determinagéo da viruléncia de maneira oportuna e confiavel.
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5. CONCLUSAO

A reacdo Multiplex-PCR proposta mostrou-se até agora ser uma ferramenta eficiente e segura
para identificacdo e diferenciacdo de S. aureus e S. pseudointermedius dos demais estafilococos
coagulase positivas, além de permitir a deteccéo simultanea dos genes mecA e codificador de PVL em
amostras de humanos e animais, provenientes do ambiente hospitalar ou da comunidade.
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1. INTRODUCAO

Os agrotéxicos sdo produtos quimicos capazes de controlar pragas e doencas em
plantas, ha relatos do seu uso h& muito tempo, porém foi a partir da década de 1960 que essas
substancias passaram a integrar a rotina do trabalhador rural no Brasil [1]. Os impactos ambientais e
socioecondmicos provocados pelos agrotéxicos sdo bem conhecidos, o seu uso de forma
indiscriminada e inadequada é extremamente alarmante, a intensificacdo do uso tem implicado no
aumento dos danos ao meio ambiente e sobretudo em problemas de saude publica [2].

Dados do departamento de informatica do SUS [3] informam que em 2019 houve 5.700 casos
de intoxicacdo por agrotéxico de uso agricola, desses, 2.465 (43,24%) casos representam exposicao
no ambiente de trabalho, ou seja, quase metade dos casos de intoxicacdo esteve relacionada com o
contato ocupacional [4]. As intoxicacBes ocupacionais estdo diretamente relacionadas a auséncia na
utilizacé@o ou uso inadequado dos equipamentos de protecao individual (EPI), & falta de cautela durante
0 manuseio e aplicacdo dos agrotdxicos e a caréncia de instru¢éo dos trabalhadores sobre os riscos
inerentes na utilizacdo desses compostos [5].

A floricultura exige a utilizagdo intensa de agrotéxicos, afim de garantir que as flores tenham
um padréo de qualidade esperado para a comercializacdo, além disso, esse tipo de cultura nédo
apresenta 0 mesmo rigor para o controle de residuos como na producéo de alimentos. Ao investigar a
cultura de flores, os agrotéxicos mais utilizados para o controle de pragas e doengas nas plantas sdo
os inseticidas e fungicidas. Para ambos 0s grupos, a grande preocupacdo estd em fungédo da
guantidade e frequéncia da sua utilizacéo [6]

A investigacao laboratorial da exposi¢do ocupacional € dificultada em funcéo da multiplicidade
dos compostos presentes nas formulagfes agrotdxicas, sendo disponivel, para investigar quadros de
intoxicagdo, os recursos humanos, as avalia¢des clinicas e laboratoriais, informag6es fornecidas pelos
trabalhadores e apoio técnico [1, 2, 5, 13]

A escolha deste tema deve-se ao reconhecimento da fragilidade da saude do trabalhador na
cultura das flores, devido ao seu préprio sistema de producgdo. Além disso, 0s estudos sdo escassos
na literatura sobre a investigacdo da saude do trabalhador rural em relagdo a cultura da flor, desse
modo, espera-se compreender as consequéncias do cultivo de flores na saude dos trabalhadores.
Dentro desse contexto, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a exposi¢cdo da populagdo aos
agrotoxicos e investigar os impactos provocados sobre a salde do trabalhador do municipio de
Marialva-PR.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Populagéo do estudo
2.1.1 Grupo exposto aos agrotoxicos

O publico alvo foi constituido por trabalhadores dos géneros masculino e feminino, cadastrados
para atendimento pelo Instituto Agrondmico de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER),
Marialva-PR. Todos os trabalhadores foram convidados a participar deste trabalho, de acordo com as
normas Conselho Nacional de Saude (Resolucéo 466/2012) [7]. Aqueles que consentiram em participar
foram entrevistados e submetidos a coleta de material biolégico para quantificacdo de metais no plasma
e na urina.

2.1.2 Grupo ndo exposto aos agrotoxicos

O grupo controle foi constituido por individuos ndo expostos aos agrotéxicos, doadores de
sangue atendidos pelo Hemocentro de Maringa. Os individuos foram convidados a participar deste
trabalho, de acordo com as normas Conselho Nacional de Saude (Resolucao 466/2012). As coletas
foram realizadas durante o processo de doacgéo de sangue. As amostras de urina foram coletadas pelo
proprio voluntario por micgdo espontanea.

2.3. Coleta de amostras e analises laboratoriais

Foram obtidas amostras bioldgicas de sangue total em tubos de 6,0 mL heparinizados para
coleta a vacuo da marca VACUETTEepor puncéo venosa na fossa cubital. Apés a coleta, as amostras
foram encaminhadas para o Laboratério de Toxicologia da Universidade Estadual de Maringa, onde
foram processadas e posteriormente submetidas as andlises. Quando necessario, as amostras foram
submetidas a congelamento a -20 -C. A quantificacdo dos metais no plasma e urina foi executada na
Universidade Federal do ABC Paulista (UFABC — Santo André-SP). O material coletado foi aliquotado
em eppendorf’s graduados livres de DNases/RNases de 2ml de capacidade, da marca GREINER BIO-
ONE?®, submetidos ao congelamento, posteriormente transportadas sob refrigeracéo até a UFABC —
Santo André-SP.

Foram quantificados um total de 15 metais: Aluminio (Al), Cromo (Cr), Manganés (Mn), Cobalto
(Co), Niquel (Ni), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Arsénio (Ar), Selénio (Se), Cadmio (Cd), Antiménio (Sb), Bario
(Ba), Mercurio (Mg), Chumbo (Pb) e Urénio (U). As amostras foram homogeneizadas e diluidas a 1:10
em solucdo contendo &cido nitrico (HNOs) a 0,5% v/v e Triton X-100 a 0,02% m/v. Para as soluc¢des de
calibracéo foi utilizada uma combinacdo de matriz (plasma e urina) em tubos conicos de 15 mL da
marca Falcon®. Para este fim, os analitos (variando de 1 a 200 ng/ml) foram adicionados em HNO:
0,5% v/iv e Triton X-100 0,02% m/v contendo matriz 1:20. Houve a injecdo das amostras no
espectrometro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS Agilent 7900, Hachioji, Jap&o).
O branco e materiais de referéncia foram analisados em cada lote de andlise [8, 9]

O estudo foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos (COPEP) da Universidade Estadual de Maringa (CAAE n° 96370018.0.0000.0104), sob o
parecer n°3.314.720.

2.4. Analise estatistica

Com os dados obtidos e sistematizados, foram realizadas as analises estatisticas, sendo
utilizado o teste de normalidade de D'Agostino & Pearson, para verificagcdo da distribuicdo dos dados,
considerando intervalo de confianca de 95% e significancia para o valor de p< 0,05. A comparacéo dos
niveis plasmaticos e urinérios dos metais dos trabalhadores expostos aos praguicidas com a populagao
ndo exposta foi feita pelo teste de Mann Whitney, considerando intervalo de confiangca de 95% e
significancia com valor de p=< 0,05.

3. RESULTADOS
3.1 Caracteristicas sociodemogréficos e dados populacdo estudada

A populacdo do estudo foi constituida por 109 participantes, 41 individuos expostos aos
agrotoxicos e 68 individuos ndo expostos (grupo controle), sendo a maioria homens, 63,41% para o
grupo exposto e 57,35% para o grupo controle. Com relac@o a idade dos participantes, os individuos
expostos aos agrotoxicos apresentaram meédia de idade 46,9 anos (+12,33) e os do grupo controle
apresentaram média de 38,4 anos (+12,94). Questionamentos sobre aspectos sociais foram realizados
a populacdo exposta, com relacdo a renda, 29,27% dos entrevistados relataram renda abaixo de R$
1.116, no que diz respeito aos anos de estudo, 34,14% da populacdo apresenta apenas 8 anos de
estudo.
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Quanto ao tipo de exposi¢do aos agrotoxicos ilustrados no Grafico 1, 78,04% dos entrevistados,
relataram contato de forma ocupacional, sendo que 36,59% estéo expostos ocupacionalmente ha mais
de 9 anos. De acordo com as normas de segurancga, o trabalhador envolvido com a aplicacdo e manejo
de agrotéxicos deve fazer a utilizagdo de EPI. O uso foi questionado, mostrando os seguintes
resultados: 74,19% dos entrevistados fazia uso dos equipamentos de forma parcial, 6,45% de todos os
EPI recomendados e 19,35% néo utilizavam nenhum EPI

A populacéo do estudo relatou o uso de 15 pesticidas, dispostos pelo nome quimico no Gréfico
1, dentre estes, 53,33% s&o fungicidas, 40,00% sé&o inseticidas e 6,66% sé&o acaricidas.
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Gréfico 1. Porcentual de agrotéxicos utilizados nas propriedades pelos floricultores - Marialva —
PR, 2019.

3.2 Relacao de sintomas da populacdo estudada

Na figura 1 esquematizamos os sintomas clinicos relatados pelos floricultores, os dados
mostram um predominio de sintomas (60,40%) envolvendo o sistema nervoso. Dos 41 participantes
expostos aos agrotoxicos, destacamos aqui alguns dos sintomas mais expressivos, 56,09% -
irritabilidade, 39,02% - diminuicdo da memaria, 39,02% - alteracdo de humor, 31,70% - dificuldade de
concentracao, 29,26% - cefaleia e 24,39% - tontura.

Figura 1. Sintomas clinicos relatados pela populacdo de floricultores. Marialva-PR, 2019.

3.3 Andlises laboratoriais

Com relacdo a quantificacdo dos niveis plasméticos e urinarios dos metais, destacamos dois
metais (manganés e zinco), presentes nos fungicidas: Metiram + Piraclostrobina e Mancozebe, que
juntos apresentam maior incidéncia de uso (grafico 1). Foi realizada a comparac¢éo dos valores obtidos
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para a populacdo exposta ocupacionalmente e grupo controle, os resultados foram separados por
género e estao dispostos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Média geométrica dos niveis plasmaticos de metais da populacdo exposta e grupo
controle.

Metal analisado Grupo Exposto Grupo controle

MG: 95% IC MG MG: 95% IC MG p-valor
Manganés
Homens 2,247 [1,687 - 2,992] 1,073 [0,895 - 1,287] <0,0001*
Mulheres 1,139 [0,890 - 1,457] 0,995 [0,822 — 1,205] 0,258
Zinco
Homens 875,874 [838,177 - 915,266] 873,135 [832,071 - 916,225] 0,7955
Mulheres 752,219 [702,392 - 805,579] 790,796 [756,305 - 826,859] 0,258

Os niveis plasmaticos foram representados em ug/L. :Media geométrica. zIntervalo de confianca de 95%. *Estatisticamente
diferente de acordo com o teste U de Mann-Whitney, quando comparado ao género, assumindo p <0,05.

Tabela 2. Média geométrica dos niveis urinarios de metais da populacdo exposta e grupo
controle.

Metal analisado Grupo Exposto Grupo controle

MG 95% IC MG MG 95% IC MG p-valor
Manganés
Homens 1,041 [0,722 - 1,500] 0,245 [0,155 - 0,388] <0,0001*
Mulheres 3,214 [1,579 - 6,539] 0,197 [0,099, 0,389] <0,0001
Zinco
Homens 397,240 [320,904 - 491,734] 362,880 [299,979 - 438,970] 0,7479
Mulheres 268,975 [158,382 —456,790] 343,236 [273,227 - 431,182] 0,1694

Os niveis urindrios foram representados em ug/g de creatinina.:Media geométrica. :ntervalo de confianca de 95%.
*Estatisticamente diferente de acordo com o teste U de Mann-Whitney, quando comparado ao género, assumindo p <0,05.

4. DISCUSSAO

Existem indmeros estudos apontando evidéncias sobre a exposi¢cdo ocupacional aos
agrotéxicos e ao desenvolvimento de patologias, tais como, distarbios neurolégicos, respiratorios,
reprodutivos, neoplasias, entre outras [10, 11]. O estudo de uma populacdo de floristas exposta
ocupacionalmente aos agrotéxicos, evidenciou que a maioria dos trabalhadores esta ha mais de 9 anos
em contato com os agrotoxicos no plantio de flores (36,59%), evidenciando exposicdo crénica aos
agrotoéxicos. Grande parte dos floricultores utiliza os EPI de forma incompleta (74,09%), aumentando o
risco de intoxicacdo. Esse resultado corrobora com um estudo realizado na Grécia, que revelou
trabalhadores que utilizavam os equipamentos de protecdo de forma inadequada, apresentavam niveis
de pesticidas inUmeras vezes mais elevados, quando comparado aos que utilizavam os de forma
correta [18]. Ainda destacamos o uso de agrotdxicos (Grafico 1) de classes variadas, resultados que
corroboram com estudos, evidenciando que os trabalhadores de forma geral estdo se expondo a risco
de intoxicacao [16, 17].

Na populagéo de estudo, foi observado a manifestacéo de sintomas clinicos que podem estar
relacionados com quadros de intoxicacdo por agrotéxicos. Estudos que investigaram populagbes em
constante contato com agrotoxicos, mostram também a presenca de sintomas clinicos respiratérios [12,
13].

O manganés é um metal essencial para organismo humano [14], porém em quantidades
elevadas pode ser responsavel por inUmeras patologias descritas na literatura, merecendo destaque o
Parkinsonismo, diminuicdo da capacidade motora, entre outras patologias neurolégicas [14, 16],
colaborando com os resultados obtidos no estudo, evidenciado por uma grande parcela dos sintomas
relatados pelos trabalhadores estar ligado ao sistema nervoso.
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A média geométrica obtida dos niveis plasmaticos e urinarios de manganés e zinco nas
amostras, mostrou que os individuos expostos apresentaram valores superiores de manganés no
plasma e urina quando comparados ao grupo nédo exposto. Os niveis plasmaticos obtidos na populacao
de homens expostos foram aproximadamente duas vezes maiores que os do grupo controle, 0s niveis
urinarios mostraram que os homens expostos tinham aproximadamente 4 vezes mais manganés
guando comparado ao grupo controle. Outros autores, também avaliando a exposicao a agrotoxicos,
mediram os niveis plasmaticos e urinarios de metais potencialmente toxicos e encontraram resultados
semelhantes aos do presente estudo [16, 17]. Os dados foram submetidos a comparacao estatistica
pelo teste ndo paramétrico de Mann Whitney, mostrando diferenca significativa (p<0,05) para o
manganés plasmatico nos homens e para 0 manganés urinario nos homens e mulheres.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos evidenciam que os floricultores da regido de Marialva-PR estéo expostos
de forma crénica aos agrotoxicos, podendo apresentar relacdo com os sintomas clinicos relatados pelos
trabalhadores. A quantificacdo dos niveis plasmaticos e urinarios dos metais presentes nos agrotéxicos
pode auxiliar no monitoramento biolégico do trabalhador, juntamente com o acompanhamento clinico,
orientacao técnica sobre ao uso dos EPI, colaborando para prevencéo e protecdo dos floricultores a
intoxicacBes futuras.
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1. INTRODUCAO

O conjunto de desordens incluindo obesidade, dislipidemia, hipertenséo, intolerancia a glicose,
caracterizando a sindrome cardiometabdlica (SC), tem alcangado propor¢des epidémicas mundiais.
Estudos tém sugerido que a prevaléncia destas doencas pode dobrar até 2030 [1]. Paradoxalmente, a
desnutricdo e a obesidade vém sendo apontadas como problemas de saude publica intimamente
correlacionados com a sindrome cardiometabdlica; sendo os paises subdesenvolvidos e/ou em
desenvolvimento os principais alvos das consequéncias dessa injuria [2, 3].

Atualmente o termo Developmental Origins of Health and disease (DOHad) propde que insultos
ou estimulos em fases sensiveis do desenvolvimento, como por exemplo na fase da adolescéncia
contribuem para as condi¢cbes de salde ou doenca na vida adulta [2]. Nesse contexto, estudos
epidemiolégicos e experimentais tém mostrado que o estado de desnutricdo em fases mais criticas da
vida tais como gestacdo e lactacdo, sdo preditores relevantes do desenvolvimento de doencas
cardiometabdlicas na vida adulta [4, 5].

Estudos publicados recentemente por nosso grupo de pesquisa, demonstraram que a restricao
proteica realizada durante a adolescéncia, também pode causar alteracdes metabdlicas visiveis na
idade adulta [6, 7]. Em dados obtidos a partir destes experimentos, foi observado que estes animais
apresentaram, aos 120 dias de vida, aumento no acimulo de gordura, hiperglicemia, hiperinsulinemia,
resisténcia a insulina e aumento da pressao arterial (PA) (dados ndo publicados). Estas alteracdes
podem ser consequéncia de uma disfuncao autondmica observada nos animais adultos submetidos a
restricdo de proteina durante adolescéncia [7]. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar
se a pressdo arterial elevada a longo prazo, induzida pela exposi¢éo a dieta com baixa proteina durante
a adolescéncia depende de uma hiperatividade simpatica e seu papel modulador da presséo arterial.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais, condigBes experimentais e dieta

Apos a aprovacdo do Comité de Etica (CEUA n°: 4833210519), foram obtidos ratos Wistar de
25 dias do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa — UEM. Esses permaneceram em
adaptacao por cinco dias no biotério setorial.

Aos 30 dias de vida foram separados em dois grupos: um grupo recebeu uma racdo com baixa
proteina (LP; 4% de proteina) durante a adolescéncia (30 a 60 dias de vida) e o grupo controle que
recebeu ragdo padrao (NP; 20,5% de proteina) durante todo o periodo experimental. Apds o periodo
de dieta especial os animais LP passaram por um periodo de recuperacao dietética, dos 60 aos 120
dias de vida, com racéo padrdo. Apos os 120 dias de vida ambos os grupos foram expostos ao protocolo
de avaliagdo experimental.

2.2. Avaliagdo dafuncéo cardiovascular e sua modulagdo autonémica

ApOs a canulagdo da artéria femoral e veia femoral, os animais foram mantidos em caixas
individuais para avaliagdo cardiovascular apés 24 de horas de recuperagéo [8-10].

Esse protocolo foi realizado em um periodo de trés dias: No primeiro e segundo dia realizamos
a avaliacdo da atividade autondmica cardiaca e frequéncia cardiaca (FC) intrinseca com metilatropina
(3 mg/kg) e atenolol (4 mg/kg) [8, 9].

No inicio do segundo dia, foi analisado a influéncia autondmica sobre a pressédo arterial média
(PAM) e intervalo de pulso (IP) em condi¢des basais, através da andlise da variabilidade PAM e do IP
com o programa (CardioSeries). Através de calculos podemos estimar a zona de baixa frequéncia (LF)
da pressdo arterial media (PAM) que representa a atividade simpatica vascular, a zona de alta
frequéncia (HF) do intervalo de pulso (IP) que representa a atividade parassimpatica cardiaca. E
através da soma das zonas HF, LF e da zona de muito baixa frequéncia (VLF) estimamos a
variabilidade total do intervalo de pulso, na qual podemos inferir o risco cardiovascular. A funcdo do
barorreflexo espontdneo na analise espectral foi calculada através do método da sequéncia
(CardioSeries) usado para estimar o indice de efetividade do barorreflexo (BEI) e a sensibilidade do
barorreflexo (Ganho).

No terceiro dia foi avaliada a sensibilidade do barorreflexo com injecdes intravenosas de
fenilefrina (8 pg/kg) e nitrorprussiato de sédio (50 pg/kg) [11, 12]. Apds a estabilizacdo do sinal de PA
foi avaliado o tbnus simpético vascular a partir da injecdo intravenosa de hexametdnio (30 mg/kg) [9,
13].

2.3. Analises histoldgicas

Para as analises histoldgicas utilizamos outro lote com 12 animais de cada grupo, para verificar
a espessura da tinica media da aorta toracica[14], tamanho dos cardiomiécitos e a fibrose perivascular
no coragao [15].

2.4. Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). Para analise,

utilizamos o Programa GraphPad Prism 6 e para comparagdo entre 0s grupos teste t stutent.

3. RESULTADOS

A fig. 1A mostra registros de PA representativos de cada grupo experimental. Animais LP,
apresentaram um aumento de 19%, 20% e 22% na pressao arterial sistélica (PAS) (Fig. 1A, p<0,0003),
pressao arterial média (PAM) (Fig. 1, p< 0,0021) e pressao arterial diastolica (PAD) (Fig. 1C, p< 0,0059),
respectivamente. N&o se observou diferenca significativa na FC entre 0s grupos.
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Figura 1. Presséo arterial em animais com 120 dias de vida em condi¢des basais

* NP: Dieta com quantidade normal de proteina normal; LP: Dieta com baixa proteina; Presséo arterial sistélica (A), presséo
arterial diastélica (B), pressao arterial média (C), Frequéncia cardiaca (FC). Valores expostos em média + SEM***p<0.001,
**p<0.01, *p<0.05 indicando significAncia estatistica (Teste T student).
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Com relacdo a analise espectral, os animais LP apresentam 41% de aumento da LF-PAM,
apontando para um aumento da atividade simpética vascular (Fig. 2A, p<0,0359), com um aumento de
75% e 37% do balango autondmico e variabilidade total do IP respectivamente nos animais LP (Fig.
2C, p<0,0485 e Fig. 2D, p<0,0116). N&o se observou alteracdo na zona HF-IP (Fig. 2B).
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Figura 2. Analise espectral da presséo arterial e do intervalo de pulso em condi¢8es basais

* NP: Dieta com quantidade normal de proteina normal; LP: Dieta com baixa proteina; Zona de baixa frequéncia (LF) da presséo
arterial média (PAM) (A), zona de alta frequéncia (HF) do intervalo de pulso (IP) (B), Zona de baixa frequéncia (LF) / zona de
alta frequéncia (HF) do intervalo de pulso (IP) (C), variabilidade total do intervalo de pulso (IP) (D). Valores expostos em média
+ SEM***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 indicando significancia estatistica (Teste T student).

O tbnus vagal (metilatropina) e simpatico (atenolol) cardiacos foram semelhantes entre os
grupos (tabela 1). A FC intrinseca, avaliada ap6s o duplo blogueio (tabela 1) com atropina e atenolol
também nao foi alterada pela dieta LP.

Com relagédo a sensibilidade do barorreflexo cardiaco, o grupo LP nédo apresentou mudanca na
resposta bradicardica reflexa induzida por fenilefrina ou na resposta taquicardica reflexa ap0s injecao
de nitroprussiato de sédio (tabela 1). O barorreflexo espontaneo avaliado pelo BEI e Ganho (tabela 1)
foi semelhante entre os grupos.

Tabela 1. Avaliacdo autonémica cardiovascular apés ainjecdo de drogas

Parametros NP LP
Atividade parassimpatica induzida por metilatropina 83 +£10,59 82+8,11
Atividade simpatica induzida por atenolol -57+7,73 -46 + 4,22
Freguéncia cardiaca intrinseca 347+ 7,52 357 £ 5,37
indice de efetividade do barorreflexo (BEI) 0,20+ 0,014 0,22+0,018
Sensibilidade do barorreflexo (Ganho). 7,13+0,79 6,21+ 0,37
Barorreflexo induzido por fenilefrina -2,21+£0,40 -2,13+0,25
Barorreflexo induzido por nitroprussiato de sédio -3,03+0,60 -3,40+0,37

*NP: Dieta com quantidade normal de proteina normal; LP: Dieta com baixa proteina; Atividade Parasimpética e simpatica
induzida do metilatropina e atenolol calculado (Delta FC apés estabilizacdo da aplicacdo — FC basal); Frequéncia cardiaca
intrinseca ap6s o duplo bloqueio com metilatropina e atenolol; Barorreflexo induzido por fenilefrina e nitroprussiato de sédio
calculado (Delta FC/ Delta PAM). Valores expostos em média + SEM***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 indicando significancia
estatistica (Teste T student).

Na avaliacdo do tbnus simpético vascular, os animais LP apresentaram uma queda 35% maior
da PAM (Fig. 3A, p<0,0060) e 57% maior da amplitude da zona LF-PAM apoés inje¢do do hexametdnio
(Fig. 3B, p<0,0060) comparado ao grupo controle.
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Figura 3. Resposta depressora ao hexamet6nio

* NP: Dieta com quantidade normal de proteina normal; LP: Dieta com baixa proteina; Delta da presséo arterial media (Diferenca
entre a PAM apo6s injecdo de hexametbnio e PAM basal) (A); Delta da zona de baixa frequéncia da PAM em resposta ao
hexametonio (Diferenca entre LF-PAM apds injecéo de hexametdnio e LF-PAMPAM basal) (B). Valores expostos em média +
SEM***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 indicando significancia estatistica (Teste T student).
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Na andlise histolégica da aorta toracica, os animais LP apresentaram reducédo de 9% da
espessura da camada média da aorta toracica (tabela 2, p<0,0001). No coragéo, o grupo tratado obteve
um aumento de 10% do didametro dos cardiomiécitos (tabela 2, p<0,044), no entanto ndo observou-se
alteracdo na fibrose perivascular em relacéo aos controles.

Tabela 2. Analises histoldgicas de coracao e aorta toracica
Parametros NP LP

Espessura da tlnica média na aorta toracica (ug) 94,80 £ 1,401 85,72 + 0,5879***
Diametro dos cardiomidcitos (ug) 10,44 + 0,2637 11,50 + 0,4357*

Fibrose perivascular no coracgéo (a.u.) 4,219 + 0,1532 4,109 + 0,1529

* NP: Dieta com quantidade normal de proteina normal; LP: Dieta com baixa proteina; Valores médios da espessura da artéria
toracica (barra de escala =50 ym); Cardiomidcitos em corte transversal (barra de escala =10um); Fibrose perivascular nos vasos
do ventriculo (barra de escala =50 ym). Valores expostos em média + SEM***p<0.001, **p<0.01, *p<0.05 indicando significancia
estatistica (Teste T student).

4. DISCUSSAO

Os animais LP apresentaram um aumento da (PA) em condi¢Bes basais e um aumento tanto
da atividade simpatica vascular como do risco cardiovascular. Estudos com modelos de programacao
por exposicao a dieta LP na gestacédo e lactacéo [9, 10, 16] evidenciaram um aumento da PA e um
aumento da atividade simpatica vascular, sugerindo que a dieta LP em fases criticas contribui para o
aumento da simpatica [9, 10, 17]. Ao avaliar estes parametros logo apds o insulto com dieta LP durante
a adolescéncia ja observou-se o aumento da PA e atividade simpatica [18-21]. Neste contexto,
podemos sugerir que a disfuncdo autonémica e o aumento da PA observados nos presentes animais
LP poderia caracterizar uma hipertenséo instalada precocemente e mantida até a vida adulta. Ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), considerados um modelo neurogénico de hipertenséo
dependente da hiperatividade simpatica, apresentam um perfil semelhante aos animais expostos a
dieta LP, com aumento de PA e atividade simpética, inclusive evidenciada pela hiperatividade simpatica
renal [22, 23]. Adicionalmente, estudos com exposicdo a dieta LP durante a adolescéncia sugerem que
0 aumento da PA pode ser devido uma desorganizacdo da sinalizacdo pelo neurotransmissor
Glutamato na regido rostro ventrolateral do bulbo (RVLM) [24] ou nlcleo do trato solitario (NTS) [25],
além de uma maior ativacdo do SRA [26-28] que podem levar a hiperatividade simpética nesse modelo,
contudo estes mecanismos nao foram explorados no presente estudo.

O aumento da PA pode ter favorecido as alteracdes histolégicas evidenciadas por uma
diminuicdo da espessura da camada média da aorta dos animais LP. Estudos apontam que a
diminuicdo da espessura da tunica media da aorta [14, 29] pode ser uma das primeiras caracteristicas
gue precedem o remodelamento vascular hipotrofico, de forma que quando associado a diminui¢cdo das
fibras elasticas [14, 30] e um aumento na tensdo na parede da artéria [30], pode modificar a
distensibilidade vascular, contribuindo para a hipertensao arterial em animais programados por LP.

O aumento do didmetro dos cardiomidcitos, sem alteragcéo na fibrose perivascular observado
nos animais LP poderia apontar para o inicio de um processo de remodelamento cardiaco. Estudos de
programacdo com dieta LP durante a gestacdo apontam para um quadro mais avancado de
desorganizacdo morfolégica cardiaca aos 60 ou 112 dias de vida, pois observa-se uma deposi¢éo de
colageno no coragdo [31, 32], e diminuicdo do numero de cardiomidcitos [26, 31, 32], além de
modificacdes da expressdo de miRNA no coracgéo relacionados a estrutura e funcéo cardiaca [32].

Outra via que poderia estar relacionada ao aumento do didmetro dos cardiomidcitos, poderia
estar relacionado a altera¢cdes nos componentes do sistema renina angiotensina (SRA), visto que o
coracdo também possui componentes locais responsaveis pela produgéo de angiotensina 2 (ANG 2)
[33]. Em modelos de programacdo com LP ou em ratos SHR também foi encontrado um aumento da
ANG 2 tanto plasmatica como no ventriculo esquerdo [34] e um aumento da expressao do AT1 no
ventriculo esquerdo [26, 35], que podem estar associados a um maior remodelamento cardiaco nesses
animais.

5. CONCLUSAO

O presente estudo mostra que a exposi¢ao a dieta pobre em proteina durante a adolescéncia
induz a hipertensdo na vida adulta, sustentada por uma maior atividade simpética, que pode estar
conduzindo a uma alteragdo estrutural vascular e cardiaca. Tais resultados apontam para a relevancia
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de uma dieta balanceada na adolescéncia para o controle da ocorréncia de hipertenséo, além de indicar
o potencial mecanismo fisiopatoldgico do elevado indice de hipertensdo em populacdes de paises
subdesenvolvidos e desenvolvidos expostos a dietas de baixa proteina. Tais resultados séo
importantes para nortear as reflexdes sobre as politicas publicas para controle do risco cardiovascular.
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1. INTRODUCTION

Cardiovascular disease (CVD) is the leading cause of morbidity and mortality in patients with
advanced chronic kidney disease (CKD), accounting for >50% of all deaths [1]. Although classical
Framingham risk factors remain important, there is increasing evidence to support renal-specific and
dialytic disturbances increases the cardiovascular risk in this population, such as sodium/fluid balance,
hyperuricemia, inflammation, vascular calcification and abnormal bone mineral metabolism [2], and
these complex interaction results in a high prevalence of abnormalities of cardiac structure and function
in patients with End Stage Renal Disease (ESRD) [3].

Left ventricular (LV) ejection fraction (EF) is widely used as a measure of systolic function.
Reduced EF (<50%) is an important prognostic marker, however, less than 15% of ESRD patients have
detectable systolic dysfunction [4,5] and the prognostic ability of EF can be limited because it is
susceptible to loading conditions, [6] which change dramatically during interdialytic intervals in
hemodialysis patients [7].

Global Longitudinal Strain (GLS) derived by Two-dimensional (2D) Speckle-Tracking
Echocardiography (STE) is an emerging technique for measuring subtler disturbances in LV systolic
function. There is emerging data that GLS is a superior predictor of cardiac events and all-cause
mortality compared with EF in the general population with and without heart failure [8,9]. Although
studies have demonstrated that patients with moderate-to-severe CKD and dialysis patients have
subclinical evidence of impaired strain but preserved EF [10,11] there is evidence that compared with
moderate-advanced CKD patients, GLS is better in ESRD group receiving maintenance hemodialysis
[12]. Impaired GLS was proved to be associated with microvascular ischemia, interstitial fibrosis and
cardiac myocyte hypertrophy caused by urotoxin, hypertension and hemodialysis-related myocardial
stunning [13-15], which would all lead to cardiovascular mortality and morbidity.

The mechanism and applications of abnormal GLS in hemodialysis (HD) patients has not been
fully clarified. We therefore performed a systematic review of STE as a predictor of total and
cardiovascular mortality and morbidity in the ESRD population.

2. MATERIAL AND METHODS

This systematic review was conducted according to a previously protocol [16] undergoing
registration with the Open Science Framework (OSF) database [17] and conforms to the PRISMA
Statement [18].
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2.1. Search strategy, Study selection and data extraction

MEDLINE, Web of Science, Lilacs and Google Scholar (grey literature) were searched until
March, 2020 using the keywords ‘global longitudinal strain’, ‘speckle tracking echocardiography’,
‘chronic kidney disease’, ‘hemodialysis’ ‘outcome’, ‘mortality’, and ‘prognosis’. The search strategy was
developed first for the MEDLINE database and the effectiveness was tested and refined accordingly.
Search results from each database were combined and duplicates were removed before screening
(EndNote Web [19]). Additional papers were identified by searching the reference lists of relevant
articles and their citation metrics. Initial title and abstract screening were performed using Rayyan
software [20] and full texts of selected articles were retrieved and double screened for eligibility and data
extraction by six researchers working independently (AGSM, BLSG, EPB, GCD, JVD, MADS).
Discrepancies were resolved through consensus and data extraction will be validated by methodological
and clinical experts (IGM, JJVT, RTPO, SSY).
2.2. Eligibility criteria and outcomes

All longitudinal studies that assessed the prospective association of STE-derived parameters
with: (a) at least one of the pre-specified outcomes in ESRD (>18 years) population, (b) reported in
English, (c) in accordance with ethical standards, were included and (d) Abstracts, reviews, conference
proceedings or letters to the editor were excluded. Due to the characteristics of Doppler and CMR
(Cardiovascular magnetic resonance imaging) -based strain, we only included studies that calculated
strain by STE. The primary outcome was all-cause mortality whereas secondary outcomes were (1)
composite cardiovascular or (2) cardiac endpoints. Any individual secondary endpoints included in 1 or
2 were considered as tertiary outcomes.
2.3. Data extraction

The following data were extracted: (1) citation details; (2) study and participant details; (3)
demographics, clinical and laboratory variables; (4) exposure details including the hardware and the
software used for the acquisition and analysis as well as details regarding the measured LV strain; (5)
details of outcomes, including how these were ascertained; (6) statistical methods used, as well as
statistics related to the association of interest, and (7) information related to adjustment for potential
confounders.

3. RESULTS
3.1. Search results and study selection

A PRISMA diagram is shown in Figure 1. A total of 863 records were identified. After removing
duplicates, 135 records of 258 were excluded by title and abstract. One hundred twenty-three full text
articles were assessed for eligibility. One hundred and thirteen not meet the final specific inclusion
criteria (wrong outcome: n=69; wrong publication type: n=17; wrong study design: n=16; wrong
population: n=12; same cohort: n=2). See details on figure 1. Seven prospective (cohort) studies were
eligible for qualitative synthesis. All included papers performed multivariate analysis after adjusting for
significant factors to determine the effect of strain parameters on all-cause and cardiovascular mortality.
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Figure 1. Flow diagram of articles included to the systematic review. PRISMA statement [18] *GS=
Google scholar. WoS=Web of Science. ** After assessed full-text articles for eligibility stage: Wrong outcome= ineligible tertiary
clinical outcomes. Wrong publication type= abstracts were not available by screening tools. Wrong study design= cross
sectional/baseline cohort studies. Wrong population= combined data from predialysis/dialysis patients.
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3.2. Characteristics of included papers

Characteristics of included papers are shown in Table 1. Among 1005 patients followed-up
ranged between 469-822 days, there were 224 reported deaths (22,3%). There were 590 male
participants (58.7%) and most patients were >60 years. Six studies recruited participants with known
CVD at baseline [21-26] while one included only participants free of CVD [27]. The most prevalent
medical conditions were hypertension, diabetes mellitus, hypercholesterolemia, heart failure and
ischemic heart disease.
3.3. Exposures and outcomes of included papers

Mainly characteristics of exposures and outcomes from included papers are shown in Table 1.
All used 2DSTE and one also assessed myocardial strain by 3DSTE [31]. One used Philips QLAB 8.1
[25], three used EchoPac [26-28] and three used TomTec CPA [29-31]. All studies (n=7) assessed GLS.
Two studies also assessed circumferential strain [24,27] and one study also assessed radial strain [31].
3.4. All cause/cardiovascular mortality and CV events

Five studies found associations between 2DSTE-derived measures and all-cause mortality [21,
24, 26] and three studies found associations with cardiovascular mortality [26,27,31] (Table 1). Two
studies reported associations between GLS and a composite cardiovascular endpoint [21,27].
3.5. GLS and tertiary outcomes

Two studies also assessed circumferential strain [24, 27] and one study also assessed radial
strain [31] found associations between STE-derived measures and cardiovascular outcomes.

4. DISCUSSION

This systematic review summarizes current evidence about the prognostic value of STE-derived
measures in the ESRD patients. Included studies in this systematic review reported associations
between STE-derived measures and all-cause and cardiovascular mortality and CV outcomes. There
was insufficient evidence in relation to other measures (circumferential strain, radial strain) or 3DSTE-
derived indices. Therefore, this systematic review also displayed important knowledge gaps in the
current literature regarding the possible utility of myocardial deformation indices in ESRD patients.

The mechanisms of decreased LV function in CKD patients are complex and not thoroughly
understood [28] but CKD patients undergo progressive change in myocardial composition and function
due to pressure and volume overload, ischemia and CKD-related biochemical abnormalities.

Ejection fraction (EF) measured from conventional echocardiogram is the gold standard for
assessment of LV systolic function. However, EF has important technical limitations including load and
geometry dependency and lacks sensitivity to detect subtle LV dysfunction [29].

Global longitudinal strain (GLS) is an emerging technique for measuring subtler disturbances in
LV systolic function. The two-dimensional strain method uses frame-by-frame tracking of naturally
occurring acoustic reflections (speckles) that move with cardiac segments during the cardiac cycle;
allowing measurement and characterization of regional and global systolic function. Less negative
longitudinal strain (peak global) was associated with an increased cardiovascular mortality. A more
positive, and hence more abnormal GLS, was also associated with cardiac death [8,9,30].

Although radial, circumferential, and longitudinal fibers are predominantly in different layers of
the myocardium, there are evidence of reduced myocardial deformation in all these orientations when
we compared ESRD patient cohort to healthy persons [23]. As heart muscle is incompressible, strain
parameters are interrelated in three dimensions, thus, by the time the chamber contracts and shortens
in systole (circumferential and longitudinal strain), the wall thickens (radial strain) [31].

The increased risk for cardiovascular morbidity and mortality might be caused by uremic
cardiomyopathy (UC), a common complication in patients with ESRD that is characterized by cardiac
fibrosis, capillary rarefaction, left ventricular hypertrophy, and both systolic and diastolic dysfunction.
[13-15,23]. Therefore, early detection of UC by STE in patients with ESRD might identify patients at risk.

As with systematic reviews of observational studies, variations in the study design, inclusion
criteria, follow-up periods and endpoints are all potential sources of heterogeneity among studies. The
parameters: ethnicity, comorbidities, medications, laboratories parameters, hemodialysis determinants
(vintage dialysis, times per week, cause of renal failure) and dialysis access (Arteriovenous fistula / graft
/ Catheter) will be adequaly assessed in the “Quality assessment and quantitative synthesis” Stage of
this systematic review.

A modified version of the Newcastle-Ottawa Quality Assessment Scale of cohort studies will be
used to assess the quality of included papers [32]. The degree of heterogeneity will be assessed using
Higgins Thompson 12 test [33] and Cochran’s Q test [34]. If the included studies are sufficiently
homogeneous, a quantitative synthesis using fix or random effect meta-analysis will be used to pool the
results of the association of interest. For presenting the results, we will likely to use the HR (95%Cl) as
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an effect estimate and will present the data graphically in forest plots. If data allow, we will perform meta-
regression to explore potential sources of between-study heterogeneity: (1) study quality, (2) variation
in exposure measurement and (3) variation in CV and cardiac outcomes definition. Possible publication
bias will be assessed using a Funnel plot [35].

Although information on potential confounders was limited and inconsistent, there was some
evidence that GLS was independent of conventional cardiovascular risk factors and other
echocardiographic measures. There was insufficient evidence in relation to other myocardial
deformation indices to draw conclusions with respect to outcomes.

5. CONCLUSION

This systematic review synthesized evidence regarding STE-derived measures as prognostic
indicators of mortality and CV events in end stage renal disease patients. The clinical implications of
this work relate to the current status of diagnosis and treatment of heart disease in patients receiving
dialysis.
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1. INTRODUCAO

O conjunto de desordens incluindo obesidade, dislipidemia, hipertenséo, glicose em jejum
alterada, caracterizando a sindrome cardiometabdlica (SC), tem alcancado propor¢cdes epidémicas
mundiais. Sua prevaléncia pode chegar a 85%, dependendo da regido, populacdo estudada e critérios
de definicdo utilizados [1]. Adicionalmente, a prevaléncia desta sindrome pode dobrar até 2030 [2].0s
fatores causadores destas alteracfes ainda devem ser determinados, mas a mudanca no estilo de vida
(aumento do sedentarismo, estresse e mudancas no habito alimentar) observada nas Ultimas décadas
tem sido considerada preponderante contribuindo para a instalacdo da SC e também aumentando as
chances do desenvolvimento de doencas cardiacas (DC), derrames e diabetes Mellitus tipo 2 [3].

Estudos epidemiol6gicos e experimentais tém mostrado que insultos nutricionais em fases mais
criticas da vida, tais como gestacao e/ou lactagcdo, sdo importantes preditores do desenvolvimento da
sindrome cardiometabdlica na vida adulta [4, 5]. Esses dados indicam para a hipétese de Barker, a qual
propde que insultos, sobretudo nutricionais durante a gravidez, induzem mudangas permanentes na
estrutura corporal, funcdo e metabolismo aumentando o risco de morte cardiovascular na vida adulta
[6]. Essa programacéo pode ser associada a altera¢cdes no desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC) [7].

Atualmente o termo Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) agrega
informacdes de varias pesquisas e propde investigagbes no sentido de esclarecer a origem das
doencgas na vida adulta [8]. Contudo, o grande nimero de dados obtidos evidenciou que o surgimento
tardio de doencas ndo transmissiveis ndo somente teria origem na vida fetal ou pré-natal, mas também
ao longo da infancia e adolescéncia [9,10,11, 12]. No entanto, os limites da plasticidade neuronal ainda
nao estdo bem definidos e a associa¢ao entre programacéo cardiometabdlica e doencgas tardias na vida
nao estdo necessariamente ligadas somente a vida precoce [13].

Estudos tém mostrado que a dieta rica em gordura (HF) (do inglés high fat — HF) ofertada
durante a gestacdo e lactacdo desencadeia obesidade, alteracdes no metabolismo de glicose,
dislipidemia, hipertenséo e disfuncdo renal observadas na prole durante a vida adulta [14,15,16].
Pesquisas recentes demonstraram gue ratos expostos a uma dieta rica em gordura durante a infancia
e adolescéncia apresentam, na vida adulta, um aumento da glicemia e insulinemia de jejum, resisténcia
a insulina, elevada secre¢éo de insulina pelas células beta pancreéticas, bem como aumento do peso
corporal e depésitos de gordura [17,18]. Entretanto, os estudos com dieta hiperlipidica durante o
periodo da adolescéncia, que caracterizam a SC na vida adulta ainda s&o escassos. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da dieta rica em gordura durante a adolescéncia, periodo
mais tardio de desenvolvimento do SNC, sobre o desenvolvimento da SC na vida adulta.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais, condi¢Bes experimentais e dieta

Ratos Wistar de 25 dias foram obtidos do Biotério Central da Universidade Estadual de Maringa
(UEM) e trazidos para o Biotério Setorial do Departamento de Biotecnologia, Genética e Biologia
Celular. Esses permaneceram em adaptacéo por cinco dias e ao completarem 30 dias iniciaram o
tratamento. Os animais ficaram sob condi¢Ges de temperatura (23+ 2 °C) e fotoperiodo (07h00min as
19h00minh, ciclo claro/escuro) controlados, com agua e racao a vontade. Os protocolos experimentais
foram desenvolvidos de acordo com a aprovacdo do Comité de Etica para Uso e Experimentacéo
Animal da Universidade Estadual de Maringa (CEUA n°: 1527130815). O modelo experimental utilizado
constituiu na inducdo de ingestdo em excesso de gordura animal durante a adolescéncia, usando uma
dieta hiperlipidica (5.817 kcal/g e 35% de gordura de porco) [19]. Aos 30 dias de vida os ratos foram
divididos em dois grupos experimentais, um que continuou recebendo a dieta normolipidica (grupo NF)
€ 0 grupo que passou a receber a dieta rica em gordura dos 30 aos 60 dias de vida (grupo HF). Apés
o periodo de tratamento dietético (30 dias) parte dos animais passaram por um periodo de recuperacao
dietética (60 dias, com dieta normoproteica). Aos 120 dias de vida, 9 a 24 animais por grupo foram
divididos em dois lotes para avaliacdo, sendo um para avaliacdo do metabolismo (teste de tolerancia a
glicose, teste de tolerancia a insulina, eutanasia para analises bioquimicas sanguineas e coleta de
tecidos) e outro para avaliacdo cardiovascular (afericdo da presséo arterial (PA)).

2.2. Coleta de parametros biométricos

Durante todo o periodo experimental registrou-se a evolugédo ponderal a cada sete dias e o
consumo de agua e racdo dos animais trés vezes por semana.

2.3. Metabolismo da glicose

Ap6s 6 horas de jejum, os animais de 120 dias de vida foram submetidos ao teste de tolerancia
a insulina (ipITT). Os mesmos foram pesados e receberam a administra¢do de insulina intraperitoneal
(1U/Kg de PC) e nos tempos 0, 15, 30, 45 e 60 minutos apds a injecéo de insulina foi coletado 300uL
de sangue pela cauda do animal para quantificacdo da glicemia basal. Posteriormente, a taxa de
decaimento da glicose sanguinea (kITT) foi calculada usando a férmula 0,693/(t1/2). Ap6s dois dias de
recuperacdo e com jejum noturno de 12 horas, o teste de toleréncia a glicose oral (OGTT) foi realizado
Nnos mesmos animais submetidos ao ipITT. Os animais foram pesados e em seguida foi realizada a
coleta de sangue pela cauda para obtencdo da glicemia de jejum (tempo 0). Apds, 0s animais
receberam a dose (2g/Kg) de glicose via oral na concentracéo de 50%. A glicemia foi verificada aos 15,
30, 45, 60 e 120 min ap6s a administracédo da glicose [20].

2.4 Dosagem sanguinea em jejum

Valores plasmaticos basais de glicose, colesterol, triglicerideos, HDL-colesterol e LDL-
colesterol foram quantificados a partir das amostras de sangue total coletado apds eutanasia dos
animais. O plasma foi recolhido e armazenado a 20°C e posteriormente foi mensurada a glicemia pelo
método da glicose oxidase, por espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomatico, BIO200FL,
Bio Plus®, Sao Paulo/SP, Brasil), utilizando kit comercial (Gold Analisa®, Belo Horizonte/MG, Brasil).
O colesterol total foi dosado com o método colorimétrico de colesterol oxidase e os triglicerideos foram
dosados pelo método colorimétrico do glicerol-3-fosfato oxidase utilizando kits comerciais (Gold
Analisa®, BeloHorizonte/MG, Brasil), ambas leituras foram realizadas em equipamento de
espectrofotometria (Analisador bioquimico semiautomatico, BIO200FL, Bio Plus®, Sédo Paulo/SP,
Brasil). O HDL-colesterol foi determinado utilizando o mesmo método descrito para dosagem de
colesterol, posteriormente a precipitacdo de quilomicrons e lipoproteinas de baixa densidade com kit
comercial (Gold Analisa®, Belo Horizonte/MG, Brasil).

2.5 Procedimentos de canulacdo vascular para registro da presséao arterial

Sob anestesia injetavel (Cetamina-Xilazina; 75mg + 15mg/kg de peso corporal via
intraperitoneal) inseriu-se uma cénula (P10 -Micro-Renathane conectada a uma céanula P50 -
ClearTygon) na artéria femoral para a monitorizacéo da presséao arterial (PA). Ao final das cirurgias os
animais receberam anti-inflamatorio (Meloxican, 100mg/kg, IP., 8/8 horas) e antibiético (Enrofloxacino
5mg/kg, IP., 8/8 horas).ApOs 24 horas de recuperacdo, a canula arterial do rato foi conectada a um
transdutor de pressdo (MLT0670, ADInstruments, Dunedin, Nova Zelandia) o qual foi conectado a um
sistema de registro computadorizado (Insight, Ribeirdo Preto, Brasil) que utiliza o sistema DI 158 da
WinDaq para registro da PA, pulso a pulso (WinDaq lite, DataQinstruments, Estados Unidos da
América). Os dados foram analisados com software especifico Advanced CODAS (Data Q instruments,
Estados Unidos da América).
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2.6 Analise estatistica

Os resultados deste estudo foram apresentados como média + desvio padrao da média (SEM).
O nivel aceitavel de erro tipo Il foi 5%, portanto os dados foram considerados significativos quando
P<0,05. Os dados foram analisados com auxilio do Programa GraphPadPrism 6 (GraphPad softwares,
La Jolla, CA, USA) por teste-T ou analise de variancia para multifatores (ANOVA) quando adequado, o
qual permitiu que cada animal fosse seu préprio controle e também permitiu a comparacdo entre
animais.

3. RESULTADOS

Na Tabela 1 encontram-se os resultados dos parametros biométricos como consumo e ingestéo
caldrica, assim como peso de estoques de gorduras e coracdo. Os animais expostos a dieta
hiperlipidica apresentaram uma area sobre a curva do consumo alimentar do periodo de dieta especial
11% menor que os animais controles (p<0,001). A area sobre a curva da ingesta cal6rica do periodo
de dieta especial foi 10% maior nos animais expostos a dieta hiperlipidica comparado aos animais
controle (p<0,01). Ao final do protocolo, o estoques de gorduras retroperitoneal, mesentérica e marrom
foram 34%, 22% e 25% maiores nos animais submetidos a dieta hiperlipidica quando comparados aos
animais controle. N&o foi observada diferenca no peso do coracdo entre os grupos. Durante o periodo
de exposicao a dieta hiperlipidica ndo houve diferenca de peso corporal entre os grupos (figura 1); no
entanto, a partir da primeira semana de recuperacao dietética os animais do grupo tratado tiverem um
aumento de peso corporal, quando comparados ao controle, refletindo em uma maior area sobre a
curva do peso corporal ao longo do protocolo dos animais tratados com dieta hiperlipidica (figuralA).
Ao final do protocolo experimental o peso corporal dos animais do grupo HF foi 14% maior em relacéo
ao controle (p<0,01; figuralB).

Parametros biométricos NF HF Significancia P <0,05
AUC de Consumo alimentar (g) 2526 + 40,40 2225 + 18,44 0,0001
AUC de Ingestéo calérica (Kcal) 1446 + 23,01 1598 + 29,83 0,0038
G. Retroperitoneal (g/100g) 1,22 £ 0,06 1,78 £ 0,08 0,0001
G. Mesentérica (g/100g) 0,81 + 0,05 1,17 £ 0,06 0,0344
G. Marrom (g/100g) 0,09 + 0,01 0,12 + 0,01 0,0238
Coragéo (g/100g) 0,50 + 0,01 0,49 + 0,02 0,6904

Tabela 1. Pardmetros biométricos.
*HF: Dieta hiperlipidica; NF: Dieta controle. AUC: Area sobre a curva. Consumo em gramas e em Kcal dos 30 aos 120 dias.
Gorduras Retroperitoneal, mesentérica e marrom e coragéo coletadas aos 120 dias.
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Figura 1. Avaliacédo de peso corporal dos animais ao longo do protocolo experimental.
*HF: Dieta hiperlipidica; NF: Dieta controle. Peso corporal ao longo do protocolo experimental, T: tempo; D:dieta; I: interagéo,
p<0,0001 para T e |, para D p<0,0015 (A). Peso corporal final p<0,0020 (B).

Os parametros de avaliacdo do metabolismo da glicose estdo representados na Figura2. A
constante de decaimento da glicemia (Kitt%) foi 30% menor no grupo tratado com dieta hiperlipidica
(p<0,04) comparado ao grupo controle. O grupo HF mostrou 20% maior glicemia comparado ao grupo
controle (p<0,001; figura2A). No OGTT foi observado um pico de glicemia aos 15 minutos apos a
injecdo de glicose, e a glicemia foi restaurada aproximadamente aos 120 minutos. Nos tempos 0, 15 e
30 minutos os ratos HF exibiram uma glicemia 14%, 15%, 6% maior, respectivamente, comparado aos
animais controle (p<0,001, p<0,001 e p<0,05, respectivamente (figura2B).
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Figura 2. Avaliagdo dos par&dmetros do metabolismo da glicose.
*HF: Dieta hiperlipidica; NF: Dieta controle. T: tempo; D:dieta; I: interagdo. NS: N&o significativo. Glicemia e constante
de decaimento da glicemia-Kitt% durante o teste de ITT (A). Glicemia e area sob a curva- AUC durante o teste de OGTT (B).

A glicemia em jejum foi 14% maior, enquanto os triglicerideos, colesterol LDL e VLDL foram
34%, 35% e 35% maiores, respectivamente, nos animais expostos a dieta hiperlipidica comparados ao
grupo controle (p<0,05; p<0,001; p<0,05, respectivamente; tabela 2). Os colesterdis total e HDL néo
apresentaram diferenga entre os grupos.

Tabela 2. Parametros bioquimicos dos animais ao final do protocolo experimental.
*HF: Dieta hiperlipidica; NF: Dieta controle.

Dosagens bioquimicas NF HF Significancia P <0,05
Glicose (mg/dL) 96,22 + 4,02 109,8 + 3,78 0,0468
Triglicerideos (mg/dL) 155,90 + 6,74 209,6 + 7,41 0,0189
Colesterol total (mg/dL) 90,22 + 4,17 95+ 6,15 0,5298
HDL (mg/dL) 52,78 + 3,04 56 + 2,94 0,4578
LDL (mg/dL) 6,48 + 1,94 27,96 + 3,73 0,0001
VLDL (mg/dL) 31,16 +1,34 41,87 + 3,88 0,0192

Na figura trés observa-se que a exposi¢édo precoce a dieta hiperlipidica aumentou a presséo
arterial sistélica (PAS) e a pressao arterial diastélica (PAD) em 10% e 4%, respectivamente, comparado
ao grupo controle (p<0,009 e p<0,015). A dieta hiperlipidica ndo afetou a pressdo de pulso ou a
frequéncia cardiaca desses animais.
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Figura 3. Avaliacdo dos parametros cardiovasculares.
*HF: Dieta hiperlipidica; NF: Dieta controle.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, ratos adolescentes que ingeriram dieta rica em gordura apresentaram na
idade adulta um aumento da ingestéo caldrica durante o periodo de dieta HF, maior ganho de peso
corporal, aumento de triglicerideos, colesterol LDL e aumento da presséo arterial. Esses resultados
sugerem que a exposicao a dieta hiperlipidica durante a adolescéncia tem consequéncias a longo prazo
na saude e programa para o desenvolvimento da SC na vida adulta. Assim como a gestacao e lactacao,
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a adolescéncia é um periodo importante para o desenvolvimento e organizagao de estruturas cerebrais.
Varios estudos apontam que a exposicdo a estressores ambientais em cada um desses periodos
poderia ser responsavel pelo desenvolvimento de doengas metabdlicas tardiamente [10,21,19].

O aumento do consumo de calorias e peso corporal nos animais tratados corrobora com um
estudo de programacéo materna por exposicéo a dieta hiperlipidica em camundongos, o qual mostrou
gue os filhotes apresentavam aumento da ingestéo caldrica, bem como aumento do peso corporal na
idade adulta [22]. O aumento nos estoques de gordura observado nos animais HF corrobora com
estudos prévios em ratos tratados com esta dieta na adolescéncia, no qual apresentaram maiores
estoques de gorduras na vida adulta [17, 19]. Este aumento de peso corporal, principalmente apds o
periodo de dieta HF, assim como o aumento dos estoques de gorduras podem ser atribuidos ao menor
gasto energético em animais que consumiram dieta hiperlipidica, uma vez que a exposicao a essa dieta
esta relacionada a diminuicdo da mobilidade [23,24]. Adicionalmente, estudos prévios demonstraram
gue animais expostos a dieta hiperlipidica na adolescéncia apresentaram intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina na vida adulta, podendo estar ligados a obesidade evidenciada pelo aumento do
peso e estoques de gorduras, corroborando com nossos achados [18, 19].

O perfil lipidico desses animais corrobora com uma pesquisa anteriormente no qual maes
ingeriram dieta rica em gordura durante a gestacdo e lactacdo, ao avaliar a prole, demonstraram um
aumento dos triglicerideos, assim como no colesterol LDL e também n&o houve diferenga no colesterol
total [25]. O consumo excessivo de acidos graxos (gorduras saturadas) tem sido associados a niveis
elevados de LDL (considerado um biomarcador de doencas cardiovasculares, porém relacionado a
sequelas crénicas), no qual pode estar contribuindo para o desenvolvimento da aterosclerose
resultando no desenvolvimento de doencas cardiovasculares [26].

Neste estudo, ratos adolescentes submetidos a dieta hiperlipidica apresentaram aumento da
PAS e PAD na idade adulta, corroborando com estudos de programacdo metabdlica pela exposicédo
materna, na gestacao e lactacédo a dieta HF [25,27]. Ja é bem discutido na literatura que o sobrepeso
resulta no aumento do volume sanguineo, porém, também podemos especular que esse insulto pode
estar provocando alteracdes nos sistemas de controle periférico da PA que poderia estar contribuindo
para a desregulacdo do controle autondmico e renal PA.

Este estudo aponta para a suscetibilidade da adolescéncia como uma janela critica do
desenvolvimento, capaz de programar para doencas tardiamente. Os mecanismos fisiopatoldgicos da
SC ainda nédo estao claros, mas através deste estudo podemos sugerir que a ingestao elevada de dieta
rica em gordura afeta a funcéo do sistema cardiovascular e metabolismo a longo prazo. Adicionalmente,
esses resultados apontam para a necessidade de estudos experimentais de intervencao e controle de
dieta hiperlipidica neste periodo de vida visando prevenir a SC e DC tardias.

5. CONCLUSAO

A exposicao a dieta hiperlipidica em ratos Wistar na adolescéncia induz dislipidemia, alteragcbes
no gasto energético, obesidade, intoleréncia a glicose, resisténcia a insulina e hipertensdo na vida
adulta caracterizando a sindrome cardiometabdlica.
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1. INTRODUCAO

Existem varios mediadores imunolégicos, dentre eles se destacam as citocinas. Um exemplo é
a interleucina 33 (IL-33). A IL-33 é membro da familia de interleucina 1 (IL-1) e é expressa em um
grande numero de células, como os macrofagos, células dendriticas, epiteliais, endoteliais, da
musculatura lisa, osteoblastos, entre outra [1]. Essa citocina possui dupla func¢éo, atuando como um
fator de transcricdo e acdo proé-inflamatéria em caso de lesdo nos tecidos. Apesar disso, a citocina
sozinha ndo é capaz de desempenhar essa funcéo, precisando estar ligada ao seu receptor IL1RL1,
também conhecido como proteina ST2 [1]. O receptor é codificado pelo gene IL1RL1, e pode ser
expressa de na forma solavel (sST2) ou transmembranar (ST2L). Estudos demostram que a sST2
compete com a proteina ancorada diminuindo a expresséo de citocinas do perfil Th2, como IL-4, IL-5,
e IL-13; e imunoglobulinas séricas, como IgA e IgE [2].

O SNP (Single Nucleotide Polymorphism) € uma variacdo na sequéncia do DNA que afeta
somente uma base nitrogenada. Dentro de um gene, até milhares de SNPs podem ser identificados.
Essas mutacdes podem alterar a sequéncia de aminoécidos e quantidade da proteina expressa, caso
a mutacao esteja em regides codificantes e ndo codificantes, respectivamente [3,4]. No gene IL33 os
SNPs rs1929992 e rs7025417 se caracterizam pela troca de timina por citosina (T>C); no gene IL1RL1,
0 rs3821204 corresponde a troca de citosina por guanina (C>G) e rs11685424 a troca de guanina por
adenina (G>A). Estes SNPs estéo localizados em regides nao codificantes do gene.

Com o advento da biologia molecular, vérias técnicas estdo disponiveis para a deteccdo de
SNPs. As técnicas mais usuais sdo PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment
Length Polymorphism), PCR-SSP (Sequence-Specific Primers), SSOP (Sequence-Specific
Oligonucleotide Probes), gPCR baseada em TagMan e sequenciamento. Dentre as técnicas citadas, o
PCR-SSP parece ser a mais barata, pois ndo exige enzimas de restricdo, reagentes marcados com
fluoréforos ou probes e equipamentos especificos. Quirino e colaboradores [5] compararam PCR-SSP
com PCR-RFLP e concluiram que ambas as técnicas sao confiaveis, porém a primeira demanda menos
tempo, além de ser mais barata. Pensando nisso, o objetivo desse estudo foi padronizar a técnica de
PCR-SSP para a genotipagem de quatro SNPs nos genes que codificam IL33 e seu receptor IL1RL1.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi executado seguindo as normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Estadual de Maringd (UEM) (Parecer COPEP n° 719/2011 e
1.866.509/2016). As extracdes de DNA foram realizadas pela técnica de salting-out modificada [6],
seguindo Cardozo e colaboradores [7].

2.1. Design de primers:

Para o desenho dos primers foi realizado inicialmente a busca pela sequéncia FASTA para os
genes IL33 e  IL1RL1, no Banco de Dados de Genomas (GeneBank)
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene). Para as reacdes de PCR-SSP, foram desenhados dois primers
especificos que diferem apenas no Ultimo nucleotideo da posi¢édo 3', sendo um para o alelo selvagem
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e 0 outro para o alelo mutado, combinado com um primer complementar comum. J& para a reacao de
sequenciamento os primers foram construidos de modo que a mutacéo de interesse ficasse localizada
no meio da sequéncia amplificada.

Apoés, as sequéncias foram verificadas utilizando as ferramentas de bioinformatica Primer-BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/tools/primer-blast/), Multiple Primer Analyzer
(https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-biology/molecular-
biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-
analyzer.html) e OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer/). Essas ferramentas permitem
determinar a temperatura de melting, propor¢cdo de citosina/guanina, possibilidade de amplificacbes
inespecificas, self-dimer, hetero-dimer e hairpin. Foram escolhidas as sequéncias que melhor atendiam
aos requisitos.

2.2. Reacdo de genotipagem por PCR-SSP e visualizacdo do produto de PCR:

As genotipagens foram realizadas pela reacdo em cadeia da polimerase utilizando primers
especificos (PCR-SSP). Para cada reacdo de amplificacdo foi utilizado um primer especifico,
combinado com um primer de uso comum. Além disso, foi adicionado um par de primers para o gene
do horménio de crescimento humano (hGH) que amplificou um fragmento de 434pb como controle
interno da reacdo. As sequéncias dos primers para cada polimorfismo, bem como o tamanho do
fragmento amplificado estdo contidos na tabela 1. A amplificagdo foi realizada em termociclador
(System 9700 Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA).

