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APRESENTAGAD

Em sua primeira edigdo, ocorrida em 2009, sob o comando da saudosa
Professora Suely Galdino e como acéo estratégica para o Programa de P6s-graduacéo
em Inovacdo Terapéutica, o EBIT reuniu pessoas de diferentes campos da ciéncia para
discutirem o tema "Descortinado a interdisciplinaridade: acesso e formas de
apropriacdo de inovacdes tecnoldgicas e seus impactos sociais”. Em seguida, as
edi¢des dos anos 2011, 2013, 2015 e 2017 apresentaram o brilhantismo na discussdo
de temas importantissimos como desafios na construcdo de espagos para a saude,
territorio, complexo industrial da satde e o bem estar da populacdo brasileira, além
do tema Interdisciplinaridade na producdo de insumos estratégicos de salde e em 2017
com o tema abordando Insumos prioritarios no combate as epidemias de HIV/AIDS,
tuberculose, malaria e ouras doencas negligenciadas. Neste ano, diante do novo
cenario mundial ao qual fomos expostos e estamos vivendo, o 6° EBIT esté trazendo
a tematica “Inovagdes para o enfrentamento da COVID-19”.

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou, em 30 de janeiro de 2020,
que o surto da doenca causada pelo novo Coronavirus (COVID-19) constitui uma
Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional — o mais alto nivel de
alerta da Organizacdo, conforme previsto no Regulamento Sanitario Internacional.
Em 11 de marco de 2020, a COVID-19 foi caracterizada pela OMS como uma
pandemia. Foram confirmados no mundo 20.730.456 casos de COVID-19 (286.710
novos em relacdo ao dia anterior) e 751.154 mortes (6.713 novas em relacdo ao dia
anterior) até 14 de agosto de 2020 no mundo. Varias a¢des a nivel mundial apresentam
como objetivos de controle da doenca, o rastreamento de contatos e visualizagédo de
cadeias de transmissdo, ampliacdo da capacidade de diagnostico, medidas de
distanciamento social, estudo e aplicacdo de terapias medicamentosas e 0
desenvolvimento de uma vacina. Diante deste cenario, o 6° EBIT apresenta como
objetivo discutir inovacdes de enfrentamento da COVID-19 visando favorecer uma
orientacdo quanto ao desenvolvimento de politicas puablicas, conhecimentos e
tecnologias que possam contribuir para o entendimento da doenga e discutir
estratégias de prevencdo, diagnostico e tratamento.

O 6° EBIT no formato online foi um evento totalmente gratuito organizado por
docentes e discentes que contou com quase 600 (575) inscritos e 122 trabalhos
completos aprovados. Nesta edicdo do EBIT foram realizados minicursos,
conferéncias e apresentagOes dos trabalhos cientificos selecionados.

Maria Danielly Lima de Oliveira
Presidente do 6° EBIT
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RESUMO - Introducdo: Diante da situacdo atual, 0 mundo enfrenta uma das maiores pandemias
jé vivenciadas, entre os profissionais expostos estdo: médicos, dentistas, enfermeiros e dentre
tantos outros encontra-se o profissional farmacéutico que, em conjunto multidisciplinar, operam
no combate ao SARS-CoV-2, conhecido como 0 novo coronavirus. Trabalhando ndo somente em
hospitais na prestacao dos servi¢cos de saude, mas também na busca para solucionar de maneira
mais breve e eficaz os efeitos causados a saude por meio de vacinas ou de tratamentos. Um dos
tratamentos mais utilizados nos ultimos meses é a Azitromicina, um antibidtico da subclasse dos
macrolideos que age impedindo que as bactérias produzam proteinas essenciais ao crescimento e
reproducdo. Desse modo, sendo este medicamento um dos mais comercializados durante este
periodo, é sabido que trard aos usuarios nao apenas aos possiveis efeitos benéficos, como também
aos possiveis problemas relacionados ao medicamento. Objetivo: Orientar sobre 0s riscos do uso
inadequado da Azitromicina. Metodologia: Trata-se de um trabalho de revisao bibliografica com
pesquisas feitas em periddicos como: SciELO, PubMed e Ministério da sadde. Foram consultadas
producdes cientificas escritas na lingua portuguesa e inglesa, com os seguintes descritores:
Azitromicina, Assisténcia Farmacéutica, COVID-19, Problemas relacionados a medicamentos
(PRM) e SARS-CoV-2. Resultados: Estudos in vitro e clinicos identificaram um potencial antiviral
presente na azitromicina, porém nao identificado especificamente por qual mecanismo diminuiria
a carga viral de pacientes acometidos pelo SARS-CoV-2. Contudo, sabe-se que este medicamento
possui atividade antibacteriana e anti-inflamatdria, sendo a¢6es importantes para o tratamento
de alguns dos sintomas, como a inibicdo da fase aguda inflamatoria e o tratamento de infeccoes
bacterianas secundarias. Os efeitos provocados pela pandemia no Brasil e no mundo refletem uma
elevacdo em pesquisas cientificas e em buscas de medicamentos que solucionem ou tratem 0s
sintomas mais graves da doenca, o que pode, em alguns casos, levar a automedica¢io ou ao uso
incorreto de medicamentos. Assim, as hipoteses de tratamento além de serem solugdes provisorias
resultam a diversos fatores que podem ser prejudiciais a salde das pessoas que os utilizam.
Concluséo: A orientacdo adequada sobre o uso de azitromicina e de outros farmacos é uma das
principais a¢les preventivas para diminuir o uso desnecessario ou incorreto de tais medicamentos
evitando, assim, o desencadeamento de situacdes que venham comprometer a satde dos pacientes.
Desse modo, o profissional farmacéutico apresenta uma enorme importancia no combate a
desinformacéo e veiculagdo de informacdes falsas, principalmente, no que tange o atual cenario
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cadtico de salde.

