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A editora IME € a editora vinculada ao III Congresso Brasileiro De Biologia
Molecular On-Line (III CONBRAMOL) atuando na publicacdo dos anais do respectivo
evento.

A editora IME tem como objetivo difundir de forma democrética o conhecimento
cientifico, portanto, promovemos a publicacdo de artigos cientificos, anais de congressos,
simpdsios e encontros de pesquisa, livros e capitulos de livros, em diversas édreas do
conhecimento.

Os anais do III CONBRAMOL estido publicados na Revista Multidisciplinar
em Sauide (ISSN: 2675-8008), correspondente ao volume 3, nimero 4, do ano de 2022.



APRESENTACAO

O IIT Congresso Brasileiro De Biologia Molecular On-Line ocorreu entre os
dias 03 a 06 de outubro de 2022, considerado como um evento de carater técnico-
cientifico destinado a académicos e profissionais com interesse na area biologia
molecular.

Com objetivo central de difundir o conhecimento e estimular o pensamento
cientifico, discutiu-se os temas atuais sobre biologia molecular compartilhou-se
trajetérias e experi€ncias de profissionais e pesquisadores atuantes na area, que
contribuiram para a atualizacdo e o aprimoramento de académicos e profissionais. O III
CONBRAMOL também contou com um espaco para apresentacdo de trabalhos
cientificos e publica¢des de resumos nos anais do evento.

PROGRAMACAO

Dia 03 de outubro de 2022
Palestras:

e 08:00 -Abertura do Evento - Comissdo Organizadora

e 09:00 - A genética da Sindrome da Lipodistrofia em pessoas vivendo com HIV -
Carmela Farias da Silva

e 10:00 - GenOmica, neuroimagem e psiquiatria: universos paralelos? - Cibele
Edom Bandeira

e 11:00 - Genética e genomica de espécies animais, vegetais e de microrganismos:
contribui¢des dos métodos de sequenciamento de dcidos nucleicos - Mariana
Pires de Campos Telles

e 13:00 - A base para as técnicas de biologia molecular: PCR - Danillo Sales Rosa
e 14:00 - Modulagdo génica do 6mega-7 e seu impacto no metabolismo hepdtico e
ganho de massa corporal - Maysa Mariana Cruz

Dia 04 de outubro de 2022
Palestras:

e 08:00 - Os Avangos da Genética Molecular para a Medicina de Precisao -
Gilmara Ausech Antonucci

e 09:00 Caracterizacao polifasica de microrganismos de importancia ambiental -
Amanda Lys dos Santos Silva

e 10:00 - O uso do Sistema CRISPR/Cas na tipagem molecular de isolados de
interesse medico - Keyla Vitéria Marques Xavier

e 13:00 - Epigenética no melhoramento genético de plantas - Adielle Rodrigues da
Silva

e 14:00 - Aplicacdo de técnicas da Biologia Molecular em estudos de fungos de
interesse clinico - Ana Carolina do Prado

Dia 05 de outubro de 2022
Palestras:
e 08:00 - Biofilmes Polimicrobianos em infec¢des bacterianas - Juliana da Silva
Reviello
e 09:00 - Alteracdes genéticas em Leucemia Mieloide Aguda - Vanessa Cristina
Arfelli

e 10:00 - A genética forense no cendrio nacional — como evoluir ainda mais? -



Caio Cesar Silva de Cerqueira

11:00 - A protedmica como ferramenta para entender os processos moleculares
nos organismos - Irma Yuliana Mora Ocampo

13:00 - Desafio diagnoéstico da Sindrome de Prader-Willi-Like: Aspectos
Genotipicos e Fenotipicos - Leticia Lopes Cabral Guimardes da Fonseca

14:00 - Aplicagdo da qPCR como método diagndstico para as Leishmanioses -
Viviane Medeiros Silva

Dia 06 de outubro de 2022
Palestras:

08:00 - O papel da metilagdo da regido promotora de genes supressores tumorais
no desenvolvimento do cancer - Andrea Leite Camargo Santana

09:00 - Marcadores moleculares e 0 melhoramento vegetal! - Andreia Juliana
Rodrigues Caldeira

10:00 - Aplicagdes da Citogenética Molecular - Alessandra Ribeiro Torres

11:00 - Como os marcadores moleculares podem ajudar no melhoramento
genético vegetal? - Jordana Caroline Nagel

13:00 - Homeostase: como as plantas regulam a via central de sinalizacdo do
dcido abscisico? - Jodo Guilherme Portugal Vieira

15:00 - Encerramento do Evento - Comissao Organizadora.
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SIMULACOES MOLECULARES DA INTERACAO DA REGIAO CONSERVADA DE
CISTEINAS DO ECTODOMINIO DA PROTEINA G DO HRSV COM O RECEPTOR
CELULAR CX3CR1 DO HOSPEDEIRO

JOAO VICTOR PILOTO; {CARO PUTINHON CARUSO

Introducao: O Virus Sincicial Respiratério humano (hRSV) é um dos principais causadores de
doencgas respiratdrias agudas como bronquiolite e pneumonia em criangas e idosos. Atualmente, as
patologias causadas pelo hRSV nio sdo bem entendidas e os resultados de desenvolvimento de vacinas
ndo sdo satisfatérios. A infectividade do virus estd relacionada com suas proteinas de membrana e
dentre elas a glicoproteina G ou proteina G, que € responsdvel pela ligacdo do virus a célula epiteliais
aéreas do hospedeiro e consequente instalacdo da infeccdo. Esta glicoproteina exerce um importante
papel como antigeno de reconhecimento, sendo alvo para identificagdo do RSV através de anticorpos.
Ha4 evidéncias na literatura de que a proteina G interage com um receptor celular, conhecido como
CX3CRI1, porém nio informacdes estruturais experimentais sobre essa interacdo. Objetivo: O objetivo
principal é caracterizar computacionalmente através de simulagdes computacionais, tais como
modelagem molecular, docking molecular, dinAmica molecular e cdlculos de energia livre de ligacdo,
da interacdo da regiao conservada de cisteinas do ectodominio da proteina G do hRSV com o receptor
celular CX3CR1 do hospedeiro e suas isoformas. Metodologia: A partir da abordagem de modelagem
molecular, modelos estruturais para as quatro isoformas do receptor celular foram calculados, os quais
passaram por uma etapa de 300 ns de simulagdo de dindmica molecular em bicamada lipidica de
POPC para avaliacdo de suas estabilidades estruturais. Em seguida, cdlculos de docking molecular
buscaram pela conformagdo mais provavel do peptideo da G na interacdo com a regido N-terminal do
barril de hélices alfa do CX3CRI1. Resultado: Foram realizadas simulagdes de 300 ns as quais
reportaram a estabilidade estrutural do modelo proposto para o complexo CX3CR1/peptideo da G,
apontando os residuos LYS-171, GLY-177, TYR-179, GLN-184 e ARG-272 da proteina que se
destacam por sua importincia para a estabilizacdo da interagcdo com o peptideo, uma vez que
participam de ligagdes de hidrogénio. Conclusao: As informacdes estruturais produzidas no presente
trabalho podem trazer luz ao mecanismo de interacdo da proteina G do hRSV com o receptor celular
CX3CR1, assim como proporcionar uma visao molecular do processo de adesdo do virus a célula do
hospedeiro.

Palavras-chave: Simula¢des computacionais, Hrsv, Proteina g, Receptor celular cx3crl, Modelagem
molecular.
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ANALISE SOBRE O USO DE BIOPSIA LIQUIDA NO DIAGNOSTICO PRECOCE E
MONITORAMENTO DO CANCER DE MAMA: REVISAO DE LITERATURA

VIVIANE CAMPOS VAZ; ADRIANA TAVEIRA DA CRUZ PERES

Introducao: O cancer de mama € uma doenca que acomete muitas pessoas no mundo. Por conta disso,
novas formas de andlise surgiram para auxiliar no diagndstico e seu tratamento — dentre elas, o uso de
bidpsia liquida em técnicas de biologia molecular, que é capaz de garantir um rastreamento precoce e
um monitoramento mais individual e eficiente. Objetivo: O presente artigo tem como objetivo
divulgar o uso de bidpsia liquida como material a ser analisado para rastreamento € monitoramento de
cancer mamario. Metodologia: Trata-se de uma revisio bibliografica, tendo como base pesquisa
bibliogréfica e andlise qualitativa. Para a coleta de dados, foram consultadas as bases On-line SciElo,
INCA e Pubmed, havendo procura dos descritores, tanto em inglés quanto em portugués: "ctDNA",
"miRNA", "Células Tumorais Circulantes", "bidpsia liquida", "cancer de mama", "monitoramento" e
"diagnéstico precoce"”. Os critérios de inclusao foram artigos em portugués, espanhol e inglés com
texto completo e disponivel entre os anos 1998 e 2021 e que se encaixassem dentro do tema proposto.
Foram excluidos artigos que ndo fossem relevantes para o tema da pesquisa. Apds a busca
considerando estas especificacdes, foram selecionados 39 artigos. Resultados: Os resultados
alcangados mostram que o material contido na biépsia liquida (CTCs, ctDNA e miRNA) possui a
capacidade de ser deveras ttil. Durante a doenga mamadria em fase inicial, os miRNA sdo o melhor
material para rastreamento precoce e as CTCs sdo melhores para progndstico; ja para monitoramento
durante a terapia, todos os componentes presentes na bidpsia liquida possuem serventia para validar
diferentes informacdes, como doenga residual minima e resisténcia aos tratamentos, fornecendo
achados mais completos acerca do quadro dos pacientes. Apesar dos resultados animadores, ainda ndo
é possivel estimar sua aplicabilidade clinica, uma vez que nao hd um grande nimero de pesquisas
multicéntricas para embasar melhor a sua eficicia em diferentes grupos. Conclusdo: A bidpsia liquida
tem grande potencial para auxiliar no diagndstico precoce € no monitoramento durante a terapia
oncoldgica mamdria, garantindo uma visao mais individual e personalizada. H4, ainda, oportunidades
para investigar melhor sua aplicabilidade em diferentes populagdes, o que garantird resultados precisos
sobre sua eficicia em diferentes grupos populacionais.

Palavras-chave: Bidpsia liquida, Cancer de mama, Detecc¢io precoce, Monitoramento de cancer de
mama, Células tumorais circulantes.

ISSN: 2675-8008



Revista Multidisciplinar em Saide DOI: 10.51161/iii-conbramol/8964

® = 111 Congresso Brasileiro
+ de Biologia Molecular
%..” On-line | CONBRAMOL

COMPREENDENDO A IMPORTANCIA DAS LIGACOES DE HIDROGENIO NA
FORMACAO DE COMPLEXOS DNA-PROTEINA USANDO UM JOGO DE
BIOINFORMATICA

RENATO MASSAHARU HASSUNUMA; WILSON MASSASHIRO YONEZAWA

Introducao: As proteinas de ligagdo ao DNA desempenham importante papel na replicagéo, reparo e
transcricdo do DNA. As ligacdes de hidrogénio intermoleculares sdo formadas a partir da interagdao
entre dtomos doadores e aceptores de elétrons das bases nitrogenadas do DNA e das cadeias laterais
dos residuos de aminoacidos das proteinas. Para que uma proteina reconhegca uma sequéncia de DNA,
ocorrem diversos tipos de interagdes entre estas biomoléculas, incluindo as ligacdes de hidrogénio. As
ligagdes de hidrogénio desempenham papel importante ndo apenas na formag¢ao do complexo DNA-
proteina, mas também em sua estabilizacdo apds a ligacdo da proteina ao segmento de DNA.
Objetivo: O objetivo principal da atual pesquisa foi analisar os quebra-cabegas do modo educacional
do Jogo Foldit®, com a proposta de verificar a sua utilizagio como ferramenta de ensino de Biologia
Molecular, especialmente em relagdo a formacao dos complexos DNA-proteina por meio de ligacdes
de hidrogénio. Metodologia: Foram analisados os 39 quebra-cabecas dos 11 niveis do modo
educacional do Foldit®, sendo selecionados aqueles onde houvesse a formacio de complexos DNA-
proteina. Os quebra-cabecas selecionados foram analisados de forma a verificar como o jogo apresenta
a formacgdo de ligacdes de hidrogénio nestes complexos. Resultados e discussdo: A partir do
levantamento realizado, foi observado que o quebra-cabeca DNA and protein (DNA e proteina, na
tradugdo livre) pode ser considerado um recurso pedagdgico interessante para o ensino da formagdo do
complexo DNA-proteina. Na resolug@o deste desafio, o jogador deve realizar a substituicdo de dois
residuos de alanina, os quais podem ser trocados por residuos de asparagina e lisina, por exemplo.
Com isso, ocorre a formacao de duas ligacdes de hidrogénio com o DNA que aumentam a estabilidade
do complexo formado. Conclusdo: A anilise dos 39 quebra-cabegas do modo educacional do Foldit®
mostrou que varios desafios podem ser utilizados para explicar as liga¢des de hidrogénio
intramoleculares. O quebra-cabeca DNA and protein foi o que melhor representou a interacdo de uma
proteina de ligacdo ao DNA. Neste quebra-cabeca é possivel observar que esta ligacdo depende da
natureza das cadeias laterais da proteina, que estabelecem interacdes com as bases nitrogenadas do
DNA.

Palavras-chave: Biologia computacional, Dna, Jogos educacionais, Proteinas.
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PREDICAO IN SILICO DE DOMINIOS FUNCIONAIS DA LECTINA BOL E
CLONAGEM MOLECULAR PARA EXPRESSAO EM SISTEMA MICROBIANO

CAMILA APARECIDA COELHO BRAZAO; CHRISTIANE ELIZA MOTTA DUARTE

RESUMO

As lectinas apresentam exercem funcdes de adsorcdo e infiltracdo de patdégenos em
hospedeiros, potencial imunomodulador e imunoestimulador, além da capacidade de se ligarem
de forma especifica e reversivel a carboidratos, devido a presenca de um dominio de
reconhecimento deles. A lectina BOL, extraida de floretes de couve-flor foi caracterizada por
ensaios funcionais e de bioinformadtica, a fim de predizer futuros ensaios bioquimicos.

Palavras-chave: Lectina BOL; predi¢ao in silico; lectinas; dominios funcionais.

1 INTRODUCAO

As lectinas estdo distribuidas na natureza e sd@o encontradas em todas as classes e
familias dos organismos vivos (Sharon e Lis, 1987). Dentre as funcdes que exercem,
destacam-se o favorecimento a adsor¢ao e infiltracdo de patégenos em hospedeiros (Ngundi et
al. 2006; Swanson et al. 2010; Silva et al. 2012), defesa contra insetos, micro-organismos e
parasitas (Coelho et al. 2007; Erdmann et al. 2009; Kuroki et al. 2012; Brinkmann et al.
2013) e reconhecimento de sitios de ligacdo especificos para estabelecimento de simbiose
(Peumans e Van Damme, 1995).

O isolamento e caracterizacdo de novas lectinas, bem como investigacdo de seus
efeitos biologicos sobre a resposta imune tém sido alvo de diversos estudos em decorréncia da
ampla aplicabilidade desse tipo de pesquisa nas dareas biomédicas. Recentemente identificou-
se uma nova lectina isolada de Brassica oleracea var. Botrytis denominada BOL. A proteina
foi extraida a partir de floretes de couve-flor e ensaios preliminares mostraram que a
fagocitose e a producdo de 6xido nitrico por macréfagos foram estimuladas na presenca de
BOL, o que demonstra a possibilidade dessa lectina atuar como agente imunoestimulador
capaz de auxiliar na ativacdo da imunidade inata. (Duarte et al. 2017).

Apesar do potencial imunomodulador de BOL, o processo de extracdo e purificacio
dessa proteina de fontes vegetais mostrou-se uma etapa limitante para a realizacao dos ensaios
funcionais. Portanto, a clonagem dessa lectina e expressdo em sistema heter6logo pode
aumentar a disponibilidade e facilitar a purificacio da proteina de interesse. Adicionalmente, a
predicdo in silico da lectina BOL pode fornecer inferéncias importantes sobre o papel funcional
e os efeitos bioldgicos dessa proteina. Aqui, nds apresentamos os resultados iniciais de predi¢ao
in silico, identificacdo de dominios funcionais e estrutura tridimensional de BOL, bem como
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andlise de restri¢cdo e desenho de primers, que sdo etapas cruciais para a clonagem molecular
em vetor de expressao recombinante.

2 MATERIAIS E METODOS

As estruturas secunddria e tercidria de BOL foram preditas com os programas SOPMA
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl ?page=npsa_sopma.html), Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) e RaptorX

(http://raptorx.uchicago.edu/ContactMap/). Os dominios funcionais foram selecionados com
base na estrutura dos aminodcidos que compde BOL, determinados via
https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/. Para andlise de restricdo, utilizou-se o programa
Nebcutter, (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/) e apés o desenho de primers ja incluindo as
sequéncias de restri¢do, o contetido GC e a temperatura de melting foram determinados através
da OligoAnalyzer (https://www.idtdna.com/calc/analyzer).

3 RESULTADOS E CONCLUSAO

O acesso on-line ao GenBank do NCBI possibilitou a obtencdo da sequéncia génica de
Brassica oleracea var. Botrytis lectin mRNA, através do nimero de acesso: MN937259.1. Os
primers forward e reverse para a clonagem do gene foram desenhados a partir da andlise dos
sitios de restri¢do do vetor pPGEX-4T-1. Desse modo, foram escolhidas enzimas que ndo clivam
o interior da sequéncia do gene alvo e geram extremidades coesivas complementares apds a
clivagem do vetor de destino. A partir da andlise do vetor pGEX-4T-1, foram selecionadas as
enzimas EcoRI e Sall, e os sitios de restricdio reconhecidos por essas enzimas foram
adicionados aos primers reverse e forward, respectivamente. Em ambos os primers foram
acrescidos seis pares de bases - TAA GCA (Leader Sequence), com o objetivo de aumentar a
eficiéncia da clivagem. Os primers desenhados, forward e reverse, respectivamente,
apresentam conteido GC de 43,8% e Temperatura de Melting de 60.9 °C; contetido GC de
45,5% e TM de 63.6 °C.

C

A PRIMER FOWARD L
S .
§ GIAATTC 3
5’| TAAGCAGTCGACATGGATAGTCACAAAAGGAG ‘3’ 3 CTTAA 5
T
Sall EcoRT .

Eixo de simetria Ponto de clivagem

’ 5
3° [ CACTGGTTGTAGCAGAGGCAAGAATTCTGCTA | 5° Sall
PRIMER REVERSE s GIGTCGA
L e
3 CCAGC
¥

S

5

Eixode simetria  Ponto de clivagem

Brassica oleracea var. mRNA de lectina de botrytis

TAGTCACAAAAGGAGTTTGGGTTTCATATCTCTCGCTTTT!
TCTTCATCACTTGCTCTTCTGCTGAGTTCCTCATTCAACAGGTCAC
GARGGC] 7\ AGAAC] TT; TGTCGAGGCG
GACCATCAAGTA
TTCGA

GCTGGTT
CGGTGGAGCTGGCC
GACCGAGTCTCTTCCCTA
CTCTTTGTCCACAATCCA
TGGAACCGTGRAGCGAT
GGl TTGATCTCTCT
TTGT( GACACT

PGEX- 4T -1

\ALCCAGCTGAGATAC
CCACACARTGTTTTCAC
GAAGATARATTTTACTAT
A CTGGAGATTAGGCTTTA
CATGCACTTCCACTCTT
AACGCAGTTGCTACGAACACT
GAATCAGCGAAACTCCAACC

AR TTATATTCTGCAGCTTGGTACCCTATTCGAAGCGATTA
TGGTGTAGGAGTGARCAACATCATATTGCTATCAGATTT: \GGAT
al P SerlPro Gl Phe Pro Gy A ;
Lo vai sulpro 6 o Gl A Leu Giu Arg Pro His Arg As TCG = o 2 =
e AT R S T A S Ay e e An A% | CCOTCGARAGGGTATTIGETGARTGATCCCATTATCITIGRAGCTG

BaeHl ORI mmT S wmT Metl . Stpcodons | AAATGGTTAACGTCTCTEEGACCANCATCETCICEETITAC

Figura 1: Representacdo dos primers forward e reverse desenhados para o processo de
clonagem. Em A e D estdo ilustradas as sequéncias finais, incluindo, os pares de bases
escolhidos, o sitio de restricdo e a sequéncia de oligonucleotideos complementares ao gene de
interesse. Na letra B, com destaque em amarelo estd a sequéncia de bases utilizadas no primer
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forward e em azul, a sequéncia utilizada no primer reverse. A letra C ilustra esquematicamente
as enzimas de restricdo selecionadas, seus eixos de simetria e pontos de clivagem.

A tabela a seguir apresenta uma relacao das sequéncias dos primers, posi¢coes deles
no gene e suas respectivas temperaturas de anelamento (TA).

DOI: 10.51161/iii-conbramol/9292

PRIMER SEQUENCIAS POSICAO | Ta(°C)

Forward ;-TAAGCAGTCGACATGGATAGTCACAAAAGGAG- 190 55.9
*"CACTGGTTGTAGCAGAGGCAAGAATTCTGCTTA-

Reverse ; CACTGGTTGTAGCAGAGGCAAG CTGC 997-1018 | 58,3

As proteinas sdo polimeros de aminoécidos que se diferenciam entre si € moldam suas
propriedades através de diferentes cadeias laterais, pela capacidade de formacgdo de estruturas
secunddrias e de interacdo com fons e dgua (LEHNINGER, T. M et al 2014). A utiliza¢do do
SOPMA auxilia na predic@o de estruturas secunddrias a partir da estrutura priméria. Os niveis
estruturais de organizacdo das proteinas dividem-se em: estruturas primdrias, secunddrias,
tercidrias e quaterndrias sendo que, as principais estruturas secunddrias sdo a alfa hélice e a
folha-beta (BRUICE, Paula Yurkanis. 2006).

De acordo com o programa SOPMA, BOL apresenta 24,86% de probabilidade de
formar a estrutura secundaria alfa-hélice (Hh), 32,57% de folha-beta, 8,86% de volta-beta e
33,71% de Random coil.

A

MDSHRRSLGFISLAFLFITCSSAEFLIQQVTEGRKGTENNSYYNVEANLGETRAFREERPS B
MDSHRRSLGFISLAFLFITCSSAEFLIQQVTEGRKGTENNSYYNVEANLGETRAFREERPS
MDSHRRSLGFISLAFLFITCSSAEFLIQQVTEGRKGTENNSYYNVEANLGETRAFREERPS s
SKIVIIAGYSVIRGRFEPYESSVFERAGYRWRLVLYVIGNRNDGGAGHISLYVRMEETES
SKIVIIAGYSVIRGRFEPYESSVFERAGYRWRLVLYVIGNRNDGGAGHISLYVRMEETES 30
SKIVITIAGYSVIRGRFEPYESSVFEARAGYRWRLVLYVIGNRNDGGAGHISLYVRMEETES
LPYGWEVNVDLRLFVHNPRKTHRYLTVTDGTVKRYNAARKKEWGFGKLI. FENTNNGYI
LPYGWEVNVDLEKLFVHNPRTHRYLTVTDGTVKRYNAARKEWGFGRLISLSIFENTNNGYI 20
LPYGWEVNVDLRLFVHNPRTHRYLTVTDGTVEKRYNARRREWGFGRLISLSIFENTNNGYI
VQDTCSFGAEILIVRPAEIQEKVTFISNPPHNVFTWKILRFSSLEDKFYYSADFLVGDRY L
VQDTCSFGAEILIVRPAEIQEKVTFISNPPHNVFTWKILRFSSLEDKFYYSADFLVGDRY
VQDTCSFGAEILIVRPAEIQERKVTFISNPPHNVFTWKILRFSSLEDKFYYSADFLVGDRY
WRLGFNPKGDGDGRPHALPLFLFAQGFKEN. TNTWGAVNLRLENQORNSNHRQLY SAAW 5 -
WRLGFNPRGDGDGRPHALPLFLFAQGFRENAVATNTWGAVNLRLENQRNSNHRQLY SAAW Alpha helix Extended strand Beta turn - Random coil
WRLGFNPRGDGDGRPHALPLFLFAQGFRENAVATNTIWGAVNLRLENQRNSNHRQLY SAAW
YPIRSDYGVGVNNIILLSDLEDPSKGYLVNDAIIFEAEMVRVSVINIVSV

YPIRSDYGVGVNNIILLSDLEDPSKGYLVNDAIIFEAEMVRVSVINIVSV

YPIRSDYGVGVNNIILLSDLEDPSKGYLVNDAIIFEAEMVRVSVINIVSV

C Alfa hélice ( Hh ): 261 & 24,86% D Q, :
3 1o hélice ( Gg ): © € @,00% ?
Pi hélice ( 1i ): @ & 0,00% = e @
Ponte beta ( Bb ): @ é 0,00% (\"“‘"’: ,i
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Figura 2: Em A estd representado a estrutura primdria da proteina Lectina BOL, enquanto nas
letras B e C esta ilustrada a probabilidade da obtencdo de estruturas secunddrias através da
sequéncia utilizada. A letra D caracteriza-se por uma representacdo estrutural do estado nativo
da lectina BOL. A informacdo sobre a estrutura € obtida pelo Protein Data Bank (PDB) com o
cédigo de identificacdio MN937259.1, relativo a estrutura do gene. Através do codigo
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genético foi possivel a identificacdo dos aminodcidos e, por fim, da proteina, por meio do
programa.