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para as reac6es de PCR-SSP.

GENE SNPs Sequéncia selvagem / mutado Alelo selvagem / Fragmento
mutado (pb)
5'- CATTTTCCCCCCAAATTTCAAT/C-3 AleloT/C
rs1929992 155
L33 5'- AAGTCATCATCAACTTGGAACC - 3' Seq. Comum
5'- GTATAACAAAACAGTCTCAGAACT/C -3 AleloT/C
rs7025417 322
5- ACTGTAGTCTTTTATCCCTTACC - 3' Seq. Comum
5'- GCATGGTCCGTTCTATACC /G- 3 AleloC /G
rs3821204 128
ILIRLL 5'- AGTAGCACCTAGGATTTTCTCAC - 3' Seq. Comum
5'- CAGTAACCTATGGAGGATGC/T - 3 Alelo G /A
rs11685424 245
5- CTCCTGAGTAGCTTGGATTAG - 3 Seq. Comum

pb= pares de base

Cada SNPs foi trabalhado de forma independente do outro, porém foram feitas as mesmas etapas.
Nos dois primeiros testes foram feitas duas rea¢des simultaneamente, uma contendo apenas o0s
primers que amplificam as regides de interesse; outra reacdo apenas com hGH. Essa separacao evita
a competicdo entre primers e garante a qualidade do DNA template, uma vez que, devido as
caracteristicas da técnica de PCR-SSP o ndo aparecimento de uma banda pode ser confundido com
falha na reacdo ou uma banda negativa.

A fim de determinar a melhor temperatura de anelamento dos primers, em um mesmo termociclador
foi realizado um gradiente de temperatura, sendo 58 °C, 60 °C, 62 °C e 64 °C. Em seguida, foram
testadas diferentes concentra¢des finais de MgClz, sendo 1,0 mM, 1,5 mM e 2,0 mM. Apds determinar
a melhor combinagdo da concentra¢éo de MgClz e temperatura de anelamento foi realizado em uma
Unica reagédo, agora contendo tanto os primers do polimorfismo, quanto o controle interno. Apenas para
0 rs7025417 foi preciso alterar a concentracao dos primers utilizados. As melhores condi¢des para cada
SNP estéo contidas na tabela 3.

Apos cada teste, os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose, corado
com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY).

2.3. Reacédo de sequenciamento:

Como forma de validagéo da técnica, foram realizadas reagfes de sequenciamento para cada um
dos quatro SNPs. As sequéncias dos primers para cada polimorfismo, bem como o tamanho do
fragmento amplificado est&o contidos na tabela 2. Como nas reac¢des de genotipagem por PCR-SSP,
cada SNP foi trabalhado de forma separada. Assim, a reacdo de amplificacéo teve volume final de 20,0
pL contendo 0,25 mM de primers forward e reverse, tampéo 1 X, 1,5 mM MgClz, 0,2 mM cada dNTP,
0,5 U de Taq DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY) e 50 ng de DNA, nas
condicdes de ciclagem a 95 °C — 15 min, seguido de 30 ciclos a95°C -30s,62°C-30s, 72°C - 30
s e a extensao final de 72 °C — 10 min. A visualizagdo dos produtos de PCR se deu por meio de corrida
de eletroforese a 150 W, 300 mA, 150 V por 10 min em gel de agarose 2%.

59



= V' ’ International Meeting of
\ Biosciences and Physiopathology

. @ X' Simposio de Biociéncias
Aplicadas a Farmacia

Apoés a primeira etapa de amplificagdo, foi realizada a purificacdo utilizando a enzima ExoSAP-IT™
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) de acordo com as recomendagfes do fabricante. A
reacdo de sequenciamento foi realizada com o kit ABI Prism® BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kits (PE Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para esta etapa utilizou-se 0,5 X
tampéo de reagdo, 1 mM de cada primer, 2 L de BigDye e 2 uL de DNA tratado, como volume final
de 10,0 pL, submetidos nas condi¢Bes de ciclagem a 95°C — 1 min, seguido de 25 ciclos a 96 °C — 10
s,50°C —5s, 60 °C — 2 min. A etapa de precipitacdo para a retirada do ddNTPs ndo incorporados foi
realizada segundo recomendacdes do fabricante, utilizando solu¢gdo de EDTA 125 mM (pH=8) e
etanol absoluto.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados para as reacfes de sequenciamento.

GENE SNPs Sequéncia Fragmento (pb)
5'- AAGTCATCATCAACTTGGAACC- 3'
rs1929992 381
L33 5'- GTAGCAGTCCCAAGTCTGTGTCT- 3
5'- ATATGGGCACACTGATATTG- 3'
rs7025417 460
5- ACTGTAGTCTTTTATCCCTTACC- 3'
5'- AGTAGCACCTAGGATTTTCTCAC- 3'
rs3821204 368
ILIRLL 5- TCTGATCTTTGTAGACTGTT- 3'
5- TATCTCAGGTGGTTGTAATA- 3'
rs11685424 514
5- CTCCTGAGTAGCTTGGATTAG- 3'

pb= pares de base

2.4. Andlise das sequéncias:

Os genétipos foram determinados pela comparacdo entre o alinhamento das sequéncias de
nucleotideos obtidas pelo sequenciamento com as sequéncias ja conhecidas dos genes de IL33 e
ILLRL1 depositadas no Genbank. Para estas analises foram utilizadas a ferramenta online EMBOSS
Needle (https://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/) e o programa FinchTV versdo 1.4.0.

2.5. Avaliacdo do equilibrio de Hardy-Weiberng (EHW):

Como uma segunda forma de garantir a eficiéncia da metodologia de PCR-SSP, foi realizado um
estudo da frequéncia dos genétipos observados pela técnica. Para isso, foram testados 103 individuos
de ambos o0s sexos, e sem parentesco, utilizado o software SNPStats
(htt://bioinfo.iconcologia.net/index.php) com intervalo de confianca de 95%.

3. RESULTADOS
3.1. Padronizacéo da reacdo de genotipagem para SNPs de IL33:

Para ambos os SNPs de IL33, rs1929992 e rs7025417, o volume final da reacéo foi de 10,0 pL
contendo tampdo 1 X, 0,2 mM cada dNTP, 0,5 U de Tag DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies,
Grand Island, NY) e 50 ng de DNA. Para rs1929992 foi utilizado 0,25 mM de primers forward e reverse,
0,1 mM de primers hGH, 1,0 mM MgCl: (para o alelo T) ou 1,5 mm MgCl2 (para o alelo C), com ciclagem
a 95 °C — 15 min, seguido de 30 ciclos 295°C -30s, 62°C - 30 s, 72 °C — 30 s e a extensao final de
72 °C - 10 min. Para rs7025417 utilizou-se 0,5 mM de primers forward e reverse, 0,08 mM de primers
hGH, e 1,5 mM MgCl.. A temperatura de anelamento foi alterada para 64 °C. O resumo das rea¢des de
amplificagBes esta contido na tabela 3.

Tabela 3. Concentrac8es finais dos componentes da PCR para a deteccéo dos polimorfismos de
IL33 (rs1929992 e rs7025417) e IL1RL1 (rs3821204 e rs11685424).

Reagentes da PCR Concentragdo Final

rs1929992 rs7025417 rs3821204 rs11685424
Agua de injecdo g.s.p. 10 g.s.p. 10 g.s.p. 10 g.s.p. 10
Tampéo de reagao 1X 1X 1X 1X
MgCl2 1,0 mM ou 1,5 mM 1,5mM 1,5 mM 1,0 mM
dNTPs 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM 0,2 mM
Primer forward/reverse 0,25 mM 0,5 mM 0,25 mM 0,25 mM
hGH forward/reverse 0,1 mM 0,08 mM 0,1 mM 0,1 mM
Tag DNA Polimerase 05U 05U 05U 05U
DNA 50 ng 50 ng 50 ng 50 ng

g.s.p. 10= quantidade suficiente para 10 pL

60



sk, TR
L V' ’ International Meeting of
@ A’ Biosciences and Physiopathology

R 7 @ X' Simposio de Biociéncias
Aplicadas a Farmdcia

3.2. Padronizacéo da reacdo de genotipagem para SNPs de IL1RL1:

Para os SNPs de IL1RL1, rs3821024 e rs11685424, o volume final da reacdo foi de 10,0 pL
contendo 0,25 mM de primers forward e reverse, 0,1 mM de primers hGH, tampéo 1X, 0,2 mM cada
dNTP, 0,5 U de Tagq DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY) e 50 ng de DNA,
1,5 mM MgCl: (para rs3821204) e 1,0 mM MgCl: (para rs11685424). As condic¢des de ciclagem foram
95 °C — 15 min, seguido de 30 ciclos a95°C - 30s, 62°C—-30s, 72°C — 30 s e a extensao final de 72
°C — 10 min. O resumo das reacdes de amplificacdes esta contido na tabela 3.

A visualizagdo do produto de PCR se deu com a corrida em gel de agarose. Para os SNPs
rs1929992, rs3821204, rs11685424, utilizou gel de concentragdo 2% a 150 V — 300 mA — 150 W por
10 min. Ja para o rs7025417 foi usado a mesma concentracdo do gel, porém a 120 V — 300 mA — 100
W por 20 min. As bandas foram analisadas por comparagdo com um marcador de tamanho molecular
de 100pb. O padréo de bandas para cada SNP esta sendo mostrado na figura 1.

IL33 r51929992 IL33 rs7025417 IL1RL] r53821024 ILIRL1 rs11685424
Alelo T Alelo T Alelo C Alelo G

BC 10

ALELO A
B8C 10 11

Figura 1. produtos de PCR visualizados por separacédo eletroforética em gel de agarose. As bandas
de maior peso molecular representam o controle interno da reagcdo (hGH); seguido dos alelos. Os pogos 1,2 e 3 possuem genétipo
CIC, TIC e TIT, respectivamente (rs1929992); pocos 4,5 e 6 possuem genétipos T/C, C/C e T/T, respectivamente (rs7025417);
pocos 7, 8 e 9 possuem genotipo C/C, C/G e G/G, respectivamente (rs3821204); pogos 10, 11, e 12, possuem gendtipos G/A,
A/A e G/G, respectivamente (rs11685424). LD= ladder 100pb; BC= Reag&o branco contendo 4gua ao invés de DNA.

3.3. Comparacéo entre a técnica de PCR-SSP x Sequenciamento:

A validagé&o da técnica de PCR-SSP foi feita usando a metodologia de sequenciamento, o qual
utiliza-se de ddNTPs (didesoxirribonucleosideos trifosfatados) que impede a incorporagdo de novos
nucleotideos na por¢cdo 3’ da fita de DNA, formando cadeias truncadas [8]. Com PCR-SSP foi
determinado um representante genotipico de cada SNP, ou seja, amostras que expressam 0 genoétipo
homozigoto selvagem, mutante e um heterozigoto. Com base nisso, as mesmas foram sequenciadas.
Utilizando softwares e programas especificos para essas analises, 100% dos genétipos observados
pela técnica de PCR-SSP foram confirmadas com o sequenciamento. Alguns exemplos de
eletroferograma encontrados apés o sequenciamento estao reunidos na figura 2.
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Flgura 2. Eletroferogramas mostrando a sequenma de nucleotideos obtidos na reacdo de

sequenciamento utilizando primers forward. Todos com genétipo heterozigoto. As faixas azuis estdo marcando o
local da mutag&o de cada polimorfismo. As imagens A, B, C e D correspondem aos SNPs rs1929992, rs7025417, rs3821204, e
rs11685424, respectivamente.

lﬂ k]

3.4. Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW):

Entre os participantes do estudo, 69 individuos pertenciam ao sexo feminino e 34 ao sexo
masculino, totalizando 103 participantes (N=103). Para o rs1929992, as frequéncias dos genotipos,
CIC, TIC e TI/T foram 16%, 46% e 38%, respectivamente; para o rs7025417 as frequéncias dos
gendtipos C/C, T/C e T/T foram 1%, 27% e 72%, respectivamente; para o rs3821204 os genétipos C/C,
C/G e G/G foram 64%, 30%, e 6%, respectivamente; para o rs11685424 os gendtipos A/A, G/A e G/G
foram 21%, 55%, e 24%, respectivamente. A média de idade foi de 45,54 +8,38. As amostras para 0s
quatro SNPs, rs1929992, rs7025417, rs3821204 e rs11685424 se encontravam em EHW (P=0,68;
P=0,69; P=0,37; P=0,43, respectivamente).

4. DISCUSSAO

Polimorfismos genéticos sdo muito comuns dentro do genoma humano. Essas variantes
genéticas podem ser oriundas de STR (Short Tandem Repeats), INDELS (Insertion—Deletion
Mutations), microsatelites, e SNPs. O Ultimo é a fonte mais abundante de alteracdes, por isso é
largamente estudada em associacdo com doencas [9]. Atualmente, com advento da biologia molecular,
€ possivel determinar de forma confiavel, as variantes alélicas nos SNPs usando técnicas baseadas
em PCR.

Apesar disso, falhas na deteccdo dessas mudancas sdo possiveis, sendo as causas mais
frequentes: erros humanos durante a manipulacdo de amostras, reagentes ou equipamento;
contaminages; ou amplificacéo de bandas inespecificas [10]. O aparecimento de bandas inespecificas
pode ser causado devido a ciclagem incorreta, com baixa temperatura de anelamento ou elevado
ndamero de ciclos, construcdo de primers ineficientes ou alta concentracdo de MgCl: [11]. Visto a
variedade de fatores que afetam a eficiéncia da reacéo, é essencial a padronizacdo de técnicas que
estabelecam e garantam a qualidade e reprodutibilidade dos resultados.

A validacdo dos gendtipos obtidos por PCR-SSP foi feita usando a técnica de sequenciamento
baseada em Sanger [12]. Os autores apresentaram umas das primeiras abordagens para desvendar
sequéncias de nucleotideos de DNA. Atualmente a técnica sofreu algumas modificacdes, os
fragmentos sdo lidos de forma automatizada por eletroforese capilar. Mesmo com essas melhorias,
estudos apontam que fragmentos de até 1000pb podem ser definidos com qualidade, com
confiabilidade de 99,99% [13]. Para a validac@o de nossos resultados, esse fator ndo foi problematico,
pois os tamanhos dos fragmentos dos quatro SNPs nao ultrapassaram 514pb (tabela 2).

Devido as caracteristicas da técnica de sequenciamento, 0s nucleotideos das extremidades da
sequéncia séo inviabilizados, pois dificulta a leitura de forma precisa. Pensando nisso, os primers
utilizados nesse estudo, foram desenhados de forma que o local da mutag&o permanece mais ao centro
da sequéncia. Assim, anularia esse fator, dando mais credibilidade aos achados.

Todos os polimorfismos analisados se encontravam dentro do equilibrio de Hardy-Weinberg
(P>0,05). A andlise do EHW estabelece padrbes de comportamento génico ao longo das gera¢fes. Em
estudos do tipo caso-controles é comum a abordam do EHW, uma vez que o grupo controle deve
espelhar a populagédo geral. Xu e colaboradores [14] sugerem que o desvio no EHW pode ser
proveniente de erros durante a genotipagem do SNPs, sendo assim a técnica empregada deve ser
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evitada. Estudos que relatam populacdes controles fora do EHW sdo mais propensos a apresentar
falsas associacBes entre doencas e SNPs [15]. Em vista disso, garantir que as amostras estudadas
estao dentro do EWH confirma a confiabilidade da técnica.

5. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que foi possivel padronizar a técnica de PCR-SSP para a determinagéo
dos gendétipos nos SNPs de 1L33 rs1929992 e rs7025417; IL1RL1 rs3821204 e rs11685424. Por este
ser um trabalho preliminar poucas amostras foram sequenciadas para cada SNP, desta forma mais
testes sdo necessarios. Em uma segunda etapa, escolher de forma aleatdria amostras com o genotipo
conhecido e confirmar com o sequenciamento sera de grande valia
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1. INTRODUCTION

Ankylosing spondylitis (AS) is a chronic inflammatory autoimmune disease that affects spine
joints, sacroiliac joints and tissues, such as tendons and ligaments [1]. The pathogenesis of AS is still
unclear and several mechanisms have been proposed to elucidate it, involving HLA-B27, endoplasmic
reticulum aminopeptidases (ERAP) 1 and 2, disorder of the IL-23/IL-17 axis and the abnormality of
peptides that induce lymphocyte activation and differentiation. All of these mechanisms lead to the
production of cytokines that influence the pathogenesis of AS [1], including TNF-a (tumor necrosis
factor alpha) and Interleukin (IL)-17A and IL-17F [2, 3]. Elevated levels of these cytokines have been
found in AS patients [4].

The IL-23/IL-17 axis has been widely studied among researchers and considered a key axis in
this disease. Thl7 cells are induced by IL-23 and are the most common class of IL-17-producing
adaptive lymphocytes [2]. The proinflammatory cytokines IL-6 and IL-1B is required to Thl7
differentiation and studies have demonstrated an increase production of this cytokines in AS patients
compared with normal subjects. By binding to the IL-17R, IL-17 stimulates the production of transcription
factors that induce the transcription of several genes, including those of inflammatory cytokines such as
TNF, IL-6, IL-8 IL1B, G-CSF, GM-CSF. These cytokines act synergic with IL-17 resulting in a potent
inflammatory effect [5, 6]. IL-17 is also produced by CD8 lymphocytes and by tissue-resident innate cells
such as NK, NKT, Tyd, and ILC3 lymphocytes after activation. The Th17 cells have also the capability
to produce the anti-inflammatory cytokine, I1L-10 [5].

The IL-17 family of cytokines consists of 6 proteins (IL-17A to IL-17F) and IL-17A and IL-17F
appears to be a crucial pathogenic molecule in chronic inflammatory diseases, including AS [5]. A
previous study by our group showed that IL17A GA/AA and IL17F TC/CC genotypes are associated
with AS independent of gender and HLA-B27 [7]. Previous studies also show that genetic
polymorphisms of IL17A G197A and IL17F T7488C affect the production of IL-17A and IL-17F,
respectively [8, 9].

TNF-a has been reported to be the main cytokine contributing to the early AS disease [3] and
has been associated with AS in several studies [10-12]. Elevated levels of this pro-inflammatory cytokine
are associated with tissue destruction and cachexia, being considered the major mediator of acute and
chronic inflammation [3]. The single nucleotide polymorphism of the promoter region of the TNF gene,
TNF-308 G>A (rs18000629), have been associated with AS patients, and it appears to influence their
TNF serum level [13, 14]. It was also previously demonstrated by our group that this polymorphism is
associated to AS, where higher frequency of TNF-308 GA/AA genotype were found in AS patients. This
association was independent of HLA-B*27 [7].

Improvements in our understanding of the pathogenesis of AS have allowed the development
of drugs aimed at specific biological targets that can interfere with different stages of the immune
cascade. The treatment involves nonsteroidal anti-inflammatory medications (NSAIDs), anti-TNF-a
drugs (anti-TNF), non-TNF biologics inhibitors, methotrexate, and sulfasalazine. Anti-TNF drugs, such
as infliximab, adalimumab, etanercept, golimumab and certolizumab are widely used to treatment of this
disease by binding to both TNF-a, membrane-bound and soluble [12, 15]. Although successful, 30-40%
of patients with spondyloarthropathies do not respond or respond inadequately to this therapy [16].
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Even though the pathogenesis of AS involves mainly immune T cells, research continues to
explore the role of different cytokine levels to predict disease occurrence, development and severity [1].
Therefore, the aim of this study was to evaluate TNF-a, IL-17A and IL-17F levels in the serum of AS
patients after anti-TNF therapy.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Sample selection

A total of 65 patients with AS were included in this case-control study. The AS patients were
diagnosed through clinical, laboratory and radiological criteria according to the ASAS 2009/2011 criteria
[17, 18] by the rheumatologists from the Maringa University Hospital and all patients had a follow-up
with the same rheumatologists. The use of anti-TNF therapy was previously considered for 51 patients
with an active and severe disease, clinically defined as BASDAI 24, and with therapeutic failure, with
the use of nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAIDs) or disease-modifying anti-rheumatic drugs
(DMARDSs) as methotrexate, sulphasalazine, or leflunomide. These patients were classified according
to the clinical response to treatment in two groups. Those who had BASDAI <4 after anti-TNF therapy
were classified as responder and those who were classified as BASDAI 24 after at least six months
using anti-TNF therapy were classified as non-responders. Fourteen AS patients with BASDAI <4 and
without NSAIDs, DMARDs or biologics treatments were classified as AS control group. Afterwards,
responders, non-responders and AS control groups were further stratified in HLA-B*27 positive and
HLA-B*27 negative groups. The evaluation of the clinical disease activity index BASDAI (Bath
Ankilosing Spondilitis Disease Activity Index) was performed by the same rheumatologists according to
criterions previously defined [19]. The scores were defined from the visual analogical scale as 0 to 10
(0 = good; 10 = bad): scores <3.99 indicated good clinical activity and >4.0 high clinical activity. In
addition, fifteen individuals without AS were included in the control group who was selected by the same
rheumatologists after clinical, laboratory and radiological analyses. The non-inclusion criteria for patients
and controls were individuals with chronic diseases such as diabetes and other inflammatory and
autoimmune diseases. The number of individuals were different for the analyzed cytokines. All
participants were from the northwestern region of Parand, southern Brazil (22°29'30"-26°42'59"S and
48°02'24"-54°37'38"W) and classified as mixed ethnicity, with predominantly European origin, based on
ethnic constitution of Parana, as previously described [20] and confirmed for our region [21]. This study
was approved by the Research Ethics Committee of the State University of Maringa (UEM), number
CAAE 27723114. All participants signed the consent form.
2.2. Sample collection

The peripheral blood was collected from individuals in 5 ml tubes without anticoagulants and
the serum samples were kept at -80°C until analysis. Serum levels of TNF-alpha (tumor necrosis factor
alpha) were determined in patients and controls using Luminex technology with the ProcartaPlex™
Immunoassay (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Inc., Burlington, Ontario, Canada) and the serum
levels of IL-17A and IL-17F were performed by the immunoenzymatic assay method (ELISA), with the
Human IL-17 platinum ELISA kit (affymetrix eBioscience, North America, USA) in accordance with the
manufacturer’s instructions. Samples were performed in duplicate. The minimum detectable
concentrations for cytokines were: TNF-a, 8.59 pg/ml; IL-17A, 0.5 pg/ml; and IL-17F, 3.3 pg/ml.

The TNF-308 (rs1800629), IL17A (rs2275913) and IL17F (rs763780) genotyping was previously
described and validated [7].
2.3. Statistical analyses

The data were analyzed by the software R using the Shapiro Wilk test for normality testing and
Mann-Whitney U test for comparison of cytokines concentrations between groups. The analyses were
done between: responders vs. non-responders, responders vs. AS controls, responders vs. healthy
controls, non-responders vs. AS controls and AS controls vs. healthy controls. The correlations between
TNF308 (rs18000629), IL17A (rs2275913) and IL17F (rs763780) genotypes and cytokines
concentration were made for responders, non-responders, AS controls and healthy controls. Samples
with cytokine concentrations below of the sensitivity level of the test were excluded from analyses,
consequently the number of samples is different for each analyzed cytokine. P values less than 0.05
were considered statistically significant.

3. RESULTS

The cytokine levels in serum of AS patients and controls were shown in table 1. The cytokine
levels in serum of patients who were stratified in HLA-B*27 positive responders, non-responders and
AS control groups were shown in table 2, and those who were stratified as HLA-B*27 negative were
shown in table 3.
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The non-responders group presented higher TNF-a serum levels (median=5.05 pg/ml) than AS
controls (median=1.39 pg/ml) (P=0.01) and healthy controls (median=1.39 pg/ml) (P=0.01). Although
lower TNF-a concentration was found for the responders group (median=2.14 pg/ml) when compared
to AS non-responders, statistical difference was not found. The stratification of AS responders group
into HLA-B*27 positive and negative resulted in a low sample numbers making impossible to apply
statistical analysis. In AS HLA-B*27 positive group, we observed a trend toward higher TNF-a
concentrations in non-responders group (median=5.00 pg/ml) compared to healthy control
(median=1.39 pg/ml) (P=0.08). For AS HLA-B*27 negative patients no statistical difference in cytokine
serum concentration was found.

Regarding IL-17A cytokine, the non-responders group presented lower IL-17A serum levels
(median=6.81 pg/ml) than healthy controls (median=26.41 pg/ml) (P=0.04). The IL-17A serum levels
were similar in the AS responder group (median=26.66 pg/ml), AS controls (median= 14.06 pg/ml) and
healthy controls. After stratifying AS patients in HLA-B*27 positive and negative, IL-17A presented
similar serum levels in the groups.

Table 1. Cytokine levels in serum of AS patients after anti-TNF therapy and controls

Cytokines Responders Non-responders AS controls Healthy controls P value
N=5 N=15 N=14 N=15

TNF-a 2.14 5.05 1.39 1.39 0.01 2
(1.39- 2.89) (1.39 - 31.14) (1.00 - 11.30) (0.33-7.24)

IL-17A N=22 N=23 N=13 N=15
26.66 6.81 14.06 26.41 0.04b
(0.18 - 198.29) (0.29 - 191.55) (1.61 - 247.38) (0.18 - 179.72) :

IL-17E N=9 N=9 N=7 N=11
429.23 37.41 411.50 71.05 0.23
(0.59 - 1978.32) (1.5-1742.86) (.95 - 1833.77) (1.5 - 1969.68) )

Data are expressed as median (range: minimum-maximum) and pg/mL. N: number of individuals. NP: not performed, insufficient
N for statistical analysis. AS: Ankylosing spondylitis
2Non-responders vs. AS control; ® Non-responders vs. Healthy controls;

Table 2. Cytokine levels in serum of AS HLA-B*27 positive patients after anti-TNF therapy and

controls
Cytokines Responders Non-responders AS controls Healthy controls P
value
N=8 N=8 N=15
TNF-a NP 5.00 1.39 1.39 0.082
(1.39- 25.94) (1.39- 2.89) (0.33- 7.24)
N=4 N=11 N=6 N=15
IL-17A 14.49 32.69 16.38 26.41 0.60
(0.75 - 48.23) (0.29- 191.55) (22.12 - 247.38)  (0.18- 179.72)
N=7 N=4 N=10
IL-17F NP 21.96 861.27 161.05 0.10
(1.5- 1742.86) (37.41- 1833.77)  (1.5- 1969.68)

Data are expressed as median (range: minimum—maximum) and pg/mL. N: number of individuals. NP: not performed, insufficient
N for statistical analysis.
2Non-responders vs. Healthy controls.

IL-17F cytokines presented similar levels in responders, non-responders, AS controls and
healthy control groups. The stratification of AS responder group into HLA-B*27 positive resulted in a low
sample numbers making impossible to apply statistical analysis. The non-responders, AS controls and
healthy controls group presented the similar levels of IL-17F. The stratification of AS non-responder and
AS controls group into HLA-B*27 negative resulted in a low sample numbers making impossible to apply
statistical analysis. The responders HLA-B*27 negative group presented similar levels to Healthy control
group.

The TNF-308 (rs18000629) IL17A (rs2275913) and IL17F (rs763780) genotyping for all
individuals was previously performed (7). The correlation between TNF-308 (rs18000629) genotypes
and TNF-a serum levels was conducted for non-responders, AS control, and healthy control and were
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shown in table 4. No correlation was found between genotypes and cytokine levels. The correlation
between IL17A (rs2275913) and IL17F (rs763780) genotypes with IL-17A and IL-17 serum levels were
conducted for responders, non-responders, AS control, and healthy control. No correlation was found
between genotypes and cytokine levels for IL17A. For IL17F the responders and AS control group
presented insufficient number of individuals for statistical analysis and for healthy control group the T/T
genotype presented lower serum levels than T/C + C/C genotypes.

Table 3. Cytokine levels in serum of AS HLA-B*27 negative patients anti-TNF therapy and
controls.

Cytokines Responders Non-responders AS controls Healthy controls Pvalue
N=7 N=6 N=15
5.05 1.39 1.39
TNF- NP 0.13
¢ (1.39 - 31.14) (1.00 - 11.30) (0.33- 7.24)
N=18 N=12 N=7 N=15
IL-17A 31.69 6.43 14.06 26.41
(0.18 - 198.29) (0.75 - 62.86) (4.75-170.98) (0.18 - 179.72) 0.08
N=8 N=10
IL-17F 46014 NP NP 161.05 0.32
(9.23-1978.32) (1.5- 1969.68) )

Data are expressed as median (range: minimum—maximum) and pg/mL. N: number of individuals. NP: not performed, insufficient
N for statistical analysis. AS: Ankylosing spondylitis

Table 4. Correlation between TNF-308 (rs18000629), IL17A (rs2275913) and IL17F (rs763780)
genotypes and TNF-a, IL-17A and IL-17F serum levels in AS patients after anti-TNF therapy.

Allele genotype

Groups TNF-308 (rs18000629) IL17A (rs2275913) IL17F (rs763780) P
value
GIG GIA + AIA GIG GIA + AIA T TIC + CIC
N=7 N=15 N=6
Responders NP NP 4.46 27.32 386.27 (0.59- NP 0.24
(0.18-12361)  (0.75-198.29)  1978.32)
N=7 N=8 N=7 N=16 N=4 N=5
4.32 100.14
Nonesponders  (1a9. 611 42.98 6.43 29.68 e 0.28
Siin (1391538 (126-7239) (029-19155)  (154514) (7,00
N=8 N=5 N=8 N=5 N=6
AS confrol (11"3(?0_ 139 15.63 14.06 224.45 (1.95- NP 0.66
Sn) (130-1100)  (189-18835)  (161-24738  177195)
N=8 N=7 N=5 N=10 N=5 N=5
Healthy control (1633?3- (2603?3-6 o0y 223 67.86  (0.41- 6.05 (57710'01: 0.02¢
o (0.52-57.32) 179.72) (15-25108) (o0t

Data are expressed as median (range: minimum-maximum) and pg/mL. N: number of individuals. NP: not performed, insufficient
N for statistical analysis.
2 IL17F (rs763780) T/T vs. T/C + C/C.

4. DISCUSSION

There is a great interest in elucidating the possible pathways that lead to the pathogenesis of
AS, leading to the discovery of new targets and therapeutic agents for its treatment [22].

Our results suggest that the TNF-a could be involved in the immunopathogenesis and clinical
course of the AS disease because higher levels of this cytokine were found in patients with worse
disease activity. The anti-TNF therapy did not contribute to reducing TNF-a levels in some patients,
especially in AS non responder group. Moreover, we observed a trend toward higher TNF-a
concentrations in HLA-B*27 positive in non-responder group compared to healthy control. Early stages
of AS are featured by a strong inflammatory process and TNF-a is believed to be the main cytokine
contributing to the early disease [3]. TNF-a has been associated with AS in several studies. Gonzalez-
Lopez et al. (2017) found that AS patients with BASDAI >4 presented elevated levels of TNF-a compared
to controls; and 29% of them were undergoing anti-TNF therapy [10]. Limén-Camacho et al. (2012)
found that TNF-a was elevated in AS patients with BASDAI = 6 in comparison with responders patients
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to anti-TNF therapy and controls [11]. It is known that the use of anti-TNF therapy in AS patients reduced
the severity of disease symptoms [3], however, a considerable number of patients do not perceived
clinical benefit [12]. Our finds are in agreement with these studies because we find higher concentration
of TNF-a in patients with BASDAI >4 (non-responders group) and also some patients do not enter in
disease remission when treated with anti-TNF, suggesting that TNF-a may play a pathogenic role in AS.

The TNF-308 G>A single nucleotide polymorphism occurs when there is a substitution of
guanine (G) for adenine (A) within this regulatory region [14, 23, 24] and this alteration leads to increased
production of TNF-a [14, 23]. A previously study of our group have demonstrated that the TNF-308
genotypes related to the higher production of TNF-a cytokine (GA/AA) were associated with AS,
independent of HLA-B*27 [7]. In this study we evaluated TNF-308 genotypes with cytokine serum level
in patients with AS after anti-TNF therapy, but no correlation was found probably due to small number
of samples.

Although serum levels of IL-17A and IL-17F were apparently elevated in responders and AS
control compared to controls, no statistical difference was observed. The non-responders group
presented lower levels of IL-17A compared to controls and similar levels of IL-17F when compared to
controls. Contrary to expectation, IL-17A and IL-17F were not elevated in non-responders group,
patients with active AS. The analyze of these data should be made with care and we should consider
that IL-17 is a TNF inducer that could lead to increased TNF production and a possible better response
to TNF blockade [25]. The levels of IL-17A appears not be influenced by HLA-B*27. This analysis could
not be performed for IL-17F because after stratification in HLA-B*27 positive there was insufficient
number of individuals for statistical analysis for responders group and the same occurs with non-
responder and AS control group after stratification in HLA-B*27 negative.

A previously study of our group have demonstrated that the IL17A GA/AA, and IL17F TC/CC
genotypes, related to influence IL-17A and IL-17F production [8, 9], were associated with AS,
independent of HLA-B*27 [7]. In our study no correlation was found for IL17A G197A and IL-17A levels
in the analyzed groups. The correlation of IL17F T7488C and IL-17F levels was not performed for
responder and AS control group because the number of individuals were insufficient for statistical
analysis. The genotype influenced cytokine production only in the control group that the IL17F T/T
genotype presented lower levels of IL-17F compared to T/C + C/C genotype.

5. CONCLUSIONS

The anti-TNF therapy did not contribute to reducing TNF-a levels in some patients. TNF-a was
found in higher concentration in AS patients with higher disease activity index, even after anti-TNF
therapy. The cytokines IL-17A and IL-17F were not influenced by TNF blockade in AS patients.
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1. INTRODUCTION

Brazil experienced a Zika virus (ZIKV) epidemic between 2015 and 2016, reporting 1,673,272
suspected cases of ZIKV infection and 1,950 confirmed cases of microcephaly, which resulted from
ZIKV infection [1]. ZIKV belongs to the family Flaviviridae and the genus Flavivirus and is transmitted
mainly by the bite of an infected female Aedes mosquito [2]. After virus transmission, inflammatory
responses are initiated with the recruitment of leukocyte and natural killer (NK) cells [3]. Killer-cell
immunoglobulin-like receptors (KIR) are expressed on the surface of NK cells [4]. These receptors
interact with human leukocyte antigen (HLA) class | and are fundamental in the biology and function of
human NK cells [4,5].

KIR molecules are encoded by 16 genes on chromosome 19q13.4 (KIR2DL1, KIR2DL2,
KIR2DL3, KIR2DL4, KIR2DL5, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS3, KIR2DS4, KIR2DS5, KIR3DL1,
KIR3DL2, KIR3DL3, KIR3DS1, including pseudogenes KIR2DP1 and KIR3DP1) [6]. HLA class |
molecules are encoded by genes located within the chromosomal region 6p21.3 [6]. KIR genes encode
molecules with long cytoplasmic tails with either one or two tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) that
send inhibitory signals to NK cells or molecules with short cytoplasmic tails that send activating signals
to NK when associated with DAP-12 protein, which contains tyrosine-based activation motifs (ITAMs)
(Figure 1A) [4,7].

NKs play an early and fundamental role in the immune response against species of Flavivirus,
through cytokine synthesis and cytotoxic functions [3,8]. Moreover, increased levels of NKs are
produced in the acute phase of ZIKV infection [9]. It is noteworthy that some viruses evade the immune
system by negatively regulating the expression of HLA class | on the surface of infected cells, and thus,
prevent NK cell-mediated responses. In contrast, Dengue induces ligand expression, increasing binding
to inhibitory receptors and reducing NK cell mediated lysis [10].

To the best of our knowledge, the influence of KIR genes and their HLA ligands in patients with
ZIKV has not been evaluated. Therefore, it is well known that both human KIR and HLA genes are
polymorphic [5]. In addition, studies have indicated that these genes may determine susceptibility or
resistance to Flaviviral infection, such as Dengue and West Nile fever [11-14]. The aim of this study
was to evaluate a possible association between KIR genes and their HLA class | ligands in the
susceptibility and resistance to Zika infection.
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2. MATERIALS AND METHODS

The study was performed and conducted according to the standards of the Ethics Committee of
the State University of Maringa (n°. 2.364.256/2017).
2.1 Research Subjects

Eighty-seven patients (68 women and 19 men, mean age 38.6 = 15.4 years) with a positive
diagnosis for ZIKV and 87 individuals (59 women and 28 men, mean age 34.8 + 16.7) controls ZIKV
negative participated in the study. Of the total participants, seventy-eight individuals were residents of
northwest of Parana diagnosed with ZIKV using the Real-time reverse transcription—polymerase chain
reaction (RT-PCR) technique performed at the Central Laboratory of Parana State and Clinical Analysis
Teaching and Research Laboratory of Maringd State University. Ninety-six participants were from
Campinas, S&o Paulo and were diagnosed using the QuantiNova Probe RT-PCR kit (Qiagen, Hilden,
Germany), conducted by the Laboratory of Emerging Viruses in the Institute of Biology at the State
University of Campinas, as described previously [15]. We emphasize that patients and controls were
age matched. The population included in the study was considered mixed as a result of the high degree
of heterogeneity of the Brazilian population [16].

2.2 Genotyping of KIR and HLA class | genes

DNA from peripheral blood samples was extracted using the QIAamp® DNA Blood Mini Kit
(Qiagen). Genotyping of KIR and HLA-A, -B and -C genes was performed through Polymerase Chain
Reaction-Sequence Specific Oligonucleotides (PCR-SSO) using the Luminex® rSSO Kit (One Lambda
Inc., Canoga Park, CA, USA). HLA Fusion 4.2, One Lambda was used for interpretation of the results.
HLA class |, ligands of KIR, were those described previously in the literature [17-21]. Genotypes AA
and Bx were grouped according to information available at Allele Frequency Net Database
(http://mvww.allelefrequencies.net/kir6001a.asp).

2.3 Statistical analysis

Hardy-Weinberg equilibrium was evaluated using Arlequin 3.5.1.3 software, after data was
organized using Convert 1.31 software. The frequencies of the KIR and HLA class | genes were obtained
by direct counting. Comparisons of gene frequencies between patients and controls were performed
using either the chi-square statistic with Yates’s correction or the Fisher's exact test. To calculate the
odds ratio (OR), considering a 95% confidence interval, Open Epi software
(https://www.openepi.com/Menu/OE_Menu.htm) was used. P <0.05 was considered significant and was
corrected by the Bonferroni method by multiplying P by the number of comparisons performed [22].
3.RESULTS

The distribution of the genotype frequencies of HLA-A, HLA-B and HLA-C, and KIR in the
population studied was in accordance with Hardy-Weinberg equilibrium (P > 0.05). In the control group,
the genotype frequency distribution of the KIR genes was consistent with results observed in different
populations from the same geographic region (Allele Frequency Net Database, available at
http://www.allelefrequencies.net/kir6002a.asp).

The KIR gene and genotype (AA and Bx) frequencies among patients and controls are
presented in Table 1. The KIR2DS2 occurred in a higher frequency in patients with ZIKV than in controls
(57.5% vs. 41.4%, P = 0.048, Pc = 0.779; OR = 1.914 and 95% CIl = 1.04-3.49). KIR2DL2 (55.2% vs.
40.2%, P = 0.068) also had a higher frequency in patients when compared to controls, but differences
were not significant. The Bx genotype (73.6% vs. 64.4% of Zika patients and controls, respectively) was
more frequent than the genotype AA (26.4% vs. 35.6% for patients and controls, respectively). No
significant difference was found in the distribution of gene and genotype frequencies for KIR among the
patients with ZIKV and controls.

No statistical differences were observed in the distribution of HLA ligands between patients and
controls (Table 2). The Bw4-80I had a lower frequency in patients compared to controls (58.6% vs.
72.4%, P = 0.08), but not significant.

Regarding KIR genes and their HLA ligands, the 2DL2-C1 (46.0% vs. 31.0%, P = 0.061) and
2DS2-C1 (46.0% vs. 32.2%, P = 0.087) had higher frequency in patients when compared to controls,
while a lower frequency for 3DS1-Bw4-801 (19.5% vs. 32.2%, P = 0.083) was observed in patients than
in controls. However, without statistical significance (Table 3).

4. DISCUSSION

The contribution of KIR genes and their HLA class | ligands in ZIKV infection has not been fully
elucidated. To the best of our knowledge, this is the first study to investigate the influence of KIR and
HLA class | genes in ZIKV infection. It is known that NK cells are activated in the acute phase of infection
with Zika virus and the immune response profile is inflammatory [9,23].
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Table 1. Distribution of KIR genes and genotypes in ZIKV patients and controls.

Patients (N = 87) Controls (N = 87)

KIR genes n Frequency (%) n Frequency (%)
KIR2DL1 83 954 84 96.6
KIR2DL2 48 55.2 35 40.22
KIR2DL3 75 86.2 79 90.8
KIR2DL4 87 100.0 87 100.0
KIR2DL5 47 54.0 42 483
KIR2DP1 83 954 84 96.6
KIR2DS1 33 379 34 391
KIR2DS2 50 575 36 41.4°
KIR2DS3 27 31.0 21 241
KIR2DS5 30 345 29 333
KIR3DL1 85 97.7 82 943
KIR3DL2 87 100.0 87 100.0
KIR3DL3 87 100.0 87 100.0
KIR3DP1 87 100.0 87 100.0
KIR3DS1 33 379 35 40.2
KIR2DS4 85 97.7 82 943
Full 65 74.7 63 724
Full/Full 8 9.2 13 149
Del 77 885 69 79.3
Del/Del 20 23.0 19 218
Full/Del 57 65.5 50 57.5
AA 23 26.4 31 356
Bx 64 73.6 56 64.4

N: number of individuals

n: number of individuals who had the gene

2P =0.068

5P =0.048, Pc = 0.779; OR = 1.914 e 95%IC = 1.04-3.49
KIR2DS4-full (*003, *004, *006, *007, *008, *009, *010, *012, *013)
KIR2DS4-del (*001, *011, *014, *015)

Table 2. Frequencies for HLA class | in ZIKV patients and controls.

Patients (N = 87) Controls (N = 87)
HLA CLASS | n Frequency (%) n Frequency (%)
A3 and/or A11 27 31.0 24 27.6
Bw4 68 78.2 72 82.8
Bw4/Bw4 33 37.9 30 34.5
Bw4-80I 51 58.6 63 72.42
BW4-80T 26 29.9 26 29.9
Cc4 28 32.2 27 31.0
C1 69 79.3 68 78.2
Cc2 59 67.8 59 67.8
cic2 41 47.1 40 46.0
CicC1 28 32.2 28 32.2
c2Cc2 18 20.7 19 21.8

N: number of individuals
n: number of individuals who had the gene
2P =0.08
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Table 3. Comparison of the frequencies of KIR genes in the presence of their respective HLA
class | ligands between ZIKV patients and controls.

Patients (N =87) Controls (N = 87)

KIR - HLA CLASS | n Frequency % n Frequency (%)
2DL1-C2 57 65.5 57 65.5
2DL2-C1 40 46.0 27 31.0%
2DL3-C1 59 67.8 63 72.4
3DL2-A*03/A*11 27 31.0 24 27.6
3DL1-Bw4 65 4.7 68 78.2
3DL1-80I 49 56.3 60 69.0
3DL1-80T 25 28.7 23 26.4
2DS1- C2 23 26.4 26 29.9
2DS2-C1 40 46.0 28 32.2°
3DS1-Bw4 26 29.9 32 36.8
3DS1-Bw4-80I 17 19.5 28 32.2¢
3DS1-Bw4-80T 9 10.3 15 17.2
KIR2DL2/KIR2DL2-C1 10 11.5 5 5.7
KIR2DL2/KIR2DL3-C1 30 34.5 22 25.3
KIR2DL3/KIR2DL3-C1 29 33.3 41 47.1
2DL2/2DL2-C1/C2 5 5.7 2 2.3
2DL2/2DL3-C1/C2 17 19.5 13 14.9
2DL3/2DL3-C1/C2 19 21.8 25 28.7
2DL2/2DL2-C1/C1 5 5.7 3 3.4
2DL2/2DL3-C1/C1 13 14.9 9 10.3
2DL3/2DL3-C1/C1 10 11.5 16 18.4
2DS4-C*04 27 31.0 26 29.9

N: number of individuals

n: number of individuals who had the gene

Group C1: HLA-C*01, *03, *07, *08, *12, *14, *16 ligands for KIR2DL2, 2DL3 and 2DS2

Group C2: HLA-C*02, *04, *05, *06, *15, *17, *18 ligands for KIR2DL1 and KIR2DS1

Bw4: HLA-*A23, A*24, A*25, A*32, B*13, B*27, B*37, B*38, B*44, B*49, B*51, B*52, B*53, B*57, B*58 ligands for KIR3DL1 and
KIR3DS1

Bw4-80I: HLA-A*23, *24, *25, *32; *15:17, *27:02, *38:01, *49:01, *51, *52:01, *53:01, *57, *58 ligands for KIR3DL1 and KIR3DS1
Bw4-80T: HLA-B *13, *27.05, *37:01, *44 ligands for KIR3DL1 and KIR3DS1

HLA-A*03 and *11 ligands for KIR3DL2

HLA-C*04 ligands for KIR2DS4

2P =0.061

P =0.087

‘P =0.083

The activation of NK cells may be the result of the inhibitor KIRs and activator KIRs present on
the surface of their cells.

The balance between interactions with inhibitor and activator KIRs and their ligands influence
NK cell activation. When the activator signal is larger than the inhibitor, NK cells are activated, and they
remain inactive when the opposite scenario occurs. The Figure 1B hypothetically represents this
balance of signals for NK cells in ZIKV infection. Therefore, the strength of signals sent to NK cells is
affected by the number of KIR receptors present as well as the presence or absence of HLA class |
ligands. In addition, activation of NK cells results in the synthesis of inflammatory cytokines, which in
excess, may result in the onset of clinical manifestations of the disease, as has previously been
described regarding Dengue [8,24].

These receptors are encoded by the KIR genes and the individual genetic can be related to
susceptibility and resistance to diseases, beside of influence on the number of KIR receptors present
on the surface of NK cells [6]. In our study, we found an increase in the frequency of KIR2DS2 in patients
when compared to controls. However, the result lost its significance after Bonferroni's correction. The
general results of studies are conflicting, but the KIR2DS2 has been associated to susceptibility in
symptomatic patients with the herpes virus [25]. Previous studies comparing Dengue patients and
controls also did not found significant differences in KIR2DS2 frequencies [11,12]. Other KIR genes
were significantly associated to Dengue, KIR2DL5 gene that was associated with susceptibility to
Dengue development and the frequency of the KIR3DL1 and KIR2DL2 genes was decreased in patients
[11,14].

Regarding KIRs and their ligands, in our study we observed an increase in the frequency of
2DL2-C1 and 2DS2-C1 and a decrease in the frequency of 3DS1-Bw4-80I in patients when compared
to controls. However, no significance was found. In this sense, higher frequency of 2DL1-C2, 3DL1-
Bw4, 2DS1-C2, 3DS1-Bw4 was observed in Dengue patients, but results were not significant after the
Bonferroni correction [11].
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The limitation of this study was the small sample size. Further, other genes encoding NK cell
receptor, such as Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptors and NKG2, has not been evaluated either.
Studies with larger samples will be needed to better understand the immunopathogenic mechanisms of
ZIKV infection.

Although, KIR genes and their HLA ligands were not associated with ZIKV infection in this
population, the evaluation of these genes in different regions of Brazil and other countries that are at
risk of experiencing ZIKV epidemics may provide more information about the pathophysiology of ZIKV
infection.
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Figure 1. Structure of KIR molecules and balance of signals for NK cells in ZIKV infection. in A, it
is possible to understand the structure of KIR receptors. They have 2 or 3 domains on the outer portion. Inside, they have long
(L) cytoplasmic tails with either one or two tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) illustrated in red, that send inhibitory signals to
NK cells or molecules with short cytoplasmic tails that send activating signals to NK when associated with DAP-12 protein, which
contains tyrosine-based activation motifs (ITAMs) illustrated in green. An exception is the KIR2DL4 receptor which is known as
the only one with ITIM and ITAM and therefore has an inhibitory and activating function. In B, we hypothetically represent the

balance of signals for NK cells in ZIKV infection.

5. CONCLUSION

In this preliminar study, the results showed that the KIR2DS2, KIR2DL2, Bw4-80I, 2DL2-C1,
2DS2-C1 and 3DS1-Bw4-801 had a tendency of association to ZIKV outcome. However, additional
studies with a larger number of samples should be carried out to better understand the contribution of
KIR genes and their ligands in ZIKV infection.
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1. INTRODUCAO

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca inflamatoria cronica autoimune que acomete,
principalmente, as articulagBes axiais e sacro-iliacas causando dor crfnica intensa. Nos casos mais
avangados, essa inflamacao pode levar a fibrose e calcificagé@o, resultando na fusdo da coluna e,
consequentemente, na perda de flexibilidade. Como caracteristicas de doencas autoimunes, a EA se
desenvolve por meio de interacdes entre fatores genéticos e ambientais [1]. Um dos fatores genéticos
mais importantes esta o alelo HLA-B*27 do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe
I, embora varios outros polimorfismos genéticos também estejam associados a EA [2].

Ainda que a patogénese da doenca ainda néo tenha sido totalmente elucidada, varias linhas
de evidéncia sugerem que as respostas imunes mediadas pela Interleucina 17 (IL-17) desempenham
um papel central [3]. A interleucina 17 (IL-17) é uma citocina pré-inflamatéria que contribui para a
patogénese de diversas doencas inflamatérias. Nas doencas reumatoldgicas, foi verificada com base
em uma descoberta que essa interleucina promove dano a cartilagem em um modelo experimental com
animais [4]. A familia IL-17 consiste de 6 citocinas estruturalmente relacionadas (IL-17A, IL-17B, IL-
17C, IL-17D, IL-1E, IL-17F) [5].

A IL-17 é codificada pelo gene que recebe o mesmo nome, localizado no cromossomo 6. Varios
polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs) foram detectados nesse gene, entre eles (IL17A
rs2275913) que estd em uma regido promotora do gene onde pode afetar o nivel de transcrigdo deste
[6] e (IL17F rs763780) o qual gera a substituicdo de um aminoacido de histidina por uma arginina
[H161R], pela mutacéo do alelo C, o que leva a perda da capacidade da IL-17F de induzir a expressao
de certas citocinas [7]. Ambos os polimorfismos foram associados a EA em estudos anteriores no nosso
laboratério [8].

Outro polimorfismo associado no estudo foi o polimorfismo no gene TNF, da posi¢édo -308
(rs1800629). O fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) € um componente chave do sistema imunoldgico
e uma potente citocina pro-inflamatéria que é altamente produzida depois de uma infec¢édo ou um dano
tecidual, sendo conhecida por estar presente em altas concentracbes em pacientes com
espondiloartrites (EpAs) [9].

Atualmente, o anti-TNF-a junto com anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) tém sido os
farmacos mais indicados no tratamento para pacientes com alto indice de atividade da doenca [10];
contudo, nem todos pacientes respondem ao tratamento e com isso a importancia de se estudar as
citocinas envolvidas na patologia [11]. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o nivel de
TNF-a, IL-17A e IL-17F no soro em pacientes e controles e compara 0s niveis de citocinas com seus
respectivos genotipos dos polimorfismos (TNF rs1800629), (IL17A rs2275913) e (IL17F rs763780).
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Pacientes e controles

Para este estudo caso-controle, os individuos foram selecionados de acordo com seus
gendtipos. Para a dosagem do TNF-a e comparacdo com o polimorfismo [rs1800629] foram
selecionados 36 pacientes (16 GG, 17 GA, 3 AA) e 15 controles (8 GG, 5 GA, 2 AA), para dosagem de
IL-17A e comparacdo com o polimorfismo (rs2275913) foram selecionados 64 pacientes (26 GG, 21
GA, 17 AA) e 15 controles (5 GG; 5 GA; 5 AA), para dosagem de IL-17F e comparacdo com o
polimorfismo (rs763780) foram selecionados 62 pacientes (32 TT, 25 TC, 3 CC) e 17 controles (8 TT;
8 TC; 1 CC). Os pacientes ainda foram estratificados considerando a presenca ou ndo do alelo HLA-
B*27.

Os pacientes com EA foram diagnosticados através de critérios clinicos, laboratoriais e
radiolégicos, de acordo com os critérios Assessment of SpondyloArthritis International Society (ASAS)
[12]. Os polimorfismos dos pacientes e controles foram determinados em um estudo anterior em nosso
laboratério [8]. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade estadual de Maringa (UEM)
n° CAAE 27723114 e todos os participantes assinaram o termo de consentimento.

2.2. Determinacgdo dos niveis séricos das citocinas

O sangue periférico foi coletado dos individuos em tubos de 5 mL sem anticoagulantes e as amostras
de soro foram mantidas a -80 °C até a analise. A determinacdo dos niveis séricos das citocinas TNF-a
realizada utilizando o Kit Luminex technology com o ProcartaPlex™ Immunoassay (Invitrogen,
ThermoFisher Scientific, Inc., Burlington, Ontario, Canada). As dosagens das citocinas IL-17A e IL-17F
foram realizadas pelo método de ensaio imunoenzimatico (ELISA), com os kits Human IL-17A platinum
ELISA (affymetrix eBioscience, North America, USA) e Human IL17F ELISA (affymetrix eBioscience,
North America, USA) de acordo com as recomendag6es do fabricante.

2.3. Andlises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa BioEstat 5.0. O teste Shapiro-
Wilk foi utilizado para calcular a normalidade das amostras e o teste de Mann-Whitney foi utilizado para
comparacao das amostras.

3. RESULTADOS

Os niveis das citocinas TNF-qa, IL-17A e IL-17F em pacientes e controles estao representados
na Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica entre pacientes e controles. Os niveis das trés citocinas
nao apresentaram diferencas estatisticas na concentracdo mediana em pacientes sem HLA-B*27,
comparados aos B*27 positivos.

A correlacd@o dos niveis de TNF-a como polimorfismo (rs1800629) esta representada na Tabela
2, dos niveis de IL-17A com o polimorfismo (rs2275913) esté representada na Tabela 3 e dos niveis de
IL-17F com o polimorfismo estd representada na Tabela 4. As Interleucinas TNF-a e IL17A nao
apresentaram diferencas estatisticas em relacdo aos gendtipos analisados. Houve uma maior
concentracdo mediana de IL17F nos gendtipos TC+CC no grupo dos controles.

Tabela 1. Niveis de IL-17A, IL-17F e TNF-a em pacientes com EA e controles
Citocina EA EA HLA-B*27+ EA HLA-B*27- Controles p valor

TNF-a 2,14 pg/ml 1,39 pg/mL 2,89 pg/mL 1,39 pg/mL ns
IL-17A 12,81 pg/ml 11,55 pg/mL 22,12 pg/mL 26,41 pg/mL ns
IL-17F 68,32 pg/ml 37,41 pg/mL 100,14 pg/mL 161,05 pg/mL ns

pg/mL — picogramas por mL; ns — néo significativo; EA — espondilite anquilosante

Tabela 2. Correlacédo entre o polimorfismo (rs1800629) (G>A) do gene TNF com os niveis de TNF-
a

GG GA+AA  pvalor
EA 2,51 pg/mL 1,70 pg/mL ns
EA HLA-B*27+ 2,14 pg/mL 1,39 pg/mL ns
EA HLA-B*27- 2,89 pg/mL 5,05 pg/mL ns
Controles 1,39 pg/mL 2,00 pg/mL ns
Todos os individuos 2,07 pg/mL 2,00 pg/mL ns

pg/mL — picogramas por mL; ns — néo significativo; EA — espondilite anquilosante
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Tabela 3. Correlagéo entre o polimorfismo (rs2275913) (G>A) do gene IL17A com os niveis de IL-
17A

GG GA+AA p valor
EA 15,63 pg/mL 12,81 pg/mL ns
EA HLA-B*27+ 22,12 pg/mL 18,98 pg/mL ns
EA HLA-B*27- 9,15 pg/mL 12,81 pg/mL ns
Controles 22,35 pg/mL 67,86 pg/mL ns

Todos os individuos 22,12 pg/mL 16,55 pg/mL ns

pg/mL — picogramas por mL; ns — ndo significativo; EA — espondilite anquilosante

Tabela 4. Correlagéo entre o polimorfismo (rs763780) (C>T) do gene IL17F com os niveis de IL-
17F

CC TC+TT p valor
EA 41,27 pg/mL 100,14 pg/mL ns
EA HLAB*27+ 37,41 pg/mL 796,05 pg/mL ns
EA HLAB*27- 68,32 pg/mL 264,68 pg/mL ns
Controles 6,05 pg/mL 570,14 pg/mL 0,01

Todos os individuos 37,41 pg/mL 414,91 pg/mL ns
pg/mL — picogramas por mL; ns — ndo significativo; EA — espondilite anquilosante

4. DISCUSSAO

A espondilite anquilosante é uma doenga inflamatdria cronica autoimune que acomete em torno
0,1% a 1,4% da populacdo mundial [13]. Ainda que a patogénese da doenc¢a ndo tenha sido totalmente
elucidada, o perfil inflamatério da doencga tem obtido uma melhora com o uso de medicamentos anti-
inflamatérios ndo esteroides e anti-TNF-a [10], contudo nem todos os pacientes respondem ao
tratamento [11]. O estudo das citocinas na EA é um ponto importante no processo de elucidacdo da
patologia da doenca, estudos ja& mostraram um aumento de citocinas inflamatérias como a IL-17 e TNF-
a [9, 14]. Neste presente estudo ndo encontramos diferengas estatisticas entre os niveis de TNF-a, IL-
17A e IL-17F entre pacientes e controles. Vale considerar que alguns pacientes estavam sob o uso de
AINES e que estes podem afetar o nivel de citocinas pro-inflamatérias [15].

Nosso principal objetivo foi avaliar o nivel das trés citocinas (TNF-a, IL-17A e IL-17F) e fazer
uma comparacdo com 0s gendtipos (rs1800629), (rs2275913) e (rs763780), respectivamente. Os
gendtipos GA/AA do polimorfismo do TNF, associados ao risco de EA, também ja foram relatados como
maiores produtores de TNF-a [16, 17], os estudos em questédo foram realizados in vitro. Nosso presente
estudo ndo mostrou diferenca nos niveis de producdo de TNF-a em relagcdo aos genotipos. Os
gendtipos associados ao risco de EA, GA/AA no polimorfismo na IL17A (rs2275913), também ja foram
relatados estar associados a maior producdo de IL-17A em um recente estudo [18]; contudo, Nnosso
estudo ndo encontrou diferenca de producéo entre os genaétipos.

A avaliacdo da correlacdo entre os niveis de IL-17F e o polimorfismo (rs763780) (C>T) para o
gene IL17F mostrou uma associacdo de maior producéo de IL-17F com os gendtipos CT/TT no grupo
dos controles. Os outros grupos apresentaram uma maior concentracdo mediana de IL-17F nagueles
com os gendtipos CT/TT, porém néo apresentaram diferencas estatisticas. Outro artigo com psoriase
também ja havia relatado um nivel maior de IL-17F em portadores dos genétipos CT/TT [19].

A natureza da EA é poligénica, por isso polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) associados
a doenga devam ser analisados cautelosamente. Nosso estudo comparou os polimorfismos genéticos
associados a EA com os niveis de citocinas com o objetivo de melhor compreensao da sua influéncia
sobre a doenca e, observamos gue o polimorfismo (rs763780) teve correlacdo com os niveis de IL-17F
e, sendo assim, tem melhor potencial entre os analisados para ser um futuro marcador genético.
Entretanto, devemos levar em consideracdo algumas limitagbes do nosso trabalho, alguns pacientes
estavam sob o uso de medicamentos, o que podem influenciar nos niveis das citocinas, a falta de
guantificacdo de citocinas no tecido também foi um fator negativo, uma vez que células autorreativas
estdo em maior concentracdo nos tecidos do que no sangue [21].

5. CONCLUSAO

Os nossos resultados mostraram uma maior concentragcdo mediana de IL-17F em controles,
naqueles com os geno6tipos CT/TT do polimorfismo rs763780 do gene IL17F. Esses gendtipos ja foram
associados ao risco de EA e sd@o promissores marcadores genéticos, contudo mais estudos séo
necessarios para confirmarmos essa hipotese.
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1. INTRODUCTION

Zika (ZIKV) is a mosquito-borne virus, a member of the remarkable Flaviviridae family [1]. ZIKV has
globally emerged in early 2015 causing an outbreak with significant, unexpected consequences, among
which, congenital Zika Syndrome (CZS) and ZIKV-associated Guillain—Barré syndrome are the most
impacting manifestations [2, 3]. The arise of this virus in Brazil has drastically affected around 3267
children with impaired growth and/or development [4]. Nonetheless, more than 2 billion people live in
countries of risk for ZIKV transmission [3]. For this reason, ZIKV is still considered a global health threat
[5, 6].

Similar to other Flavivirus, ZIKV is a 50nm virus of positive-sense single-stranded RNA, close-related to
Dengue virus (DENV) [1]. The ~11kb long genome encodes a polyprotein which is cleaved into three
structural proteins and seven non-structural proteins (NS) [1, 7]. The structural proteins are involved in
virus assembly and viral entry into the host cell. The envelope (E) is the main viral protein to mediate
the entry process. Besides, the NS proteins contribute to virus replication and modulation of host
immune response [1, 4, 7, 8]. Among the several targets of the immune system used by ZIKV and other
flaviviruses to invade, replicate and escape the host immune response, Toll-like receptors (TLRs) are
considered essential to signal cells and initiate an antiviral response through the release of inflammatory
mediators [8, 9]. In humans, are known ten functional TLRs, six of which are expressed in the cell surface

(TLR1, -2, -4, -5, -6, and 10) and sense a diverse range of pathogen-associated molecular patterns
(PAMPs). Moreover, four TLRs are localized intracellularly in endosome vesicles (TLRS3, -7, -8, and -9)
and are specialized in detecting genetic material [8, 10].

Literature data on TLRs and DENV, although controversial, indicate the immunopathogenesis role of
TLR2, TLR4, and -6 in the development and progression of the disease [9, 10, 11]. Importantly,
experiments within different human cell lineages, like primary human astrocytes and human embryonic
stem cell, have reported interesting findings linking TLR3 and ZIKV replication event through activation
of inflammatory responses, but also this TLR is associated to early brain cell fate, triggers apoptosis and
diminishes neurogenesis, similar to microcephaly development [12, 13]. Similarly, genetic studies have
found that mutations in TLR genes can provoke an impaired immune response to pathogens by affecting
cell signaling, receptor expression and sense, therefore causing altered susceptibility to diseases.
Given the important role played by TLRs in antiviral host immune response among flaviviruses, we
aimed to investigate the influence of variants within the TLR genes, TLR3 rs3775291, TLR4 rs4986790,
TLR4 rs4986791, and TLR7 rs179008 in ZIKV infection in a case-control study.