Palavras-chave: Azitromicina, COVID-19, Assisténcia Farmacéutica, Problemas relacionados a
medicamentos (PRM).

ABSTRACT - Introduction: In view of the current situation, the world faces one of the greatest
pandemics ever experienced, among the professionals exposed are: doctors, dentists, nurses and
among many others, there is the pharmaceutical professional who, in a multidisciplinary group,
operate in the fight against SARS-CoV-2, known as the new coronavirus. Working not only in
hospitals in the provision of health services, but also in the quest to solve health effects more
quickly and effectively through vaccines or treatments. One of the most used treatments in recent
months is Azithromycin, an antibiotic in the macrolide subclass that works by preventing bacteria
from producing proteins essential for growth and reproduction. Thus, since this medicine is one of
the most commercialized during this period, it is known that it will bring users not only the possible
beneficial effects, but also the possible problems related to the medicine. Objective Advise on the
risks of inappropriate use of Azithromycin. Methodology: This is a bibliographic review with
research done in journals such as: SCIELO, PubMed and Ministry of Health. Scientific productions
written in Portuguese and English were consulted, with the following descriptors: Azithromycin,
COVID-19, Pharmaceutical Services, Drug-related Side Effects and Adverse Reactions. Results:
In vitro and clinical studies have identified an antiviral potential present in azithromycin, but not
specifically identified by which mechanism would decrease the viral load of patients affected by
SARS-CoV-2. However, it is known that this medication has antibacterial and anti-inflammatory
activity, being important actions for the treatment of some of the symptoms, such as the inhibition
of the acute inflammatory phase and the treatment of secondary bacterial infections. The effects
caused by the pandemic in Brazil and in the world reflect an increase in scientific research and in
searches for medicines that solve or treat the most serious symptoms of the disease, which can, in
some cases, lead to self-medication or the incorrect use of medicines. Thus, the hypotheses of
treatment, in addition to being temporary solutions, result to several factors that can be harmful
to the health of the people who use them. Conclusion: Adequate guidance on the use of
azithromycin and other drugs is one of the main preventive actions to reduce the unnecessary or
incorrect use of such drugs, thus avoiding the onset of situations that may compromise the health
of patients. In this way, the pharmaceutical professional is extremely important in combating
misinformation and the transmission of false information, especially with regard to the current
chaotic health scenario.

Keywords: Azithromycin, COVID-19, Pharmaceutical Services, Drug-related Side Effects and
Adverse Reactions.

1. INTRODUCAO

No final de 2019, foi notificada a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) a ocorréncia de
um surto de pneumonia na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, Republica Popular da China. A
partir disso, identificou-se o agente etiologico, um novo Coronavirus: SARS-CoV-2 (Sindrome
Respiratéria Aguda Grave de Coronavirus 2) (ZHU et al., 2020). Atualmente, 0 mundo esta
vivendo uma nova era causada pelo novo virus, declarada pela OMS em 30 de janeiro de 2020
como uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional (ESPII) e em 11 de mar¢o
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de 2020 a COVID-19, doenca causada pelo Coronavirus, foi apresentada como uma pandemia
(PAHO, 2020).

Segundo informacdes disponibilizadas no site da Organizacdo Pan-Americana da Salde
(OPAS), em conjunto com a OMS, foram confirmados no mundo 12.102.328 casos de Covid-19 e
551.046 mortes até o dia 10 de julho de 2020. O Brasil confirmou 1.864.681 casos e 72.100 mortes
até o dia 12 de julho de 2020, apresentando, no pais, uma letalidade de 3,9% e uma mortalidade de
34,3% (BRASIL, 2020b).

A maior preocupacéo pelos 6rgdos de satde é que ndo haja medicamento especifico para o
tratamento ou prevencédo da doenca (OLIVEIRA, 2020). A estratégia terapéutica utilizada consiste
basicamente em controlar os sintomas através de cuidados paliativos (HARRISON, 2020). Um dos
medicamentos mais utilizados é a Azitromicina, um antibiotico da subclasse dos macrolideos que
possui atividade bacteriostatica e age impedindo a producdo de proteinas essenciais para o
crescimento e reproducio das bactérias (BRASIL, 2013). E utilizado no tratamento de infeccdes
bacterianas respiratorias como bronquite e pneumonia (EMS, 2020). De acordo com o estudo de
DAMLE et al. (2020), a mesma pode desempenhar um papel terapéutico potencial em infec¢oes
virais respiratdrias incluindo SARS-CoV-2.