A predicdo da estrutura tridimensional foi gerada com o RaptorX usando como
modelo a estrutura da proteina 2F1X. As cores indicam os diferentes tipos de estruturas
secundarias. Em magenta ¢ representada a estrutura de a-hélice, em amarelo a estrutura de
folhas-p, em azul a estrutura de loops e em branco as regides sem estruturas definidas, ditas
como random coil. Por fim, a letra E indica a andlise da sequéncia através do programa
HMMER, obtendo uma visualizacdo de Sequence Matches and Features, na qual a lectina
apresenta uma estrutura com uma dobra similar a cdpula, tipica das lectinas do tipo L,
entretanto, contendo apenas dominios MATH em sua estrutura. Proteinas contendo dominios
MATH sao comuns em mamiferos e participam de vias de sinalizacdo proteina-proteina,
sendo responsaveis por diferentes respostas celulares que vao desde ativagdo, diferenciacdo e
mesmo morte celular (Arch et al. 1998; Dhillon et al. 2019). Contudo, até 0 momento, nao
foram identificadas proteinas com dominios MATH que reconhecem carboidratos. Apesar de
requerer validacdo experimental, esse achado, pode representar um novo modelo de interacio
ainda ndo descrito para proteinas com dominios MATH.
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BIOMARCADORES METABOLICOS E INFLAMATORIOS NA NEFROPATIA DIABETICA
EM RATOS WISTAR ADULTOS E IDOSOS

JOYCE REGINA SANTOS RAIMUNDO; GLAUCIA RAQUEL LUCIANO DA VEIGA; BEATRIZ
DA COSTA AGUIAR ALVES; JESSICA FREITAS ARAUJO ENCINAS; FERNANDO LUIZ
AFFONSO FONSECA

Introducao: A Diabetes Mellitus (DM) € um distdrbio multifatorial caracterizado por hiperglicemia e
sem tratamento, evolui com desenvolvimento de lesdes microvasculares, levando ao dano de érgdos
alvo como os rins. Os marcadores usualmente utilizados para diagndstico da nefropatia diabética
(ND), quando alterados, refletem doenca renal j4 instalada, desta forma, o estudo de novos
biomarcadores para deteccdo precoce pode trazer novas perspectivas preventivas. Objetivos: Avaliar
em ratos diabéticos adultos e idosos, a expressdo de genes envolvidos nas vias inflamatérias (PTX3,
TNFR, VEGF) metabdlicas e (CD147, MCT1, MCT4) e analisar correlacdes existentes com
biomarcadores séricos utilizados para diagndstico da ND. Metodologia: Os animais induzidos ao DM
com Aloxana foram divididos em: diabético adulto (DMA), diabético idoso (DMI), controle sham
adulto (CSA) e controle sham idoso (CSI). Apds 30 dias da confirmagdo da DM, amostras foram
colhidas para andlises bioquimicas e de expressdo de genes envolvidos nas vias inflamatérias (PTX-3,
TNFR, VEGF) e metabdlicas (MCT1, MCT4 e CD147). Resultados: Grupo DMA apresentou
menores expressdes de TNFR e CD147 no bulbo e de VEGF no tecido renal. Houve correlacdo
negativa entre CD147 no tecido renal e ureia plasmdtica. Grupo DMI ndo apresentou variagdes
significantes na expressao dos genes estudados, no entanto, correlagdes positivas foram observadas no
tecido cerebral, entre TNFR e glicemia e entre CD147 e creatinina urindria. Conclusao: A menor
expressdo de TNFR, CD147 e VEGF no grupo DMA, pode indicar ativagdo de mecanismos
regulatérios negativos protetores e a auséncia desse perfil no grupo DMI pode estar associado a uma
intermissdo deste mecanismo de feedback negativo, associado ao envelhecimento. A correlagcdo
negativa entre CD147 e ureia e a correlagdo positiva entre TNFR e hiperglicemia e entre CD147 e
creatinina urindria, propde uma modulacdo de expressdo de genes envolvidos no metabolismo e na
pré-angiogénese. TNFR estd relacionado a inflamagao e a fibrose e VEGF com a esclerose, portanto
poderiam ser estudados como candidatos a biomarcadores para risco de desenvolvimento de fibrose e
esclerose. Além de participar do transporte de lactato, CD147 estd envolvido na ativacdo de
metaloproteinases, que participam do remodelamento tecidual, podendo desta forma ser estudado
como candidato a biomarcador de progressao.

Palavras-chave: Biomarcadores, Diabetes mellitus, Nefropatia diabética.
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IDENTIFICACAO DA SINDROME CRI-DU-CHAT PELA TECNICA MOLECULAR DE
HIBRIDIZACAO GENOMICA COMPARATIVA POR MICROARRANJOS (CGH-ARRAY)

BEATRIZ RODRIGUES PEIXOTO; RAYANNA MARTINS CHAGAS

Introducao: A biologia molecular compreende diversos campos, dentre eles hd um no qual é
responsavel pelo estudo e compreensdo das sindromes relacionadas a alteracdes cromossdmicas. No
meio destas, evidencia-se a sindrome Cri-Du-Chat (SCDC), conhecida popularmente como a sindrome
do miado do gato, causada pela delecdo do bracgo curto do cromossomo 5, afetando o desenvolvimento
da laringe. E considerada rara pois afeta apenas 1:50.000 ou 1:15.000 nascimentos em todo o mundo.
Seu diagnéstico € dificil pois necessita de técnicas moleculares de alta precisdo, diante disto destaca-se
a técnica CGH-array, no qual consegue realiza-lo antes do nascimento por meio do isolamento do
DNA fetal no sangue materno. Objetivo: Demonstrar a eficicia da técnica molecular CGH-array no
diagnéstico da SCDC, salientando suas caracteristicas e expressdes moleculares e fisicas desde o
desenvolvimento fetal até a vida adulta. Metodologia: Para sua elaboracdo foram utilizados artigos
disponiveis em bases de dados como Google Scholar, SCIELO e PubMed, sendo selecionados de
acordo com o assunto de interesse € nos idiomas espanhol, inglés e portugués, além de livros fisicos e
online. Resultados: O CGH-array é composto pela plataforma interligada a um software atualizado
com todas as alteragdes estruturais descobertas até o presente momento, sua maior vantagem ¢é
conseguir diagnosticar com rapidez e efici€ncia, além da possibilidade da identificacdo de alteracdes
que podem esta presentes em outros cromossomos, mesmo que seja minima. H4 também
desvantagens, caso estas alteracdes ndo sejam estruturais a plataforma ndo consegue realizar a
identificacdo. Conclusao: A sindrome afeta os individuos em diversos dmbitos, seja ele em sua
caracteristica fisica ou até mesmo imunologicamente, estando mais suscetiveis a infecc¢des, visto isso,
é indispensdvel que os responsdveis busquem um auxilio adequado com equipe multidisciplinar e
fornecer um ambiente familiar acolhedor e estavel. Sindromes causadas por alteragcdes genéticas, até
os dias atuais, ndo possuem formas de reversiao, mas, individuos afetados conseguem ter uma vida em
sociedade como qualquer outro.

Palavras-chave: Cgh-array, Cri-du-chat, Cromossomo 5, Diagnéstico molecular, Sindrome.
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DIAGNOSTICO DA SINDROME DE KLINEFELTER POR MEIO DA TECNICA
MOLECULAR DE HIBRIDIZACAO IN SITU POR FLUORESCENCIA (FISH)

RAYANNA MARTINS CHAGAS; BEATRIZ RODRIGUES PEIXOTO

Introducao: Em 1942, Harry F. Klinefelter juntamente com alguns colaboradores, observou alguns
casos de homens que deram entrada em um hospital de Massachusetts com ginecomastia e alto nivel
de excrecio do hormonio foliculo estimulante (FSH), com alguns anos de estudo, o cientista descreveu
como sendo uma sindrome genética, dando-a o nome de Sindrome de Klinefelter. Anos mais tarde, em
1959, uma dupla de cientistas, conseguiu caracterizd-la como uma trissomia do cromossomo sexual,
sendo adicionado ao conjunto um “X”, levando aos individuos afetados caracteristicas ditas como
femininas, além de maior possibilidade de desenvolvimento de doencas devido a baixa imunidade.
Objetivo: estudar e descrever a sindrome de Klinefelter, detalhando os seus principais sintomas,
como a doenca acaba afetando a vida de homens que a possuem e sua forma de diagndstico molecular,
que € realizado pela técnica de hibridizacao in situ fluorescente (FISH), retratando suas fases pré-
analitica e analitica. Metodologia: Para a confec¢do deste trabalho foi realizada uma busca nos artigos
disponiveis em bases de dados gratuitas e pagas como SciELo, PubMed, Google Scholar e similares,
livros, revistas e jornais da drea da satide. Resultados: Quando se trata de diagndstico, na Patologia
Molecular temos a hibridizagao in situ por fluorescéncia (FISH) como o principal e mais moderno
método utilizado atualmente, o qual consiste em sondas de acidos nucleicos marcadas com coloragdo
fluorescente em cores distintas que se ligam as sequéncias de DNA, elas indicam se h4 auséncia ou
presenca de alteracdes nos genes daquele tecido que estd sendo analisado. Sua principal vantagem € a
sensibilidade, a técnica consegue analisar diferentes dreas do cromossomo ao mesmo tempo, quanto
mais sondas s@o aplicadas maior seu alcance, contudo € necessdrio uma boa quantidade de amostra,
caso contrario nao € possivel realizar a andlise, sendo esta sua principal desvantagem. Conclusao: Ha
estudos que levantam a hipétese de que se descoberta ainda na fase da infiancia com os tratamentos
adequados possa haver reversdo de algumas manifestacdes clinicas, porém inicio dos sintomas
ocorrem na fase da puberdade, em determinados casos apenas na fase adulta, dificultando o tratamento
precoce.

Palavras-chave: Alteracdes cromossdmicas, Diagndstico molecular, Fish, Sindrome de klinefelter,
Trissomia do “x”.
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ATIVIDADE ANTIVIRAL DE NANOEMULSOES DE CURCUMINA

MAINE VIRGINIA ALVES CONFESSOR; MARIA ANNDRESSA ALVES AGRELES; AZAEL
FRANCISCO SILVA NETO; ELISANGELA AFONSO DE MOURA KRETZSCHMAR;
ISABELLA MACARIO FERRO CAVALCANTI

Introducao: Doencas infecciosas tem se disseminado mais rapidamente e, apesar de existirem
diversos farmacos antivirais, estes ndo sdo capazes de eliminar todos os virus potencialmente letais.
Assim, novas opg¢des terapéuticas sdo necessdrias. A Crrcuma longa L. apresenta fitoconstituintes,
como a curcumina (CUR), que lhe conferem diversos efeitos medicinais. Entretanto, os curcuminoides
sao hidrofébicos, fotossensiveis e degradados em condi¢des alcalinas, dificultando a aplicacdo clinica.
Nesse sentido, € de suma importancia mecanismos que favorecam a eficdcia de entrega desses
fitoconstituintes, destacando-se as nanoemulsdes (NEs), que apresentam alta efici€éncia de
carregamento, estabilidade de dilui¢éo e propriedades ndo irritantes. Objetivo: Realizar uma revisdo
para identificar e analisar NEs contendo Ciircuma longa/curcumina para o tratamento das doengas
virais. Materiais e Métodos: Realizou-se a revisdo através da busca de artigos por meio do
PubMed/MedLine, Science Direct, SciELO e Google Scholar, utilizando os DeCS curcumin OR
Ciircuma longa, nanoemulsion e antimicrobial e o operador booleano AND, selecionando artigos em
inglés ou portugués publicados nos dltimos 10 anos e excluindo as produgdes bibliograficas do tipo
trabalhos de conclusdo de cursos, dissertacdo, enciclopédias, resumos, capitulos de livros e aqueles
materiais que ndo atendiam aos objetivos propostos. Resultados: NEs contendo CUR apresentam
tamanho de particula varidvel entre 24,8nm e 195nm, sendo na sua maioria monodispersa e com
potencial zeta negativo. Essas NEs tém demonstrado atividade contra o HPV-16, os vérios virus da
dengue e o HIV. Essas NEs apresentam atividade in vitro e in vivo promissora, sendo seu uso
validado, inclusive, frente a Neoplasias intraepitelial vulvar (NIV), tendo em vista que a NE-CUR
apresentou 90% de morte de células infectadas por HPV, quando associada com terapia fotodinamica.
Conclusao: NEs sdo sistemas eficazes para a encapsulacdo da circuma/curcumina no combate ao
HPV-16, HIV e virus da dengue. Essas NEs devem ser avaliadas frente a outros virus causadores de
doengas e novos estudos clinicos devem ser realizados para corroborar os achados, além de promover
seguranca terapéutica no uso dessas NEs.

Palavras-chave: Nanotecnologia, Ctircuma, Antimicrobiano.
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A IMPORTANCIA DAS TECNICAS DA BIOLOGIA MOLECULAR PARA A
PERICIA FORENSE NA RESOLUCAO DE CASOS CRIMINAIS

LUCAS DOS SANTOS SA; LUANA SOUZA SANTOS; KEVIN DE JESUS
FERREIRA

RESUMO

Introdugao: a biologia molecular ¢ uma disciplina que utiliza conhecimentos da genética e
biologia, para dessa forma decifrar as etapas que sucedem os fluxos de informagao genética
durante a replicacdo, transcricdo e tradugdo, tendo assim como objetivo elucidar todos os
fatores relacionados ao dogma central da biologia molecular, através dos avangos dessa
area cientifica foram desenvolvidas metodologias que permitem a andlise do genoma
humano. Metodologia; o trabalho foi realizado por meio de uma revisao literaria, as fontes
de pesquisas foram diferentes sitios eletronicos. Objetivos; identificar as principais
metodologias da biologia molécula utilizadas em investigagdes criminais, descrever como
esses métodos auxiliam a pericia na resolugdo de casos. Resultados; As técnicas da
biologia molecular sdo ferramentas esséncias para identificar uma pessoa a partir de seu
material genético, tendo papel fundamental nas atividades realizadas pela pericia forense,
devido o avango dessas tecnologias ¢ possivel montar o perfil genético de um suspeito, e
consequentemente condena-lo ou inocenta- 16 apenas com a analise de uma ampla variedade
de amostras biologicas, como sangue, sémen, cabelo, tecidos, dente ,0ss0s. por meio do
método de PCR ¢ possivel amplificar uma amostra de DNA encontrada na cena do crime,
posteriormente sdo usadas técnicas que permitem separa os fragmentos com base em seu
peso molecular, como a eletroforese em gel, ou eletroforese de capilar para fazer assim sua
visualizacdo, Com isso os profissionais designados , com o auxilio de marcadores de
fluorescéncia vao detectar e analisar regides especificas dos genes que apresentam
polimorfismo , o principal tipo de polimorfismo observado nesse caso sdo o0s
microssatélites( STR), com base nesses marcadores genéticos, ¢ possivel descobrir a
identidade do criminoso, ao se comparar o perfil genético do suspeito com a amostra
encontrada na cena do crime, dessa forma diversas infragdes como homicidio, latrocinio,
abuso sexual que ficaram anos sem resposta foram solucionados com o uso de exames de
DNA. conclusao; foi constatado que avancos da biologia molecular apresentaram papel
fundamental no desfecho de uma ampla variedade de crimes, contribuindo assim ao longo
dos anos para o trabalho da periciase tornando esséncias em investigacdes criminais.

Palavras-chave: Biologia molecular; Eletroforese em gel; Pericia forense; Reagdo em
cadeia polimerase.

1 INTRODUCAO
A pericia criminal ¢ uma area do setor publico encarregada em auxiliar o poder

judiciario em realizar suas tarefas e obrigagdes, contribuindo dessa forma para a
administragdo e cumprimento das leis em relacdo as necessidades apresentadas pela
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sociedade. Nesse processo a pericia utiliza o conhecimento de diversas areas das ciéncias da
natureza ¢ humanas ,dentre elas a quimica, biologia, fisica, antropologia , € uma que se
destaca ¢ a genética forense.(FRANCO, 2022).A genética forense ¢ umas das vertentes das
ciéncias forenses designada para auxiliar a justi¢a na investigacdo e resolucao de crimes
através da andlise do DNA presente em vestigio bioldgicos encontrados na cena do crime
por meio de técnicas da genética e biologia molecular(DECANINE, 2016)..

A biologia molecular tem como alvo de estudo o DNA humano, buscando assim
compreender a estrutura e fungcdo dos genes, com énfase no entendimento dos fatores
envolvidos nos mecanismos de transcri¢ao, tradu¢do e consequentemente sintese protética,
(LEITE, 2013). A genética forense apresenta grande papel na resolugdo de crimes , quando
a evidéncia em questdo a ser analisada, ¢ algum tipo de vestigio bioldgico, que apresente
matérial genético, seja ele o RNA ou DNA, que estdo localizadas em diversos tecidos do
corpo humano, como por exemplo células do tecido sanguineo , tecido 6sseo, epitélial,
muscular, ou em fios de cabelo, sémen, dente , através da analise de duas amostras de DNA
¢ possivel estabelece o parentesco entre dois desconhecidos , ou identificar corpos
mutilados ou queimados. Desse modo € necessario manusear esses materiais corretamente,
pois ¢ importante evitar sua contaminacdo para assim evitar o surgimento de resultados
inconclusivos.(FRANCO, 2022).Na era contemporanea por meio da técnica de PCR ¢
possivel réplica uma amostra de DNA, e em seguida realizar uma andlise de regides
especificas de polimorfismo genético classificadas como TSRs (Short Tandem Repeats) que
devido alta variabilidade na sequéncia de nucleotideos de uma Pessoa para a outra sdo
considerados elementos essenciais na identificagdo humana, Com isso o DNA ¢ uma peca
fundamental durante investigac¢des criminais(FRANCO, 2022).

Desse modo tanto crimes de natureza sexual, como estupro, assédio sexual, atentado
ao pudor e também acidentes em grande escala como desabamentos e desastres de avido ou
incéndios , que resultam em uma grande quantidade de corpos de dificil identificagdo,
devido a andlise fisica ser impossivel, podem ser solucionados(PENA, 2005). Diante das
informagdes expostas, se faz necessario disseminar conhecimento relacionado ao
desenvolvimento da biologia molecular. O presente trabalho tem o objetivo de identificar as
principais metodologias da biologia molécula utilizadas em investigagdes criminais,
descrever como esses métodos auxiliam a pericia na resolucao de casos .

2 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi feito através de uma revisdo literaria, foram analisados
artigos relacionados ao tema, em especificos os que abordavam o desenvolvimento e
importancia dos métodos como o PCR e eletroforese para a resolugdo de crimes, a pesquisa
foi do tipo exploratéria com abordagem qualitativa, as fontes de pesquisa forma sitios
eletronicos como Google académico, Scielo, ao todo foram analisados 18 trabalhos, dentre
eles estdo artigos cientificos e monografias, e relatérios estaduais que se encontram em
portugués e inglés.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O DNA tem papel fundamental na resolu¢do de crimes, diversos tipos de amostras
bioldgicas podem ser analisadas , para entdo depois se isolar o material genético presente na
evidéncia, para assim seguir com todos os métodos que permitem montar um perfil
genético, isso possibilita comprovar o vinculo de um suspeito com a cena do crime, sendo
assim indispensavel ,pois diversos vestigios bioldgicos como sangue, sémen, cabelo,
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tecidos, urina, dente, ossos de cadaver, contém essa matéria prima utilizada para diferenciar
duas pessoas(ARAUJO,2017).Nos dias de hoje para se montar o perfil genético de uma
pessoa, ¢ necessario utilizar os métodos adequados para se identificar e amplificar os
segmentos de DNA conhecidos como microssatélites — STR’s (short tandem repeats).
(PENA, 2005; PINHEIRO, 2015).

A sigla STR ¢ usada para se referir a microssatélites ,que se caracterizam por serem
sequéncias de repeti¢do em tandem curtas formadas por uma quantidade de cerca 7 pares de
bases, eles sdo usadas com frequéncia pela pericia na identificacdo de suspeitos, pois estdo
distribuidos de forma uniforme pelos cromossomos. (KOCK;ANDRADE, 2008;
PINHEIRO, 2015).A amplificacdo do DNA ¢ realizada pelo método de PCR apds sua
retirada dos vestigios, consequentemente para se montar o perfil genético sdo estudados 17
STR pré estabelecidos em associacdo com o gene da amelogenina(AMORIM,2015)

A amplifica¢do de sequéncias especificas do DNA ¢ realizada em um termociclado,
Por meio do método de PCR, que se tratar de um conjunto de etapas em que a amostra de
DNA ¢ introduzida em kits com outros componentes, que no caso sao os primes, Taq DNA
polimerase, pares de bases , solucdo tampao que posteriormente sao submetidos a 3 etapas,
cada etapa ocorrendo em temperaturas distintas com o objetivo de criar um ambiente ideal
que permita a ampliacdo da amostra, o propdsito da primeira etapa chamada de
desnaturacdo ¢ a separagdo da fita dupla do DNA, para isso a temperatura ¢ elevada a 90°
graus, o calor desestabilizar as pontes de hidrogénio, dividindo a dupla fita, a segunda etapa
se chamar anelamento , nela os primers identificam o fragmento de interesse e se pareiam a
fita molde , para isso a temperatura diminui para 60 ° graus, na terceira etapa chamada de
extensdo a Taq DNA polimerase usa os primers como base para selecionar os pares de
bases dispersos na amostra para ampliar a molécula a uma temperatura de 72° graus, esses
processos sdo repetidos inumeras vezes até se obter a quantidade de DNA
necessario.(MELLO; FONSECA-COSTA, 2005; ALMEIDA, et al., 2010).

A eletroforese em gel ¢ um método utilizado para realizar a separacdo de moléculas
com base em seu peso molecular e sua carga negativa com o auxilio do gel de agarose que
atua como um suporte, o gel € submetido a uma corrente elétrica em um polo oposto ao que
se encontra a amostra ,0 campo elétrico atua como um sinalizador que sera responsavel por
atrair os fragmentos de DNA.(MAGALHARES et al., 2005).As amostras sio depositadas em
pogos em uma extremidade paralela ao campo elétrico, o gel por ser uma substancia porosa
funciona como um filtro molecular , e os fragmentos se deslocam em uma velocidade
proporcional ao seu tamanho, dessa forma os fragmentos de tamanhos menores vao
percorre um trajeto mais longo em menos tempo, enquanto os maiores ficaram retidos ao
longo do polimero.(MAGALHAES et al., 2005).0s fragmentos com a mesma quantidade
de pares de base, possuem 0 mesmo peso molecular, dessa forma ao migrarem ao longo do
gel eles formaram bandas que podem ser visualizadas com o uso luz UV apo6s a adi¢do de
corantes..(ROCHA,ANDRADE, 2015).

A eletroforese em capilar baseia se em principios semelhantes a eletroforese em gel,
porém ¢ uma metodologia mais analitica e eficaz quando objetivo em questdo ¢ a separacao
de moléculas com relagdo a sua carga negativa, as amostras de DNA sdo injetados em finos
tubos denominados capilares onde eletrodos aplicardo uma corrente elétrica, essa estratégia
permite a regulacdo da temperatura, sendo assim possivel usar cargas elétricas mais fortes
,0 que acelerar o processo, diferente da eletroforese convencional que demanda de mais
tempo. (VOET; VOET; PRATT, 2014).A eletroforese em capilar se diferencia do método
tradicional, por ndo utilizar nenhum tipo de gel, apds as amostras serem inseridas nos
capilares, elas migraram para dentro dos tubo pela aplicacdo de uma corrente elétrica, a
medida que esses fragmentos se deslocam eles sdo atingidos por lasers responsaveis por
detectar as regides dos alelos onde se encontram os STR por meio dos flur6foros , que
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captam a energia dos lasers, para em seguida emiti-las em certos comprimentos de onda, o
que gera picos de luzes que podem ser visualizados e interpretados em graficos (RICHTER,
2016).

Lynda Mann e Dawn Ashworth sdo duas garotas que viviam na Inglaterra, porém
nao tinham nenhum vinculo familiar ou de amizade, mas foram vitimas de abuso sexual e
latrocinio em condi¢des muito semelhantes, para solucionar o caso a Policia organizou um
programa de doagdo de sangue , nas regides proximas a localidade onde os delitos ocorreram,
apos ter acesso as amostras biologicas da populacdo, foi feita uma comparacdo com os
vestigios presentes na cena do crime, porém nenhum suspeito foi encontrado.(
CHEMELLO, 2007).0 verdadeiro agressor era um homem que ndo residia nas
proximidades, apos interrogatorios de individuos proximos ao possivel criminoso, a Policia
conseguiu ter acesso a0 DNA do suspeito para assim realizar a andlise e comparagdo com o
matérial genético proviniente do s€émen que foi encontrado nos cadaveres, dessa forma foi
comprovado que a autoria do crime pertencia a Colin Pitchfork que se tornou a primeira
pessoa condenada a prisdo gragas a provas de analise de DNA, que posteriormente se
declarou culpado (AMABIS; MARTHO, 1995).

No ano de 2010, uma jovem italiana chamada Yara Gambiarasio que praticava
exercicios fisicos em seu cotidiano ndo retornou a sua residéncia localizada em Bergamo
depois de realiza seus treinos habituais ,ap0s trés meses, seu corpo foi encontrado mutilado
em estado de decomposi¢do, porém mesmo nesse estado, foi possivel coletar vestigios
bioldgicos que pertenciam ao provavel suspeito.(SOSSI,2015). foi entdo organizado um
programa de investigagdo com a finalidade de solucionar o caso, Durante o ano de 2012,
com base no banco de dados de DNA da policia , foram feitos mas de 15 mil exames de
DNA, e com uma amostra de saliva, a pericia chegou ao nome de Giuseppe Guerinoni,
porém foi constatado que o possivel criminoso ja havia falecido a mais de uma década
atras. (SOSSI, 2015).

Porém, apds realizar um estudo com relacdo a arvore genealdgica do suspeito, se
obteve a informacdo que Giuseppe Guerinoni teve um casal de filhos bastardos, apos
encontra a localizagdo do filho ilegitimo de Guerinoni. que se chama Massimo Giuseppe
Bossetti no ano de 2014 Foi elaborada uma estratégia com o propoésito de conseguir uma
amostra bioldgica do novo suspeito, ap0s a realizagdo de uma blitz, foi possivel coleta uma
amostra de saliva, para entdo serem aplicadas as metodologias da biologia molecular, foi
comprovado que a amostra de DNA encontrada na vitima pertenciam a Massimo Giuseppe
Bossetti, que entdo foi preso (FARRELL, 2014).Em 2016 por meio de exames de DNA, o
matérial genético de um preso foi comparando com vestigios bioldgicos coletados em
mulheres vitimas de abuso sexual em crimes que ocorreram em 2012 e 2015, em regides
localizadas no estado da Bahia, apds analises , a pericia conclui que o perfil genético do
abusado pertencia ao suspeito. Acredita se, que o criminoso tenha feita outras vitimas.(
SILVA,2018).