2. MATERIAL AND METHODS
This study was approved by the Human Research and Ethics Committee (CAAE
55805516.2.0000.5415)
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2.1. Subjects

The studied population included patients of both sexes, from Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, who
sought medical care during the ZIKV outbreak, within the period of 2015 and 2016, at the Children's and
Maternity Hospital of Rio Preto. The cases (ZIKV+) comprised a total of 95 individuals including children,
adolescents, and adults with positive serology tests for ZIKV and/or tested positive for ZIKV RNA by
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). The control group (ZIKV-) was formed
by 108 subjects, including children, adolescents and adults tested negative for ZIKV serology test.
Serodiagnosis for ZIKV was performed using the ELISA method based on anti-ZIKV NS1 1gG3 (ZIKA-v
IgG, Advangen Biotech, Itu-SP, BR). All patients tested positive for the ELISA test, were further
confirmed by Plaque Reduction Neutralization Test (PRNT) for ZIKV. Patients and controls were also
subdivided into four groups according to the DENV serology test profile. Thus, the respective subgroups
were analyzed: 1) Individuals tested negative for both, ZIKV and DENV (ZIKV-/DENV-); 2) Individuals
negative for ZIKV, but positive for DENV (ZIKV-/DENV+); 3) Individuals tested positive for both ZIKV
and DENV (ZIKV-/DENV+), and 4) Subjects positive for ZIKV but negative for DENV (ZIKV-/DENV-).
DENV classification was based on anti-DENV IgG detection using ELISA kit (ELISA 1gG Kit, Abcam,
Cambridge, UK). All eligible individuals or responsible adults were invited to participate in this study and
signed the written consent form.

2.2. DNA Extraction and Genotyping

Genomic DNA was isolated from leukocytes of peripheral blood samples using silica columns according
to the manufacturer’'s Instruction (QlAamp DNA purification Mini Kit, QIAGEN, Netherlands). TLR
polymorphisms were defined based on previous studies on TLRs and flavivirus, and primers for four
functional Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) were selected: TLR3 rs3775291 (1234C/T,
Leu412Phe), TLR4 rs4986790 (896A/G, Asp299Gly), TLR4 rs4986791 (1196C/T, Thr399lle) and TLR7
rs179008 (17961A/T, GlylllLeu) (Table 1). Genotyping was performed by polymerase chain reaction
based on restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP).

2.3. Genotyping of TLR3 and TLR7

The PCR for each SNP was performed using 12.5 pL of the premixed ready-to-use solution GoTaq®
Green Master Mix (Thermo Scientific®) with ~100 ng of DNA, 2.4 pmol of each primer and MilliQ water
up to a final volume of 24 pL. PCR cycles were performed in the Veriti thermal cycler (Applied Systems®)
as described in Table 2. PCR products were digested using specific fast digest restriction enzymes for
each TLR variant (Table 1) in a final volume of 30 uL following the manufacture’s instruction (Thermo
Scientific®). The genotyping bands were observed on 2% agarose gel with SYBR Safe (Invitrogen Life
Technologies, Grand Island, NY, USA) and visualized under UV light.

2.4, Genotyping of TLR4

PCR was performed in a final volume of 10 pL, 100 ng of DNA, 1.0 ng of primer sense and anti-sense,
3.33 mM of MgCI2, 0.16 mM of dNTP (Invitrogen®, Frederick, MD, USA), 1X PCR buffer (5X Green
GoTaqg® Flexi Buffer, Promega, USA), and 0.75 U of Taq Polymerase (GoTag® DNA Polymerase,
Promega, USA). Cycles were performed in the Veriti thermal cycler (Applied Biosystems as described
in table 1. PCR products were digested according to specific restriction enzymes, for each SNP (Table
1). Bands were visualized on 3.5% agarose gel with SYBR Safe (Invitrogen Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) and visualized under UV light.

2.5, Statistical Analysis

Statistical analyses were performed by SNPStats (https://www.snpstats.net/start.htm) [15]. Allele and
genotype frequencies were calculated and compared by chi-square test with Yates or Fisher's
correction. Analysis of association between SNP and the disease were obtained through logistic
regression analysis adjusted by age. To estimate the risk, odds ratio (OR) with 95% confidence intervals
(Cl) was obtained. The values were considered statistically significant for p < 0.05. Genotype distribution
was estimated and tested for the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE).

Table 1. Primer sequences, restriction enzymes used and restriction digestion patterns for genotyping
of TLRs genes

. y oy Product Length of the
SNP Primer sequence (5’->3’) R.E. R.T. Size Restriction fragments
rs4986790 F:AGCATACTTAGACTACTACCTCCATG Nco | 37°C 188pb A: 188pb
R:GAGAGATTTGAGTTTCAATGTGGG G: 168pb + 20pb
rs4986791 F:GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA Hinf | 37°C 124pb C: 124pb
R:GGAAATCCAGATGTTCTAGTTGTTCTAAGCC T: 98pb + 26pb
rs3775291 F:GGCTAAAATGTTTGGAGCAC HpyF31 37°C 200pb T: 200pb
R:TGAGATTTTATTCTTGGTTAGGCTGA C: 169pb +31pb
rs179008 F: TAACAACGAATAGGAAAATGC Xapl 37°C 421pb T: 247bp + 174bp
R:GTTTTAGGAAACCATCTAGCC A:174bp + 116pb +64pb

SNP: Single Nucleotide Polymorphism; R.E.: Restriction Enzyme; R.T.: Restriction Temperature; bp: base pair

82



5 V' ’ International Meeting of
b Biosciences and Physiopathology

‘ @ x, Simposio de Biociéncias
Aplicadas a Farmacia

Table 2. Thermocycling conditions for TLRs genotyping.

Initial

Gene SNP . Denaturation / Tm / Extension Final Extention
Denaturation
N° Cycles 1x 35x 1x
TLR4 rs4986790 95°C - 5min 95°C — 30s / 60°C — 45s / 72°C — 30s 72°C - 10min
rs4986791 95°C - 5min 95°C — 30s / 62°C — 45s / 72°C — 30s 72°C - 10min
TLR3 rs3775291 95°C - 5min 95°C — 45s / 56°C — 15s / 72°C — 30s 72°C - 7min
TLR7 rs179008 94°C - 5min 94°C — 30s / 52°C — 30s / 72°C — 1min 72°C - 7min

Tm: Melting Temperature; TLRs: Toll -like receptors; SNP: Single Nucleotide Polymorphism.

3. RESULTS

The data presented in this study are preliminary results. The characteristics of patients and controls are
described in Table 3. The mean age of the control group was 46.7 years, formed by 53.7% of men. The
patient group, the overall mean age of the 95 individuals was 41.7 years, was composed by 16.9% of
men. The allelic and genotypic frequencies of all the analyzed TLR SNPs are shown in Table 4. The
genotype distribution for TLR3 and TLR4 variants were in HWE. Interesting, TLR7 was not in HWE, and
for this reason, was excluded from the association analysis.

For TLR3 rs3775291, a higher allele frequency was observed for the C allele (73% vs. 65% for controls
and patients, respectively). The C/C genotype was less frequent in patients when compared to controls
(41% vs. 55%). For TLR4 rs4986790, the A allele (96% vs. 95%) and genotype A/A (92% vs. 89%)
showed a higher frequency in control and patients. For TLR4 rs4986791, a higher frequency of C allele
(97% vs. 96%) and C/C genotype (94% vs. 93%) was observed in both, control and patients. In these
preliminary results, the association analysis of allele and genotypes indicated no significant association
of protection or susceptibility among TLR3 rs3775291, TLR4 rs4986790, TLR4 rs4986791, and ZIKV
infection in the investigated population. Interestingly, the mutant allele for both TLR4 polymorphisms
was present at a very low frequency.

Excitingly, when performing the logistic regression analysis for TLR3 polymorphism, adjusted by age, a
significant association of risk for ZIKV infected patients was observed in the dominant model (OR: 1.85;
Cl: 1.04-3.30; P=0.036).

Table 3. Characteristics of ZIKV infected patients and Controls

ZIKV- ZIKV+
N=108 N=95
Age
Mean + SD 46.7 + 16.0 41.7+19.6
Gender

Female n (%) 50 (46.3%) 79 (83.1%)
Male n (%) 58 (53.7%) 16 (16.9%)

Table 4. TLRs allele and genotype distribution in controls, ZIKV patients and subgroups.

ZIKV- ZIKV-
dbSNP GA;Lﬂte;p‘i‘s K o DENV-  DENV+ DENV-  DENV+
N=57 N=51 N=18 N=36

TLR3 1234C>T
rs3775291 c 157(0.73)  122(0.65)  88(0.77) 69 (0.68) 25(0.69) 39 (0.56)
T 59(0.27)  66(0.35)  26(0.23)  33(0.32) 11(0.31)  31(0.44)
cic 59(0.55)  39(0.41)  34(0.60) 25 (0.49) 8(0.44)  11(0.31)
crT 39(0.36)  44(0.47)  20(0.35) 19(0.37) 9(0.5)  17(0.49)

T 10(0.09)  11(0.12)  3(0.05)  7(0.14) 1(0.06)  7(0.2)

TLR4 896A>G
rs4986790 A* 203(0.96) 180 (0.95) 109 (0.97) 94 (0.94) 33(0.92) 67 (0.93)
G 9(0.04)  10(0.05)  3(0.03)  6(0.06) 3(0.08)  5(0.07)
AIA 97(0.92)  85(0.89)  53(0.95) 44 (0.88) 15(0.83)  31(0.86)
AIG 9(0.08)  10(0.11)  3(0.05)  6(0.12) 3(0.17)  5(0.14)
GIG 0(0.00)  0(0.000  0(0.00)  0(0.00) 0(0.00)  0(0.00)

TLR4 1196C>T
rs4986791 c 206 (0.97) 183(0.96) 108 (0.96) 98 (0.98) 34(0.94) 69 (0.96)
T 6(0.03)  7(0.04)  4(0.04)  2(0.02) 2(0.06)  3(0.04)
cic 100 (0.94)  88(0.93)  52(0.93) 48 (0.96) 16(0.89)  33(0.92)
cIT 6(0.06)  7(0.07)  4(0.07)  2(0.04) 2(0.11)  3(0.08)
T 0(0.00)  0(0.000  0(0.00)  0(0.00) 0(0.00)  0(0.00)

dbSNP: nomenclature according to the Single Polymorphism database; *: ancestral allele; TLR: toll-like receptor.
Subgroups analyzed: ZIKV-/DENV- vs ZIKV+/DENV-; ZIKV-/DENV+ vs ZIKV+/DENV+.
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Lastly, in order to verify if previous infections by other related flavivirus, patients, and controls were divided
into two subgroups according to the presence or absence of 1gG antibodies for DENV. However, no
significant association was observed among TLRs variants and the subgroups analyzed, previously
mentioned in the material and methods section (Table 4).

4. DISCUSSION

The scientific community has been demonstrating and predicting that different Zika virus molecules are
used as PAMPs to enter the host cell and trigger host immune response [8, 9]. On the other hand, host
cells are well equipped with a wide variety of pattern-recognition receptors (PRRs) to sense different
virus antigens. TLRs are a family of PRRs and important for the appropriate function of the innate
immune response against pathogens, therefore, the presence of genetic mutations on TLR genes can
potentially diminish response, either by disturbing cell signaling, receptor expression or weaken
appropriate recognition, consequently causing altered susceptibility to diseases. In this sense, we aimed
to investigate the influence of variants within TLR genes in ZIKV infection.

Among the different receptors used by ZIKV to enter the host cell, TLR4 is one that can broadly interact
with ZIKV structural protein E (envelope) [8]. TLR4 can also sense flaviviruses soluble nonstructural
protein 1 (NS1), which is strongly associated with disease severity and progression [8, 12]. Mutations in
the cell surface TLR4, Asp299Gly, and Thr399lle, are known to impair receptor recognition due to
conformational changes of the extracellular portion of the receptor [16, 17]. The mutant TLR4 299Gly
can also disturb protein folding and stability [17]. In this sense, it has been reported that TLR4 SNPs
and the related DENV are associated with the risk of the infection, and a minor role in complicated
dengue disease [18, 19]. Differently from DENV, our partial results showed no association of protection
or risk was found in this study between TLR4 polymorphisms and Zika infection. Although, lack of
association, it is still important to investigate the role of these genetic variants in a population with ZIKV
related syndromes, like microcephaly and Guillain-Barré.

Upon entry into the host cell and inside the endosome vesicle, the virus is uncoated for further RNA
release into the cytosol [20]. In the endosomes, TLR3 and TLR7 senses virus double and single-
stranded RNA, respectively. The receptor-ligand recognition triggers the immune response to produce
pro-inflammatory molecules as well as type | interferons to control infection [20]. However,
polymorphisms in these receptor genes can impair their function. The missense mutation in TLR3
rs3775291 results in a minor capacity of the receptor to bind double-stranded RNA compared to the
wild-type, thus diminishing activation of nuclear factors [19, 20]. This fact might explain the association
of risk observed in the dominant model of this SNP. In this case, the dominant model assumes that a
single copy of the allele C of this gene is sufficient to change the risk and for this reason, both genotypes,
heterozygous (C/T) and homozygous (CC) is expected to have the same risk and is comparable to the
T/T genotype. Therefore, it is suggestive that carriers of the wild-type allele can recognize more the
amount of ZIKV RNA which might over-activate the antiviral immune response. Differently, a recent
study has shown an association of the mutant T allele of TLR3 rs3775291 with pregnant women who
delivered babies with ZIKV-congenital syndrome, suggesting that this SNP increase susceptibility to
Czs [22].

From a different perspective and based on literature evidence, we also verified whether if prior exposure
to other related flaviviruses (DENV) could influence the role of genetic variations in TLRs and contribute
to the risk of ZIKV disease. Since the ZIKV outbreak, scientists have hypothesized whether prior DENV
antibodies could worsen ZIKV severity or whether DENV immunity could protect individuals against
ZIKV [23]. In our first results, only a small number of individuals could be tested for DENV IgG and this
could be the reason for the absence of association within the groups analyzed.

TLRs play an important role in early and late immune events in a wide variety of immune and nonimmune
cells and for this reason, have been predicted to be a promising therapeutic target for diseases. Together
with published data, our preliminary findings give a partial glimpse of the possible behavior of genetic
variations in TLR genes in a Brazilian population tested positive for ZIKV virus. Thus, complementary
data and other studies should be performed.

5. CONCLUSION

In conclusion, although genetic variations in TLR3 and TLR4 do not appear to play a major role in
protection or susceptibility to ZIKV infection, this study already provided a weak association of risk of
TLR3 in a dominant model suggesting that a role of these receptors cannot be excluded. Additional
genetic studies on TLRs must be performed to provide sufficient evidence of association and
comprehend the influence of TLR polymorphisms in ZIKV pathology and related syndromes.
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1. INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma das doencas mais difundidas em todo o mundo. Estima-se que 30% da
populacdo mundial esteja infectada pelo Toxoplasma gondii, que € um parasito intracelular obrigatério
[1]. Na populacéo brasileira a prevaléncia da infeccdo pelo T. gondii é de aproximadamente 20 a 90%
[2]. A principal forma de infeccdo pelo parasito ocorre por meio da ingestdo de agua ou vegetais
contaminados com oocistos ou carnes contendo cistos teciduais. Os oocistos ou cistos ao chegar no
intestino liberam os esporozoitos ou bradizoitos que invadem as células intestinais e sdo convertidos
em taquizoitos. Esses se multiplicam rapidamente na fase aguda, atingindo outros érgaos onde
formam cistos, caracterizando a fase crénica da infeccéo [3].

Nos individuos imunocompetentes a infec¢cdo pode ser assintomética ou manifestar-se com
diferentes sintomas [4]. Porém, em imunocomprometidos a toxoplasmose tende a se apresentar de
forma mais grave, levando a coriorretinite, lesdo cerebral, encefalite intensa, convulsdes, dentre outras
patologias [5]. J& na transmissdo vertical da mée para o feto pode desencadear retardo mental,
hidrocefalia, nistagmo e até mesmo levar a um aborto [4].

Durante a infec¢cdo ha o desenvolvimento de inflamag&o intestinal [6] com a ativacéo do sistema
imune do hospedeiro, atraindo para o local da inflamag¢é@o varias células como os macréfagos,
neutréfilos, mondcitos e linfocitos. Essas células secretam citocinas, mediadores inflamatérios e
substancias microbicidas na tentativa de tentar eliminar o parasito [7].

Varios mecanismos celulares no intestino protegem o hospedeiro dos patégenos e colaboram
com a resposta imune da mucosa. Entre as células epiteliais, as células caliciformes secretam
diferentes tipos de mucinas, gue compdem o muco com finalidade de manter a lubrificag&o e protecdo
da mucosa [8]. As células de Paneth contém granulos e fazem a secrecdo de peptideos
antimicrobianos [9] e os linfécitos intraepiteliais (LIE) que sdo células imunes que migram para o
epitélio intestinal e liberam citocinas importantes contra patégenos [10]. Dentre as células, os
mastdécitos sdo encontrados nos locais mais vascularizados do trato gastrointestinal podendo secretar
proteases, quinases, histaminas, citocinas [11,12] quando necessario.

Alémdas células do epitélio intestinal, a matriz extracelular fornece suporte fisico e elasticidade
aos tecidos celulares. E formada por varias proteinas como o tropocolageno, um dos seus principais
componentes [13].

Apesar dos diferentes mecanismos de defesa do hospedeiro, estes ndo séo suficientes para
eliminar o parasito, no qual se dissemina por todo organismo e permanece no estagio de cistos por
toda a vida de seu hospedeiro, caracterizando a fase cronica da infec¢éo pelo T. gondii [14].

Segundo a literatura, animais C57BL/6 desenvolvem um grave processo inflamatdrio intestinal
na fase aguda da toxoplasmose podendo levar a morte dos camundongos. Devido a isso, h& poucos
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estudos da fase cronica da infeccao nesse modelo animal [15]. Em experimentos anteriores nosso
grupo de pesquisa observou que a infecgdo aguda em camundongos C57BL/6 com oocistos de
T. gondii desencadeia inflamag&o intestinal, sem causar a morte dos animais. Ratos infectados
cronicamente, um modelo mais resistente a infeccdo pelo T. gondii, também desenvolve alteracfes
inflamatérias no intestino. Diante desses achados isso nos leva a questionar a relacdo da
soroprevaléncia da infeccdo pelo parasito e o desenvolvimento de doenca inflamatdria intestinal.
Assim, o objetivo do trabalho foi analisar os efeitos da infecgcdo crbnica por T. gondii sobre o ileo e
c6lon de camundongos C57BL/6.

2. MATERIAL E METODOS:

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) sob n°® 4092040517.
2.1 Animais

Foram utilizados 14 camundongos fémeas da linhagem C57/BL6 com 28 semanas de vida,
provenientes do Biotério do Laboratério de Inflamacao, da Universidade Estadual de Maringa - UEM.
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n=7) um grupo controle (GC) e grupo
infectado (GI). Os pertencentes ao Gl receberam por gavagem 1.000 oocistos de T. gondii cepa ME49,
enquanto os pertencentes ao GC receberam apenas solucdo salina. Os animais foram mantidos por
60 dias em biotério setorial com temperatura (24 + 2°C) e foto-periodo de 12 horas (6h - 18h)
controlados, recebendo racéo e agua ad libitum.

3. DOSAGENS BIOQUIMICAS
3.1 Determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) no intestino

ApoOs a coleta, o material de 0,5 cm do ileo e célon foram armazenados em nitrogénio liquido
em seguida em freezer a -80°C até a analise. O material foi mantido em PBS em seguida passou em
banho maria a 60°C para inibicdo da catalase por 2 horas, entdo foi centrifugado e seu sobrenadante
foi separado para as técnicas de MPO e NO. A dosagem de MPO foi realizada utilizando o dianisidina
(4,2mg o-dianisidina; 22,5 ml 4gua destilada; 2,5 ml PBS; 12,5 pl peréxido de hidrogénio 1%) por 5
minutos e realizamos o bloqueio da reacdo com solucdo de acetato de sddio (2,23 g de acetato de
sédio anidro; 20 ml de 4gua destilada). Realizada a leitura em leitor de Elisa em comprimento de onda
de 450nm. Os resultados foram expressos em Densidade Optica (DO).
3.2 Quantificacdo de Nitrito Total no Intestino

A dosagem de NO foi realizada utilizando da reacéo de Griess (0,1g N-Naftil; 1g sulfanilamida;
2,5 ml de acido ortofosférico; 100ml agua destilada) com uma curva padrao de Nitrito de sodio. A leitura
foi realizada em um leitor de ELISA com comprimento de onda de 550nm. Os resultados foram
expressos em micro molar (uM).

4. ANALISES HISTOLOGICAS
4.1 Processamento histolégico

Foi coletado 1 cm do ileo e célon de todos os animais e fixados em paraformaldeido 4%
tamponado. Depois de fixados, diafanizados e embebidos em parafina foram cortados
transversalmente de forma semi seriada em 5 pm para realizagdo das colora¢des: Hematoxilina e
Eosina (HE) a fim de quantificar os linfécitos intra-epiteliais e células de Paneth, azul de toluidina para
guantificacdo de mastdécitos totais; acido periédico de Schiff (PAS) para contagem de células
caliciforme produtoras de mucinas neutras; Alcian-Blue (AB 2,5) pH 2,5 células caliciforme produtoras
mucinas acidas nado sulfatadas ou sialomucinas; Alcian-Blue (AB 1,0) pH 1,0 para contagem de células
caliciformes produtoras de mucinas ou sulfomucinas sulfatadas e a coloragéo de Picro Sirius redcontra-
corados com hematoxilina de Harris para quantificac@o do coldgeno total para a mensuracdo da area
ocupada pelas fibras colagenas tipo | e tipo lll.

4.2 Contagem de Mastécitos Totais

Foram utilizadas laminas com 4 cortes de cada animal e foram contados os mastécitos
presentes em 100 campos utilizando microscopia optica, na objetiva de 100x totalizando 9,96 mm?,
apos foi calculada a proporcdo de mastacitos presentes em 1 mm?. Os resultados foram expressos em
mm 2,

4.3 Contagem de células caliciformes e linfocitos intra-epiteliais (LIE)

Cada corte foi dividido em 4 guadrantes e em microscopia Optica na objetiva de 100x foram
contadas 160 células por quadrante no epitélio da tinica mucosa, totalizando 2.500 células do epitélio
intestinal de cada animal e quantificadas as células caliciformes e os LIEs presentes. Posteriormente
foi calculada a proporcao de células caliciformes/100 e LIE/100 células epiteliais (CE).
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4.4 Contagem de células de Paneth

Foram utilizados 4 cortes de cada animal divididos em quatro quadrantes e na objetiva de 100x.
Foram contadas as células de Paneth presentes na base de 4 criptas de cada quadrante, totalizando
64 criptas. Foram capturadas imagens através de microscopia 6ptica (Motic ®) na objetiva de 100x e
mensuradas 10 células de Paneth por quadrante, totalizando 160 células. As areas das células de
Paneth foram medidas utilizando o software Image Pro Plus®.
4.5 Analise das fibras colagenas tipo | e Il

Foram capturadas imagens de microscopia Optica associada a um polarizador de luz e o
colageno total sem luz polarizada, na objetiva de 40x, foi quantificado em area corada na tela
submucosa em pm? com o auxilio do software Image Pro Plus®. As fibras colagenas tipo | e 11l foram
guantificadas pela area corada em vermelho ou verde em imagens polarizadas usando a mesma
coloragdo no mesmo software.

5. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA
5.1 Técnica imunohistoquimica

Apo6s a microdisseccdo foi obtido o preparado total contendo o plexo mioentérico de cada
animal de ambos os grupos. O preparado total foi incubado por 48 horas em solu¢do contendo
anticorpos primarios anti-Btubulina (1:100), para marcagdo de neurdnios mioentéricos. Apos, 0S
preparados totais foram lavados e incubados em solucéo contendo o anticorpo secundario conjugado
com fluoresceina AlexaFluor® 488 anti-chicken (1:400), a temperatura ambiente protegidos da luz
durante 2 horas, sob agitacéo.
5.2 Andlise quantitativa

Foi quantificado o ndmero total de neurbnios mioentéricos em 32 imagens, objetiva de 20x,
capturadas por uma camera digital de alta resolucdo acoplada a um microscopio de fluorescéncia. As
imagens foram transferidas para microcomputador e analisadas com o software Image-Pro Plus®. O
resultado desta contagem para cada animal foi calculado em mm?.
5.3 Anélise estatistica

Os dados foram analisados estatisticamente a medida que foram sendo obtidos. Os testes
foram definidos de acordo com a distribuicdo de dados, assim o teste D"Agostino-Pearson verificou a
distribuicdo dos dados. Por meio do software GraphPadPrism® 5.0 os dados com distribuicdo normal
foram aplicados ao teste T de Student, apresentados pela média + erro padrdo. Naqueles onde
houveram distribuicdo livre, foram aplicados o Mann-whitney e também apresentados pela média +
erro padrdo. Em todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5%.

6. RESULTADOS
A infec¢do de camundongos C57BL/6 com oocistos de T. gondii (ME-49) n&o alterou o nimero
das células de Paneth no ileo (GI: 133,945,2) em relagéo ao (GC121,8+6,9). Através de mensuracdes
B) também néo foi observada diferenga na
- area das células de Paneth entre os
grupos (GC:103,4+4,8 e GI: 93,69+3,5
um?).Em relacdo aos LIEs os resultados
demonstraram que houve diferenca
significativa da proporgéo dos LIEs no
ileo (Gl: 7,26+0,22*LIE/100 CE) e no
célon (GI: 2,43+0,21*LIE/100 CE) dos
Q) D) animais infectados em relacéo aos seus
10 150 * respectivos controles (ileo
GC:3,77+0,13LIE/100 CE; colon
1,84+0,05LIE/100 CE). Houve aumento
expressivo dos mastdécitos totais no ileo
» (Gl 102,7+3,9/mm?) e colon
0 0 (GI:1171+105,9*/mm?) relagédo aos seus

GC Gl ac al . .
Figura 1.Proporgdo de LIE/100 células epiteliais (A) no ileo e no (B) respectivos controles (Ileo - GG

2. 2
colon e niimero de mastécitos totais em mm? (C) no ileo e no (D) célon 72,79+2,58 mm-=; colon -
de camundongos C57BL/6 controles ou infectados cronicamente por  GC:855,1+108,0 mm?) (Figura 1).
T.gondii cepa ME-49.*p<0,05. GC: grupo controle, Gl: grupo infectado.
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Os resultados da mensuragéo do colageno da matriz extracelular demonstraram um aumento
significativo de fibras colagenas totais (GI:19,05+3,06*; GC: 10,96+1,33 um?) e do tipo | (Gl: 9,84+1,18%;
GC: 6,18+1,18 um?) apenas no célon, sem alteragdes significativas no ileo (colageno total (Gl:
11,62+0,65; GC: 11,34+0,69 pm?) e tipo | ( Gl: 3,89+0,40; GC: 3,03+0,22 um?). Os resultados obtidos
para as fibras colagenas tipo Ill para o fleo (Gl: 1,27+0,11; GC: 1,09+0,09 pm?) e no célon
(GI:2,10+0,19; GC: 1,94+0,19 um?) ndo foram diferentes significativamente entre os grupos (Figura 2).
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Figura 2. Area um? ocupada pelas fibras colagenas presente no epitélio intestinal do ileo e célon de camundongos C57BL/6
controles ou infectados cronicamente por T. gondii. A-C: ileo, D-F: célon, sendo (A e D) fibras colagenas totais, (B e E) fibras
colagenas tipo I, (C e F) fibras colagenas tipo Ill. *p<0,05. GC: grupo controle, Gl: grupo infectado.

Apébs a dosagem bioquimica de mieloperoxidase (MPO) e o6xido nitrico (NO) ndo foram
observadas alteracdes sobre o ileo. No entanto foi observada uma diminuicéo significativa de MPO no
colon, os dados encontram-se na tabela I.

Tabela 1. Atividade de mieloperoxidase e concentragdo de nitrito na parede do ileo e c6lon de
camundongos C57BL/6 controles ou infectados com T. gondii (ME-49)

ileo Célon
GC Gl GC Gl
Nitrito (M) 24,86 + 4,89 31,21 + 4,80 7,31+ 0,55 11,77 £ 1,78
0,0367
Mieloperoxidase (DO) 0,0258 + 0,0022 0,0229 + 0,0017 0,0024 0,0264 + 0,0017*

Média * erro padrédo seguido de * (asterisco) indica diferenca significativa (p< 0,05, T-Student) em comparag&o do grupo Gl em
relacdo ao GC. GC — grupo controle; Gl — grupo infectado com 1000 oocistos de T. gondii (gavagem) por 60 dias.

Ap6s processamento histoldgico ndo foram observadas altera¢des das células caliciformes sobre o
ileo e célon, os resultados podem ser observados na tabela Il.

Tabela 2. Proporcdo de células caliciformes/100 células epiteliais do ileo e c6lon de
camundongos C57BL/6 controles ou infectados de T. gondii (ME-49)

ileo Colon
GC Gl GC Gl
PAS 100/CE 13,29 + 0,58 13,85 + 0,65 19,75 + 1,10 21,38+ 1,15
AB 1,0 100/CE 12,01+0,64 12,58+0,32 15,00+0,64 17,03+0,77
AB 2,5 100/CE 11,46+0,42 12,22+0,49 19,93+0,86 16,09+1,10

Média * erro padrdo seguido de * (asterisco) indica diferenca significativa (p< 0,05, Mann-whitney) em comparacéo do grupo Gl
em relagéo ao GC. GC — grupo controle; Gl — grupo infectado com 1000 oocistos de T. gondii (gavagem) por 60 dias.
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Ap6s a quantificagdo 2001 250-
dos neurdnios entéricos do
plexo mioentérico néo
observamos alteracdes
significativas sobre o ileo(Gl:
139.8+£17.61, GC:
124.5+4.11mm?) ou no co6lon
(Gl: 189.7 +4,52; GC: 163,6 0 P ey 0 o al
+17,53 mm?)(Figura 3).

~
£ 2004
£

S 150
1004

50 504

Neurénios por mm?

Neurdnios

Figura 3. Densidade por area (mm?) de neurdnios anti-8 tubulina presente sobre o plexo mioentéricode camundongos
C57BL/6 controles ou infectados cronicamente por T. gondii. A) ileoB) colon. *p<0,05. GC: grupo controle, Gl: grupo
infectado.

7. DISCUSSAO

ApoOs a infeccdo oral pelo T. gondii o trato gastrointestinal (TGI) é o primeiro a interagir com o
parasito, pois eles invadem o epitélio intestinal para se multiplicar e disseminar por outros 6rgaos,
persistindo pela vida toda em seu hospedeiro [6].

No contexto de infeccdo aguda ha desenvolvimento de uma resposta inflamatéria e imune em
gue células sédo recrutadas para o local da injaria. Células protetoras e imunorreguladoras como os
LIEs e mastdcitos se proliferam no local de inflamac&o podendo persistir a longo prazo sobre o tecido
inflamado [12,16]. Nossos dados demonstraram um aumento de LIEs e mastdcitos totais que pode nos
indicar alguma lesédo direta ou indireta da infeccéo sobre este 6rgdo mesmo apdés 60 dias de infeccdo
0 que pode caracterizar a manutencao de uma leve resposta inflamatéria.

Com a inflamacao e aumento de células imunes sobre o local ha um remodelamento da matriz
extracelular, causando alteracdes das fibras colagenas [17] como o aumento observado das fibras de
colageno total e tipo | apenas no célon.

Células inflamatorias e imunes realizam a secrecao de enzimas como a mieloperoxidase (MPO)
e NO que possuem papel microbicida e ajuda no controle de multiplicacdo do T. gondii durante a
infeccdo [18,19]. Nossos dados mostraram que a infeccdo crénica levou uma diminuicdo de MPO
apenas no célon. Por outro lado, ndo foram observadas alterac@es na concentracdo de nitrito no ileo
e cOlon dos animais infectados. Similarmente, também n&o foram observadas alteracdes quantitativas
significativas das células caliciformes produtoras de mucinas neutras, sialomucinas labeis,
sulfomucinas no ileo e colon dos animais infectados. Da mesma forma, as células de Paneth,
encontradas apenas no ileo, ndo estavam alteradas em nimero ou morfologia. Esses resultados
podem estar relacionados com a fase crbnica da infec¢c@o onde ndo ha multiplicagéo ativa do parasito
e ainda ao fato dos tecidos que sofreram danos inflamatérios serem rapidamente renovados [16].

Estudo realizado em nosso grupo de pesquisa com ratos Wistar a infec¢do pela cepa ME-49
de T. gondii durante a fase aguda levou ao aumento de moléculas citotoxicas como o NO que
promovem alteracdes significativas sobre os neurbnios entéricos [20]. Porém em nossos dados ndo
houve alteracdes significativos sobre os neurbnios ou concentracdo de nitrito, podendo-se sugerir que
a fase crbnica da infeccdo nesse modelo experimental é caracterizada por reacdo branda que nao
causa toxicidade sobre os neurbnios ou outros tipos celulares do intestino. Contudo, nossos resultados
demonstraram que a resposta a infeccdo por T. gondii permanece por 60 dias desencadeando
alteracdes quantitativas de células imunes e de fibras colagenas no intestino o que sugere a resposta
do hospedeiro com a presencga de uma resposta inflamatoria leve.

8. CONCLUSAO

Diante dos dados, concluimos que a infeccdo crbnica por T. gondii causa alteracdes
inflamatérias leves no ileo e no célon de camundongos C57BL/6, sendo essas alteracbes mais
expressivas no colon. E importante realizar outros estudos utilizando esse modelo experimental para
elucidar a relacé@o parasito-intestino, pois a grande maioria da populagdo humana que é soropositiva
para antigenos T. gondii também é assintomatica, mas pode desencadear uma resposta semelhante
a que é observada em doencas inflamatdrias intestinais.
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INTRODUCAO

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita, causada por um protozoario intracelular
obrigatdrio, o Toxoplasma gondii (T. gondii), pertencente ao filo Apicomplexa, este possui trés formas
de vida: esporozoito, bradizoito e taquizoito. Seu ciclo biolégico envolve as fases sexuada e assexuada
e necessita de dois tipos de hospedeiro: o intermediario (0 homem, aves, mamiferos domésticos e
silvestres) e o definitivo (felideos) (1). A principal via de infeccdo do hospedeiro ocorre por meio da
ingestdo de bradizoitos através de cistos, ou por oocistos contendo esporozoitos. E os taquizoitos
podem causar infeccdo via transplacentaria em gestantes sob infec¢do aguda (2).

Estima-se que a infeccdo crdnica da doenca pelo mundo, varie de 10% a 90% dependendo da
regido do globo e dos habitos alimentares do lugar. No Brasil, essa prevaléncia é de 50 a 80% (3). Na
maioria das vezes, a infeccdo pelo T. gondii é assintomatica, mas quando sintomatica, os sinais clinicos
ocorrem com maior frequéncia em individuos imunocomprometidos (4).

A ingestdo das formas infectantes de T. gondii podem desencadear perturbacdes no trato
gastrointestinal (TGI) e acarretar altera¢des intestinais semelhantes a doencas inflamatorias intestinais
(DI (5). Apés a ingestédo, a mucosa intestinal € o primeiro local de contato do T. gondii no organismo,
provocando a ativagdo de componentes celulares do sistema imune ao ultrapassar essa barreira (1).
Estudos mostram que a associa¢des entre o parasito e a resposta do sistema imune podem causar
danos ao epitélio, possibilitando a ruptura de células epiteliais intestinais (6).0 epitélio intestinal é
composto por uma camada unicelular que formam uma barreira fisica e bioguimica frente ao T. gondii.
Para isso, o epitélio conta com células especializadas como células caliciformes (CCs) secretoras de
mucinas que comp&em o muco intestinal, linfocitos intraepiteliais (LIES) que migram da lamina propria,
travessam o epitélio em direcdo ao lumen e células de Paneth (CP), produtoras de defensinas e outros
peptideos antimicrobianos (7,8)

Ja na lamina prépria encontramos células de defesa como os mastécitos (MCs), que sao
ativados na imunidade para protecéo contra microrganismos invasores e patégenos, e que expressam
receptores para neurotransmissores que respondem a estimulos externos atuando nédo so6 na regulagao
da mucosa, como também do sistema nervoso entérico (SNE) (9). O SNE é um importante componente
também presente no TGI. Seu plexo mientérico, localizado entre a tinica muscular longitudinal externa
e tinica muscular circular interna controla a motilidade intestinal e estudos do nosso grupo j& mostraram
gue a infecgdo por T. gondii pode causar alteragées no mesmo (10).

Estudos em camundongos C57BL/6 revelam que altos indculos de T. gondii podem superar as
defesas do intestino, levando a grandes lesdes teciduais mostrando sua alta susceptibilidade a inéculos
do parasito, por isso pouco se sabe sobre essa linhagem em infecg8es cronicas. Além disso, machos
e fémeas respondem de forma diferente & infec¢@o cronica da toxoplasmose, pois os hormdnios
esteroides sexuais influenciam diretamente no sistema imunolégico e, portanto, na suscetibilidade a
agentes infecciosos (11,12).
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Nosso grupo de pesquisa ainda ndo caracterizou a infeccdo crénica por T. gondii em
camundongos, e existem poucos estudos que utilizem esse modelo nessa fase de infeccdo, dessa
forma nosso objetivo € conhecer melhor os efeitos desencadeados no epitélio intestinal pelo parasito,
bem como sua relacdo com o SNE no modelo experimental camundongos fémeas C57BL/6
2. MATERIAL E METODOS
2.1. Delineamento experimental

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Estadual de Maringd (CEUA/UEM) sob n° 4092040517. Foram utilizados 16
camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 com 60 dias de vida, provenientes do Biotério do
Laboratério de Inflamacéo, localizado sala 106 do bloco K68 da UEM. Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos: grupo controle (n=8, GC) e infectado (n=8, Gl). Os pertencentes ao Gl
receberam 1.000 oocistos de T. gondii cepa ME49 por gavagem, enquanto os pertencentes ao GC
receberam apenas solucéo de tampéo fosfato salina (PBS) 0,5 M. Os animais foram mantidos por 60
dias em biotério com temperatura controlada (24 + 2°C) e foto-periodo de 12 horas (6h — 18h),
recebendo ragédo e agua ad libitum.

2.2. Eutanésia e Coleta de Amostras

ApOs o periodo experimental, os camundongos foram anestesiados com nebulizacdo com
vapor de halotano, submetidos a eutanasia por meio de aprofundamento anestésico, em seguida foram
realizadas a laparotomia e foram coletados o duodeno e jejuno para realizacdo das técnicas
bioquimicas, histolégicas e de imunohistoquimica.

2.3. Dosagens de MPO e nitrito

A quantificacdo do 6xido nitrico foi realizada utilizando a reacdo de Griess (13), na qual é
guantificado o subproduto nitrito. Foram utilizados 50 uL do homogenato em triplicata em microplaca
de 96 pocos, adicionando solucdo de Griess a temperatura ambiente. Apds, foi realizada leitura em
leitor de placa de ELISA ajustado a 550 nm e os resultados expressos em uM. Para determinar a
atividade enzimatica da MPO, as amostras foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 200
mM, pH 6,5. O precipitado resultante foi ressuspendido em tamp&o fosfato de potassio (0,08 M) com
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) em pH 5,4. A amostra foi novamente centrifugada e adicionada
tetrametilbenzidina (TMB). A atividade enzimatica foi observada sob leitura em espectrofotémetro a 620
nm, e os resultados foram expressos em unidade de densidade éptica (D.O)/mg de proteina.

2.4. Processamentos histolégicos

O duodeno e jejuno dos animais foram fixados em paraformaldeido 4% e submetidos a rotina
histolégica. Cortes semi-seriados de 5um foram cortados transversalmente e foram realizados
coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) a fim de quantificar LIEs e células de Paneth; PAS (acido
periédico de Shiff) para contagem de células caliciforme produtoras de mucinas neutras e sialomucinas
labeis; Alcian-Blue (AB 2,5) pH 2,5 para contagem de células caliciformes produtoras de sialomucinas;
Alcian-Blue (AB 1,0) pH 1,0 para contagem de células caliciformes produtoras de sulfomucinas e
Picrosirius para quantificagdo do coladgeno total e, por meio de fotomicrografias com luz polarizada, a
guantificacéo do colageno tipo | e tipo Ill.

2.5. Contagem de Linfécitos Intraepiteliais (LIE)

Foram utilizadas laminas com 4 cortes de cada animal e contadas 2560 células do epitélio
intestinal corada em HE e os LIEs presentes entre estas células. Posteriormente foi calculada a
proporcao de LIES/100 células epiteliais.

2.6. Contagem de Células Caliciformes (CC)

Foram utilizadas laminas com 4 cortes de cada animal, quantificadas 2560 células do epitélio
da tdnica mucosa do duodeno e do jejuno de cada animal e calculada a proporcdo de células
caliciformes/100 células do epitélio a partir de 4 cortes corados por PAS, AB pH 2.5 e AB pH 1.0 por
animal.

2.7. Contagem de Células de Paneth (CP)

Foram utilizados 4 cortes de cada animal, posteriormente divididos em quatro quadrantes por
corte, sendo contadas as CP presentes na base de 4 criptas de cada quadrante, totalizando 64 criptas.
Depois foram mensuradas 10 CP por quadrante, totalizando 160 células. As areas das CP foram
medidas pelo software Image Pro Plus®.

2.8. Contagem de Mastocitos Totais (MC)

Foram utilizadas laminas com 4 cortes de cada animal e foram contados os mastoécitos
presentes em 100 campos microscopicos utilizando microscopia Optica, na objetiva de 100x totalizando
9,96 mmz2, apés foi calculado a proporcdo de mastécitos presentes em 1 mm2. Os resultados foram
expressos em mm?2,
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2.9. Anélise do Colageno Total
A avaliacé@o qualitativa das fibras colagenas foi realizada em cortes corados com picrosirius Red

observados em microscopia Optica associada a um polarizador de luz. As fibras colagenas totais foram
guantificadas pelo software Image-Pro Plus®, na sua area corada, na tela submucosa, em pm?. As
fibras colagenas do tipo | e lll foram quantificadas pela area corada em vermelho, amarelo e laranja
(Tipo 1) e verde (Tipo Ill), em imagens capturadas em microscopio com luz polarizada, usando a mesma
técnica e 0 mesmo analisador de imagem das fibras colagenas totais.
2.10. Analises dos Neurdnios e Células da Glia Entéricas (CGE) do plexo Mientérico

Com auxilio de um estereomicroscoépio foi realizada a disseccdo de fragmento de 1 cm do
jejuno e duodeno para obtencdo de preparados totais do plexo mientérico. As amostras foram
incubadas por 48 horas com anticorpos primarios para as seguintes duplas marcagdes:  — tubulina Il
e S100 (marcacédo pan-neuronal e pan-glial). Os preparados totais foram incubados com os anticorpos
secundarios conjugados com florofitos por 2 horas. Os resultados foram expressos em neurénio/mm?
2.11. Analise estatistica

A distribuicdo foi analisada no software BioEstat 5.0® para a verificag&o do tipo de distribuicdo.
Os dados foram comparados entre os grupos utilizando o teste t-student e apresentados como média
e desvio padrdo com o auxilio do Software GraphPad Prism version 5.01. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

3. RESULTADOS

No epitélio do duodeno foi encontrado um aumento no nimero de CCs coradas em AB 2.5 e
diminuigdo no nimero de CCs coradas em PAS (figura 1).

Duodeno
104

84 »

Células caliciformes/ 100 células epitelials
A A

Figura 1. (A) Numero de células caliciformes presentes em 100 células epiteliais do duodeno de camundongos C57BL/6
infectados com T. gondii (ME49). *representap < 0,05 (GC) Grupo Controle.

Houve um aumento de LIEs tanto no duodeno, quanto no jejuno (figura 2). Nao houve
alteracGes nas células de Paneth.
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Figura2. (A) Contagem de LIEs presentes em 100 células epiteliais no duodeno e jejuno de camundongos C57BL/6
infectados com T. gondii (ME49).* representa p < 0,05, (B) Fotomicrografia do duodeno e (C) Fotomicrografia do jejuno
de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii (ME49) (Gl) na coloragdo de HE. Demonstrado LIEs (setas pretas).
Aumento 40x. (GC) Grupo Controle.
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Nao houve diferenca nas propor¢des de fibras colagenas do tipo | ou nas fibras colagenas totais
no duodeno do Gl em relagdo ao GC, mas houve diminui¢do nas fibras coldgenas do subtipo Il no GI
(1.206 + 0.2674 mm?) quando comparado ao GC (1.862 + 0.4228 mm?) (figura 3). Ndo foram
observados diferencas nas fibras colagenas do jejuno. Ndo houve alteracdes significativas na atividade
de MPO em nenhum dos dois segmentos, todavia houve um aumento expressivo na dosagem de NO
no jejuno do Gl (14.80 £ 2.404 pM) em relagdo ao GC (7.893 + 2.170 pM) (figura 3), ndo havendo
alteracdes no duodeno.

A Jejuno B Duodeno
204 2.5+

2.0 ——"

1.04

0.54

NO /M
Colageno tipo Ml (um?)

o

Y 0.0 T

GC Gl GC Gl

Figura 3. (A) Quantificagdo do 6xido nitrico no jejuno de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii (ME49) (GlI).
(B) Quantificacdo das fibras colagenas mostrando a diminuigdo das fibras colagena do tipo Ill no Gl em relagédo ao GC
no duodeno de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii (ME49). * representa p < 0,05. (GC) Grupo Controle.

Na quantificacdo de MCs totais houve aumento significativo no duodeno no Gl (122.7 + 16.05
mm?) frente ao GC (90.28 * 7.386 mm?). Ndo houve alteracdes nos MCs do jejuno. Ao analisar os
neurdnios presentes no plexo mientérico do jejuno ndo observamos diferenca entre os grupos Gl (337.5
+140.0 mm?) e GC (238.6 + 31.24 mm?). Porém, nas CGEs — IR observamos aumento significativo no
Gl (454.1+ 164.6 mm?) (p<0,05) se comparado ao GC (267.5 + 48.87mm?) (figura 4).
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Figura 4. (A) Contagem de mastécitos por mm? no duodeno de camundongos C57BL/6 infectados com T. gondii (ME49)
(GI). * representa p < 0,05. (B) Fotomicrografia de CGEs S100 — IR do Plexo mientérico do jejuno de camundongos
C57BL/6 mostrando um aumento nas CGEs - IR no Gl frente ao GC. Aumento de 20x. (GC) Grupo Controle, (GI) Grupo
Infectado.

4. DISCUSSAO

g

Mastocitos por mm
2

A infec¢do crbnica por T. gondii perturba a homeostase intestinal bem como sua motilidade. No
presente trabalho foi possivel observar as mudangas ocorridas no duodeno e jejuno de camundongos
fémeas frente essa infecgéo.

As células caliciformes s&o as principais produtoras de mucinas (glicoproteinas poliméricas),
componente do muco, formando uma barreira de difusédo contra microrganismos (14). No duodeno
houve um aumento de mucinas 4cidas sialomucina (AB 2.5) o que sugere maior lubrificacdo e fluidez
na mucosa intestinal, podendo servir para expulsdo do parasito junto as fezes mais amolecidas. Houve
também diminuigdo de mucinas neutras (PAS) no duodeno. Elas produzem um muco mais denso que
mais encontrado em infec¢Bes agudas (15). Sabe-se que o T. gondii mantém alterado os mecanismos
de proliferacdo das CCs por longos prazos, por isso, mesmo em infec¢des crénicas, pode haver uma
diminuicdo nas mucinas neutras e aumento de mucinas acidas para facilitar a eliminagao do parasito e
conter a infeccéo (16).
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Os LIEs sao importantes na imunidade intestinal e seu aumento sugere processo inflamatério
cronico no intestino. Possuem receptores como CCR5 e produzem IFN-y que reduz a carga parasitaria
e TGF-B para reduzir a inflamagéo, na tentativa de controlar o T. gondii (17). O aumento dos LIEs
também esté relacionado com o aumento de MCs, uma vez que eles sdo ativados pelos linfocitos
gracas a liberacéo de citocinas pré-inflamatdrias pelas microvesiculas derivadas dessas células (18).

Foi observado um aumento dos MCs no Gl do duodeno Os MCs podem ser ativados pela IgG,
imunoglobulina ligada a infec¢des tardias, através do receptor FcyRIIb, que suprime reacbes de
hipersensibilidade e também pelo reconhecimento do T. gondii através dos Toll-like receptors (TLRS)
(18).

Células como enterdcitos e mondcitos e células da glia entérica frente a infeccéo por T. gondii
podem ser uma fonte de NO, uma molécula citotéxica. Essa situagao de estresse pode desencadear a
conversdo de taquizoitos em bradizoitos no cérebro, como uma protecao e tolerogenicidade o que pode
indicar o aumento dessa molécula no jejuno na fase crénica da doenca (20,21).

Reacdes inflamatorias cronicas podem induzir maior sintese de fibras no tecido conjuntivo
intestinal a fim de reparar lesGes. O colageno do tipo Il € menos espesso, resistente e imaturo, esta
presente nas fases iniciais da cicatrizacdo (22). No presente estudo, os niveis desse colageno
diminuiram no duodeno, provavelmente por se tratar de uma infecgdo crbnica, onde a reparacéo do
dano ja aconteceu, havendo assim a diminui¢do do mesmo (23).

As CGEs no SNE sédo reguladoras da homeostase intestinal, interagem com o sistema
imunolégico da mucosa frente a infeccbes, e por ter uma acdo anti-apoptética neuronal, sao
responsaveis pela manutencdo dos neurdnios (24). Observamos aumento no nimero CGEs,
provavelmente na tentativa de proteger os neurdnios frente a infeccdo por T. gongii, bem como,
recobrar a homeostase intestinal (10).

As alteracBes decorrentes do desenvolvimento da infeccdo por T. gondii mostram os diversos
mecanismos da imunidade da mucosa e do SNE na defesa do hospedeiro frente ao parasito.

5. CONCLUSAO

Apesar de camundongos serem um modelo experimental pouco estudado na infec¢do crénica
pelo T. gondii, o presente estudo apontou as alteracdes que podem ser encontradas nhos componentes
da mucosa do duodeno e jejuno frente a infeccdo, além de ter sido observado um aumento no nimero
de CGEs no plexo mientérico evidenciando também o papel do SNE na tentativa de conter as respostas
causadas pelo parasito. Estudos futuros sdo necessérios para melhor elucidacdo dos mecanismos
envolvidos.

FINANCIADORES
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES e Fundacgéo
Araucaria.

AGRADECIMENTOS

Agradecemos aos colaboradores do grupo de Neurogastroenterologia, ao Departamento de
Ciéncias Morfolégicas e ao Departamento de Andlises Clinicas e Biomedicina da Universidade Estadual
de Maringa.

REFERENCIAS

1. Dubey JP, Lindsay DS, Speer CA. Structures of Toxoplasma gondii tachyzoites, bradyzoites, and
sporozoites and biology and development of tissue cysts. Vol. 11, Clinical Microbiology Reviews.
American Society for Microbiology (ASM); 1998. p. 267-99.

2. CAVALCANTE, A. C. R.; XIMENES LJF. Toxoplasmose caprina. Revista do Conselho Federal de
Medicina Veterinaria, Brasilia. 1999;17:34-6.

3. Dubey JP, Lago EG, Gennari SM, Su C, Jones JL. Toxoplasmosis in humans and animals in Brazil:
high prevalence, high burden of disease, and epidemiology [Internet]. Vol. 139, Parasitology.
Parasitology; 2012 [cited 2020  Jul 10]. p. 1375-424. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/22776427/

4. Tenter AM, Heckeroth AR, Weiss LM. Toxoplasma gondii: From animals to humans. Int J Parasitol.
2000;30(12-13):1217-58.

5. Egan CE, Cohen SB, Denkers EY. Insights into inflammatory bowel disease using Toxoplasma gondii
as an infectious trigger [Internet]. Vol. 90, Immunology and Cell Biology. NIH Public Access; 2012
[cited 2020 Jul 10]. p. 668—75. Available from: /pmc/articles/PMC4094106/?report=abstract

6. Buzoni-Gatel D, Werts C. Toxoplasma gondii and subversion of the immune system. Vol. 22, Trends
in Parasitology. Elsevier Current Trends; 2006. p. 448-52.

98



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

V’ International Meeting of
\'}l_‘_

Biosciences and Physiopathology

: @ X' Simposio de Biociéncias

Aplicadas a Farmacia

Junqueira LC, Carneiro J. Histologia Basica, Texto E Atlas [Internet]. Climate Change 2013 - The
Physical Science Basis. 2013. 1-30 p. Available from:
https://www.cambridge.org/core/product/identifier/CBO9781107415324A009/type/book_part
Trevizan AR, Vicentino-Vieira SL, da Silva Watanabe P, Go6is MB, de Melo G de AN, Garcia JL, et
al. Kinetics of acute infection with Toxoplasma gondii and histopathological changes in the duodenum
of rats. Exp Parasitol. 2016 Jun 1;165:22-9.

Conti P, Caraffa A, Ronconi G, Kritas SK, Mastrangelo F, Tettamanti L, et al. Impact of mast cells in
mucosal immunity of intestinal inflammation: Inhibitory effect of IL-37. Vol. 818, European Journal of
Pharmacology. Elsevier B.V.; 2018. p. 294-9.

De Almeida Araljo EJ, Zaniolo LM, Vicentino SL, Gdis MB, Zanoni JN, Da Silva AV, et al.
Toxoplasma gondii causes death and plastic alteration in the jejunal myenteric plexus. World J
Gastroenterol [Internet]. 2015 Apr 28 [cited 2020 Jul 10];21(16):4829-39. Available from:
/pmc/articles/PMC4408455/?report=abstract

Dias RRF, De Carvalho ECQ, Leite CCDS, Tedesco RC, Calabrese KDS, Silva AC, et al.
Toxoplasma gondii oral infection induces intestinal inflammation and retinochoroiditis in mice
genetically selected for immune oral tolerance resistance. PLoS One [Internet]. 2014 Dec 1 [cited
2020 Jul 10];9(12). Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25437299/

Hegazy MM, Elmehankar MS, Azab MS, El-Tantawy NL, Abdel-Aziz A. Sex dichotomy in the course
of experimental latent toxoplasmosis. Exp Parasitol. 2019 Jul 1;202:15-21.

Bryan NS, Grisham MB. Methods to detect nitric oxide and its metabolites in biological samples
[Internet]. Vol. 43, Free Radical Biology and Medicine. Free Radic Biol Med; 2007 [cited 2020 Aug
4]. p. 645-57. Available from: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17664129/

Johansson MEV, Hansson GC. Immunological aspects of intestinal mucus and mucins [Internet].
Vol. 16, Nature Reviews Immunology. Nature Publishing Group; 2016 [cited 2020 Jul 27]. p. 639-49.
Available from: www.nature.com/nri

Rocha PMC, Barros MEG, Evéncio-Neto J. Anadlise morfométrica da parede intestinal e dindmica de
mucinas secretadas no jejuno de frangos suplementados com probidtico bacillus subtilis cepa
C3102. Pesqui Vet Bras [Internet]. 2016 Apr 1 [cited 2020 Jul 29];36(4):312—-6. Available from:
http://lwww.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
736X2016000400312&Ing=en&nrm=iso&ting=pt

SantAna DMG, Géis MB, Zanoni JN, da Silva A V., da Silva CJT, Aradjo EJA. Intraepithelial
lymphocytes, goblet cells and VIP-IR submucosal neurons of jejunum rats infected with
Toxoplasma gondii. Int J Exp Pathol. 2012 Aug;93(4):279-86.

Antdnio T. A. Gomes and AZ* BSPMCBGIMT. Le criquet nomade révéle son code couleur. Int J
Biomed Imaging [Internet]. 2011 [cited 2020 Jul 28];2011:621905. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/21687650/

Albert-Bayo M, Paracuellos |, Gonzalez-Castro AM, Rodriguez-Urrutia A, Rodriguez-Lagunas MJ,
Alonso-Cotoner C, et al. Intestinal Mucosal Mast Cells: Key Modulators of Barrier Function and
Homeostasis. Cells. 2019 Feb 8;8(2):135.

Cruz A, Mendes EA, de Andrade MVM, Nascimento VC do, Cartelle CT, Arantes RME, et al. Mast
cells are crucial in the resistance against Toxoplasma gondii oral infection. Eur J Immunol [Internet].
2014 Oct 1 [cited 2020 Jul 28];44(10):2949-54. Available from:
http://doi.wiley.com/10.1002/€ji.201344185

Cohen SB, Denkers EY. The gut mucosal immune response to Toxoplasma gondii. Parasite Immunol
[Internet]. 2015 Mar 1 [cited 2020 Jul 28];37(3):108-17. Available  from:
http://doi.wiley.com/10.1111/pim.12164

Vicentino-Vieira SL, Géis MB, Trevizan AR, de Lima LL, Leatte EP, Nogueira de Melo G de A, et al.
Toxoplasma gondii infection causes structural changes in the jejunum of rats infected with different
inoculum doses. Life Sci. 2017 Dec 15;191:141-9.

Brown SR, Cleveland EM, Deeken CR, Huitron SS, Aluka KJ, Davis KG. Type l/type lll collagen ratio
associated with diverticulitis of the colon in young patients. J Surg Res. 2017 Jan 1;207:229-34.

da Silva JM, da Silva AV, Araujo EJ de A, Sant’/Ana D de MG. The effects of the infection caused by
Toxoplasma gondii on the cat duodenal wall. Rev Bras Parasitol Vet [Internet]. 2010 [cited 2020 Jul
28];19(1):57-63. Available from: www.cbpv.com.br/rbpv

Schneider LCL, do Nascimento JCP, Trevizan AR, Gois MB, Borges SC, Beraldi EJ, et al.
Toxoplasma gondii promotes changes in VIPergic submucosal neurons, mucosal intraepithelial
lymphocytes, and goblet cells during acute infection in the ileum of rats. Neurogastroenterol Motil
[Internet]. 2018 May 1 [cited 2020 Jul 28];30(5):e13264. Available  from:
http://doi.wiley.com/10.1111/nmo.13264

99



O V' ’ International Meeting of
7 Biosciences and Physiopathology

- 2 x, Simposio de Biociéncias
@ Aplicadas a Farmacia

ALTERACOES INTESTINAIS EM HAMSTERS EM
DIFERENTES TEMPOS DE INFECCAO POR
Leishmania (Viannia) braziliensis

Beatriz Fonseca Ferreiral; Amanda Gubert Alves dos Santos?; Lainy Leiny de
Lima3; Daniele Stéfanie Sara Lopes Lera-Nonose*; Débora de Mello Gongcales
Sant’Ana*, Maria Valdrinez Campana Lonardoni®, Gessilda de Alcantara
Nogueira de Melo®.

1Académica de Pés-Graduacdo (Mestrado), Programa de Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade
Estadual de Maring&, Maringa, PR

2Académica de Pds-Graduacio (Doutorado), Programa de Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade
Estadual de Maring4, Maringa, PR

3Doutora em Biologia das Intera¢des Organicas pelo Programa de Biologia Comparada, Universidade
Estadual de Maring&, Maringa/PR

4Docente — Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, Universidade Estadual de Maringd, Maringd/PR
SDocente — Departamento de Andlises Clinicas e Biomedicina, Universidade Estadual de Maringa,
Maringad/PR

e-mail: ff.bia95@gmail.com

Palavras-chave: sistema nervoso entérico; trato gastrointestinal; imunofluorescéncia.

1. INTRODUCAO

As leishmanioses s@o doencas tropicais consideradas um problema de saude publica [1] da
gual tem-se observado elevado aumento no nimero de casos e ampliacdo de sua ocorréncia geografica
[1]. No periodo de 2015 a 2018, registrou-se um total de 68.543 casos de leishmaniose tegumentar
americana (LTA) confirmados no Brasil [2].

As leishmanioses variam de acordo com a espécie causadora e se manifestam nas formas
cutdnea/tegumentar (pele), mucosa (membrana mucosa) e visceral [1]. A espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis (LVB) foi a primeira descrita e imputada como agente etiolégico da
Leishmaniose tegumentar americana, estando amplamente distribuida por toda a América Latina,
respondendo pelo maior nimero de casos no Brasil [3].

A LVB é o principal agente da forma muco-cutanea da LTA e tem como caracteristica produzir
lesbes destrutivas secundarias, envolvendo mucosas e cartilagens [3]. Contudo, estudos tém
demonstrado que espécies causadoras de LTA podem se disseminar por via sanguinea e linfatica para
outros 6rgdos como linfonodos, baco, figado, [4,5] e intestino [6], acarretando danos semelhantes aos
causados pela leishmaniose visceral. O intestino € um 6rgdo de extrema relevancia aos animais, pois
€ 0 responséavel pela absorcdo de nutrientes, reabsor¢cdo de agua e secrecdo de muco e outras
substancias. Também é considerado um érgao imune por abrigar o tecido linfoide associado a intestino
(Gut Associated Lymphoid Tissue - GALT), o qual constitui 25% da mucosa intestinal, especialmente
pela presenca de placas de Peyer localizadas na porcéo ileal, regulando a resposta imunoldgica em
contato constante com patégenos [7].

No intestino encontra-se o0 sistema nervoso entérico (SNE), uma complexa divisdo do sistema
nervoso autbnomo (SNA) formada por rede interconectada de neurdnios intrinsecos e extrinsecos e
células da glia entérica (CGE); contidos na parede intestinal estdo agrupados em dois plexos
ganglionados, o plexo submucoso e o plexo mioentérico. Estes plexos inervam todo o trato
gastrointestinal e controlam fun¢des como os padrdes de movimento gastrointestinal, a secrec¢édo de
acido géstrico, muco, substancias microbicidas, além de interagir com os sistemas imunoldgico e
enddcrino do intestino [7]. AlteragBes neste sistema podem afetar a morfologia e a fungéo do érgéo,
assim como a interagdo com o0 sistema imunoldégico e enddcrino. Santos e colaboradores [6],
encontraram altera¢c@es histopatoldgicas no intestino delgado de camundongos, além de amastigotas
e DNA de LVB no ileo e linfonodo mesentérico. Outros estudos ja demonstraram alteracdes
morfoldgicas e celulares na mucosa intestinal e no Sistema Nervoso Entérico (SNE) devido a infec¢des
por protozodrios [8-11].