Contudo, devido a sua grande relevancia e comercializagdo, muitos usuarios acabam se
expondo ndo apenas aos possiveis efeitos benéficos como maléficos relacionados ao farmaco
(PRM). Segundo o Comité de Consenso (2002), PRM ¢ definido como “problemas de satde
entendidos como resultados clinicos negativos derivados da farmacoterapia que, produzidos por
diversas causas, conduzem ao nao alcance dos objetivos terapéuticos ou ao surgimento de efeitos
ndo desejados”. Esses problemas incluem a administracdo incorreta do medicamento,
caracteristicas pessoais, conservacdo inadequada, contraindicacdo, dose, frequéncia ou duracéo
inadequada, duplicidade, erro de dispensacdo, ndo adesdo a terapia, interacdes, entre outros
(CORRER; OTUKI, 2013).

Diante a situacdo atual, 0 mundo enfrenta uma das maiores pandemias ja vivenciadas, entre
os profissionais expostos estdo: médicos, dentistas, enfermeiros e dentre tantos outros se encontra
o profissional farmacéutico que, em conjunto multidisciplinar, operam no combate ao COVID-19.
Trabalhando ndo somente em hospitais na funcdo direta de prestacdo de servico promovendo a
assisténcia farmacéutica adequada, orientando e prevenindo os PRMs visando a seguranca do
paciente e a eficacia terapéutica (BRASIL, 2001), mas também na busca para solucionar de maneira
mais breve e eficaz os efeitos causados a satide por meio de vacinas ou de tratamentos. Desse modo,
0 presente estudo teve como objetivo orientar sobre os riscos do uso inadequado da Azitromicina.

2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um trabalho de revisdo bibliografica com pesquisas feitas em periédicos como:
Scientific Eletronic Library OnLine (SciELo), PubMed, Ministério da satde e Organizacdo Pan-
Americana da Saude (OPAS). Foram utilizados para a busca dos artigos 0s seguintes descritores:
Azitromicina, Assisténcia Farmacéutica, COVID-19, Problemas relacionados a medicamentos
(PRM) e seus correspondentes em inglés: Azithromycin, COVID-19, Pharmaceutical Services,
Drug-related Side Effects and Adverse Reactions. Considerados artigos publicados entre 2001 e
2020, seguindo como critérios de inclusdo estudos qualitativos e quantitativos que contivessem
informacdes, como: origens e evolucdo da doenca, os tratamentos farmacoldgicos utilizados, o
papel do farmacéutico frente a orientacdo terapéutica, além de artigos publicados na lingua
portuguesa e inglesa e como critério de excluséo os artigos que ndo abortassem 0s aspectos
farmacoldgicos da Azitromicina e estudos realizados com a Azitromicina associada a
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Hidroxicloroquina. Foram encontrados vinte artigos, apos aplicados os critérios de inclusdo e
exclusdo mencionados anteriormente, foram selecionados quinze artigos, dos quais foram
considerados para sintese do presente trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que a Azitromicina é um antibiotico com acao bacteriostatica que impede a multiplicacao
bacteriana e atua em amplo espectro. O mecanismo de acéo antibacteriano é conhecido e definido
a partir da ligagdo do farmaco ao RNA ribossémico da subunidade 50S dos microrganismos
responsaveis pela producdo de proteina que, apos a ligacédo, ocorre & inibicdo da sintese impedindo
a replicacdo das bactérias (KATZUNG, 2017).

De outro modo, um estudo foi realizado analisando o potencial antiviral presente na
Azitromicina, tanto in vitro quanto clinico, em que a importancia da pesquisa esta na coleta de
evidéncias que comprovem o uso antiviral desse medicamento. Esse papel de atividade antiviral
ainda ndo esta inteiramente conhecido, porém, de maneira hipotética, elevaria o pH no endossomo
e lisossomo das células e diminuiria a replicacdo viral. Contudo, 0 uso contra 0 novo virus ndo se
detém apenas na hipdtese de acdo antiviral, mas em atividades anti-inflamatéria e antibacteriana
que podem ser desempenhadas no tratamento de alguns sintomas de pacientes acometidos pelo
SARS-CoV-2 (DAMLE et al., 2020).

Os sintomas podem variar entre resfriados simples, problemas respiratérios leves, tosse
seca, dispneia, dor de garganta, nauseas ou vomitos e febre persistente (LIMA, 2020), dentre os
sintomas. Em casos agravados como pneumonia, bronquite e outras infeccGes bacterianas
associadas ao quadro clinico do paciente, sdo utilizados antibioticos na terapéutica, entre eles a
Azitromicina (BRASIL, 2020a).

O farmacéutico, sendo o profissional responsavel pela orientacdo adequada e prestacédo de
servigos a sociedade, atua diretamente na promocao do uso racional de medicamento, no combate
a desinformacdo e a propagacdo de informacdes erroneas (VIEIRA, 2007). As principais
informacdes que devem ser consideradas e enfatizadas neste periodo de pandemia e uso de diversos
tratamentos, sdo as possibilidades de reacfes adversas e as possiveis interacdes medicamentosas,
neste caso, as informacdes principais da Azitromicina estdo demonstradas respectivamente nas
tabelas 1 e 2, a seguir.