Em 2014 foram relatadas a ocorréncia de trés crimes de violéncia sexual no Distrito
Federal , em todos os casos foi possivel coletar amostras que pertenciam aos possiveis
suspeito, posteriomente foi feita uma andlise que comprovou que as infragdes foram
cometidas pelo mesmo agressor, por meio de exames de DNA foi possivel descarta outros
dois suspeito, 2 anos depois com o auxilio do banco Nacional de perfil genético , se chegou
a conclusdo, que o culpado dos crimes ja havia sido preso em Minas Gerais em 2015 por
cometer o mesmo tipo de delito (SILVA ,2018).

4 CONCLUSAO
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O desenvolvimento da biologia molecular permitiu o aprimoramento de diversas
metodologias que sdo empregadas na resolucdo de crimes pela pericia forense se tornado
assim indispenséaveis para o comprimento da lei. Auxiliando assim a justi¢a na resolucao de
casos tanto na esfera civil, como também na juridica Por meio dessas tecnicas ¢ possivel
analisa o DNA de um suspeito, A partir de simples vestigios e assim comprovar o vinculo
do infrator com a cena do crime.

REFERENCIAS

AMABIS, J. M.; MARTHO, G.R. Identificando pessoas pelo DNA: uma simulagdo. Temas
de Biologia, n.1, p 1-4, 1995.

AMORIM, ANTONIO. Genética forense. Nat Genet, v. 6,n.2, p. 130-5, 2015.

ARAUIJO, Samantha Kalil de. Estudo das aplica¢des forenses do DNA na obtencio da
identificacido humana. 2017.

CARDOSO, Kassya Munyse et al. A influéncia da PCR na pericia criminal. AMAZONIA:
SCIENCE & HEALTH, v. 10, n. 2, p. 43-57, 2022.

CHEMELLO, E. Ciéncia forense: exame de DNA. Quimica Virtual. Disponivel
em: http://www.quimica.net/emiliano/artigos/2007mar_forense4.Pdf. Acesso em:
23 mar. 2017.COSTA, P. Cond.

DA SILVA LEITE, Viviane et al. Uso das técnicas de biologia molecular na genética
forense. Derecho y Cambio Social, v. 10, n. 34, p. 21, 2013.

DECANINE, D. O papel de marcadores moleculares na genética forense. Revista
Brasileira de Criminalistica, v. 5, n. 2, p. 18-27, 2016.

FARRELL, N. The Murder Mustery Solved by DNA from the Back of a Postage Stamp.
Rev. Newsweek LLC. Disponivel em: http://www.newsweek.com
/2014/11/14/murderymystery- solved-back-stamp-282052.html. Acesso em: 9 abr. 2017.

KOCH, Analara; ANDRADE, Fabiana Michelsen de. A utilizagdo de técnicas de biologia
molecular na genética forense: uma revisdao. Rbac, v. 40, n. 1, p. 17-23, 2008.

MAGALHAES, Vanda D. et al. Eletroforese em campo pulsante em bacteriologia-uma
revisdo técnica. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 64, n. 2, p. 155-161, 2005.

MELLO, Fernanda Carvalho de Queiroz; FONSECA-COSTA, Joseane. A utilidade da
biologia molecular no diagnostico da tuberculose. Jornal Brasileiro De Pneumologia, v.
31, p. 188- 190, 2005.

MINISTERIO DA JUSTICA E CIDADANIA (MJC). RIBPG. V RELATORIO DA REDE
INTEGRADA DE BANCOS DE PERFIS GENETICOS. Secretaria de Justica e
Seguranca Publica, 2016. Disponivel em: http://www justica
gov.br/suaseguranca/ribpg/relatorio/  v-  relatorio-da-rede-integrada-de-bancos-de-perfis-
geneticos-novembro-2016/view. Acesso em 22 mai. 2017.

ISSN: 2675-8008



Revista Multidisciplinar em Saide DOI: 10.51161/iii-conbramol/9476

PENA, Sérgio DJ. Seguranca Publica: determinacio de identidade genética pelo DNA.
In: Seminarios Tematicos para a 3* Conferéncia Nacional de C, T & I. Parcerias Estratégicas.
2005. p. 447-460.

PINHEIRO, M. F. Criminalistica Bioldgica. In: CORTE-REAL, F.; VIEIRA, D.
N. Principios de genética forense. Imprensa da Universidade de
Coimbra/Coimbra University Press, 2015. 197 p.

POMBO, Ana Maria Lima; DA COSTA FRANCEZ, Pablo Abdon; SILVA, R. S. Risco
de contaminac¢io por DNA de alto peso molecular e por amplicons em Laboratério
de Genética Forense no Brasil. Revista Brasileira de Criminalistica, v. 9, n. 2, p. 85-94,
2020.

RICHTER, V. S. Identificagdo Genética e Crime: a introducao dos bancos de DNA no
Brasil. 2016. Tese (doutor em Antropologia Social) — Programa de Pés Graduacio em
Antropologia Social da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Instituto de
Filosofia e Ciéncias Humanas. Porto Alegre, 2016

ROCHA, L.J.F.T; ANDRADE, L.A.C. Utiliza¢ao do Banco de Dados de Perfis
Genéticos para a Resolucio dos Casos Criminais e Identificacgio Humana do Estado
de Alagoas. Trabalho de Conclusdo de Curso. Maceio-AL, 2015.

SOSSI, F. Donne fotografie tra i fantasmi del Mediterraneo. DEP - Deportate, Esuli,
Profughe, Bergano, v.28, p.184-204, 2015.

ISSN: 2675-8008



Revista Multidisciplinar em Saide DOI: 10.51161/iii-conbramol/9479

® = |11 Congresso Brasileiro
X de Biologia Molecular
On-line | CONBRAMOL

POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DO LEITE ASININO EM FATORES ANTI-
INFLAMATORIOS E PROLIFERATIVOS DE BACTERIAS PROBIOTICAS: UMA
REVISAO

CARLOS EDUARDO ASSIS DA SILVA; JOELLINGTON MARINHO DE ALMEIDA

Introducao: O consumo de leite asinino tem aumentado na Europa e demonstrado significativo
interesse em paises da América, como o Brasil, devido as caracteristicas benéficas da matriz pouco
exploradas e sua composicdo semelhante ao leite humano. O seu uso sempre esteve voltado para a
nutricdo infantil e propriedades terapéuticas no tratamento de infecgdes e asma. Objetivos: Realizar
um levantamento das macromoléculas presentes no leite asinino com potencial bioativo. Metodologia:
Realizou-se o levantamento na literatura dentro de um periodo de dez anos em revistas, teses,
dissertagdes e periddicos CAPES, a respeito da sua composi¢do e propriedades potencialmente
biotecnoldgicas a serem importantes na modulacdo de infeccdes e bactérias benéficas e/ou
patogénicas. Resultados: Devido a sua composicao é conferido ao leite asinino muitos usos potenciais
como moduladores de processos bioldgicos, sendo considerado como um alimento funcional no
combate a doengas, como de algumas alergias e na dermatite atépica. O seu perfil nutricional é
caracterizado por ser rico em vitaminas A, C, D e E, minerais (Ca, Fe, Na e Zn), altos niveis de 4cidos
graxos essenciais e baixo teor de proteinas (1,5 — 1,8%) e lactose (5,8 - 7,4%). No leite asinino
também podem ser encontrados outros compostos com propriedades bioativas e que auxiliam em
fun¢des bioldgicas e imunoldgicas, como a B e a-lactoglobulina e lisozima resistente as enzimas
gastrointestinais, dcido sidlico que se encontra associado a ligacdo de patégenos responsdveis por
infeccdes na mucosa intestinal e no desenvolvimento neurocognitivo, dcidos graxos polinsaturados,
citocinas e interleucinas com acdes anti-inflamatérias, antitumorais e antibacterianas. Conclusao: Os
compostos bioativos do leite asinino podem auxiliar nas infeccdes ocasionadas por bactérias
patogénicas advindas de Doencas Veiculadas por Alimentos. Além do mais, 0s compostos presentes
no leite asinino podem se ligar e promover a inibicdo de bactérias patogé€nicas, como a Salmonela e
toxinas estafilocdcicas, ocasionando na liberagdo das paredes gastrointestinas e contribuindo para a
proliferacdo de microrganismos probidticos.

Palavras-chave: Alimentos funcionais, Biotecnologia de alimentos, Doencas veiculadas por
alimentos.

ISSN: 2675-8008



Revista Multidisciplinar em Saide DOI: 10.51161/iii-conbramol/9987

® * 111 Congresso Brasileiro
%., de Biologia Molecular
On-line | CONBRAMOL

EXENDINA-4 PROTEGE A MEMORIA ESPACIAL NA TAREFA DO Y-MAZE EM
RATOS SUBMETIDOS A UM MODELO DE DEMENCIA ESPORADICA DO
TIPO-ALZHEIMER

RENAN FRANKE MONTENEGRO TORRES; FERNANDA SILVA; ADRIANA MARIA ZAGO;
JESSIE GUTIERRES; MARILDA DA CRUZ FERNANDES

RESUMO

A doenca de Alzheimer € caracterizada pelo seu perfil neurodegenerativo progressivo e
desenvolvimento de deméncia. Dentre as diversas manifestacdes clinicas observadas em
pacientes com a doenga de Alzheimer encontram-se os déficits cognitivos e confusdes na
memoria visuo-espacial. Atualmente, a doenca afeta aproximadamente 2% da populacdo dos
paises industrializados e estima-se que a incidéncia da doenga de Alzheimer ird triplicar nos
proximos 50 anos, levando em conta o aumento progressivo do risco da doenga apds os 70
anos de idade. Nenhum dos modelos animais disponiveis € capaz de contemplar e mimetizar a
ampla gama de alteracdes cognitivas, comportamentais, bioquimicas e histopatoldgicas
envolvidas no desenvolvimento da doenga. Entretanto, algumas dessas alteragdes podem ser
induzidas através de manipulacdes farmacoldgicas. O modelo animal em ratos Wistar
induzido pelo composto diabetogénico estreptozotocina tem mostrado ser muito eficiente ao
mimetizar essa condi¢do. Este estudo buscou avaliar as altera¢cdes comportamentais no
hipocampo de ratos submetidos a inje¢do intracerebroventricular de estreptozotocina; bem
como um possivel efeito protetor do tratamento com exendina-4, um peptideo andlogo ao
glucagon e agonista dos receptores de glucagon tipo peptideo-1 (GLP-1), comumente
utilizado para estimular a secrecdo de insulina das células B-pancredticas dependentes de
glicose e administrado para o tratamento de diabetes melitus tipo 2. Exendina-4 foi
administrada intraperitonealmente uma vez ao dia apds a injecdo intracerebroventricular de
estreptozotocina (3 mg/kg, i.c.v.), e o tratamento estendeu-se até o dia 21. Os tratamentos com
estreptozotocina, exendina-4, e seu agregado (estreptozotocina + exendina-4) causaram
alteracdes significativas no peso corporal dos individuos quando comparados ao grupo
controle. Nao foram observados efeitos da exendina-4 e também nenhuma interagdo
significativa entre os tratamentos para os niveis de glicose sanguinea. As alteragcdes
comportamentais em tarefas voltadas ao aprendizado e memoria foram avaliadas, sendo
possivel identificar interacdo protetiva do exendina-4 na memoria espacial contra deméncia
esporddica do tipo Alzheimer induzida pela estreptozotocina.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, Estreptozotocina, Exendina-4, Neuroinflamacao,
Morte celular.
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INTRODUCAO
A doenca de Alzheimer (DA) € caracterizada pelo seu perfil neurodegenerativo

progressivo e desenvolvimento de deméncia. Atualmente afeta aproximadamente 2% da
populacdo dos paises industrializados e apdés os 70 anos de idade o risco aumenta
progressivamente. De todas as doengas neurodegenerativas a DA € a forma mais comum das
deméncias, sendo um processo resultante da morte de neurdnios especificos em regides
particulares com formacdo de agregados proteicos na sua caracterizagdo histopatoldgica.
Esses agregados proteicos podem ocorrer no ambiente extracelular, nas placas senis (PS); ou
no interior dos neurdnios, os emaranhados neurofibrilares (ENF). Essas alteracoes
histopatoldgicas estdo associadas com o processo neurodegenerativo e estao relacionadas com
o fendmeno de perda da memoria e em alguns casos mais severos até mesmo alteracdes da
personalidade. Algumas drogas podem temporariamente melhorar a memoria, porém € muito
dificil conter a perda desses neuronios envolvidos com o processamento e armazenamento das
informacdes (MATTSON, 2004 e KIMURA, 2016).

As PS sdo formadas por depositos extracelulares de agregados amorfos e insoluaveis do
peptideo B-amiloide (Af), no entanto alguns depositos difusos de AP também podem estar
presentes em grandes quantidades. J4 os ENF sdo caracterizados pela proteina intracelular
TAU, essa é uma proteina associada aos microtibulos que apds hiperfosforilagdo e/ou
modificagdes oxidativas, formam agregados insoliveis. Tanto as PS quanto os ENF estdo
presentes principalmente nas regides envolvidas com aprendizado, memoria e
comportamentos emocionais. Assim, essas regides apresentam reduzidos nimeros de sinapses
e neuritos danificados pela presenca dos agregados proteicos caracterizando a toxicidade
(MATTSON, 2004; KIMURA, 2016).

Diversos modelos animais da DA t€m sido desenvolvidos para estudar as
caracteristicas patoldgicas dessa doenca, tanto modelos genéticos quanto ndo genéticos.
Embora nenhum modelo animal disponivel seja capaz de mimetizar todas as caracteristicas
cognitivas, comportamentais, bioquimicas e histopatolégicas observadas na DA, algumas
dessas alteracdes podem ser induzidas através de manipulacdes farmacoldgicas (YAMADA;
NABESHIMA, 2000).

Um composto diabetogé€nico amplamente utilizado, a estreptozotocina (STZ), tem sido
utilizado para induzir o modelo da DA quando administrado no ventriculo cerebral (i.c.v.) de
ratos. Esse composto apresenta carater hidrofilico devido a presenga do grupamento hexose de
sua estrutura que é de grande importancia para ser internalizado pelas células (Chen et al,
2013). Embora o exato mecanismo de a¢dao da STZ no sistema nervoso central (SNC) ainda
nao esteja completamente elucidado, ja é sabido que € capaz de induzir a hiperfosforilacido da
TAU (LENZEN, 2007; KNEZOVIC et al., 2015). Além disso, alguns dos efeitos associados a
sinalizagdo down-stream do receptor de insulina (IR) também parecem estar envolvidos com a
DA. Esses mecanismos estdo diretamente relacionados com a perda da memdria caracteristica
da doenca (KNEZOVIC et al., 2015; KAMAT, 2015).

Mais especificamente, ja foi demonstrado que o déficit de memoria observado no
modelo induzido por STZ estd relacionado com uma redugdo na via de sinalizacio
down-stream do IR na regido CA3 do hipocampo de ratos (AGRAWAL et al., 2011). No
entanto, estudos com pacientes portadores da DA mostraram que alteracdo na expressao do
gene da GSK-3B, down-stream da proteina cinase Akt, estd envolvida com a presenca de ENF
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(SCHAFFER et al., 2008). De fato, uma sinalizacdo aberrante da via da insulina, como ocorre
no diabetes mellitus, parece estar relacionado com a formacgdo tanto de PS quanto de ENF
(KIMURA, 2016).

O periodo de avaliacdo apds infusdo do STZ varia de acordo com os objetivos do
estudo. A literatura cientifica mostra dados com obtencdo de déficits cognitivos ja duas
semanas (RODRIGUES et al., 2009), um més (MURTISHAW et al., 2016; BIASIBETTI et
al., 2017) ou ainda nove meses (KNEZOVIC et al., 2015) apds a administracao de STZ. Além
disso, os estudos que buscam desenvolver o modelo da DA esporddica geralmente utilizam
animais jovens para evitar os fatores relacionados ao envelhecimento (presente em ratos
1dosos), focando assim nos possiveis mecanismos envolvidos na sinalizacdo disparada pela
STZ.

Sabe-se que o hipocampo possui papel chave no processo de consolidacdo da
memoria. Os processamentos de neuroplasticidade ocorrem principalmente na regido CAl, no
entanto podem ser vistos na amigdala basolateral e nos coértices entorrinal, parietal e do
cingulo (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Em humanos, a lesdo hipocampal produz amnésia
retrograda comprometendo ambas as memorias remotas e recentes.

Além do hipocampo, a DA também compromete outras estruturas encefédlicas, com o
processo degenerativo associado a disfunc¢do insulinica e hiperfosforilacio da TAU. Sdo elas:
o bulbo olfatério, o hipotdlamo, diferentes regides corticais e o cerebelo (EL KHOURY et al.,
2014).

O Teste do Labirinto em Y € uma tarefa que permite avaliar a memdria espacial de
roedores. Resumidamente, este teste verifica se o roedor mantém na memdria o espaco que
acabou de explorar. Os experimentos sao conduzidos em um ambiente com atenuagdo de sons
e luz de baixa intensidade, onde o roedor é posicionado no centro de um labirinto em forma
de Y. Num primeiro momento, o animal tem um intervalo de tempo para explorar dois bracos
(periodo este chamado de treino). No momento do teste (hora em que a memoria € avaliada),
o terceiro brago € liberado e o nimero de entradas e tempo gasto no braco novo € utilizado
como pardmetro para avaliar a memoéria destes animais (GOTZ; ITTNER, 2008).

Sabe-se que a DA nao possui cura, e a busca por ferramentas que possam contribuir na
prevencdo ou protecdo contra os efeitos deletérios nesta patologia assumem grande
importancia. Neste contexto, destacamos a exendina-4 (EXE-4). Esta molécula € um andlogo
do peptideo-1 tipo glucagon (GLP-1) capaz de passar a barreira hemato-encefalica (CAl et al.,
2014). Evidéncias apontam que a administragdo periférica deste peptideo apresenta efeitos
benéficos sobre a funcdo cognitiva em um modelo animal de neuroinflamacdo associado a
hiperglicemia (HUANG et al., 2012). Além disso, a acdo neuroprotetora de agonistas GLP-1
j4 mostraram a capacidade de aumentar a neurogénese, sinaptogénese e reparacio celular,
bem como, suprimir a inflamag¢ado cronica reduzindo os niveis de placas amiloides (CAI et al.,
2014). Mais recentemente, demonstramos que a EXE-4 foi capaz de reverter os déficits de
memoéria na tarefa de Morris Watter Maze e as alteracdes teciduais na barreira
hemato-encefalica induzidas pela diabetes mellitus em ratos (ZANOTTO et al., 2017). Tais
resultados sugerem que agonistas GLP-1, em especial EXE-4, apesar de pouco explorados,
tem efeitos bioldgicos relevantes no SNC que vao além da homeostase da insulina e podem
exercer um papel terapéutico para o tratamento de desordens cognitivas associadas a diabetes
mellitus. Com a execug¢do deste projeto, espera-se encontrar um efeito protetor em potencial
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da EXE-4 num modelo para a DA bem como descobrir possiveis mecanismos pelos quais
esta molécula pode proteger as células do hipocampo contra a toxicidade induzida pelo STZ.

MATERIAIS E METODOS
Foram utilizados 40 (quarenta) ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos de 90

dias, mantidos sob controle de luminosidade e temperatura (ciclo de 12 horas claro/12 horas
escuro em constantes 22 + 1°C) e comida e dgua ad libitum em grupos de 5 (cinco) animais
em caixas limpas de polipropileno recobertas com maravalha. Os animais receberam ragao
padrao (50% carboidrato, 22% proteina e 4% lipidio) e para os procedimentos que demandam
anestesia (cirurgia estereotdxica e puncdes) foi utilizado cetamina/xilazina ([60-90] e [5-10]
mg/Kg respectivamente i.p.). Os animais foram aclimatizados no biotério durante 10 dias até
o inicio do experimento. Os procedimentos foram realizados de acordo com a Lei de
Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais - Lei n° 11.794/2008 que regulamenta o uso
de animais para prética didatico-cientifica.

Experimental Design %
Citrate buffer or STZ ?u:
injection 2
(10uL,, icv, bilateral) -
| g L
\ = @
\ g g
s £
A " > &
1 [ 1 I {2 o & J I
" T OR SR e S SO C WS, 21 24
Acclimatization EXE-4 (10 pg/kg, ip, vehicle saline, 1ml/kg)

Figura 1. Desenho experimental

As administracoes de estreptozotocina foram realizadas intracerebroventricular,
bilateralmente num volume total de 10 uL (STZ, 3mg/kg, dissolvido em tampado citrato pH
7.4,)no dia 0.

As administracoes de EXE-4 (dia 2 ao 21; dose 10 pg/kg) foram realizadas
intraperitoneal (i.p). As drogas foram diluidas em solucdo PBS e este procedimento configura
invasividade leve a moderada (ZANOTTO et al., 2017; TORTORELLI et al., 2015).

FAMILIAR FAMILIAR NOVEL
I -4h - I
START START

Figura 2. Desenho esquemadtico da execugdo na tarefa do Y-maze

Em ambiente de baixa luminosidade e silencioso, o roedor foi posicionado no fim do
braco em Y (posicao central do aparato) com acesso a apenas um dos bracos. Durante os 5
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primeiros minutos os animais puderam explorar dois bracos. Ao término da habituacdo, o
animal teve acesso ao bragco novo. O teste foi realizado 4 horas apds o treino para verificar a
memoria de curta duracdo. O nimero de entradas e o tempo gasto no braco novo foram
utilizados como pardmetro para avaliacdo cognitiva (GOTZ; ITTNER, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
O grafico 1 mostra que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos quando

comparados ao grupo veiculo (F(3,33)=3.484; P=0,0266) no dia 1. No sétimo dia, ocorreu
uma redugdo significativa do peso corporal (F(3,33)=9.224; P=0,0001) induzida por STZ em
relagdo ao grupo veiculo (vehicle vs STZ, P=0,0024; vehicle vs EXE-4+STZ, P<0,0001;
EXE-4 vs STZ, P=0,0034). Os grupos EXE-4, STZ e EXE-4+STZ apresentaram uma redugao
significativa do peso corporal no décimo quarto dia comparado ao grupo veiculo
(F(3,33)=13,73; P<0,0001) (vehicle vs EXE-4, P=0,0309; vehicle vs STZ, P=0,0001; EXE-4
vs STZ, P=0,0005). O mesmo efeito também foi observado no 21 dia, onde todos os
tratamentos reduziram o peso corporal (F(3,33)=15.85; P<0,0001) (vehicle vs EXE-4
P=0,0058; vehicle vs STZ, P<0,0001; vehicle vs EXE-4+STZ, P<0,0001; EXE-4 vs
EXE-4+STZ, P=0,0006; STZ vs EXE-4+STZ, P=0,0159). Ao longo dos 21 dias, tanto a
indu¢do de deméncia esporadica tipo Alzheimer quanto o tratamento com EXE-4 reduziram o
peso corporal. Além disso, STZ mostrou um efeito mais robusto na reducao do peso corporal
quando comparado com a EXE-4. A interagdo dos tratamentos EXE-4 + STZ mostrou um
efeito somatorio reduzindo ainda mais o peso corporal. P<0.05 foi considerado significativo.
Dados expressos como média + erro padrdo da média para n=9-10.

420 VE-B EXE4 -+ STZ 4 EXE4STZ

380+
360+
340+
320+

300+

Body Weight (g)

280+

2604 ¢

* P<0.05 foi considerado significativo.
**Dados expressos como média + erro padriao da média para n=9-10.

Grafico 1. Efeito do tratamento com exendina-4 em ratos submetidos a um modelo de
demeéncia esporadica do tipo Alzheimer sobre o peso corporal

O gréfico 2 mostra que STZ reduziu os niveis de glicose no sangue dos grupos STZ e
EXE-4+STZ (F(1,32)=6.668; P=0,0148), descartando um quadro hiperglicémico de diabetes.
Niao foram observados efeitos da EXE-4 (F(1,32)=0,005; P=0,9812) e também nenhuma
interacao significativa entre os tratamentos (F(1,32)=0.024, P=0,877) para os niveis de glicose
sanguinea. P<0.05 foi considerado significativo. Dados expressos como média + erro padrdo
da média para n=9-10.
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Griafico 2. Niveis de glicose plasmadtica apds a eutanasia.

O grafico 3A e 3B mostram que EXE-4 e STZ ndo alteram a frequéncia dos animais
no brago familiar (F(1,33)=1.255; P=0,2707, graph 3A) nem o tempo gasto no brago familiar
(F(1,33)=0.123; P=0,7288, graph 3B).

O gréfico 3C mostra que houve uma interag@o significativa entre os tratamentos onde
EXE-4 protege contra a reducio na frequéncia dos animais no braco novo induzida pelo STZ
(F(1,33)=5,061; P=0,0313, graph 3C). Além disso, o mesmo efeito protetor foi visto quando
avaliado o tempo gasto no brago novo (F(1,31)=4,909; P=0,0342, graph 3D).

- VE
sz

VEHICLE EXE4 VEHICLE EXE-4
. VE

kS
#
- VE
ii o - . o
e i

VEHICLE EXE4 VEHICLE EXE4

>

arm)
3

L

g

. VE
W STz

Y-Maze training
8

Y-Maze training
(time in familiar arm)

e N & o o

o

O

(frequency in novel arm)  (frequency in familiar
»
8

o

o

.,
8

Y-Maze test
d

n

Y-Maze test
(time in novel arm)
8 &

o

* P<0.05 foi considerado significativo.

**Dados expressos como média + erro padrao da média para n=9-10.
Gréfico 3. Efeito do tratamento com exendina-4 (EXE-4, 10ug/kg, ip) em ratos submetidos a
um modelo de deméncia esporddica do tipo Alzheimer (STZ, 3mg/kg, icv) sobre a
performance na tarefa do Y-Maze.