Diante disso, mostra-se importante esclarecer o impacto que a infeccdo por LVB acarreta ao
intestino, elucidando as altera¢des morfoldgicas na mucosa e no SNE. Deste modo, o objetivo deste
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estudo é analisar as alteracdes histopatolégicas presentes no ileo de hamsters em diferentes tempos
de infecg¢éo por LVB.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Modelo Animal

Todos os procedimentos experimentais foram previamente aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) sob protocolo n® 3062060916.
Foram utilizados 20 hamsters dourados (Mesocricetus auratus) machos adultos, obtidos no Biotério
Central da UEM, os quais foram separados em quatro grupos (n= 5): um Grupo Controle (GC) e trés
grupos infectados (Gl) que foram submetidos a eutanasia em 2 (2S), 5 (5S) ou 8 (8S) semanas apos a
infeccao.

2.2 Cepa e modelo de infecgéo

Para a realizacdo desse trabalho, foi utilizada a cepa MHOM/BR/2003/2314 que foi isolada de
um paciente atendido pelo Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC) da
Universidade Estadual de Maringa (UEM). Apds ser cultivado, esse isolado foi identificado no Instituto
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil). Para a infec¢éo, as promastigotas de LVB foram descongeladas
e cultivadas no meio 199 (Gibco Laboratories®, Grand Island, USA) suplementado com 1% L-
glutamina, 1% urina humana e 10% de soro fetal bovino. No momento da infec¢éo os animais foram
anestesiados com uma combinacdo de 10 mg/kg de Xilazina (Calmiun Agener-Union Animal Health) e
50 mg/kg de Ketamina (Francotar®- Virbac Animal Health). Em seguida, foi realizado o in6culo das
formas promastigotas de LVB em fase estacionaria (10° parasitos em 100pL de solugéo tampéo fosfato
salino (PBS) na pata posterior direita dos animais. No grupo controle foi injetado 100uL de PBS.

2.3 Eutanéasia dos animais e coleta das amostras

Apb6s o periodo experimental, os animais foram submetidos a eutanasia por meio de
aprofundamento anestésico com gas de isoflurano e posterior eutanasia com diéxido de carbono. Em
seguida foi coletado 1 cm do ileo de todos os animais e fixado em paraformaldeido 4% tamponado para
técnicas histolégicas. Para a técnica de imunofluorescéncia foi coletado um segmento de 3 cm de ileo
de cada animal o qual foi lavado com PBS 0,1M pH 7,4, fixado em paraformaldeido 4%.

2.4 Processamento histolégico

Depois de fixados, diafanizados e embebidos em parafina, os segmentos foram cortados
transversalmente de forma semi-seriada em 4 um para realizacdo das colora¢cBes histolégicas de
Hematoxilina e Eosina (HE) a fim de quantificar os linfécitos intraepiteliais (LIES) e mensuragfes da
arquitetura intestinal; Acido Periédico de Schiff (PAS+) para contagem de células caliciformes (CCs)
produtoras de mucinas neutras; Alcian-Blue pH 2,5 (AB 2,5) para contagem de CCs produtoras de
sialomucinas e sulfomucinas; Alcian-Blue pH 1,0 (AB 1,0) para contagem de CCs produtoras de
sulfomucinas

2.4.1 Contagem de linf4citos intraepiteliais (LIES)
Foram contadas 2560 células do epitélio intestinal corada em HE de cada animal e os LIEs
presentes entre estas células, e foi calculada a propor¢éo de LIEs/100 células epiteliais (CE).

2.4.2 Contagem de células caliciformes (CCs)

Foram contadas em microscopia 6tica 2560 células do epitélio da tinica mucosa de cada
animal. Em seguida quantas dessas eram CCs. Posteriormente calculada a propor¢édo de células
caliciformes/100 células epiteliais, a partir de 4 cortes corados por PAS, AB pH 2,5 e AB pH 1,0.

2.4.3 Mensuracdo de parede intestinal

Foram utilizados 4 cortes histolégicos por animal, sendo estes divididos em 4 quadrantes. Deste
modo foi capturada uma imagem de cada quadrante, totalizando 16 imagens da parede intestinal por
animal. Para captura das imagens foi utilizada uma camera digital (Moticam 2000, 2.0 Megapixel)
acoplada a um microscépio de luz trinocular (MOTIC B5). Com o software Motic Images Plus 2.0
realizou-se a morfometria da profundidade e largura das criptas, altura e largura dos vilos, espessura
da camada muscular, tela submucosa e parede total do ileo dos animais.
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2.5 Anélise do Plexo mioentérico

Para a disseccao utilizou-se um estereomicroscopio, em que a fracdo de 1 centimetro de cada
segmento foi utilizada para a obtencdo do plexo mientérico. A técnica de dupla marcagdo por
imunofluorescéncia da proteina HUC/HuD (anti-HUC/HUD neuronal protein, Invitrogen™, Carlsbad, CA,
EUA) em neurdnios e da proteina S100 (Anti-S-100, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) em células
da glia entérica (CGE) foi realizada para observacdo da populacédo total de ambas as células. Foi
realizada a quantificacdo e analise da morfometria de neurénios entéricos (NE) e contagem de CGE.

2.5.1 Anélise quantitativa de NE e CGE

Com o auxilio do software Image-Pro Plus® foi quantificado o ndmero total de neurdnios e
CGEs em 32 campos em imagens capturadas utilizando um microscopio de fluorescéncia Olympus
FSX-BSW, na objetiva de 40x. O resultado desta contagem para cada animal foi calculado para 1 mm?.

2.5.2 Analise morfométrica de NE
Foram mensuradas as areas (um?) de 100 corpos celulares de neurdnios mioentéricos por
animal, totalizando 500 células por grupo. O resultado foi apresentado por média + desvio padrao.

2.6 Andlise estatistica

Os dados foram organizados em planilhas eletrénicas (Microsoft Excel®) e analisados
estatisticamente a medida que foram obtidos. Por meio do software BioEstat 5.0 foi verificada a
distribuicdo dos dados utilizando o teste de D"Agostino-Pearson. Os dados foram considerados com
distribuicdo normal para todas as analises e estdo apresentados pela média + desvio padrdo. Para
comparacao entre os grupos foi aplicado o teste ANOVA one way seguido por pos-teste de Tukey. Em
todos os testes foi considerado um nivel de significancia de 5% com 95% de confianca. Para tal, foi

utilizado o software GraphPad Prism 5.01.

3. RESULTADOS

Apenas os animais do grupo infectado que desenvolveram a lesdo na pata foram utilizados
para os experimentos. Em relacdo as andlises do epitélio intestinal, observamos uma reducéo
significativa na proporcdo de CCs produtoras de mucinas &cidas coradas por AB pH 1,0 (GC:
13,75+0,59; 2S: 7,52+1,21; 5S: 8,46+0,34; 8S: 7,29+0,32 CCs/100CE); AB pH 2,5 (GC: 11,06+1,66;
2S: 6,69+0,92; 5S: 4,40+1,65; 8S: 5,66+1,65 CCs/100CE); e neutras coradas por PAS+ (GC:
13,51+1,05; 2S: 8,77+0,13; 5S: 8,34+0,22; 8S: 7,46+0,29 CCs/100CE) nos grupos infectados em
relacdo ao GC. Além disso, também foi verificada uma redugéo na proporcao de LIEs no ileo dos grupos
infectados (2S: 5,92+0,75; 5S: 5,92+0,31; 8S: 5,87+0,81 LIE/100CE) em relacdo ao GC (10,13+1,64
LIE/100CE) (Figura 1).

LIEM00 Cols epitelials
CCHO0 Cels, epitelinis

CCNO0 Cels, epitelials
CCHO0 Cels. epiteliais

Figura 1. Alteracbes celulares no epitélio do ileo de hamsters infectados por

Leishmania Viannia braziliensis ap6s 2, 5 ou 8 semanas de infec¢ao. (A) Proporgdo da contagem de
linfécitos intraepiteliais (LIE) e (B) de células caliciformes (CC) coradas por AB 1,0, (C) AB 2,5 e (D) PAS por 100 células epiteliais.
* representa p<0,05 quando comparado os grupos infectados ao GC. AB: Alcian Blue. PAS: Peridic Acid-Schiff; GC: Grupo
Controle
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Observamos alteracdes estatisticamente significantes nas medidas de parede, vilos e criptas
entre o GC em relacdo aos Gl (Figura 2). Foi observada reducédo significativa na espessura das
camadas musculares circular e longitudinal no ileo dos grupos infectados. Em consequéncia, obteve-
se a reducdo na espessura da camada muscular total em relacdo ao GC. Também foi observada
reducdo na profundidade e largura das criptas, bem como na espessura da tlnica submucosa. Nos
vilos foi observado aumento de altura e largura nos grupos infectados em relacdo ao GC. Diante de
todas estas alteragdes na arquitetura mucosa houve uma diminui¢éo geral na parede total do ileo.

Muscu AR TOTAL A MUSCULAR LONGITUDINAL B MuscuLARciRcULAR C

TUMICA SUBMUCOSA D ALTURA DE VILO E LARGURA DE VILO F

PROFUNDIDADE DE CRIPTA LARGURA DE CRIFTA PAREDE TOTAL

Figura 2. Morfometria da parede do ileo de hamsters controle ou infectados nos tempos 2,5e 8

semanas. (A) Muscular total, (B) Muscular longitudinal, (C) Muscular circular, (D) Tanica submucosa, (E) Altura de vilo, (F)
Largura de vilo, (G) Profundidade de Cripta, (H) Largura de Cripta, (I) Parede total. *p<0,05

Nao foram observadas alteracdes significativas na morfometria (GC: 168,7+79,19; 2S:
143,3+35,77; 5S: 71,49+7,12; 8S: 281,4+111,4 ym?) ou numero (GC: 613,30+156,4; 20S:
509,50+97,30; 5S: 449,70+24,47; 8S: 444,90+73,63 cels/mm?2) dos NEs, porém foi observada reducéo
significativa no numero de CGEs (GC: 1844+164,10; 2S: 1055%+103,50; 5S:829,2+92,97; 8S:
975,10+127,20 cels/mm3) (Figura 3).

A

B
Morfometria NEs Quantificacdo NEs Quantificacao CGEs

—

== —

= E
55 )

68 6C 25 85 6C 25

Figura 3. (A) Andlise morfométrica e (B) quantitativa de neurdnios (NEs) e (C) células da glia
entéricas (GCEs) do plexo mioentérico do ileo de hamsters controle ou infectados por LVB nos

tempos 2,5 e 8 semanas. Grupo controle (GC) e infectados nos tempos 2, 5 e 8 semanas (2S, 5S, 8S respectivamente).
Quantidades expressas em pmz e cels/mm2. *p<0,05.

4. DISCUSSAO
Apesar da infecgcdo pela espécie LVB ser caracterizada por lesées muco-cuténeas, estudos
tém demonstrado a capacidade de disseminacao do parasito no interior de células de defesa a outros

103



= V' ’ International Meeting of
L Biosciences and Physiopathology

' @ X' Simposio de Biociéncias
Aplicadas a Farmacia

orgdos como figado, baco, [4,5] linfonodos mesentéricos e intestino [6], causando alteracbes
histopatolégicas semelhantes as encontradas na leishmaniose visceral [4-6]. Sendo assim, nosso
trabalho avaliou diversos componentes celulares e estruturais do ileo de hamsters infectados por esta
espécie de protozoario.

A primeira linha de defesa da imunidade inata intestinal € composta por barreiras fisicas,
guimicas e de células que produzem substancias que oferecem protecéo [7]. As CCs sao responsaveis
pela producéo e liberagdo de mucinas, que quando hidratadas formam o muco, um gel lubrificante e
protetivo para o epitélio intestinal contra patégenos do lumen [12]. A reducdo deste tipo celular nos
grupos infectados pode demonstrar uma fragilizacdo dessa barreira, prejudicando a defesa fisica
provida por ela. Em contraste a estes resultados, Santos e colaboradores [6] observaram aumento das
CCs em camundongos ap6s 72 horas da inoculagdo peritoneal de LVB. Em contraste, em um estudo
de infeccdo crénica em hamsters ndo foram observadas alteracdes [13]. Sendo assim, observamos que
o tempo de infeccdo e o modelo experimental sdo fatores que interferem nas alteracdes intestinais.

Ainda no epitélio foi observada uma reducao na proporcao de LIEs nos grupos infectados se
comparados ao GC, o que pode ser devido ao recrutamento de células imunes para o local do indculo
nas semanas iniciais da infeccéo [6,14] e também pela diminuicdo do transito dos linfécitos da lamina
propria para o epitélio, na tentativa de manter a homeostase frente as alteragfes sistémicas causadas
pela infeccéo. Essa retengdo de linfocitos também pode levar ao aumento dos vilos intestinais [15]
como observado em nosso estudo.

Por outro lado, os demais pardmetros analisados morfometricamente, como a espessura das
camadas musculares, tdnica submucosa e profundidade de criptas sofreram uma reducdo, o que
contrasta com o observado na literatura durante a infeccdo crénica [13]. Este adelgacamento da parede
ileal junto a reducdo da camada de muco pode implicar em uma maior exposicdo do 6rgdo aos
microrganismos e outros componentes do limen, uma vez que a proximidade entre a luz intestinal e as
células do 6rgdo é diminuida. Estes resultados também contrastam com os dados encontrados no
estudo de Santos e colaboradores [13] que observaram aumento das camadas musculares e parede
total do ileo de hamsters na infec¢éo cronica por LVB. O achatamento das criptas pode ser relacionado
a uma menor proliferacéo celular, o que corrobora a reducdo do nimero de CCs no epitélio.

As infeccBes causadas por protozodrios podem causar alteragcdes nos neurdnios do plexo
mioentérico [8]. Outros estudos mostram que as infec¢des parasitarias que atingem o TGl podem alterar
0 SNE de forma direta ou indireta, tendo uma relacdo entre a resposta imune do hospedeiro, 0s
mediadores inflamatérios e a atividade da SNE diante da infec¢cdo por protozoarios como
Leishmania chagasi [8] e Giardia sp.[9].

As CGEs séo essenciais para a transmissao de impulsos entre neurdnios e entre neurdnios e
células musculares [16], assim sua reducdo pode estar relacionada com a diminuicdo da parede
muscular, pois havendo menor comunicacao entre os NEs do plexo mientérico e as células musculares,
houve atrofia muscular. Elas também desempenham um papel anti-apoptético [16] que possivelmente
evitou alteracBes na populacdo de NEs. Reducdes do numero de CGE no plexo mioentérico também
foram observadas em infec¢Bes intestinais por outros protozoarios como Giardia sp. [9] e
Toxoplasma gondii [10]. Trevizan e colaboradores [10] observaram altera¢gfes nas populacdes de NEs
e CGE em diferentes tempos de infec¢é@o por T. gondii [10]; ha a possibilidade de que altera¢cdes mais
evidentes ocorram com a cronificacdo da doencga, uma vez que os tempos de infeccdo deste estudo
contemplam a fase inicial da infec¢@o. Nas primeiras semanas da infeccdo por LVB ocorre uma reagéo
inflamatéria no local do inéculo [17], ao passo que a disseminacdo do parasito para os 0rgados ocorre
por via sanguinea e linfatica [11], assim € possivel que a infeccdo tardia tenha efeitos sobre o SNE,
sendo necessario outros estudos que contemplem diferentes tempos de infec¢éo.

5. CONCLUSAO

A infeccdo por LVB promoveu alterac¢des histopatoldgicas no ileo de hamsters nos tempos de
2, 5 e 8 semanas. As alteracBes encontradas corroboram estudos anteriores que demonstraram
alterac@es referentes a LVB no intestino, assim como outros protozodrios intestinais. Estudos com
outros tempos de infec¢@o podem ser utilizados para avaliar a agdo do parasito sobre o intestino, assim
como a analise das demais células da resposta imune e subpopula¢des neuronais, que podem ajudar
a entender a dindmica da resposta do 6rgao frente a infeccéo.

FINANCIADORES

CAPES - Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (001)
CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Tecnoldgico

104



V' ’ International Meeting of
Biosciences and Physiopathology

i @ X' Simposio de Biociéncias
Aplicadas a Farmacia

REFERENCIAS

[1] Secretaria de Saude do estado do Espirito Santo [internet]. Leishmanioses. [Acesso em: 01 de
agosto de 2020]. Disponivel em: https://saude.es.gov.br/leishmanioses

[2] Brasil. Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saide (DATASUS) [internet].
Leishmaniose Tegumentar Americana - casos confirmados notificados no sistema de informag&o de
agravos de notificagdo. [Acesso em: 20 de junho de 2020]. Disponivel em:
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/Itabr.def

[3] Organizacdo Pan-americana de sadde/ Organizacdo mundial de salde - OPAS/OMS.
Leishmaniose: Relatério Epidemiolégico das Américas. Washington: Organizacao Pan-Americana da
Saude. 2017. [Acesso em 20 de junho de 2020]. Disponivel em: http://www.paho.org/leishmaniasis

[4] Gomes-Silva, A, Valverde, JG, Ribeiro-Romao, RP, Placido-Pereira, RM, Da-Cruz, AM. Golden
hamster (Mesocricetus auratus) as an experimental model for Leishmania (Viannia) braziliensis
infection. Parasitology. 2013. 140(6): 771-9.

[5] de Souza Marquez, E, de Castro, EA, Nabut, LB, da Costa-Ribeiro, MCV, Araujo, LDCT,
Poubel, S. B, Navarro, IT. Cutaneous leishmaniasis in naturally infected dogs in Parand, Brazil, and the
epidemiological implications of Leishmania (Viannia) braziliensis detection in internal organs and intact
skin. Veterinary parasitology. 2017. (243):219-225.

[6] Santos, AGAD, Ferlini, JDP, Vicentino, SL, Lonardoni, MVC, Sant'/Ana, DDMG, Melo, GDAND.
Alterations induced in the ileum of mice upon inoculation with different species of Leishmania: a
preliminary study. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical. 2018. 51(4): 537-541.

[7] Abbas, AK, Lichtman, AH, Pillai, S. Imunologia celular e molecular. 8. ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2015.
[8] de Oliveira, KS. Leishmaniose visceral experimental: dindmica das altera¢cBes intestinais na

infeccdo por Leishmania (L.) chagasi. S&o Paulo (SP). Universidade Estadual Paulista [Dissertagéo]
2018.

[9] Pavanelli, MF, Colli, CM, Bezagio, RC, Géis, MB, de Melo GDAN, de Almeida Araujo, EJ,
Sant’Ana DDMG. Assemblages A and B of Giardia duodenalis reduce enteric glial cells in the small
intestine in mice. Parasitology research. 2018.117(7): 2025-2033.

[10] Trevizan, AR, Schneider, LCL, Araujo, EJA, Garcia, JL, Buttow, NC, de Melo, GDAND,
Sant'Ana, DMG. Acute Toxoplasma gondii infection alters the number of neurons and the proportion of
enteric glial cells in the duodenum in Wistar rats. Neurogastroenterology & Motility. 2019. 31(3): €13523.
[11] Martinez, JE, Travi, BL, Valencia, AZ, & Saravia, NG. Metastatic capability of
Leishmania (Viannia) panamensis and Leishmania (Viannia) guyanensis in golden hamsters. The
Journal of parasitology. 1991. 762-768.

[12] Junqueira, LC, Carneiro, J. Histologia Basica Texto e Atlas. Rio de janeiro. Guanabara-Koogan.
2013.

[13] dos Santos, AGA, Lima, LL, Mota, CA, Gois, MB, Fernandes, ACBS, Silveira, TGV, Sant'Ana,
DMG, Melo, GDAN. Insights of Leishmania (Viannia) braziliensis infection in golden hamster
(Mesocricetus auratus) intestine. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2018. 106: 1624-1632.

[14] Sant’Ana, DM, Géis, MB, Zanoni, JN, da Silva, AV, da Silva, CJ, Aradjo, EJ. Intraepithelial
lymphocytes, goblet cells and VIP-IR submucosal neurons of jejunum rats infected with Toxoplasma
gondii. International Journal of Experimental Pathology. 2012. 93(4): 279-286.

[15] da Silva, PDC, Shiraishi, CS, da Silva, AV, Gongalves, GF, Sant'‘Ana, DDMG, de Almeida
Araljo, EJ. Toxoplasma gondii: a morphometric analysis of the wall and epithelial cells of pigs
intestine. Experimental parasitology. 2010. 125(4): 380-383.

[16] Grubisi¢, V, Gulbransen, BD. Enteric glia: the most alimentary of all glia. The Journal of
physiology. 2017. 595(2): 557-570.

[17] Vasconcelos, CO, Cruz, AM, Teixeira, MJ. Estudo da migracdo celular induzida por
Leishmania braziliensis na composi¢éo da reacéo inflamat6ria mimetizada em modelo de bolsa de ar
subcutanea em hamster e a sua relagao com a evolugao e gravidade da infeccdo. [Tese]. Rio de Janeiro
(RJ). Fundagao Oswaldo Cruz. 2017.

105



V' International Meeting of
Biosciences and Physiopathology

' @ X' Simposio de Biociéncias
Aplicadas a Farmacia

A ASSOCIACAO DA PERSONALIDADE MINDFULNESS COM A
IMUNOGLOBULINA-A SECRETORIA FECAL E O ESTRESSE
PSICOLOGICO AGUDO - UM ESTUDO EXPLORATORIO EM

INDIVIDUOS SAUDAVEIS

Mateus Joacir Benvenuttil; Gessilda de Alcantara Nogueira de Melo?;, Paula
Aline Zanetti Campanerut-S&?, Cristiane Maria Colli®; Bruna Lauton Sim&es?;
Kate Edwards*, Tatiane Carvalho Alvarenga®; Scott Michael®; Patricia de Souza
Bonfim-Mendonca?, Débora de Mello Gongales Sant’Ana’

1Académico(a) de Pds-Graduacéo (Mestrado), Programa de Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade
Estadual de Maringa (UEM), Maringd, PR, Brasil

2Docente, Departamento de Andlises Clinicas e Biomedicina, UEM, Maringd, PR, Brasil

3Bioquimica, Departamento de Andlises Clinicas e Biomedicina, UEM, Maring4, PR, Brasil

4Docente, Faculty of Health Sciences, University of Sydney, Sydney, NSW, Australia

SDocente, Departamento de Ciéncias Exatas, Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Sudeste de Minas Gerais, Barbacena, MG, Brasil

5Docente, University of Wollongong, Wollongong, NSW, Australia

"Docente, Departamento de Ciéncias Morfolégicas, UEM, Maring&, PR, Brasil

e-mail: mateusbenvenu@hotmail.com

Palavras-chave: mindfulness; imunoglobulina-A secretora; estresse psicologico.

1. INTRODUCAO

A pratica da meditacdo mindfulness (MM) tem se tornado cada vez mais popular no Ocidente,
com participacdo aproximada de 4 milhdes de adultos nos EUA [1]. No Brasil, até o ano de 2018, havia
pelo menos oito instituicdes especializadas nesse tipo de meditacdo nos estados de S&do Paulo, Rio de
Janeiro, Bahia e Distrito Federal [2]. O termo “mindfulness” é definido como um estado de consciéncia
e atencao de cada individuo, sem julgamento, no momento presente, sendo também considerado uma
caracteristica complexa e multifacetada da personalidade, que varia dentro da populacdo em geral, e
gue pode ser cultivada pelo treinamento com a MM [3]. Dessa forma, acredita-se que a MM seja um
treinamento mental para melhorar a autorregulacdo da atencdo e das emocdes [4], com fortes
evidéncias apontando beneficios na promocdo geral da salde humana [5, 6], mas, mais
especificamente, no caso de doencas nas quais 0 estresse desempenha um papel central na
patogénese ou no desencadeamento e exacerbacgdo dos sintomas, como a hipertenséo e a depressao
[7, 8].

Dos transtornos relacionados ao estresse, a Doencga Inflamatéria Intestinal (DIl) se destaca
como um grupo de doengas inflamatérias crénicas cuja prevaléncia tem aumentado no mundo,
sobretudo em paises desenvolvidos (~ 2 milhdes de pessoas na Europa e 1,5 milhdo nos EUA) [9].
Mesmo em paises em desenvolvimento a prevaléncia tem crescido substancialmente, como no Brasil,
onde o nimero de casos mais que triplicou de 2008 para 2017 [10]. Uma vez que os efeitos causais do
estresse psicoldgico na fisiopatologia da DIl estdo bem documentados [11], terapias psicolégicas sao
amplamente defendidas como tratamentos complementares no manejo clinico da DIl [9], com
evidéncias positivas iniciais de estudos que avaliam a MM [12]. Um estudo deste ano sugeriu que uma
intervencdo baseada em mindfulness associada ao tratamento convencional foi mais efetiva que o
tratamento farmacoldgico isolado na diminuicdo de marcadores inflamatérios (calprotectina fecal e
proteina-C reativa) em pacientes com DIl [13]. No entanto, embora os efeitos da MM parecam
promissores, ndo ha estudos que abordem os mecanismos pelos quais ela atua na salde intestinal.

Um conhecido modelo tedrico sugere que o desenvolvimento da Personalidade Mindfulness
(PM) por meio da MM leve a reducdes na resposta fisioldégica ao estresse psicoldgico [14]. De fato,
estudos iniciais sugerem que a PM esti associada a menor reatividade cardiaca e do cortisol a
estressores externos [15, 16]. Como a resposta exacerbada ao estresse esta relacionada com
alteracBes na imunidade intestinal a longo prazo, como a diminuicdo da Imunoglobulina-A secretéria
(slgA) intestinal (anticorpo sabidamente diminuido em pacientes com DII) [17, 18], é possivel que a PM
esteja associada com os niveis de slgA no intestino devido ao seu potencial efeito moderador da
resposta fisiolégica ao estresse psicoldgico. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi investigar a
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contribuicdo da PM na concentracdo de slgA fecal em individuos ndo meditadores saudaveis e,
posteriormente, associar os resultados dessa analise a resposta cardiovascular e do cortisol desses
individuos a um teste de estresse psicoldgico. Nossa hipétese € que a PM contribuira para uma maior
concentracao de slgA fecal e uma menor reatividade fisiolégica ao estresse.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Participantes

Os participantes foram recrutados através de anincios divulgados na Universidade Estadual
de Maringa (UEM). Para serem incluidos no estudo, os voluntarios deveriam ter idade entre 18 e 50
anos. Os critérios de exclusao foram: a) ter diagnéstico conhecido de doencga cronica (cardiovascular,
psiquiatrica, infecciosa, autoimune ou gastrointestinal); b) ter praticado meditacdo/ yoga anteriormente;
) uso continuo de medicacgdo (exceto anticoncepcional); d) ter feito uso de antibidtico ou probidtico
num periodo de 3 meses antes da amostragem; e) ser fumante. Todos os participantes foram
previamente orientados sobre os procedimentos a serem realizados e assinaram um termo de
consentimento antes de serem submetidos aos testes da pesquisa. O estudo foi aprovado pelo Comité
Permanente de Etica em pesquisa com seres humanos da UEM (parecer n° 3.540.844). Os dados
foram coletados na UEM entre setembro de 2019 e margo de 2020.

2.2. Intervencéo

Ap6s concordarem com a participacéo no estudo, os voluntarios receberam um recipiente para
a coleta de fezes, sendo instruidos a coletarem a amostra no mesmo dia do teste (ou no maximo até
24h antes) e a manter o frasco sob refrigeracdo (4°C) até sua entrega. Os participantes foram
informados que, antes de realizar o teste de estresse, deveriam se abster da pratica de exercicio fisico
vigoroso por 24h, alcool por 12h, cafeina por 2h e alimento por 1 h. As intervencdes foram agendadas
para o periodo da tarde, com inicio entre 13h e 15h, devido a variacdo diurna na secrecédo do cortisol.
No dia do teste, os participantes receberam um lanche padronizado (340KJ; carboidrato 10g, sendo
7,59 de glicose; gordura 4,2g; proteina 0,75g) e, logo apés, foram submetidos a um periodo de repouso
inicial (10 min). Apos esse periodo, foram submetidos a um teste de estresse (8 min) em frente a um
entrevistador e, apés o teste, repousaram por 5 min (recuperacéo). Apos o repouso final, os voluntérios
foram instruidos a responder o Questionéario das Cinco Facetas de Mindfulness (QCFM).

2.3. Teste de Estresse

Este estudo utilizou uma verséo reduzida de 8 minutos, traduzida para o portugués, do Teste
de Adicdo Serial Auditiva [19]. Durante o teste, nUmeros de um Unico digito foram apresentados por um
audio padronizado aos participantes, que deviam adicionar cada novo ndmero ao numero dito
anteriormente e responder as somas em voz alta. A velocidade de apresentacdo dos nimeros era de
um algarismo a cada 2,4s, com uma diminui¢cdo de 0,4s a cada 2 minutos. Um feedback negativo era
dado pelo entrevistador a cada erro cometido pelos participantes (ex.: expresséo ou ruido de negacao).
Um video do voluntério realizando o teste era exibido em uma tela posicionada a frente do participante.
2.4. Medidas cardiovasculares

Um aparelho medidor de pressao arterial (PA) digital Omron® foi usado para registrar a PA
sistolica (PAS) e a PA diastdlica (PAD) por um manguito ao redor do brago ndo dominante dos
participantes. A PA foi aferida ao final do repouso inicial, logo apds o teste, 1 minuto apés o teste e ao
final da recuperacéo.

Os intervalos entre cada batimento cardiaco (intervalo R-R) foram gravados durante toda a
intervencao pelo monitor Polar® V800. A média da frequéncia cardiaca (FC) foi calculada em intervalos
de 2 min: ao final do repouso inicial, no pico da FC durante o teste e ao final da recuperacéo. Nos
mesmos intervalos, a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) (calculada pelo indice rMSSD — a raiz
guadrada média da diferenca do intervalo de sucessivas ondas sinusais RR normais) foi utilizada como
um indice de modulag&o parassimpatica cardiaca. Antes da analise da VFC, as batidas e os artefatos
ndo sinusais foram substituidos usando a interpolacao linear das batidas adjacentes. A analise da VFC
foi realizada utilizando o software Kubios HRV (Versao 2.1, Grupo de Andlise de Biossinais e Imagens
Médicas, Kuopio, Finlandia) com detrimento linear.

2.5. Cortisol salivar

Amostras de saliva foram coletadas com salivettes Sarsted® ao final do repouso inicial e ao
final da recuperacdo. O ultimo momento de coleta foi estipulado considerando-se que o pico da
concentracdo de cortisol ocorre por volta de 15 minutos apds o inicio do estresse [20]. Ao final da
intervencao, os salivettes foram centrifugados por 2 minutos & 3000g e as amostras foram congeladas
a -70°C até a quantificacdo da concentrac@o do cortisol por kit de ELISA (DRG Instruments GmbH),
conforme metodologia do fabricante.
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2.6. Imunoglobulina-A secretéria (slgA) fecal e parasitolégico de fezes

Parte da amostra fecal de cada participante foi diluida em solugdo salina tamponada com
fosfato e centrifugada a 10.000 rpm por 20 minutos. As amostras processadas foram congeladas a -
70°C até a quantificacdo da concentragdo da slgA fecal por kit de ELISA (Cloud-Clone Corp), conforme
metodologia do fabricante. Outra parte da amostra foi submetida as técnicas de flutuagdo em sulfato
de zinco segundo Faust et al., de sedimentacdo segundo Hoffman, Pons e Janer e de pesquisa de
larvas segundo Baermann.

2.7. Questionario das Cinco Facetas de Mindfulness (QCFM)

Os participantes responderam a versao brasileira validada do QCFM [21], que avalia cinco
aspectos distintos da PM: a) agir com consciéncia (AWA); b) ndo julgar a experiéncia interna (ndo
julgar); c) ndo reagir & experiéncia interna; d) descrever; e) observar. O questionario € composto de 39
itens que variam de 1 (nunca ou raramente verdadeiro) a 5 (quase sempre ou sempre verdadeiro). Uma
vez que os itens da faceta “observar’ nao possuem boa validagao em populagdes de “ndo meditadores”
[22], nossa analise considerou apenas as pontuacgfes das facetas a) a d).

2.8. Analise Estatistica

Uma analise descritiva das correlacdes entre as facetas da PM e a concentracéo da slgA fecal
foi realizada para orientar a escolha do modelo estatistico a ser utilizado na primeira parte da analise.
Em seguida, foi utilizado o modelo de redes bayesianas, que consiste na modelagem por meio da
utilizacdo de algoritmo hibrido da inteligéncia artificial para estabelecer relagdes probabilisticas entre
as variaveis. As variaveis de entrada foram as facetas: “AWA”, “nao julgar”, “descrever” e “nao reagir a
experiéncia interna”, sendo a sIgA fecal a variavel resposta.

A segunda parte da analise consistiu na avaliacdo da associacao das facetas que contribuiram
positivamente para a concentracdo de slgA fecal com as variaveis de estresse (PAS, PAD, FC, VFC e
cortisol salivar). Os dados foram analisados por modelos lineares mistos utilizando a funcdo Ime do
pacote nime do programa estatistico R (R CORE TEAM, 2020) com as facetas “AWA”, “ndo julgar’ e a
interacdo dessas facetas como efeitos fixos, e os individuos como efeitos aleatérios. O efeito da variavel
resposta foi incluido como medida repetida no tempo.

3. RESULTADOS
3.1. Caracteristicas sociodemograficas

Trinta e seis individuos saudaveis (14 do sexo masculino) participaram do estudo (média = DP
daidade 26,8 + 7,6 anos; indice de massa corporal 23,4 + 3,1 Kg/m?). A maioria dos participantes (75%)
se considerou branca, 19,5% moreno/pardo, 2,7% negro e 2,7% amarelo. Quanto ao estado civil, 77,7%
eram solteiros e 22,3% casados. Todos 0s participantes relataram morar em zona urbana, com grau
de escolaridade minima de 9 anos.
3.2. Parasitolégico de fezes

Quatro participantes (11%) tiveram resultado positivo no exame parasitolégico de fezes. Os
parasitos encontrados foram: Entamoeba histolytica/Entamoeba dispar e Giardia duodenalis.
3.3. slgA fecal versus parasitolégico de fezes

Por meio da distribuicdo dos valores de slgA fecal considerando resultados positivos ou
negativos no teste parasitolégico de fezes, verificamos que o resultado positivo na avaliacao
parasitolégica concentrou-se nos menores hiveis de slgA fecal, com média igual a 0,67 ng/mL. Foi

verificado, por meio da distribuicdo dos valores de sIgA

\ oo T Lt | ) (e ) (WA fecal, que os resultados negativos na avaliacdo

/ ‘ i | parasitolégica concentraram-se nos maiores niveis de

» slgA fecal, com média igual & 2,61 ng/mL. Dessa forma,
; .aoq /\ _ f os individuos com resultado positivo ndo foram excluidos

3B ap - 't" /\ r das_ _anélises posteriores:, uma vez que o re_sultado

PR A 1 / ! positivo no exame parasitolégico ndo foi associado ao
3 g .z,“ "3&. EFEN ! aumento da slgA fecal.

* o.n e

.. ‘{ ..%'3., .‘:{'. B v -\ | 3.4. PMyversus concentragdo de slgA fecal
- . - . Os resultados da analise descritiva entre as

iats ‘ facetas da PM e a concentracdo de slgA fecal estédo
Flgural Dlstrlbuu;ao das facetas ilustrados na Figura 1, na qual se observa que a
versus slgA fecal distribuicdo das variaveis seguiu um padrdo de

normalidade (graficos da linha diagonal central).
AWA= Agir com consciéncia; nonjudge=ndojulgar;  Qpserva-se também que a dispersdo das facetas
ggggfiig; Hoorooat & expenencia interna, apresentou comportamento nao linear com relagéo a slgA

fecal, validando a escolha das redes Bayesianas como
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modelo de andlise estatistica. Na andlise dos dados sob 0 modelo de redes Bayesianas, identificou-se
uma contribuicéo positiva das facetas “AWA” (8= +0,02) e “nao julgar” (8= +0,06) para a concentragao
de slgA fecal, de forma que maiores pontuacBes dessas facetas contribuiram para uma maior
concentracdo de slgA fecal.
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Value Std.Error DF t-value p-value
(Intercept) 42.32462 49.19763 96 1.8529133 0,2950
tempo .12 1.90803 25.08654 96 0.8760577 ©.9395
tempo.f3 ~A47.10847 25.08654 96 -1.8778384 00,0634
tempo . fa <16.14803 25.08654 96 -0.6436931 0.5213
FFMQ_AWA 2.76507 1.97852 32 1.3975473 ©.1719
FFMQ_nonjudge 2.56138 1.73078 32 1.4798978 ©.1487
tempo . £2: FFMQ_AWA @.32299 1.23475 96 ©.2615790 06,7942
tompo ., 31 FFMQ_AWA 2.33660 1.23475 96 1.8B923615 ©0.0615
tempo ., f4:FFMQ_AWA @.76243 1.23475 96 ©.6174739 ©0.5384
tempo . £2: FFMQ_nonjudge ~-0.05328 1.08015 96 -@.0493248 0.9608
tompo . f4:FFMQ_nonjudge 8.63474 1.88015 96 ©.5876380 0.5582
FFMQ_AWA: FFMQ_nonjudge -8.10574 ©.08247 32 -1.2822144 00,2090

tempo . F2:FF AWA : FF nonjudge -0.00368 08.85147 96 -8.0715901  0.9431

tompo. fa:FFMQ_AWA:FFMQ _nonjudge ~08.02956 ©.05147 96 -0.5743137 ©.5671

Correlation:

(Inte) tmp.f2 tmp.f3 tmp.f4 FFMQ_AWA FFMQ _n
tempo .2 ~9.312
tempo.f3 -8.312 ©.500
tempo . fa ~2.312 0.500 0.500
FFMQ_AWA ~@8.971 ©.303 6.303 0.303
FFMQ_nonjudge ~0.982 0.307 9.307 0.941
tempo . £2: FFMQ_AWA 9.303 -0.971 -0.486 -0.486 -9.312 -9.294
tompo . f3:1FFMQ_AWA 9.302 -0.486 -0.971 -9.486 -0.312 -8,294
tempo ., f4:FFMQ_AWA ©.303 -9.486 -0.486 -0.971 -0.312 -0.294
tempo . f2:FFMQ_nonjudge ©.307 -0.982 -0.491 -2.491 -0.294 -0.312
tempo ., f3:FFMQ_nonjudge 9.307 -0.491 -0.982 -09.491 -0.294 ~9.312
tempo . f4:FFMQ_nonjudge ©.307 -0.491 -9.491 -9.982 -0.294 -9.312
FFEMQ_AWA : FFMQ_nonjudge a.970 -0.303 I -©.303 -0.980 -9.976
tempo . F2:FFMQ_AWA: FFMQ_nonjudge -9.303 0.970 ©.485 ©.485 0.306 9,305
tompo, f3:FFMQ_AWA:FFMQ_nonjudge -@.303 ©.485 ©.97@ €.485 0.306 e. 305
tempo . F4:FEMQ_AWA:FEMQ nonjudge -©.303 ©.485 ©.485 ©.970 0.306 ©.305

tm.2:FFMQ_AWA tm.3:FFMQ_AKA tm.4:FFMQ_AMWA

Figura 2. Associacdo das facetas e dainteracdo das facetas com a PAS nos diferentes tempos

AssociagOes significativas em vermelho. FFMQ= Questionario das Cinco Facetas de Mindfulness; AWA= agir com consciéncia;
nonjudge= néo julgar; tempo.f2= logo apos o teste; tempo.f3= 1min apds o teste; tempo.f4= recuperagao;

3.5. PM versus resposta fisioldgica ao estresse 9 100 110 120 130

A andlise por modelos lineares mistos ) ool pAG " DI
identificou uma associacdo positiva significativa & - : e
entre a faceta “nao julgar’ e a PAS 1 minuto apds o 4 W s e 20
teste (8= +0,30, SE= 1,08, t= 2,18, p= 0,03) (Figura 1 //.w“" > ol B
2). Por outro lado, a interacdo das facetas “AWA” e - JaAeis | | ~-90
‘ndo julgar” apresentou associagdo negativa ! lempo 1 Ttempo
significativa com a PAS no mesmo tempo (8=-0,30, 13 - P &F
SE= 0,05, t= -2,13, p= 0,03) (Figura 2), sugerindo 1 | . o il
gue altos niveis de “ndo julgar” s6 estao associados 3 ,.«"X S r
com menor reatividade da PAS ao estresse quando e —
associados com altos niveis de “AWA”. A Figura 3 90 100 110 120 10

correlaciona as variaveis PAS e tempo, Figura 3. Correlagdo da Press&o arterial
evidenciando o bom ajuste do modelo desta sjstglica (PAS) versus tempo

segunda parte da estatistica. A andlise da

associacdo das facetas e sua interacdo com as

demais variaveis durante o estresse (PAD, FC, VFC e cortisol salivar) ndo apresentou resultados
significativos.

4. DISCUSSAO

De forma inédita, este estudo mostrou associa¢do positiva entre a PM e um marcador de
imunidade intestinal. Primeiramente, observou-se que as facetas “AWA” e “n&o julgar” contribuiram
positivamente para a concentracdo da sIgA fecal. Além disso, a andlise exploratéria das facetas e a
resposta cardiovascular e do cortisol ao teste de matematica sugere que a associacdo da PM com os
niveis de slgA fecal ocorre, pelo menos em parte, devido ao efeito moderador do traco da PM na
resposta autondmica ao estresse, verificado pela associagéo negativa da interagdo das facetas “AWA”
e “nao julgar’ com a resposta da PAS ao estresse psicologico.
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Evidéncias apontam que a prética de intervencdes baseadas em mindfulness estd associada
com um aumento basal da sIgA salivar [23-25]. Em se tratando do intestino, um estudo recente apontou
que a préatica da MM levou & diminui¢do nos niveis de calprotectina fecal, um importante marcador de
inflamacéo intestinal em pacientes com DIl [13]. A slgA desempenha papéis fundamentais na mucosa
intestinal, atuando, por exemplo, na protecdo contra agentes patogénicos, na composicdo de um
microbioma intestinal saudavel e na modulacdo da resposta inflamatéria do intestino [18]. Sendo assim,
nosso achado de que as facetas “AWA” e “nao julgar” contribuem positivamente para a concentragéo
de slgA fecal sugere que o cultivo desses tragos, por meio da MM, esteja associado com uma melhora
na imunidade intestinal.

E sabido que o estresse é capaz de modular a producdo da slgA intestinal. Estudos com
animais apontam que a liberacao crénica de catecolaminas pelo Sistema Nervoso Autbnomo Simpéatico
e de corticosteroides pelas glandulas suprarrenais (via ativacdo do eixo Hipotalamo-hipéfise-adrenal -
HHA) influenciam negativamente o namero de linfocitos T nas placas de Peyer e a ontogenia dos
linfocitos B IgA+ no epitélio intestinal [17]. Nesse contexto, a pratica de intervencdes baseadas em
mindfulness tem se mostrado efetiva em diminuir a reatividade da PA e do eixo HHA ao estresse
psicoldgico [26, 27], mas, ao contrario do que esperdvamos, nossa analise apontou que a faceta “nédo
julgar” associou-se com uma maior reatividade da PAS ao teste de estresse. Contudo, ao interagirmos
a faceta “ndo julgar” com “AWA”, curiosamente se observou uma menor reatividade da PAS.

A despeito da evolucdo nos métodos de mensuracao da PM, ha de se evidenciar a discusséo
sobre a habilidade de escalas unidimensionais em capturar a esséncia multidimensional da PM [28]. A
partir disso, o estudo da interacdo entre as facetas é apontado como essencial para o entendimento da
associacdo entre a PM e a saude humana. Os autores defendem, por exemplo, que a observacao do
momento presente sem a habilidade de néo julgar pode levar ao estresse e ao enfrentamento néo-
adaptativo [3]. De fato, estudos sugerem que o efeito da faceta “AWA” s6 é benéfico para sintomas
associados ao transtorno de personalidade borderline [29] e PA de repouso [30] quando acoplado com
uma atitude de “nao julgamento”. Dessa forma, o achado deste estudo de que a interacdo das facetas
“AWA” e “nao julgar” esta associada negativamente com a reatividade da PAS ao estresse, ao contrario
do efeito preditor positivo da faceta “nao julgar”, evidencia o carater complexo da PM e a importancia
do cultivo de ambos os tracos para que os beneficios fisiolégicos da préatica da MM sejam alcancados.

5. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo apontam para uma contribuicdo positiva das facetas “AWA” e “nao
julgar” para os niveis de sIgA fecal em individuos ndo meditadores saudaveis. A andlise exploratdria
dessa contribuicdo com as variaveis de estresse sugere que os efeitos positivos da PM na imunidade
intestinal decorrem, pelo menos em parte, do efeito moderador da interacdo das facetas
supramencionadas na resposta autonémica ao estresse psicologico agudo.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama (CM) é o tumor maligno feminino mais frequente no mundo, depois do
cancer de pele ndo melanoma, com uma incidéncia de 2,1 milhdes de novos casos no ano de 2018.
Neste mesmo ano, a estimativa de mortalidade para esse cancer foi de 627.000 6bitos, representando
aproximadamente 15% de todos os 6bitos por cancer entre as mulheres [1]. No Brasil essa neoplasia
também ocupa o primeiro lugar em incidéncia e mortalidade por céncer na populacdo feminina. Para
cada ano do triénio 2020-2022, estima-se 66.280 novos casos, representando 29,7% do total de casos
novos de canceres entre as mulheres [2].

Os tratamentos disponiveis para 0 CM séo realizados de acordo com o estagio da doenca e
fatores pessoais da paciente, sendo divididos em dois grupos: local (cirurgia e radioterapia) e sistémico
(quimioterapia, hormonioterapia e terapia bioldgica) [3]. No entanto, esses tratamentos podem causar
muitos efeitos adversos, além da aplicacéo e eficiéncia serem limitadas [4]. Assim, existe a necessidade
de buscar novos farmacos para auxiliar no tratamento do cAncer de mama.

Neste contexto, a terapia fotodinamica (TFD) tem mostrado sucesso no tratamento de diversos
tipos de enfermidades com células proliferativas, podendo atingir alvos especificos sem provocar
efeitos colaterais sistémicos ou danos nos tecidos sadios. Os agentes fotossensibilizantes utilizados
nesta terapia normalmente séo aplicados em baixas doses e a sua ativagdo s6 ocorre com um
comprimento de onda apropriado, fazendo com que ele ndo tenha um efeito isolado [5, 6]. Quando
ativado o fotossensibilizante pela luz, ocorre uma interacdo entre ele e o oxigénio molecular (O2) que
gera espécies reativas de oxigénio (EROS) e radicais livres, ocasionando a morte celular [7].

A hipericina, que é uma naftodiantrona, apresenta alta capacidade de gerar EROS apés
ativacdo com luz e por este motivo vem sendo explorada no tratamento de canceres [8]. No entanto,
ela é altamente lipossoluvel, o que diminui o seu potencial fotodinAmico e consequentemente a geragéo
de EROS [9, 10]. O uso de sistemas de administra¢édo de medicamentos (Drug Delivery Systems - DDS)
pode resolver este problema, pois estes sé@o responsaveis por fornecer concentra¢cdes adequadas do
medicamento no local de a¢@o durante um longo periodo de tempo [11].

Os Plurénicos F-127 e P-123 sao sistemas de administragcdo de farmacos com resposta térmica
da classe Pluronic®. Eles séo capazes de solubilizar e estabilizar os estados monoméricos de farmacos
de diferentes graus de hidrofobicidade, apresentando baixa toxicidade sistémica, bioadesividade,
estreita distribuicdo de tamanho e comportamento termo-dependente. Desta forma, atuam como
protagonistas em estudos de desenvolvimento de plataformas de liberacdo de farmacos [12-14].

Embora o efeito fotodindmico da hipericina sozinha, bem como da hipericina encapsulada com
P-123 ja sejam conhecidos para o cancer de mama in vitro, a a¢do da hipericina encapsulada com F-
127 (HIP/F-127), até onde sabemos, ndo foi avaliada para cancer de mama. Sendo assim, estudos
comparativos entre linhagens de CM sao necessérios para identificar a capacidade de acao da HIP/F-
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127. Desta forma, este estudo tem por objetivo avaliar o efeito antitumoral in vitro da hipericina
encapsulada com F-127 em modelo de neoplasia do epitélio mamario, a fim de auxiliar na busca de
novas opg¢des de tratamento para o cancer de mama.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Foto-sensibilizador e fonte de luz

A HIP/F-127 liofilizada e a fonte de luz branca, que emite 6,33J/cm? em um comprimento de
onda de 450 a 750 nm, foram fornecidos pelo Nucleo de Pesquisas em Sistemas Fotodinamicos
(NUPESF) do departamento de Quimica da Universidade Estadual de Maringa.
2.2. Linhagens celulares e condi¢des de cultura

As linhagens celulares tumorais utilizadas foram, MCF-7: positiva para receptores de
estrogénio, progesterona e HER-2, e MDA-MB-231: negativa para receptores de estrogénio,
progesterona e HER-2. Uma linhagem celular ndo tumoral de mama, a MCF-10A, foi utlizada como
controle. As linhagens celulares tumorais foram mantidas em frascos com meio de cultura DMEM e a
linhagem ndo tumoral com o DMEM/F12, enriquecido com hidrocortisona, insulina e fator de
crescimento epidérmico humano. Todas foram suplementadas com 10% de soro fetal bovino, 1% de
penicilina/estreptomicina e 1% de anfotericina B, mantidas sob atmosfera controlada com 5% de CO:
a 37°C.
2.3. Tratamento das células

A HIP/F-127 liofilizada foi reidratada com PBS estéril, em uma concentracdo de 100 umol/L
HIP/250 pmol/L F-127. As células utilizadas foram expostas as solucdes diluidas de HIP/F-127 (0,4 —
2,2 pmol/L HIP e 1 — 5,5 umol/L F-127) por 30 minutos na auséncia de luz. Posteriormente, as células
tratadas foram iluminadas por 15 minutos e incubadas na auséncia de luz por mais 30 minutos. Para
verificar uma possivel interferéncia do Plurdnico F-127 no crescimento celular, uma solugdo contendo
5,5 umol/L de F-127 foi utilizada. Células nao tratadas (NT) foram utilizadas como controle negativo.
2.4. Internalizagéo Celular da HIP/F-127

A presenca da HIP/F-127 no interior das células tumorais foi observada em microscépio de
fluorescéncia invertido EVOS FL Cell Imaging System (Life Technologies) apés a exposicdo das
linhagens celulares tumorais por 30 minutos a uma solucdo de 1umol/L HIP/F-127. Uma solucao de
hipericina diluida em DMSO (1umol/L HIP/DMSO) foi utilizada para comparacao.
2.5. Determinacao da Citotoxicidade Celular da HIP/F-127

A citotoxicidade celular foi avaliada pelo ensaio do MTT, que é baseado na reducdo do sal MTT,
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio, por sistema enzimatico mitocondrial que
converte o MTT em um produto insoltvel denominado Formazan, o qual reflete o funcionamento normal
da mitocbndria e, consequentemente, a viabilidade celular, que quanto menor, maior o efeito citotoxico
do tratamento. As células foram plaqueadas (2,5x10° células/mL) em placa de 96 pocos e apds
atingirem confluéncia de 70-80%, foram tratadas de acordo com o item 2.3. O teste foi realizado em
triplicata e os resultados obtidos foram utilizados para calcular os valores das concentra¢des inibitorias
(IC), IC30, ICs0 € ICo0, concentragdes que inibem o crescimento celular de 30%, 50% e 90% das células
respectivamente, quando comparadas com as células sem tratamento (NT). Para verificar a acéo da
HIP/F-127 na auséncia de luz, os mesmos procedimentos foram realizados porém sem a iluminacao.
2.6. Ensaio Clonogénico

A citotoxicidade a longo prazo foi analizada nas linhagens tumorais, e estas foram plaqueadas
em placas de 6 pogos na concentracdo de 600/células por poco. Apds 24 horas, o tratamento foi
realizado utilizando os ICso e ICso. ApOs 7 dias e 14 dias do tratamento, as coldnias foram fixadas e
coradas com metanol e cristal violeta para a visualizacéo e contagem das coldnias.
2.7. Avaliacao da Morfologia Celular apés Tratamento com HIP/F-127

Com o objetivo de verificar possiveis alteracdes morfolégicas decorrentes do tratamento,
realizou-se o plaqueamento das células tumorais (1,5x10° células/mL) e apds a confluéncia foram
analisadas as caracteristicas celulares antes e ap0s o tratamento. As imagens foram capturadas em
microscopio de fluorescéncia invertido EVOS FL Cell Imaging System (Life Technologies).
2.8. Ensaio de Migracao — Teste da Ferida

Para avaliar a capacidade de migracao das linhagens tumorais apds o tratamento com HIP/F-
127, as células foram plaqueadas (2,5x10* células/mL) em placas de 6 pocos. Apos a confluéncia, foi
realizado uma ferida utilizando ponteira de 1000puL em cada poco. Cada linhagem celular foi tratada
com os ICzo e ICs0. Um grupo de células NT foi utilizada como controle para comparagéo do fechamento
da ferida.
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2.9. Andlises Estatisticas

Os dados foram analisados através da média e desvio padréo de ao menos trés experimentos
independentes. Para o célculo dos valores de IC e analise estatistica dos dados, utilizou-se o programa
GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software Inc,. San Diego, CA, USA). Os valores p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS
A internalizacdo da HIP/F-127 foi observada e registrada no microscopio de fluorescéncia
invertido com filtro vermelho (RFV), através da fluorescéncia emitida (Figura 1 A e C), que foi superior
a emitida pelas células tratadas com a solugédo de hipericina (1pmol/L) com DMSO (Figura 1 B e D).
HIPIF-127 HIPIDMSO

MCF-7

MDA-MB-231

C

Figura 1. Imagens da internalizag&o celular obtidas com o microscépio de fluorescéncia da MCF-7 (A e B) e da MDA-MB-231
(C e D) expostas a HIP/F-127 e a HIP/DMSO, respectivamente.

Para analisar o efeito citotoxico da HIP/F-127 nas células tumorais, o teste foi realizado na
presenca (Figura 2 A) e na auséncia (Figura 2 B) de luz. Na presenca de luz, os danos causados has
células tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 foram significativamente maiores que o controle j4 a partir da
primeira concentragdo testada (p=0,0003 e p=0,0010, respectivamente). Ja na linhagem celular ndo
tumoral MCF-10A, a viabilidade celular diminuiu significativamente (p=0,0270) somente a partir da
terceira concentracao testada. As células expostas a HIP/F-127 e ndo iluminadas n&o apresentaram
alteracdo na viabilidade celular. Ainda, as células tratadas com a solu¢do contendo s6 o F-127 e
expostas a luz (NT) também ndo apresentaram alteracdo na viabilidade celular. A partir desses
resultados, foram calculadas as ICso, ICso € ICo0 para cada linhagem testada (Tabela 1).
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Figura 2. Efeito citotéxico da HIP/F-127 com (A) e sem iluminagéo (B) nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-231, e nédo
tumoral de mama MCF-10A.
NT: Né&o tratado.
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Tabela 1. Valores de ICzq, ICsp € ICgqo de HIP/F-127 em

linhagens de cancer de mama
Linhagens IC30 (umol/L) ICso (umol/L) 1Cg0 (HMoI/L)

Celulares
MCF-7 0,767 1,286 2,300
MDA-MB-231 1,189 1,981 3,566

IC: Concentrag8o inibitoria.

O potencial clonogénico da MCF-7 foi reduzido de forma dose-tempo-dependente, havendo
reducdo na formacéao e na circunferéncia das colbnias (Figura 3). Na MDA-MB-231 a reducéo foi total,
ndo havendo crescimento de coldnias apds tratamento (Figura 4). Para ambas as linhagens celulares,
a o potencial clonogénico foi significativamente reduzido nas concentracdes testadas (p<0,0001).

MCF-7 MCF.7
102

Colénias (%)
o 8 & 8 8
|
Ceinins (%)
5 3

NT IC» ICw NT % (4%

TOWs 14018

Figura 3. Potencial clonogénico da linhagem MCF-7 apés 7 e 14 dias de exposig&o a HIP/F-127 com IC3o € ICso.
NT: N&o tratado.

MDA-MB-231 MDA-MB-231

Colonéas (%)

Coldnias (%)

Cn icw e e

TDAS 140DIAS

Figura 4. potencial clonogénico da linhagem MDA-MB-231 ap6s 7 e 14 dias de exposig&o a HIP/F-127 com ICs e ICso.
NT: N&o tratado.

Na andlise da morfologia celular antes e ap6s o tratamento, foi possivel visualizar que nas
células tumorais tratadas a morfologia alterou a partir da primeira concentragao testada (0,4 pmol/L
HIP/F-127) bem como o descolamento das células que normalmente crescem aderidas (Figura 5).

Concentragio de HIP/F-127
NT 0.4 pM 1.4 uM 22uM

Figura 5. Alterag6es na morfologia celular promovidas pelo tratamento com HIP/F-127 em trés concentragdes diferentes (0,4,
1,4 e 2,2 pmol/L).
NT: Né&o tratado.

MCF-7

MDA-MB-231

O teste de migracdo celular mostrou que o tratamento com HIP/F-127 reduziu
significativamente a migracédo na linhagem MCF-7 (Figura 6 A) em 24 horas, com ICso e ICso (p=0,0015
e p<0,0001, respectivamente) e em 48 e 72 horas (p<0,0001), quando comparadas com as células NT.
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As células MCF-7 néo tratadas nédo fecharam completamente a ferida, porém é possivel observar o
aumento na porcentagem de seu fechamento com o passar do tempo. Na linhagem MDA-MB-231
(Figura 6 B), a reducdo da migragédo celular apds o tratamento também foi significativa nos tempos de
24, 48 e 72 horas em ambas as concentracdes utilizadas (ICz0 e ICs0) em comparacdo com as células
NT (p<0,0001). As feridas néo tratadas da linhagem MDA-MB-231 fecharam em 24 horas, enguanto as
feridas tratadas permaneceram abertas em todos os tempos avaliados.

MCF-7 MDA-MB-231
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Fig ura 6. Porcentagem de fechamento das feridas apds tratamento com HIP/F-127 ( ICso e ICso), nas linhagens celulares MCF-
7 (A) e MDA-MB-231 (B). em 24, 48 e 72 horas.
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4. DISCUSSAO

Poucas pesquisas foram realizadas utilizando a hipericina em linhagens celulares tumorais de
mama. Até onde sabemos, nenhum estudo foi conduzido utilizando a HIP/F-127 em modelo de
neoplasia do epitélio mamario. Neste trabalho, verificamos a atividade antitumoral da HIP/F-127 nas
células MCF-7 e MDA-MB-231, a qual apresentou acao citotéxica dose-dependente, capacidade de
alteracdo na morfologia das células, além de reduzir a migracdo celular destas linhagens tumorais.

A hipericina é um fotossensibilizante bastante empregado em terapias fotodindmicas, no
entanto, por ser lipossoluvel, a sua acéo é prejudicada [9, 10]. O encapsulamento da hipericina com o
Plurénico F-127 foi capaz de resolver este problema, visto que a fluorescéncia emitida na internalizacéo
foi evidente e maior quando comparada com as células tratadas com hipericina sem o plurdnico. Ainda,
o efeito citotéxico ocorreu somente na presenca de luz nas células tumorais, a partir da concentracao
mais baixa testada (0,4 pumol/L HIP/F-127). Na linhagem celular ndo tumoral s houve efeito citotdxico
a partir da terceira concentracao testada (0,8 umol/L HIP/F-127), demonstrando assim a seletividade
da HIP/F-127 as linhagens celulares tumorais. Por ser um composto empregado em baixas doses e
mais seletivo para células cancerosas [15], possui potencial de causar menos efeitos colaterais
sistémicos e/ou danos em tecidos sadios.

Na avalia¢éo da citotoxicidade a longo prazo, a HIP/F-127, mesmo em doses subtéxicas (ICso),
promoveu reducao significativa no namero de colbnias nas duas linhagens tumorais, com reducéo total
na MDA-MB-231, nos tempos de 7 e 14 dias, em comparacéo as células NT. Isto significa que as células
diminuiram a sua capacidade de proliferagdo, o que sugere uma possivel capacidade de prevenir a
recorréncia do cancer de mama.

Na analise da morfologia celular, a a¢do do tratamento ocorreu de forma dose-dependente,
acarretando alteragcdes morfoldgicas celulares com a diminui¢cdo da confluéncia e morte celular. No
ensaio de migracao celular, o tratamento levou a reducéo da migragéo das células tumorais ja partir de
24 horas de tratamento em ambas as concentracdes testadas (ICso e I1Cso), sugerindo uma possivel
diminuicdo na capacidade de formacdo de metastases.

De maneira global, os resultados obtidos neste estudo foram promissores em ambas as
linhagens celulares avaliadas, mas foram mais evidentes na linhagem celular MDA-MB-231, que
representa um cancer de mama mais agressivo (chamado de triplo negativo) e que ndo possui terapias
especificas [16]. Sendo assim, a HIP/F-127 desponta como um agente promissor no tratamento deste
tipo de cancer de mama.

O mecanismo de acdo da HIP/F-127 em células tumorais de mama n&o esta totalmente
elucidado, e mais estudos sdo necessarios para a compreensdo das regides celulares em que este
tratamento atua, bem como qual via de morte celular ele promove.

5. CONCLUSAO
Até onde sabemos, este € o primeiro estudo que avaliou o efeito antitumoral da HIP/F-127 em
modelo de neoplasia do epitélio mamario. Os resultados demonstraram que baixas concentracdes de
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HIP/F-127 promoveram efeito antitumoral. Ainda, o Plurdnico demonstrou eficacia em solubilizar e
entregar o fotossensibilizante adequadamente as células. Portanto, a HIP/F-127 é um agente promissor
no tratamento do cancer de mama.
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1. INTRODUCAO

O cancer de colo de Utero ou cancer cervical (CC) € um importante problema de saude publica.
E o terceiro cancer mais incidente e o quarto com maior nimero de mortes entre as mulheres no mundo
[1]. No Brasil, é o terceiro mais frequente, excetuando-se os casos de cancer de pele ndo melanoma,
e 0 quarto com maior mortalidade entre as mulheres [2]. O nUmero de casos estimados para o pais,
para cada ano do triénio 2020-2022, é de 16.710, com um risco estimado de 16,35 casos a cada 100
mil mulheres [3]. Esse grande numero é preocupante, pois o CC é um tipo de cancer que possui
prevencdo primaria através da vacinacdo e também prevencdo secundaria, por meio de técnicas de
rastreio como a colpocitologia oncética (exame de Papanicolaou), que busca o rastreamento e deteccao
precoce das lesdes pré-cancerosas, a fim de proporcionar um tratamento eficaz para estas, e assim
evitar o cancer invasivo [4].