Tabela 1 — Efeitos adversos provocados pela Azitromicina

ORIGENS EFEITOS
GASTRINTESTINAL | Anorexia; nduseas; vomito/diarreia; dispepsia; desconforto
abdominal; constipacédo; flatuléncia; fezes amolecidas;
colite.
AUDITIVA Perda de audicdo; surdez e/ou tinido.
RENAIS Nefrite intersticial e disfungéo renal aguda.
HEPATICAS Hepatite; ictericia colestatica; em casos raros insuficiéncia
hepatica.
CARDIACAS Palpitagdes e arritmias; taquicardia ventricular.

Fonte: EMS, 2020.
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Tabela 2 — Principais interagdes medicamentosas da Azitromicina

MEDICAMENTOS REACOES

DIGOXINA Possibilidade de afetar o metabolismo da digoxina em alguns
pacientes; em casos de uso concomitante com azitromicina,
ha possibilidade de aumento dos niveis cardiotonico.
ANTIACIDOS Reducdo do pico de concentragdo plasmatica do antibiotico.

ZIDOVUDINA Aumento das concentragfes do metabolito ativo zidovidina
fosforilada ao administrar Azitromicina concomitantemente.
VARFARINA Né&o ha alteracdo do efeito anticoagulante da varfarina, porém
é necessario monitorar o tempo de protrombina se houver
administracdo concomitante.

CARBAMAZEPINA | Nao h4 evidéncias de alteragdes no uso concomitante, porém,
€ importante 0 monitoramento nestes casos.

Fonte: EMS, 2020.

4. CONCLUSAO

Logo, levando em consideracdo o momento atual, é indispensavel o papel do farmacéutico
no que diz respeito a orientacao do uso adequado de medicamentos, na pesquisa e busca por opcoes
de tratamentos em que muitos farmacos estdo sendo utilizados como possiveis terapias para o
combate da Covid-19. Um desses é a Azitromicina, no qual o profissional farmacéutico deve
informar e orientar a populacéo sobre os riscos da automedicagdo, 0 uso incorreto e possiveis
problemas relacionados com o0 mesmo como as reacfes adversas, as interagdes medicamentosas e
a resisténcia bacteriana os quais podem contribuir para a piora do quadro clinico e 0 mascaramento
de possiveis problemas secundarios.

5. REFERENCIAS

AZITROMICINA. Responsavel técnico Dio, Ronoel Caza. Sdo Paulo: EMS, 2020. Bula de
Remédio.

BRASIL. Ministério da Salude. Secretaria de Politicas de Saude. Departamento de Atencdo Basica.
Geréncia Técnica de Assisténcia Farmacéutica. Assisténcia Farmacéutica: instrucdes técnicas
para asua organizacdo. Série A. Normas e Manuais Técnicos, 1.ed. Ministério da Saude, Brasilia,
2001, 114p.

BRASIL, Ministério da Saude. Nota Técnica N°243/2013. Brasilia, DF, 2013.

BRASIL. Ministério da Saude. Diretrizes para diagnoéstico e tratamento da COVID-19.
Brasilia, DF: [Ministério da Saude], 2020a. Disponivel em:
https://portaldeboaspraticas.iff.fiocruz.br/atencao-mulher/diretrizes-para-diagnostico-e-
tratamento-da-covid-19-ms/.

BRASIL. Ministério da Saude. Painel Coronavirus. Brasilia, DF: [Ministério da Saude], 2020.
Disponivel em: https://covid.saude.gov.br/. Acesso em: 13 de julho de 2020b.

19


about:blank
about:blank
about:blank

m 6° ENCONTRO BRASILEIRO PARA

INOVACAO TERAPE.UTI
INOVAGOES PARA O ENFRENTAMENTO DA COVID-18

COMITE DE CONSENSO. Segundo consenso de Granada sobre problemas relacionados con
medicamentos. Ars Pharm., v.43, n.3-4, p.175-184, 2002.

CORRER, Cassyano J.; OTUKI, Michel F. A pratica farmacéutica na farméacia comunitéria. 1.
ed. Porto Alegre: Artmed, 2013.

DAMLE, B.; VOURVAHIS, M.; WANG, E.; LEANEY, J, CORRIGAN, B. Clinical
Pharmacology Perspectives on the Antiviral Activity of Azithromycin and use in COVID-109.
Clinical pharmacology & therapeutics, volume 0, n° 0, 17 de abril de 2020.

HARRISON, C. Coronavirus Puts Drug Repurposing on the Fast Track. Nat Biotechnol 2020;
38:379-81.

KATZUNG, Bertram G. — Farmacologia bésica e clinica. 13. ed. Porto Alegre: AMGH Editora,
2017.

LIMA, Claudio Marcio Amaral de Oliveira. Informacdes sobre o novo coronavirus (COVID-
19). Radiol Bras, vol. 53, n 2, S&o Paulo, 2020.