CONCLUSAO
O projeto obteve resultados interessantes € impactantes para a drea € demonstraram

um efeito protetivo do tratamento com exendina-4 em ratos submetidos a um modelo de
deméncia esporddica do tipo Alzheimer (DETA) sobre a memoria espacial, na tarefa do
Y-Maze, que estd prejudicada em ratos submetidos a um modelo de DETA e foram revertidos
pelo tratamento com EXE-4.
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AVALIACAO DA EXPRESSAO DE GENES ENVOLVIDOS COM A INFECCAO POR SARS-
COV-2 EM BIOPSIAS PULMONARES

GABRIELA CASANI CARDOSO; FERNANDO AUGUSTO DE OLIVEIRA GANZELLA; MARIA
EDUARDA BRAGA VILACIO PINTO; GISELI KLASSEN; EDNEIA AMANCIO DE SOUZA
RAMOS CAVALIERI

Introducgiao: A COVID-19 é causada pelo virus SARS-CoV-2 e causa desde sintomas de um resfriado
comum até doencas entéricas, neurologicas e respiratdrias. Apesar dos varios esforcos mundiais na
compreensdo da doenga, hd inimeros pontos obscuros sobre a imunopatologia e o processo
inflamatdrio. Objetivos: Avaliar a expressdo de genes envolvidos na internalizagdo do virus SARS-
CoV-2, na inflamacdo, fibrose e na hiperresponsividade pulmonar em bidpsias pulmonares de
pacientes acometidos por COVID-19. Metodologia: Foram obtidas 30 amostras de tecido pulmonar
de pacientes que foram a 6bito por COVID-19. O RNA total foi extraido através da ruptura dos
tecidos, e a partir dele foi realizada a sintese da fita complementar (cDNA). Os cDNAs foram
submetidos a técnica de RT-qPCR, servindo como molde para avaliar quantitativamente a expressao
génica de ACE2, ADAM17, TMPRSS2, ADAM33, MMP2, MMP9 e MMP14, TGFBRI e 2, COX2,
CXCLI2, ICAM e TNFa, além de genes envolvidos na metilacio do DNA (DNMTI, DNMT3a e
DNMT3b). Resultados: No que diz respeito aos genes sabidamente envolvidos no processo de
internalizagdo de SARS-CoV-2, foi observado aumento na expressdo de ACE2 e diminui¢io na
expressdo de TMPRSS2 e ADAM17.0s genes envolvidos em vias inflamatérias, CXCLI2, TNFa e
COX2 se mostraram superexpressos, enquanto /ICAM-1, TGFBRI e TGFBR2 tiveram expressao
consideravelmente reduzida. Em relacdo aos genes envolvidos com a fibrose e hiperresponsividade
pulmonar, o gene MMP?2 apresentou diminui¢do de expressdo enquanto os genes MMP9, MMPI14 e
ADAM33 se mostraram aumentados. Além disso, genes relacionados com a metilacio de DNA
também foram analisados, tais como das enzimas DNMT1 e DNMT3a que apresentaram diminui¢cdo
de expressdo, enquanto o gene da enzima DNMT3b estd superexpresso nas amostras pulmonares.
Todas as andlises foram estatisticamente significantes (p < 0,05). Conclusao: A alteragcdo da
expressdo de genes envolvidos com a internalizacdo do virus, hiperresponsividade pulmonar e fibrose
em pacientes que foram a 6bito por COVID-19 indicam provdvel regulagdo por mecanismos
epigenéticos, uma vez que genes relacionados com a metilacdo de novo do DNA. Outras andlises em
diferentes materiais biol6gicos serdo necessarias para compreender se as altera¢des evidenciadas neste
trabalho sdo um evento causado pelo virus SARS-CoV-2 ou sdo caracteristicas individuais do
paciente.

Palavras-chave: Covid-19, Expressao génica, Epigenética.
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DETECCAO DE GENES DE VIRULENCIA POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
EM KLEBSIELLA SPP ISOLADAS DE DIPTEROS MUSCOIDES

MAYARA OLIVEIRA COSTA; VIVIANE ZAHNER; ISABEL NOGUEIRA CARRAMASCHI

Introducao: Klebsiella pneumoniae consta na lista, descrita pela Organizacdo Mundial da Saude, de
espécies bacterianas para as quais antibidticos sdo urgentemente necessdrios. Esta importancia se da
pela multirresisténcia e viruléncia apresentada ao nivel global por cepas desta espécie. Desta forma
parece ser um importante reservatdrio de genes de resisténcia e viruléncia, ressaltando-se que a maior
parte da informacdo neste tema ¢ obtida a partir de estudos que utilizam cepas de origem clinica.
Objetivos: De acordo com a perspectiva do conceito de Satide Unica, o presente projeto tem como
objetivo verificar se bactérias clinicas e ambientais dividem os mesmos determinantes genéticos de
viruléncia. Metodologia: Foram utilizadas 15 cepas de K. pneumoniae, 10 isoladas a partir de moscas
sinantrdpicas, com diferentes perfis de sensibilidade aos antimicrobianos, pertencentes ao acervo do
LEMEF/IOC/Fiocruz, e 5 de origem clinica para efeito comparativo. A PCR foi utilizada para
amplificacdo de genes que codificam adesinas das fimbrias tipo 1 e 3 (fimA, mrkA), genes de capsula
(matB , pilQ, K2-wzy, K2-wzx, KI_magA, KI_wzx), codificador de toxina (npsB), reguladores
transcricionais envolvidos em viruléncia (rmpA, rmpA_2, Cr_rmpA), codificador de proteinas
(RpoD), sider6foros (Irp, luc, Kfu), oxyRrtl/ oxyRrt2, metabolismo da alantoina (allS),_proteina
transportadora de heme 1 (Hcpl), proteina efetora do sistema de secrecéo tipo VI (VgrGl), codifica
fosfolipase (PldI). Resultados: Dentre os genes pesquisados k2 wzy, rmpA2, irp, oxy Rrtl e 2, K2-wzx
s6 amplificaram na cepa Kp52.145 que é hipervirulenta, o gene Kfu s6 amplificou nas cepas
ambientais, o gene matB esteve presente em 100% das cepas analisadas, enquanto os genes fim! e pilQ
ndo foram amplificados em nenhuma cepa analisada. J4 os demais genes apresentaram presenca
varidvel dentro das amostragens entre as cepas ambientais e clinicas. Conclusiao: Nossos resultados
demonstram a variabilidade genética de K. pneumoniae e seu polimorfismo. Sugere-se que existe
genes especificos para a cepa hipervirulenta e o gene Kfu que codifica para transporte de ferro e
funcdo da fosfotransferase parece estar presente somente nas cepas isoladas a partir de moscas.
Espera-se que os resultados desse projeto contribuam para a compreensiao da epidemiologia da
dispersdo da resisténcia e viruléncia neste importante patégeno bacteriano.

Palavras-chave: Dipteros muscoides, Klebsiella pneumoniae, Reservatério, Satde tnica, Viruléncia.
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UTILIZACAO DE SISTEMA MALDI-TOF MS PARA IDENTIFICACAO DE LINHAGENS
BACTERIANAS ISOLADAS DE INDUSTRIA PRODUTORA DE IMUNOBIOLOGICOS

NATHALIA GONCALVES SANTOS CALDEIRA; REBECA VITORIA DA SILVA LAGE;
LUCIANA VELOSO DA COSTA; MARCELO LUIZ LIMA BRANDAO; VIVIANE ZAHNER

Introduc¢ao: A contaminag¢io microbiana é um dos principais riscos associados a producio de
medicamentos. A identificagdo precisa da microbiota detectada no ambiente de producdo farmacéutico
¢ fundamental para que sejam investigadas as fontes de contaminacdo, possibilitando assim a
realizacdo de agdes preventivas e corretivas. Estudos utilizando a metodologia Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight / Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS), que fornece
informagdes sobre o proteoma bacteriano, t€ém demonstrado melhor taxa de identificacdo de linhagens
de origem farmacéutica, além da rapidez na obtencdo dos resultados. Objetivo: Identificar por
MALDI-TOF MS linhagens bacterianas isoladas de industria farmac€utica ndo identificadas ao nivel
de espécie pelo sistema semi-automatizado VITEK®2. Metodologias: Foram analisadas 48 linhagens
bacterianas isoladas de uma industria farmacéutica no periodo de 2010 a 2021, criopreservadas em
skim milk com glicerol a 30% a -70°C, com uso do sistema semi-automatizado VITEK® MS conforme
instrucdes do fabricante. Os resultados foram analisados pelo programa Saramis Premium (versdo
4.0.0.14) e avaliados de acordo com o nivel de confianga a ele atribuido. Resultados: Das 48
linhagens analisadas, 26 (54,0 %) ndo foram identificadas, 18 (37,5 %) tiveram identificacdo ao nivel
de espécie, e quatro (8,3 %) tiveram identificacdo ao nivel de género. O género que incluiu maior
nimero de linhagens foi Bacillus (n=10; 20,8 %), seguido de Micrococcus e Brachybacterium, ambos
com trés linhagens (6,2 %). Outros seis géneros foram identificados, cada um com uma linhagem (2,1
%) identificada ao nivel de espécie. Conclusao: O sistema MALDI-TOF MS ndo foi capaz de
identificar a maioria das linhagens bacterianas estudadas. Desta forma, a utilizacdo de outras
metodologias, como por exemplo o sequenciamento do gene 16S rRNA, s@o necessarias para
identificacdo destas linhagens aos niveis de género/espécie. Apds a identificacdo por sequenciamento,
superespectros podem ser criados e inseridos no banco de dados do MALDI-TOF MS, de forma que
este consiga identificar estas linhagens de origem farmacéutica.

Palavras-chave: Controle microbioldgico, Identificacdo bacteriana, Indudstria farmacéutica, Maldi-tof
ms, Taxonomia bacteriana.
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ATIVIDADE ANTICANCERIGENA DE OLEO ESSENCIAL DE MELALEUCA
ALTERNIFOLIA: UMA REVISAO

JULIANA PEREZ MARQUES TEIXEIRA; DOUMIT CAMILIOS NETO

Introducao: O cancer € uma das principais causas de morte em diversos paises. Caracterizado pelo
crescimento celular desordenado, com a habilidade de invadir tecidos locais ou espalhar para outras
dreas do corpo. Os agentes sintéticos utilizados para o tratamento de cancer nao sdo seletivos, podendo
atacar células normais. H4 estudos interessados na atividade anticancerigena de produtos naturais,
especialmente dos 6leos essenciais (OEs), que podem ser produzidos em altas quantidades a baixo
custo. Os OEs sdo metabdlitos secunddrios voléteis produzidos e extraidos de diversas partes de
plantas aromdticas. O dleo de Melaleuca alternifolia € um dos principais OEs com atividade
anticancerigena. Conhecida popularmente como arvore do chd, a Melaleuca alternifolia é um arbusto
nativo da Austrdlia, pertencente a familia Myrtaceae. Objetivo: Realizar uma breve revisdo de
literatura sobre a atividade anticancerigena do dleo essencial de Melaleuca alternifolia. Metodologia:
Foi realizada uma revisdo de literatura a partir de artigos disponiveis nas plataformas Google
Académico e ScienceDirect publicados no periodo entre 2018 e 2022, utilizando os descritores
“antitumor activity”, “anticancer activity” e “Melaleuca alternifolia”. Foram selecionados 8 artigos.
Resultados: Os OEs apresentam diferentes composi¢des quimicas que conferem uma grande
variedade de propriedades bioativas de interesse médico e farmacéutico. O dleo de Melaleuca
apresenta mais de 100 compostos, com predominancia do 4-terpineol, principal responsdvel pelas
propriedades bioativas dessa planta. Estudos relatam efeitos citotéoxicos do OE de Melaleuca
alternifolia em diferentes linhagens celulares cancerigenas. O efeito citotoxico do 6leo foi avaliado
através de valores de IC;, (concentracdo que causa 50% de inibi¢do celular). Foram relatados valores
variam de 0,781 a 762 ug/mL. Em relacdo aos mecanismos de agdo do OE, potencialmente estdo
associados a inibic¢do do ciclo celular, danos ao DNA e inducdo de apoptose. Também foi relatado que
células cancerigenas sdo mais sensiveis ao efeito do 6leo essencial quando comparadas as células
normais. Conclusao: Ha um grande potencial na utiliza¢do do dleo essencial de Melaleuca alternifolia
como agente terapéutico anticancerigeno. No entanto, ainda sdo necessdrios mais estudos para melhor
compreender os mecanismos de acdo do OE sobre as células.

Palavras-chave: Anticancerigenos, Melaleuca alternifolia, 6leos essencias.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE UMA RIZOBACTERIA RESISTENTE AO
CROMO DE HYMENACHNE GRUMOSA

RAQUEL LUIZE DE CARVALHO; AMANDA DE OLIVEIRA GARCIA; ROBSON
ANDREAZZA; ANA PAULA PINTO

Introduc¢do: O Cromo ocorre de forma natural, principalmente nos estados de oxidacdo Cr(IIl) e
Cr(VI). Pequenas concentra¢cdes de Cr(IIl) sdo essenciais a nutricdo humana, porém o Cr(VI),
geralmente proveniente de efluentes industriais, € altamente téxico, teratogénico e mutagénico. A
Biorremediacdo, alternativa sustentdvel de descontaminacio, é realizada através de organismos
capazes de sobreviver em ambientes contaminados, que desenvolvem mecanismos de resisténcia e
adaptacdo aos elementos aos quais estdo expostos. Objetivos: Selecionar uma estirpe bacteriana
resistente ao Cromo encontrada nas raizes da macréfita aquitica Hymenachne grumosa para
identificacdo molecular. Metodologia: Foi realizado o isolamento de rizobactérias resistentes ao
Cromo encontradas na macréfita aqudtica H. grumosa, retirada do Arroio Santa Barbara (Pelotas, RS,
Brasil). Apds testes de crescimento e biorremoc¢do em meio contendo Cromo, uma das estirpes foi
selecionada e encaminhada para identificacdo através de sequenciamento genético. Resultados: A
andlise de identificacdo da estirpe selecionada foi realizada por PCR do DNA extraido da amostra,
utilizando oligonucleotideos especificos para o dominio bactéria (16S rDNA). O microrganismo
selecionado apresentou 98,84% de similaridade com Exiguobacterium acetylicum, sob o nimero de
acesso NR_043479.1 no NCBI. A sequéncia do gene 16S rRNA foi depositada no banco de dados
Genbank sob o nimero de acesso SUB8476289. Conclusido: Bactérias do género Exiguobacterium
sdo capazes de biodegradar uma série de compostos xenobidticos e podem ainda ser usadas para
mitigar a poluicdo ambiental, apresentando mecanismos de resisténcia frente a metais e semimetais.
Assim, E. acetylicum caracteriza-se como potencial biorremediadora, podendo ser aplicada com
sucesso em técnicas de Biorremediacdo para remocao de Cr de ambientes contaminados.

Palavras-chave: Biorremediacdo, Contaminacdo por cromo, Exiguobacterium acetylicum,
Hymenachne grumosa, Rizobactérias resistentes ao cromo.
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PRODUCAO, EXTRACAO E PURIFICACAO DE AERUGINALDEIDO PRODUZIDO POR
PSEUDOMONAS AERUGINOSA PAO1

FLAVIA CRISTINA CAPELLO NEVES; KAMILA BYANCA BALDIN WESSEL; JOSIANE
ALESSANDRA VIGNOLI; GERSON NAKAZATO; DOUMIT CAMILIOS-NETO

Introducao: O aeruginaldeido, o qual possui férmula quimica 2-(2-hidroxifenil) tiazol-4-carbaldeido,
¢ uma substéncia, cujos recentes estudos indicam propriedades antimicrobianas. E produzido pela
bactéria Pseudomonas aeruginosa e faz parte do quorum sensing, um sistema de defesa utilizado por
algumas comunidades bacterianas. Objetivo: Este trabalho teve como objetivo produzir, extrair e
purificar o aeruginaldeido, produzido por Pseudomonas aeruginosa PAO1. Metodologia: Foram
realizados cultivos em frascos de 100 mL de meio de sais, acrescentado de glicerol (3 % v/v). Os
meios inoculados foram incubados por 3 dias e interrompidos por centrifuga¢do durante 20 minutos.
Submeteu-se entdo o sobrenadante livre de células a uma extrac¢do dcido-base. Para tanto, ajustou-se o
pH para 11 com uma solu¢do de NaOH. Obtiveram-se duas fases: uma organica e outra aquosa, sendo
a fase aquosa a utilizada para ter o pH alterado. Ajustando-se para pH 2 com uma solucdo de HCI,
obteve-se, por fim, um extrato organico que continha o aeruginaldeido. A purifica¢do foi realizada por
cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa. Foram utilizadas placas de vidro recobertas
com silica gel ativada em estufa a 100 °C por duas horas. O extrato dcido foi aplicado e eluido com a
fase mével cloroférmio:metanol 5 %. Depois da corrida cromatografica, as regides separadas foram
raspadas e extraidas com cloroférmio e metanol. O composto purificado teve sua massa determinada
por gravimetria e foi também analisado por cromatografia em camada delgada (CCD) analitica.
Resultados: A producdo de aeruginaldeido foi possivel por meio de fermentagdo submersa. A
extracdo realizada se deu em duas etapas (4cido-base) e a molécula de interesse se encontrava no
extrato dcido, na segunda extracdo. Pela andlise das CCDs analiticas, a purifica¢do por meio de CCDs
preparativas concentrou a molécula, tornando-a mais pura. Sua cor alaranjada caracteristica pdde ser
detectada nas placas de cromatografia preparativa. Conclusao: O aeruginaldeido produzido pdde ser
extraido e purificado por meio de metodologia descrita. Para futuras andlises de propriedades
antimicrobianas, a substdncia ainda passara por mais testes de pureza, para ser devidamente utilizada
em andlises antibidticas.

Palavras-chave: Aeruginaldeido, Extracdo, Pseudomonas aeruginosa, Purificagao.
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O USO DA SALIVA COMO AMOSTRA BIOLOGICA PARA DETECCAO DE SARS-COV-2
ATRAVES DA TECNICA DE PCR EM TEMPO REAL (RT-PCR)

ERIKA MACEDO DA SILVA; MAURICIO TERUO TADA; NATALIA CRUZ E MELO;
ANDREA SANTOS LIMA; RENATA DE ALMEIDA COUDRY

Introducao: O diagndstico recomendado pela Organizagdo Mundial da Sadde para infec¢do por
SARS-CoV-2 € baseado na deteccdo de RNA viral em espécimes respiratérios, como swab de
nasofaringe/orofaringe por meio da técnica de PCR em tempo real (RT-PCR). No entanto, a
necessidade de aumentar a capacidade de testes de SARS-CoV-2 em distintas realidades associadas a
disponibilidade de suprimentos de coleta, motivou a busca por tipos alternativos de amostras.
Objetivos: Comparar a deteccdo de SARS-CoV-2 em amostras de saliva em relagdo a detec¢do em
amostras de swab nasofaringe/orofaringe (NP/OP) através da RT-PCR. Metodologia: Foram coletadas
253 amostras de saliva e swab NP/OP de pacientes oriundos de trés hospitais de médio porte de Sao
Paulo, entre abril a maio de 2021. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Foram utilizados o kit MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation
(ThermoFisher) e o protocolo lise de saliva para obtencdo de RNA, em amostras de swab e saliva,
respectivamente. O kit de detec¢do multiplex para swab (TaqgPath™ COVID?19 CENIVD RT?7PCR,
ThermoFisher) tem como alvo regides dos genes ORFlab, N e S e como controle exégeno o MS2.
Enquanto, o kit para saliva RT-PCR TagMan™ SARS-CoV-2 — CDC possui como alvo duas regides do
gene N (N1/N2) e como controle endégeno a RNAseP. Ambos os kits de deteccao de SARS-CoV-2
foram realizados de acordo com as recomendac¢des das fabricantes. A andlise estatistica foi feita
utilizando o software SPSS. Resultados: A positividade para SARS-CoV-2 foi de 27,66% (70/253).
Todas as amostras testadas apresentaram amplificacdo da RNAseP, mostrando que a etapa de lise da
saliva foi eficiente. Em comparacdo ao método padrdo-ouro a detecgdo de SARS-CoV-2 utilizando a
saliva como amostra bioldgica apresentou alta sensibilidade de 95,7% e a especificidade de 98,4%. Foi
obtida elevada taxa de concordancia entre os testes (97,6%), com alta taxa de confiabilidade (k=0,941;
p=<0,001). Conclusoes: O teste de RT-PCR em amostra de saliva apresentou alta sensibilidade e
especificidade para o diagndstico da COVID-19. Dessa forma, a amostra direta de saliva se mostrou
com boa aplicabilidade na rotina laboratorial por reduzir os custos com métodos de extragio e
praticidade na coleta.

Palavras-chave: Sars-cov-2, Pcr em tempo real, Multiplex, Saliva, Swab nasofaringe/orofaringe.
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VALIDACAO DO TESTE MOLECULAR DE PCR EM TEMPO REAL (RT-PCR) PARA
DETECCAO DE SARS-COV-2 EM AMOSTRAS DE SALIVA ATRAVES DO KIT CDC

ERIKA MACEDO DA SILVA; MAURICIO TERUO TADA; SIBELE INACIO MEIRELES;
KATHARYNA CARDOSO DE GOIS; JAINE SOARES LIMA DA SILVA

Introducdo: No inicio do ano de 2020, a Organizacdo Mundial de Saide declarou surto do novo
coronavirus (SARS-CoV-2), desde entdo a COVID-19 ¢é responsdvel por elevada mortalidade e
morbidade no mundo. Atualmente, a coleta de swab nasofaringe/orofaringe (NP/OP) para deteccao de
SARS-CoV-2 através da técnica de PCR em tempo real (RT-PCR) representa o padrdo ouro para
identificacdo viral. No entanto a coleta de swab NP/OP é considerada invasiva e causa desconforto ao
paciente. Neste cendrio, a amostra de saliva, oferece vantagens claras, préticas e logisticas. Objetivos:
Validar a detec¢do direta do SARS-CoV-2 na amostra de saliva por meio da técnica de RT-PCR.
Metodologias: Em 2021, foram coletadas amostras de saliva e swab NP/OP de 147 pacientes oriundos
de trés hospitais, em Sao Paulo. Todos os pacientes assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). A extragdo do RNA das amostras de swab de NP/OP foi realizada utilizado o kit
MagMAX™ Viral/Pathogen Nucleic Acid Isolation (ThermoFisher). A lise de saliva, foi realizada
utilizando o protocolo descrito por Ranoa et al (2020), com modificacdes. A deteccdo do SARS-
CoV-2 foi realizada através do kit CDC (Real-Time RT-PCR Panel for Detection 2019-Novel
Coronavirus) seguindo as recomendacgdes da fabricante. Este kit tem como alvo duas regides do gene
N (N1/N2) e o controle end6geno (RNAseP). A andlise estatistica foi feita através do software SPSS.
Resultados: Foram processadas 147 amostras de saliva e swab NP/OP, sendo observada positividade
de 50,34%. Todas as amostras testadas apresentaram amplificacdo da RNAseP, mostrando que as
etapas de extracdo e lise da saliva foram eficientes. A identificacdo do SARS-CoV-2 realizada em
amostras de saliva em relacdo as amostras de swab NP/OP mostrou sensibilidade de 97,0% e
especificidade de 99,0%. A concordancia do teste foi de 97,96% (k= 0,959; p<0,001), com valor
preditivo positivo de 97,3% e o valor preditivo negativo de 98,6%. Conclusées: Os ensaios de RT-
PCR utilizando amostras de saliva alcancaram sensibilidade e especificidade semelhantes aqueles
realizados em amostras de swab NP/OP, demonstrando que a amostra de saliva pode ser utilizada na
deteccdo de SARS-CoV-2 de forma eficaz, sem causar desconforto ao paciente e de forma custo-
efetiva.

Palavras-chave: Sars-cov-2, Pcr em tempo real, Saliva, Covid-19, Swab nasofaringe/orofaringe.
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A IMPORTANCIA DO SEQUENCIAMENTO GENETICO E SEU ARMAZENAMENTO POR
BIG DATA NA IDENTIFICACAO DE GENES PARA TRATAMENTO DE DOENCAS
HEREDITARIAS

FRANCIELE VITORIA DA SILVA

Introducao: O Projeto Genoma humano comecou em 1990 liderado pelos Estados Unidos, sendo um
dos grandes marcos da ciéncia, que representou uma Revolug¢do Terapéutica na Medicina,
possibilitando andlises genéticas moleculares para a identificacio de genes especificos para busca mais
profunda das causas de doencas. A bioinformética surgiu como suporte a gendmica, resultando em
bancos de dados biolégicos (amostras de DNA) em grande volume, conhecidos como Big Data.
Objetivo: Relacionar a importancia do sequenciamento genético e armazenamento por Big Data na
andlise de genes responsdveis pela manifestacdo de doengas genéticas, a fim de realizar o diagnéstico
e tratamento de forma precisa. Metologia: O presente estudo trata-se de uma revisdo de literatura,
utilizando-se da plataforma Google Académico e PubMed, como meio de busca de artigos. Foi
utilizado filtro de busca no idioma portugués e inglé€s e nos respectivos termos: Sequenciamento, Big
Data e Doencas Genéticas. Resultados: O armazenamento de genomas de pacientes pelos servigos de
saide possibilitaria novas andlises e diagndsticos com elevado nivel de acurdcia, avaliando a eficdcia
de drogas em condicdes especificas de cada organismo. E importante ressaltar que individuos com a
mesma mutagdo para determinado gene podem apresentar casos clinicos diferentes, o que também ¢é
um entrave, como doenc¢as multifatoriais como hipertensdo arterial, diabetes que sdo constantemente
influenciadas pelo meio. Entretanto, doencas como anemia falciforme, fibrose cistica, miopatia de
Duchenne, doenga de Huntington e formas hereditdrias do cincer de mama, podem proporcionar
informacdes relevantes. Assim tratamentos evasivos poderiam ser evitados, por meio de andlise de
genes especificos e tratamentos por terapia génica, sendo possivel o melhor acompanhamento dos
resultados e melhor qualidade de vida para o paciente. Conclusao: O sequenciamento genético foi o
grande marco da genética moderna, e com o auxilio da bioinformética mostrou-se de grande
importancia na Biologia Molecular. Apesar de ser uma drea recente e que ainda demanda estudo
aprofundado, € visivel que a utilizagdo de informagdes para tratamentos genéticos seria o tratamento
mais acurado possivel.