A infeccéo persistente pelo Papilomavirus humano (HPV) de alto risco carcinogénico (AR) é o
principal fator envolvido no desenvolvimento do CC. O HPV-AR 16 € o tipo mais frequente na populagdo
em geral e é considerado o principal causador do CC, sendo responsavel por aproximadamente 60%
dos casos, seguido do HPV 18, relacionado a aproximadamente 15% [5].

O tratamento do CC depende do estégio de evolugdo da doenca, tamanho do tumor e fatores
pessoais, como idade da paciente e desejo de ter filhos [6]. Entre os tratamentos utilizados estdo a
cirurgia, a quimioterapia, a radioterapia ou uma combinacao de radioterapia e quimioterapia [4, 7]. As
opcdes de tratamento com efeitos citotoxicos para evitar o avanco do CC ainda séo limitadas, de modo
gue a busca de novos compostos terapéuticos é de extrema importancia.

A terapia com produtos naturais ainda é pouco explorada para o CC, porém tradicionalmente,
estes tém sido um recurso extremamente eficaz tanto para a descoberta quanto no desenvolvimento
de medicamentos, por proporcionar uma enorme variedade de estruturas quimicas [8].

Dentre esses compostos naturais esta a crisina, flavonéide derivado da prépolis, que tem sido
investigada em uma ampla variedade de linhagens celulares de cancer tais como colon, pulmao, mama,
figado, préstata e leucemia, bem como em modelos tumorais animais, demonstrando propriedades
anticancer promissoras, principalmente por agir na inibicdo da proliferacdo celular e na apoptose [9,10].

Os efeitos anticaAncer da crisina em CC foram pouco investigados até o momento, e mostraram
inibicdo da proliferacé@o celular e indugéo da apoptose em células HelLa [11], inducdo da ativacdo de
p38 e NF kappaB/p65 [12], acdo na resisténcia de morte celular induzida por TRAIL (ligantes indutores
de apoptose relacionados ao TNF) [13] e indug&o da morte celular por impedir o ciclo celular e causar
apoptose pela via caspase-dependente [14]. Estudos ja realizados em nosso laboratério mostraram
gue a crisina apresentou efeito citotoxico frente as linhagens C33A, Hela, SiHa e CaSki, derivadas de
CC, agindo predominantemente pela via da apoptose. Além disso, também foi capaz de reduzir as
taxas de invasdo e migracdo celular nestas, evidenciando um potencial antimetastatico (dados ainda
néo publicados).
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Atualmente, os esferoides tumorais multicelulares vém sendo explorados na pesquisa de
cancer, pois sao sistemas de cultura de células tridimensionais que mais se assemelham com tumores
sélidos in vivo. A utilizacdo destes esferoides apresenta desde curvas de resisténcia a drogas
semelhantes ao encontrado em tumores soélidos como também restabelece caracteristicas morfologicas
e funcionais do seu tecido in vivo, sendo uma importante ferramenta em ensaios de citotoxicidade [15].

Sendo assim, este trabalho buscou avaliar o efeito antitumoral da crisina em células de CC, em
modelo de cultura celular 3D, bem como padronizar este modelo no laboratério de Citologia Clinica e
ISTs da Universidade Estadual de Maring& (LabCito/UEM).

2. MATERIAIS E METODO
2.1 Linhagens Celulares e Condi¢8es de Cultivo

Foram utilizadas as seguintes linhagens de células epiteliais cancerosas cervicais: HelLa (HPV-
18 positiva), SiHa (HPV-16 positiva), CaSki (HPV-16 e 18 positiva) e C33A (HPV negativa). Todas as
linhagens foram mantidas em garrafas de cultivo celular com meio de cultura DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB) em atmosfera controlada com 5% de CO2 a 37°C.
2.2. Padronizagédo da formagao dos esferoides

Para a formacé&o de esferoides, foram testadas as quatro linhagens celulares de CC em duas
técnicas diferentes:
e Gota suspensa em placas de Petri: Nesta primeira técnica, foram testadas gotas de 45 e 50 puL
com concentracdes de 4x10* a 6x10* células/mL que foram plagueadas na tampa da placa de
Petri e no fundo da placa foi adicionado 10 mL de PBS para manter a umidade em seu interior.
ApoOs trés dias, cada gota foi transferida para um poco de uma placa de 96 pocos revestida
com 100uL de agarose e em seguida foi observado em microscépio éptico a formacédo do
esferoide.
e Microplacas de cultura celular revestida com agar: Foram utilizadas placas de cultura celular
de 96 pocos revestidas com 100 yL de agarose, e foram testadas concentracfes variando de
1x10* a 6x10* células/mL, e em cada poco foi adicionado 200 pL de células. Também foi
avaliada a influéncia da centrifugacdo na formacao dos esferoides, onde para as placas que
foram centrifugadas foi usada uma rotacdo de 2.500 rpm por 1 minutos e por fim, as placas
foram incubadas por trés dias em estufa de CO2.
2.3. Tratamento

A crisina (5,7 dihidroxiflavona) 298% de pureza foi diluida em dimetilsulfoxido (DMSO), em uma
concentracdo de 40 mM e estocada a uma temperatura de -20° C. As linhagens celulares foram
expostas a diferentes concentracdes da crisina (0,78 uM a 200 uM) por 48 horas. Células tratadas
somente com DMEM ou DMSO (concentracdo final de 0,25%) foram utilizadas como controles
negativos.
2.4. Ensaio de citotoxicidade em esferoides

Para este ensaio primeiramente foi realizada a formac&o da cultura celular em 3D, para isso,
as células foram coletadas, contadas em camara de Neubauer para uma concentracgéo final de 6x10*
células/mL e adicionada 200uL em cada pogo em uma placa de 96 po¢os contendo 100uL de agarose.
Em seguida, a placa foi centrifugada usando 2.500 rpm por 1 minuto e incubada por 3 dias em estufa
de CO2. Apos formacdo dos esferoides, foi realizado o tratamento e incubacdo por 48 horas. Para
determinar a viabilidade celular foi realizado o ensaio de MTT, baseado na reduc¢é&o do sal de MTT 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) a formazan, no qual reflete o funcionamento normal da
mitocdndria e, portanto, a viabilidade celular. Para isso foi preparada uma solu¢do de MTT (2uM) e
adicionada (50uL) nas células. Em seguida, a placa foi incubada por 4 horas em estufa de CO2,
protegida da luz. A absorbancia foi medida em comprimento de onda de 570 nm.
2.5. Ensaio citostatico em esferoides

Para o ensaio citostatico, os esferoides foram formados a partir de uma concentragéo de células
de 1x10% Apo6s a formacéo, os esferoides foram tratados por 48 horas utilizando os 1C30, IC50 e 1C90
determinados em modelo 2D, em estudo anterior realizado em nosso laboratorio (HeLa:IC30= 27,6uM;
IC50=46uM e IC90= 82,8uM e CasKi: IC30= 36uM; IC50= 60uM e IC90= 108uM). Além disso, também
foi avaliada a evolugéo dos esferoides ndo tratados, mantidos apenas com DMEM puro. Apés o inicio
do tratamento foi realizada a captura de imagens de cada esferoide com uma camera acoplada a um
microscopio invertido de campo claro (Moticam 2000, Motic©) a cada 24 horas registrando os tempos
zero, 24 e 48 horas de tratamento. A andlise das imagens e medi¢des dos tamanhos das estruturas
tridimensionais foram feitas pelo software Moticimages Plus 3.0.
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2.6. Andlise Estatistica
Para andlise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prisma 5.0. A distribui¢&o t de Student
foi usada no teste de viabilidade. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS

A partir da primeira técnica avaliada, gota suspensa em placa de Petri, ndo foi possivel
desenvolver os esferoides, pois durante a transferéncia da gota para o po¢o da placa de 96 poc¢os o
aglomerado de células se desmanchava.

A segunda técnica, realizada através de microplacas de cultura celular revestida com &gar, por
sua vez, permitiu a formacdo dos esferoides, sendo entdo adotada para a padronizacdo do modelo.
Depois de testadas concentracdes variadas de células e realizacdo de ajustes nas etapas deste
método, obteve-se melhores resultados na formacdo dos esferoides quando as placas contendo as
células eram submetidas a centrifugacdo e em seguida eram mantidas em estufa. O meio era trocado
apo6s 48 horas para repor os substratos e entdo com 72 horas de formacao, os esferoides estavam
prontos para serem utilizados nos experimentos. As concentracdes de células utilizadas variaram de
acordo com a necessidade e objetivo do experimento. Para o teste de MTT, foi determinada uma
concentracdo de 6x10* células/mL e para a avaliacdo citostatica foi padronizado a concentracéo de
1x10* células/mL.

Dentre as linhagens celulares testadas para padronizacdo da cultura tridimensional, houve
sucesso na formacdo dos esferoides nas linhagens Hela, Siha e CasKi. A linhagem tumoral CasKi
formou esferoides compactos e com bordas bem definidas, a Hela produziu esferoides também
compactos, porém com células marginais difusas. A SiHa formou esferoides de morfologia disforme,
pouco compactos e também com células marginais difusas. Ja a linhagem celular C33A, ndo formou
esferéides, mas sim agregados frouxos, dimorficos e com pouco contato intracelulare, dessa forma,
ndo houve sucesso na padronizacdo da formacdo de esferéide para a linhagem C33A, sendo esta
excluida dos experimentos posteriores.

O ensaio de MTT foi realizado, por enquanto com a linhagem celular SiHa, onde foi possivel
determinar a curva-resposta da crisina. Para isso, os esferoides foram expostos a doses crescentes de
crisina por 48 horas e observou-se que esta droga possui acao citotoxica e atua de forma dose-
dependente na linhagem celular SiHa (figura 1). O DMSO diminuiu discretamente a viabilidade das
células apenas nas duas concentracdes mais altas testadas (100 e 200 uM), mesmo assim a crisina
reduz a viabilidade das células duas vezes mais. Os ICs para a linhagem celular SiHa estao descritos
na tabela 1.
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Figura 1. Curva de dose-resposta indicando a viabilidade
das células SiHa em 48 hora de tratamento.

Na avaliagcdo citostética, apesar de ndo ter sido estatisticamente significativo, foi possivel
observar visualmente que as linhagens celulares HelLa e CasKi apresentaram uma redu¢&o no tamanho
dos esferoides apds o tratamento com crisina, principalmente nos IC50 e IC90 (figura 2). Para SiHa
ndo foi possivel realizar essa andlise, pois com a concentracdo de células utilizada para esse
experimento, os esferoides formados ndo se mantiveram integros apds a manipulacéo para troca de
meio de cultura e adicdo do tratamento.
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Fig ura 2. Figura mostrando as variacdes na area dos esferoides formados pela linhagem celular HeLa (A) e CasKi (B) tratados
e nédo tratados com crisina.

4. DISCUSSAO

Neste trabalho, o modelo de cultura 3D foi padronizado para as células HelLa, SiHa e CasKi
utilizando a técnica de microplacas de cultura celular revestida com agar, ja que na técnica da gota
suspensa o aglomerado de células se desfazia durante o processo de transferi-los da placa de Petri
para a placa de 96 pocos revestidas com agarose, inviabilizando sua utilizacdo, uma vez que o objetivo
desta técnica era facilitar o inicio da formacgé&o do esferoide.

Além disso, foi observado que a quantidade de células utilizada para iniciar a formacao do
esferoide também influencia nas caracteristicas dos esferoides formados. Ainda, a centrifugacéo da
placa também contribui para facilitar a formacédo destes e para formar apenas um esferoide por poco,
ja que aproxima todas as células em uma mesma area. Dentre as quatro linhagens celulares de CC,
apenas a C33A nao formou esferoides, entretanto isso ndo prejudica o estudo, pois ainda € possivel
avaliar a acdo da crisina em outras trés linhagens tumorais de CC.

No ensaio de MTT, por enquanto, foi avaliado a viabilidade das células apenas na linhagem
celular SiHa, pois seus esferoides se desarranjam mais facilmente para a avaliacdo da citotoxicidade.
Assim, observou-se que a acao da crisina, nesta linhagem celular, foi mais potente no modelo 3D do
gque no modelo 2D. Estudos ja realizados em nosso laboratério com crisina em células de CC,
determinou, para a SiHa, um IC50 de 35uM apds 48 horas de tratamento. J4 com esferoides, o IC50
em 48 horas de tratamento foi reduzido para 20,13uM de crisina. Esse fenémeno j& foi observado em
outros estudos. Um trabalho que avaliou novas drogas para células de hepatocarcinoma (HepG2) e
cancer metastatico de préstata (DU145) também encontrou um IC50 menor em esferoides do que em
monocamada no mesmo tempo de tratamento. Esse estudo supfe que a maior sensibilidade dos
esferoides frente ao tratamento pode estar relacionada com mecanismos moleculares de sinalizacéo,
como a superexpressao de alguns receptores nos esferoides [16].

Na avaliacdo citostatica foi usada uma concentracdo menor de células, isso inviabilizou a
formacado dos esferoides com a linhagem celular SiHa, fazendo com que a estrutura formada fosse
mais frouxa e se desmanchasse. As linhagens celulares HeLa e CasKi formaram esferoides mais
estruturados que permitiram a realizacao do teste. Para o tratamento desses esferoides foram utilizados
os ICs definidos em monocamada, pois, por enquanto, ainda ndo foram estabelecidos esses valores
no modelo de cultura celular 3D para essas linhagens tumorais em nosso laboratério. Analisando a
area dos esferoides da Hela foi possivel observar um crescimento nos esferoides nao tratados apés
48 horas e uma reducado neste crescimento nos tratados. Na linhagem celular CasKi também houve
uma reducdo visivel, através da microscopia, na area dos esferoides tratados comparado aos nao
tratados.

5. CONCLUSAO

Através desse trabalho, a técnica de formacéao de esferoides foi padronizada no LabCito (UEM).
Além disso, esse estudo mostrou que a crisina possui agao citotdxica na linhagem celular SiHa e indica
uma acao citostatica nas linhagens HelLa e CasKi. Estudos complementares seréo realizados a fim de
avaliar o efeito citotéxico da crisina nas demais linhagens celulares de CC, bem como para
compreender a maior sensibilidade do esferoide & droga em comparacdo com o modelo em
monocamada.
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1. INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis restricted to Latin America, in which Brazil
is the country with the highest number of cases of this fungal infection. This chronic disease is
responsible for approximately 51.2% of deaths caused by systemic mycoses [1-3]. PCM affects mainly
male rural workers of productive age, since infection by the fungus Paracoccidioides spp is closely linked
to soil manipulation, with inhalation of infectious propagules occurring during this practice [3-5].
Pulmonary involvement associated with irreversible fibrosis, respiratory and adrenal insufficiency are
common complications in this mycosis [4, 6]. The drugs available for the PCM treatment belong to three
classes: azoles, sulfonamides and polyenes represented by amphotericin B. Although the latter is the
only option for the most severe cases of the disease, they have several side effects related to infusion
and hepatotoxicity [7].

Therefore, the difficulties for PCM treatment are precisely in the prolonged use of antifungals
with high toxicity and low efficiency, especially in solving pulmonary fibrosis. So, the search for new
compounds is an urgent demand [8, 9]. The virtual screening tool has been used for drug discovery
based on blocking specific pathogen targets. Thus, the molecules exerts its activity directly on the
pathogen, thus reducing toxicity in the host. Furthermore, the aim of this study was to determine the
efficacy of two compounds, previously selected by virtual screening, on the paracoccidioidomycosis
model [10, 11].

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Determination of inhibitory concentration and minimum fungicide (MIC and CFM)

The MIC was performed by the microdilution method in broth according to the guidelines of the
Clinical and Laboratory Standards Institute [12], with modifications. The molecules were serially diluted
in the plate. The inoculum suspension was adjusted to the final concentration of 1x10* cells/ml in the
wells of the plate. For the negative control, the RPMI 1640 medium was only used and, for the positive
control, the well must contain RPMI 1640 and inoculum. The MIC plates remained incubated for 7 days
at 35 °C. The minimum fungicide concentration (CFM) was determined by subculture in brain-heart
infusion agar (BHI), incubated for 7 days at 35 °C [13].
2.2 Checkerboard Assay

Synergistic interaction between amphotericin B (AmB) and the new molecule (separately) was
performed by the microdilution checkerboard method. The plate was incubated for 7 days at 35 °C. On
the sixth day was added to each well 0.02% of resazurin for visual evaluation of viability. The
interpretation is given by determining the fractional inhibitory concentration (FIC) through the formula
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2FIC = FICa + FICs, where FICa is the combination FIC+MIC of the little compounds, and FICs is the
combination FIC=-MIC of the amphotericin B alone. Thus, it was considered strongly synergistic effect
< 0.5, synergic < 1, an additive effect = 1, no effect 1 < FIC < 2 and antagonistic > 2 [13].

2.3 Time-Kill Assay

P. brasiliensis were cultivated in McVeigh Morton culture medium for 10 days under stirring of
80 rpm at 35 °C, where, after adjusting the inoculum, untreated yeasts were used as a control group. In
addition, two other groups were treated with different concentrations of the new molecule, distinctly, for
0,1, 3,5, 7,10 and 14 days. During each period, each group was aliquoted, diluted and plated in BHI-
agar supplemented. The plates were incubated for 7 days at 35 °C [14].

2.4 In vivo Assay

Balb/c male mice (20g) were infected via intratracheal with yeasts of P. brasiliensis and after 24
hours they were separated into groups containing 6 animals each and received treatment via
intraperitoneal (CEUA n° 9810191015). The control group received no treatment. Another group
received treatment with a molecule (5 mg/kg). After treatment, the mice were euthanized and the lung
was removed. One part remained reserved for histopathology and the other part was weighed,
macerated and plated in BHI-agar supplemented for colony forming units (CFU) determination. The
plates were incubated at 35 °C for 7 days. For histopathology analysis the organs were fixed 4%
paraformaldehyde and stained using the Hematoxylin-Eosin and Grocott (H&E with Grocott) technique
[13, 15].

2.6 Scanning electron microscopy (SEM)

Yeasts of Pbl18 were fixed by immersion in a solution containing glutaraldehyde and
paraformaldehyde in sodium cacodylate buffer (0.05 M), remaining overnight at room temperature. After
that, the sample were washed in cacodilate buffer and dehydrated with increasing concentrations of
alcohol. Lastly, yeasts were fixed on glass laminules with polylisin that were mounted on stubs, dried
through the critical point and coated in gold for scanning electron microscopy in Shimadzu SS-550 Super
Scan (Shimadzu, Tokyo, Japan). Two groups were used, distinguished by absence or presence of
treatment [16].

2.7. Statistical analysis

The results were analyzed using Prism 6.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA) with the

unpaired t-test. The values were considered significantly different when p< 0.05.

3. RESULTS

The antifungal activity of LMM6 was evaluated against five isolates of Paracoccidioides sp., the
minimum inhibitory concentration (MIC) values ranged from 0.25-2 ug/mL (Fig 1a). For all these isolates,
the minimum fungicide concentration (MCF) values ranged from 0.5-4 ug/mL (Fig. 1b).
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Figure 1. Sensitivity profile of Paracoccidioides isolates against visual growth inhibition treated

with LMM6 compou nd. A) Minimum inhibitory concentration (MIC) with cell viability evaluated by the addition of resazurin
solution. B) Minimal fungicide concentration (MFC) obtained by subculture of wells in BHI agar medium.

The five isolates of Paracoccidioides sp were also submitted to analysis of synergistic
interaction of the conventional drug (amphotericin B - AmB) with this new molecule. The LMM6 showed
a synergistic effect when combined with AmB, fractional inhibitory concentration (FIC) values ranged
from 0.312-0.62. Thus, all isolates were classified as synergistic or strongly synergistic (Table 1). It is
suggested that the combination of the two treatments presents better results if compared alone.
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Table 1. Interaction profile of Paracoccidioides spp isolates with LMM6 compound and
conventional Amphotericin B (AmB) compound

LMM®6 pg/mL AmB pg/mL Fractional Inhibitory Concentration (FIC)
ISOLATES
Comb LMM6 MICLMM6 Comb AmB MIC AmB > FIC Rating

Pb0116 0.125 0.5 0.125 0.5 0.5 Synergistic

Pb01 0.125 1 0.125 0.5 0.5 Synergistic

Pb18 0.125 2 0.0625 0.5 0.62 Synergistic
Pb0117 0.125 2 0.0625 0.5 0.312 Strongly Synergistic
Pb0113 0.125 2 0.25 0.5 0.526 Synergistic

LMM6 showed promising antifungal effect, in which the 2xMIC concentration (2 pg/mL) showed
a significant reduction in the colony forming unit (CFU) after 14 days of treatment (2 logio) as compared
to the control group (Figure 3a). The scanning electron microscopy showed morphological alterations in
the yeast treated with LMM®6, mainly rough surface and probable cell matrix extravasation (Fig. 3c). The
control group presented cells with multi-budding (Fig. 3b).
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Figure 3. LMM6 antifungal activity against Paracoccidioides brasiliensis. A) Time-Kill curve of P.
brasiliensis after exposure to LMM6 at different times (0, 1, 3, 5, 7, 10 and 14 days). B) Scanning electron microscopy
(SEM) of P. brasiliensis yeasts without treatment with LMM6 compound. C) Scanning electron microscopy (SEM) of P.
brasiliensis yeasts treated with LMM6 compound (2 ug/ml).

The LMM6 showed promising in vivo antifungal activity. The group treated with LMM®6 (14 days)
showed statistical reduction (p= 0.02) in the lung fungal burden compared to the control group (no
treated). The histopathological analysis of the treated lungs shows large areas with preservation of lung
tissue (Fig. 2c). While in figure 2b the tissue disorganization indicates the necrotic areas of the control

group.
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Figure 2. Evaluation of fungal burden in an experimental murine model for PCM. A) statistical reduction
(p=0.02) of the pulmonary fungal load in mice treated with 5 mg/kg LMM6 compound. B) Histopathological analysis of lung of the
control group (without treatment with LMM6 compound). Presents tissue injury and high fungal load. C) Histopathological analysis
of lung of the group treated with LMM6 compound. Presents tissue preservation and low fungal load.

4. DISCUSSION

The treatment of paracoccidioidomycosis requires long periods and does not exclude the
possibility of recurrences [17]. During clinical practice, there are few drugs used to treat PCM [18] and
those available may cause toxic effects to the patient. The discovery of new antifungal classes is
imperative.The application of bioinformatics tools such as virtual screening has allowed progress in the
development of new drugs that seek molecules with selective action to the fungals and that minimize
cellular damage to mammals.

The thioredoxin system participates in important functions for vitality fungal [19], in order to
contribute effectively to prolong the useful life of organisms [20], given its complexity and interconnection
with the functional state of cells, thioredoxin reductase (trrl) is a promising target for the development
of new therapeutic options Inhibitors of trrl revel important characteristics of the new antifungals due to
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their high selectivity and potency [21]. The MIC values of trrl inhibiting compounds in Paracoccidioides
isolates ranged between 8-32 ug/mL [20]. LMMBG6 that presents structural characteristics similar to these
reported compounds showed even better activity than the one described. The values obtained for MIC
varied between 0.25-2 ug/mL and for MCF they varied between 0.5-4 pg/mL. Studies of compounds
against isolates of Paracoccidioides spp that also have a specific target are described in the literature,
and they present results similar. Inhibitors of chorismate synthase, the MIC ranged between 2-32 ug/mL
[16]. A study with lapachol derivate, which has antimicrobial activity, showed MIC and MCF values
between 3.90-62.50 pg/mL [22].

Treatment with Amphotericin B (AmB) is indicated for the severe PCM, however, it is a strong
candidate to cause hepatotoxicity [20]. Further, the mechanism of action of AmB may favor the action
of other compounds [10]. For these reasons, the choice of this conventional drug for the treatment of
the disease was used to assess possible synergistic interaction with LMM6. The AmB MIC alone was
0.5 pg/mL for all isolates and, when combined with LMM®6, showed reduction. The FIC values varied
from 0.312-0.6, indicating a synergistic or strongly synergistic effect for all analyzed isolates. Similar
results could be seen for P. brasiliensis, in which the FIC value was 0.281 [23].

The results found from the time-kill curve indicate that the compound LMM6 showed a promising
antifungal activity against P.brasiliensis. The 2xMIC concentration induced a reduction >1 logio in the
10 and 14 days compared to the group that did not receive treatment. Studies previously carried out by
our group with Pb18 also showed promising results, where the compounds LMM5 and LMM11 showed
a reduction >3 logiwo in 14 days compared to the control group [13]. Thus, the SEM findings showed
morphological changes resulting in extravasation of extracellular matrix from P. brasiliensis, suggesting
that target inhibition of trrl can trigger damage of the fungal wall.

In addition, the in vivo assays showed very promising results with a 14 days treatment,
confirming anti-Paracoccidioides activity. The significant reduction in pulmonary fungal burden in the
treated group (LMM6) compared to the control group. Other studies of PCM experimental models have
achieved similar results. The treatment with chalcones [24] and oxadiazoles derivatives [14]
corroborating with our results. Histopathological analysis of mice treated with LMM6 showed maintaining
lung architecture as compared to the control group that revealed irreversible damage. Thus, this
treatment suggests an improvement in the face of irreversible sequelae such as pulmonary fibrosis
found in treated PCM patients.

5. CONCLUSION
The LMM6 compound demonstrates a promising candidate for paracoccidioidomycosis
treatment in accordance with the anti-Paracoccidioides results obtained in vitro and in vivo experiments.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) €é uma doenca infectocontagiosa causada principalmente por
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Estima-se que 1,7 bilhdes de pessoas ho mundo estao infectadas e
podem desenvolver a doenca [1].

O tratamento padrdo para TB é poliquimioterapico, extenso e pode apresentar efeitos colaterais, sendo
comum o abandono e o surgimento de bacilos resistentes. Essa é uma grande preocupacdo dos
profissionais de saulde, sendo assim, h4 uma busca constante por novos candidatos a farmacos
antituberculose, principalmente em casos de TB multirresistente.

A piperina (PIP) é um alcal6ide extraido de Piper nigrum e possui diversas propriedades biolégicas,
entre elas a atividade antimicobacteriana [2-3], além de atuar como inibidor de bombas de efluxo em
Mtb [4]. Outros estudos demonstraram a eficicia da combinagdo de PIP com farmacos anti-TB, tanto
in vitro [2] como em estudos clinicos [5].

A utilizacdo de nanoparticulas (NPs) como carreadores de substancias possui diversas vantagens
devido as suas propriedades fisico-quimicas. NPs podem trazer melhorias na farmacodindmica,
farmacocinética e toxicidade de farmacos [6] por melhorarem a solubilidade aquosa de substancias,
protegerem os medicamentos de possiveis degradacdes e permitirem a sua biodistribui¢céo controlada.
O Poli (Acido latico co-glicdlico) (PLGA) € um co-polimero sintético, capaz de aumentar a penetracao
de medicamentos em diversos tecidos e barreiras, e tem sido muito utilizado no encapsulamento de
substancias, a fim de melhorar suas a¢8es bioldgicas [7]. A quitosana é um biopolimero natural, que
possui vantagens em sistemas para entrega de farmacos. Com propriedade mucoadesiva, é capaz de
promover uma maior interacé@o, adeséo e retencdo no epitélio intestinal, aumentando a permeabilidade
de medicamentos [8-9].

Considerando o potencial anti-Mtb de PIP e as vantagens do uso de NPs, este trabalho teve como
objetivo realizar o encapsulamento de PIP em NPs poliméricas de PLGA revestidas com quitosana,
caracteriza-las e determinar sua citotoxicidade e atividade in vitro em Mtb.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Materiais
Polimero poli (4cido latico-co-acido glicélico) 50:50, peso molecular aproximadamente 19.000 (PLGA)
(Acros, Brasil); PIP 97% (Sigma Aldrich, Brasil); Quitosana, baixo peso molecular (Sigma Aldrich,
Brasil); &lcool polivinilico (PVA) (Sigma Aldrich, Brasil).
2.2. Preparacao de nanoparticulas poliméricas de PLGA (NPLGA)
As NPs de PLGA contendo PIP revestida com quitosana (NPLGA) foram preparadas pela técnica de
emulsificag@o-evaporagéo do solvente [10], com algumas modifica¢cdes. PLGA (50 mg) e PIP (5 mg)
foram dissolvidos em 1 mL de diclorometano. As fases foram unidas e gotejadas numa fase aquosa de
acido polilvinilico (1%, p/v) contendo quitosana (0,2% em &cido acético a 1%) e sonicada (5 min, 50%
amplitude) para produzir uma emulséo 6leo em agua (O/A). A emulséao foi submetida a evaporacao sob
vécuo a 37°C para solidificagdo de NPs e purificado por ultracentrifugagdo (16000 rpm, 60 min, 20 °C).
Apos, as NPLGA foram ressuspensas em 1 mL de agua ultrapurificada.
2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com arranjo de fotodiodos (PDA)
A analise das NPs foi realizada em cromatografo liquido de alta eficiéncia (Waters 2695) com Arranjos
de Fotodiodos (Waters 2998) (CLAE/PDA) usando o software Empower® para a aquisi¢cdo dos dados.
A separagdo foi realizada em uma coluna Gemini C18 (5, 250 x 4,6 mm). A fase moével utilizada foi
agua/metanol isocratica (30:70 v/v) com fluxo de 1,0 mL/min. As amostras foram solubilizadas em
cloroférmio e filtradas em membrana HV (Durapore) em PVDF de 0,45 pum.
2.4, Curva analitica de piperina
A curva de calibracdo foi determinada na faixa de 300,0 — 3,1 ug/mL de PIP. Foram preparadas
solugdes em diferentes concentragdes (300,0; 200,0; 100,0; 50,0; 25,0; 12,5; 6,2 e 3,1 pug/mL) em
triplicata. As areas dos picos referentes a PIP foram plotadas com as respectivas concentragées.
2.5. Porcentagem de encapsulacéo (EE%)
A eficiéncia de encapsulacéo de PIP foi determinada pelo método indireto através da quantidade de
PIP livre na solugdo de NPLGA. A suspenséo de NPs foi centrifugada a 16000 rpm por 60 minutos a
20°C. O sobrenadante foi recolhido, PIP livre foi extraida com cloroférmio e analisada por CLAE/PDA.
A andlise foi realizada em triplicata. A eficiéncia de encapsulacédo (% EE) foi determinada através da
equacao: %EE = (massa experimental/ massa tedrica) x 100.
2.6. Quantidade de ativo (QA)
A quantidade de PIP incorporada nas NPLGA preparadas foi determinada pela razdo entre a massa de
PIP contida na suspenséo de NPLGA e a massa da suspenséo de NPLGA pesada para a determinacéo,
multiplicada por 100. O resultado foi expresso em porcentagem de incorporacao.
2.7. Caracterizacdo macroscoépica e microscépica das nanoparticulas
A formulacéo foi analisada visualmente quanto a cor, aparéncia, consisténcia e separacgdo de fase. A
morfologia e homogeneidade das NPLGA formadas foram observadas por microscopia eletrénica de
transmissdo (JEM- 1400, JEOL, EUA). Uma gota da formulag&o foi aplicada em grade de cobre,
recoberta por filme de carbono, retirando-se o excesso de agua com papel filtro. Apéds, foi utilizado uma
gota de acido fosfotlngico 2,0% para o contraste, deixado em repouso por 10 min e o excesso foi
retirado com papel filtro. A grade foi mantida em temperatura ambiente por 24 horas para a completa
secagem.
2.8. Determinacé&o do diametro médio, indice de polidisperséo e potencial Zeta
A determinacgédo do didmetro médio e distribuicdo de tamanho das NPs foram obtidas pelo método de
espalhamento de luz e potencial Zeta pelo método de mobilidade eletrostatica, ambos a temperatura
de 25 * 0,1°C utilizando equipamento Litesizer 500 particle analyzer (Anton Paar, EUA). Para a
realizacdo das medidas as amostras foram diluidas em &gua ultrapurificada na propor¢éo de 1:50.
2.9. Ensaio de liberagao in vitro

O perfil de liberagéo in vitro das NPLGA foi realizado em solugfes de tampédo fosfato-salino
(PBS) em pH 7,4 e 1,2 com Tween 80 a 1,0% (p/v) em condi¢8es sink. As amostras foram analisadas
por 96 h em pH 7,4 e por 2 h em pH 1,2 em diferentes intervalos de tempo e mantidas em constante
agitacdo a 500 rpm a 37°C. A suspensdo foi centrifugada a 16000 rpm por 15 min para separar PIP
liberada das NPLGA. O precipitado foi disperso em meio de liberacdo e incubados até a proxima
amostragem. A PIP livre foi quantificada por CLAE/PDA.
2.10. Estudos de estabilidade
As NPLGA foram armazenadas a 5°C e 25°C durante 60 dias. Em intervalos pré-determinados (15; 30
e 60 dias), as amostras foram analisadas quanto aos aspectos macroscopicos, como transparéncia,
viscosidade e uniformidade, além de aspectos fisicos-quimicos como o didmetro médio, indice de
polidispersédo e potencial Zeta. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Os dados
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foram processados e submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as diferencas entre as médias
foram determinadas pelo teste de Tukey com nivel de significaAncia de 5%.

2.11. Citotoxidade em células Vero

A avaliacdo da citotoxicidade para PIP, NPLGA e NPLGAB (nanoparticulas poliméricas de PLGA
brancas — sem PIP) foi realizada conforme metodologia descrita [11], com modificacdes. Os ensaios
foram realizados em triplicata utilizando células epiteliais VERO ATCC CCL81 a 2,5 x 10° células/poco
com diferentes concentracdes das amostras. Os dados foram calculados como a porcentagem de
inibicdo e foi calculada a concentracéo de 50% de toxicidade celular (CCso).

2.12. Atividade anti-Mycobacterium tuberculosis

A concentracao inibitéria minima (CIM) para os isolados e cepa de referéncia de Mtb Hs7Rv, foi
determinada por método descrito anteriormente [12]. As substancias foram seriadamente diluidas em
Middlebrook 7H9 suplementado com OADC. O indculo bacteriano previamente padronizado foi
adicionado aos orificios contendo as diluic6es. As microplacas foram fechadas e incubadas a 35°C por
7 dias. Apds esse periodo, resazurina 0,01% foi adicionada a cada orificio e as placas foram
reincubadas por 24h. A mudanca da cor azul para rosa pela reducdo da resazurina, foi considerada
como presencga de crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor concentracao do farmaco
onde ndo houve mudanca de cor.

3. RESULTADOS

3.1. Curva analitica de piperina

A geracao da curva analitica de PIP e sua equacéo da reta (Figura 1) foi utilizada para os calculos de
eficiéncia de encapsulacéo e quantificacdo do ativo encapsulado nos ensaios de estabilidade.
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Figura 1. Curva de calibracdo da piperina.

3.2. Caracterizacdo macroscoépica e microscépica das NPLGA

As NPLGA apresentaram tamanho nanométrico, entre 465,80 e 621,60 nm, valores de indice de
polidisperséo entre 0,05 e 0,29 e valores de potencial Zeta positivos, entre 50,60 e 61,20 mV. Além
disso, NPLGA obteve uma porcentagem de encapsulacdo de 98,97% e 0,494% de quantificacdo do
ativo (Tabela 1). A MET revelou morfologias uniformes, esféricas, bem delimitadas e relativamente
agregadas (Figura 2).

Tabela 1. Caracterizacdo das nanoparticulas poliméricas.
NPLGA NPLGAB

Tamanho (nm) 465,80 621,60
Indice de polidisperséao 0,29 0,05
Potencial Zeta (mV) 50,60 61,20
Porcentagem de encapsulagéo o )
(EE%) 98,97%
Quantificacdo do ativo (%) 0,494% -

NPLGA: nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo piperina revestida com quitosana; NPLGAB: nanoparticulas poliméricas
de PLGA brancas.

Figura 2. Imagens das nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo piperina por MET (3A,
barra de escala 0,1 uM, 80.000x; 3B, barra de escala 0,2 um, 10.000x).
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3.3. Ensaio de liberagéo in vitro

Em pH 1,2 houve uma menor liberagdo de NPLGA, sendo de aproximadamente 2,83% em 2 horas e
em pH 7,4 obtivemos uma liberagcéo de 8,51% em 24 horas, aumentando esse percentual até 96 horas,
porém, ndo ultrapassando 12% (Figura 3A e 3B).
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Figura 3. Perfil de liberagdo das NPLGA em pH 1,2 por 2h (A) e em pH 7,4 por 96 h (B).

3.4. Estudos de estabilidade

Foram avaliadas temperaturas de 5 e 25°C, além de periodos de 15, 30 e 60 dias (Tabela 2).
O didmetro médio variou de 412,5 a 386,9 nm a 5°C e de 389,6 a 285,6 nm a 25°C. O indice de
polidispersdo sofreu minimas variagdes em alguns momentos. O potencial Zeta obteve resultados
elevados em todas condic¢des testadas.

o
=}
N
=}

Tabela 2. Diametro médio, indice de polidispersao e potencial Zeta das NPLGA para estudos de
estabilidade.

Temperatura 5°C 25°C
Dias 1 15 30 60 15 30 60
Parametro
Diametro médio (nm)  446,1* 412,5*" 379,1° 386,9° 389,6° 354,5° 285,6¢
Indice de 0,212 017*° 013" 0,18 0,18 0,06° 0,18

polidisperséo
Potencial Zeta (mV) 49,42 56,52 53,22 53,028 56,1* 52,080 47,28

As médias, seguidas pela mesma letra na linha, ndo diferem entre elas pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.5. Citotoxidade em células Vero
NPLGA, NPLGAB apresentaram CCso> 1000 pg/ml e PIP CCso 160 pg/ml, como observado na Tabela
3.

Tabela 3. Citotoxicidade em células Vero das nanoparticulas poliméricas e PIP.
CCso (ug/ml)

NPLGA >1000
NPLGAB >1000
PIP 160,50 + 7,78

NPLGA: nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo piperina revestida com quitosana; NPLGAB: nanoparticulas poliméricas
de PLGA brancas; PIP: piperina.

3.8. Atividade anti-Mycobacterium tuberculosis

As CIMs das NPLGA e PIP para Hs7Rv foi de 62,5 ug/ml e >500 pg/ml, respectivamente (Tabela 4).
Nos isolados de M. tuberculosis, a CIM de NPLGA e PIP variaram de 62,5 a >500 pg/ml e 31,25 a >500
pg/ml, respectivamente.
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Tabela 4. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) da cepa padrédo e de isolados clinicos de
Mycobacterium tuberculosis para PIP, NPLGA e NPLGAB.

CIM (ug/ml)

Isolados Perfil de resisténcia PIP NPLGA NPLGAB
Hs7Rv S 62,5% 62,5 >500
M3 S 31,25 125 NR
M1 INHR 31,25 125 NR
PL-1 INHR 125* 250 NR
MDR-1 INHR 125* 125 NR
M2 INHR STRR 250 500 NR
PL-2 INHR, STRR >500 >500 NR
MDR-2 RIFR, INHR, STRR, EMBR 31,25* 62,5 NR

S: sensivel; R: resistente; INH: isoniazida; STR: estreptomicina; RIF: rifampicina; EMB: etambutol; NPLGA:
nanoparticulas poliméricas de PLGA contendo piperina revestida com quitosana; NPLGAB: nanoparticulas poliméricas de PLGA
brancas; NR: ndo realizado; (*) necessita ser replicado.

4. DISCUSSAO

O sinergismo de PIP com farmacos anti-Mtb ja foi demonstrado em estudos prévios [2], mas sua baixa
solubilidade aquosa influencia a biodisponibilidade nos tratamentos orais [13]. Diante disso, esse
trabalho avaliou a PIP encapsulada em nanoparticulas poliméricas revestidas com quitosana in vitro.
As NPLGA apresentaram coloracdo branca e aparéncia homogénea, esféricas, regulares, aglomeradas
e com tamanho nanométrico (Figura 2), corroborando com valores de diametro médio encontrados pelo
método de espelhamento de luz (Tabela 1). Particulas <200 nm sao preconizadas pela nanomedicina,
porém estudos revelam que particulas maiores podem permitir uma liberagdo mais lenta dos farmacos
[14-15]. O indice de polidisperséo indica que sdo relativamente monodispersas com distribuicdo de
tamanhos homogénea [16]. O potencial Zeta caracteriza a carga superficial das NPs, influenciado pela
sua composicao [17-18]. Valores acima de + 30 mV indicam estabilidade, pois impede a agregacao das
particulas, por isso, avaliamos as NPLGA como estaveis [18-19]. O polimero PLGA, em meio neutro,
possui carga superficial negativa, atribuida aos grupos carboxil terminais, porém o valor positivo
presente no sistema é devido aos grupos amino do polimero hidrofilico quitosana [8].

Houve uma maior liberacdo de PIP em pH 1,2, podendo ser devido a maior solubilidade de quitosana
em pH acido [8]. Mesmo assim, mais de 88% permaneceu encapsulada, indicando possivel melhora
na biodisponibilidade e liberacdo no organismo. Outros autores observaram que a presenca de
guitosana diminuiu liberacdo de farmacos, sugerindo uma forte interacdo entre os dois elementos [20-
21]. Além disso, farmacos hidrofébicos, devido & sua baixa solubilidade aquosa, possuem liberacéo
inicial baixa [22-23].

No teste de estabilidade, o didmetro médio das NPs obteve variacBes de valores, indicando uma
diminuicdo no tamanho. Entretanto, o indice de polidispersdo demonstrou que o sistema permaneceu
monodisperso [16]. O potencial Zeta apresentou valores altos sem variagdes significativas. Além disso,
macroscopicamente, houve homogeneidade na cor, sem separacdo de fases visualizadas. Diante
disso, o sistema demonstrou estabilidade a 5 e 25°C durante os 2 meses analisados.

PIP livre apresentou CIM de 62,5 pyg/ml para Mtb Hs7Rv e CCso de 160,50 ug/ml, corroborando com
resultados encontrados por Hegeto et al. [2]. As NPLGA mantiveram a CIM para Mtb Hz7Rv e
apresentaram CCso > 1000 ug/ml, demonstrando uma melhora intensa na citotoxicidade. Em todos os
isolados testados, NPLGA apresentou CIMs superiores ou iguais a PIP livre. Entretanto, o sistema
sintetizado possui uma liberacdo sustentada, como observado no ensaio de liberacéo in vitro, que pode
interferir nesses resultados. NPLGAB néo apresentou atividade anti-micobacteriana.

5. CONCLUSAO

As NPLGA obtiveram resultados favoraveis quanto a sintese e caracteriza¢do, com uma alta eficiéncia
de encapsulacdo, tamanhos nanométricos, um sistema monodisperso e cargas superficiais estaveis
nas condicdes testadas. Além disso, em comparacao com PIP livre, apresentaram intensa diminui¢éo
na citotoxicidade em células Vero sem perda na atividade anti-micobacteriana. Desta forma, as NPLGA
possuem resultados promissores e um grande potencial para possivel administracdo oral de PIP.
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1. INTRODUCTION

Candida spp. is the most common cause of nosocomial bloodstream infections by fungal,
responsible for over 90% of these cases [1,2]. C. albicans remains the most frequent species, isolated
between 20-70% in clinical specimens [3,4]. Due to limited therapeutic arsenal for fungal infections
treatment, that currently is based on polyenes, azoles or echinocandins [5] and increase of drug
resistance [6], the search for new therapy has become an urgent need.

In silico approaches, such as virtual screening of chemical libraries against specific targets and
drug repositioning have been performed to reduce the high cost and long time required for the
development of new drugs [7]. One promising fungal target has been studied, is the thioredoxin
reductase (Trrl), a flavoenzyme which mainly confers oxidative stress resistance [8]. Recently, the
antifungal activity of two promising compounds that belong to the oxadiazoles class (LMM5 and LMM11)
and that were selected by virtual screening focused on C. albicans Trrl target were described against
Candida spp., Cryptococcus neoformans and Paracoccidioides spp. [9,10]. In this study, was evaluated
the antifungal activity, mechanism of action against C. albicans as well as the toxicity in murine model
of LMM6 compound, which also belongs to the oxadiazole class and that was selected by in silico
approach based on similarity to the LMM11 [9].

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Chemical Compounds

4-(N-ciclo-hexil-N-etilsulfamoil)-N-(5-(4-fluorofenil)-1,3,4-oxadiazol-2-il) benzamide (LMM®6)
was purchased from Life Chemicals Inc. (Burlington, ON, Canada). Amphotericin B (AMB), caspofungin
(CAYS), itraconazole (ITC) and fluconazole (FLC) were commercially acquired.
2.2. Antifungal susceptibility testing

The minimum inhibitory concentration (MIC) of LMM6 (0.5-256 pug/mL), AMB (0.032-16 pug/mL),
CAS (0.032-16 pg/mL), FLC (0.125-64 pg/mL) and ITC (0.032-16 pg/mL) were determined against 30
clinical isolates from C. albicans (approved by the Human Research Ethic Committee of State University
of Maringa, COPEP no. 2.748.843) and reference strain (ATCC 90028) based on broth microdilution
method (CLSI, M-27A3) [11], with modifications [10]. The minimum fungicidal concentration (MFC) and
guantitative analysis were also performed as previously described [10].
2.3. Time-kill curve assay

LMM®6 at concentrations of 16, 32, 64 and 128 ug/mL were incubated in 24-well plates at 35°C
with yeast (2-3 x 10° cells/mL) in RPMI-1640. Controls: drug-free (only culture medium) and fluconazole
(FLC; 0.25 pg/mL). CFU were determined at time points 0, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 28, 36 and 48 hours. The
fungicidal activity was defined as a = 99.9% (3 logio) reduction in numbers of CFU [12].
2.4. Ethics statement

All animal procedures were performed according to Brazil's National Council for Animal
Experimentation Control and approved by Ethics Committee for Animal Use (CEUA 3855010719).
2.5. Evaluation of the acute toxicity

The LMM®6 acute toxicity in a single dose was evaluated according to the guide for conducting
non-clinical toxicology and pharmacological safety studies necessary for drug development (Brazilian
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Health Surveillance Agency [13]). Inbred male Balb/c mice (6-7 weeks old, 20-30 g), were randomly
divided into five groups: HLTY (healthy animals; only PBS); IP control (treated intraperitoneally with the
vehicle; PBS, DMSO 1%, and Pluronic F-127 0.2%); IV control (treated through the lateral tail
vein/intravenous with vehicle); IP LMM®6 (treated with 50 mg/kg of LMM®6 intraperitoneally) and IV LMM6
(treated with 25 mg/kg of LMMBG6 through the lateral tail vein/intravenous). The hippocratic screening was
performed at 0, 15, 30, 60, 120, 240 minutes and daily. Body weight was recorded daily. After the 14th
day, the mice were anesthetized for blood collection and then euthanized. The organs, brain, heart,
kidneys, liver, lungs and spleen were removed, weighed and the relationship between organ weight and
body weight (RW= organ weight (g) / body weight on sacrifice day x 100) was established.

The biochemical analysis (aspartate aminotransferase, alanine aminotransferase, creatinine,
urea and glucose) were determined according to the manufacturer’s instructions (Gold Analisa
Diagnostica, Brazil). Haematology parameters (RBC; erythrocytes, WBC; leukocytes, platelet (PLT),
haemoglobin concentration (Hb) and haematocrit (Ht)) were determined by classical methods. For
differential leukocytes count was used May-Grunwald-Giemsa-stained. Hematimetric indexes were
calculated: mean corpuscular volume (MCV= Ht x 10/RBC); mean corpuscular hemoglobin (MCH= Hb
x 10/RBC) and mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC= Hb/Ht x 100).

2.6. LMMS6 antifungal activity in a murine model of systemic candidiasis

The female Balb/c mice (6-7 week-old, £ 20 g) was inoculated with C. albicans ATCC 90028 (5
x 10° yeast) by the lateral tail vein. Mice were randomly divided into three experimental groups (n=6):
LMMS6 (treated with LMM6 - 5 mg/kg), FLC (treated with fluconazole - 5 mg/kg) and Control (treated with
diluent: PBS, DMSO and Pluronic® F-127). The treatment started after 3 hours of infection (twice a day
for 5 days by via intraperitoneal). The mice were euthanized, kidneys and spleen were aseptically
removed for determination of the fungal burden. The detection of systemic and local cytokines in serum
and kidney, respectively, were conduced by flow cytometer (BD FACSCalibur™) with Mouse
Inflammation Kit, as manufacturer's instructions. For histopathological analysis, kidney was stained with
H&E and Grocott-Gomori [10].

2.7. Mechanism of action of the LMM6 compound

C. albicans (1 x 10* cells/mL) in RPMI-1640 was treated with LMM6 (8, 16, 32 and 64 ug/mL;
shaking 90 rpm/35°C/8 hours). Three controls were prepared: drug-free control (only culture medium),
conventional antifungal (AMB; 10 pg/mL) and hydrogen peroxide (H202; 5 mM). The cells washed and
resuspended with PBS. The cell membrane damage was analyzed by propidium iodide (PI; 1 pg/mL,
for 10 minutes). The intracellular reactive oxygen species (ROS) was measured by 2'.7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (H.DCFDA; 10 pM) —staining method for 1 hour in dark. The
analysis were conducted by flow cytometer (BD FACSCalibur™) after staining. Transmission electronic
microscopy (TEM) of yeast treated with LMM6 (16 ug/mL) at 35°C for 24 hours was prepared as
previously described [10]. Cells without drug treatment served as the control. The images were obtained
on a Zeiss 900 TEM2.

2.8. Statistical analysis

The data were evaluated as the mean + standard deviation (SD) using Prism 6.0 software
(GraphPad). In vivo treatment was analyzed using unpaired Student’s T-test and the other assays with
one-way analysis of variance (ANOVA) using the Bonferroni. Statistically significant values (p < 0.05).

3. RESULTS

For LMMS6, similar MIC values were reported (8-32 ug/mL) (Table 1). All C. albicans tested were
susceptible to AMB and CAS (100% - 31/31). For FLC, 96.8% (30/31) were susceptible and 3.2% (1/31)
was resistant. Whereas for ITC, 76.4% (24/31) were susceptible, 19.4% (6/31) dose-dependent-
susceptible (SDD) and 3.2% (1/31) was considered as resistant.

Table 1. Antifungal susceptibility of 30 clinical isolates and C. albicans 90028 reference strain to
LMM®6 and conventional antifungal drugs.

MIC (pg/mL) Interpretation N (%)
Antifungal drugs Range MICso MICgo Susceptible SDD Resistent
Amphotericin B 0.03-0.5 0.125 0.25 31 (100) 0 (0) 0 (0)
Caspofungin 0.03-0.25 0.125 0.25 31 (100) 0 (0) 0 (0)
Fluconazole 0.06 - >64 0.25 0.25 30 (96.8) 0(0) 1(3.2)
Itraconazole 0.03 - >16 0.125 0.25 24 (77.4) 6 (19.4) 1(3.2)
LMM6 8.0-32 16 32 - - -

Abbreviations; MIC: minimal inhibitory concentration; SDD: susceptible-dose-dependent.
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MICso and MICqo were defined as antifungal concentration capable of inhibiting 50% and 90% growth of the isolates, respectively.
LMM®6 MIC were defined as the lowest concentration able to inhibit the growth 280% as compared to positive control.
Conventional antifungals MIC were determined visually and interpreted according to M27-S4 document [14].

The best activity of LMM6 was observed between 64-256 pg/mL (Figure 1A), in which CFU
reduction was 25 logio (p<0.05). MCF results revealed a dose-dependent activity profile for LMM6
(Figure 1B). LMM6 showed better inhibitory effect than FLC from 6h (Figure 1C). Moreover, LMM6
showed fungicidal profile at three concentrations (32, 64 and 128 yg/mL). The reduction in the number
of viable cells was = 4 logio (> 99.9%), as compared to control.

Conirol
Fluconazole
16 pgimi
32 ppdmi
04 pgimi
- 128 pp/ml
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Figure 1. Fungicidal activity of LMM6 against C. albicans ATCC 90028. (A) Quantitative analysis by
logarithm reduction of colony forming units. (B) Minimum fungicidal concentration (MFC). (C) Time-kill curves plotted from logio
CFU/mL versus time (0-48 hours). Each data point represents the mean + standard deviation (error bars). *Values of p < 0.05
were considered statistically significant.
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The acute toxicity test showed that LMM6 caused no death in male mice during 14 days of
observation. Reduction of locomotion, lethargy and piloerection were observed in mice treated with
LMMB6 or vehicle, but they returned to normal after 24 hours. Increased heart rate was also noted in all
groups, including healthy mice, and returned to normal soon after manipulation.The relative weight of
organs was not affected by treatment with LMM®6 or vehicle. Except the lungs in the groups IP control
(0.85 £ 0.09 g) and IV control (0.85 + 0.08 g) that incresed compared to the healthy group (0.57 + 0.05
g; p<0.05). For LMM®6, the weight of the lungs was normal. Body weight was not affected by treatments.

LMMG6 and vehicle did not cause significant changes in biochemical parameters when compared
to healthy group. According to hematology analysis, MCHC index was decreased in mice treated with
LMM6 (IP LMM6 46.49 + 1.37%; IV LMM6 45.27 + 1.03%) or vehicle (IP control 44.88 + 0.50%; IV
control 45.92 + 0.73%) when compared to healthy group (49.21 + 1.83%; p<0.05). The platelet count
only differed for mice treated with vehicle (IP control 570.00 + 125.79 103/mm?3) in relation to healthy
mice (355.66 + 71.28 103/mm?3). For the other groups, there were no differences in platelet count. The
others hematological parameters showed no significant change in the analyzed groups. The leukocytes
differential count remained similar in all treated groups compared to the healthy mice. Only the total
leukocytes values increased significantly in the group IV control (10.0 + 2.6 103/mm?) when compared
to healthy mice (4.5 + 1.9 103/mm?; p<0.05).

The in vivo assay showed that LMM6 and FLC reduced the fungal burden in the kidney and
spleen when compared to the control group (p<0.05; Figure 2A and B).

A B) ©

Control LMMS FLU

L09¢ CFUY; tonse

Figure 2. In vivo effect of LMM6 on treatment of mice W|th systemlc candidiasis by C. albicans.
Fungal burden in the kidneys (A) and spleen (B). *Values of p < 0.05 were considered statistically significant. (C) Macroscopic
analysis of the kidneys. (D) Kidney histological section. White arrows indicate the presence of fungus in the tissue. Representative
kidney histopathological sections from 5 mice per group.
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Moreover, in the control group was observed white lesions visible covering the kidneys surface,
while in LMM6-treated mice or FLC, the kidneys were apparently healthy (Figure 2C). Histopathological
analysis showed tissue damage with increased presence of neutrophil infiltration and a large amount of
yeasts and hyphae in the control group (Figure 2D a), which decreased considerably in the mice treated
with LMM6 (Figure 2D b). For the FLC group, the fungal cells were not visible in the tissue (Figure 2D
C).

LMM6 was able to reduce proinflammatory cytokine levels, similar to FLC (Figure 3). Four
cytokines (IL2, IL6, IFN-y and TNF-a) were detected in both serum and kidney. In serum, cytokines IL-
2 and IFN-y showed no significant differences in all groups tested. In the kidneys, IL-2 was reduced for
FLC group e IFN-y decreased for LMM®6 (p<0.05). In the serum and kidney, IL-6 and TNF-a presented
reduction when treated with LMM6 and FLC as compared to control (p<0.05).

Figure 3. Cytokine detection in the kidney and serum of mice infected systemically with
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C. albicans and treated with LMM®6, fluconazole or phosphate buffered saline (PBS). The analysis
were conducted by BDTM Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Inflammation Kit and was analyzed on BD FACSCalibur™ flow
cytometer. Each data point represents the mean * standard deviation (error bars). *Values of p < 0.05 were considered statistically
significant in relation to control.

In order to determine the mechanism of action of LMM®6, we investigated cell membrane damage
and intracellular ROS accumulation by C. albicans cells treated with or without the compound. Analysis
of the PI penetration using flow cytometry showed that LMM®6 treatment induced an increase of stained
cells in a dose-dependent manner (Figure 4A), that is, greater permeability of the dye due to the damage
caused in the membrane. In addition, the effect of LMM6 was more pronounced than AMB and H20:.
Intracellular ROS levels were slightly elevated in cells after exposure to LMM6 at concentrations 8 and
16 pg/mL. In contrast, high concentrations of LMM6 (32 and 64 pg/mL) caused a marked ROS
accumulation increase in Candida cells (Figure 4B). These findings indicated that LMM®6 can induce the
ROS accumulation in C. albicans cells in a dose-dependent manner.

Figure 4. Effect of LMM6 on the cell membrane integrity (A) and intracellular ROS accumulation
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(B). The analysis were analyzed on BD FACSCalibur™ flow cytometer. Each data point represents the mean + standard deviation
(error bars). *Statistically significant (p < 0.05) in relation to control.

The TEM results showed several ultrastructure alterations in the cells of C. albicans treated with
LMMS, including irregular cell wall surfaces (ripple), regions of discontinuity of cell membrane, cytoplasm
lacking a clear organization of organelles and cytoplasmic retraction, resulting in an increase in the
space between the cell wall and the plasma membrane (Figure 5). The untreated yeast (control) showed
continuous cytoplasmic membrane, regular and intact cell wall. These findings are in accordance with
Pl assay.
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Figure 5. Representative transmission electron microscopy micrographs of C. albicans ATCC

90028. white arrows indicate irregular cell wall surfaces. Black arrows indicate regions of discontinuity of cell membrane and
asterisk shows cytoplasmic retractions. The analysis was performed on at least 20 fields.

4. DISCUSSION

Limited therapeutic arsenal and increase of drug resistance has intensified the search for new
antifungals [5,6]. Our group has been sought new therapeutic options by in silico approaches, as virtual
screening based on compounds similarity. In this study, we demonstrated the promising effect of LMM6
in inhibiting the growth of C. albicans. Evidence showed that the fungicidal therapy yielded higher initial
cure rates and reduced microbial persistence than fungistatic therapy in treatment of invasive
Candida infection [15]. LMM®6 presented a fungicidal profile with dose and time dependent activity.

Acute single-dose toxicity testing using small animal models is imperative in order to predict the
adverse effects of a new therapeutic compound [13]. LMM6 administration (intraperitoneal or
intravenous) was well tolerated, causing no modifications in clinical status, mortality or general behavior
of animals. Both, body weight and organs relative weight were normal indicating no toxic effect in treated
groups with LMM6. The body weight and the organ relative weight has been an important and sensitive
parameter for toxicology studies [16]. The liver toxicity and renal injury are the first and second-leading
cause of failure (drug attrition) associated with pharmaceutical development [17]. We highlight that no
signals of hepatotoxicity and nephrotoxicity were found in the biochemical analysis of groups treated
with LMM6. Similarly, hematological system analysis may assist in the determination of adverse effects
of developing drugs [18]. LMM6 did not affect the various hematological parameters evaluated, except
for MCHC index. Despite these differences, the values remained normal for this species [19].

In disseminated candidiasis, renal impairment is directly related to lethality in mice [20]. LMM®6
was able to control C. albicans infection, reducing renal fungal burden and inflamation. Although
neutrophils are crucial in the response against fungal, C. albicans-induced excessive infiltration of these
cells into renal tissue during systemic candidiasis can result tissue damage [21]. LMM6 also caused
reductions in pro-inflammatory cytokines, promoving homeostatic restoration. Similar data were found
by Basso et al, in which treatment efficacy was associated with modulation inflammation [22].

Our data indicate that the antifungal effect of LMM6 against C. albicans appears to be related
to its ability to cause damage to the cell membrane and to accumulate intracellular ROS. These results
can be explained by the fact that LMM6 was selected as an analogue of LMM11, that is, it focuses on
C. albicans trrl, which is important for oxidative stress resistance [8,9]. We hypothesized that inhibition
of this target by LMMB6 leads to loss of ability to maintain the redox state by cell C. albicans and generates
an accumulation of intracellular ROS that damages the membrane, increasing its permeability and
leading to fungal death. This effect could also be explored in the combination of compounds, since
LMM®6 could facilitate the entry of conventional drugs, improving the antifungal action as already
described for its analogue in a previous study [10].

5. CONCLUSION

LMM6 demonstrated activity antifungal both in vitro and in vivo against C. albicans without
showing hepatotoxic/nephrotoxic effects or altering the components of the blood. The membrane
damage and the accumulation of intracellular ROS are part of the mechanisms of action by which LMM6
exerts its effects on C. albicans. These results are promising in view of the urgent need for alternative
antifungal compounds to treat systemic mycoses and to prevent the development of fungal resistance.
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VARIAVEIS PRE-ANALTTICAS GERADORAS DE RECOLETA DE MATERIAL BIOLOGICO
NO LABORATORIO DE ENSINO E PESQUISA EM ANALISES CLINICAS (LEPAC- UEM)
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Introducédo: O processo de andlise laboratorial é dividido em trés fases: pré-analitica, analitica e
pos-analitica, sendo cada etapa uma fonte potencial de erro. A fase pré-analitica concentra a maior
periodicidade de erros associados a exames laboratoriais, todavia, € importante que os profissionais
envolvidos nesse processo entendam que esta fase € crucial para um exame de qualidade.
Obijetivo: Identificar causas de recoletas no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Analises Clinicas
da Universidade Estadual de Maringa (LEPAC - UEM) com énfase nos procedimentos de coleta de
amostras biologicas e implantar medidas que auxiliem monitorar a fase pré-analitica por meio da
implementacéo de indicadores de recoleta. Material e métodos: O presente estudo foi executado
através do acompanhamento semanal, das solicitac6es para recoletas de amostras biolégicas dos
pacientes atendidos, no LEPAC. Os dados foram coletados de Janeiro de 2015 a Julho de 2020,
com intuito de reconhecer e monitorar fontes de erros, para prevencdo de eventos adversos,
ocorridos na fase pré-analitica dos exames laboratoriais. Resultados: Os dados foram separados
por tipo de amostra bioldgica (sangue, fezes, urina e cultura de fungos) e foram tabulados os motivos
das solicitacdes de recoletas do material biolégico. Dentre elas estédo as confirmacdes de resultados
(11,04%), contaminacéo (18,51%) hemdlise (32,38%) e outros fatores (33,86%), que compreende a
troca de material biolégico, amostra insuficiente, amostra coagulada, amostra coletada em tubo
errado, identificacdo errada, amostra lipémica e tempo de jejum insuficiente. Concluséo: Os
indicadores pesquisados apontam outros fatores como a maior causa dos erros intercorrentes na
fase pré-analitica entre os anos 2015 e 2020. A implantac@o da gestdo de qualidade é importante,
pois monitora erros e garante a qualidade da assisténcia. Treinamentos de instrugées a novos
colaboradores, assim como ag¢fes de incentivo a padrdes exigidos da qualidade s@o importantes e
devem ser explorados pelos laboratérios clinicos.