OLIVEIRA, E. H. A. Coronavirus: prospeccéo cientifica e tecnoldgica dos farmacos em estudo
para tratamento da Covid-19. Cadernos de Prospeccdo, Salvador, v. 13, n. 2, Edicdo Especial, p.
412-423, abril, 2020.

OPAS — ORGANIZAQAO PAN-AMERICANA DA SAUDE. Folha informativa - COVID-19
(doenca causada pelo novo Coronavirus), 2020. Disponivel em: https://www.paho.
org/bra/index.php?option=com_content&view=article&id=6101:covid19&Itemid=875.  Acesso
em: 13 julho de 2020.

VIEIRA, Fabiola Supino. Possibilidades de contribuicdo do farmacéutico para a promocéo da
saude. Cienc & Saude Coletiva, vol. 12, n. 1, Rio de Janeiro, 2007.

ZHU, N.; ZHANG, D.; WANG, W.; LI, X.; YANG, B.; SONG, J, et al. A novel coronavirus from

patients with pneumonia in China, 2019. N Engl J Med [Internet]. 2020 Feb [cited 2020 Jul 13];
382:727-33. Available from: Available from: http://doi.org/10.1056/NEJM0a2001017.

20


about:blank

m 6° ENCONTRO BRASILEI|

INOVACAO TERAPEUTIC AL
INOVAGOES PARAO ENFREN NTO DA COVID-18 Q‘é)%/

AREA DE SUBMISSAOQ: Assisténcia Farmacéutica

ARMAZENAMENTO DE MEDICAMENTOS NA CENTRAL DE
ABASTECIMENTO FARMACEUTICO (CAF) DE UM
MUNICIPIO DO PIAUI, BRASIL

.E.C.HOLANDA!® E. P.FONTENELE! e S. M. de ANDRADE?

! Universidade Federal do Piaui, Centro de Ciéncias da Satide, Departamento de Farmécia;
2 Centro Universitario Santo Agostinho, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Farmacia.
E-mail para contato: holandap2@outlook.com

RESUMO - Introducdo: O armazenamento adequado e a preservagdo de medicamentos sdo
fatores fundamentais para sua eficacia. A vasta oferta de medicamentos, a falta da atencéo
farmacéutica referente ao modo de armazenamento dos mesmos e a ma conservacao podem afetar
as caracteristicas do farmaco e o pode trazer riscos a saude de pacientes nos hospitais. Diante
deste cenario, foi elaborado um estudo, com o objetivo de avaliar o processo de armazenamento
de medicamentos na Central de Abastecimento Farmacéutico em um municipio do Piaui- Brasil.
Metodologia: Trata-se de um estudo transversal, de carater descritivo-exploratorio, desenvolvido
no més de junho de 2020. A coleta de dados se deu por meio da aplicacéo de roteiro de inspecao,
elaborado com base nas Boas Praticas para Estocagem de Medicamentos e nos requisitos de
armazenamento preconizados pela RDC n° 44/09, da Anvisa. Resultado e Discussdo: Dos 16 itens
avaliados, 63% apresentaram ndo conformidade. Itens como a néo existéncia de procedimentos
escritos sobre armazenamento, falta de instalacdes elétricas em adequado estado de seguranca e
piso, paredes e teto em adequadas condicdes de conservacdo. Também auséncia de iluminagéo
adequada, de medicamentos protegidos da acdo direta da luz solar e controle da umidade e
temperatura ambiente. O sistema de armazenamento da Central de Abastecimento Farmacéutico
do municipio em estudo, necessita ser otimizado em diversos pontos, visando ao fortalecimento
do ciclo da assisténcia farmacéutica. Conclusdo: Os resultados revelam a precariedade em que
se encontram esta unidade e, consequentemente, 0 que pressupde a necessidade de atuacdo mais
intensa por parte de gestores e da vigilancia sanitaria.

Palavras-chave: Farméacia hospitalar, Assisténcia farmacéutica, Armazenamento de
medicamentos, Farmacovigilancia.

ABSTRACT - Introduction: Adequate storage and preservation of medicines are fundamental
factors for their effectiveness. The vast supply of medications, the lack of pharmaceutical attention
regarding the way they are stored and their poor conservation can affect the characteristics of the
drug and can bring risks to the health of patients in hospitals. The objective of evaluating the drug
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storage process at the Central de Abastecimento Farmacéutico in a municipality in Piaui-Brazil.
Methodology: This is a cross-sectional, descriptive-exploratory study, carried out in June 2020.
The data collection took place through the application of an inspection script, prepared based on
Good Practices for Stocking Medicines and in the storage requirements recommended by RDC n°
44/09, of Anvisa. Result and Discussion: Of the 16 items evaluated, 63% showed non-compliance.
Items such as the lack of written procedures on storage, lack of electrical installations in an
adequate state of security and floor, walls and ceiling in adequate conservation conditions. In
addition, lack of adequate lighting, medicines protected from direct sunlight and control of
humidity and ambient temperature. The storage system of the Pharmaceutical Supply Center of
the municipality under study needs be optimized in several points, aiming at strengthening the
pharmaceutical assistance cycle. Conclusion: The results reveal the precariousness where this
unit is located and, consequently, what presupposes the need for more intense action on the part
of managers and health surveillance.