Palavras-chave: Big data, Doencas genéticas, Sequenciamento, Genoma, Biologia molecular.
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ESTUDO RETROSPECTIVO SOBRE A CIRCULACAO DAS VARIANTES DE CPV-2 NO
BRASIL E AS PRINCIPAIS SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS ENCONTRADAS

LUIZA DOS SANTOS MIRANDA; JOANA DETOFANO; BRENDA PICOLI GHENO; TAMIRIS
SILVA LOPES; ANDRE FELIPE STRECK

INTRODUCAO: A parvovirose canina é uma doenca infecto-contagiosa causada pelo parvovirus
canino tipo 2 (CPV-2), que possui alta capacidade mutagénica. Suas cepas circulantes, CPV-2a, 2b e
2c, sdo origindrias da CPV-2, a qual foi totalmente substituida pelas trés citadas. A VP2, sua principal
proteina estrutural, constitui cerca de 90% do capsideo viral e desempenha um papel importante nas
interagdes entre virus e hospedeiro. A doenga atinge majoritariamente caes jovens e é caracterizada
principalmente pela presenga de enterite hemorrdgica. A alta evolugdo do virus pode levar a escapes
imunolégicos e, consequentemente, a falhas vacinais. OBJETIVO: O objetivo do estudo foi avaliar a
prevaléncia das variantes antigénicas do CPV-2 em cdes no territério brasileiro, além de analisar as
principais substituicdes de aminoacidos presentes em cada grupo. METODOLOGIA: Todas as
sequéncias completas brasileiras do gene VP2 foram coletadas da plataforma GenBank. Em seguida, o
dataset foi alinhado pelo método Muscle no software MEGA-X. Posteriormente, os nucleotideos foram
traduzidos em aminodcidos e as sequéncias foram classificadas em CPV-2a, 2b ou 2c com base no
aminodcido 426. As variantes foram separadas por grupos e as substituicdes de aminodcidos foram
contadas manualmente utilizando a cepa cldssica como referéncia (CPV-N: M19296.1). As
substitui¢cdes foram consideradas significativas quando superiores a 40%. RESULTADOS: Ao todo,
foram analisadas 107 sequéncias, coletadas no periodo de 1980 a 2020. Dessas, 56% foram
classificadas como CPV-2a, 15% como CPV-2b e 29% como CPV-2c. Algumas substitui¢des foram
ubiquas, independentemente da classificacdo antigénica, como nas posicdes M87L, I101T, A300G e
Y367D. A substituicdo no sitio 297 também esteve presente em todas as variantes, porém em
diferentes proporgdes. As variantes CPV-2a e 2b tiveram em comum as substitui¢des nos residuos
F267Y, D305Y e Y3241 em propor¢des semelhantes. A tnica substitui¢do presente em apenas uma
variante foi no sitio T440A, encontrada apenas na CPV-2a. CONCLUSAO Conclui-se que a variante
CPV-2a ¢é prevalente no Brasil, seguida pela CPV-2c. As substituicdes encontradas a partir do estudo
podem justificar as falhas vacinais que ocorrem mesmo em cdes com o protocolo vacinal completo,
visto que as vacinas sio baseadas na cepa cldssica e ndo nas cepas circulantes.
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ISSN: 2675-8008



Revista Multidisciplinar em Satde DOI: 10.51161/iii-conbramol/10827

® = 111 Congresso Brasileiro
+ de Biologia Molecular
%..” On-line | CONBRAMOL

PREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A INFECCAO PELO
PAPILOMAVIRUS HUMANO (HPV) EM MULHERES SUBMETIDAS AO PCCU NA
CIDADE DE BELEM-PA

MAYARA NERINA FORTES ARTHUR; JOSIELLEM DAMASCENO DE SOUZA; ALDIR DOS
SANTOS PEREIRA; JACQUELINE CORTINHAS MONTEIRO

INTRODUCAO: O cancer de colo de ttero apresenta altos indices de morbimortalidade no Brasil.
Fatores de risco auxiliam no desenvolvimento de lesdes pré-malignas do colo uterino, dentre os quais
destacam-se as condi¢des socioecondmicas e sociocomportamentais, e a infec¢io pelo Papilomavirus
humano (HPV). O HPV infecta diferentes regides do corpo incluindo a mucosa e estd presente em
mais de 90% de todos os cinceres de colo do ttero invasivo. OBJETIVO: Analisar e descrever a
prevaléncia de HPV, o perfil socioecondmico e comportamental, e os comportamentos e fatores de
risco associados a infec¢do em grupo de mulheres adolescentes e adultas jovens que realizaram coleta
para preventivo do cancer de colo de ttero (PCCU). METODOLOGIA: Foram coletadas amostras
cévico-uterinas de mulheres submetidas ao PCCU na Unidade Basica de Saude, na cidade de Belém,
Paré. Os resultados citolégicos foram cedidos pela unidade de satde. Os dados socioecondmicos e
comportamentais foram obtidos a partir de um questionério epidemiolégico aplicado no momento da
coleta de material. A pesquisa de HPV foi realizada através da técnica de nested-PCR usando-se
primers MY09/MY 11 e GP06/GPO05. Para a correlagdo dos dados epidemioldgicos e a infecg¢do pelo
HPV aplicou-se o Teste Exato de Fisher. De um total de 76 amostras, nenhuma apresentou citologia
atipica. RESULTADOS: A prevaléncia global da infeccdo pelo HPV foi de 19,74% (15/72). A
maioria das mulheres infectadas tinham idade igual ou inferior a 23 anos (66,7%), eram casadas
(60%), e possuiam baixa escolaridade (66,7%). Dentre as varidveis epidemioldgicas, a renda mensal
(p=0.0015) e o tabagismo (p=0.0525) estiveram relacionados a infeccdo por HPV. CONCLUSAO: A
prevaléncia da infec¢ao pelo HPV esteve de acordo com os dados regionais. Os dados obtidos nesse
estudo Sugerem um investimento em iniciativas de educacio em satide da populagdo, de forma que
criem estratégias adequadas, com o intuito de promover a promog¢ao da saide da mulher, educagdo
sexual de jovens e adolescentes, bem como a prevencao de infeccdes sexualmente transmissiveis,
tendo em vista que o HPV ¢ transmitido, por via sexual e apresenta potencial oncogénico.

Palavras-chave: Cancer de colo de ttero, Fatores de risco, Papilomavirus humano, Pccu, Saidde da
mulher.
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MODELAGEM DAS PROTEINAS DO ENVELOPE POR HOMOLOGIA ESTRUTURAL
DOS VIRUS ZIKA

JOSUE LEITE DOS PASSOS

7

Introducado: A modelagem de proteina homologa é uma técnica de extrema importancia no
desenvolvimento do estudo de patégenos em potencial, sdo capazes de transmitir inimeras
informacdes sobre o comportamento dos virus, auxiliando no combate aos agentes, 0s avangos na
bioinformatica nos possibilitaram acesso a bancos de dados, e através da modelagem foi possivel
estudar e monitorar surtos e mutagdes desses agentes. O virus Zika dentre os demais virus de sua
familia € o que vem demostrando um maior nimero de mutagdes, se tornando o alvo principal de
inimeras pesquisas voltadas ao seu monitoramento e a seu combate. O Zika virus (VZIK) foi
identificado na Africa e foi isolado em macacos da espécie Rhesus, depois da proliferagio do virus
para vdrios continentes, o Zika virus pertence a familia flaviviridae que apresenta aproximadamente 40
patégenos aos seres humanos. Objetivo: Realizar a modelagem de uma proteina estrutural do
envelope do Zika. Buscando viabilizar a identificagdo de possiveis mutacdes nas proteinas estruturais
do VZIK e possiveis mutacdes. Métodos: Foram utilizados o banco de dados Protein Data Bank
(PBD), a proteina modelo foi SOMZ, os programas Modeler v 3.2 para a modelagem para a proteina
alvo e o programa Pymol para a visualizagdo da proteina modelada. Além, do programa Protein
Structure Validation Suite que foi utilizado para a criagdo dos graficos. Resultados: Foi identificado a
proteina alvo, grafico de residuos e grafico de Ramachandran. Conclusao: Foi originada uma proteina
tridimensional baseada na 5S0MZ e por ser isolada, € mais conveniente na produc¢io de um possivel
farmaco e estes terdo eficdcia em sua adesdo a ela. Ainda, verificou-se um positivo grau de
estabilidade e qualidade da proteina formada.

Palavras-chave: Modelagem, Homologas, Zika virus, Biologia molecular, Bioinformatica.
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O PAPEL DOS IncRNAs NA INSUFICIENCIA CARDIACA

GILSON AQUINO CAVALVANTE

RESUMO

A Insuficiéncia Cardiaca (IC) € uma das principais causas de internacdo hospitalar no Brasil
e no mundo e tem um elevado grau de morbidade e mortalidade, sendo um dos mais
graves problemas de satdde publica que gera muitos gastos publicos. Os RNA longos ndo
codificantes (IncRNAs) sdao RNAs que possuem mais de 200 nucleotideos em sua estrutura e
apresentam fungdes regulatorias transcricionais ou pds transcricionais bem complexas e que
ainda ndo sdo totalmente claras. Estudos demonstraram que esse grupo de RNAs exerce
influéncia sobre as doencas cardiovasculares, dentre elas a IC. O objetivo deste estudo foi
verificar na literatura o papel dos IncRNA na IC. Revisdo integrativa com busca sistemadtica
de estudos observacionais realizada nas bases PubMed, Cochrane Library e Embase. Nesta
pesquisa foi adota a escala de Newcastle-Ottawa (NOS) para estudos observacionais para
avaliar o risco de viés e a qualidade dos estudos. Trés artigos foram considerados elegiveis
para a leitura na integra e composi¢dao do estudo. Os principais papéis desse tipo de RNA
na IC foram relatados como marcadores bioldgicos para diagndstico e prognodstico na IC
devido a expressividade aumentada na corrente sanguinea, outra possivel funcdo que os
estudos mostraram € que os IncRNA podem estar relacionados a capacidade funcional dos
pacientes com IC. Apds aplicacdo da escala NOS foi demonstrado mé qualidade
metodoldgica entre os artigos, portanto, um alto risco de viés. Pacientes com IC
apresentam niveis elevados de expressdo de IncRNA possuindo fun¢do de marcador
biologico para diagnéstico e progndstico dos pacientes, bem como modulador da
capacidade funcional.

Palavras-chave: Insuficiéncia Cardiaca, RNA, RNA longo ndo codificante, Expressao
Génica, Doengas Cardiacas.

1 INTRODUCAO

Aproximadamente 23 milhdes de pessoas no mundo sdo portadoras de Insuficiéncia
Cardiaca (IC) no mundo e estima-se que 2 milhdes de novos casos sdo registrados por ano
(POFFO et al, 2019). No Brasil, 2 milhdes de pessoas possuem IC sendo 240 casos
diagnosticados a cada ano e a primeira causa de internacdo hospitalar em pacientes acima de
60 anos (DOURADO et al., 2019). A IC € uma das principais causas de interna¢do hospitalar
no mundo e tem um elevado grau de morbidade e mortalidade, sendo um dos mais graves
problemas de saide publica que gera muitos gastos aos publicos (PAZ et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2020).

A IC € o estédgio final de diversas cardiopatias, e por isso afeta a saide da populagdo
em relacdo a qualidade de vida (PONIKOWSKI et al.,, 2016). Diversos processos
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fisiopatologicos estdo relacionados a esta patologia, tais como: hipertrofia de
cardiomidcitos; fibrose miocardica; metabolismo energético; distirbio do canal idnico, e
a sobrecarga da pressdo cardiaca podendo levar a hipertrofia cardiaca, dentre outras vias
(NOMURA et al., 2018). Esses mecanismos podem estar relacionados a superexpressao ou
baixa expressdo de genes funcionais e agrupamentos de genes (NOORDALI et al., 2018).

No entanto, a precisao da patogénese e a regulacao especifica da expressao génica ainda
nao estdo bem elucidadas (NOMURA et al., 2018; NOORDALI et al., 2018). RNAs longo ndo
codificantes (IncRNA) sdo um grupo heterogéneo de transcritos ndo codificadores com mais de
200 nucleotideos (MERCER et al., 2009). Os IncRNAs combinam outros RNAs ou DNAs e
tém fungdes regulatdrias transcricionais ou pds transcricionais bem complexas e que ainda nao
sao totalmente claras (UCHIDA; DIMMELER, 2015). Estudos demonstraram que esse grupo
de RNAs exerce influéncia sobre as doencas cardiovasculares, dentre elas a IC, principalmente
em relacao aos processos fisiopatologicos (GEISLER; COLLER, 2013).

Embora muitos IncRNAs tenham sido descobertos recentemente, bem como sua relacio
com o desenvolvimento dos disttrbios cardiacos e sua fisiopatologia, os achados encontrados
s@o bastante limitados e requer mais exploracdo, principalmente em relac@o a sua influéncia na
IC (BAR et al., 2016). Além disso, os papéis e a regulacao dos IncRNAs na IC ainda ndo estio
claros. Alguns estudos atuais investigaram os perfis de expressdo de IncRNA em IC com
diferentes etiologias, incluindo insuficiéncia cardiaca isquémica (YANG et al., 2014; GAO et
al., 2015) e cardiomiopatia dilatada (LI et al., 2018). Diante do exposto, o presente estudo
objetivou identificar na literatura o papel dos IncRNA na IC.

2 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma revisdo integrativa com busca sistemdtica, na qual foram incluidos
estudos observacionais que abordassem alguma influéncia dos IncRNAs na IC. A pesquisa dos
artigos acorreu nas bases de dados: PubMed, Cochrane Library e Embase utilizando os
seguintes descritores: Insuficiéncia Cardiaca, RNA, RNA longo ndo codificante, Expressao
Génica, Doengas Cardiacas. A escolha dos descritores foi realizada conforme disponibilidade
no DeCS (Descritores em Ciéncias da Saide) e MESH (Medical Subject Headings) e Emtree.

Os artigos encontrados nas bases foram arquivados e transferidos para o aplicativo
Rayyan, onde foi iniciada a selecdo dos artigos pela leitura dos titulos e resumo e em seguida
aplicados os critérios de inclusdo e exclusdo bem como foi solucionado as duplicatas. Essa
selecdo foi realizada por dois revisores independentes que incluiram e excluiram os estudos as
cegas e as discordancias e conflitos que apareceram durante o processo foram solucionados por
consenso.

Os critérios de inclusdo utilizados foram: Artigos originais classificados como estudos
observacionais, publicados nos idiomas portugués, inglés ou espanhol e que estivessem
disponiveis para download. Foram excluidos artigos duplicados, aqueles com delineamento de
estudo do tipo revisdes narrativas, integrativas e sistematicas e os que nao abordassem o papel
dos IncRNA na IC.

Nesta pesquisa foi adota a escala de Newcastle-Ottawa (NOS) para estudos
observacionais para avaliar o risco de viés e a qualidade dos estudos. A escala tem trés
dimensoes: selecdo, comparacdo e exposicdo para os estudos caso-controle e selecdo,
comparacdo e resultados para os demais estudos observacionais. Em cada dimensao existem
respostas que destacam a melhor qualidade, que € pontuada por uma estrela, quando o item nao
€ descrito recebe pontuacdo 0 (nula) e quando uma estrela € marcada num item ele recebe um
ponto.

Uma pontuagdo igual ou menor que 6 indica ma qualidade metodoldgica. As pontuacgoes
de 6 e 7 indicam boa qualidade metodolégica. As pontuacdes de 8 e 9 indicam muito boa
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qualidade metodolégica (WELLS et al., 2011). A avaliagdo da qualidade metodolégica foi
realizada por dois avaliadores e as discordancias foram resolvidas por meio de reunides de
consenso.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca inicial selecionou 961 artigos, sendo 306 artigos na PubMed, 7 artigos na
Cochrane Library e 648 na Embase. Foram excluidos inicialmente 280 estudos que estavam
duplicados nas bases restando 681 artigos. Desses, 559 foram excluidos a partir da leitura
dos titulos e 114 excluidos a partir da leitura dos resumos. Assim, 08 artigos foram
considerados elegiveis para a leitura na integra e quatro foram excluidos por ndo atenderem
aos critérios de inclusdo integralmente. Ao final, trés artigos foram considerados para esta
revisao (Figura 1).

=) Resultados da Busca
ws
o N:961 Artigos
o
é PubMed f Cochrane ) Embase
= N: 306 Artigos L N: 7 Artigos N: 648 Artigos
|
v 280 exclusdes de artigos
- ~ duplicados.
N: 681 Artigos
!i |
o
> v 5 :
171 559 exclusdes a partir da
leitura dos titulos
[ N: 122 Artigos ]
| 114 exclusdes a partir da
\L leitura dos resumos

[ N: 8 Artigos ]

‘ 5 exclusdes a partirda
l leitura na integra

[ Artigos selecionados e avaliados ]

Elegibilidade

Inclusiio

N: 3 Artigos

Figura 1. Fluxograma da busca e sele¢do dos artigos.

As principais informacgdes e desfechos apresentados nos artigos selecionados
para a presente revisao estdo descritos na tabela 1. De modo geral, os artigos verificaram
algum efeito ou influéncia da expressdo de IncRNAs na IC.

Tabela 1. Caracteristicas dos Estudos Incluidos.
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Autor, Ano  Objetivo Delineamento = Amostra Resultados  Conclusido
do estudo
YANet al, 2020 = Investigar o | Estudo Transversal | 76 Foi Os achados
papel do pacientes demonstrado sugerem que O
IncRNA- com IC e que o IncRNA- | IncRNA-NRF
NRF na 58 NRF estava | pode representar
insuficiénci pacientes aumentado em = um marcador de
a cardiaca sem IC pacientes com @ risco para O
(IC) apés o IAM com IC desenvolviment
infarto em comparagio o de IC pobs-
agudo do com pacientes [AM.
miocardio com [AM sem
(IAM). IC e tinha valor
preditivo para o
diagnéstico de
IC.
KONTARAKI  Avaliar os | Caso-Controle 55 Pacientes Os dados
et al, 2018 niveis de pacientes hipertensos revelam que os
expressao com IC e | com IC | niveis de
génica dos 23 apresentaram expressao de
IncRNAs pacientes niveis de | IncRNA  estdo
com sem IC expressdo  de | aumentados em
insuficiénci IncRNA pacientes
a cardiaca. significativame | hipertensos com
nte maiores em | IC e podem estar
comparacio relacionados  a
com os | sua capacidade
controles. funcional.
MARKETOU @ Avaliar os | Caso-Controle 45 Pacientes com = Nossos dados
et al, 2018 niveis de pacientes IC revelam que os
expressao com IC e apresentaram niveis de
génica dos 21 niveis de | expressdo de
IncRNAs pacientes expressao  de | IncRNAs em
com sem IC IncRNA pacientes com IC
insuficiénci significativame | podem estar
a cardiaca. nte maiores em | relacionados a
comparagao sua capacidade
com o grupo funcional.
controle.

Fonte: Autor

Foram analisados dados de 172 pacientes com quadro de IC e 102 participantes do
grupo controle. A andlise dos trés artigos mostrou que ambos os artigos verificaram
aumento da expressdo de IncRNAs nos casos quando comparados aos grupos controle.
Todos os artigos foram estudos observacionais sendo que dois artigos com delineamento
caso-controle e um transversal. Além disso, os principais papéis desse tipo de RNA na IC
foram relatados como marcadores bioldgicos para diagndstico € progndstico na IC devido a
expressividade aumentada na corrente sanguinea (YAN et al., 2020; KONTARAKI et al.,
2018; MARKETOU et al., 2018).

Além do mais, outra possivel funcdo que os estudos mostraram € que os IncRNA
podem estar relacionados a capacidade funcional dos pacientes com IC. Os pacientes que
fizeram parte do grupo caso todos apresentavam alguma comorbidade cardiovascular como
hipertens@o nos estudos de Kontaraki et al, 2018 e Marketou et al, 2018 e histdrico prévio de
infarto agudo do miocérdio, fato mostrado no artigo de Yan et al, 2020.

De acordo com a Escala de Newcastle-Ottawa que avaliou a qualidade metodolégica
e o risco de viés descrita na tabela 2, o estudo transversal de Yan et al, 2020 ganhou 6 estrelas
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na escala. Os estudos de Kontaraki et al, 2018 e Marketou et al, 2018, ambos com
delineamento de estudo do tipo caso-controle ganharam 4 estrelas cada. Logo, apds
aplicacdo da escala foi demonstrado ma qualidade metodoldgica entre os artigos, portanto,
um alto risco de viés.

Tabela 2. Avaliacdo da qualidade metodoldgica usando a Escala de Newcastle-Ottawa.

Autor, Ano Seleciao Comparacao Exposicao Total
YAN et al, 2020 R 3 & 6
KONTARAKI et o * * 4
al, 2018
MARKETOU, o & o 4
2018

Fonte: Autor

Os IncRNAs estdo emergindo como componentes importantes de redes regulatdrias
subjacentes ao desenvolvimento cardiovascular e fisiopatologia (MARKETOU et al., 2018).
Eles exibem papéis distintos na modulacdo epigendmica especifica de tecido afirma que sao
criticos para a reprogramacao transcricional e epigenética que estd na base da patogénese da
insuficiéncia cardiaca (IC) (YAN et al, 2020).

O acimulo de evidéncias tem mostrado que IncRNA regulado de forma anormal estd
correlacionado com a progressao de vérias doencas, como doencas cardiovasculares (TAO et al,
2016). Embora pouco se saiba sobre a origem e fun¢do dos IncRNAs em circulagdo, suas
sensiveis e estdveis expressao diferencial no sangue de pacientes com doencas cardiovasculares e
pessoas sauddveis os tornam um potencial biomarcador (LEUNG, NATARAJAN, 2014). O
mecanismo de a¢do € provdvel que o dano ao tecido cardiaco leva a uma liberagdo adicional de
IncRNAs, semelhantes a liberacao de proteinas (BUSCH, EKEN, MAEGDEFESSEL, 2016).

A progressao da IC apos eventos cardiovasculares como infarto agudo do miocérdio
estd principalmente relacionada a remodelacdo ventricular esquerda, que € um processo
heterogéneo influenciado por multiplos fatores, incluindo disfun¢do microvascular, tamanho do
infarto, localizac@o anterior do infarto, extensdo transmural da necrose e a estado perfusional da
artéria relacionada ao infarto (ARASZKIEWICZ et al., 2014). Estudos anteriores relataram que
muitos IncRNAs virtuais foram associados com o desenvolvimento de IC apés IAM. Por
exemplo, o IncRNA NRF foi intimamente relacionado a morte necrética de cardiomidcitos
(KONTARAKI et al., 2018).

Esses resultados mostram que IncRNAs desempenham papéis importantes no
desenvolvimento e progressdao da IC (TAO et al., 2016). No estudo de KONTARAKI et al,
2018 confirmou-se que pacientes com e sem IC tinha diferentes padrdes de expressdo de
IncRNA no sangue periférico: niveis circulantes de IncRNA em pacientes com IC foram
significativamente elevados em comparagdo com individuos sem IC. O presente estudo também
confirmou que os niveis circulantes de IncRNA foram associados positivamente com a
gravidade da IC bem como que a expressdo anormal estd relacionada com o diagndstico da
patologia cardiaca (KONTARAKI et al., 2018, MARKETOU et al., 2018).

Os IncRNAs mostram perfis de expressdo em pacientes com IC que podem estar
relacionados a capacidade funcional podendo ajudar na intolerancia ao exercicio durante o
esforco, pois este € o sintoma cardinal em insuficiéncia cardiaca e dificil de tratar
(DIMITRIADIS, TSIOUFIS, TOUSOULIS, 2018; DHAKAL et al., 2015). Demonstrou-se que
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esses transcritos nao codificantes estdo envolvidos na regulacdo de remodelacao cardiaca, o que
sugere que eles representam um potencial alvo terapéutico para o tratamento da insuficiéncia
cardiaca (ZHOU et al., 2019; ALEXANIAN et al., 2019). Assim, representam uma ferramenta
poderosa em potencial para medicina personalizada devido aos seus padrOes de expressdao
especificos associados a distintas patologias (GOMES et al., 2020).

4 CONCLUSAO

Pacientes com IC apresentam niveis elevados de expressio de IncRNA possuindo
funcdo de marcador biolégico para diagndstico e prognéstico dos pacientes. Além disso,
indicam que esses transcritos funcionais podem ser marcadores ou moduladores da capacidade
funcional em pacientes com IC e podem ter potencial para serem usados no futuro como
ferramentas de prognoéstico ou alvos terapéuticos. No entanto, os dados sdo apenas indicativos e
mais estudos de pesquisa permanecem necessdrios nessa direcdo para se ter um conhecimento
mais amplo e completo dos mecanismos fisiopatolégicos.
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A INFLUENCIA DOS MICRORNAS NA DOENCA DE CHAGAS

GILSON AQUINO CAVALCANTE

Introducao: A Doenca de Chagas (DC) é uma endemia relevante na América latina bastante
acometida em populagdes rurais que vivem em condi¢des precdrias de habitacdo. Essa patologia é
causada pelo protozodrio flagelado Trypanossoma Cruzi transmitida principalmente pela via vetorial
por meio de um inseto triatominio conhecido como barbeiro e apresenta manifestacdes clinicas
varidveis possuindo duas fases, aguda e cronica. A fase cronica estd relacionada com a forma cardiaca,
digestiva ou cardiodigestiva e sua evolucdo estdo relacionada a fatores genéticos. Nesse contexto, os
microRNAs (miRNAs) podem exercer uma importante funcdo reguladora na progressao da DC.
Objetivo: Verificar na literatura a influéncia dos miRNAs na evolucdo da DC. Metodologia: Revisao
de literatura nas bases de dados pubmed, cochrane Library e Embase a partir dos descritores Doenca
de Chagas, RNA, microRNA, Evolugdo Clinica e Fisiopatologia. A pesquisa foi realizada no periodo
de julho a agosto de 2022 e teve os seguintes critérios de inclusdo: artigos originais, disponiveis para
download e escritos em portugués, inglés ou espanhol. Artigos de revisdo, editorias, cartas ao leitor,
anais de congresso dentre outros, foram excluidos. Apds a selecdo apenas 5 artigos atenderam aos
objetivos do estudo e foram lidos na integra, extraido os dados para entdo compor os resultados da
pesquisa. Resultados: A partir da sintese dos estudos foi possivel verificar a fungdo de regulacao dos
miRNAs nos diversos mecanismos fisiopatolégicos da DC principalmente no que se refere a
imunopatologia da doenca. Além disso, a literatura pesquisada relatou o aumento da expressao dos
miRNAs conforme o tempo de infeccdo e progressio da doenca, sendo relatado ainda como possiveis
biomarcadores de diagndstico e progndstico da DC. Conclusao: Os miRNAs além de regular
mecanismos de evolucao clinica da DC, sdo potenciais biomarcadores de prognéstico da DC, sendo
necessarios mais estudos de ensaios clinicos no intuito de elucidar de forma clara esses mecanismos.