Palavras-chave: programa de garantia de qualidade; recoletas; amostras hiolégicas.
Area teméatica: Bioquimica clinica
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MANIPULAGAO DA MICROBIOTA ATRAVES DE ANTIBIOTICOS E PROBIOTICOS TEM
EFEITO POSITIVO CONTRA O ESTRESSE OXIDATIVO CAUSADO PELA ISQUEMIA E
REPERFUSAO INTESTINAL NO ILEO DE RATOS
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Introducéo: Isquemia e reperfusédo (IR) intestinal ocorrem quando ha bloqueio do aporte sanguineo
ao tecido e posterior restabelecimento deste, com grande oferta de oxigénio, favorecendo a geracéo
de espécies reativas de oxigénio que contribuem para o dano intestinal e sistémico observado nessa
patologia. Objetivo: Comparar os efeitos da manipulagéo da microbiota intestinal por antibiéticos ou
probioticos sobre o estresse oxidativo do ileo de ratos submetidos a IR intestinal. Material e
métodos: Aprovacdo Comisséo de Etica no Uso de Animais n°2869200218. Ratos Wistar machos
foram distribuidos em 7 grupos (n=5). O grupo C foi somente anestesiado. Os grupos IRC, IRP e
IRA sofreram oclusdo da artéria mesentérica superior durante 45 minutos, seguido de 72 horas de
reperfusdo. Os grupos SC, SP e SA passaram pelos procedimentos cirlrgicos, porém sem isquemia.
SA e IRA receberam metronidazol (100 mg/kg), vancomicina (100 mg/kg), neomicina (200 mg/kg) e
ampicilina (1 g/L) por 72 horas antes e durante a reperfusdo. SP e IRP receberam
Lactobacillus casei, L. acidophilus, Lactococcus lactis, Bifidobacterium lactis, B. bifidum (8,3x10°
UFC) 14 dias antes e durante a reperfuséo. O ileo distal foi coletado para analise da atividade das
enzimas glutationa-s-transferase (GST), catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e niveis de
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em placa de 96 pocos e espectrofotdbmetro. As andlises estatisticas
utilizadas foram One-Way ANOVA e pés-teste de Tukey, com valores de p<0,05 considerados
significativos. Resultados: O quadro de estresse oxidativo foi observado no grupo IRC,
caracterizado pelo aumento em todos os parametros analisados. Os probiéticos (IRP) amenizaram
as alteracdes oxidativas, observando-se aumento somente da CAT e SOD. Porém, os antibidticos
(IRA) mostraram melhor desempenho contra o dano oxidativo, apresentando aumento somente na
CAT. Conclusé@o: A manipulac@o da microbiota tem efeito positivo na reducéo do estresse oxidativo
intestinal decorrente da IR, sendo a administracédo de antibiéticos, mais efetiva nessa protecéo.

Palavras-chave: artéria mesentérica superior; Lactobacillus; bactérias.

Financiador: CAPES
Area tematica: Bioquimica clinica
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QUIMIOTERAPICO 5-FLUOROURACIL PROMOVE INFLAMAGAO NO
PULMAO DE RATOS WISTAR
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Introducgédo: Os quimioterapicos sdo constantemente utilizados nos tratamentos de canceres, no
entanto, apresentam varios efeitos colaterais. Alguns tem o papel de inibir a diviséo celular a partir
do blogueio de sintese do DNA e RNA como o farmaco 5-Fluorouracil. Desta forma, ele consegue
ser eficiente na reducdo de células tumorais. Por ndo ser um farmaco direcionado ao cancer ele
afeta células normais e saudaveis e pouco se sabe sobre seu efeito no pulméao durante o tratamento
guimioterapico. Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da dose padrdo do 5-FU
sobre os parametros inflamat6rios no pulméo de ratos Wistar saudaveis. Material e métodos: Foram
utilizados 16 ratos Wistar machos divididos em grupo controle e tratado. A administracdo do 5-FU
no grupo tratado foi realizada com dose clinica padrao de 15 mg/kg por 4 dias seguidos, 6mg/kg por
4 dias alternados, 15mg/kg no 14° dia e eutandsia no 15°. Os animais controle foram tratados com
veiculo (solucdo salina 0,9%). Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Conduta e
Etica CEUA (n°4422140918). Os animais foram eutanasiados e o pulm&o coletado para avaliar a
atividade enzimética das enzimas mieloperoxidase (MPO), N-acetil-glicosaminidase (NAG). O oxido
nitrico (NO) foi avaliado por meio indireto pela quantificacdo do nitrito por meio da reagéo de Greiss.
As andlises estatisticas foram realizadas pelo teste t de Student. Resultados: Houve o aumento
estatisticamente significativo na atividade das enzimas MPO e NAG, também aumentaram o0s niveis
de nitrito do grupo tratado com 5-FU em comparacgédo ao grupo controle. Conclusé&o: O tratamento
com a dose clinica padréo de 5-FU por 14 dias promove inflamacéo no pulméo de ratos saudaveis.

Palavras-chave: cancer; enzimas; farmaco.
Financiador (es): CAPES
Area teméatica: Bioquimica clinica
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AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO DE POTASSIO NO HUMOR VITREO DE RATAS
WISTAR COMO CONTRIBUIGAO PARA A ESTIMATIVA DO INTERVALO POST MORTEM

Rafaela Daleffe Pepino'; Amanda Regina Nichi de S&?; Lilian Brites Campos Shimada®
1Académica de Pds-Graduagdo (Mestrado) em Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade Estadual de Maring4,
Maringa/PR.

2Docente — Departamento de Parasitologia Basica, Universidade Estadual de Maringé.

3Docente — Departamento de Medicina, Centro Universitario Integrado.

Introducédo: O intervalo post mortem corresponde ao intervalo entre a morte do individuo e o
encontro do respectivo cadaver, e pode ser estimado por meio da avaliacdo da concentracao de
potassio (K*) no humor vitreo que tende a se elevar com o tempo decorrente da morte. Objetivo: O
objetivo deste estudo foi analisar a concentracdo de K* em humor vitreo de ratas Wistar no periodo
de 2 a 24 horas ap0s o sacrificio dos animais. Material e métodos: O presente estudo foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA 3496/2018). Utilizou-se 16 ratas fémeas da
linhagem Wistar com 90 dias de idade (300 a 350 g). Os animais foram eutanasiados com uma
mistura de 10 mg/kg de xilasina + 120 mg/kg de quetamina e, em seguida, foi realizada a coleta do
humor vitreo do olho esquerdo (tempo 0) e do olho direito nos seguintes intervalos post mortem: 2,
4, 18 e 24 horas com n = 4 em cada intervalo. A concentracdo de K* foi avaliada pelo método de
eletrodos ions-seletivos. A analise estatistica foi realizada por teste ANOVA one-way, seguido do
pés-teste de Newman-Keuls (Graphpad Prism 5.0). Valores de P<0,05 foram considerados
significativos. Resultados: Foi possivel observar um aumento nao significativo na concentracédo de
jons de K* no humor vitreo de ratas Wistar, principalmente entre os intervalos de 2 a 18 horas ap6s
a morte. Houve maior dificuldade na coleta do humor vitreo nos intervalos com mais de 4 horas apés
o sacrificio dos animais, devido a quantidade de amostra em animais de pequeno porte. Concluséo:
O nivel de K+ no humor vitreo de ratas Wistar ndo foi alterado de forma significativa nos intervalos
post mortem avaliados, assim sdo necessarios maiores estudos sobre a dosagem de potassio e sua
aplicacéo para estimativa de intervalo post mortem na area de medicina legal.

Palavras-chave: medicina legal; humor vitreo; potassio.
Area temética: Bioquimica Clinica.
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CANCER DE COLO DO UTERO: UM OLHAR PARA O SEGUIMENTO

Eliane Cristina dos Santos Souza1; Izabela Medina D’Ambros1; Ana Caroline Costa da Silva2;

Elayne Caroline Torres Pereira2; Eudilanay Ferreira Moura2; Danielle Rosa Evangelista3
1Académico de P6s-Graduacgéo (Mestrado) em Ciéncias da Salde, Universidade Federal do Tocantins (UFT), Palmas/TO
2Académica de Graduagédo em Enfermagem, Universidade Federal do Tocantins (UFT), Palmas/TO

3Docente — Curso de Graduacao em Enfermagem e Curso de Pés-Graduagdo (Mestrado) em Ciéncias da Salde,
Universidade Federal do Tocantins (UFT), Palmas/TO

Introducédo: A importancia epidemiolégica do cancer de colo do Gtero no Brasil e sua magnitude
social, as condi¢gBes de acesso da populacao brasileira a atencdo oncoldgica fragilizadas, os custos
cada vez mais elevados na alta complexidade refletem a necessidade de estruturar uma rede de
servicos regionalizada e hierarquizada que garanta atencdo integral a populacdo. Objetivo:
Monitorar o seguimento de mulheres com laudos alterados na regido Capim Dourado do Tocantins.
Material e métodos: Aprovado sob parecer n® 4.152.647, estudo do tipo avaliativo, realizado na
macrorregido Capim dourado do estado do Tocantins, com amostra de 418 laudos de mulheres, em
2019. A busca ocorreu no sistema de informacéo de cancer, no médulo Monitoramento. As variaveis
foram idade, presenca de alteracdo no laudo, principais alteracdes e informa¢ces do seguimento
(conduta e adequabilidade da conduta). Os dados foram analisados utilizando-se estatistica
descritiva simples. Resultados: A média de idade foi 39,03+14,7 anos. Dos 418 laudos analisados,
34 (8,13%) apresentaram alteracdo. Dos 34 (100%), 17 (50%) estavam em seguimento. As
alteracdes atipicas em epitélio escamoso foi mais prevalente, 33 (97%). O Unico laudo com
alteracdes atipicas em células glandulares foi de significado indeterminado. Apenas 7 (20,5%) a
conduta foi adequada. As inadequacfes consistem em total auséncia de condutas, quando o ideal
seria 0 encaminhamento para colposcopia ou repeticdo do citopatolégico. As lesdes em células
escamosas de alto grau e em epitélio glandular foram mais incoerentes nas condutas, o que
demonstra menor qualidade no seguimento das mulheres. Conclusdo: O seguimento ndo esta
ocorrendo de forma adequada para 100% das mulheres com laudos alterados o que pode estar
associado aos elevados numeros de mortalidade por cancer de colo do Gtero no estado do
Tocantins.

Palavras-chave: seguimento assistencial; neoplasias de colo do Utero; laudos alterados.
Area temética: Citologia clinica
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SEGUIMENTO NO CANCER DO COLO DO UTERO
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Universidade Federal do Tocantins (UFT), Palmas/TO

Introducéo: Diretrizes brasileiras para o rastreamento do cancer de colo de Utero subsidiam os
profissionais da salde em suas praticas assistenciais na tomada de decisdo em relacdo a
organizacao e estruturacao da linha de cuidados da mulher com cancer do colo do Gtero. Objetivo:
Monitorar o seguimento de mulheres com laudos alterados na regido llha do Bananal, do Tocantins.
Material e métodos: Aprovado sob parecer n® 4.152.647, estudo do tipo avaliativo, realizado na
macrorregido llha do Bananal do estado do Tocantins, com amostra de 329 laudos de mulheres, em
2019. A busca ocorreu no sistema de informacéo de cancer, no médulo Monitoramento. As variaveis
foram idade, presenca de alteracdo no laudo, principais alteracdes e informag¢des do seguimento
(conduta e adequabilidade da conduta). Os dados foram analisados utilizando-se estatistica
descritiva simples. Resultados: A idade média foi 38,31+9,8 anos. Dos 329 laudos analisados, 16
(4,8%) apresentaram alteracdo. Dos 16 (100%), apenas 5 (31,25%) estavam em seguimento. Todas
(100%) as alteracBes atipicas encontradas foram em epitélio escamoso. Apenas em 3 (18,75%) a
conduta foi adequada. A inadequacao mais prevalente consistiu em total auséncia de conduta frente
ao laudo, caracterizando desassisténcia a mulher. Das 16 alteracdes, 4 (25%) foram as lesdes em
células escamosas de baixo grau e em todas ndo houve nenhum encaminhamento ou conduta
assistencial. Esses dados representam baixa qualidade no seguimento das mulheres na regido llha
do Bananal. Concluséo: A auséncia de condutas ou o seguimento inadequado como o preconizado
pelas evidéncias cientificas acarreta em riscos importantes para a salude das mulheres, onde se
espera que seja adequada para 100% das mulheres com laudos alterados. Dessa forma, acredita-
se que pode estar associado aos elevados numeros de mortalidade por cancer de colo do Gtero no
estado do Tocantins.

Palavras-chave: cuidados de seguimento assistencial; caAncer de colo do Utero; laudos alterados.
Area temética: Citologia clinica
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CELL INTERNALIZATION AND SUBCELLULAR DISTRIBUTION OF HYPERYCIN
ENCAPSULATED IN PLURONIC® F-127 IN HUMAN CERVICAL CANCER CELLS

Lucimara Rodrigues Carobeli'; Maria Vitéria Felipe de Souza®; Kayane Harumi Mashiba?; Gabrielle
Marconi Zago Ferreira Damke?®; Gabriel Batista César*; Renato Sonchini Gongalves*; Noboru Hioka?*;
Wilker Caetano?*; Marcia Edilaine Lopes Consolaro®

!Postgraduate student (Master’s degree), Program of Biosciences and Physiopathology, State University of Maringa
2Undergraduate student in Biomedicine, State University of Maringa

3Postgraduate student (Doctoral degree), Program of Biosciences and Physiopathology, State University of Maringa
“Professor, Department of Chemistry, State University of Maringa

SProfessor, Department of Clinical Analysis and Biomedicine, State University of Maringa

Introduction: Cervical cancer is the fourth most common in the female population worldwide and
current treatments are not effective. Hypericin (HYP), isolated from plants of the genus
Hypericum perforatum, is a potential photosensitizer for photodynamic therapy against tumors with
selective cytotoxic effect. However, HYP presents high hydrophobicity and form aggregates in body
fluids, that affect their photophysical and biological effects. Drug delivery systems, such as F-127
Pluronic® nanoparticles, can improve HYP solubility and bioavailability, however, this association has
not yet been tested against cervical cancer. Objective: To evaluate cellular uptake and subcellular
distribution of HYP encapsulated in F-127 (HYP/F127) in cervical cancer cells. Material and
methods: Cell lines derived from cervical cancer, SiHa (HPV 16 positive) and CaSki (HPV 16 and
18 positive), and the spontaneously immortalized human epithelial cell line, HaCaT, were seeded in
24-well plates at a density of 1.5x10° cells/mL and were fixed overnight at 37 °C and 5% CO2. To
verify internalization, the cells were treated with 5 ymol/L of HYP/F127 for 30 minutes. To verify
subcellular distribution, the cells were incubated for 15 minutes with probes for mitochondria
(MitoTracker®, Invitrogen) and nucleus (NucBlue®, Live ReadyProbes®) and for 30 minutes with
HYP/F127 (5 umol/L). An inverted fluorescence microscope with DAPI (blue), RFP (red) and GFP
(green) filters (EVOS®, Life Technologies) was used to observe the cells. Results: SiHa and CaSki
cells showed high intensity of fluorescence emitted by HYP, mainly in the cytoplasm, when compared
to HaCaT. In the overlapping images, we observed that the fluorescence of HYP/F127 coincides with
the fluorescence of the mitochondria, but not that of the nucleus. Conclusion: HYP encapsulated in
F-127 has a high capacity to permeate the cytoplasmic membrane and internalize in the cytoplasm
and mitochondria of cervical cancer cells, reaffirming the potential of this association for
photodynamic therapy.

Keywords: cervical cancer cell lines; hypericin; pluronic F-127.
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Thematic Area: Clinical Citology
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ARTEPILLIN C INDUCES CYTOTOXIC EFFECTS ON BREAST CANCER
CELLS THROUGH NECROSIS AND LATE APOPTOSIS
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Souza?; Edilson Damke?; Patricia de Souza Bonfim-Mendonga?; Djaceli Sampaio de Oliveira
Dembogurski®; Denise Brentan da Silva®; Marcia Edilaine Lopes Consolaro?; Vania Ramos Sela da
Silva?

!Postgraduate student (Doctoral degree), Program of Biosciences and Physiopathology, State University of Maringa

2Professor, Department of Clinical Analysis and Biomedicine, State University of Maringa
SLaboratory of Natural Products and Mass Spectrometry (LAPNEM), Federal University of Mato Grosso do Sul

Introduction: Breast cancer is a major public health problem and the leading cause of cancer death
in women. Treatment options are limited and have several side effects. For this reason, there is an
intense search for new antitumor agents, among them, derived from natural compounds. Artepillin C
is one of the main constituents of some Brazilian propolis and demonstrated important activities
including antitumoral effect, as preliminary studies of our research group conducted in breast cancer.
Objective: To evaluate the death pathways of artepillin C in two different human breast cancer cell
lines. Material and methods: Cell lines derived from breast cancer, MCF-7 (positive for estrogen,
progesterone, and HER2 receptors) and MDA-MB-231 (negative for estrogen, progesterone, and
HER2 receptors) were seeded in 6-well plates at a density of 2.5x10° cells/mL and maintained at
37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2. After 24h, the cells were treated with artepillin C
(IC50 for each cell line) for 48h. At the end of the treatment period, the cells were trypsinized,
centrifuged, washed, and resuspended in an annexin-binding buffer. Then, they were stained with
Annexin-V/FITC and PI for 15 minutes and analyzed in flow cytometry. Untreated cells were used as
a negative control (NC). GraphPad Prism 6.0 software was used to analyze the data, in which
significant differences among means were calculated using analysis of variance (ANOVA) followed
by Tukey—Kramer multiple comparisons test. Results: IC50 doses of artepillin C induced significant
necrosis and late apoptosis in MCF-7 cells (p<0.0001 and p=0.0012, respectively) and in MDA-MB-
231 (p<0.0001 for both), after 48h of exposure. Conclusion: These results show that artepillin C can
significantly induce cytotoxic effects on breast cancer cells through necrosis and late apoptosis.

Keywords: breast cancer cell lines; artepillin C; cell death pathways.
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SAUDE MENTAL ADOLESCENTE: AVALIAGAO SOBRE DEPRESSAO EM ESTUDANTES
DE UMA CIDADE DE PEQUENO PORTE.
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Introducdo: Os transtornos de ansiedade e depressdo entre adolescentes aumentam de forma
exponencial em todo mundo segundo a Organizacdo Mundial da Saude, no Brasil, pesquisas
estimam uma proporcdo de 12,7% a 13,2% de depressdo moderadamente grave a grave em
adolescentes. Depressédo nessa faixa etaria € um verdadeiro problema de saude publica, porém a
presenca desta enfermidade em adolescentes de cidades pequenas ainda é pouco estudada.
Objetivo: Rastrear a presenca de depressdo em adolescentes de 13 a 17 anos de um municipio de
pequeno porte do noroeste do Parana. Material e métodos: Foi realizado um inquérito com
abordagem quantitativa por meio de um instrumento de rastreio de episddios depressivos, o PHQ —
9 (Patiente Health Questionnaire — 9) em uma amostra de 324 estudantes de escolas do campo, da
periferia e da regido central do municipio de Marialva-PR. Foi calculada prevaléncia com intervalo
de confianca de 95%, realizados em software Excel (versdo 6.0). A pesquisa foi aprovada pelo
comité permanente de ética em pesquisa com seres humanos (UEM), parecer 3.764.136.
Resultados: 20,05% (65) estudantes foram caracterizados com depressdo moderada a grave,
20,05% (65) com depressédo grave, 24,1% (78) com depressdao moderada, 20,05% (65) com
depressao leve e 15,75% (51) com depressao minima. Escolas da periferia apresentaram maior
prevaléncia de depressdo moderadamente grave a grave (46,3 %), seguida de escolas do centro
(39,4%) e escolas do campo apresentaram menor prevaléncia (14,3%). Conclus&o: E necessario
haver mais comprometimento do poder publico local das cidades de pequeno porte para
acompanhamento da saude mental dos adolescentes, investindo em apoio psicolégico e
acolhimento além de um maior envolvimento das escolas no combate e prevencédo da depresséo
dos estudantes.

Palavras-chave: depresséo; adolescente; salde mental.
Area temética: Epidemiologia
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TAXA DE MORTALIDADE EM GESTANTES INFECTADAS COM HIV
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Introducdo: Em 2017 registrou-se mundialmente 3,6 mil ébitos em gestantes devido ao virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Ao analisar o Brasil, ha um aumento (38%) na deteccédo dos
casos de gestantes HIV positivo, entretanto, dados relativos a mortalidade materna no pais pela
doenca ainda permanece dificeis de serem encontrados em literatura. Objetivo: Verificar a taxa
de mortalidade de gestantes devido a infeccédo por HIV no Brasil. Materiais e métodos: Dados
obtidos pelo Sistema de Informacéo sobre Mortalidade (SIM), que é de dominio publico. Coletou-
se informag®es através de filtros com base nos anos de 2014 a 2018, regides do Brasil e 6bitos
maternos por HIV. Para calcular a mortalidade utilizou-se o coeficiente de 1.000.000 habitantes.
Resultados: A maior taxa de mortalidade contemplada foi observada em 2015 no Norte (1,150),
com aumento de 0,855 comparado a prevaléncia nacional da época (0,298). Notou-se que,
apenas no Sudeste houve decréscimo da mortalidade ao longo dos anos, mantendo-se em
declinio a partir de 2015. Tal como no Nordeste, esse indice permaneceu baixo de 2014-2017,
porém em 2018 houve aumento de 0,137 em comparacdo a 2017 e acréscimo de 0,050 com
relacdo a taxa nacional. J4 no Sul, a prevaléncia permanece alta, com excec¢éo de 2016, onde a
mortalidade reduziu para 0,070, sendo inferior & média nacional (0,162). Enquanto no Centro-
Oeste, somente em 2017 constatou-se prevaléncia superior a nacional (0,249; 0,161;
respectivamente), sendo a segunda maior registrada no ano, abaixo apenas do Norte (0,337).
Concluséo: Das cinco regides do pais, trés (Norte, Nordeste e Sul) apresentaram tendéncia ao
aumento dos 6bitos em gestantes ocasionados pelo HIV. Logo, reforcamos a importancia de
novos estudos para melhor caracterizacdo da epidemiologia da doenga nessa populacéo, devido
a magnitude do resultado encontrado, e a necessidade de implantar programas de atencédo a
salde da mulher ou a infec¢des sexualmente transmissiveis.

Palavras-chave: gestante; HIV; mortalidade.
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COMPORTAMENTOS DE RISCO DE ESTUDANTES DO ENSINO MEDIO DE ESCOLA
CONFESSIONAL E NAO CONFESSIONAL NO NOROESTE DO PARANA
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Introducédo: A adolescéncia € um periodo de modificagbes em que é comum que ocorra maior
aproximagao com grupos de outros adolescentes, bem como um afastamento da familia, o que
caracteriza uma época de maior vulnerabilidade e de exposicdo a riscos. Objetivo: Avaliar
comportamentos de risco de estudantes do ensino médio de duas escolas, uma confessional e outra
ndo confessional no noroeste do Parana. Material e métodos: Estudo transversal com abordagem
guantitativa. Participaram 99 alunos do ensino médio de uma escola confessional e 152 alunos de
uma escola ndo confessional, selecionados por meio de amostragem aleatéria estratificada. Foi
utilizado um questionario do perfil sociodemogréafico, e um instrumento validado (Estilo de Vida
Fantastico), aplicados durante o periodo de aula. As analises foram realizadas através do Software
STATA 12.0. A pesquisa foi autorizada pela instituicdo envolvida e aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa (Parecer 3.632.714). Resultados: Dos entrevistados, 92,3% tém entre 14 e 18 anos.
Respectivamente, da escola confessional e ndo confessional, 7,1% e 36,8% e fazem uso do
Narguilé; 6,1% e 4,6% fumam de 1 a 10 cigarros por dia; 10,1% e 8,5% fazem uso de drogas ilicitas;
32,3% e 14,4% ingerem bebida alcodlica semanalmente; 5,1% e 9,1% referem abuso de remédios
diariamente ou com relativa frequéncia; 44,4% e 35,4% usa nao utilizam cinto de seguranca com
frequéncia e 24,2% e 21% referiu que quase nunca pratica sexo seguro. Concluséo: A escola
confessional apresentou maior propor¢do de comportamentos de risco em relagdo a escola ndo
confessional, com excec¢éo, somente do uso de Narguilé e abuso de remédios. Os dados mostram
gue os adolescentes das duas instituicdes estdo expostos & comportamentos de risco, o que
evidencia a importancia de investir em estratégias que estimulem um estilo de vida saudavel e
seguro para esta populacéo tao vulneravel.

Palavras-chave: saulde coletiva; adolescente; vulnerabilidade em sautde.
Area teméatica: Epidemiologia
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ANALISE DA TENDENCIA DE INTERNACOES POR TUBERCULOSE PULMONAR EM UM
ESTADO DO SUL DO BRASIL
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Introducédo: A Tuberculose (TB) é a doenca infecto-contagiosa com maior mortalidade no mundo, e
cujos agentes etiologicos sao bacilos pertencentes ao Complexo Mycobacterium tuberculosis. Analises
sobre a prevaléncia e incidéncia desta doenga, local e mundialmente, sdo essenciais, pois podem servir
de base para o planejamento de acdes adequadas que assegurem a diminuicdo do nimero de casos.
Obijetivo: Analisar a tendéncia das taxas de internac6es por TB pulmonar no Parand, de 2008 a 2018.
Material e métodos: Trata-se de um estudo ecoldgico, das tendéncias das taxas de internacdes por
TB pulmonar no Parana, entre os anos de 2008 e 2018. Os dados de internagfes foram obtidos do
Sistema de Informacg8es Hospitalares do SUS (SIH/SUS), por meio do DATASUS. As taxas foram
calculadas pelo nimero de internacdes da populacdo residente no estado, multiplicado por 10 mil. A
andlise de tendéncia foi realizada por meio de pontos de inflexdo pelo software Joinpoint Regression
Program verséo 4.7.0.0. Resultados: A andlise da tendéncia mostrou-se decrescente entre 0s anos
de 2008 e 2010, com valor de Variacao Percentual Anual (VPA) de - 68,3 (p < 0,05) e crescente entre
2010 e 2018, com valor de VPA de 6,8. Houve a presenca de um joinpoint com valor de Variacao
Percentual Anual Média (VPAM) de -16,2 (p< 0,05). Conclusédo: A presenca de um joinpoint indica
uma mudanca na orientacdo da tendéncia, nesse caso, de decrescente para crescente no ano de 2010.
A significancia da tendéncia decrescente, no periodo de 2008 a 2010 pode ser explicada pela
implementacéo, em 2004, do Programa Nacional de Controle da Tuberculose. Essa estratégia de salde
publica, treinou profissionais e forneceu meios para que os casos de TB notificados fossem mais
fidedignos, e o tratamento e acompanhamento dos pacientes mais efetivo. Dessa forma, diminuindo o
ndmero de casos, e, por conseguinte, das internacoes.

Palavras-chave: tuberculose; estudos de séries temporais; epidemiologia.
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Introducédo: Nas ultimas trés décadas, o virus da dengue (DENV) representou o maior problema de
saude causado por arbovirus no Brasil. Apesar de ser uma doenca de prevencdo simples,
periodicamente somos surpreendidos por grandes epidemias, com consequéncias a vida e com uma
alta carga aos cofres publicos, uma vez que, o padréo de transmissdo do DENV para areas urbanas,
ainda é mal compreendido. Objetivo: Determinar a distribuicdo espacial da dengue no estado do
Parand, entre os anos de 2014 a 2019. Material e métodos: Realizou-se uma busca nos dados do
Sistema de Informacédo de Agravos de Notificacdes (SINAN) no periodo de 2014 a 2019, do Estado do
Parand, utilizando as variaveis de notificacdo por residéncia e ano de notificacdo. A partir das tabelas
geradas, utilizou-se dos softwares QGis e GeoDa para os calculos de indice de Moran, bem como
construcdo dos mapas. Resultados: Realizou-se uma analise de autocorrelacdo espacial de matriz de
vizinhanca do tipo rainha para os mapas de cluster. Com base nisto foi possivel identificar que de 2014
a 2016 havia um grande cluster low-low que involuiu até 2016, acompanhado do crescimento de regides
de cluster high-high, indicando um apice endémico em 2016. Neste mesmo ano observou-se a
presenca de hotspots na regido litorAnea e na regido de fronteira internacional com Paraguai e
Argentina. Conclusédo: Apesar da dispersédo da dengue nao ser uniforme, € possivel perceber que essa
se mantém nas regides norte e oeste e, mais recentemente, na regido litoranea do estado com a
ocorréncia de hotspot, ou seja, areas com alta incidéncia de DENV em comparacdo com a area
circundante. Estes achados precisam ser identificados e valorizados como base cientifica para uma
melhor gestdo em salde, a fim de otimizar a resposta em salde, e, consequentemente, reduzir o
numero de casos e gastos com esse agravo.
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Introducéo: O Brasil € um dos paises que mais utilizam agrotoxicos no mundo. A pulverizagao terrestre
e aérea de agrotoxicos € uma pratica comum em areas de cultivos, podendo contaminar ndo apenas
as “pragas”, mas também lengdis freaticos, solos e as aguas pluviais, trazendo risco a saide humana
e gastos de verbas publicas com atendimento médico-hospitalar Objetivo: Analisar as formas de
exposi¢do mais frequentes na intoxicagéo por agrotoxicos no estado do Parana. Material e métodos:
Trata-se de um estudo transversal e ecolégico das notificagbes de intoxicagdes por agrotéxicos no
estado do Parana, no periodo de 2010 a 2019. Os dados foram obtidos no Sistema de Informacéo de
Agravos de Notificagdo (SINAN), disponivel no sitio eletrénico do Departamento de Informatica do
Sistema Unico de Saude (Datasus). Foram calculadas as taxas de incidéncia de intoxicagdo por
agrotoxicos, para cada ano separadamente, mediante a divisdo do nimero de casos novos de
intoxicacdo por agrotéxicos, pelo niumero de pessoas sob risco de exposi¢do durante 0 mesmo periodo,
multiplicado por 100 mil. Resultados: As taxas de intoxicacBes por agrotoxicos das pessoas que
tiveram uma intoxicacdo aguda-Unica foram maiores em todos 0s anos em comparacdo com as
exposicdes aguda-repetida, crbnica e aguda sobre crénica. Podemos notar também um aumento
gradual nas exposicdes tipo aguda-repetida de 0,43 em 2010 a 0,92 em 2019. Concluséo: A partir dos
resultados obtidos, observa-se que a exposicao tipo aguda-Unica € a mais comum, provavelmente isto
ocorra devido a falta de informacg&o quanto ao uso correto dos equipamentos de protecao individual ao
manusear 0s agrotoxicos, de como armazenar e descartar corretamente as embalagens e também a
falta de conhecimento da melhor forma e periodo de aplicag&o do agrotéxico, trazendo risco ndo apenas
a pessoa que vai manipula-lo, mas também a comunidade.
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Introduction: When it comes to sexually transmitted infections (STIs), Brazil is an example of
healthcare, even counting on free vaccination for hepatitis B by the Unified Health System (SUS); even
with the improvement in the tracking and treatment of individuals affected by this infection, there’s still a
large number of cases in the country, as well as a high mortality. In Parana it's possible to identify that
mortality rates remains constant and despite that there’s no analysis focused on these deaths.
Objective: Analyse acute hepatitis B clusters for mortality separated by gender in the state of Parana.
Material e Methods: An ecological study was conduced measuring mortality rates associated by acute
hepatitis B in Parana in the period from 2009 to 2018 separated by gender in the Mortality Information
System (SIM) which is a public system with open data use. A statistical analysis of spatial autocorrelation
(Global Moran's Index) was made, detecting clusters through QGis 2.14.8 and GeoDa 1.14. Results:
Both female and male Moran’s | proved to be positive, which indicates spatial autocorrelation, with
values of 0.540 for females and 0.569 for males. Cluster maps showed that for females there are high-
high clusters mainly in the southwestern mesoregion of the state, as well as in the Campo Mouré&o health
regional. In the cluster map for males we have the presence of a large low-low cluster in the central-
north mesoregion. Besides that, there are high-high clusters in the Jacarezinho health regional and
southwestern mesoregion, resembling the cluster map for female. From the significance maps, it
appears that the most significant regions are the same for clusters of both sexes, which presented p
<0.05. Conclusion: The southwest mesoregion showed high mortality for males and females, proving
to be an important region to study the possible causes for these deaths.

Keywords: hepatitis B; mortality; spatial analysis.
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Introducédo: A dengue é uma doenca endémica de paises tropicais e subtropicais, transmitida pelo
mosquito Aedes aegypti. Nos Ultimos anos ela se mostrou uma importante arbovirose no Brasil. Em
2019 pesquisas indicaram um aumento de 264% no nimero de casos positivos notificados e de 67%
no numero de o6bitos. Objetivo: Tracgar o perfil epidemiolégico da dengue no territério brasileiro para
identificar as areas e populagdes mais afetadas. Materiais e Método: Utilizou-se os dados do Sistema
de Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN), com os filtros: regiGes de natificacao, faixa etaria,
sexo, raca e escolaridade, no periodo de 2014 a 2019. Foi realizada uma analise descritiva do perfil
epidemiolégico dos dados gerados. Resultados: Os dados obtidos para faixa etaria, mostraram que a
populacdo mais atingida pelo virus da dengue esta entre 20 a 39 anos, com 2.241.586 casos
notificados. Em relacdo ao grau de escolaridade, as pessoas com ensino médio completo foram as
mais afetadas, tendo 637.890 casos notificados. As racas parda e branca lideram as notificagcBes com
1.793.181 e 1.688.263 casos, respectivamente. Entre 0s sexos, o feminino apresentou maior nimero
de casos, com 3.262.460 notificacdes. Também notou-se que, para todos os parametros analisados,
no periodo estudado, a regido sudeste aparece como a mais afetada. Conclusé&o: Diante dos dados
apresentados, a dengue atinge principalmente mulheres pardas e brancas de 20 a 39 anos com grau
de escolaridade até o ensino médio completo e, que a regido sudeste é a mais afetada pela doenca,
possivelmente por conta de sua alta densidade populacional, que reflete no alto ndmero de
construcbes, producdo de lixo e outros fatores que elevam a proliferacdo do mosquito, porém, sdo
necessarios outros estudos para comprovar os reais motivos do maior nimero de casos na regido.
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Introducdo: O novo coronavirus que surgiu em novembro de 2019 tornou-se rapidamente uma
emergéncia da salde publica a nivel internacional, que impulsionou os estudos sobre os fatores de
risco que afetam a progressao desta doenca. Estudos evidenciam que o seu mau prognostico esta
relacionado a presenca de comorbidades, as quais aumentariam o risco de Obito 3,4 vezes.
Considerando a gravidade e a falta de informacdes epidemiolégicas sobre o impacto na populacao
brasileira este trabalho foi proposto. Objetivo: Descrever casos de 6bito notificados por COVID-19 no
Brasil e presenca de comorbidades do inicio dos casos a agosto de 2020. Material e Métodos: Foi
realizado um estudo retrospectivo, descritivo, com dados secundarios dos Obitos notificados por
COVID-19 no Brasil disponiveis nos sites das secretarias de salde estaduais do periodo de 26 de
fevereiro a 07 de agosto de 2020 coletados no ultimo més do periodo. Foram coletadas as variaveis:
casos confirmados, ébitos confirmados por COVID-19, taxa de letalidade, casos com comorbidades x
sem comorbidades, porcentagem de pacientes com idade superior a 60 anos, sexo, principais
comorbidades notificadas. Os dados foram tabulados e frequéncias calculadas e analisadas utilizando
o Microsoft Office Excel 2007®. Resultados: Foram registrados 2.946.774 casos por COVID-19 dos
guais 99.388 foram a 6bito com taxa de letalidade nacional de 3,37%. O perfil dos 6bitos foi 74,10%
dos casos idade igual ou superior a 60 anos e 57,99% sexo masculino. A presenca de comorbidades
foi em 61,80% dos 6bitos, sendo as principais: 38,18% cardiopatias, 30,35% diabetes, 6,25% doenca
renal, 5,66% doencas neuroldgicas e 5,0,9% pneumopatias. Conclusdo: Os resultados permitem
estabelecer o perfil que tende a maior gravidade que séo: pacientes homens com idade superior a 60
anos e as principais comorbidades, assim pode-se pensar no manejo clinico precocemente e
evidenciam a realidade do Brasil além disso condiz com a literatura.
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Introducéo: Historicamente, o Brasil vem apresentando um crescimento no nimero de acidentes por
animais peconhentos. O tipo de acidente predominante pode variar conforme a regido, assim,
compreender a epidemiologia deste agravo pode auxiliar no planejamento de medidas estratégicas
para a assisténcia e prevencdo dos acidentes. Objetivo: Identificar a evolugcéo e os tipos de animais
peconhentos que mais causam acidentes no estado do Parana. Material e métodos: Trata-se de um
estudo transversal e ecoldgico utilizando dados secundarios provenientes do Parana registrados no
Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN), datados de 2010 a 2019. Foi calculado a
taxa de incidéncia de cada tipo de acidente para cada ano, utilizando dados da populacéo fornecidos
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e os valores foram multiplicados por cem mil
habitantes. Resultados: Os acidentes por aranhas apresentaram os maiores coeficientes de incidéncia
em todos os anos, variando de 71,52 a 85,69. Em 2010 e 2011 as demais ocorréncias eram
majoritariamente causadas por serpentes e lagartas e, a partir de 2012, este lugar foi ocupado pelos
escorpibes e abelhas. A taxa de escorpionismo se elevou de 7,41 em 2010 para 28,63 em 2019,
semelhantemente, os acidentes por abelhas saltaram de 6,80 para 18,82. Em comparac¢éo, 0s casos
ocasionados por lagartas e serpentes ndo apresentaram grande oscilacdo, resultando em um indice
médio de 7,54 e 7,11, respectivamente. Conclusao: Observou-se uma mudanca no perfil dos acidentes
no Parana nos Ultimos dez anos, embora as taxas de acidentes por lagartas, serpentes e aranhas
permanecam constantes e a Ultima relativamente alta, os indices de acidentes por abelhas e escorpides
vém crescendo e isso pode estar associado aos processos de urbanizacdo sem planejamento
adequado, que favoreceu a condi¢do sinantropica destes animais, somado ao aumento do acimulo de
residuos sélidos em locais inadequados.
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Introducédo: A AIDS teve os primeiros casos registrados ha quase quatro décadas e, embora existam
muitos avancos desde o inicio da epidemia, nota-se ainda o aumento dos casos e inUmeras mortes
todos os anos mundialmente. Objetivo: Analisar o perfil epidemiolégico das pessoas com HIV/AIDS na
15° Regional de Saude (RS) do Parana. Material e métodos: Estudo transversal, retrospectivo. Foram
analisadas as notificagdes de HIV/AIDS do Sistema de Informacg&o de Agravos de Notificagdo (SINAN)
da 152 RS do Parana, no periodo de 2011 a 2019. Os dados foram analisados por estatistica simples,
segundo sexo, raca/cor, escolaridade e categoria de exposicdo sexual, agrupados em trés triénios.
Resultados: Foram analisados 2.668 casos de pessoas com HIV/AIDS, com predominio do sexo
masculino (78%) sendo a razéo entre os sexos de 2,11, 3,30 e 4,22 no primeiro, segundo e terceiro
triénios, respectivamente. A taxa de deteccdo de HIV/AIDS por 100.000 habitantes foi de 21,79(2011-
2013), 41,71 (2014-2016) e 46,91 (2017-2019). Quanto a raca/cor, houve predominio, em todos os
anos, da branca, seguida da parda, preta e amarela. Observou-se mudanca no perfil de escolaridade,
sendo que 30,36%, 38,34% e 37,27% dos casos tinham ensino médio completo/incompleto e 17,98%,
21,81% e 32,45% dos casos informaram ter ensino superior completo/incompleto nos trés triénios
respectivamente analisados. Quanto a faixa etaria, o predominio foi de 20-34 anos, sendo 41,38%,
54,74% e 60,77% nos triénios analisados, respectivamente. Segundo a categoria de exposi¢do sexual,
houve aumento do nimero de casos entre homossexuais, passando de 27,70%, para 40,55% e
51,67%, sucessivamente nos triénios analisados. Conclusé&o: Os resultados indicam que esforcos
devem ser direcionados para monitoramento e protecdo da populacdo, considerando as constantes
mudancas no perfil epidemiol6gico dos casos, enfatizando principalmente os jovens, homossexuais e
com maior escolaridade, que na regido estudada, foram os mais atingidos pela doenca.

Palavras-chave: sindrome da imunodeficiéncia adquirida; perfil epidemiolégico; epidemia.

Financiamento: CNPg e CAPES - cddigo de financiamento 001
Area teméatica: Epidemiologia

164



i) V’ ’ International Meeting of
T4 Biosciences and Physiopathology

W

g?l X’ Simposio de Biociéncias
g Aplicadas a Farmacia

ESTILO DE VIDA E COMPORTAMENTO DE RISCO DE ESTUDANTES DO ENSINO MEDIO
DE UMA ESCOLA PUBLICA DA REGIAO NOROESTE DO PARANA

Leticia Maria Peloi Garcia®; Claudia Regina Marchiori Antunes Araujo?, Emanuelly Von Puttkammer

Palma®.

tAcadémica de Enfermagem. Faculdade Adventista Paranaense, Ivatuba — PR.

’Doutora em Ciéncias/USP. Docente da Faculdade Adventista Paranaense, Ivatuba — PR.
3Académica de Enfermagem. Faculdade Adventista Paranaense, Ivatuba — PR.

Introducéo: Os habitos e comportamentos estabelecidos na adolescéncia podem ocasionar inmeros
agravos a saude, com consequéncias para vida adulta. Objetivo: Avaliar o estilo de vida e
comportamento de risco em estudantes do ensino médio de uma escola publica da regido Noroeste do
Parana. Material e métodos: Estudo transversal com abordagem quantitativa. Participaram 152 alunos
do ensino médio de uma escola publica, selecionados por meio de amostragem aleat6ria. Foi utilizado
um questionario do perfil sociodemografico, e um instrumento validado (Estilo de Vida Fantastico),
aplicados durante o periodo de aula. Software STATA 12.0 foi utilizado para as andlises. Andlise
bivariada e multivariada foram realizadas, observando nivel de significancia de 5% (p<0,05). A pesquisa
foi autorizada pela instituicdo envolvida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (Parecer
3.632.714). Resultados: Dos estudantes analisados, 15,1% apresentaram estilo de vida adequado,
sendo 2,6% muito bom e 12,5% bom; e 84,9% apresentaram estilo de vida inadequado, sendo 56,6%
regular e 28, 3% necessita melhorar. Nenhum dos entrevistados apresentaram estilo de vida
considerado excelente. O uso de Narguilé apresentou relacdo estatisticamente significativa com o estilo
de vida, aumentando em 10 vezes o risco de um estilo de vida inadequado. Quanto ao comportamento
de risco, 36,8% dos entrevistados fazem uso do Narguilé; 4,6% fumam de 1 a 10 cigarros por dia; 8,5%
fazem uso de maconha; 14,4% ingerem bebida alcodlica semanalmente, sendo que 4,6 ingere mais de
20 doses semanais; 9,1% referem abuso de remédios diariamente ou com relativa frequéncia; 35,4%
usa ndo utilizam cinto de seguranga com frequéncia e 7,8% dirige apds beber; 21% referiu que quase
nuca pratica sexo seguro. Concluséo: Os adolescentes estdo expostos a comportamentos de risco, 0
gue repercute em um estilo de vida inadequado. Estratégias de salde s&o essenciais para contribuir
para a preservacao da vida e saude desta populacéo tao vulneravel.
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Introducédo: A COVID-19 é uma das principais causas de morte no Brasil em 2020. Atualmente muitos
estudos se concentraram na prevencado e controle da doencga, porém, poucos avaliaram as variaveis
envolvidas no aumento para o risco de 6bito de pacientes internados devido ao agravo da doenca.
Obijetivo: Determinar os fatores de risco associado ao 6bito de pacientes com COVID-19 em unidades
de tratamento intensivo (UTI) no Brasil. Material e métodos: Dados publicos de pacientes
diagnosticados com COVID-19 por reacdo em cadeira da polimerase e admitidos em UTI de fevereiro
a julho de 2020 foram coletados do site openDataSus. Variaveis sexo, diabetes, hepatopatias,
cardiopatias e uso de diferentes tipos de suporte ventilatério foram compiladas e analisadas para
determinar o risco para 6bito utilizando o modelo Cox proportional-hazards no programa R (verséo 3.16)
e considerados significantes com p <0,05 e concordancia acima de 50% quando agrupadas no modelo
final. Desfecho com cura ou dados ignorados foram considerados censura. Resultados: De 63.254
pacientes, 33,64% (21.284) estavam com os dados adequados para analise. Desses, 66,12% (14.074)
foram a 6bito. As variaveis envolvidas com aumento do risco de morte foram: diabetes (HR 1,07; 95%
IC 1,09-1,10; p <0,05), hepatopatias (HR 1,31; 95% IC 1,17-1,46); p <0,05), cardiopatias (HR 1,14; 95%
IC 1,11-1,18; p <0,05), uso de suporte ventilatério ndo invasivo (HR 1,38; 95% IC 1,28-1,49; p <0,05),
e uso de suporte ventilatério invasivo (HR 2,56; 95% IC 2,38-2,75; p <0,05). A variavel sexo nao
apresentou significancia (HR 1,00; 95% IC 0,97-1,04); p >0,05) e, portanto, nao foi inserida no modelo
final. Por fim, o modelo com todas as variaveis significantes apresentou concordancia de 60,4%.
Concluséo: Diabetes, hepatopatias, cardiopatias, e a necessidade de uso de suporte ventilatério estao
relacionadas ao aumento do risco de morte em pacientes com COVID-19 em UTI no Brasil.

Palavras-chave: coronavirus; sobrevivéncia; epidemiologia.
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Introducéo: Quatro décadas ap6s o aparecimento da Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS),
diversos tratamentos foram criados, assim como métodos de prevencdo. A doenca, bem como seu
agente etiolégico, deixou de ser um mistério. Contudo, a populagdo lésbica, gay, bissexual e
transgénera (LGBT) continua a sofrer com o preconceito decorrente do inicio da epidemia nos anos 80,
guando eram considerados os principais agentes de transmissdo da doenca, ainda que seja um
fenbmeno global a grande prevaléncia em pessoas heterossexuais. Objetivo: Analisar a prevaléncia
de casos de AIDS, segundo categoria de exposicdo sexual e regido brasileira de residéncia, nos anos
de 2009 a 2018. Material e métodos: Estudo quantitativo, de abordagem descritiva e ecoldgica. Foram
analisadas as notificacdes de AIDS de residentes no Brasil, presentes na plataforma publica do Sistema
de Informacédo de Agravos de Notificacdo (SINAN), no periodo de 2009 a 2018. Os dados foram
tabulados em planilhas do Microsoft Excel® 2013 e analisados por estatistica simples, de acordo com
a categoria de exposicdo sexual e as regides brasileiras. Resultados: Analisaram-se 218.737
notificacdes de AIDS no Brasil, das quais 68,99% representavam casos em pessoas heterossexuais,
24,40% em pessoas homossexuais e 6,61% em pessoas bissexuais. Quanto ao local de residéncia,
39,03% dos casos eram da regido sudeste, seguida pela regido sul (23,59%), nordeste (20,42%), norte
(9,51%) e centro-oeste (7,45%). Ao analisarmos apenas a populacdo LGBT com o agravo (67.830), a
regido sudeste apresentou 0 maior quantitativo (48,73%), enquanto a regido centro-oeste apresentou
0 menor, com 7,42% dos casos. As regides norte, nordeste e sul tiveram 8,60%, 18,98% e 16,27% de
casos notificados, respectivamente. Conclusdo: O estudo mostra que a maior parte dos casos esta
concentrada na populacdo heterossexual. Pesquisas que analisem o perfil de cada regido sé&o
necessarias para melhor delimitar a populagdo mais vulneravel e direcionar politicas de prevencgéo da
AIDS.

Palavras-chave: sindrome da imunodeficiéncia adquirida; minorias sexuais e de género;
epidemiologia.
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Introducéo: Acidente por animais peconhentos (AAP) é uma grande ameacga a saude publica mundial,
sendo que seus desfechos podem ser fatais. Estudos que buscam descrever o perfil epidemiolégico
dos AAP sdo importantes para criacdo de protocolos de prevencdo, uma vez que as mortes por esse
tipo de acidente sdo evitaveis. Objetivo: Descrever o perfil epidemiolégico dos casos de AAP entre
2015 a 2019 com ocorréncia no estado do Parana (PR). Material e métodos: Estudo transversal com
dados secundérios dos AAP, coletados do Sistema de Agravos de Notificagdo do DATASUS, entre
janeiro/2015 a dezembro/2019, atendimentos no Brasil, mas ocorridos no PR. Os dados foram
compilados e analisados utilizando o software Microsoft Excel versdo 2019. Resultados: Foram
registrados 82.934 casos de AAP no periodo analisado, ou seja, em média 16.587/ano. Os tipos
predominantes de AAP ocorreram por aranhas, o equivalente a 58,58% (48.583). Ocorreram também
acidentes com escorpido 15,20% (12.607), abelha 10,93% (9.065), serpente 5,11% (4.234), lagarta
4,81% (3.986), e outros 5,38% (4.459). A classificacao final dos AAP foi em sua maioria leve, 86,09%
(71.400) e a evolucdo dos casos convergiu majoritariamente para cura 95,19% (78.943). Ao analisar
0s casos graves, n=852, o tipo de acidente foi predominantemente com serpente 51,29% (437)
seguidos por aranha, 26,88% (229), abelha 11,85% (101), escorpido 6,34% (54), lagarta 2,23% (19), e
outros 1,41% (12). Os casos que evoluiram para 6bito pelo agravo notificado n=59 estdo mais
relacionados a abelha 45,78% (27) seguidos por serpente 28,81% (17), aranha 11,86% (7), escorpido
10,17% (6), e outros 3,38% (2). Conclusédo: Este estudo permitiu categorizar os AAP no PR, que em
sua maioria foram leves e evoluiram para a cura, porém houve 6bitos. Assim, o conhecimento do perfil
destes acidentes justifica a implantacdo de medidas preventivas no estado visando a redugéo dos AAP
e trazendo maior seguranca a populacéo.

Palavras-chave: animais venenosos; epidemiologia; vigilancia em salde publica.
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LESOES AUTOPROVOCADAS INTENCIONALMENTE POR PESTICIDAS: ANALISE DOS
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Introducdo: Medicamento € o principal agente toxico relatado em tentativas de suicidio por intoxicagao
exdgena no Brasil. Porém, os pesticidas sdo responsaveis pela maioria dos ébitos notificados dentre as
categorias de Classificacdo Internacional de Doengas (CID-10) envolvendo autointoxicagdo intencional. O
Parand é o estado do Sul que apresenta maior nimero de 6bitos registrados por autointoxicagao intencional.
A categoria X68 (autointoxicagcdo por exposicao intencional a pesticidas) representa 37,3% dos 6ébitos.
Conhecer o perfil dos casos notificados € importante para subsidiar tomadas de decisdes e planejamento
estratégico para o enfrentamento desses agravos. Objetivo: Caracterizar os casos notificados como X68 no
Parand, entre 2009 e 2018. Material e métodos: Estudo descritivo epidemioldgico, com dados obtidos por
consulta ao Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM) do Paran4, referente a mortalidade pela CID-
10. A categoria X68 e o intervalo entre os anos de 2009 a 2018 foram selecionados. Os dados gerados foram
compilados para o Excel® para andlise estatistica descritiva. Analise de tendéncia foi realizada pelo
programa BioEstat5.3®. Resultados: Os homens representaram a maioria (70,5%) dos 6bitos notificados.
A faixa etéria de adultos foi predominante, 40 a 49 anos, representou 25,9% dos casos. Quanto a
escolaridade dos envolvidos, 36,5% dos casos corresponde a faixa de 4 a 7 anos de estudo. Em relagéo ao
estado civil, a maioria dos 6bitos se deu em casados (43,2%). O local de atendimento em 63,0% dos casos
foi 0 hospital. Em analise ano a ano, foi possivel observar que houve queda de 49,2%, nos casos notificados,
entre os anos de 2011 e 2012. A andlise de tendéncia, indicou decréscimo significativo com p<0,0001.
Concluséo: Os resultados apresentados pretendem auxiliar no enfrentamento de 6bitos por X68. Os dados
otimistas ndo devem descartar a necessidade do desenvolvimento de estratégias preventivas e
planejamento de ac¢des direcionadas para a populacdo descrita neste estudo.

Palavras-chave: lesdes autoprovocadas intencionalmente; pesticida; epidemiologia.
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Introducédo: A depressao representa um problema de Saude Publica devido a alta prevaléncia e
incidéncia nos ultimos anos na populacdo geral e, especialmente, na populacgédo rural. A deficiéncia do
micronutriente, selénio, acarreta impacto na salde mental contribuindo para o desenvolvimento do
transtorno depressivo maior. Objetivo: Avaliar o consumo de selénio e sua associacdo com sintomas
depressivos em agricultores do sudeste do Brasil. A hip6tese investigada foi de que agricultores com
menor quartil de consumo de selénio tem maior probabilidade de desenvolver sintomas depressivos
guando comparado ao maior quartii de consumo. Material e Métodos: Estudo epidemioldgico,
transversal e analitico aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Espirito
Santo (Parecer n° 2091172). Amostra: 736 agricultores. Coleta de dados: dezembro 2016 a abril 2017.
Instrumentos utilizados: questionario semiestruturado para coleta de dados sociodemograficos, estilo
de vida e condicdo clinica; trés recordatérios 24 h para o consumo alimentar e o Mini-International
Neuropsychiatric Interview para episddios depressivos. Andlise estatistica: teste do Qui-quadrado,
regresséo logistica binaria e Hosmer-Lemeshow. Os dados foram organizados e analisados no
programa IBM SPSS Statistics for Windows versédo 22.0 Resultados: 16,1% (n=119) dos agricultores
apresentaram sintomas de episddio depressivo maior, sendo 5,8% (n=43) episodio depressivo atual e
10,3% (n=76) episdédio depressivo maior recorrente. Os fatores sociodemogréficos associados a
depressao foram sexo (p <0,001), estado civil (p = 0,004) e classe socioeconémica (p = 0,015). O menor
consumo de selénio foi associado a ocorréncia de depressdo mesmo apés ajustes para as variaveis
sociodemogréficas, estilo de vida e intoxica¢do por agrotdxico (OR = 2,17; 1C95% = 1,11 - 4,24).
Concluséo: O consumo inadequado de selénio é fator de risco para a depressao. Os achados deste
estudo contribuiram para limitada literatura sobre a saide mental em trabalhadores rurais, fortalecendo
as evidéncias da alta prevaléncia desta doenca no meio rural.
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Introduction: In the last years, there has been a significant increase in the fungal infections in humans,
especially in immunocompromised and critically ill patients. Hospital infections are a public health
problem worldwide and are considered one of the main causes of morbidity and mortality. In addition,
Candida species remain the most common agent among yeast isolates. Aim: To analyze the species
involved in fungal infections in hospitalized patients from Maring4d-PR. Material and methods: A
retrospective observational study was conducted using clinical samples collected from patients of two
hospitals in the region of Maringd-PR, between May 2018 and March 2020. The fungal species
confirmation was performed by MALDI TOF-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of
Flight Mass Spectrometry) methodology. All other information were collected from patients’ medical
reports. Results: The highest frequencies of fungal infections occurred in September (2018 and 2019)
and October (2019). The fungal infection was observed mainly in female (58.6%) and over 60 years old
(55.9%). For the clinical specimens, urine (66.0%) and blood (20.3%) were the most received samples;
however, samples such as cerebrospinal fluid (3.0%), bronchial lavage (2.2%) and catheter tip (2.2%)
were also analyzed. In total, 271 fungal samples were isolated, with Candida albicans being the most
frequent species (38.4%), as expected, followed by C. glabrata (30.6%) and C. tropicalis (14.4%). In
addition, other species have also been identified less frequently, such as C. krusei (2.9%), C.
parapsilosis (2.6%), C. rugosa (0.7%), and C. dubliniensis (0.4%). Other genera have also been
isolated, such as Cryptococcus neoformans (7.4%), Kodamaea oohmeri (1.1%), Rhodotorula
mucilaginosa var mucilaginosa (0.4%), Saccharomyces cerevisiae (0.4%), Trichosporon asahii (0.4%),
and Paracoccidioides sp. (0.4%). Conclusion: It is important to note that the cases of infection by C.
glabrata are at alarming levels considering that they are resistant to the most widely used antifungal.

Keywords: epidemiology; fungal infection; MALDI-TOF.
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Introducédo: Os medicamentos atuais utilizados por pessoas vivendo com o virus HIV apresentam um
alto indice de efeitos colaterais, necessitando a descoberta e desenvolvimento de potenciais novos
farmacos provenientes de produtos naturais que apresentam eficacia na atividade Anti-HIV. Objetivo:
Realizar um levantamento de dados disponiveis nas principais bases de dados eletronicas sobre
plantas medicinais com potencial acdo contra o HIV. Material e métodos: Foi realizado um
levantamento de dados selecionados nas bases de dados LILACS, Medline (via PubMed) e Web of
Science com selecao de artigos publicados de outubro de 2013 a outubro de 2017. Resultados: Foram
identificadas 50 espécies de medicinais diferentes submetidas a teste in vitro, que apresentaram
atividade promissora anti-HIV, tanto por via de inibicdo da protease, da integrasse e da transcriptase
reversa ou por mecanismo de acdo ainda ndo bem definidos. Como exemplos de plantas podemos
citar: Croton echinocarpus; Rheum rhabarbarum, Euphorbia kansui e Cistus incanus. Porém tais plantas
foram estudadas apenas em testes in vitro, sendo necessarios mais estudos, tanto pré-clinicos in vivo,
bem como testes clinicos para comprovar a eficacia e a seguranga do uso destas plantas como
promissoras agentes anti-HIV. Conclusdo: Dessa forma, esta revisdo reforca a necessidade da
realizacdo de estudos a fim de comprovar os meios pelos quais as plantas medicinais aqui estudadas
podem vir a ser fonte de novos farmacos no combate ao virus da imunodeficiéncia humana.
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Introducdo: A Aloe vera, conhecida como babosa, realiza um papel importante no tratamento de
gueimaduras, ao favorecer uma maior oxigenacao dos tecidos através do aumento da vascularizacao
e maior quantidade de colageno na remodelagem do tecido cicatricial. Objetivo: Avaliar a propriedade
antimicrobiana do gel da Aloe vera, e discutir uso tépico em queimaduras. Material e métodos: As
folhas da A. vera foram coletadas na cidade de Palmas-TO. O gel obtido apés o processamento das
folhas foi dividido em dois grupos in natura (Amostra A) e liofilizado (Amostra B). A amostra A foram
obtidas nas concentragdes 2,5, 5, 10, 15, e 20g/ml. A amostra B foi mantida em temperatura ambiente
e pelo acréscimo de 4gua ultrapura ao gel foram obtidas concentracdes: 20, 40, 60, 80 e 100%. A
propriedade antimicrobiana foi realizada pelo método de macrodiluicdo em agar e microdiluicdo em
caldo para determinacéo da concentracao inibitéria minima (CIM) e da concentrac&o bactericida minima
(CBM), para microorganismos comumente identificados em lesdes infectadas de individuos queimados.
Resultados: Os resultados obtidos para o gel in natura foram semelhantes aos encontrados para o
extrato do liofilizado. Constata-se que a A. vera possui atividade antimicrobiana de caréater
bacteriostatico para S.aureus, E.clocae, A.baumanii, P.aeuruginosa, E.coli e C.albicans, tanto na forma
in natura como liofilizada. A Concentracé@o Inibitéria Minima (CIM) para A. vera liofilizada para os
microorganismos foram: P. aeruginosa (05 mg/mL), S. aureus (10mg/mL), E. clocae (10mg/mL),
A. baumanii (10 mg/mL), E. coli (10mg/mL), K. pneumonieae (10mg/mL), C. albicans (1,25 mg/mL).
Para A. vera in natura, em relacdo aos mesmos microorganismos, com excecdo de K. pneumoniae,
gue ndo apresentou inibicdo, foram respectivamente: 12, 50%, 50%, 25%, 50% e 3, 12%. Concluséo:
Os dados sugerem a indicacdo de uso a fim de evitar a proliferacdo microbiana, o que é interessante
para o processo de tratamento de queimaduras.
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Nascimento®

tAcadémico de Mestrado Profissional em Ciéncias da Salde — Laboratério de Ciéncias Basicas e da Saude (LaCiBS),
Universidade Federal do Tocantins, Palmas/TO

2Académica de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Laboratério de Ciéncias Basicas e da Saude (LaCiBS),
Universidade Federal do Tocantins, Palmas/TO

3Servidora - Laboratério de Ciéncias Basicas e da Saude (LaCiBS), Universidade Federal do Tocantins, Palmas/TO
“Académica de Enfermagem — Laboratério de Ciéncias Bésicas e da Salde (LaCiBS), Universidade Federal do Tocantins,
Palmas/TO

SDocente no Curso de Enfermagem — Laboratério de Ciéncias Bésicas e da Saude (LaCiBS), Universidade Federal do Tocantins,
Palmas/TO

5Docente no Curso de Nutricdo — Laboratério de Ciéncias Bésicas e da Saude (LaCiBS), Universidade Federal do Tocantins,
Palmas/TO

Introducédo: A Aloe vera, popularmente conhecida como babosa, € uma herbacea pertencente a familia
Xanthorrhoeaceae que na constituicdo de suas folhas h& a presenca de um gel que possui acéo
cicatrizante, antibacteriana, antifingica, antiviral. Apesar da ampla utilizacdo medicinal de plantas,
existe pouca informacédo disponivel acerca dos seus constituintes, havendo necessidade de estudos
para avaliar 0s riscos potenciais de seu uso a salde humana. Objetivo: Avaliar o risco de toxicidade
do gel da Aloe vera em eritrécitos humanos. Materiais e Métodos: Trata-se de um estudo experimental.
Foram coletadas folhas da Aloe vera em hortas comunitarias da cidade de Palmas-TO e processadas
para obtencdo do gel, que foi dividido em dois grupos para teste, in hatura (Grupo A) e liofilizado (Grupo
B). Ensaios de fragilidade osmdtica eritrocitaria utilizando sangue humano (coletado no dia de
realizacdo do ensaio in vitro), foram realizados para avaliacdo da citotoxicidade, onde a densidade
optica dos sobrenadantes é lida a 540 nm em espectrofotdbmetro GENESYS™ 10S UV-Vis da Thermo
Scientific. Para realizag8o da coleta sanguinea em humanos, o projeto foi submetido e aprovado sob
nimero 066/2013, pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal do
Tocantins. Os testes ANOVA e Tukey foram utilizados para andlise estatistica, com nivel de
significAncia de p<0,05 no GraphPad Prism versédo 6.0. Resultados: Ndo houve taxa de hemodlise
significativa (p<0,05), bem como deformidade em membrana celular, que evidenciasse risco téxico no
uso do gel da planta para as concentragfes maximas testadas 100% in natura e 20 mg/ml do extrato
do gel liofilizado. Conclusdo: N&o houve taxa de hemdlise significativa pelo teste de fragilidade
osm@tica que evidenciasse risco téxico nos eritrécitos humanos.