Keywords: Hospital pharmacy, Pharmaceutical assistance, Drug storage, Pharmacovigilance.

1. INTRODUCAO

A assisténcia farmacéutica € parte indispensavel nos processos de atencdo a saude em todos
os niveis de complexidade, especialmente no &mbito hospitalar. Assim torna-se essencial que as
atividades do servico de farmacia sejam executadas de forma que garantam efetividade e seguranca
no processo de utilizagdo dos medicamentos, valorizando resultados clinicos e econémicos
(SILVA, 2015). Fato que o farmacéutico é o responsavel legal por todo o fluxo do medicamento
dentro da unidade hospitalar. Assim, as atividades de logistica neste local englobam a
armazenagem de materiais médico-hospitalares, medicamentos e outros materiais. Alem disso,
inclui também a elaboracéo de normas e controles que garantam a sistematica da distribuicdo (CRF-
SP, 2010). Desse modo, a Portaria GM N° 3.916/98, determina a Politica Nacional de
Medicamentos, instrumento que passa a orientar as acfes no campo dos medicamentos, com o
propdsito principal de garantir a necessaria eficacia de farmacos (BRASIL,1998).

Entretanto, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) estabeleceu como seu grande desafio
para a proxima década a melhoria na racionalidade do uso de medicamentos, havendo uma
necessidade de promover a avaliacdo desse uso e supervisionar 0 seu consumo (SILVA;
GERON,2018). Os medicamentos devem ser dispensados de acordo com a garantia de adequadas
condicBes de transporte, rastreabilidade do produto e a preservacdo da identificacdo até o
consumidor final. Fato que a seguranca de um farmaco inicia com o balango de seu inerente
potencial de risco, sendo atribuida corretas prescri¢des, dispensacdo, aquisicdo, administracéo,
armazenamento e termina com a adesdo do paciente ao tratamento (BALK et al.,2015). Dessa
forma, é possivel evitar internacfes desnecessarias, melhorar a equidade, diminuir o uso de
medicamentos e, consequentemente, facilitar o controle publico sobre o sistema e oferecer mais
satisfacdo aos usuarios. Embora o medicamento seja o recurso terapéutico com melhor relagéo
custo efetividade, o uso inadequado torna-se um importante problema de satde publica mundial,
com grandes consequéncias economicas (RIBEIRA; HEINECK,2010).

No ambiente hospitalar, a armazenamento de medicamentos compreende um conjunto de
atividades de carater técnico, administrativo e operacional que engloba procedimentos de
recebimento, estocagem, seguranca, conservagédo e controle de estoque, contemplando, desde a
avaliacdo das instalages fisicas, externas e internas, até a garantia de que o medicamento prescrito,
na apresentagdo farmacéutica e dose correta, chegaram até o paciente. O armazenamento
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inadequado pode gerar os mais variados tipos de perigos, portanto, dependendo do tipo do produto
e da maneira como eles sdo armazenados, pode haver, desde simples prejuizos financeiros, até
complicacdes mais graves, como morte ou intoxicacdo. Portanto, 0 armazenamento é uma atividade
necessaria para garantir a qualidade dos medicamentos, através da protecdo contra os riscos de
alteracdes fisico-quimicas e microbiologicas, incluindo recebimento de medicamentos, seguranca,
conservacao e controle de estoque (SOUZA et al.,2011). Diante deste cenario, foi elaborado um
estudo, com o objetivo de avaliar o processo de armazenamento de medicamentos na Central de
Abastecimento Farmacéutico em um municipio do Piaui- Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo transversal, de carater descritivo-exploratorio, desenvolvido no més
de junho de 2020. Foi realizada por meio da aplicacdo, pelo farmacéutico lotado na CAF e
académicos de farméacia da Universidade Federal do Piaui, de um roteiro de inspecéo, elaborado
com base nas Boas Praticas para Estocagem de Medicamentos e nos requisitos de armazenamento
preconizados pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 44/09, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o qual contém 16 itens (variaveis independentes), cujo resultado
para cada um é sim (conforme) ou ndo (ndo conforme). Os dados da tabela foram tratados por meio
de calculo de porcentagem e apresentados em gréafico e tabela via programa Excel. No que toca o0s
aspectos éticos, por se tratar de estudo que ndo envolveu seres humanos, direta ou indiretamente,
foi dispensavel a apreciacdo por Comité de Etica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As instituicBes de salde devem ter como meta o atendimento das necessidades e expectativas
de seus usuérios. Para tanto, é fundamental que a infraestrutura de suas Centrais de Abastecimento
Farmacéutico (CAF) sejam capazes de garantir um elevado padrdo de gqualidade na assisténcia.
Cabe ressaltar que a qualidade da assisténcia apoia-se concretamente na avaliagdo de trés
dimens@es - estrutura, processo e resultados, sendo estes fundamentais para o desempenho da
organizacdo (PERTENCE; MELLEIRO,2010). Entretanto, das dentre 16 variaveis independentes
analisadas, 10 estavam ndo conformes no momento da coleta de dados (63%) conforme a Figura
1 e Quadro 1. Tais itens sdo importantes para garantir a utilizacao segura de medicamentos, porém
ndo estavam presentes, por exemplo contemplar a existéncia de procedimentos escritos sobre
armazenamento, instalacGes elétricas em adequado estado de seguranca e uso (fios soltos, tomadas
insuficientes) e piso, paredes e teto em adequadas condi¢bes de conservacdo. Também de
iluminacdo adequada, medicamentos protegidos da acéo direta da luz solar, controle da umidade e
temperatura ambiente, medicamentos armazenados em prateleiras e afastados de piso e parede,
area especifica e identificada para medicamentos vencidos/avariados, destino correto aos
medicamentos com prazo de validade expirado e medicamentos examinados fisicamente
(integridade, prazo de validade, quantidade), quando de sua chegada.
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M Itens em conformidade M Itens em ndo conformidade