Palavras-chave: Doenca de chagas, Rna, Microrna, Evolucdo clinica, Fisiopatologia.
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SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE MAGNESIO
PARA INSERCAO EM AMBIENTE CELULAR E AVALIACAO DO PODER DE
PENETRACAO E CITOTOXICIDADE EM CULTURA DE CELULAS

PAOLA FERREIRA DA SILVA; MARCELA DE OLIVEIRA; PAULO NORONHA LISBOA-
FILHO; MARINA PIACENTI-SILVA

INTRODUCAO: A exposicdo da populagio as nanoparticulas metdlicas (NPs) ocorre de formas
variadas, o que permite que sejam assimiladas pelo organismo via ingestdo, penetragcdo epitelial,
injecdo e inalacdo. Mediante tais contatos, as NPs interagem com o corpo humano, podendo apresentar
toxicidade e provocar alteracdes fisiologicas e/ou desencadear problemas a satide, inclusive de cardter
genotoxico. Dessa forma, o presente estudo consistiu em realizar a sintese e a caracterizacdo de NPs
de 6xido de magnésio (NPs-MgO), as quais futuramente serdo inseridas em cultura celular, a fim de
avaliar seus efeitos no que se refere ao poder de penetracio celular das NPs-MgO e sua citotoxicidade.
OBJETIVO: Sintese de nanoparticulas de 6xido de magnésio por diferentes rotas, e sua
caracterizacdo morfolégica e estrutural. METODOLOGIA: Foram realizadas duas sinteses
utilizando-se diferentes rotas e precursores: a) sol-gel com 4cido citrico, 4cido nitrico e 6xido de
magnésio; e b) precipitacdo com amido, nitrato de magnésio e hidréxido de sédio. Assim, ao final do
tratamento térmico desses dois processos foram obtidas NPs-MgO. Em seguida, as amostras foram
caracterizadas pelas técnicas de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
difracdo de Raio-X (DRX) e microscopia eletronica de varredura (MEV). RESULTADOS: Os
resultados foram obtidos a partir das técnicas de caracteriza¢io, nos espectros do FTIR foram
observados picos aproximados correspondentes a vibragdes de MgO em ambas as amostras; no padrdo
do DRX foram verificados picos relacionados a estrutura dos planos com presenca de MgO; através do
MEV foram apresentadas as morfologias das NPs-MgO. CONCLUSAO: As duas rotas sintéticas
deste trabalho foram eficazes na producdo de NPs-MgO. Porém, observamos que a sintese por co-
precipitacio apresentou estrutura e morfologia mais definidas quando comparada a sintese sol-gel. Em
trabalhos futuros, cultura celular serd exposta a estas NPs-MgO para anélise do poder de penetragdo,
citotoxicidade e viabilidade celular.

Palavras-chave: Nanoparticulas, Magnésio, Sintese, Citotoxicidade, Penetracio.
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COMPARACAO ESTRUTURAL DAS CADEIAS BETA DAS HEMOGLOBINAS NORMAL E
FALCIFORME HUMANAS POR METODO DE ALINHAMENTO DE SEQUENCIA

RENATO MASSAHARU HASSUNUMA; FABIO APARECIDO DA SILVA; PATRICIA
CARVALHO GARCIA; MICHELE JANEGITZ ACORCI-VALERIO; SANDRA HELOISA NUNES
MESSIAS

Introducdo: A hemoglobina S ou falciforme (HbS) € caracterizada por uma mutacio puntiforme, em
que ocorre a substituicdo da timina pela adenina na sequéncia de DNA que codifica o sexto
aminodcido da cadeia f da hemoglobina normal (Hb). Esta mutagio resulta na substituicdo do acido
glutdmico pela valina, criando uma regido hidrofébica responsdvel pela polimerizacdo da HbS. O
acumulo dos polimeros de HbS resulta na mudancga na conformacgdo das hemdcias, que assumem um
formato de foice, caracterizando a anemia falciforme. Objetivo: O objetivo principal do presente
estudo foi comparar a estrutura tridimensional das cadeias beta da Hb e da HbS, por meio de
alinhamento de sequéncia de aminodcidos. Metodologia: Foi realizado um levantamento de arquivos
PDB no site Protein Data Bank, o quais foram analisados no programa computacional TM-Align, no
intuito de comparar a estrutura tridimensional das cadeias beta da Hb e da HbS e verificar as
alteracdes estruturais provocadas pela mutacdo. Resultados: A partir dos arquivos 2HHB.pdb
(referente 2 Hb humana) e 2HBS.pdb (referente a HbS humana), foi realizado o alinhamento de
sequéncia pelo software TM-Align. onde foi confirmada a mutacdo no sexto residuo da cadeia beta da
HbS e uma identidade de sequéncia de 99%, com 146 residuos equivalentes. A comparagdo estrutural
das proteinas mostrou que ndo existem alteragdes na estrutura secunddria da HbS, a qual permanece
com o mesmo nimero de alfa-hélices e fitas beta que a Hb, havendo mudangas apenas em sua
estrutura tercidria. Conclusao: Os resultados obtidos no presente estudo mostraram que a mutacio no
sexto aminodcido promove mudancas em na conformacao tridimensional da HbS humana, mas que
nio comprometem a formacdo das alfa-hélices ou fitas beta de sua estrutura secunddria.

Palavras-chave: Alinhamento de sequéncia, Anemia falciforme, Biologia computacional,
Hemoglobina, Hemoglobina falciforme.
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A IMPORTANCIA DA PCR PARA A MEDICINA NO TRATAMENTO DE DOENCAS

LUCAS DOS SANTOS SA; LUANA SOUZA SANTOS; KEVIN DE JESUS FERREIRA

Introducido: A PCR (reacdo da cadeia em polimerase) € um método utilizado com a finalidade de
amplificar uma regido especifica da molécula de DNA. Por ser uma técnica extremamente versatil, a
PCR possui diversas vertentes, que apresentam uma ampla gama de aplicagdes. Metodologia: O
presente trabalho trata se de uma reviso literdria de carater exploratério qualitativo. Objetivos:
Descrever a aplicagdo da PCR na identificagdo de doengas, esclarecer a relevincia da PCR para
Medicina clinica. Resultados: A RT- PCR ¢é empregada em situa¢des em que € necessdrio sintetizar
uma fita de dna complementar( cDNA) a partir de uma molecular de RNA mensageiro, posteriomente
, € feita a PCR em tempo real com o ¢cDNA, com o uso de uma sonda tagman que se hibridizar com os
amplicons, e apresenta em sua estrutura um fluoréforo e o grupo( Q) que inibe a fluorescéncia ,
sempre que a TAQ DNA polimerase finalizar a amplificacdo do segmento de DNA, ela cliva a sonda
tagman, com isso ocorre a emissdo de picos de fluorescéncia que sdo captados por software
encarregados de montar um grafico que permite identificar em qual ciclo da PCR teve inicio a
replicacdo do DNA alvo, essa técnica € utilizada com frequéncia para analisar a taxa de expressdo
génica, sendo uma ferramenta de grande relevancia quando se pretende verificar a frequéncia com que
genes tumorais sdo expressos em células neoplasias. Além de auxiliar no diagndstico de doencgas
infecciosas, por indicar a presenga de patogénos como virus, bactérias, fungos, também ¢ utilizada
para monitora a taxa de expressdo de genes relacionadas a determinadas doencas , como € o caso de
doengas inflamatdrias cronicas, em que se observa a expressdo de genes codificantes de citocinas pro-
inflamatérias, permitindo assim avaliar a eficacia do tratamento, sendo usada ainda na drea de
farmacogenética, e no estudo de polimorfismo e transloca¢des cromossdmicas. Conclusao: Diante dos
dados expostos, torna se evidente a importancia da PCR para o diagndstico e monitoramento de
doengas, devido sua eficdcia e por ser altamente seletivo na identificacio e tratamento de doencas.

Palavras-chave: Expressdo génica, Fluorescéncia, Fluoréforo, Patogénos, Reacdo da cadeia em
polimerase.
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ACAO DA ANGIOTENSINA-(I-7) NA EXPRESSAO DE RECEPTORES NUCLEARES DE
HORMONIOS ESTEROIDES EM CELULAS T47D

SAMUEL MARCOS RIBEIRO DE NORONHA; ISIDORO BINDA NETO; ANNA LIVIA
FRANCO FERREIRA GARCIA; SILVANA APARECIDA ALVES CORREA; ANA LUCIA MOTA
BINDA

INTRODUCAO: Existe associacio dos componentes do Sistema Renina Angiotensina (SRAA) com
cancer de mama e com outros canceres. Dentre os componentes, a angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)] é
um hormonio peptidico endégeno de 7 aminodcidos do sistema renina-angiotensina com propriedades
antiproliferativas. Mais de 1 bilhdo de pessoas apresentam hipertens@o no mundo e, em pacientes
hipertensas que recebem inibidores da enzima conversora de angiotensina, a prevaléncia de cancer de
mama é reduzida, fazendo destas substancias possiveis alvos de interesse no manejo da doenca e nas
perspectivas de tratamento. OBJETIVO: O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de
receptores de hormodnios esteroides (receptores de progesterona [PR]), de receptores de estrogénio
(ER), de receptores de andrégenos (AR) e de aromatase, além da apoptose e da proliferacao em células
mamadrias T47D tratadas com Ang-(1-7). METODOS: Células T47D foram tratadas com Ang-(1-7)
por 2 e 15 dias, passaram por extragdo de RNA total com TRIzol seguida da andlise da expressdo de
receptores de hormonios esteroides por meio de gPCR. RESULTADOS: Houve modulacdo da Ang-
(1-7) na expressdo de receptores nucleares de hormdnios esteroides implicados na carcinogénese
mamadria, como receptores nucleares de progesterona (PR(A+B) e PRB), de estrogénio (ERa e ERD),
receptor de andrégeno (AR) e aromatase (CYP19) nas células T47D. Apds 2 dias, houve
hiperexpressdo generalizada destes genes: PRA+B (1,0 vezes), PRB (2,3 vezes), ERa (7,8 vezes), ERb
(8,1 vezes) e AR (1,9 vezes) (p < 0,01). Entretanto, uma marcante hipo-expressao dos receptores foi
observada ap6s 15 dias: PRA+B (-3,5 vezes), PRB (-3,1 vezes), ERa (-4,3 vezes), ERb (-4,6 vezes) e
AR (-6,05 vezes) (p < 0,001). A aromatase ndo foi expressa. CONCLUSOES: A Ang-(1-7)
claramente modula a expressdo destes receptores nucleares nas células T47D. Especificamente, como
é comum na expressdo de receptores hormonais, houve uma expressao antagdnica nos periodos
analisados, talvez tentando compensar estas alteracdoes ao longo do tempo. E possivel que as agdes
pré-apoptoticas e antiproliferativas da Ang-(1-7) estejam associadas com a expressdo desregulada dos
receptores de hormdnios esteroides estudados. Sendo assim, o uso do peptideo como um novo
composto terapéutico para cancer de mama merece ser melhor estudado.

Palavras-chave: Neoplasia mamaria, Qpcr, T47d, Angiotensina-(1-7), Receptores nucleares.
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VIABILIDADE DA EXTRACAO DE DNA A PARTIR DE AMOSTRAS DE CERUME
DE CAES PARA POSTERIOR UTILIZACAO EM REACOES DE PCR EM TEMPO
REAL

KATHLEEN HELENA KOLODZIEJSKI PAITER; LEONARDO FERREIRA; ROBSON
MICHAEL DELAI

RESUMO

Estudos mostram que € possivel identificar por PCR em Tempo Real (QPCR) a presenca de
fragmentos de DNA do cinetoplasto (kDNA) de Leishmania sp. a partir de amostras de cerume
com boa sensibilidade. Dessa maneira, com o intuito de avaliar a viabilidade dessa metodologia
para posterior utilizagdo no diagndstico de Leishmaniose Visceral Canina (LVC), objetivou-se
comparar a quantidade e a qualidade de DNA extraido a partir de amostras de sangue e de
cerume de cdes. Foram coletadas 32 amostras de sangue e de cerume de cdes levados
espontaneamente pelos seus tutores ao Centro de Controle de Zoonoses Dr. Dorival Jorge Jinior
— Foz do Iguacu (PR). A quantificacdo e a pureza do DNA extraido foram determinadas por
densidade 6ptica em espectrofotdmetro NanoDrop™ (Thermo Fisher®) e a viabilidade das
amostras foi avaliada através amplificacdo do gene NADH:ubiquinone oxidoreductase core
subunit 5 (MT-NDS5) por gPCR. As amostras de cerume apresentaram concentracdo média de
DNA extraido de 6,60 ng/uLL com a média da razdo A260/A280 de 1,42; e da razao A260/A230
de 0,45. As amostras de sangue tiveram concentracio média de DNA de 35,90 ng/u L, média
da razao A260/A280 de 1,74; e da razao A260/A230 de 2,02. Todas as amostras analisadas
apresentaram amplificacdo do gene alvo. A média dos valores de Cicle Threshold (Ct) obtidos
a partir das amostras de cerume foi de 19,98 e a partir das amostras de sangue foi de 14,35.
Dessa maneira, pode-se observar que € possivel realizar a extracdo de material genético a partir
de amostras de cerume e que este material pode ser utilizado para andlises de qPCR posteriores.

Palavras-chave: SYBR Green; Zoonose; Leishmania spp.; Leishmaniose Visceral Canina.
1 INTRODUCAO

A Leishmaniose Visceral Canina (LVC) € uma doenca infecto parasitdria zoondética e
seu agente etioldgico € a Leishmania infantum, parasita intracelular obrigatério das células do
sistema fagocitico mononuclear (Brasil, 2014). No territdrio brasileiro, a principal espécie
transmissora € a Lutzomyia longipalpis, flebotomineo popularmente conhecido por “mosquito
palha.

O diagnostico de Leishmaniose pode ser feito por diferentes metodologias, pelo método
parasitolégico, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e a PCR em tempo real (qQPCR) (Faria & De
Andrade, 2012; Brasil, 2014; Solano-Gallego et al, 2009). A qPCR ¢ a técnica que identifica a
presenca do material genético do parasita nas amostras e que além de oferecer o resultado
qualitativo também € capaz de quantificar a carga parasitaria nas amostras analisadas. A técnica
pode ser realizada em DNA extraido de tecidos, sangue, fluidos bioldgicos ou espécimes
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histopatolégicas. Como depende da carga parasitaria do tecido analisado, a sensibilidade da
qPCR pode variar de acordo com o tipo de amostra analisado sendo maior em amostras de
medula 6ssea, linfonodo, bago e pele do que de sangue total, capa leucocitéria e urina (Solano
Gallego et al, 2009). Portanto, um dos maiores desafios encontrados quando se utiliza a qPCR
¢ a obtencdo de uma amostra adequada, de coleta facil e ndo invasiva e que apresente boa
sensibilidade.

Um estudo feito por Belinchén-Lorenzo et al. (2016) mostrou que € possivel identificar
por gPCR a presenca de fragmentos de DNA do cinetoplasto (kKDNA) de Leishmania a partir
de amostras de cerume e que essa técnica apresenta sensibilidade de 90,9%. Visto que o cerume
€ fécil de ser coletado e ndo € invasivo, com o intuito de avaliar a viabilidade de extragcdo de
DNA deste tipo de amostra para posterior utilizacdo no diagndstico de leishmaniose, com o
presente trabalho objetivou-se comparar a quantidade e a qualidade de DNA extraido a partir
de amostras de sangue e de cerume.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 32 caes levados espontaneamente pelos seus tutores ao Centro de
Controle de Zoonoses Dr. Dorival Jorge Junior — Foz do Iguacu (PR) para realizacdo de teste
de leishmaniose conforme rotina estabelecida por este O6rgdao municipal. Todos os
procedimentos envolvendo esses animais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais sob o protocolo n° 2022.1.02.05 e os tutores concordaram com a realizacdo do
procedimento mediante assinatura de termo de autorizacao.

Com uso de tubos vacuotainer contendo EDTA foram coletados ao menos 200 p L de
sangue total a partir da veia jugular dos animais. Posteriormente, para a coleta de cerume, um
swab de Rayon estéril (Neolab) foi passado na parede do ouvido externo direito e esquerdo
delicadamente com movimentos circulares, retirando-se o maximo possivel de cerume. Uma
vez coletado, o swab foi armazenado em um microtubo de 1,5 ml. Apds a coleta, as amostras
foram transportadas em caixa térmica com gelo até o Centro de Medicina Tropical da Triplice
Fronteira de Foz do Iguacu (CMT), onde foram armazenadas em um ultra freezer a -80°C até o
momento das andlises.

Para a extracdo de DNA das amostras de sangue foi utilizado o kit QlAamp DNA Mini
Kit (Qiagen, Hilden — Alemanha) de acordo com as recomendagcdes do fabricante para a
extracdo de DNA a partir de amostras de sangue ou fluidos corporais. Para a extracdo das
amostras de cerume também foi utilizado o kit QlAamp DNA Mini Kit seguindo as
recomendacoes do fabricante para a extracdo de DNA a partir de amostras de tecido, com
algumas modificacdes. As amostras foram previamente descongeladas em temperatura
ambiente e em seguida foi adicionado 180 pu L do tampao ATL e 20 u L de Proteinase K. Em
seguida o material foi homogeneizado em vortex por 15 segundos e depois incubado a 56°C
por 4 horas, eventualmente as amostras foram homogeneizadas em vortex durante este periodo.
Posteriormente as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 2 minutos para resfriar
e adicionou-se 200 pu L do tampao AL, homogeneizou-se as amostras em vortex por 15 segundos
e em seguida elas foram incubadas a 70°C por 10 minutos. Apds a incubag¢do adicionou-se 200
p L de Etanol 100% e homogeneizou-se em vortex por 15 segundos. O conteddo total aquoso
das amostras foi transferido para uma coluna e, a partir deste ponto, seguiu-se o procedimento
normal de purificacdo recomendado pelo fabricante para amostras de tecido. Apds a extragdo o
DNA foi armazenado no ultra freezer a -80°C.

A quantificacdo e a pureza do DNA extraido foram determinadas por densidade 6ptica
em espectrofotometro NanoDrop™ (Thermo Fisher®). Para testar a viabilidade do DNA
extraido, as amostras foram submetidas a uma reacdo de qPCR que utilizou como alvo um
fragmento do gene NADH:ubiquinone oxidoreductase core subunit 5 (MT-ND5), gene utilizado
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como controle interno em caes. As reagdes foram realizadas utilizando o kit iTaq™ Universal
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, USA), com volume final de 20 pL e foram conduzidas de
acordo com as recomendacdes do fabricante em aparelho QuantStudio™ 7 (Thermo Fisher®).
Para amplificacdo do fragmento de interesse foram utilizados os primers descritos por Modarelli
et al. (2018): EIPC.K9mt.12942F 5°-GGATTCTACTCCAAAGACCTGATCA-3" e
EIPC.K9mt.13018R 5- GGTTAGGGATGTGGCAACGA-3". A eficiéncia da reacdo da gPCR
foi mensurada a partir dos valores de Cicle Threshold (Ct) obtidos da amplificacdo de 5 pontos
de uma de uma curva de diluigdo seriada de 3:1 de uma das amostras. Foram realizadas
triplicatas de cada ponto da curva e a eficiéncia foi calculada pelo préprio software do aparelho
QuantStudio™ 7. Para avaliar se a amplificacdo do fragmento de interesse foi especifica foi
realizada uma curva de melting que consistiu no aumento gradual da temperatura de 60°C até
95°C.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo média do DNA extraido das amostras de cerume foi de 6,60 ng/u L com
razao A260/A280 de 1,42 e A260/A230 de 0,45. A média da concentracdo do DNA obtido das
amostras de sangue foi de 35,90 ng/u L com razdao A260/A280 de 1,74 e A260/A230 de 2,02
(Tabela 1).

A eficiéncia da reacdo foi de 95,89% e o R2 de 0.998, valores adequados para reagoes
de gqPCR. A curva de Ct mostrou um pico Unico, o que demostra amplificacdo de um tnico
fragmento. Todas as amostras analisadas apresentaram amplificacdo do gene alvo. A média dos
valores de Ct obtidos a partir das amostras de cerume foi de 19,98 e a partir das amostras de
sangue foi de 14,35 (Tabela 1).

O espectrofotometro NanoDrop™ calcula automaticamente a concentracdo de acido
nucleico e as taxas de pureza da amostra. Na pratica comum de laboratorio, as amostras de
DNA e RNA com A260/A280 e A260/A230 >1,8 sdo consideradas “puras” e adequadas para
uso na maioria das aplicacdes. A contaminacdo de solucdes diluidas de acido nucleico por
proteinas influencia fortemente as determinagcdes de concentragdo e pureza (Desjardins &
Conklin, 2010; Koetsier & Cantor, 2019). Em vista disso, a andlise por espectrofotometria
evidenciou que as amostras de cerume possuem taxas de pureza baixas (Tabela 1), contudo,
segundo Koetsier & Cantor (2019) o efeito da contaminag@o por proteinas nas taxas de pureza
depende da concentracdo de dcido nucleico, em amostras de DNA mais concentradas o impacto
da contaminag¢@o proteica tende a ser minimizado, portanto a baixa taxa de pureza das amostras
pode estar relacionada a quantidade baixa de DNA extraido.

Como a qualidade e quantidade de DNA extraido foi baixa (Tabela 1), decidimos testar
a viabilidade das amostras em reacdes de qPCR. Como pode-se observar, todas as amostras
amplificaram, resultados que demostram sua viabilidade para utilizacdo em reacdes de qPCR.

Em reacdes de qPCR, a quantidade de DNA estd inversamente relacionada com os
valores de Ct, de forma que os valores de Ct podem ser utilizados para indicar amostras com
maior ou menor quantidade de DNA. Como pode-se observar, a média de valores de Ct para
amostras de cera ¢ maior do que para amostras de sangue (Tabela 1), resultados que vao de
encontro com a quantidade de DNA extraido, que foi menor em amostras de cera. De acordo
com Modarelli et al. (2020) o tipo de amostra e as condi¢cdes de saude dos animais podem
refletir na quantidade de células das amostras o que consequentemente pode levar a valores
maiores ou menores de Ct. Dessa maneira, € provavel que a quantidade de células nas amostras
de cerume seja baixa, o que resulta em menores quantidades de DNA e maiores valores de Ct
do que em amostras de sangue.

E interessante notar que diversos trabalhos tém demonstrado a presenca de DNA em
amostras de cerume (Shokry et al., 2017; Felipe & Guajardo, 2018; Belinchon-Lorenzo et al.,
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2019; Belinchén-Lorenzo et al., 2016) e ainda que o DNA extraido do cerume apresente baixo
rendimento, foi possivel detectar KDNA de Leishmania de cées infectados (Belinchon-Lorenzo
et al., 2016; Belinchén-Lorenzo et al., 2019).

De acordo com Belinchon-Lorenzo et al. (2016), o cerume € uma alternativa nao
invasiva para o diagnéstico molecular de LVC. Os resultados do presente trabalho corroboram
parte dos resultados obtidos por esses autores. Apesar de ndo avaliar a presenca de KDNA de
Leshamnia spp., verifica-se que € possivel realizar a extracdo de material genético a partir de
amostras de cerume e este material estd apto para andlises de qPCR. Futuros trabalhos que
avaliem a aplicabilidade do cerume no diagnéstico LVC ou de outras doengas em caes seriam
bastante interessantes pois podem auxiliar a corroborar a utilizacdo deste tipo de amostra na
identificacdo de LVC.

Tabela 1: Amostras utilizadas, valor médio da concentracdo de DNA, razdes de absorbancia e
valores de Ct.