Palavras-chave: Aloe vera; fitoterapia; medicina tradicional.

Financiador (es): PROPESQ/UFT e CNPq
Area tematica: Farmacognosia
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ATIVIDADE BIOLOGICA DA Guazuma ulmifolia LAMARK. - REVISAO SISTEMATICA

Maria Laura Martins?; Valdira Dias Pereira de Carvalho?; Janeth Aquino Fonseca de Brito?; Elga Lopes
da Cunha Martins®; Lara Elis Freitas Leitdo*; Jodo Carlos Vicente dos Santos®; Guilherme Nobre Lima
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3Servidora — Laborat6rio de Ciéncias Basicas e da Satde (LaCiBS), Universidade Federal do Tocantins.

“Académica de Graduagdo em Nutricdo — Laboratério de Ciéncias Basicas e da Salde (LaCiBS), Universidade Federal do
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5Docente — Laboratério de Ciéncias Basicas e da Satde (LaCiBS), Universidade Federal do Tocantins.

Introducdo: A Guazuma ulmifolia Lamark (Malvaceae) € uma planta ndo endémica, popularmente
conhecida por mutamba. Suas folhas e raizes sdo empregadas em remédios caseiros contra disenteria
e diarreias, no tratamento de prostata, como estimulante uterino e outras enfermidades. Objetivo:
Realizar uma revisdo sistematica sobre 0s possiveis efeitos farmacoldgicos e toxicol6gicos da
Guazuma ulmifolia Lamark. Material e métodos: Os bancos de dados selecionados para esta revisao
foram: PUBMED, Science Direct, Latin American, LILACS e Google Académico, com selecéo de artigos
publicados entre os anos de 2010 a 2017. Como estratégias de busca foram utilizados os descritores:
"Guazuma ulmifolia e toxicidade", “Guazuma ulmifolia e etnofarmacologia", “Guazuma ulmifolia e
bioatividade" e "Guazuma ulmifolia e farmacognosia”, nas linguas portuguesa e inglesa. Resultados:
A busca resultou em 1.379 artigos que atenderam aos critérios de inclusdo. Foram excluidos, apés
andlise de seus titulos, 1.132 manuscritos. Posteriormente, os resumos das 247 publica¢des restantes
foram analisados. Destes, 197 manuscritos foram excluidos e em 50 artigos foi realizada a anélise de
toda a publicacdo. Apds, 22 publica¢des foram incluidas no estudo. Como compostos ativos, 0s artigos
citaram a presenca de flavonoides, saponinas, alcaloides, taninos, compostos fendlicos e esteroides
em diferentes partes da planta e extraidos com diferentes solventes. Quanto aos estudos
experimentais, ndo foram encontrados artigos com teste clinico e, apenas 4 estudos com testes in vivo.
Dos efeitos farmacoldgicos encontrados, pode-se citar atividade contra leishmaniose, hipoglicemiante,
anti-inflamat6rio, anticolinesterasico, antiobesidade, antisséptico, cicatrizante e anti-helmintico.
Concluséo: Os testes toxicoldgicos registrados foram direcionados contra linhagens de células
cancerigenas mostrando-se efetivo, porém, ha necessidade de estudos para atestar a seguranca de
uso de G. ulmifolia pela populagdo. Logo, apesar de utilizada, é imperativa a realizacdo de mais estudos
para assegurar 0 uso desta planta pela populac@o e conhecer doses e forma de indicacéo, além de
estudos clinicos que garantam uma correta terapéutica.

Palavras-chave: Guazuma ulmifolia; toxicidade; plantas medicinais.

Financiador (es): Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao/Universidade Federal do Tocantins
(PROPESQ/UFT) e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ).

Area tematica: Farmacognosia.
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ESTUDO COMPARATIVO DE SECAGEM DO EXTRATO DA CASCA DE UVA
(Vitis labrusca) MICROENCAPSULADO

Pietra Mitiko Tateyama Pattini'; Jéssica Bassetto Carra?; Willian Teruhiko Yamanaka Inagakit; Ricardo
Luis Nascimento de Matos?, René Oliveira do Couto®; Nilton Syogo Arakawa4; Rubia Casagrande?;

Sandra Regina Georgetti*; Marcela Maria Baracat®.

tAcadémicos de Graduagdo em Farmaécia, Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR

2Académicos de P6s-Graduagdo em Quimica (Doutorado), Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR

3Docente — Laboratério de Desenvolvimento Farmacotécnico, Universidade Federal de S&o Jodo del-Rei, Divindpolis/MG
“Docentes — Departamento de Ciéncias da Sadde, Universidade Estadual de Londrina, Londrina/PR

Introducdo: As cascas das uvas tintas sdo ricas em antocianinas que apresentam propriedades
antioxidante, anti-inflamatdria e anticarcinogénica. Apesar dos efeitos farmacol6gicos essas moléculas
sdo instaveis e facilmente degradadas sob a incidéncia de luz, alteracGes de pH e exposicdo a altas
temperaturas. Uma alternativa para proteger estes compostos sdo os sistemas microencapsulados.
Objetivos: Comparar o efeito de diferentes condi¢cdes de secagem por spray dryer do extrato da casca
da uva microencapsulado. Material e métodos: As microcapsulas foram produzidas com a proporcao
de 1:26 (extrato:polimero) e secas por atomizacao (spray drying). As condi¢des de secagem utilizadas
foram: 1) Temperatura (T) = 120 °C, fluxo de alimentacdo (FF)= 10 mL/min, e fluxo de ar (AF) = 51
m3/h; e 2) T = 160 °C, FF = 14 mL/min, e AF = 57 m3/h. Para averiguar os efeitos nos compostos
bioativos, realizou-se a quantificacdo de compostos antioxidantes e eficiéncia de encapsulacéo (EE),
ambos pelo ensaio de sequestro de radical livre 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Além disso,
determinou-se os compostos fendlicos totais pelo método colorimétrico Folin-Ciocalteau, utilizando
acido galico como padrédo, e o teor total antocianinas, obtido pelo método diferencial de pH.
Resultados: Condi¢do 1: Quantificagdo de compostos antioxidantes (%) = 70,28 (desvio [d] = 1,19);
EE (%) = 100,00 (d = 0,36); Fendlicos totais (MgGAE/g) = 88,84 (d = 0,72); Teor de antocianinas (mg/L)
= 87,32 (d = 4,33). Condi¢céo 2: Quantificacdo de compostos antioxidantes (%) = 92,52 (d = 0,71); EE
(%) = 80,70 (d = 0,40); Fendlicos totais (MgGAE/g) = 108,22 (d = 0,76); Teor de antocianinas (mg/L) =
125,12 (d = 3,10). Conclusé&o: A condicdo de secagem 2 apresentou maiores resultados para os
compostos fendlicos totais e antocianinas e menor EE quando comparado com a condi¢do 1. Estes
resultados s&o justificados porque a condicdo 2 apresentou maior quantificacdo de compostos
antioxidantes.

Palavras-chave: antocianinas; microcapsulas; spray dryer.
Area teméatica: Farmacognosia.
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CARACTERIZACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Cordia verbenacea

Roberta Bernardino Ramos do Prado?; Karine Zanoli Bernuci?; Rogério Aparecido Minini dos Santos?
*Académica de Graduagdo em Farmacia, Centro Universitario de Maringa, Maringd/PR
2Docente do Departamento de Farmacia, Centro Universitario de Maringd, Maringd/PR

Introducédo: Cordia verbenacea é apontado nos estudos como fonte de atividade antimicrobiana,
antinociceptiva e antiparasitaria, atribuidas principalmente ao 6leo essencial. Estes sdo substancias
lipossoluveis, densos e volateis, produzidos em metabolismo vegetal secundario. Embora diversos
estudos avaliem a composicdo quimica da C. verbenacea e os resultados divijam bastante, todos
encontraram quantidades significativamente maiores de terpenos. A indUstria de alimentos e
cosmeéticos utiliza estes compostos pelo sabor ou pelas propriedades antimicrobianas e antioxidantes.
Os mecanismos de protecdo dos 6leos essenciais contra oxidacdo sao investigados, tendo algumas
espécies resultado de eficacia similar ao Butil Hidroxianisol (BHA). Todavia foi encontrado apenas um
trabalho sobre a atividade antioxidante da C. verbenacea, com resultados satisfatdrios. Objetivo:
realizar a caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Cordia verbenacea. Material e métodos: as
amostras tiveram perfil quimico analisado em cromatografia gasosa acoplada a espectrdbmetro de
massas (CG-EM). A verificacdo ocorreu por comparacédo dos indices de retencéo de Kovats dados pela
biblioteca com os calculados. Resultados: neste estudo foi possivel identificar 20 terpenos sendo:
allo-aromadendreno (15,7%), a-pineno (15,5%); a-zingibereno (15%); B-cariofileno (10,7%);
B-sesquifelandreno (8,1%); a-tujeno (6,5%); a-curcumeno (6,1%); espatulenol (3,5%); a-humuleno
(2,6%); a-cubebeno (2%); 6xido de cariofileno (1,8%); B-himachaleno (1,7%); germacreno d (1,5%);
B-pineno (1,3%); a-epi-cadinol (1,3%); a-trans-bergamoteno (1,1%); delta-cadineno (1,1%); sabineno
(0,9%); B-elemeno (0,8%); a-cadinol (0,8%); a-santaleno (0,7%); B-gurjuneno (0,7%). Concluséo:
mediante os resultados observados € possivel inferir que o 6leo essencial analisado corresponde a
Cordia verbenacea, com pequenas divergéncias com a literatura, como p-himachaleno e a-cadinol, que
ndo foram encontrados em nenhum resultado de outro estudo.

Palavras-chave: Cordia verbenacea; 6leo essencial; composicao.
Area teméatica: Farmacognosia
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DERIVADOS IMIDAZOLICOS COMO POTENCIAIS CANDIDATOS A FARMACOS
ESQUISTOSSOMICIDAS
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tAcadémica de Graduagdo em Farmécia, Centro Universitario Tabosa de Almeida, Caruaru/PE
2Docente — Centro Universitario Tabosa de Almeida, Caruaru/PE

Introducéo: O tratamento da esquistossomose envolve falhas quimioterapicas que suscitam a urgéncia
na descoberta de novos compostos, justificada pela ocorréncia de cepas resistentes ao Prazinquantel
(PZQ), praticamente Unico farmaco esquistossomicida disponivel, e pela baixa eficacia desta droga
frente as formas juvenis do parasito. As imidazolidinas, substancias heterociclicas com diversas
atividades biolégicas, sdo referidas como moléculas promissoras. Objetivo: Buscar os derivados
imidazolicos com potencial esquistossomicida ja sintetizados. Material e métodos: Trata-se de uma
revisao sistematica, na qual foi realizado um levantamento de artigos dos Gltimos 20 anos (2000-2020),
em inglés e portugués, nas bases de dados Scielo, Pubmed e Google Académico, por meio da
estratégia de busca “Schistosoma” AND “imidazolidines”. Foram incluidos apenas artigos originais
completos, excluindo revisées. Resultados: Dentre os 256 artigos encontrados, apenas 11 abarcaram
os parametros de inclusdo. Foram identificados 36 compostos da classe das imidazolidinas
demonstrando atividade sobre vermes S. mansoni. A analise dos artigos apontou que, em geral, 0s
derivados imidazoélicos apresentaram atividade em concentracdes de 5-644uM, com tempo de atividade
de 24-144h e menor citotoxicidade comparados ao PZQ (<1ug/mL). Oito compostos conseguiram
induzir 100% da mortalidade de vermes adultos S. Mansoni em 24h, resultado similar ao PZQ, em uma
faixa de 20-320uM. In vivo, os trés testes realizados nao alcancaram os critérios preconizados pela
Organizac¢do Mundial da Saude para identificar potenciais compostos: reducéo superior a 80% na carga
de vermes apds administracdo intraperitoneal de 100 mg/kg por cinco vezes com 10% de
Dimetilsulféxido. No entanto, os resultados desses estudos mostraram que os derivados testados,
sobretudo 3-benzil-5-(4-cloro-arilazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PT05) complexado com o
polimero polietilenoglicol (70.5%), apresentaram promissora atividade esquistossomicida. Conclusao:
As imidazolidinas possuem significante atividade frente ao parasito discutido, porém, esfor¢cos devem
continuar para a busca por novas moléculas e testes in vivo capazes de preencher as lacunas
existentes.

Palavras-chave: imidazolidinas; Schistossoma; doeng¢as negligenciadas.
Area teméatica: Farmacologia.
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EFEITO DA FORMULAGAO TOPICA CONTENDO ACIDO VANILICO CONTRA A
INFLAMACAO E O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDOS POR RADIACAO UVB EM
CAMUNDONGOS SEM PELOS

Camilla Carolina Arriero Rodrigues?, Ingrid Caroline Pinto!, David Laios do Vale!, Cristina de Paula
Barros de Melo?, Priscila Saito !, Renata Micheli Martinez?, Marcela Maria Baracat?, Sandra Regina

Georgetti?, Waldiceu Aparecido Verri Junior®, Rlbia Casagrande?
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Introducéo: A radiacao ultravioleta B (UVB) é conhecida por causar danos a pele e estd associada ao
estresse oxidativo, inflamacdo, dano ao DNA e apoptose. O acido vanilico (VA) é um derivado da
oxidagdo da vanilina, um composto fendlico e um agente aromatizante encontrado em plantas e frutas
comestiveis, que possui atividade antioxidante. Objetivo: Investigar a eficacia terapéutica do VA
incorporado a formulacdo tépica (TFcVA) frente a inflamacgéo e estresse oxidativo induzidos pela
radiacdo UVB em camundongos sem pelo. Materiais e Métodos: Camundongos sem pelo (linhagem
HRS/J, n=6) receberam tratamento tépico TFcVA (dose de 10 ng/animal) antes e apds o periodo de

irradiacao (4,14 J/cmz). Apés esse periodo as peles foram coletadas para os testes de edema cutaneo
(variacdo do peso de pele), avaliacao histopatoldgica por microscopia Optica (danos a fibra de colageno)
e metaloproteinase-9 (MMP-9) por zimografia em gel de poliacrilamida ap6s 12h e para os testes de
producdo de anion superoxido pela reducdo do Nitroblue tetrazolium e hidroperoxidos lipidicos por
guimiluminescéncia apés 2h, as peles coletadas foram armazenadas até a realizacdo dos testes. Este
trabalho foi aprovado pelo comité de ética em animais (Of. Circ. CEUA n°70/2017, processo CEUA
n°8225.2017.67). A analise estatistica foi feita utilizando ANOVA com um fator seguido do teste de
Tukey (p<0,05). Resultados: O tratamento com TFcVA diminuiu a deplecdo dos antioxidantes
enddgenos pela diminuicdo da producgdo de radicais livres como o anion superéxido e diminuiu a
peroxidacao lipidica induzida pela radiagcdo UVB, o que explicam também a reducdo do edema de pele,
atividade da MMP-9 e degradacéo do coladgeno. Em resumo, o TFcVA foi capaz de reduzir os efeitos
oxidativos e inflamatorios prejudiciais da irradiacdo UVB na pele dos camundongos. Concluséo: Foi
demonstrado pela primeira vez que a TFcVA previne os danos oxidativos e inflamatérios induzidos pela
irradiacdo UVB em camundongos sem pelo.

Palavras-chave: formulacao tépica; estresse oxidativo; inflamacao.
Area teméatica: Farmacologia.
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ATIVIDADE ANTIARTRITICA E ANTINOCICEPTIVA DO OLEO ESSENCIAL E CANFORA
OBTIDOS DAS FOLHAS DE Ocimum kilimandscharicum EM CAMUNDONGOS

Caren Naomi Aguero Ito*; Elisangela dos Santos?; Natalia de Matos Balsalobre?®; Arielle Cristina Arena?;

Saulo Euclides Silva-Filho®, Anelise Samara Nazari Formagio®, Candida Aparecida Leite Kassuya®
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Introducdo: Varios farmacos anti-inflamatérios amplamente utilizados provocam reacfes adversas
importantes. Diante disso, a busca de produtos naturais com atividade anti-inflamatéria tem sido
promissora. O Ocimum kilimandscharicum (Camphor Brasil), por exemplo, apresenta atividades anti-
inflamatéria em modelo de pleurisia induzido por Carragenina em camundongos. Objetivo: Avaliar a
atividade antiartritica do 6leo essencial das folhas e de Céanfora obtidos de O. kilimandscharicum
(OEOK) em modelo de artrite induzida por Zymozan. Material e métodos: O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Grande Dourados (n° 026/2016).
Camundongos Swiss (28-30g), foram divididos (n=6) e tratados com salina 0,9% (controle), OEOK
(100mg/kg, v.0.), Canfora (30mg/kg, v.0.) e a droga de referéncia: Dexametasona (1mg/kg, s.c.). Apés
1 hora, eles receberam injecdo intra-articular de Zymosan (200 ug) no joelho direito. A hiperalgesia
mecanica (HM) (analgesimetro digital) e edema (micrémetro) foram avaliados apés quatro e seis horas.
Apos seis horas procedeu-se a eutanasia, sendo o liquido sinovial coletado para quantificagdo de
proteinas, 6xido nitrico (NO) e leucdcitos. ANOVA (uma-via) e teste Student-Newman-Keuls foram
utilizados para estatistica. Resultados: O tratamento com OEOK e Céanfora reduziram a HM (76%,
70%) e o edema (61%, 81%), respectivamente. Ambos grupos também reduziram os niveis de NO
(87%, 80%), proteinas totais (64%, 51%), leucdcitos totais (70%, 62%) e polimorfonucleares (63%,
58%), no exsudato articular. A Dexametasona reduziu todos os paradmetros avaliados. Concluséo: O
OEOK e a Canfora apresentaram potencial antiartritico. Pretende-se a realizacdo de mais estudos para
acrescentar na compreenséo da atividade do 6leo essencial e Canfora.

Palavras-chave: Ocimum kilimandscharicum; inflamacao; artrite.

Financiador (es): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - CAPES (001).
Area teméatica: Farmacologia
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EFEITOS DA ASSOCIACAO ANETOL + METOTREXATO NOS PARAMETROS
INFLAMATORIOS E NO METABOLISMO HEPATICO DE RATOS ARTRITICOS
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SDocente — Departamento de Bioquimica, Laboratério de Metabolismo Hepatico da Universidade Estadual de Maringa.

Introducdo: A artrite reumatoide (AR) é uma doenca multissistémica crbnica, cuja principal
caracteristica é a sinovite inflamatoria persistente. O metotrexato (MTX) é o medicamento de escolha
no tratamento da AR, mas sua principal limitagdo sdo os efeitos adversos. O anetol (AN), um
constituinte do 6leo essencial de anis, atenua a resposta inflamatodria da AR. Objetivo: Avaliar o efeito
da combinacdo AN + MTX em ratos portadores de AR. Materiais e Métodos: Foram utilizados ratos
Holtzman machos (200 g; CEUA n° 9937300419). A artrite foi induzida por injecdo intradérmica de
adjuvante completo de Freund na superficie plantar da pata esquerda. Os animais foram tratados
diariamente com AN (v.0.; 62,5 e 250 mg/kg); MTX uma vez por semana (i.p., 6, 12 e 24 mg/kg) ou a
combinacdo AN (62,5 mg/Kg) + MTX (6 mg/Kg). O edema de pata foi determinado por pletismografia e
os leucdcitos articulares foram coletados ao final do periodo experimental. O figado foi utilizado para
determinacé@o de parametros de estresse oxidativo. Os dados foram analisados por ANOVA seguido
de poés-teste de Tukey (p<0,05). Resultados: O tratamento com ANeszsmgkg + MTXemgikg reduziu
significativamente o edema da pata injetada em 47%, no 20° dia. Este efeito foi melhor que o tratamento
com MT Xemgikg, AN625mgikg € AN2somgikg. ESSa combinag¢é@o também reduziu o nimero de leucécitos da
cavidade articular da pata esquerda em 70%. O figado dos animais tratados com a associa¢ao
apresentou reducéo da peroxidacgéo lipidica (TBARS), da carbonilacdo de proteinas e da quantidade de
espécies reativas de oxigénio total. Esta associa¢cdo aumentou os niveis de glutationa reduzida (GSH)
e diminuiu a glutationa oxidada (GSSG), melhorando a razdo GSH/GSSG. A atividade das enzimas
catalase e superodxido dismutase também foi restaurada. Conclusao: Nossos resultados demonstram
gue o uso do anetol em combinag¢@o com o metotrexato pode ser eficaz no tratamento da AR.

Palavras Chaves: artrite reumatoide; metabolismo hepatico; estresse oxidativo.

Financiador: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPQ).
Area tematica: Farmacologia
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Introducéo: O trans-anetol (AN), composto natural presente nos 6leos essenciais de espécies como o
anis, anis-estrelado e erva-doce. Estudos recentes, em diferentes modelos de inflamac&o, demonstram
gue o AN apresenta atividade antiinflamatéria. Os sistemas de encapsulamento de farmacos
(microparticulas) sdo promissores por sua capacidade de proteger o composto permitindo melhor
eficacia farmacolégica em dose menor. Objetivo: Avaliar a eficacia do AN microencapsulado (MLSAN)
no modelo de inflamacdo cronica induzida pelo adjuvante completo de Freund (ACF). Material e
métodos: Os experimentos utilizando ratos Holtzman (200-220g) CEEA/UEM (3001210819). As
MLSAN foram obtidas pelo método de homogeneizacdo a quente com Compritol® e Tween 80. A artrite
foi induzida pela administracdo subcutanea de ACF (0,5%) na pata posterior esquerda dos ratos (n =
5-7). Os tratamentos, com MLSAN (12,5, 25 e 50 mg/Kg) e com AN (250 mg/Kg), dose Unica diaria,
foram iniciados no mesmo dia da indugcédo e continuado por 21 dias. O volume de ambas as patas
traseiras, foi medido por pletismografia nos dias 1, 3, 6, 9, 13, 15, 17 e 21, os resultados expressos
como aumento do volume final da pata em relacdo ao seu volume inicial. A gravidade das lesdes
secundéarias foram avaliadas por um sistema de graduagcdo numérica de 0 a 5. Os dados finais
(MeantEPM) foram submetidos a one-way ANOVA e teste de Tukey. *P < 0.05 foi considerado
significativo. Resultados: Os resultados de FTIR mostraram eficiéncia do encapsulamento do AN na
matriz do Compritol. O tratamento com a MLSAN nas doses de 25 e 50 mg/kg reduziu o edema da pata
e retardou o aparecimento das lesdes secundéarias quando comparado ao AN na dose de 250 mg/kg.
Concluséo: Nossos resultados mostraram que as MLSAN de AN foram obtidas com alta eficiéncia de
encapsulacéo, e apresentaram uma eficacia anti-inflamatéria semelhante a do AN em dose cinco a dez
vezes menor.

Palavras-chave: artrite por adjuvante; microparticulas; anetol.
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A BERBERINA INIBE A PRODUGAO DE GLICOSE E O CONSUMO DE OXIGENIO NO
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Introducdo: A berberina (ou umbelatina) € um alcaldide obtido de plantas, que possui indmeras
atividades bioativas, como atividade antioxidante, anti-inflamatdria, anti-tumoral, anti-mutagénica,
antidiabética, hipolipemiante. Estudos mostram que o figado € um 6rgao central na biodistribuicéo e
biotransformacéo da curcumina, sendo o 6rgédo onde a berberina mais se acumula. Objetivo: Avaliar o
efeito da berberina sobre a gliconeogénese hepatica, utilizando o modelo de perfusao de figado isolado
de rato. Material e métodos: Foram utilizados ratos machos Wistar (200 a 250 g). Todos os
procedimentos foram aprovados pelo comité de ética em experimentagdo animal da UEM (CEUA n.
2535301019). O modelo de perfusdo nao-recirculante de figado de rato, livre de hemoglobina, foi
utilizado. O figado foi perfundido com tampéo Krebs/Henseleit-bicabornato. O substrato gliconeogénico
L-lactato (2mM) e a berberina (5 a 50 uM) foram dissolvidos diretamente no liquido de perfusdo. O
perfusado efluente foi coletado e analisado em relagdo a concentracdo dos metabdlitos glicose e
piruvato. O consumo de oxigénio foi determinado por polarografia. Resultados: A berberina inibiu a
gliconeogénese hepatica de maneira dose-dependente. Na concentracdo de 50 uM, a inibicdo da
producédo de glicose causada pela berberina chegou a 91%, em condi¢cdes de estado estacionario. A
concentracdo de berberina que causou 50% de inibicdo da producéo de glicose (IC50) foi de 16,4 uM.
O consumo de oxigénio foi expressivamente inibido pela berberina (-145% na concentrag&o de 50 uM).
O IC50 para o consumo de oxigénio foi de 3,1 uM. A berberina também provocou reducéo, embora em
menor grau, da concentracd@o de piruvato do perfusado efluente. Na concentracdo de 50 pM a inibicdo
da producéo de piruvato foi de 23%. Conclusé&o: A berberina inibe expressivamente a gliconeogénese
e 0 consumo de oxigénio do figado em baixas concentracdes. Estes resultados contribuem com a
elucidacédo dos efeitos farmacoldgicos da berberina, haja vista sua atividade antidiabética.

Palavras-chave: umbelatina; gliconeogénese; figado.

Financiador (es): CNPq
Area teméatica: Farmacologia

185



V’ ’ International Meeting of
‘ Biosciences and Physiopathology

5 il";'

o

3 X’ Simposio de Biociéncias
Aplicadas a Farmacia

COMBINAGAO DE ANALISES ESPECTROS~COPICA VIBRACIONAL E HISTOLOGICA E
EFETIVA PARA O ESTUDO DE ALTERACOES NA MEMBRANA SINOVIAL DE RATOS
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Introducéo: A espectroscopia no infravermelho (FTIR) é uma técnica ndo destrutiva, que apresenta
alta especificidade e fornece resultados rapidos. Embora alguns trabalhos mostram a aplicacdo da FTIR
na area biomédica, ndo encontramos estudos que aplicaram esta técnica para a avaliacdo de
alteracBes na membrana sinovial (MS) de ratos artriticos. Objetivo: Caracterizar as alteracdes
estruturais, moleculares e morfologicas da MS de ratos artriticos, utilizando a combinacgéo de técnicas
espectral e histoldgica, e avaliar a aplicabilidade destas técnicas em estudos que avaliam o efeito de
compostos com atividade anti-inflamatéria sobre estas alteracdes. Métodos: A artrite (AlA) foi induzida
por injecdo subcutanea de 0,1 mL de adjuvante completo de Freund (0,5%) na pata posterior esquerda
de ratos Holtzman (CEUA/UEM-896220716). Os ratos (200-220g) foram tratados p.o., em dose Unica
diaria, com a associacdo anetol+ibuprofeno (AN+IB - 62,5+8,75mg/kg), IB (35mg/kg) e AN (250mg/kg)
por 21 dias. No 21° dia os animais foram eutanasiados para a coleta da MS. A avaliacdo espectral foi
feita em espectrédmetro FTIR-ATR. As analises histol6gicas foram realizadas utilizando técnicas de HE,
Azan e Picro-Sirius. Os resultados (MédiatEPM) foram submetidos a ANOVA-Tukey (P<0,05).
Resultados: Os dados da analise espectral mostraram um aumento da area da banda centrada em
2922 cm-1, atribuida ao colageno tipo Ill. As andlises histolégicas mostraram graves alteracdes na MS
dos animais artriticos, como intenso infiltrado inflamatério, hiperplasia e hipertrofia das células sinoviais,
e aumento do depdésito de colageno total, representado pelo aumento do colageno tipo Ill. O tratamento
dos animais com a associacdo AN+IB preveniu todas estas alteracBes, de maneira similar a
monoterapia com AN e IB em doses altas. Concluséo: No conjunto, os dados evidenciaram que a
combinacdo de técnicas espectral e histolégica pode contribuir efetivamente para o melhor
entendimento da fisiopatologia da AlA, e para avaliar o efeito de compostos com finalidade terapéutica.

Palavras- chave: artrite induzida por adjuvante; espectroscopia no infravermelho; associagcdo de
farmacos.
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B-MYRCENE PROTECT AGAINST ACUTE ACETAMINOPHEN HEPATOTOXICITY IN MICE
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Introduction: Acetaminophen (N-acetyl-p-aminophenol, APAP), overdose is one of the most common
causes of drug-induced acute liver failure. B-myrcene is a natural product with antioxidant and anti-
inflammatory activities. Aim: Investigate the protective effects of B-myrcene (MYR) on liver damage
induced by Methods: In the present study, the hepatoprotective effects and the underlying mechanisms
MYR in APAP-induced hepatotoxicity were investigated. Balb/c mice were pretreated with MYR (100
and 200 mg/kg), Silymarin or vehicle once daily for seven days. On the seventh day, mice were injected
with a single dose of APAP (250 mg/kg) to induce acute liver injury. After 12 hours of APAP
administration, the animals were anesthetized with thiopental and the peritoneal cavity was exposed.
Blood was collected for biochemical analysis of alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), alkaline phosphatase (ALP) and gamma-glutamyltransferase (yGT). Results
are reported as the mean + standard error of the mean. Significance was assessed by one-way analysis
of variance (ANOVA), followed by Tukey's test. Results: ALT, AST, ALP and yGT values were
significantly increased with the administration of APAP, indicating hepatic injury. However, the MYR 100
mg/kg and MYR 200 mg/kg groups significantly prevented changes in ALT (82.4% and 72.3%,
respectively), AST (71.4% and 59.1%, respectively), ALP (80.9% and 35.0%, respectively) and yGT
(55.7% and 61.4%, respectively), when compared to the APAP group. Treatment with 200 mg/kg
silymarin inhibited APAP toxicity and the values of the above mentioned serum parameters were
significantly reversed. Conclusion: Our results demonstrated that treatment with MYR improves hepatic
functions in paracetamol-induced hepatotoxicity as evidenced by reduction in serum liver enzymes.

Key-words: acute hepatic injury; B-myrcene; hepatotoxicity.
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AVALIAGAO DOS EFEITOS DO B-CARIOFILENO NO MODELO DE LESAO PULMONAR
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Introducédo: A lesdo pulmonar aguda (LPA) é uma sindrome de insuficiéncia respiratéria que é
caracterizada por infiltracdo pulmonar, edema e hipoxemia grave. A fisiopatologia da LPA envolve uma
intensa resposta inflamatéria pulmonar, que é caracterizada por recrutamento de neutréfilos e ativacao
de macrofagos alveolares, os quais secretam citocinas, principalmente interleucina (IL)-1, IL-6, IL-8, e
IL-10 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). O B-cariofileno € um dos componentes mais abundantes
do 6leo de copaiba, e apresenta diversas propriedades farmacéuticas ja descritas na literatura, tais
como anti-inflamatéria, antioxidante e antiviral. Objetivo: Esta pesquisa teve como objetivo determinar
os efeitos anti-inflamatérios do [-cariofileno no modelo experimental de LPA induzida por
lipopolissacarideo (LPS). Material e métodos: Os animais foram tratados por via oral com B-cariofileno
(50, 100, 200 e 400mg/kg), dexametasona (DEX, 1 mg/kg) + Zafirlucaste (ZAR, 5 mg/kg). Foi utilizado
42 animais no total, e este projeto foi submetido e aprovado pelo comité de ética da Universidade
Estadual de Maringa (9908100120). Uma hora apds o tratamento, foi realizada a inducao da LPA pela
administragdo intranasal de uma solucéo de LPS. Vinte e quatro horas apds a inducéo, foi realizada a
coleta do lavado bronco alveolar (LBA) e do tecido pulmonar. Com o LBA realizou-se a contagem de
células totais e polimorfonucleares (PMN), e o tecido pulmonar foi utilizado para a determinacdo da
atividade da enzima mieloperoxidase (MPO). Resultados: Os animais pré-tratados com B-cariofileno
(200 e 400 mg/kg) apresentaram uma diminuicdo significativa no nimero de células totais e PMN
guando comparados com o grupo que s6 recebeu a administracéo intranasal de LPS (grupo LPS). O
pré-tratamento com B-cariofileno (200 e 400 mg/kg) também reduziu significativamente a atividade da
MPO em comparac¢éo ao grupo LPS. Concluséo: Baseado nos dados obtidos, pode-se concluir que o
B-cariofileno presente no 6leo de copaiba, possui efeito anti-inflamatério na atenuacéo da migracéo de
neutroéfilos nos pulmdes.

Palavras-chave: lesdo pulmonar aguda; B-cariofileno, anti-inflamatério
Area teméatica: Farmacologia
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Introducédo: Na lesdo pulmonar aguda (LPA) ocorre uma intensa resposta inflamatéria, caracterizada
por formacdo de edema, ruptura do epitélio com lesdo do parénquima pulmonar e recrutamento de
neutréfilos. O B-mirceno é um terpeno derivado de 6leos essenciais que apresenta diversas
propriedades farmacoldgicas, incluindo propriedades anti-inflamatérias. Objetivo: avaliar os efeitos do
B-mirceno sobre parametros inflamatérios no modelo de LPA induzida por LPS em camundongos.
Material e métodos: A inducdo da LPA foi realizada pela administracdo intranasal de LPS em
camundongos Balb-C. Os animais foram pré-tratados com -mirceno, nas doses: 125, 250, 500 e 750
mg/kg uma hora antes da inducdo. Vinte e quatro horas apds a administracdo do LPS realizou-se a
coleta do lavado broncoalveolar (LBA), o qual foi utilizado para a contagem de células totais e
polimorfonucleares (PMN), dosagem de Oxido nitrico (NO) e verificacdo da atividade da enzima
mieloperoxdase (MPO). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UEM sob o CEUA n° 3919220419. Resultados: Os animais foram divididos em 7 grupos: controle,
LPS, LPS + B-mirceno (125, 250 e 500mg/kg), LPS + dexametasona e LPS + zafirlucaste. Os animais
gue receberam somente a administracdo de LPS apresentaram aumento significativo do nimero de
leucécitos totais no LBA quando comparados ao grupo controle, confirmando a viabilidade do modelo
experimental de LPA. O pré-tratamento via oral com [B-mirceno nas doses 125, 250 e 500mg/kg
mostrou-se eficaz em reduzir a migracdo de leucécitos totais. Essa diminuicdo na migracdo de
leucdcitos ocorreu principalmente devido a uma reducdo do numero de células PMN no LBA. A
atividade da MPO e os niveis de NO também foram reduzidos apds o pré-tratamento com 3-mirceno
125, 250 e 500mg/kg. Concluséo: Esses dados, em conjunto, sugerem que o 3-mirceno possui efeito
anti-inflamatorio no referido modelo, por atenuar a migracao de células nos pulmdes.

Palavras-chave: 3-mirceno; les&o pulmonar aguda; migracédo celular.
Area teméatica: Farmacologia.
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D2 NO MODELO DE LESAO CUTANEA INDUZIDA PELA RADIACAO UVB EM
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Introducdo: Um conceito atualmente descrito é o papel anti-inflamatério de mediadores lipidicos pré-
resolugdo. A resolvina D2 (RvD2) € um mediador gerado durante a fase resolutiva da inflamagéo aguda
a partir do metabolismo do acido docosahexaenoico (DHA), proveniente da familia dos acidos graxos
Omega-3 e tem apresentado atividade terapéutica em outros modelos de doenca. Entretanto, ndo existe
conhecimento da sua acao contra 0os danos cuténeos causados pela exposicao excessiva a radiacao
ultravioleta B (UVB). Objetivo: Investigar o efeito do tratamento da formulac&o tépica contendo RvD2
no modelo de dano inflamatério induzido pela radiagdo UVB em camundongos sem pelo. Material e
métodos: Camundongos (linhagem HRS/J, n=6) receberam tratamento tépico com 0,5 g de formulacéo
com e sem RvD2 (dose de 3,0 ng/animal) na superficie dorsal cutanea 1 hora antes, 5 minutos antes e

logo apds a irradiacdo (4,14 J/cmz). Doze horas apés a irradiacdo, amostras de pele dorsal foram
coletadas para avaliacdo do edema (expresso pela variacdo do peso de pele), atividade da
mieloperoxidase (MPO) por método espectrofotométrico, atividade da metaloproteinase-9 (MMP-9) por
zimografia em gel de poliacrilamida e também para a avaliacio histopatol6gica por microscopia optica
(determinacédo da espessura epidérmica e dano as fibras coldgenas). A andlise estatistica foi feita
utilizando ANOVA com um fator seguido do teste de Tukey (p<0,05). Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Animais (CEUA) da Universidade Estadual de Londrina (n° 017/2015, processo
1447.2015.10). Resultados: Os resultados in vivo demonstraram que o tratamento tépico contendo
RvD2 protegeu a pele contra o dano inflamatério induzido pela radiacdo UVB, pois reduziu a infiltragao
de células inflamatérias (ensaio da mieloperoxidase), edema de pele, atividade da MMP-9,
espessamento epidérmico e a degradacdo das fibras colagenas. Conclusdo: O uso da formulagdo
tépica contendo RvD2 pode ser uma abordagem promissora para controlar doencas cuténeas
causadas pela exposi¢éo a radiagcdo UVB.

Palavras-chave: radiacdo UVB; inflamacgéo; resolvina.

Financiadores: Coordenacgéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e Fundacao Araucéria

Area tematica: Farmacologia

190



V’ ’ International Meeting of
2 3 Biosciences and Physiopathology

X’ Simposio de Biociéncias
- Aplicadas a Farmacia
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Introducédo: A coenzima Q10 (CoQ10) é uma benzoquinona hidrofébica produzida endogenamente,
gue possui papel importante na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Esta substancia possui
atividades antioxidante e anti-inflamatéria ja comprovadas em sistemas in vitro e in vivo. Todavia,
embora a CoQ10 seja amplamente utilizada em formulag6es cosméticas comerciais, o efeito anti-
inflamatério topico desta substancia ainda ndo foi investigado. Objetivo: Avaliar a atividade anti-
inflamatéria tépica da CoQ10 no modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de croton (OC).
Material e métodos: Aprovado pelo comité de ética (CEUA n. 9987080420), foram utilizados
camundongos Swiss machos. O edema de orelha foi induzido pela aplicagéo tépica de 200 ug de OC
dissolvido em 20 pl de acetona 70% na face interna das orelhas dos camundongos. A seguir foram
aplicados topicamente a CoQ10 nas doses de 0,5; 0,25; 0,125; 0,06 e 0,03 mg/orelha, ou a
dexametasona (0,1 mg/orelha), também na face interna das orelhas, dissolvidos em acetona. Apos 6
horas, os animais foram submetidos a eutanasia, as orelhas cortadas em seccdes circulares de 6 mm
de didmetro, pesadas e utilizadas para a determinacao da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO).
Resultados: O tratamento tépico com a CoQ10 foi capaz de reduzir de maneira dose-dependente o
edema de orelha induzido pelo OC, resultando em 53% de inibicdo na dose de 0,5 mg, 44% na dose
de 0,125 mg e 23% na dose de 0,03 mg/orelha. Dexametasona (0,1 mg/orelha) reduziu o edema em
79%. Adicionalmente, a aplicacdo topica de CoQ10 diminuiu expressivamente o recrutamento de
leucdcitos para o sitio da inflamacdo, uma vez que a atividade da MPO foi reduzida em 90%, 115%,
117% e 111% nas doses de 0,5; 0,25; 0,125 e 0,03 mg/orelha, respectivamente. Conclusdo: A
coenzima Q10 possui atividade anti-inflamatéria topica, como demonstrado neste modelo de edema de
orelha induzido pelo OC em camundongos.

Palavras-chave: inflamacao; mieloperoxidase; ubiquinona.
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AVALIAGCAO DA CICLOFOSFAMIDA NA INDUGCAO DE CISTITE EM RATAS WISTAR POR
VIA INTRAPERITONEAL

Liandra Ferreira Minhos!; Ana Claudia da Silva Lima Gehlen?; Felipe Francisco Bittencourt Jdnior?;
Marcio Eduardo de Barros®.

tAcadémica de Pds-Graduacgdo (Mestrado) em Ciéncias da Salde, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados/MS
2Académica de Pés-Doutorado em Ciéncias da Salde, Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados/MS

3Docente — Departamento de Bioquimica clinica, Centro Universitario da Grande Dourados

“Docente- Faculdade Ciéncias da Saulde, Universidade Federal da Grande

Introducéo: A ciclofosfamida é um agente antineoplasico, que é também causador de cistite aguda em
humanos e ratos. A cistite aguda € um problema de salde publica pela falta de tratamentos que sejam
menos prejudiciais ao organismo. Objetivo: Estabelecer um modelo experimental de cistite inflamatéria
pela administracéo intraperitoneal de ciclofosfamida em ratas Wistar. Material e métodos: Para este
estudo inicial, utilizou-se 10 ratas fémeas Wistar, com cerca de 150 g que foram alojadas no biotério
experimental da Universidade Federal da Grande Dourados (racdo e agua ad libitum). Os animais foram
divididos em 2 grupos: Controle (sem nenhuma administracéo, n=5) e Inflamacao (com administracédo
de ciclofosfamida, n=5) que receberam uma dose de 150 mg/Kg de ciclofosfamida por via
intraperitoneal. Apds 24 horas as ratas foram anestesiadas e eutanasiadas para coleta de amostras e
realizacdo de exame de urina tipo |, andlises bioquimicas e hematoldgicas. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo CEUA/UFGD (n° 05/2020). Os dados hematoldgicos e bioquimicos foram
analisados estatisticamente através de ANOVA, seguido de teste de Tukey (MtEP, com p< 0,05).
Resultados: Houve ligeiro aumento da Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média do Grupo
Inflamacéo (35,98+0,31) em comparacédo ao Grupo Controle (35,20+0,63) (p = 0,038), em relacdo aos
exames bioquimicos, houve diminuicdo significativa entre os valores de triglicérides do Grupo
Inflamacéo (68,78+14,03) em relagdo ao Grupo Controle (110,24+30,25) (p=0,023) e por fim, 0 exame
de urina tipo | demonstrou que as ratas do Grupo Inflamagéo estavam com a urina alcalina (pH=8) em
relacdo ao grupo controle (pH=7) e com presenca de leucdcitos na urina (125 cel./pl). Concluséo:
Portanto, estamos indicando um caminho de pesquisa para comprovar ou nao o efeito da ciclofosfamida
na inducgdo de cistite, porém acreditamos que a dose deve ser ajustada para se obter resultados mais
relevantes.

Palavras-chave: cistite; ciclofosfamida; ratos Wistar.
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ACETYLSALICYLIC ACID REDUCES SKIN INFLAMMATION CAUSED BY UVB
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Introduction: Lipoxins and aspirin-triggered lipoxins (AT-LXA4) are mediators generated during
inflammation that elicit anti-inflammatory and pro-resolution bioactions by binding to a high-affinity, G
protein-coupled lipoxin A4 receptor (ALX)/formyl peptide receptor (FPR2). Objective: to determine if
the effect of acetylsalicylic acid (ASA) on UVB radiation-induced collagen degradation, and production
of anti-inflammatory cytokines would be inhibited by BOC-2 (an ALX/FPR2 receptor antagonist)
indicating the dependence on AT-LXA4, and then if AT-LXA4 would mimic the ASA activity on the
inflammatory response induced by UVB in mice. Material and methods: Hairless mice were randomly
designed to different groups with 5 mice each. Mice were pretreated with ASA (100 mg/kg, via oral [pQ])
or AT-LXA4 (3 ng/mice, via intraperitoneal [ip]) in the absence or presence of BOC-2 (30 g/kg, ip, 30
min before ASA or AT-LXA4 treatment). After 1 hour, animals received UV irradiation (4.14 J/cm?).
Degradation of collagen was determined in samples dissected 12 h after the irradiation by Masson’s
trichrome showed in blue and analyzed by ImageJ Program. IL-10, and TGF- levels were assessed in
skin samples dissected out 12 h after the UV exposure by ELISA kits. Data were statistically analyzed
by one-way ANOVA followed by Tukey’s test, p<0.05. The Animal Ethics Committee (CEUA process
1447.2015.10) of the Londrina State University approved this study. Results: Pretreatment with ASA
and AT-LXA4 ameliorated the signs of UV-induced inflammation by reducing collagen degradation, and
by increasing anti-inflammatory cytokines (transforming growth factor [TGF]-B and IL-10). All effects
were abrogated by BOC-2, indicating that AT-LXA4 is involved in the beneficial effect exerted by ASA
on UVB-induced skin inflammation. Conclusion: AT-LXA4 action on ALX/FPR2 receptor explains the
modulation of inflammatory parameters by ASA in UVB induced skin inflammation further contributing
to understand ASA therapeutic applicability in UVB radiation-induced skin pathology scenario.
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FORMULAGAO TOPICA CONTENDO RESOLVINA D5 INIBE O PROCESSO
INFLAMATORIO INDUZIDO POR RADIAGAO UVB EM CAMUNDONGOS SEM PELO
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Introducéo: A pele esta exposta a uma série de agentes deletérios e um dos principais € a radiacéo
ultravioleta B (UVB). A radiagdo UVB induz danos cutaneos inflamatérios que podem levar ao cancer
de pele. Nesse contexto, uma alternativa para protecdo da pele seria 0 uso topico de mediadores
lipidicos. A resolvina D5 (RvD5) € um mediador lipidio enddégeno anti-inflamatério gerado a partir do
acido graxo poli-insaturado oméga-3. Apesar do estabelecimento das propriedades anti-inflamatéria e
pré-resolucdo da RvD5 em alguns modelos de doenca, ainda ndo existe evidéncias do seu efeito
terapéutico no dano inflamatério induzido pela radiacdo UVB. Objetivo: Investigar a eficacia da RvD5
nos danos cutaneos inflamatérios induzidos pela radiagdo UVB em camundongos sem pelo. Material
e métodos: O projeto foi aprovado pela CEUA da UEL (registro no CEUA sob o n° 148/2016, processo
no 11146.2016.97). Camundongos sem pelo (HRS/J) foram alocados em grupos de 6 animais e
submetidos a radiagdo UVB (4,14 J/cm?) para inducdo do processo inflamatério. Foram realizados 3
tratamentos tépicos com 0,5 g de formulacdo com e sem RvD5 na superficie dorsal cutanea 1h antes,
5 min antes e logo apés a irradiacdo na dose de 0,03 ng/animal. 12h apés a irradiagcdo as amostras de
pele do dorso dos animais foram coletadas e foi determinado o edema, expresso pela varia¢éo do peso
de pele, a atividade da mieloperoxidase (MPO) por método espectrofotométrico, a atividade da
metaloproteinase-9 (MMP-9) por zimografia em gel de poliacrilamida e analise histolégica do colageno.
A andlise estatistica foi feita por analise de variancia seguido de Tukey. Resultados: RvD5 reduz o
edema de pele, a migragdo de leucdcitos (MPO), a atividade da MMP-9 e, por fim, a degradacéo das
fibras de coldgeno induzidos pela radiacdo UVB. Concluséo: RvD5 é um lipideo anti-inflamatério/pré-
resolugcdo promissor para o tratamento da inflamacao induzida pela radiacéo UV.

Palavras-chave: coldgeno; RvD5; inflamacao.
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DIETA COM BAIXO TEOR DE CARBOIDRATOS E PROTEINAS DIMINUI A
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Introducéo: Individuos com dietas cetogénicas de alto teor de gordura tém desenvolvido resisténcia a
insulina e esteatose hepatica. Ratos tratados com dietas cetogénicas de baixo teor de carboidratos e
proteinas (LP-KD) permanecem magros, desenvolvem cetose, acumulando triglicérideo hepatico,
desenvolvendo resisténcia a insulina hepatica e intolerancia a glicose sistémica. Objetivos: investigar
os efeitos de uma dieta LP-KD suplementada com colina e metionina na homeostase da glicose e no
metabolismo hepatico de ratos. Material e métodos: Ratos Wistar foram tratados por 15-30 dias com
LP-KD (aprovado pelo CEUA: N°6039280220). Cetogénese e gliconeogénese foram medidos em
figados perfundidos. A expressdo de mRNA de enzimas-chave foi medida no figado. Foram realizados
testes de tolerancia a insulina e glicose oral e o perfil lipidico determinado no plasma. Resultados: A
cetogénese hepética de palmitato e cetonas plasméticas aumentaram em ratos LP-KD, apesar de nao
haver perda significativa de peso. O peso dos tecidos adiposos brancos foi 50% maior em ratos LP-KD.
Sem substrato exégeno, a producéo de glicose aumentou nos figados perfundidos de ratos LP-KD apés
18h de jejum, como consequéncia do aumento da glicogendlise. A glicogénese hepéatica de lactato e
glicerol diminuiu em ratos LP-KD. As expressdes hepaticas de mRNA de frutose-1,6-bifosfatase e
fosfoenolpiruvato-carboxicinase foram igualmente diminuidas nesses animais. Glicogénios hepaticos e
os conteldos lipidicos eram 2 vezes maiores em ratos LP-KD. A glicemia do jejum e a intolerancia a
glicose foram modestamente aumentadas em ratos LP-KD, mas a sensibilidade a insulina foi
preservada. Conclusdo: N&o houve perda significativa de peso em animais LP-KD, devido a
suplementacdo da metodologia, mas a glicogénese é reduzida no figado, provavelmente devido ao
baixo teor de proteina. O aumento de glicogénio e lipidios no figado ocorre devido ao alto teor de
gordura da dieta, apesar de lipidios hepaticos e resisténcia a insulina serem minimizados quando ha
suplementacdo com colina.

Palavras-chave: dieta cetogénica; gliconeogénese; metabolismo hepatico.
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Introducédo: O alimento fornecido aos animais submetidos a estudo cientifico deve conter em sua
composicao nutrientes que permitam atender as necessidades nutricionais de crescimento dos animais
jovens e a manutencéo do peso dentro da normalidade na fase adulta destes animais, bem como deve
haver ainda agua em quantidade necessaria conforme a espécie em estudo. O consumo diério de racao
nutricional e agua se faz necessario para melhor desempenho relacionado ao estado nutricional do
animal submetido a estudo, estando diretamente relacionada a sua condicdo metabdlica. Animais que
super expressam a apoClll submetidos a atividade fisica diaria adquirem condicdo de estresse fisico
alterando seu metabolismo levando a adaptacdes estruturais e metabdlicas. Objetivo: Avaliar o
consumo semanal de racdo e agua em animais hipertigliceridémicos submetidos a treinamento
aerdbico de 8 semanas em esteira ergométrica. Material e métodos: Esta pesquisa foi aprovada pela
Comiss&o Interna de Biosseguranga- CIBio e Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob
protocolo n® 7925010719 da Universidade Estadual de Maringa. Foram utilizados camundongos
machos da linhagem C57BI/6 divididos em 4 grupos, transgénico treinado (n=10) e seu controle
sedentario (n=8), ndo transgénico treinado (n=10) e seu controle sedentario (n=08). O treinamento
consistiu em 3 sessfes de 44minutos, por 8 semanas. O consumo de racédo e 4gua de ambos 0s grupos
de animais foi analisado e documentado para posterior analise estatistica. Resultados: Nossos
resultados apontaram diferenca significativa no consumo diario de ragédo no grupo apoClll exercitado
(23,7£2,1 g) e quando comparado com o seu controle apoClIl sedentérios (20,4+1,2 g). No grupo néo-
transgénico exercitado também houve aumento (25+2,8 g) quando comparados ao grupo de animais e
nao transgénico sedentario (21,4+1,7 g). Conclusao: Diante dos resultados obtidos confirmamos a
importancia do acompanhamento diério da nutricdo destes animais hipertrigliceridémicos submetidos a
rotina de exercicio intenso em esteira ergométrica. Observando que em ambos 0s grupos, 0s animais
gue treinaram apresentaram maior consumo de racao.

Palavras-chave: hipertrigliceridemia; atividade fisica; nutricao.
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Introducédo: Sabe-se que a diabetes mellitus esta associado a diversas alteracdes cardiovasculares
como o aumento da rigidez arterial. Além disso, 0 aumento da concentracdo plasmatica de cobre é
caracteristico nesses individuos. Sugere-se que exista uma relagdo entre esse aumento do cobre
plasmatico e o desenvolvimento das alteracbes cardiovasculares, porém até o momento esses
mecanismos ndo foram elucidados. Objetivo: O presente estudo busca investigar o efeito da
sobrecarga cronica de cobre sobre a reatividade vascular em segmentos isolados de aorta toracica de
ratos diabéticos Material e métodos: Trata-se de um estudo experimental, onde foram utilizados cerca
de 20 ratos Wistar de 12 semanas, com aproximadamente 200g, provenientes do biotério central da
UFES. Os protocolos experimentais foram aprovados pela CEUA — UFES N° 22/2019. Os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais: controle (CT); cobre (Cu); diabetes (DM); diabetes+cobre
(DM+Cu). O diabetes tipo 1 foi induzido por injecéo Unica de estreptozotocina 50mg/kg/i.v.; os animais
foram tratados com o dobro da dose recomendada diaria de cobre (1.8mg/kg). Ap6s 30 dias de
tratamento, foram sacrificados e a aorta torécica foi retirada para realizacdo de experimentos de
reatividade vascular. Utilizou-se testes estatisticos como ANOVA uma e duas vias para analise dos
resultados. Resultados: Quando avaliada a reatividade vascular, observou-se uma reducdo na
reatividade vascular no grupo DM+Cu, provavelmente causada por aumento de 6xido nitrico (NO).
Incubando os anéis de aorta com farmacos para verificar as vias afetadas, encontramos em ratos
diabéticos expostos a sobrecarga de cobre: um aumento da biodisponibilidade de NO; acdo de fatores
vasodilatadores da NADPH oxidase, sugere-se a participagdo de H202; atuacdo de canais para
potassio; possivel participacdo da angiotensina Il como vasodilatadora, atuando em receptores AT2.
Concluséo: A sobrecarga de cobre em ratos diabéticos causa uma reducgéo nha reatividade vascular da
artéria aorta, devido a um aumento de fatores vasodilatadores, possivelmente o NO e H202.

Palavras-chave: cobre; diabetes mellitus; aorta.
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Introducdo: No Brasil, a prevaléncia de adolescentes do sexo feminino com excesso de peso e
obesidade, conjuntamente, impactaram 23,8% da populacdo em 2015, sendo que a quantidade relativa
de gordura nas meninas, aumenta progressivamente durante o envelhecimento. Sabe-se que o
excesso de peso pode aumentar os riscos de acometimento por dislipidemias, diabetes mellitus e de
hipertensdo arterial. A obesidade quando instalada precocemente nas criancas e adolescentes, eleva
o risco cardiovascular na vida adulta. Objetivo: Correlacionar indices antropométricos, variaveis da
composigao corporal e perfil bioquimico, de adolescentes do sexo feminino, com excesso de peso ou
obesidade. Material e métodos: Trata-se de um estudo transversal, realizado com 71 adolescentes
entre 12 a 17 anos de idade, ingressantes em um programa interdisciplinar para o tratamento da
obesidade, no periodo de 2017 a 2020. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa
local, sob o niumero: 3.837.408, da Universidade Cesumar. As seguintes variaveis foram analisadas:
massa livre de gordura (MLG), indice de massa magra (IMM), massa musculoesquelética (MME),
colesterol total (CT), glicose e lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c). ApGs a confirmacdo da
normalidade, utilizou-se a correlacdo de Pearson, a fim de testar possiveis associacdes entre as
variaveis, através do Software SPSS®, assumindo um nivel de significancia de 5%. Resultados: As
principais correla¢des observadas foram: MLG e LDL-c (r = -0,22), IMM e CT (r = -0,30), IMM e LDL-c
(r =-0,27), MME e LDL-c (r = -0,23), glicose e LDL-c (r = 0,40), CT e MME (r = - 0,25), todas com
p<0,05. Conclusédo: Os resultados do presente estudo sugerem que niveis mais elevados de MLG,
IMM e MME, sdo fatores protetores da salde cardiometabdlica. Finalmente, o monitoramento da
composicao corporal e das variaveis bioquimicas, séo substanciais para determinar possiveis riscos a
saude cardiovascular de adolescentes do sexo feminino.

Palavras-chave: adiposidade; promocéo da saude; saude do adolescente.
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EFEITO DO TREINAMENTO AEAROBICO DE 8 SEMANAS EM ESTEIRA NA MASSA
CARDIACA DE ANIMAIS DISLIPIDEMICOS POR SUPEREXPRESSAO DA ApoClil: DADOS
PRELIMINARES
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Introducdo: Camundongos transgénicos que superexpressam a apoClll-humana tornam-se
hipertrigliceridémicos e dislipidémicos, condicGes que propiciam o animal a doencas cardiometabdlicas.
O exercicio fisico € uma condicdo de estresse que modifica tanto o0 metabolismo quanto a musculatura
esquelética e/ou cardiaca de quem realiza. O coracdo, um dos principais 6rgdos afetados durante
exercicio, garante o suprimento sanguineo ao musculo periférico, e remove metabdlitos produzidos
pela contracdo muscular intensa. Objetivo: Analisar se o efeito do treinamento em esteira e 0 estado
dislipidémico modificam a massa cardiaca dos animais dislipidémicos por super expressao da apoClll.
Material e métodos: Todos os procedimentos descritos foram aprovados pela Comisséo Interna de
Biosseguranca - CIBio e Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA 7925010719) da Universidade
Estadual de Maringa. Camundongos machos (linhagem C57BI/6) foram distribuidos em 4 grupos
(transgénico treinado n=10 e seu controle sedentario n=8, ndo-transgénico treinado n=10 e seu controle
sedentario n=8). O treinamento consistiu em sessdes de 44 minutos trés vezes por semana, por 8
semanas. Apoés o treinamento, os animais foram submetidos a eutanasia e laparotomia para remog¢&o
cirdrgica do coragdo. Apos remocéo, o 6rgéo foi pesado, e os dados foram analisados estaticamente
por teste t de Student comparando as médias + desvio padrdo. Resultados: Comparando 0s grupos
sedentérios, ndo obtivemos alteracdes significativas nos grupos transgénico para apoClll (0,18+0,04 g)
e controle (0,17+0,02 g). Porém, ao analisarmos a massa cardiaca dos animais treinados, identificamos
reducéo significativa no grupo transgénico exercitado (0,15+0,01 g) quando comparado ao grupo de
animais nao-transgénicos também treinados (0,17+0,01 g). Conclusé&o: A massa cardiaca dos animais
transgénicos para apoClll pés treinamento € menor quando comparado ao grupo controle, efeito esse,
potencializado pelo exercicio, visto que o0s animais sedentarios ndo apresentaram alteracdes.
Ressaltamos ainda que os resultados passardo por andlises futuras, para maiores elucidacdes a
respeito do tema.

Palavras-chave: dislipidemia; exercicio fisico; metabolismo.
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Introducdo: Camundongos transgénicos para super expressdo da apoClll humana tornam se
hipertrigliceridémicos e dislipidémicos. Tal condigdo torna o animal propenso a ser aterosclerdtico,
obeso, entre outras patologias relacionadas ao seu metabolismo. O Exercicio fisico, € uma condicao
de estresse fisico que pode modificar o metabolismo daquele que o pratica de forma sistematizada. Ja
€ bem difundido na literatura que essas alterac6es metabdlicas podem consumir acidos graxos oriundos
do tecido adiposo, como substrato energético. Objetivo: Identificar se o treinamento de 8 semanas em
esteira tem efeitos sobre o tecido adiposo total em camundongos dislipidémicos por super expressao
da apoClll e seu controle normal. Material e métodos: Todos os procedimentos descritos foram
aprovados pela Comiss&o Interna de Biosseguranca - CIBio e na Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA 7925010719) da Universidade Estadual de Maring4d. Camundongos machos (linhagem C57BI/6)
foram divididos em 4 grupos (transgénico treinado n=10 e seu controle sedentario n=8, ndo-transgénico
treinado n=10 e seu controle sedentario n=8). O treinamento consistiu em 8 semanas, com 3 sessdes
semanais, cada sessdo com 44 minutos de treino. Apés o treinamento, 0s animais foram submetidos a
eutanasia, para remocdao cirurgica das gorduras viscerais, perigonadais, subcutaneas, retroperitoneais
e tecido adiposo marrom. Apds a coleta, o material foi pesado e os dados foram analisados
estaticamente por teste t de Student comparando as médias + desvio padrdo. Resultados: Diante
nossos resultados néo identificamos alteracdes significativas entre os animais transgénicos treinados
(1,02+0,2 g) e seu controle sedentario (1,22 +0,48 g), assim como 0s animais ndo transgénicos
treinados (0,80+0,15g) nao diferiu para seu controle sedentério (0,96+0,28 g). Conclusdo: Concluimos
gue o treinamento de 8 semanas nédo alterou o tecido adiposo total destes animais. Todavia sdo dados
preliminares, os resultados passardo por analises futuras para maiores elucidacdes a respeito do tema.

Palavras-chave: dislipidemia, exercicio fisico, tecido adiposo.
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EXPRESSAO DA PROTEASE PRINCIPAL 3CL DE SARS-CoV-2
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Introducdo: A Covid-19, doenca causada pelo coronavirus (SARS-CoV-2), atualmente é o maior
desafio de salde publica em todo o mundo, com mais de 750 mil mortes descritas. Trata-se de um
virus altamente transmissivel que utiliza suas proteinas estruturais para infectar células humanas. Na
auséncia de uma vacina, a busca por farmacos antivirais capazes de inibir a progressédo da doenca é
de relevancia médica e cientifica. Assim, a protease principal NSP5(3C-like proteinase, E.C.3.4.22.69)
€ um alvo promissor para o tratamento da doenca, visto sua funcdo na replicacéo viral. Objetivo: O
objetivo deste trabalho é expressar e purificar a NSP5 protease de SARS-CoV-2 para avaliacao in vitro
de potenciais medicamentos contra Covid-19. Materiais e métodos: O plasmideo contendo o gene
NSP5(GenBank 43740578) no vetor pET22b foi obtido da FastBio e utilizado para transformar bactérias
Escherichia coli BL21(DE3), por meio de choque térmico. Para superexpressao, foram utilizados 200
ml de meio LB com 50ug.ml* de ampicilina. Apos a cultura atingir 0,6 de OD600, foi adicionado IPTG
na concentracdo final de 0,5mM, e incubado por 14h a 16°C. A expressao foi confirmada por método
gualitativo em SDS-PAGE, e a purificacdo realizada em coluna HisTrap por cromatografia de afinidade.
A confirmacdo da pureza foi feita por nova SDS-PAGE com quantificacdo no software ImageJ.
Resultados: Houve crescimento bacteriano em meio com ampicilina apdés a transformacéo. A
expressdo da NSP5 foi observada pela andlise em SDS-PAGE, através da comparacdo das bandas
obtidas com o peso molecular estimado para a proteina de interesse (34,9 kDa). Com a purificagdo da
proteina, obteve-se uma concentracdo de 0,735mg/ml com pureza de 92%. Conclusdo: A
transformacé&o bacteriana por meio de chogue térmico mostrou-se eficaz. O sucesso da expressao de
NSP5 foi observado através analise qualitativa. A purificacdo também apresentou bons resultados,
isolando a protease de interesse para ensaios futuros de atividade proteolitica.