Figura 1. Distribuicdo dos itens do roteiro de inspecdo quanto a conformidade as Boas Praticas
para Estocagem de Medicamentos, na Central de Abastecimento Farmacéutico (CAF) em

Teresina-Piaui,2020.
Fonte: proprio autor, 2020

Quadro 1: Roteiro de Inspecdo, elaborado com base nas Boas Praticas para Estocagem de
Medicamentos, aplicado na Central de Abastecimento Farmacéutico (CAF), em Teresina, Piaui,

em junho de 2020.
ITENS AVALIADOS SIM NAO

(A)Existéncia de responsavel técnico
(B)Existéncia de procedimentos escritos sobre armazenamento de medicamentos X
(C)Instalacdes elétricas em adequado estado de conservagao, seguranga e uso X
(D)Existéncia de equipamento de seguranca para combate a incéndio
(E)Piso, paredes e teto em adequadas condigdes de conservagéo X
(F)lluminacdo adequada X
(G)Medicamentos protegidos da acéo direta da luz solar X
(H)Controle de umidade e temperatura ambiente X
(DMedicamentos armazenados em prateleiras e afastados de piso e parede X
(J)Todos os medicamentos apresentam ndmero de registro, namero de lote, data de
fabricacéo e prazo de validade
(K)Todos os medicamentos com prazo de validade vigente
(L)Area especifica e identificada para medicamentos vencidos/avariados X
(M)Destino correto aos medicamentos com prazo de validade expirado X
(N)Existéncia de local fechado para guarda de medicamentos controlados
(O)Medicamentos examinados fisicamente (integridade, prazo de validade, X
quantidade), quando de sua chegada
(P)Inexisténcia de produtos que ndo medicamentos e correlatos

Legenda:Sim:Conformidade;Nao:Em nédo conformidade.
Fonte: proprio autor,2020.
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A quantidade de farmacéuticos dependera das atividades desenvolvidas, da complexidade
do cuidado, do grau de informatizacdo e mecanizacdo da unidade (SBRAFH, 2007). Assim, a
existéncia do responsavel técnico farmacéutico exerce papel fundamental neste contexto. A
Resolucao n°492 de 26 de novembro de 2008, do Conselho Federal de Farmacia (CFF) estabelece
como fungdes do farmacéutico, em ambito hospitalar, o cumprimento da legislacdo vigente no
que diz respeito ao armazenamento, conservacao, controle de estoque de medicamentos, produtos
para a saude, saneantes, insumos e materias-primas, bem como as normas relacionadas coma
distribuicdo e utilizagdo dos mesmos(SOUZA et al.,2011).Portanto, o farmacéutico hospitalar
contribuir na promocdo do uso racional de medicamentos, na qualidade dos servicos prestados e
na gestéo das atividades de assisténcia farmacéutica (FONSECA, 2017).

Enquanto aos procedimentos escritos sobre armazenamento de medicamentos, para
Organizagdo Mundial de Saude, deve-se tomar cuidado com a maneira de armazenar, pois se ndo
forem seguidas as recomendacdes dos procedimentos de armazenamento, 0 medicamento pode
tornar-se ineficaz ou trazer consequéncias graves a salde do usuério. Fato que é importante que a
farmacia hospitalar possa garantir a qualidade dos medicamentos, tornando o armazenamento uma
das pecas chave para garantir eficAcia do farmaco, pois 0 mau acondicionamento propicia a
degradacdo e com isso os medicamentos podem ndo exercerem o efeito desejado (SILVA;
GERON,2018).

No armazenamento de medicamentos € essencial a pratica de estocagem em ambientes
apropriados, de acordo com as suas caracteristicas e condi¢Ges especificas de conservacao
requeridas por cada medicamento conforme instrucbes do fabricante. Qualquer edificio que seja
destinado a estocagem de medicamentos deve ter area, construcdo e localizagdo bem como
facilidades para manutencdo, limpeza e inspecdo adequadas. Deve-se precaver, também, de
dispositivos de alerta que detectem sinais de defeitos nos equipamentos de refrigeracdo (camaras
frias e/ou equipamentos de ar condicionado) para pronta manutencdo (BRAGA; VITAL,2019).
Apesar disso no presente hospital ndo apresentou instalagdes elétricas em adequado estado de
conservagdo, seguranca e uso.