Amostra ng/ul.  A260/A280 A260/A230 Ci
Cerume6,60 1,42 0,45 19,98
Sangue 35,90 1,74 2,02 14,35

4 CONCLUSAO

Conclui-se que o rendimento da extracdo de DNA de cerume foi menor que o de DNA
de sangue, mas € possivel realizar a extracao de material genético a partir de amostras de cerume
e que este material pode ser utilizado para andlises de qPCR posteriores.
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MECANISMO DE VACINAS DE DNA: REVISAO BIBLIOGRAFICA

MARINA SESSO GRANATO; BRUNA MARCANTE; LUCIANO TEIXEIRA GOMES

Introducao: As vacinas de DNA, descobertas nos anos de 1990, sdao produzidas a partir da insercao
do gene codificador de antigeno desejado a um plasmideo bacteriano eucariético, modificando esse
antigeno para aumentar sua eficdcia imune. Ao ser administrada, essa vacina induz resposta imune
tanto humoral quanto celular, o que garante uma imunogenicidade potente e duradoura para o
individuo. Objetivos: Descrever o mecanismo de imunogenicidade das vacinas de DNA e evidenciar
os beneficios e maleficios da utilizacdo dessa técnica de imunizagdo. Metodologia: Foi realizada uma
revisdo bibliogréfica cujos estudos analisados foram publicados entre os anos de 2005 e 2022. Foram
utilizados artigos nas linguas inglesa e portuguesa. As bases de dados utilizadas foram PubMed e
Scielo. Os critérios de inclusdo foram as bibliografias que abordaram os descritores: DNA,
imunogenicidade e vacina. Resultados: As vacinas de DNA possuem como vantagem uma maior
eficdcia imunolégica, s@o mais seguras em relacdo a efeitos adversos e mais estdveis que as
tradicionais, o que facilita seu armazenamento; além disso, os custos de fabricacdo sdo menores,
tornando-as economicamente acessiveis. A associacdo do DNA ao plasmideo eucarionte permite que
sejam associados diferentes patégenos ou diferentes componentes de um mesmo patégeno em uma
unica vacina. Uma desvantagem € que vacinas de DNA necessitam de doses elevadas para produzir a
imunidade adequada, necessitando fracionar essa dose em diversas administragdes, geralmente
intramusculares. Em relacdo a pandemia de Covid-19, foi aplicada a primeira vacina de DNA em
humanos contra a doenca, a qual expressava as proteinas S,M e N contra o SARS-CoV, apresentando
fortes respostas imunes e baixos efeitos adversos iniciais. Conclusao: As vacinas de DNA
demonstram um grande avanco no campo da pesquisa contra agentes infecciosos, possuindo grandes
vantagens em relagdo as tradicionais. O plasmideo de DNA €, comparativamente as outras vacinas,
mais estdvel, o que torna oportuna a vacina¢do de uma grande quantidade populacional. Os avancos
foram significativos mas ainda hd muito o que se pesquisar e avangar no ramo da terapia génica.

Palavras-chave: Dna, Eficdcia, Imunogenicidade, Patégeno, Vacina.

ISSN: 2675-8008



Revista Multidisciplinar em Saide DOI: 10.51161/iii-conbramol/11708

® = |11 Congresso Brasileiro
X de Biologia Molecular
On-line | CONBRAMOL

ATRIBUICAO DO CANAL CFTR NA FIBROSE CISTICA

AMANDA LORRAINE PEREIRA SILVA; CINTIA GRAZIELY MIRANDA AZEVEDO; MARIA
CAROLINA BEZERRA DI MEDEIROS LEAL

Introducao: Fibrose cistica é uma doenga autossOmica recessiva ligada a mutagdo no gene CFTR
(regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica), que determina a expressdo proteica
constituidora do canal regulador de cloro (Proteina CFTR). Defeitos nesse canal de cloro
transmembranar, implica na desregulagdo da excrecdo de ions cloro e desequilibrio hidrodindmico,
impactando a fluidez do muco, tornando-o mais viscoso, o que compromete a funcdo organica de
varios sistemas, em razido da obstrugdo provocada por esse muco viscoso. Objetivo: Analisar a
importancia do canal idnico, proteina-CFTR, no desenvolvimento da fibrose cistica. Metodologia:
Realizou-se um levantamento bibliografico na base de dados PUBMED entre os anos de 2017 e 2021
com a selecdo de 3 artigos em inglés que abordavam a temdtica. Foram usados os descritores: fibrose
cistica, canal e gene, além do operador booleano “e”. Resultados: O canal (proteina-CFTR) possui 5
dominios distintos, sendo que duas por¢des atravessam a membrana, duas por¢des fazem ligagdo com
adenosina monofosfato e uma por¢ao denominada (R) sofre alteragdo em sua conformacao e ativa o
canal, promovendo o efluxo do ion cloro. Nessa perspectiva, mutagdes que levam a disfun¢@o desse
canal afetam o transporte do cloro e intensifica a absorcdo de sédio. Esses fatores prejudicam a
homeostase de vdrios sistemas orginicos, como o pulmao, o pincreas e o trato gastrointestinal, em
funcdo de processo obstrutivo do muco espesso e desidratagdo na superficie epitelial. Existem seis
classe de mutacao distintas e que provocam disfung¢des na sintese proteica, em etapas distintas como,
producdo, processamento, regulacio e conducio, inativando ou reduzindo a funcionalidade do canal.
Novos grupos de drogas CFTR-moduladoras, prometem a retificagdo dessas proteinas defeituosas, no
entanto esse tipo de terapia € alvo especifica. Conclusao: As mutacdes nos genes CFTR, possuem
direta relagdo na fibrose cistica, dado que o mal funcionamento dos canais proteicos expressos por
esse genes, implicam na desregulacio idnica e espessamento do muco, acarretando complicacdes por
infec¢des, deficiéncia nutricional, diabetes, infertilidade, osteoporose entre outros. A intervencdo
médica efetiva passa, ndo s6 pelo cuidado paliativo, mas principalmente pela compreensao da natureza
da mutacdo e o desdobramento estrutural do canal, afim de que a intervengdo CFTR-moduladora seja
eficiente.

Palavras-chave: Canal, Fibrose cistica, Gene, ions cloro, Muco.
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A UTILIZACAO DE VESICULAS DE MEMBRANA EXTERNA DE BACTERIAS
GENETICAMENTE MODIFICADAS PARA PRODUCAO DE VACINAS

CARLOS EDUARDO FERREIRA PACHECO; MARIA ANNDRESSA ALVES AGRELES; ZION
NASCIMENTO DE SOUZA; ISABELLA MACARIO FERRO CAVALCANTI; MAINE VIRGINIA
ALVES CONFESSOR

Introducio: A imunizagdo ativa induz a protec@o a longo prazo contra doencas infecciosas e contra o
aparecimento de tumores. Habitualmente, vacinas contém antigenos especificos e fornecem sinais de
ativagdo para o sistema imune, permitindo inicio precoce da resposta a um eventual estimulo. Nesse
contexto, vesiculas de membrana externa (VMESs), que s@o proteolipossomas de tamanho nanométrico,
produzidos e liberados por bactérias Gram-negativas, sdo destaque, tendo em vista a sua capacidade
antigénica, que as tornam altamente apropriadas para servirem de plataforma vacinal. Objetivo: Este
trabalho tem como objetivo avaliar a aplicacdo das VMEs secretadas de bactérias geneticamente
modificadas como potencial agente vacinal. Métodos: A pesquisa de artigos foi realizada na base de
dados bibliograficos Google Scholar, utilizando os descritores "outer membrane vesicles", "vaccines"
e "genetically engineered bacteria". Foram selecionados estudos publicados em inglés entre os anos de
2017 e 2022. Resultados: VMEs sdo capazes de induzir respostas imunocelulares especificas pela
ativagcdo de células T CD4+ e CD8+, quando utilizadas como vacinas. As VMEs possuem alto
potencial imunogénico devido a expressdo de Padrées Moleculares Associados aos Patégenos
(PAMPs). Também estimulam a producdo de marcadores de expressdo de células dendriticas e
aumentam o tempo de sobrevivéncia dessas células, fator importante na ativagao de linfécitos T naive
e inducdo de atividade de linfécitos B para produgdo de anticorpos. Adicionalmente, as VMEs
apresentam atividade supressora no crescimento tumoral de modelos de estudo in vivo, além de
protegé-los de recidiva tumoral e promover anulagio da metdstase. Conclusao: As vacinas derivadas
de VMEs tém se mostrado eficientes na estimulacdo de memoria imunoldgica e apresentagio
especifica de antigenos, destacando-se na imunoterapia do cincer. Entretanto, ainda € necesséria a
realizacdo de estudos complementares que elucidem o mecanismo pelo qual ocorre a indugdo de
respostas de células T. Torna-se necessario explorar a a¢do dessas particulas frente as células humanas
para melhor avaliacdo das implicacdes clinicas.

Palavras-chave: Plataforma vacinal, Engenharia genética, Microbiologia, Imunizac¢do, Antigenos.
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ASTROCITOS DE PACIENTES COM DISPLASIA CORTICAL FOCAL IIB: ALTERACOES
DA MORFOMETRIA NUCLEAR E DA EXPRESSAO GENICA

GIULIA PINZETTA; FERNANDO ANTONIO COSTA XAVIER; FERNANDO MENDONCA DIZ;
JEAN VARELLA DE OLIVEIRA; DANIEL RODRIGO MARINOWIC

Introducao: A displasia cortical focal (DCF) é a forma mais frequente de malformacdes do
desenvolvimento cortical, caracterizando-se como uma patologia subjacente as epilepsias refratdrias.
Histologicamente, hd alteragcdes na microarquitetura do cértex cerebral (delaminagdo), bem como a
presenca de neuronios dismorficos (maiores e displdsicos) e balloon cells (células grandes, com
citoplasma eosinofilico). A DCF € classificada em dois tipos principais (i.e., tipo I e tipo II). Apesar da
sua etiologia ainda ndo ser completamente compreendida, evidéncias sugerem que disfungdes na
homeostase do glutamato e de sua enzima conversora, presente nos astrocitos, estdo relacionadas ao
estado de hiperexcitabilidade suscitado nas epilepsias. Nesse sentido, os astrdcitos, responsdveis por
processar informagdes neuronais, por meio da percep¢ao e da resposta a atividade neuronal, parecem
apresentar um papel crucial nessas patologias. Objetivo: Este estudo visa avaliar a morfometria
nuclear de astrécitos em cultura primdria e sua expressao génica em dois pacientes com displasia
cortical focal IIb. Metodologia: As amostras teciduais de cortex cerebral de dois pacientes submetidos
ao tratamento cirdrgico foram obtidas, assim como o consentimento informado. A cultura de astrdcitos
foi realizada a partir dessas amostras, com a realizacdo do plaqueamento em 24 pocgos, subdivididos
entre os grupos com e sem adi¢do da proteina DKKI, inibidora da via mTOR. O ensaio de
imunofluorescéncia foi realizado utilizando os marcadores PI3K e mTOR, com a finalidade de
comparar a marcacao entre as amostras com e sem o inibidor. As andlises de morfometria nuclear
foram obtidas a partir do indice de irregularidade nuclear (NII), a partir do método NMA (nuclear
morphometric analysis), e por meio dos parametros de drea, area da caixa, aspecto, razdo do raio e
roundness. A andlise da expressdo génica serd analisada para os genes 4EBP1 e PI3KCA por meio de
gRT-PCR. Resultados: Os resultados preliminares obtidos com relagdo a morfometria da descrigdao
das caracteristicas nucleares permitiram a observacdo de uma semelhanca populacional dos nicleos
entre os pacientes com DCEF IIb, os quais diferem das do grupo controle. Conclusao: Por conseguinte,
as caracteristicas morfoldgicas nucleares dos astrdcitos parecem estar relacionadas as alteragdes
histolégicas subjacentes ao tecido epileptogénico.

Palavras-chave: Astrécitos, Dcf, Nucleos, Epilepsias refratarias, Dkk1.
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O USO DA BIOLOGIA MOLECULAR PARA A IDENTIFICACAO DE UM PERFIL
IMUNOLOGICO CAUSADO PELO VIRUS DA COVID-19 EM PROFISSIONAIS DA
SAUDE

LAIS MACEDO MACIEL; GUILHERME ANTONIO DE SOUZA-SILVA;
LEONARDO CARVALHO DE OLIVEIRA CRUZ; CRISTIANE MOUTINHO
LAGOS DE MELO

RESUMO

Os profissionais de saide que estiveram na linha de frente na pandemia de COVID-19, com o
objetivo de auxiliar os pacientes doentes e internados, foram em sua grande maioria
infectados e, por sua vez, prejudicados com todos os efeitos da doenca. Alguns estudos
demonstraram a vulnerabilidade e perfil inflamatdrio apresentado por profissionais de satde
expostos ao virus e a possibilidade de transmissibilidade da infec¢c@o aos pacientes, dentro das
unidades de saudde, por profissionais assintomdticos. Nesse contexto, incessantes pesquisas
para uma forma de protecdo desses profissionais e para mitigar os efeitos da pandemia foram
desenvolvidos, como, por exemplo, os EPIs e as vacinas. Nesse contexto, o objetivo desta
revisdo de literatura, foi demonstrar a importancia do uso de tecnologias avangadas, como a
citometria de fluxo e a biologia molecular, na identificacio da resposta imune protetiva
desses profissionais, expostos a infec¢do e imunizados com as duas doses da CoronaVac. A
pesquisa foi realizada utilizando a base de dados do Pubmed, Nature e Springer, em busca de
dados de imunofenotipagem e expressdo de genes que demonstrassem o perfil imunolégico
dos profissionais de saude antes e pds-vacinagdo. Para isso, foi utilizado as palavras-chave
"memoria imunologica”, “Imunofenotipagem”, “CoronaVac” e “SARS-CoV-2”. Os dados
encontrados na literatura trazem uma andlise da producdo de imunoglobulinas e citocinas
pOs-primeira dose, e segunda dose, sendo esta ultima mais proeminente. Foi observado ainda
um aumento significativo de mondcitos (CD14+CD80+HLA-DR+) interdoses. Além disso,
as citocinas IL-2, IL-6 e IL-17 apresentaram valores aumentados em relagdo as demais
citocinas, reforcando a expressao da via JAK2/STAT3. Nesse sentido, andlises de expressao
génica demonstraram a prevaléncia do perfil Th2/Th17 nos profissionais expostos a infec¢ao.
Embora dados demonstrem perfil inflamatério em profissionais expostos, a vacinagdo parece
diminuir o possivel agravamento desses casos. Além disso, a CoronaVac mostrou ativagdo
de mondcitos APCs, resposta de memoria de linfécitos T e B, com produgao de
imunoglobulinas e perfil protetivo nessa populacao-alvo.

99, <

Palavras-chave: “SARS-CoV-2”; “imunofenotipagem”; “pandemia”; “RT-qPCR”
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1 INTRODUCAO

No contexto mundial causado pela Covid-19 se fez ainda mais necessaria a presenca dos
profissionais de satide no combate de doencas, com isso houve também um impacto no
bem-estar desses profissionais, tendo em vista o contato com o patégeno. Entretanto, com
todos os desafios, os profissionais de satide se mostraram determinados a exercer sua
profissdo (Almaghrabi et al. 2020).

A Covid-19 € uma doenga infecciosa causada pelo virus SARS-CoV-2, que levou a uma
crise de sadde publica mundial. As equipes de saide se colocaram em prontidio para
atendimento hospitalar aos doentes e, quando ficaram disponiveis, para a aplicacdo de
vacinas, com o intuito de mitigar a transmissdo da doencga e cessar a situagdo pandémica
(Mathieu et al. 2021; WHO 2020). O mecanismo de acdo envolto da producdo de vacinas, se
resume em usarem um virus inteiro ou uma bactéria, as partes do micrébio que acionam o
sistema imunoldgico, ou ainda apenas o material genético que fornece as instru¢des para
producao de proteinas especificas (NCIRD 2022).

Para a elaboragdo dos imunizantes, pesquisas sobre o perfil imunogénico a ser elicitado
devem ser elaboradas com ferramentas de alta tecnologia, como a citometria de fluxo e a
biologia molecular. Sendo assim, o uso das técnicas de biologia molecular para elucidar a
eficdcia da vacina, e a patogenia da doenca se tornaram fundamentais. A observagdo da
expressdo de genes durante a exposicdo ao virus e a liberacdo de citocinas, permitiu a
compreensdo da fisiopatologia do novo patégeno (Laing et al. 2020; Lee et al. 2020). Em
vista disso, o objetivo desta revisdo de literatura, foi demonstrar a importancia do uso de
tecnologias avancadas, como a citometria de fluxo e a biologia molecular, na identificacdo da
resposta imune protetiva desses profissionais, expostos a infec¢do e imunizados com as duas
doses da CoronaVac.

2 MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma revisdo sistemadtica com as palavras-chave "memoria imunolégica”,
“Imunofenotipagem”, “CoronaVac” e “SARS-CoV-2.”, consultando-se as plataformas
Pubmed, Nature e Springer, numa ampla de paises mais afetados pela pandemia. Foram
encontrados 45 publicagdes, dos quais 18 foram selecionadas, os critérios de inclusdo, foram
artigos de lingua inglesa, com a andlise dos profissionais de satde, epidemiologia, abordagem
do perfil imunolégico e imunizagdo. Os artigos selecionados foram entre os anos de
2020-2022.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 SARS-CoV-2, surto pandémico da COVID-19 e exposi¢ao dos profissionais de satide

Em dezembro de 2019 houve indicios de casos de uma pneumonia na cidade Wuhan, que
teve um potencial pandémico devido a sua alta transmissibilidade, com carga viral alta no
trato respiratdrio, mesmo em pacientes assintomaticos. Pertencente a familia Coronaviridae, o
SARS-CoV-2, trouxe ao mundo a pandemia da Covid-19 (Lu, Stratton, e Tang 2020; Arons et
al. 2020).

Desse modo, em curva crescente, a infeccdo se alastrou pelo mundo, contaminando em
torno de 3.300 profissionais de Saide na China, dos quais muitos vieram a 6bito, cerca de
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9.282 profissionais de satde nos Estados Unidos (correspondendo a 19% dos infectados no
pais) e 4.824 profissionais na Itdlia (9% dos casos totais de infeccdo no pais). Esse contdgio
exacerbado, demonstrou a necessidade de cuidados com os profissionais de satide, bem como
auxiliou na tomada de decis@o para o uso de EPIs e EPCs na tentativa de diminuir o contdgio
intrahospitalar entre equipe de saide e pacientes (Dhar Chowdhury e Oommen 2020; CDC
COVID-19 Response Team 2020; Anelli et al. 2020).

No Brasil, no periodo inicial da pandemia, em torno de 216.367 (21,1% dos casos) foram
infectados pelo novo coronavirus. Os profissionais de saide com maior registro de infeccao
foram os técnicos/auxiliares de enfermagem (38%), enfermeiros (16%), médicos (12%),
agentes comunitdrios de saude (5,3%) e recepcionistas de unidades de saude (4,8%)
(BRASIL, 2020).

3.2 Ciclo biolégico do virus, invasao e dano ao hospedeiro e exposicoes recorrentes

O SARS-CoV-2 invade as células humanas por meio da enzima conversora de
angiotensina 2 (ECA?2), através do receptor Binding Domain (RBD) da spike (S) viral. Com
auxilio da serina protease 2 (TMPRSS?2), acontece o priming da proteina S. Além disso, a
entrada do virus ainda pode depender das proteases de cisteina endossomal/lisossomal
catepsina B e L, entre outros fatores envolvidos para a infec¢do bem sucedida. O coronavirus
ainda foi associado a infectividade pela via do sistema nervoso central, utilizando furina
protease para neuroinvasao (Cantucci-Castelvetro et al. 2020).

Com a invasao celular bem sucedida, levando ao aumento das taxas de transmissao e
infeccao do virus, utilizando a maquinaria celular para a ampla expressdo de genes humanos
relacionados a infec¢do disseminada do virus pelo corpo. Supde-se que, o curso da infec¢do
passe pelos seguintes estagios: invasao e replicacdo viral, resposta imune desregulada, dano e
recuperacdo de multiplos 6rgdos. Consequente a entrada do virus, replicacdo e liberacao
extracelular para as células-alvo, leva ao dano e a destruicdo das células parenquimatosas,
como as células epiteliais alveolares. Associado a isso, entrando na resposta imune, um
numero relevante de moléculas de padrao molecular associado a patégeno (PAMP) e padrao
molecular associado a dano (DAMP) sido liberados para estimular a resposta imune e induzir
a infiltracdo de células inflamatdrias, liberando grandes quantidades de citocinas,
quimiocinas, proteases e espécies reativas de oxigénio. Logo, a resposta induzida é
gradualmente respondida, os 6rgdos danificados vao se recuperando e alguns podem entrar
em fibrose e estdgio cronico (Weiss e Leibowitz 2011; Navas-Martin e Weiss 2004). Os
sintomas, caso presentes, podem variar entre febre, tosse, pneumonia leve, dispneia, fadiga,
falta de ar, choque sist€émico e 6bito. Principalmente, pessoas portadoras de comorbidades
possuem a maior gama de sintomas, € sdo mais predisponentes ao obito pela Covid-19.
Portanto, a exposicdo constante ao virus da Covid-19, induz um ciclo de infec¢do e
reinfeccao constante (Gousseff et al. 2020; ALIMOHAMADI et al. 2020).

3.3 Imunizante utilizado nos profissionais de satide

O desenvolvimento das vacinas foi feito de forma rapida, para assim amenizar o
impacto na saide e no perfil de contdgio das variantes do virus. As iniciativas envolvem
centenas de paises, parcerias publico-privadas, multinacionais farmacé€uticas e empresas de
biotecnologia. Das vacinas desenvolvidas, no Brasil foi reproduzida e distribuida a
CoronaVac da instituicdo Sinovac Biotech (China) e Instituto Butantan, com o mecanismo de
virus inativado. Apesar da oferta inicialmente insuficiente, as vacinas se mostraram
promissoras para o combate a pandemia e na prote¢do dos profissionais de saude, os quais
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foram elegidos como grupo prioritario para o inicio da imunizacdo no pais (Kanno et al.
2021; ANVISA 2021).

3.3 Resposta imunoldgica induzida pela CoronaVac nos profissionais de saade

Estudo recente de nosso grupo demonstrou que os profissionais de saide foram
imunizados com duas doses de CoronaVac em um intervalo de 30 dias (Souza-Silva et al.,
2022). Cerca de 15 dias apds cada imuniza¢do, amostras sanguineas desses profissionais
foram coletadas para investigacdo da resposta imune desenvolvida pelos mesmos. Para a
obtencdo e identificacdo de perfil imunoldgico por meio da expressao de genes foi utilizada
técnica de biologia molecular, reagcdo de RT-qPCR. Sendo, uma maneira de analisar as
mudancas relativas na expressao génica de experimentos de PCR quantitativos em tempo
real.Os genes de referéncia, ACTB e GAPDH, foram usados para quantificagdo relativa.
Resultados de expressdo gé€nica de vias imunoldgicas interdoses da CoronaVac nos
profissionais de saide no Estado de Pernambuco demonstrou um perfil imunoldgico
Th2/Th17, devido ao aumento da expressao dos genes JAK2, STAT3 e STAT6, especialmente
na segunda dose (Figura 1).
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Figura 1: Expressao Génica das vias imunoldgicas de profissionais de satide imunizados
com a CoronaVac. Fonte: Souza-Silva et al. (2022).

Além disso, foi possivel analisar que apds a vacinagdo, os mondcitos, linfécitos CD19+,
linfécitos T CD8+ e T CD4+ tiveram um aumento, especialmente de mondcitos que tiveram
seu fenétipo efetor M1 ativado (CD14+/CD80+/HLA-DR+), remetendo a protecdo da
mucosa, sitio de a¢do do virus, logo, demonstra a¢do antiviral e favorece o mecanismo de
antigenos. Entdo, quando feito testes imunoldgicos para producgdo de citocinas, foi possivel a
identificacdo de IL-6 e IL-17 (citocinas que ativam a via JAK2/STAT3) (Figura 2). A
citocina, IL-6 promove o recrutamento de neutréfilos e células T citotoxicas e IL-17. Sendo
assim, moléculas associadas a protecdo do virus influenza e SARS-CoV-2, patégenos das
superficies mucosas do trato respiratorio.
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Figura 2: Resultado das interleucinas produzidas pelos profissionais de satde
pos-imunizacio com a CoronaVac.

3.4 Relevancia dos dados obtidos através da biologia molecular para a ciéncia

Esses dados trazem resultados relevantes quanto a prote¢do dada pela CoronaVac em
situac@o de risco de infeccdo continua pelo virus na interdose e periodo pés-segunda dose .
Entdo, apds a vacinacdo a pandemia foi reduzindo até alcangar um estidgio de controle,
p6s-dois anos (Souza-Silva et al. 2022).

Com o advento da biologia molecular, € possivel realizar diagnosticos moleculares,
a deteccdo de variantes genOmicas, para facilitar a detecc¢do, diagndstico, subclassificacdo,
progndéstico e monitoramento da resposta a terapia. A PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
levou a um enorme avanco nos testes clinicos de DNA. As técnicas baseadas em PCR
requerem instrumentacdo e infraestrutura relativamente simples, utilizam apenas quantidades
minimas de material biolégico e sao altamente compativeis com a rotina clinica (Sokolenko e
Imyanitov 2018).

Além disso, o aprimoramento constante das técnicas de biologia molecular traz
métodos mais qualitativos e eficazes. Os dois métodos mais usados para analisar dados de
experimentos de PCR quantitativos em tempo real sdo a quantificacdo absoluta e a
quantificacio relativa. E ttil na andlise de dados quantitativos de PCR em tempo real, na
expressao do gene, por exemplo, afirmando que um determinado tratamento aumentou a
expressao génica ou diminuiu (Livak e Schmittgen 2001).