Palavras-chave: coronavirus; protease; antivirais.
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MICRORNA-155 AS THERAPEUTIC OPTION FOR CANCER TREATMENT

Edmara de Toledo Ninzoni Menon?; Jessica Amanda de Paula?; Julia Alejandra Pezuk®

!Graduated student. Programa de Farmé&cia. Universidade Anhanguera de S&o Paulo, UNIAN/SP, Sdo Paulo/SP

2Undergrad student. Programa de Farmacia. Universidade Anhanguera de S&o Paulo, UNIAN/SP, S&o Paulo/SP

3Professor — Programa de Farmacia, Biotecnologia e Inovagdo em Saude, Ensino de Ciéncias e Satde, Universidade Anhanguera
de S&o Paulo, UNIAN/SP, Sao Paulo/SP

Introduction: MicroRNAs (miRNA) are small non-coding RNAs that regulate gene expression by
interacting with mRNAs (messenger RNAs). MiRNAs are dysregulated in cancer, and have been widely
explored as biomarkers, and recently also as therapeutic targets. However, to be able to propose miRNA
as cancer therapeutic it is necessary to understand its expression level and its mMRNASs targets to fathom
the biological consequences. Cobomarsen (MRG-106), a miR-155 inhibitor, is the only compound that
is being tested in clinical trials, nonetheless there is still a lack of information to predict its effect on
cancer. Objectives: Compare miR-155 expression in cancer and its mMRNAS’ targets to predict its utility
for oncology treatment. Materials and Methods: MiR-155 expression data were collected from
dbDMEC 2.0 and miRCancer. MiR-155-5p and miR-155-3p predicted targets were obtained from
TargentScanHuman and miRDB. MirTarbase and Tarbase were used for experimentally validated
targets. Results: Analyzing mRNAs targets we found 280 predicted common targets on both datasets
for miR-155-5p and 385 mRNAs for miR-155-3p. When predicted targets were compared with validated
datasets, there were 123 common mRNAs for miR-155-5p in all databases, however, there were only
10 predicted mRNAs to interact with miR-155-3p, that were listed at least in one mRNA target validated
database. Moreover, we were able to show that miR-155 has been described both up and down-
regulated in Burkitt's lymphoma; chronic myelogenous leukemia, hepatocellular carcinoma; melanoma;
breast, lung; colorectal, kidney, pancreatic, bladder, gastric, cervical and lung cancer pointing to the
need of defining miR-155 level according to subtype before treatment. Conclusion: Despite the large
amount of information about miR-155, miIRNA-mRNA interaction in not completely understood to be
able to use those molecules in the clinic. Data for miR-155 present divergence, evidencing the need to
determine the expression level and mRNAs cell’s profile to predict an accurate outcome during cancer
treatment.

Keywords: miR-155; cancer; therapy.
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EXTRAGAO DE DNA DE LEITE HUMANO POR DIFERENTES METODOLOGIAS

Joana Maira Valentini Zacarias!, Fernando Hideki Fuyama? Aléia Harumi Uchibaba Yamanaka?,

Giovana Paola Bemvides Zaccarias?, Jeane Eliete Laguila Visentainer®

lAcadémica de Pds-Graduagdo (Po6s-Doutorado) em Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade Estadual de Maringa,
Maringa/PR.

2Académico de Graduagdo em Medicina, Universidade Estadual de Maringd, Maringa/PR.

3Académica de Pos-Graduacdo (Mestrado) em Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade Estadual de Maringa, Maringa/PR.
4Académico de Graduagéo em Biomedicina, Universidade Estadual de Maringa, Maringa/PR.

SDocente —Pés-Graduagdo em Biociéncias e Fisiopatologia, Departamento de Andlises Clinicas e Biomedicina, Laboratério de
Imunogenética, Universidade Estadual de Maringa, Maringd/PR.

Introducédo: O leite humano (LH) é um fluido fisiologico que apresenta, além de carater nutritivo,
biomoléculas ndo nutritivas, como células da lactente. Assim, este fluido de coleta ndo invasiva pode
ser uma fonte de DNA. Objetivo: Avaliar a melhor metodologia de extracdo de DNA e qual a melhor
fase do LH para se obter material gendmico de qualidade. Material e métodos: Este estudo foi
aprovado pelo COPEP-UEM numero 2.797.476/2018. A partir das diferentes fases do LH (colostro=C,
transicdo=T e maduro=M) foram realizadas extracdes de DNA pela metodologia de salting out (in
house) com modificacBes e por dois diferentes kits comerciais, Qiagen DNA blood mini kit™ e BioPur®,
destinados a extracdo de DNA do sangue. A qualidade e quantidade do DNA obtido foram avaliadas
em equipamento Nanodrop 2000® e gel de agarose 2% corado com Syber® Safe. Comparacdes foram
realizadas para definir qual a melhor fase do LH para extragdo de DNA e qual a técnica que garante
material de maior qualidade. A viabilidade do DNA extraido foi avaliada por meio de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) com iniciadores do horménio do crescimento (HGH). Amostras de DNA extraidas
de sangue total foram utilizadas como controle positivo de amplificacdo. Resultados: Na quantificagcdo
de DNA por Nanodrop2000®, maior concentracdo foi observada na extragdo por Qiagen™
(C=33,9ng/pL; T=14,9ng/uL e M=55,6ng/uL), seguida da extracdo por salting out modificado
(C=7,4ng/uL; T=13,2ng/uL e M=12,0ng/uL). Ambas extracdes apresentaram grau de pureza
satisfatério. Nao € possivel quantificar a extragdo de DNA por Biopur® em Nanodrop 2000®, no entanto,
todas as amostras foram visualizadas em gel de agarose. As reacfes de PCR foram possiveis para
todas as metodologias nas diferentes fases de lactagdo. Concluséo: Foi observado DNA nas trés fases
de lactacéo por todas as metodologias utilizadas, com viabilidade para amplificacao.
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Introducédo: O gene que codifica osteoprotegerina (OPG ou TNFRSF11B) é membro da superfamilia
do receptor do Fator de Necrose Tumoral (TNF). Essa proteina atua como receptor para RANK-L,
regulando negativamente a reabsorcao 6ssea. Dentro do gene OPG, existem SNPs (Polimorfismo de
Nucleotideo Unico), dentre os quais, se destaca o rs2073618. Essa mutag&o caracteriza-se pela troca
de guanina por citosina (G>C), alterando asparagina por lisina na proteina codificada. A analise
genética de polimorfismos de OPG pode indicar a predisposicdo no desenvolvimento de patologias
Osseas. Objetivo: Desenvolver e otimizar uma técnica de genotipagem eficiente para detectar o
polimorfismo rs2073618 no gene OPG. Material e métodos: A técnica escolhida de genotipagem foi
Polymerase Chain Reaction - Amplification Refractory Mutation System (PCR-ARMS), no qual constroi-
se primers com uma sequéncia especifica para cada alelo possivel do polimorfismo. Realizou-se a
otimizacdo das etapas e a concentracdo de reagentes, testando a reacdo com trés amostras de
gendtipos conhecidos: C/C, G/G e C/G. Como controle de amplificacéo, utilizou-se primers do gene do
horménio do crescimento (hGH) para evitar que falhas na reacdo fossem confundidas com falsos
negativos. Para visualizar os produtos de PCR realizou-se corrida eletroforética em gel de agarose 2%
a 150W, 300mA, 150V por 10 minutos. O estudo foi executado conforme as normas do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UEM (Parecer n°® 719/2011 e 1.866.509/2016). Resultados:
Apos os testes, determinou-se que a melhor temperatura de anelamento e concentracdo de MgCI2
foram, 60°C e 1,5mM, respectivamente. Ao testar a reacdo para falsos positivos e negativos, observou-
se boa distin¢éo entre os genétipos. Concluséo: Os resultados obtidos sugerem que a técnica de PCR-
ARMS é eficaz para a determinacdo dos genoétipos para o SNP rs2073618 no gene OPG. No entanto,
mais testes sdo necessarios utilizando outra técnica, para validar os resultados obtidos.
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Introducdo: A interleucina 10 (IL-10) é uma citocina imunorreguladora com atividade
imunossupressora e estimuladora na resposta imune. Na regido promotora do gene IL10 existem
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) que influenciam na taxa de expressao da citocina. Entre
eles, o polimorfismo na posicédo -1082A/G (rs1800896), cuja troca de uma guanina por uma adenina é
associada a niveis baixos de IL-10, pode estar associada a predisposicdo de algumas doencas.
Objetivo: padronizar uma genotipagem eficiente na deteccéo do polimorfismo rs1800896 no gene IL10.
Material e métodos: A genotipagem foi determinada pela reacdo em cadeia da polimerase utilizando
primers especificos (Polymerase Chain Reaction Sequence Specific Primers - PCR-SSP), com 0s trés
gendtipos obtidos: A/A, AIG e G/G, de aproximadamente 550pb. Amostras previamente genotipadas
foram usadas como controle positivo. Como controle interno, utilizou-se primers do gene do horménio
do crescimento (HGH) de aproximadamente 431pb. Os produtos finais de PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2% a 150W, 300mA, 120V por 20 minutos. O estudo foi executado
conforme as normas do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da UEM (CAAE 687.222 /
2014). Resultados: As melhores concentracdes para cada reagente foram 50 ng de DNA, 1,8 ng/uM
de cada primer IL10, 0,75 ng/uM de cada primer HGH, 0,19 mM de cada mix dNTP, 1,5 mM de MgCI2
para o alelo G e 2,0 mM para o alelo A, tampéo 0,47 X e 0,55 U de DNA Taq polimerase. As condi¢des
ideais de PCR para amplificagéo foram: 94 °C / 5 min, seguido por 32 ciclos: 95 °C / 40s, 65 °C / 50s,
72 °C / 40s e extensdo final de 72 °C / 7 min. Concluséo: os resultados sugerem que a padronizacao
da técnica de PCR-SSP foi adequada na determinagc&o dos gendtipos para o SNP rs1800896 no gene
IL10.
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Introducdo: A prostata pode ser acometida por certas patologias, como a prostatite, hiperplasia
benigna e o cancer de préstata. Os portadores dessa neoplasia geralmente nédo apresentam sintomas
iniciais, podendo vim a demonstrar alguns semelhantes aos observados na hiperplasia prostatica.
Alguns exames sdo necessarios para se estabelecer o diagnéstico, como o toque retal, ultrassonografia
transretal, bidpsia e histopatol6gico, analise da urina, e dosagem de antigeno prostatico especifico
(PSA). A realizacdo prévia destes exames auxilia no processo de diagnostico precoce e facilita o
prognéstico do paciente, uma vez que o cancer de prostata se encontra em segundo lugar como de
maior incidéncia em homens acima de 60 anos. Objetivo: o presente estudo teve como objetivo avaliar
a incidéncia de PSA alterado nos pacientes masculinos do municipio de Campo Eré — SC e suas
principais condi¢des clinicas. Material e métodos: pesquisa de campo, transversal, com carater
guantitativo, realizado em um laboratério de analises clinicas do municipio, com 101 participantes,
aprovado pela plataforma Brasil com o parecer nimero 3943539 as variaveis analisadas foram obtidas
por meio de questionarios, denominados de qualidade de vida e escore internacional de sintomas
prostéticos (IPSS), e consulta de laudos dos exames de urina, os resultados foram inseridos em tabelas
do programa Excel 2016, e as variaveis estatisticas submetidas ao programa SPSS 25.0. Resultados:
84,16% apresentaram niveis normais de antigeno, e 15,84% com valores alterados de PSA. Desses
pacientes alterados observou-se uma idade média de 66,87+6,28 anos, a maioria (68,25%) apresentou
sintomas leves segundo a escala IPSS e nao foi possivel associar os fatores do uso de cigarro e bebida
alcéolica com aumento de PSA. Conclusdo: Pode-se concluir com o estudo que a incidéncia de
alteracdo de PSA foi baixa na popula¢do do municipio, e que a idade avangada € um fator que colabora
para a elevagéo dos niveis de antigeno.

Palavras-chave: cancer de préstata; antigeno prostatico especifico; interferéncias.
Area teméatica: imunologia.
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3Docente do Instituto de Ciéncias da Vida, Universidade Federal de Juiz de Fora campus Governador Valadares.

Introducdo: O acido ursdlico (acido 3B-hidroxi-12-en-28-oic) se encontra em diversas plantas
medicinais. Estudos tem evidenciado seus efeitos biolégicos devido a inibicdo da ativacdo do Fator
nuclear kappa B (NF-kB), fator de transcrigdo envolvido na ativacdo de mediadores inflamatdrios.
Objetivo: O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro os efeitos de trés derivados diesterificados do
acido ursélico (DAUDs). Material e métodos: As células RAW?264.7 foram cultivadas em placas de 96
pocos a 2 x 10° células/mL em RPMI-1640 suplementado, mantidas a 37°C em 5% de CO2 e
estimuladas ou ndo com Lipopolissacarideo (LPS) a 1ug/mL e Interferon-y (IFN-y) a 0,9 ng/mL.
Mantidas durante 3 ou 48 h na presenca ou auséncia de acido ursélico (AU) ou DAUDs a 90 uM. Para
o controle foram realizadas células estimuladas ou ndo estimuladas sem os tratamentos, células
estimuladas ou ndo na presenca de dimetilsulféxido (DMSQO) 0,5%. O éxido nitrico (NO) foi medido nos
sobrenadantes de 48 h de cultura. A expressdo de NF-kB e a produgao de fator de necrose tumoral
(TNF) foi analisada nas culturas de 3 horas de tratamento. A viabilidade celular foi medida em culturas
nao estimuladas. Os dados foram analisados utilizando one-way ANOVA seguido pelo pés-teste de
Bonferroni (GraphPad Prism 5.0) e as diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
Resultados: Os DAUD1(6,10+1,759), DAUD2(8,94+0,271), DAUD3(5,83+1,534) foram capazes de
inibir a producdo de NO guando comparado com o controle (14,77+2,523), sem afetar a viabilidade
celular. Todos reduziram a expressdo de NF-«kB, DAUD1(8,76+0,2), DAUD2(10,47+0,164),
DAUD3(11,84+0,139), comparado ao controle (17,24+0,41) e foram capazes de reduzir a producéo de
TNF DAUD1(33,01+2,72), DAUD2(32,64+4,11), DAUD3(14,82+2,14) comparado ao controle (100%).
Concluséo: Os derivados diesterificados apresentaram baixa citotoxicidade e foram capazes de
reduzir a expressdo de NF-kB e inibir a produ¢cdo de NO e TNF na concentragéo testada. Portanto,
esses derivados séo promissores na atividade imunomoduladora.

Palavras-chave: acido ursélico; macréfagos RAW?264.7; atividade imunomoduladora.
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Introducédo: O Zika virus (ZIKV) é um virus de RNA de fita simples, envelopado e é transmitido por
mosquitos do género Aedes. A semelhanca de sintomas com outras arboviroses torna sua distingao
clinica um desafio. Devido a sua reatividade cruzada com outros flavivirus em exames laboratoriais,
muitos esforcos tém sido feitos para encontrar um teste confiavel com bom custo-beneficio para o
diagnéstico de ZIKV. O diagnéstico sorologico é feito por meio da deteccdo de anticorpos circulantes
contra o virus. No entanto, a principal limitacdo deste método sdo as reacdes cruzadas com anticorpos
produzidos por infecgcBes prévias ou vacinacdo para outros flavivirus. Por isso, o diagnéstico ainda é
impreciso, caro e ndo existe um modelo padronizado. O momento da evolucéo clinica e o teste realizado
podem ser cruciais para detectar a infeccdo pelo ZIKV. Objetivo: Padronizar uma ferramenta de
diagnostico para a deteccao do ZIKV por meio de um antigeno recombinante especifico para este virus,
baseado em partes da proteina E do envelope viral, realizando a padronizacdo do sorodiagnéstico
através de ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA). Materiais e métodos: Duas regifes da
proteina E do ZIKV foram selecionadas para construgdo das proteinas quiméricas com expressdo em
Escherichia coli. Os testes de ELISA foram realizados com as proteinas recombinantes purificadas,
utilizando plasmas positivos para IgM e IgG com anticorpos de cabra anti-IgG e anti-lgM humano
conjugados com peroxidase (HRP) e sistema biotina-avidina. Revelacdo realizada com OPD
(o-phenylenediaminedihydrochloride). Resultados: Resultados preliminares mostraram uma boa
reatividade do ELISA com a proteina produzida. Conjugados peroxidase reagiram apenas para IgM. O
sistema biotina-avidina apresentou boa reatividade com IgM e IgG. Conclusédo: Os resultados séo
promissores, porém novos testes devem ser realizados para verificar especificidade da proteina para
anticorpos contra o ZIKV, visando viabilidade e a padronizacgéo final do teste para ambos os anticorpos.

Palavras chave: Zika virus; diagnostico; Ensaio de Imunoadsor¢cdo Enzimética.
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Introducédo: O carcinoma espinocelular (CEC) é o tumor mais comum de cabeca e pescoco, sendo
frequentemente diagnosticado na cavidade oral, faringe e laringe. No Brasil, excluindo o cancer de pele,
o cancer oral e de faringe séo o 5° tipo de cancer mais incidente em homens e o 7° em mulheres. O
uso do tabaco é o fator predisponente em aproximadamente 75% dos pacientes diagnosticados com
CEC. Por vezes os pacientes sdo assintomaticos ou tém sintomas inespecificos, o que dificulta o
diagnostico precoce desses tumores, impactando em maior morbi-mortalidade. Proteinas salivares,
como as interleucinas tém sido estudados como potenciais biomarcadores para diagnostico precoce,
marcadores prognésticos e de recidiva tumoral. Objetivo: Avaliar a associacdo dos niveis das
interleucinas 1B (IL1B) e TNFa com o desfecho de pacientes com CEC de cabeca e pescoc¢o. Material
e métodos: Esta pesquisa foi desenvolvida de acordo com a Resolucdo CNS 466/2012 do Ministério
da Saude e teve aprovacio pelo Comité de Etica conforme nimero do parecer: 3.716.708. A saliva de
pacientes com CEC de cabecga e pescoco foi coletada no momento do diagnéstico. Os niveis de IL13
e TNFa foram avaliadas através do método ELISA, e o desfecho em 3 anos coletado do prontuario dos
pacientes. A analise estatistica foi realizada com o programa Graphpad Prism. Resultados: Foram
incluidos no estudo 10 pacientes com diagnéstico de CEC de cabeca e pescogo. Destes, apds 3 anos
do diagnéstico, 4 estdo em acompanhamento oncolégico, 2 apresentaram recidiva tumoral e 4 foram a
Obito. Ao comparar os niveis de IL1B e TNFa ao diagndstico, entre os 3 grupos de pacientes, nao foi
observada diferenca estatisticamente significativa. Conclus&o: Nessa coorte de pacientes com CEC
de cabeca e pescoco, os niveis de IL1p3 e TNFa salivar ndo apresentaram associagdo com o desfecho
dos pacientes em 3 anos poés diagnoéstico.

Palavras-chave: cancer de cabeca e pescoco; citocinas; biormarcadores.
Area tematica: Imunologia
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Introducéo: A infeccdo persistente por Papilomavirus humano de alto risco oncogénico (HR-HPV) é
um fator necessario para o desenvolvimento de lesGes neoplasicas de cérvice uterina, sendo a resposta
imunolégica essencial para sua eliminacdo. Evidéncias sugerem que a Interleucina-6 (IL-6) pode estar
relacionada com a formagé@o do microambiente tumoral, sendo considerada um indicador de pior
prognéstico. Objetivo: Detectar a expresséo da IL-6 em células epiteliais de bidpsias de cérvice uterina
positivas para DNA de HR-HPYV classificadas como lesdes intraepiteliais escamosas de baixo (LSIL) e
de alto grau (HSIL). Materiais e métodos: Foram utilizadas 7 amostras de biépsia de cérvice uterina
de pacientes submetidas a deteccdo de HR HPV-DNA (Cobas ® HPV Test) e a analise histopatologica
(CEP n° 2.685.400). Para identificacdo da IL-6 foram feitas reacfes de imunohistoquimica de marcacéo
simples, utilizando o anticorpo primério monoclonal anti-IL-6 (Abcam, ab9324) com a diluicdo 1:500. A
leitura das laminas imunomarcadas foi feita por dois observadores, utilizando o aumento de 100x e 10
campos aleatérios do epitélio foram capturados utilizando o programa Motic Images Plus 2.0 acoplado
ao microscopio Nikon Eclipse E200 (Nikon, NY, USA) e camera digital Moticam 2300 3.0 Megapixels,
e por fim, a imunomarcacéo foi classificada em leve, moderada e forte. Resultados: Os tipos virais
encontrados foram HPV 16 (n=2), HPV 16 e outros menos HPV 18 (n=2) e outros HR-HPV - 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 (n=3). Todas as amostras classificadas como HSIL (5/5)
apresentaram moderada expressao de IL-6 em células epiteliais, enquanto que entre as LSIL a
expressao apresentou-se de leve (1/2) a moderada (1/2). Concluséo: A expressdo moderada de IL-6
por células epiteliais nas amostras da cérvice uterina com lesdes intraepiteliais de alto grau pode indicar
uma facilitacdo na persisténcia viral e progressédo do desenvolvimento tumoral.

Palavras-chave: imunohistoquimica; papilomavirus humano; interleucina 6.
Area teméatica: Imunologia.
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Introducédo: A presenca de Papilomavirus humano de alto risco oncogénico (HR-HPV) é um fator
necessario para o desenvolvimento de lesdes malignas do colo uterino. A presenca da proteina p16
pode auxiliar na deteccdo de lesbes escamosas associadas ao HR-HPV, por estar relacionada as
alteracGes que ocorrem durante a infeccdo. Objetivo: Detectar a pl6 em amostras de bidpsia de
cérvice uterina de pacientes positivas para DNA de HR-HPV, com lesbes intraepiteliais escamosas de
baixo (LSIL) e alto grau (HSIL). Material e métodos: Foram utilizadas 7 amostras de biopsia de cérvice
uterina de pacientes submetidas a deteccdo de HR HPV-DNA (Cobas ® HPV Test) e a andlise
histopatolégica (CEP n° 2.685.400). A deteccdo de pl6é em células epiteliais foi feita com
imunohistoquimica (marcacao simples), recuperagao antigénica por calor umido, HiDef Detection HRP
Polymer System (Cell Marque, Califérnia 95677, USA), cromdgeno liquido DAB e anticorpo primario
monoclonal anti-p16 (Abcam 2D9A12, ab9324), diluido em propor¢cdo 1:1000. A leitura das laminas
imunomarcadas foi realizada com aumento 100x, por dois observadores independentes, em 10 campos
aleatdrios no epitélio escamoso, programa Motic Images Plus 2.0, microscépio Nikon Eclipse E200
(Nikon, NY, USA) e camera digital Moticam 2300 3.0 Megapixels. Dividiu-se o epitélio em 3 tercos,
avaliando toda a sua extenséo e a intensidade da marcacédo. Resultados: Os tipos virais encontrados
foram HPV 16 (n=1), 18 (n=1) e outros HR-HPV - 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 e 68 (n=5).
Houve predominio de expressdo moderada/acentuada tanto nas amostras designadas HSIL (4/5),
guanto nas LSIL (2/2), em toda a espessura do epitélio. Conclus&o: Conclui-se que todas as amostras
foram positivas para HR-HPV e para a presenca de pl6, sua superexpresséo esta relacionada as
alteracbes que ocorrem durante a infec¢do, mostrando seu possivel papel como biomarcador de
progressédo neoplasica no colo de Utero.

Palavras-chave: imunohistoquimica; lesbes escamosas; ciclo celular.
Area teméatica: Imunologia.
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Introducédo: No primeiro trimestre de 2020, os casos provaveis de dengue quase dobraram quando
comparados ao mesmo periodo de 2019. A similaridade dos sintomas e a co-circulagdo com outros
arbovirus, como Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV), tornaram o diagndstico diferencial um desafio
ainda maior. Objetivo: Selecionar epitopos especificos do virus da Dengue (DENV), através de
ferramentas biotecnoldgicas, para desenvolver um teste diagnéstico capaz de distinguir entre seus
guatro sorotipos, ZIKV e CHIKV. Material e métodos: As sequéncias de aminoacidos dos arbovirus
ZIKV, CHIKV e DENV (quatro sorotipos), depositadas nas plataformas Virus Variation e UniProt, foram
alinhadas para selecionar regides de baixa identidade. Uma andlise estrutural foi realizada para avaliar
a exposicao destas regifes na particula viral. A especificidade das regibes selecionadas foi avaliada
com auxilio do BLAST. O potencial imunogénico dos fragmentos e a estabilidade e dobramento das
guimeras desenhadas foram preditas por ferramentas in silico. Resultados: Trés epitopos especificos
para DENV, um na proteina M e dois na proteina E foram selecionados. Esta mesma regido foi
analisada para diferenciar os quatro sorotipos do DENV. As duas regifes da proteina E estavam mais
expostas na superficie do DENV, quando comparado a regido estudada da proteina M. Na predicéo de
epitopos tanto os lineares quanto os conformacionais foram considerados. As andlises estruturais in
silico das quimeras desenhadas para cada sorotipo do DENV foram consideradas estaveis e
majoritariamente globulares. Concluséo: As ferramentas de bioinformatica nos permitiram identificar
regides do DENV com baixo grau de identidade entre seus sorotipos e os arbovirus que co-circulam
em nossa regido: ZIKV e CHIKV, possibilitando a constru¢éo de quimeras candidatas a compor um
diagndstico soroldgico diferencial.

Palavras-chave: sorologia diferencial; proteina recombinante; bioinformatica.
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Introducédo: Os compostos heterociclicos compdem uma importante classe da Quimica Organica: a
Quimica de Heterociclos. Os aza-heterociclos de 5 membros séo estruturas moleculares interessantes
e presentes em farmacos, devido as suas propriedades fisico-quimicas e eletrénicas. A pesquisa de
novos potenciais antifingicos é de grande relevancia, tendo em vista o surgimento de resisténcia aos
antifingicos azélicos tradicionais. Nesse contexto, 0s nucleos pirazolinico e tetrazdlico mostram-se
muito promissores no desenvolvimento de novos agentes antifiingicos. Objetivo: Avaliar o potencial
antifiingico e a citotoxicidade de novos 3-tetrazolil-4-(hidroximetil)-5-aril-N-fenilpirazéis e acidos 5-aril-
4-(hidroximetil)-N-fenilpirazol-3-carboxilicos frente a Candida spp. e P. brasiliensis. Material e
métodos: Realizou-se a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracao
Fungicida Minima (CFM) dos compostos pelo método de microdiluicdo em caldo, utilizando placa de
96 pocos. As leveduras C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei, e o fungo
P. brasiliensis, foram obtidos da colecdo do Laboratério de Micologia Médica do DAB-UEM. A
citotoxicidade foi realizada pelo método colorimétrico do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio (MTS; leituras em 490-500 nm), utilizando células
Hela, Vero e HaCat. Resultados: O composto tetrazélico contendo o grupo 5-(4-nitrofenila) foi ativo
frente a C. tropicalis (CIM = 64 pg/mL); ja aquele com o grupo 5-(4-clorofenila) foi ativo frente a C.
glabrata e C. tropicalis (CIM = 256 pg/mL). Ambos os compostos foram fungistaticos. Para o P.
brasiliensis, o acido carboxilico e o tetrazol contendo o grupo 5-(-4-clorofenila) apresentaram valores
de CFM de 128 ug/mL e 256 ug/mL, respectivamente. Nenhum composto foi citotoxico nas
concentracdes em que exerceram acao fungistética ou fungicida. Concluséo: Os resultados, obtidos
preliminarmente, mostraram que os derivados pirazolinicos contendo o ndcleo tetrazdlico séo
promissores agentes antifingicos, pois exerceram atividade sobre os fungos sem citotoxicidade. A
determinacéo da CIM e CFM dos demais compostos sera realizada, a fim de se estabelecer as rela¢des
entre estrutura quimica versus atividade.

Palavras-chave: pirazol; tetrazol; antifungico.
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Ex vivo PHOTOACOUSTIC SPECTROSCOPY FOR MONITORING DERMATOPHYTOSIS
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Introduction: The superficial nature of dermatophytosis and the facility of application of light sources,
credit the use of nanoencapsulated hypericin in P-123 associated with photodynamic therapy (P123-
Hy-PDT) as a powerful tool to treat this pathology. This efficiency can be observed with Photoacoustic
spectroscopy (PAS) that has been shown to be an effective method in dermatological research to
characterize tissue and lesions. Aim: To evaluate the efficiency of P123-Hy-PDT against the
dermatophytosis occasioned by Microsporum canis using the PAS. Materials and methods: The
procedures were approved by the CEUA-UEM (n° 5708300418). Male Swiss mice were infected with a
cell suspension containing 1 x 10 M. canis conidia/mL. The P123-Hy-PDT was applied using 6.25
pmol/L P123-Hy and LED system with 70.5 J/cmz2 fluence, performed every 48 h. Animals were divided
into four groups: healthy, negative control, positive control and P123-Hy-PDT, the euthanasia was
performed on day 1, 4, 10, and 16 of the experiment, subsequently, the skin was removed and analyzed
immediately for PAS ex vivo. All spectra were obtained in the spectral range of 300 to 750 nm, using
the power of the lamp at 800 W and the light modulation frequency at 13 Hz. Results: On day 10, the
negative control spectrum showed the same behavior of a healthy animal, whereas the infected animal
(positive control) exhibited absorption between 300 and 650 nm due to the M. canis skin infection
process. The absorption spectrum of the treated animal (P123-Hy-PDT) on this day indicated
attenuation of the infection because there was a reduction in absorption intensity associated with the
infectious process. On day 16, all spectra were similar to the spectrum of a healthy animal due to
spontaneous healing. Conclusion: Our study evidenced that PAS is satisfactory for monitoring of
effectiveness of P123-Hy-PDT against M. canis infection.

Keywords: dermatophytosis; photodynamic therapy; photoacoustic spectroscopy.
Thematic Field: Microbiology
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SPECIES AND SUSCEPTIBILITY TO AZOLIC ANTIFUNGALS IN Aspergillus spp
ENVIRONMENTAL STRAINS FROM THE SOUTHEAST REGION OF BRAZIL
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Introduction: The genus Aspergillus comprises the main species that are responsible for severe
invasive fungal infections. The species identification and the antifungal susceptibility testing are
extremely important to determine the best clinical treatment. The phenomenon of Aspergillus resistance,
to azole drugs, has been increasingly reported in the medical literature related to prolonged treatment,
or the use of azole fungicides in the environment. Objectives: This project aimed to determine the
species and susceptibility of environmental isolates of Aspergillus isolated from different substrates
(vegetable washing water, irrigation water, organic fertilizer, vegetables and condiments) from the
Southeast region of Brazil. Material and methods: Species identification were performed by
sequencing B-tubulin gene and their susceptibility profile to the following antifungal drugs: itraconazole,
voriconazole and posaconazole, and to agricultural fungicides: tebuconazole, metconazole and
difenoconazole. The antifungal susceptibility was determined according to the reference document by
microdilution (MIC) (M38-A2, CLSI). Results: A total of 28 isolates were studied and 5 species were
identified: A. fumigatus (22), A. flavus (3), A. tamarii (1), A. awamorii (1), A. allahabadii (1). The MIC
variation for A. fumigatus isolates was: itraconazole (0.06 — 1 pg/mL), voriconazole (0.03 - 8 pg/mL),
posaconazole (0.03 - 2 pug/mL), metconazole (0.06 - 8 pug/mL), tebuconazole (0.5 - 8 pg/mL) and
difenoconazole (0.25 - 8 ug/mL). Two (9.1%) isolates of A. fumigatus were resistant to voriconazole
(MICs 4 and 8 ug/mL) and above the breakpoint (0.5 pg/mL) established by CLSI. Conclusion: More
Aspergillus isolates need to be identified and submitted to susceptibility tests in order to enlarge the
knowledge on species characteristics. In addition to elucidade the resistance mechanism in isolates with
low susceptibility to antifungal drugs.

Keywords: Aspergillus; antifungals; resistance.
Thematic area: Microbiology
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Introducéo: As bactérias sdo associadas com patdgenos de varias doencas, entretanto existem micro-
organismos presentes na microbiota humana sem causar patogenias, podendo estes ser transmitidos
e causar infeccBes em pessoas com imunidade comprometida. O transporte publico vem sendo usado
em grande escala pela sociedade, tornando-se um reservatério para micro-organismos, podendo
causar infeccGes em seres humanos. Objetivo: Analisar a flora bacteriana presente nos veiculos do
sistema de transporte publico de passageiros da cidade de Maringd/PR. Material e Métodos: Trata-se
de um estudo descritivo e quantitativo das amostras coletadas em quatro locais distintos (assentos,
corrimdo, alerta de descida e catraca) de 3 diferentes linhas de énibus. A coleta foi realizada com swab
estéril umedecido em NaCl 0,9%, sendo realizada a analise microbioldgica pelo método de coloracao
de Gram e semeaduras em meios de cultura Agar MacConkey, Agar Manitol e Agar Sangue. Os dados
foram tabelados, para determinar a média através do programa Microsoft Excel. Resultados: Entre as
33 amostras obtidas dos trés 6nibus pesquisados para analise bacteriana todas apresentaram
crescimentos de um ou mais micro-organismos. Foi encontrada uma grande diversidade de espécies
bacterianas como Staphylococcus coagulase-negativa (39,4%), Staphylococcus aureus (27,3%),
Citrobacter amalonaticus (6,1%), Enterobacter agglomerans (6,1%), Citrobacter diversus (3%),
Enterobacter aerogenes (3%), Escherichia coli (3%), Klebsiella ozaenae (3%), Serratia liquefaciens
(3%) e Yersinia pseudotuberculosis (3%). Conclusdo: O presente estudo demostrou que existe
presenca de micro-organismos em assentos, corrimdo, alerta de descida e catraca do transporte
coletivo, sendo que todas as amostras coletas apresentaram positividade, sendo o Staphylococcus
coagulase-negativa a espécie mais encontrada, por estar presente na microbiota da pele dos seres
humanos, porem em individuos suscetiveis podem causar patogenias. Portanto, é de extrema
importancia a implantacdo de medidas bésicas de higienizagcdo do transporte e conscientizagdo dos
usuérios, como lavagem das méos, para minimizar a contaminagao e os riscos para a populacao.

Palavras-chave: fomites; bactérias; contaminacao.
Area teméatica: Microbiologia

221



i) V’ ’ International Meeting of
2 Biosciences and Physiopathology

X’ Simposio de Biociéncias
. Aplicadas a Farmacia
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Introducéo: A biotecnologia vegetal, € uma ferramenta promissora para conservacao de espécies, bem
como para bioproducéo de substancias de interesse biologico. Extratos obtidos de culturas de calos de
Cereus hildmannianus (sin. C. peruvianus), ja demostraram atividades antitumorais e anti-
ulcerogénicas. A busca por novas estratégias terapéuticas no tratamento de Candida spp. é importante,
e produtos naturais obtidos de culturas in vitro apresentam um grande potencial para suprir esta
demanda. Objetivo: Estabelecer culturas alternativas, sem a utilizacdo de agar, e avaliar a atividade
antifiingica contra Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. glabrata. Material e métodos:
Os calos foram sub-cultivados em placas de Petri, contendo uma fina camada de algod&o coberta com
papel de filtro embebido em meio MS (cultura alternativa). As culturas foram incubadas a 30+1 °C por
90 dias no fotoperiodo de 16 h. As culturas convencionais foram sub-cultivadas sob as mesmas
condi¢cdes, com adicdo de agar (3%). Os calos liofilizados foram submetidos a um processo de
despigmentacdo com cloroférmio:metanol (3:1, V/V), apds os extratos etanolicos foram obtidos em
Soxhlet por 6 h com etanol 70% (EECA, cultura alternativa; EECC, cultura convencional), rota-
evaporados e liofilizados em seguida. A atividade antifingica foi avaliada por meio do teste de
microdiluicdo em caldo seguindo o documento CLSI (M27-A3) com modifica¢cdes. Resultados: As
culturas alternativas se desenvolveram bem, em comparagdo a convencional, mostrando-se
promissora em relacdo a economia de materiais. A melhor atividade foi exibida contra C. glabrata para
ambos os extratos (EBCA e EBCC), com uma concentracdo inibitéria minima de 312 pg mL?, e frente
a C. parapsilosis 1250 ug mL™*. Conclusdo: A cultura de calos de C. hildmannianus em algodao
representa uma alternativa promissora e sustentavel para bioproducdo de compostos de interesse
farmacoldgico, e este é o primeiro relato de atividade antifingica com extratos obtidos destas culturas.

Palavras-chave: biotecnologia vegetal; Candida spp.; Cereus hildmannianus;
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INATIVAQAO FOTODINAMICA IN VITRO COM O USO DE CURCUMINA SOBRE A
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Introducédo: A inativacdo fotodinamica (IF) é considerada uma técnica inovadora e promissora,
baseada na interacdo entre um comprimento luminoso adequado e um composto fotossensibilizador
na presenga de oxigénio, que gera espécies reativas capazes de inativar ou causar morte de células e
microrganismos. A curcumina, utilizada como fotossensibilizador, € um composto isolado da planta
Curcuma longa, conhecida por suas propriedades farmacoldgicas, antibactericidas e antifingicas.
Dentre os casos de infec¢Bes flngicas que vém aumentando substancialmente, leveduras do género
Candida sé&o os principais agentes causadores. Além de oportunistas, sdo capazes de causar infec¢des
superficiais e sistémicas e tém desenvolvido mecanismos de resisténcia aos antifingicos classicos
utilizados nas terapias convencionais. Objetivo: Testar a atividade antifingica da IF com curcumina
sobre a espécie C. albicans. Material e métodos: A IF foi realizada com C. albicans ATCC 90028
(1,0x108 leveduras/mL). A solucéo de curcumina foi preparada em dimetilsulféxido e diluida em salina
para obtencdo da concentracéo de 10uM e diluida seriadamente razéo 2 em uma placa de 96 pocgos.
A placa foi irradiada com LED de 440nm a 460nm, por 15 minutos e deixada no escuro por mais 15
minutos. Apés esse tempo, as amostras foram plaqueadas em Sabouraud dextrose agar e incubadas
a 37°C/24h para avaliagio da concentragdo fungicida minima. O resultado foi avaliado
comparativamente com um controle sem ac¢do da IF e analisado estatisticamente com o test t de
Student. Resultados: Foi possivel observar consideravel diminuicdo no crescimento das colbnias a
partir de uma concentracdo de 0,625uM/L de curcumina, sendo que na concentracdo de 1,25uM/L foi
observado a ac¢édo fungicida (p<0.05). Conclusé&o: Os resultados foram considerados promissores e
compativeis com a literatura mostrando que apesar de serem necessarios mais estudos, podemos
avaliar que a IF+curcumina é eficaz na inativacé@o de C. albicans in vitro.

Palavras-chave: fotodindmica; curcumina; Candida albicans.
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HEMOCULTURAS POSITIVAS DE PACIENTES NO PRONTO ATENDIMENTO DE UM HOSPITAL
DE ENSINO: PREVALENCIA DE MICRORGANISMOS E ANALISE DA MORTALIDADE
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Introducédo: Infeccdes da corrente sanguinea (ICS) sdo caracterizadas pela presenca de
microrganismos viaveis no sangue e associadas a alta morbimortalidade. Estes microrganismos,
particularmente as bactérias, sdo detectadas em hemoculturas coletadas em pacientes com sinais de
infeccOes que poderdo estar em varios setores hospitalares incluindo o pronto atendimento (PA), onde
segundo literatura concentra grande parte dos casos de bacteremia e sepse. Conhecer qual grupo
bacteriano esté associado as ICS no PA de um hospital podera favorecer a terapéutica mais adequada
reduzindo a mortalidade. Objetivo: Avaliar a prevaléncia das bactérias: Gram-positiva (ICS-GP) e
Gram-negativa (ICS-GN) identificadas em pacientes com hemoculturas provenientes do PA e avaliar a
frequéncia da mortalidade. Material e métodos: Estudo retrospectivo com analise de prontuarios de
pacientes com ICS-GP e ICS-GN no PA do Hospital Universitario de Maringa (HUM) entre 2013 e 2018.
Incluimos, 175 pacientes com hemocultura positiva, sendo 90 (51.4%) ICS-GN e 85 (48.6%) ICS-GP.
Dados foram organizados e analisados em software Excel 2007 (Microsoft®) e p-valor calculado pelo
teste do qui-quadrado. Estudo aprovado pelo COREA-HUM e COPEP-UEM. Resultados: A
mortalidade relacionada as ICS-GN e as ICS-GP foi de 42.2% e 34.1%, respectivamente. Embora tenha
sido verificada maior frequéncia de 6bitos entre ICS-GN, esta ndo apresentou significAncia estatistica
(p=0.27). Estratificando-se a analise nos anos do estudo, verificou-se maior mortalidade por ICS-GN
em quase todo periodo, exceto nos anos 2015 e 2017. ICS-GN foram causadas majoritariamente pelo
grupo das enterobactérias (62.3%), enquanto a principal espécie isolada em ICS-GP foi Staphylococcus
aureus (55,3%). Conclusado: Dados apontaram maior mortalidade nas ICS-GN no PA, que pode refletir
a falta de novas opc¢des terapéuticas e o aumento da resisténcia antimicrobiana de GN nos ultimos
anos. Este conhecimento associado aos dados clinicos e exames laboratoriais nos pacientes do PA
podem auxiliar na escolha da antibioticoterapia empirica mais adequada, reduzindo a morbimortalidade
destes pacientes.

Palavras-chave: mortalidade; bacteremia; pronto atendimento.
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MORPHOLOGICAL ALTERATION OF Candida albicans AFTER MURINE CANDIDEMIA
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Introduction: Candida albicans expresses virulence factors that contribute to cause disease, such as
adhesion, biofilm formation, and yeast-to-hyphae transition. This yeast is also able to spontaneously
and reversibly switch from different phenotypes that can be evaluated by colony morphology. Objective:
to compare the colony morphology from yeast recovered from a systemic infection in a murine model
and a wild-type strain. Material e methods: Female Balb/c mice were infected by C. albicans wild-type
strain SC5314 (WT) with 3.5x10° cells via the lateral tail vein. The animals were euthanized five days
post-infection, kidneys were removed, macerated in lysis buffer, and 100 pl of the lysate, named R1,
was added to 10 ml of YPD broth, and incubated for 24 h at 25°C. After that, this suspension was plated
onto YPD agar at a density of 30 colony-forming units per plate, and incubated for 7 days at 25°C. This
procedure was also performed for the WT strain. The morphology of each colony was scored in three
categories according to the peripheral filaments: category 1. 0-5 filaments; category 2. more than 5
filaments; category 3: more than 5 long and dense filaments. All animal experiments were approved by
the Ethics Committee on Animal Use in Experimentation (CEUA number 7261020418). Results: More
than 500 colonies were analyzed for each sample. Although the surface of the colony was smooth, we
could observe the presence of filaments penetrating the agar. While WT presented 29.89% and 70.11%
of category 1 and 2, respectively, R1 presented 45.86% and 53.27%. R1 also had 0.87% of category 3.
Conclusion: After recovering yeast from a murine model of systemic candidiasis, it presented different
proportions of colony morphologies when compared to WT, which might be resulted from adaptational
changes in response to the host environment, and could implicate in C. albicans virulence.

Keywords: Candida albicans; systemic candidiasis; virulence factor.
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Introducdo: O Mycobacterium tuberculosis é responsavel por causar a tuberculose, considerada a
principal doenca infecciosa de origem bacteriana no mundo. Apesar de existir um tratamento de baixo
custo disponivel, sua longa duracao e diversos efeitos adversos existentes aumentam os indices de
abandono do tratamento, contribuindo para o desenvolvimento de bactérias resistentes. Com isso, faz-
se necessdario ampliar a busca por novas substancias capazes de combater eficientemente essa
doenca. Nesse contexto, foi relatado na literatura que o carvacrol apresenta potencial atividade
antimicrobiana. Objetivo: Sintese de ésteres do carvacrol que apresentem substituintes com diferentes
caracteristicas estereoeletrdnicas na porcdo acilica, a fim de se avaliar tais substancias frente ao
M. tuberculosis em um estudo de relacdo estrutura-atividade. Material e métodos: Foram utilizadas
diferentes metodologias sintéticas para as reacdes de esterificacdo, partindo de cloretos ou &cidos
caboxilicos. Os derivados foram caracterizados por espectrometria de massas e ressonancia
magnética nuclear. A atividade antimicobacteriana foi realizada em M.tuberculosis H37Rv pelo método
colorimétrico de microdiluicdo em caldo que utiliza o corante vital Alamar Blue (MABA) como indicador
de viabilidade celular. Resultados: Doze ésteres do carvacrol foram obtidos em rendimentos que
variaram de 14 a 87%, sendo nove derivados benzoilados, sendo seis inéditos, um derivado acetilado
e um derivado hibrido com o acido trans-cindmico. Somente o derivado que possui 0 grupo metoxila
(OMe) na posicdo 2 do grupo benzoila apresentou atividade antimicobacteriana, com uma
concentracdo inibitéria minima de 50 pg mL?. Conclusdo: Os derivados que apresentaram o0s
melhores rendimentos foram obtidos pela reac@o entre carvacrol e cloreto de acila sob condi¢des
brandas. Apesar de somente um derivado ter sido ativo, isso ressalta a importancia da presenca do
substituinte OMe em posicao orto para a atividade antimicobacteriana. Assim, esse resultado pode ser
considerado um bom ponto de partida para o planejamento e sintese de novos derivados com atividade
aprimorada.

Palavras-chave: carvacrol; tuberculose; agentes antibacterianos.

Financiador (es): CAPES e Fundacgédo Araucaria.
Area teméatica: Microbiologia

226



V’ ’ International Meeting of
2 Biosciences and Physiopathology

X’ Simposio de Biociéncias
- Aplicadas a Farmacia

ANTIBIOTIC ADJUVANTS INCREASING POLYMYXIN B ACTIVITY IN MULTIDRUG
RESISTANT GRAM-NEGATIVE BACTERIA

Jodo Paulo Salvaterra Pasquini'; Bruna Renata Silval; Paula Assis Queiroz?; Amanda Dias Pedro?;
Pedro Henrique Rodrigues Amaral®;, Fabio Vandresen*, Regiane Bertin de Lima Scodro®, Vera Lucia
Dias Siqueira®

!Postgraduate student (Master’s degree), Postgraduate Program in Bioscience and Physiopathology, State University of Maringa,
Parana, Brazil

2Postgraduate student (Doctoral degree), Postgraduate Program in Bioscience and Physiopathology, State University of Maringa,
Parana, Brazil

SGraduate Student in Biomedicine, State University of Maringa, Parana, Brazil

“Professor, Department of Chemistry, Federal Technological University of Parana, Londrina, Parana, Brazil

SProfessor, Postgraduate Program in Health Science, State University of Maringa, Parana, Brazil

SProfessor, Postgraduate Program in Bioscience and Physiopathology, State University of Maringa, Parana, Brazil

Introduction: Polymyxin B (PMB) represents one of the few options for treatment of the multidrug
resistant Gram-negative (MDR-GN) bacteria infections. PMB is cationic polypeptides that have affinity
for the outer membrane, especially the lipopolysaccharide (LPS) of Gram-negative, increasing the cell
permeability and leading to bacterial death. However, polymyxin-resistant MDR-GN, usually due to LPS
remodeling, have been reported and has encouraged the search for therapeutic alternatives. Antibiotic
adjuvants are chemicals that shows little or no antimicrobial activity alone, but that act by inhibiting
bacterial resistance or increasing the activity of a classic antimicrobial agent. Objective: Determine the
in vitro activity of the PMB and antibiotic adjuvants combination against PMB-susceptible and -resistant
MDR-GN. Materials and methods: Enterobacterales, Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter
spp. multidrug resistant clinical isolates were tested. The antimicrobial activity of PMB and PMB +
adjuvants combination was evaluated using a broth microdilution method to determine the minimum
inhibitory concentration (MIC). The modulatory factor (FM) was calculated from the formula FM =
MICPMB/MICPMB + Adjuvant, to reflect the reduction in the MIC of PMB when combined with an
adjuvant. Thiosemicarbazide (TSC) and 4-hydroxy-thiosemicarbazone (4-OH-TSZ), both derived from
(-)-camphene, a 3,5 dinitrobenzoyl-hydrazonic derivative (DNH11), nicotinamide (NAM) and isoniazid
(INH) were employed as antibiotic adjuvants. Results: (-)-Camphene derivatives, TSC and 4-OH-TSZ,
in dependent concentration, modulated the PMB activity (FM > 4) and reduced MIC, rescuing its activity
(MIC < 2) in more than 80 % of the PMB-resistant MDR-GN isolates. Preliminary results with DNH11
were also promising, reducing the MIC of PMB, with FM > 4 in PMB-resistant isolates. NAM and INH
did not modulate the PMB activity in the tested isolates (FM = 1). Conclusion: TSC, 4-OH-TSZ and
NDH11 represents potential antibiotic adjuvants to increase the activity of PMB and even rescue the
activity of this antimicrobial against MDR-GN.
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Introduction: Staphylococcus aureus, an important human pathogen, is responsible for hospital and
community-acquired infections and associated with a wide variety of diseases including staphylococcal
food poisoning. In this context, antimicrobial photodynamic therapy is novel technigue that involves the
synergistic action of visible light with photosensitizer molecules in the presence of oxygen leading to cell
damage and death. Aim: This study evaluated the trigger protein changes in Staphylococcus aureus
after photoinactivation mediated by rose bengal (RB). Material and methods: S. aureus ATCC 25923
was cultured to be used in photoinactivation assays. Bacterial suspension was treated with RB at
concentration 10 nmol/l and irradiated by green LED (Amax. 511 nm; 0.17 J/cm?) for 49 min. In addition
to treatment, three control groups were included: positive control, photosensitizer control group and light
control group. Thereafter, protein extraction was performed through sonicated in lysis solution and
protein concentrations were estimated by the Bradford method. The protein digest (250 pug/mL) was
separated by Liquid Chromatography Electrospray and the data were processed and searched using
the ProteinLynx Global Server. Results: Among the protein identified, ATP-dependent Clp protease
proteolytic subunit was down regulated only in treatment compared with the control groups. The genomic
studies revealed that the deletion of clpP gene, which encodes this protein, in S. aureus resulted in
massive changes in proteins related to pathogenicity and stress response. Conclusion: Our results
suggest that ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit is involved in adaptation against reactive
oxygen species generated by photoinactivation mediated by RB.

Keywords: photoinactivation; Staphylococcus aureus; stress response.
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Introducédo: A bactéria Klebsiella oxytoca, isolada da rizosfera de Aspidosperma polyneuron, produz
um exopolissacarideo (EPS) que apresenta diversas aplicacdes industriais. Os EPS caracterizam-se
como metabdlitos primarios produzidos por microrganismos, principalmente durante a fase estacionaria
de crescimento. Estes polimeros naturais podem agir como agentes quelantes de ferro, tornando-se
uma alternativa viavel para a substituicdo do EDTA em produtos, um dos principais agentes quelantes,
gue apesar de uma boa capacidade complexante, possui uma biodegradacdo lenta. Objetivo:
Encontrar uma forma alternativa para a quelacdo de ions de ferro utilizando o EPS produzido pela
bactéria K. oxytoca. Material e métodos: O EPS de K. oxytoca foi obtido através do cultivo da bactéria
em meio S modificado em agitador orbital a 28 °C, 200 rpm por 120 horas. Apés este periodo os meios
foram centrifugados (sedimentacdo das bactérias), seguida da precipitagcdo do EPS com alcool etilico
P.A. (3:1, v/v). Para purificacdo do EPS, foram utilizadas técnicas como a remocao das proteinas com
acido tricloroacético a 20%, diadlise em membrana de 10 kDa e o procedimento de congelamento e
descongelamento. O teste de quelagéo de ferro foi realizado por meio de um ensaio colorimétrico com
acido galico como reagente cromogénico utilizando vérias concentracdes do EPS, avaliando a sua
capacidade de complexar os dois tipos de ions de ferro (Fe*? e Fe*3), as leituras foram realizadas em
espectrofotdbmetro a 370 nm e apéds, calculados a porcentagem de sequestro de ferro (PSF%).
Resultados: O EPS produzido pela K. oxytoca apresentou uma boa capacidade de quelacdo de ions
ferro (PSF%) de 41,9+2,2 e 34,1+3,9 para Fe*? e Fe*®, respectivamente. Conclus&o: Este polimero
natural produzido pela K. oxytoca apresentou uma boa atividade de quelagdo de ferro, mostrando ser
uma alternativa sustentavel no desenvolvimento de produtos com esta finalidade.
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Introduction: Glutathione (GSH) system, as thioredoxin system, is of major importance for the
maintenance of the cell reduced environment. Glutathione reductase (GR) catalyzes the reduction of
oxidized glutathione (GSSG) to reduced GSH. Inhibition of GR/GSH system directly impacts the
increasing elemental sulfur contents. Excessive oxidation of the protein sulfhydryl groups results in
oxidative damage to cellular functions and retarded growth. Virtual screening of compounds targeting
important cell components of pathogens is a valuable tool to development of new drugs. Aim: To select
compounds inhibitors of GR from Aspergillus fumigatus using in silico methods, for new antifungal drug
development. Material and methods: Computational model of GR was generated by using Robetta
webserver starting from Q4WRKS8 sequence (Uniprot). The stability model was analyzed by molecular
dynamics of 200 ns. The chemical library was composed of molecules from Drug Central, Drug Bank,
ZINC, PubChem, Life Chemicals, Withdrawn and Super Drug 2. Ensemble docking was performed using
GOLD software version 5.8.0 and ChemPLP scoring function. The best fitting protein structure in the
ensemble was positioned with the highest score. The twenty top-ranked compounds were selected for
in vitro activity evaluation. Results: Robetta generated a 3D model of an apoprotein structure based on
the similarity of GR from H. sapiens (3DK9), sharing 49.27% of identity. Four protein conformations were
selected from MD simulation analysis. These conformers were retrieved for ensemble docking. For each
compound, fifty docking runs were performed and conformer 2 was the most preferred in 60% of the
ensemble docking, followed by conformers 3, 4 and 1, with 21%, 14% and 5%, respectively. Only 12
from 20 top-ranked compounds are available for purchase. Conclusion: In silico methodologies
improve the ability to select inhibitors compounds of interest. The validation of the compounds selected
as GR inhibitors will be performed.

Keywords: glutathione reductase; virtual screening; antifungal.
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Introducédo: Pseudomonas spp. € um importante patégeno responsavel por infeccGes hospitalares de
dificil tratamento. Isolados multirresistentes (MR) e extensivamente resistentes (ER) aos
antimicrobianos, em especial, sdo considerados um grande problema clinico e de saude publica. O
monitoramento das taxas de resisténcia aos antimicrobianos norteiam as terapias empiricas,
possibilitam o aprimoramento do tratamento, aumentam a chance de sucesso terapéutico e diminui o
tempo de permanéncia do paciente nos hospitais. Objetivo: Determinar as taxas de resisténcia aos
antimicrobianos e classificar o perfil de resisténcia de isolados clinicos de Pseudomonas spp.
recuperados no Hospital Universitario de Londrina (HUL) no periodo de agosto de 2009 a julho de 2019.
Material e métodos: Foram analisados dados referentes as culturas positivas para Pseudomonas spp.
guanto ao sexo do paciente, tipo de amostra biol6gica, setor de internacao e perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos. Resultados: Um total de 2549 Pseudomonas spp. foram incluidos no estudo. A
maioria (65,6%) foi recuperada de pacientes do sexo masculino e de pacientes internados nas
Unidades de Tratamento Intensivo (37,9%), Pronto Socorro (22,6%) e Enfermaria Masculina (12,6%).
As secrecdes do trato respiratorio (31,7%), urina (30,4%) e swab de vigilancia (12,7%) foram as
amostras clinicas com maior frequéncia de isolamento destes microrganismos. Do total de isolados
incluidos no estudo, 19,8% foram classificados MR e 14,3% como ER. Elevadas taxas de resisténcia
foram verificadas para os carbapenémicos (>45,7%), fluoroquinolonas (>41,8%) e aminoglicosideos
(>33,2%). Conclusdo: As taxas de resisténcia e o numero de isolados MR e ER observados
demonstram a dificuldade terapéutica enfrentada no HUL em infec¢cbes causadas por
Pseudomonas spp., reforcando a importancia do monitoramento da resisténcia, de medidas de controle
de infec¢Bes, bem como o estabelecimento de programas stewardship para o uso racional dos
antimicrobianos neste hospital.
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Introducéo: Staphylococcus aureus é um dos principais agentes etiolégicos das doencas transmitidas
por alimentos, capaz de se multiplicar nos alimentos e produzir enterotoxinas responsaveis pela
intoxicacdo alimentar estafiloccécica. O composto sintético LMM6 pertence a classe dos 1,3,4-
oxadiazois, selecionado por varredura virtual e apresenta atividade antifingica. Objetivo: Avaliar a
atividade antibacteriana do composto sintético LMM®6 frente a diferentes isolados de S. aureus. Material
e métodos: Foram utilizados: S. aureus ATCC 25923, S. aureus 629/94 isolado de alimento envolvido
em surto alimentar e S. aureus FRI S-6 produtor de toxinas. LMM6 foi adquirido da Life Chemicals Inc.
A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, as
concentracfes variaram de 1000 a 0,48 pg/ml. Apds adicdo de resazurina 0,01% a CIM foi definida
como a menor concentracdo de LMM6 capaz de inibir a mudanca de cor. Para a determinacdo da
concentracdo bactericida minima, uma aliquota foi removida dos poc¢os onde ndo houve crescimento
bacteriano, diluida e semeada para determina¢&o de Unidade Formadora de Colénias (UFC). O ensaio
da curva de morte foi realizado nas concentragfes de CIM, 2 x, 4 x e 8 x CIM e, avaliados em intervalos
de 0, 6, 12, 24, 48, 72 e 96 h. As amostras foram diluidas e semeadas em Mueller-Hinton Agar para
determinacao de UFC. Analise estatistica one-way ANOVA e teste Tukey de mdltipla comparacgéo.
Resultados: A CIM do LMM®6 foi 0,97 ug/mL frente a S. aureus ATCC 25923 e 1,95 ug/mL contra
S. aureus 629/94 e S. aureus FRI S-6. Nao foi observado efeito bactericida de LMM®6, no entanto houve
reducéo de aproximadamente 4 log10 UFC/mL (p <0.05) em todas as concentragbes de LMM6, tanto
na avaliagdo quantitativa de viabilidade celular quanto na curva de morte (96h). Conclusdo: LMM6
apresentou potente efeito antibacteriano contra um potencial patégeno de origem alimentar.
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Introducéo: A tuberculose (TB), causada pelo Mycobacterium tuberculosis, € uma das dez doencas
infecciosas mais letais do mundo. Apesar de ja existirem farmacos eficazes contra a TB, o tratamento
dura 6 meses com administracdo de 4 farmacos, os quais apresentam muitos efeitos adversos, que
contribuem para o abandono do tratamento, que pode levar a resisténcia micobacteriana. Tendo em
vista todos esses problemas relacionados ao tratamento, € necessaria a descoberta de novos farmacos
anti-TB. Nesse contexto, o nlcleo inddlico se destaca devido a sua versatilidade sintética e bioldgica,
apresentando inclusive atividade frente ao M. tuberculosis. Objetivo: Planejamento e sintese de nove
derivados inddlicos contendo substituintes alifaticos e aromaticos no C2 e/ou substituintes no nitrogénio
inddlico, a fim de verificar suas atividades antimicobacterianas e a realizacdo de um estudo de relacao
estrutura-atividade (REA). Material e métodos: A sintese dos derivados inddlicos foi realizada pela
adicdo das fenilhidrazinas e das cetonas correspondentes em acido polifosférico a 120 °C por 4h. As
substancias foram purificadas por recristalizacdo ou por cromatografia em coluna e foram
caracterizadas por ponto de fusdo e RMN de 'H e 3C. A atividade antimicobacteriana foi realizada em
M.tuberculosis H37Rv pelo método MABA. Resultados: Todos os derivados inddlicos foram
devidamente sintetizados em rendimentos que variaram de 2 a 51%. A avaliacdo da atividade
antimicobacteriana mostrou que dois derivados apresentaram uma concentracao inibitéria minima entre
25 e 100 yg.mL1. O estudo preliminar de REA identificou que um atomo de cloro na posicédo 5 do ntcleo
inddlico, bem como a presencga de um grupo alifatico volumoso em C2 influenciam positivamente na
atividade frente ao M. tuberculosis. Conclus&o: Foram sintetizados com sucesso nove derivados
inddlicos, sendo que um deles pode ser um bom ponto de partida para novas modificagdes estruturais
visando a obtencéo de derivados ainda mais promissores.
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Introducdo: O Staphyloccoccus aureus € uma das principais bactérias envolvidas em casos de
doencas transmitidas por alimentos (DTAs), causando um consideravel impacto econémico, por meio
de custos diretos com assisténcia médica e indiretos como a reducédo da produtividade. Nesse sentido,
compostos naturais tém sido considerados como alternativa no controle do desenvolvimento
microbiano em alimentos. A Epigalocatequina-3-galato (EGCG), um flavonoide presente nas folhas da
planta Stryphnodendron adstringens, apresentou anteriormente potencial atividade antimicrobiana,
mas foi pouco avaliada contra S. aureus. Objetivo: Este estudo avaliou a dindmica de morte de
S. aureus apos exposicdo a EGCG. Material e métodos: A concentracao inibitéria minima (CIM) do
composto foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo. O ensaio da curva de morte foi
realizado com inéculo bacteriano de S. aureus ATCC 25926, (10°UFC/mI) exposto a CIM, 2xCIM e
4xCIM d