4 CONCLUSAO

E possivel perceber que através da biologia molecular, pode-se obter dados de
infeccdes e a forma que o corpo reage a ela. Observando que, a memoria imunoldgica da
primeira dose da vacina pdde ser ativada e intensificada, demonstrando um aumento no perfil
imunoldégico Th2/Th17. Ademais, a associagdo de linfécitos T, linfécitos B, mondcitos e
producdo de imunoglobulinas. A observacdo clara da expressdo de genes, pdde trazer esse
entendimento. Portanto, em meio a crises de saide e com a evolu¢do da ciéncia, o
aprimoramento de técnicas torna-se relevante para otimizacdo e elucidacdo de dados. Além
disso, favorece a confiabilidade dos resultados.
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EFEITO DA GONADOTROFINA CORIONICA HUMANA (HCG) NA EXPRESSAO
GENICA DE REMODELADORES DA CROMATINA EM CELULAS DA MAMA MCF-10F

SAMUEL MARCOS RIBEIRO DE NORONHA; ISIDORO BINDA NETO; ANDRE AUGUSTO
MASSUIA FONSECA; SILVANA APARECIDA ALVES CORREA; ANA LUCIA MOTA-BINDA

Introducao: H4 vérias evidéncias que apontam para a associagdo do cancer de mama com a expressao
de genes, cujo produto interfere com a remodelagem da cromatina e também com genes de fatores de
transcri¢do. A expressdo diferencial do grupo (cluster) de genes afetados por uma gravidez “precoce”
induz a uma diferenciagdo da glindula mamadria, na qual a célula-tronco se torna mais refratdria aos
processos carcinogénicos, e esta transformacdo pode ser relevante funcionalmente na protecdo do
epitélio mamario da mama contra o cancer. Objetivo: investigar os mecanismos de diferenciacdo da
mama induzidos pelo horménio gonadotrofina coridnica humana (hCG) por meio do estudo da
expressdo de genes relacionados a remodelagem da cromatina em modelo in vitro, tentando simular
células-tronco do epitélio da glandula mamdria. Metodologia: este trabalho foi realizado por meio do
cultivo de células da mama humana MCF-10F tratadas com hCG, seguido de extragdo de RNA total e
andlise de expressdo génica por meio de qPCR. Resultados: Os cultivos celulares foram bem-
sucedidos, a extracdo se deu por meio de TRIzol,0 RNA total foi purificado, quantificado e
qualitativamente investigado por Bioanalyzer. Foram realizadas quantificacdes relativas de 5 genes
relacionados com a remodelagem da cromatina, ASXL1 (NM_015338.4), ASH1 (NM_018489.2),
BMI1 (NM_005180.5), MLL (NM_018682.3) e SUV39H1 (NM_003173.2). Estes genes apresentaram
uma expressao diferencial muito sutil em relacdo ao grupo controle sem tratamento. com quase
nenhuma alteragdo sendo causada pela hCG. Conclusao: apesar da dupla fungdo na promocao dos
grupos de genes Polycomb e do grupo Trithorax para produzir configuracdo repressiva ou ativa da
cromatina, a hCG parece modular suas a¢cdes epigenéticas nestas células mamadrias por meio de outras
vias intracelulares.

Palavras-chave: Neoplasia mamadria, Remodelagem da cromatina, Mcf-10f, Gonadotrofina coridnica
humana, Qpcr.
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B-GLUCANO ESTIMULA A EXPRESSAO DE RECEPTORES TOLL-LIKE (TLRS) TLR1 E
MYD88 EM TILAPIAS (OREOCHROMIS NILOTICUS)

SIMONE ANDREA DE ASSIS BENETI; BASIA SCHLICHTING MOROMIZATO; INGRID
CAMARGO DOS REIS; JAQUELINE DALBELLO BILLER

Introducao: O interesse sobre o sistema imune de peixes e alternativas para potencializar as respostas
contra diversas doencas cresceu na Ultima década. Diversos estudos avaliam a expressdo génica apds
a administracdo de imunoestimulantes. Alguns compostos podem modular varidveis imunes, como 0s
receptores Toll-like (TLRs) como TLR1 e MyD88, que reconhecem antigenos e proteinas que regulam
respostas imunes. Os imunoestimulantes podem ser uma alternativa vidvel para evitar as perdas
econdmicas provocadas pelas enfermidades, dentre eles, o B-glucano, que é um dos compostos mais
utilizados e estudados em peixes. O composto modula o sistema imune ndo especifico e previne contra
muitas doengas infecciosas. Objetivo: Assim, o objetivo foi avaliar o efeito da suplementacio de [3-
glucano na dieta sobre a expressdo de genes TLR1 e MyD88 no bago e em rim cranial de tilapia
(Oreochromis niloticus). Metodologia: Foram utilizadas 240 tildpias com peso médio de 50,4 g. Os
peixes foram alimentados com dietas com 0 e 10g kg B-glucano e apés 15 e 30 dias, 4 animais de
cada caixa (n=12) foram amostrados e eutanasiados para coleta de rim cranial e baco. Foi realizada a
analise de RT-PCR para avaliar a expressdo dos genes TLR1 e MyD88. Resultados: Os resultados
mostraram que, no rim cranial a suplementa¢ao com o B-glucano na dieta durante 30 dias aumentou a
expressdo dos genes TLR1 e MyD88 comparados ao controle. Observou-se no bagco que a adicao do
B-glucano demonstrou diferengas significativas e maior expresséo durante 15 dias para o gene TLR1 e
30 dias para MyD88. Conclusao: Dessa maneira, deve-se considerar que a suplementagido do -
glucano na dieta promoveu o aumento da expressdo dos genes estudados, que sdo importantes no
desencadeamento da defesa orgénica, tanto no rim cranial como no baco, umas vez que esses genes
estimulam o sistema imune ndo especifico do animal, influenciando o aumento dos fatores protetores,
evitando o desenvolvimento de muitas doengas e melhorando o desempenho zootécnico.

Palavras-chave: 3-glucano, Imunoestimulantes, Myd88, Tildpia, Tlr1.
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DELECAO 22Q11.2 EM ESQUIZOFRENICOS: INTER-RELACAO OU CONSEQUENCIA?

BEATRIZ PINTO HELY SILVA; THALITA APRIGIA DA SILVA LIMA; DAYANE APARECIDA
GOMES; ELIFRANCES GALDINO DE OLIVEIRA

Introducao: A delecdo da regido cromossdmica 22q11.2 € a razdo molecular de maior risco para a
esquizofrenia (SZ), uma vez que 25% dos individuos que tém a exclusdo dessa microrregido
desenvolve esquizofrenia, consequentemente 1% da populacdo esquizofrénica é portadora desta
sindrome cromossdmica. Esta condi¢do ndo afeta apenas o neurodesenvolvimento, mas também
elementos cardiacos, faciais, orofaringeos, deficiéncias de célcio e do sistema imunoldgico.
Objetivos: investigar o vinculo entre a presenga da delecdo 22q11.2, e sua forma sindromica, e suas
repercussdes neuroldgicas e moleculares na esquizofrenia. Metodologia: o presente estudo é uma
revisdo integrativa da literatura publicada nas bases de dados Pubmed, Scielo e Google Scholar,
predominando periddicos internacionais, durante o periodo entre 2018 e 2022, usando como
descritores “22q11.2DS and mitochondria”, “Schizophrenia and 22q11.2DS”, “22q11.2 and Deletion
Syndrome”. Foram escolhidos 32 artigos para avaliacdo e excluidos 14 por ndo possuir grupo controle,
ndo avaliar pacientes SZ 22q11.2 com psicose e pacientes SZ 22q11.2 sem psicose e ndo haver a
presenga de ambos os géneros. No final, 18 artigos foram designados para o debate. Resultados: os
achados apontam tanto para a presencga de déficits sensoriais, funcionais e de coordena¢do motora,
quanto de déficits no monitoramento de acdes ndo s6 no dominio temporal, como também no espacial
e hipersensibilidade a psicoestimulantes. Além disso, vias metabdlicas envolvendo o gene alvo da
rapamicina em mamiferos (mTOR), o cértex cingulado anterior e, por fim, o putdmen sdo desajustadas
e demonstraram papel importante na regulacdo da expressdo dos fenétipos SZ com 22q11.2DS. Do
mesmo modo, a mitocondria tem suas funcdes desreguladas, pois seus produtos proteicos sofrem
reducdo, bem como os complexos de fosforilacdo oxidativa I e IV e o ATP neural, tendo em vista que
hd uma microdelecdo da zona MRPL40. Conclusao: através dos resultados observa-se que esta
sindrome de delecdo prevalente na comunidade esquizofrénica intensifica a sintomatologia e os
distirbios moleculares e metabdlicos. Para além disso, se estabelece um estado de angustia nos
portadores da delecdo e da sua forma sindromica, em virtude do medo de desenvolver quadros
psicéticos.

Palavras-chave: Esquizofrenia, Dele¢cdo no cromossomo 22, Mitocondria, Sindrome de delecdo
22q11.2, Psicose.
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ESTRESSE OXIDATIVO E SEU MECANISMO DE ACAO NA FISIOPATOLOGIA DO
CANCER E SUA CORRELACAO COM O ENVELHECIMENTO

PABLO CAVALCANTI; BRUNO BASILIO CARDOSO DE LIMA

Introducao. Radicais livres sdo biomoléculas ativas, com funcdes bioldgicas extremamente
importantes para funcionamento fisiolégico do nosso organismo. A producdo excessiva dessas
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) gera um desequilibrio entre esses
compostos oxidantes e antioxidantes, ou seja, quando ocorre essa perda de equilibrio entre a produgdo
e eliminagdo de EROs temos o fendmeno chamado estresse oxidativo, que em numerosos estudos e
pesquisas tem sido associado a processos fisiopatoldgicos como envelhecimento, inflamacao, cancer e
muito outras patologias. O envelhecimento é um processo bioldgico, progressivo, universal e
contingencial, caracterizado por alteracdo na fosforilagcdo oxidativa mitocondrial formando essas
espécies reativas, com maior acimulo de lesdes celulares que leva a perda de funcdes bioldgicas e
danificam as proteinas e o DNA. Esses danos levam ao desequilibro da homeostase tecidual, o
crescimento celular desordenado e a desregulacdo da apoptose. Objetivo. O presente estudo pretende
de analisar o estresse oxidativo, os seus principais fatores e mecanismo de agdo relacionado a
fisiopatologia do cancer também sua correlacdo existente com o envelhecimento. Método. Para
alcancar os objetivos estabelecidos foi realizada uma revisdo sistemadtica da literatura de estudos
qualitativos utilizando dos Descritores Controlados em Ciéncia da Satdde (DeCS) “estresse oxidativo,
cancer, envelhecimento e fisiopatologia” também seus correspondentes em inglés. Com busca
realizada no PubMed, Scielo, e scholar Google, abrangendo os anos de 2005 a 2016. Resultados. Na
literatura analisada foi evidenciado que a produgdo dessas espécies reativas aumenta continuamente
com o envelhecimento, até que sua intervencdo no organismo se torna danosa ao invés de benéficas.
Alguns estudos propdem que a reducio de telomeros estd modulada pelos niveis de radicais livres,
esse fendmeno conhecido encurtamento de telomérico ocorre a cada divisdo celular, at€ a célula entrar
e senescéncia. Constatou-se que esse processo de encurtamento dos telomeros estd associado a maior
risco de desenvolvimento de cincer. Conclusao. Foi possivel identificar que o envelhecimento esta
ligado ao processo de geracdo de (EROs), favorecendo assim alteragdes moleculares e bioquimicas
fundamentais para desenvolvimento de doenca como o cincer em idosos, havendo uma correlagdo
entre estresse oxidativo e o envelhecimento para os processos de fases de iniciagdo, promocdo e
progressio tumoral.

Palavras-chave: Cancer, Envelhecimento, Estresse oxidativo, Fisiopatologia.
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ANALISE FILOGENETICA DA FAMILIA MULTIGENICA DA SSADENOSIL METIONINA
DESCARBOXILASE EM ANGIOSPERMAS

THAIS ANDRADE GERMANO; LYNDEFANIA MELO DE SOUSA; JOSE HELIO COSTA; JOSE
FRANCISCO DE CARVALHO GONCALVES; ANDREIA VARMES FERNANDES GONCALVES

Introducdo: S-adenosil metionina descarboxilase (SAMDC) é uma enzima-chave na biossintese de
poliaminas, aminas cationicas envolvidas em vérios processos celulares. Nas plantas, as poliaminas
desempenham funcgbes essenciais durante o crescimento e desenvolvimento, atuando inclusive na
protecdo das células em respostas a diferentes tipos de estresses. Esses compostos séo sintetizados a
partir dos grupos aminopropril liberados da descarboxilagdo de S-adenosil metionina, reagéo
catalisada pela SAMDC. Apesar daimportancia das poliaminas, poucos estudos tém discorrido sobre a
filogenia da SAMDC em plantas. Objetivo: Portanto, o objetivo desse trabalho foi identificar,
caracterizar e analisar a distribuicéo filogenética da familia multigénica SAMDC em angiospermas.
Metodologia: Para isso, os genes SAMDC foram identificados em espécies monocotiledéneas e
dicotileddneas através de buscas em bancos de dados disponiveis no NCBI, utilizando a ferramenta
BLAST. Em seguida, a andlise filogenética foi conduzida usando o programa MEGA 11.0.
Resultado: O resultado revelou que SAMDC é codificada por uma peguena familia multigénica
variando entre 3 (Ananas comosus e Fragaria vesca) e 8 (Musa acuminata) genes identificados por
espécie. Além disso, os genes SAMDC continham entre 1 e 4 éxons com destaque para Ananas
Comosus que mostrou um Unico éxon para cada um dos membros génicos. Entretanto, as janelas de
leitura aberta (ORFs) dos genes SAMDC ndo apresentaram introns com excegdo de Mangifera indica
e Oryza sativa nas quais foram verificados genes SAMDC com 1 intron. Inclusive, a presenca de
introns na regido ndo traduzida (UTR) 5’ parece ser uma caracteristica dessa familia multigénica. A
analise filogenética agrupou as proteinas em trés subfamilias identificadas como SAMDC3, SAMDC5
e SAMDC4 com base em Arabidopsis thaliana, onde prevaleceram as espécies dicotiledbneas,
monacotiledéneas e de ambas as classes, respectivamente. Contudo, dentro de cada subfamilia
formaram-se dois grupos: um com monocotiledéneas e outro com dicotiledéneas. Além disso, algumas
subfamilias apresentaram duas ou mais sequéncias muito idénticas dentro da mesma espécie indicando
duplicacdes génicas recentes. Conclusao: A diversidade estrutural, bem como na composicao das
familias multigénicas entre espécies potencializa o interesse de se estudar a fun¢éo génica afim de se
identificar membros génicos especificos para aplicacdo biotecnol ogica.

Palavras-chave: Monocotileddnea, Dicotileddnea, intron, Orf, Blast.
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AVALIACAO DE BIOMARCADORES SANGUINEOS APOSA INFECCAO PELO
COVID-19 EM PACIENTESMODERADOSE GRAVES

REBECCA SALOMAO DE CARVALHO; IVO VIEIRA DE SOUSA NETO; RITA DE CASSIA
MARQUETI

Introducao: Sindrome pds-COVID-19 refere-se aos sintomas como fadiga, que se desenvolvem
durante/apds a fase aguda de COVID-19, continuando por =12 semanas sem diagnostico aternativo.
Objetivos: Investigar o perfil de biomarcadores sanguineos (citocinas e MMPs) em participantes apds
o diagnostico de COVID-19, moderados e graves, comparados ao grupo controle. M etodologia:
Estudo observacional transversal. Amostra: participantes diagnosticados com COVID-19. Protocolo
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade de Brasilia. Participantes serdo
recrutados por discentes e pesquisadores através de redes sociais. Serdo recrutados, a partir do 21° dia
apds inicio dos sintomas; sexos masculino e feminino, entre 18 e 80 anos, positivos para COVID-19.
Grupos: (1)controle (n=30), (2)p6s-COVID-19 moderados (n=120), (3)pdés-COVID-19 graves
(n=120). Total: 270 participantes. Serdo realizadas 4 avaliagbes durante 1 ano: Avaliagdo 1: 21° ao 30°
diapédsinicio dos sintomas. Avaliacdo 2: entre 31 a90. Avaliacdo 3: entre 91 a 180. Avaliacdo 4: entre
181 e 360 dias. Procedimentos: Coleta de sangue e analise de: interleucina-6(IL-6),
interleucina-8(1L-8) e interleucina-10 (IL-10), interleucina 1 beta(IL| beta), fator de necrose tumoral
alfa(TNF-a), oxido nitrico(NO), MMPs. Andlises laboratoriais: hemograma, creatinina, lipidograma,
PCR-ultra sensivel e a creatina quinase. Determinacdo da atividade de MMPs por Zimografia no
plasma. Andlise dos dados: Descritiva e analitica; medidas de tendéncia central e disperséo; testes de
inferéncia apropriados, tabelas e gréficos. Normalidade dos dados: Teste de Shapiro-Wilk (dados com
distribuicdo normal). Verificar diferencas entre as medidas obtidas: ANOVA mista (Split-plot), com
post-hoc de Bonferroni. Coeficientes de correlacdo: Teste de correlacdo de Pearson (paramétrico) ou
de Spearman (ndo-parameétrico). Nivel de significancia estatistica: p<0,05. Programa estatistico: SPSS
22.0 (IBM Corporation,Armonk,NY ,USA). Célculo amostral: O tamanho da amostra foi estimado a
priori usando G* Power (versdo 3.1.9.4, Universitat Kiel, Alemanha), nivel de significancia p<0,05,
poder (1-B) 0,95, e tamanho de efeito f>0,4. Considerando o efeito tempo (time effect do ANOVA)
para medidas repetidas. Resultados. Esperamos que o conhecimento do perfil de biomarcadores
sanguineos, avaliados até 1 ano apoés a infec¢do, nos fornega insights que auxiliem a explicar a
sindrome p6s-COVID-19, objetivando desenvolver tratamentos mais assertivos e eficazes para essa
populagdo. Conclusdo: Esse estudo podera expandir a compreensdo acerca da sindrome pés-
COVID-19.

Palavras-chave: Sindrome pés-covid-19, Sars-cov-2, Fadiga, Covid-19 crénico, Pos-covid-19.
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ESTUDO DO EFEITO ANDROGENICO E DA HEPARANASE EM LINHAGENS
CELULARES TUMORAISDE CANCER DE PROSTATA

RENAN DE OLIVEIRA ALVES; TAIZE MACHADO AUGUSTO

Introducdo: Cancer de prostata (CAP) é a neoplasia mais comum em homens e um reconhecido
problema de saldde publica. Os principais andrégenos da prQstata sao a testosterona e a di-
hidrotestosterona (DHT), ambos os horménios tém a capacidade de se ligar ao receptor de androgeno
(AR). A metastase na progressdo tumoral esta relacionada a uma série de alteracGes biomoleculares
gue podem afetar 0 AR e os mecanismos de regulagdo. Dentro destes mecanismos destacamos atengdo
a enzima heparanase-1 (HPSEL), relacionada com a capacidade invasiva de células tumorais que
contribui para 0 aumento na agressividade tumoral. Objetivo: Neste sentido, este trabalho teve como
objetivo geral investigar a participacdo da atividade androgénica em linhagens tumorais prostéticas
(LNCaP, PC3) por meio da observacdo de amostras controles e amostras com tratamento de DHT
10nM e 100nM. M étodo: Através de andlises de proliferacdo celular, expressao génica e protéica da
HPSEL e enzimas relacionadas a metastase tumoral, migracéo e invasao celular. Resultados: Nossos
resultados evidenciaram que a concentracéo de 10nM de DHT aumentou a taxa de proliferacdo celular
nas células LNCaP, enquanto as células PC3 ndo demonstraram nenhuma diferenca observada pelo
ensaio de MTT. As células PC3 ndo apresentaram diferencas no perfil migratorio quando expostas a
DHT, enquanto as células LNCaP apresentaram seu perfil migratério aumentado quando expostas a
DHT, observados pela érea remanescente diminuida ap6s 48h pelo Scratch Test. O potencial invasivo
também foi analisado pelo teste de invasao in vitro através de insertos revestidos com matriz
gelatinosa através da observacao das células ancoradas na membrana do inserto. A linhagem PC3 ap6s
exposicdo a DHT apresentou uma diminuigdo no seu perfil invasivo enquanto a linhagem LNCaP teve
aumento no seu perfil invasivo. A expressdo dos marcadores metastéticos como: HPSE1, MMP2 e
MMP9 também foram avaliadas através do ensaio de Western blotting e PCR em tempo real. As
células PC3 apresentaram um aumento da expressdo destes marcadores ap0s exposi¢do a DHT
enquanto células LNCaP uma diminuicdo. Conclusdo: Os resultados obtidos ajudam na melhor
compreensdo do papel androgénico na progressdo do CaP através do entendimento da biologia e do
microambiente tumoral fornecendo subsidios aos tratamentos anti-androgénicos na clinica medica.

Palavras-chave: Céancer de préstata (cap), Lncap, Pc3, Andrégenos, Hpse-1.

DOI: 10.5116/iii-conbramol/15384



Revista Multidisciplinar em Salide ISSN 2675-8008 V. 3, n°4, 2022

® * 111 Congresso Brasileiro
> de Biologia Molecular
On-line | CONBRAMOL

[

=
..ﬂ
O,
L)

REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE A DOENCA DO ALZHEIMER:
HIPERFOSFORILACAO DA PROTEINA TAU E DEPOSICAO DO PEPTIDEO B-AMILOSE

JOSE BRUNO DA SILVA AZEVEDO

Introducéo: A doenca de Alzheimer é multifatorial ou poligénica e corresponde a cerca de 50 a 75 %
de casos de deméncia nos seres humanos. A proteina TAU é importante na patogenia da deméncia
frontotemporal e para o citoesqueleto neuronal. Essa proteina consegue interagir com aa e bglobulina
para estabilizar os microttbulos que sdo essenciais no transporte axonal, na plasticidade sinaptica e na
manutengdo da estrutura neural. Objetivos: Esse trabalho teve como objetivo conhecer as proteinas e
0s genes promotores no desenvolvimento da doenca de alzheimer. M etodologia: Foi realizada uma
busca simples nos bancos de dados da SciELO, PubMed e Periddicos Capes, por meio de palavras-
chave: “doenca de Alzheimer”, “proteina TAU” e “deméncia frontotemporal”. Foram revisados
artigos publicados nos anos de 2009 a 2021. Resultados: A proteina TAU € encontrada montada na
doenca de alzheimer e os MNFs possuem filamentos emparelhados nos FHA. Os fatores de risco séo:
apresenca do alelo e4 do gene da apolipoproteina E APOE, do gene da proteina APP no cromossomo
21 e dos genes Presenilinas 1 e 2 nos cromossomos 14 e 1. A TAU faz sua propria polimerizacéo e
inibe a despolimerizac&o réapida da tubulina, esse processo é regulado pelo estado de fosforilagéo da
proteina TAU, que compreende aproximadamente 79 sitios de fosforilagdo em residuos de serina e
treonina. O equilibrio entre fosforilacéo e desfosforilagdo dos epitopos promove alteracdes que
influenciam como a proteina TAU interage com a a e b-tubulina que estabilizam os microtdbul os nos
neurdnios. Vérias proteinas quinases e fosfatases estdo envolvidas na regulacéo da fosforilagdo da
TAU, sendo a enzima glicogénio sintase quinase 3b GSK3b a mais importante TAU quinase nos
neurdnios. A reducdo da expressdo de certas fosfatases também é identificada nos tecidos cerebrais de
pacientes com alzheimer. Conclusdo: A TAU hiperfosforilada intraneural pode ser encontrada no
cérebro de individuos com deméncia muito leve, ndo acompanhada de patologia b-amiloide. A
hiperfosforilacdo de TAU pode ser um evento precoce na fisiopatologia do alzheimer, enquanto outros
mecanismos patol 6gicos, incluindo superproducdo da Ab e ativagdo de cascatas inflamatérias e
estresse oxidativo, podem ser secundérios a disfuncéo geral na homeostase neuronal.

Palavras-chave: Deménciafrontal, Doenca de alzheimer (da), Fisiopatologia, Peptideo beta amiloide,
Proteina tau.

DOI: 10.5116/iii-conbramol/14390



Revista Multidisciplinar em Salide ISSN 2675-8008 V. 3, n°4, 2022

® * 111 Congresso Brasileiro
> de Biologia Molecular
On-line | CONBRAMOL

[

=
..ﬂ
O,
L)

TESTESMOLECULARESE SEU CARATER ADJUVANTE A CITOPATOLOGIA
TIREOIDIANA INDETERMINADA

LAIRCE CRISTINA RIBEIRO BRITO; THAYNA PERES COSTA; JOSE LOPES PEREIRA
JUNIOR

Introducao: Até 30% dos nddulos tireoidianos se caracterizam como indeterminados pelas puncdes
aspirativas com agulha fina (PAAF) e é bastante variavel o risco de malignidade nesses casos. De
modo consequente, 0 manejo desses nodulos tem se tornado desafiador. Pessoas com citologia
indeterminada podem ser submetidas a PAAF mais de uma vez para citologia ou cirurgia diagndstica
(tireoidectomia total ou lobectomia de tireoide). Em numerosos casos, o achado final é o de
benignidade. Ademais, as cirurgias diagnosticas ndo representam somente um risco de complicacoes
operatorias, como também acrescentam custos desnecessarios para 0 paciente, bem como, para o
sistema de sallde. Objetivo: avaliar o cardter adjuvante dos testes moleculares junto a citopatologia
tireoidiana indeterminada. M etodologia: Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura determinada
nas bases de dados “BVS", “Pubmed” e “Scielo”, empregando os descritores: molecular testing,
thyroid cancer, thyroid nodules, combinados pelo operador booleano AND. Quanto aos critérios de
inclusdo, foram introduzidos artigos escritos publicados entre 2018 e 2023 e com texto completo
gratuito. Resultados: A busca dos descritores resultou em 148 artigos, dentre os quais foram
selecionados 0s 10 que melhor atendiam ao objetivo, os critérios de inclusdo e atematica central dessa
pesquisa. Os testes moleculares originaram-se como uma ferramenta de complementacdo para
estratificar nédulos citologicamente indeterminados, de forma a orientar médicos em sua decisao
clinica. Eles analisam as células aspiradas dos nédulos, buscando identificar ou excluir a presenca de
expressao de genes, mutacfes ou rearranjos genéticos de DNA e RNA que seriam os responsaveis pelo
aparecimento do cancer tireoidiano. Esses testes podem poupar 0s pacientes de cirurgias que ndo sao
necessarias, ao passo que distinguem canceres de alto risco podendo contribuir com a tomada de
decisdo de por exemplo realizar uma tireoidectomia total antecipadamente. Conclusdo: Os Testes
moleculares tém obtido cada vez mais espaco ??no panorama clinico como adjuvantes na
estratificacdo do risco de nédulos da tireoide com citologia indeterminada. A ciéncia desses testes
avancou rapidamente, entretanto, deve-se ter cuidado ao inclui-los no manejo diagnéstico, pois
atualmente nenhum deles é 100% preciso.

Palavras-chave: Molecular testing, Thyroid cancer, Thyroid nodules, Molecular testing, Thyroid
cancer.
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