Enquanto que em relacdo & acdo direta da luz solar os medicamentos e produtos devem
estarem armazenados ao abrigo da luz solar direta. Assim, € importante evitar lugares quentes,
pois este fator pode interferir na acdo do farmaco podendo perder a sua eficacia e até mesmo
podendo prejudicar o organismo, o melhor local para o armazenamento é um local arejado com
temperatura mais agradavel. Quando armazenados de forma incorreta, em ambientes com
incidéncia direta da luz, pode ocorrer alteracbes na composi¢ao (quimica, fisica e microbioldgica)
dos medicamentos, com a diminuicdo da efetividade terapéutica ou elevacao do risco de efeitos
toxicos de acordo com o tipo de degradacao sofrida pelo farmaco (SILVA;GERON,2018).

Adicionalmente, os riscos inerentes a ma utilizacao e ao armazenamento de medicamentos,
a falta de cuidados pode afetar a efetividade e a seguranca dos medicamentos. (PIVETA et
al.,2015). Assim, chama a atencdo o pouco cuidado com a afericdo de temperatura e umidade,
especialmente nas regides mais quentes e umidas como no Nordeste, que pode chegar a apresentar
temperaturas superiores a 30°C. Disso destaca-se a importancia do mapeamento de temperatura
nos equipamentos refrigerados que séo destinados ao armazenamento de medicamentos
termolabeis, para assegurar que estes estdo propicios a utilizacgdo humana. Neste caso o
armazenamento deve ser feito com temperatura controlada entre 2° e 8° C, monitorados
constantemente, no minimo, por duas vezes ao dia, durante todos os dias da semana e que estes
registros sejam arquivados durante toda a validade do medicamento para eventuais avaliagOes

25



m INOVAGAO TEF

INOVAGOES PARA O ENFREN'

(BRAGA;VITAL,2019).Visto que ha possibilidade de perda da estabilidade do farmaco, que é
antecipada por fatores como temperatura, presenca de oxigénio, luz solar, radiagédo e umidade,
demonstra a necessidade do profissional farmacéutico quanto a orientacdo do uso e do
armazenamento correto desse medicamento (SILVA;GERON,2018).

De acordo comas Boas Praticas, as instalacbes devem possuir superficies internas (piso,
paredes e teto) lisas e impermeaveis, em perfeitas condicdes (GOMES; BATISTA,2019).Desse
modo, os medicamentos e produtos devem estar armazenados em prateleiras amplas, paredes
claras ou sobre estrados espagados, respeitando uma distancia minima das paredes, evitando a
umidade e o acumulo de sujidade, além de iluminacdo adequada e extintores bem localizados
(SILVA;GERON,2018).Quanto a estrutura da CAF do presente hospital, foram observadas
algumas inadequacdes, como falta de locais adequados, suportes e prateleiras para armazenamento
dos medicamentos, as quais levaram a dificuldades de organizacdo. Observou-se também a
auséncia de pisos e paredes lisos, que facilitem a higienizacdo do local e, consequentemente,
dificultando a garantia da seguranca para o acondicionamento dos medicamentos dentro do
hospital. Percebeu-se ainda que devido a falta de espaco no hospital em estudo, parte do
medicamento é estocado em um depdsito que fica integrado a CAF (Central de Armazenamento
Farmacéutico). Nesse deposito ha base pallet de plasticos que consiste em um estrado de
dimensdes variadas de acordo com as necessidades do local.

Quanto a verificacdo do prazo de validade dos medicamentos, essa préatica evita a utilizacdo
de produtos com prazo de validade expirado, o que, na maioria das vezes, 0s tornam inefetivos,
além da possibilidade de causarem efeitos indesejados ou intoxicacdes (GENARRO, 2003).Assim,
de acordo com os roteiro de inspec¢do da tabela 1,todos os medicamentos estavam com o prazo
de validade vigente das Boas Praticas para Estocagem de Medicamentos, aplicado na Central
de Abastecimento Farmacéutico (CAF) do hospital em estudo.

O Gerenciamento de Residuos tem como principal objetivo minimizar a producdo de
residuos e proporcionar seu encaminhamento seguro. Assim, segundo a Resolugdo RDC ANVISA
n° 306/2004, o gerenciamento de residuos deve abranger todas as etapas de planejamento dos
recursos fisicos, dos recursos materiais e da capacitacdo dos recursos humanos envolvidos no
manejo dos residuos. Modo que o gerenciamento dos medicamentos no setor hospitalar é de
extrema importancia para a qualidade dos atendimentos dos pacientes assistidos e este trabalho
deve ser obrigatoriamente feito por profissional farmacéutico, Gnico habilitado para a execugéo de
todas as atividades relacionadas ao controle de medicamentos em ambito hospitalar (SOUZA et
al.,2011).

Entretanto, no hospital dessa pesquisa ndo ha area especifica e identificada para
medicamentos vencidos/avariados e de destino correto aos medicamentos com prazo de validade
expirado. Como consequéncias da sobra de medicamentos, muitos destes produtos acabam sendo
descartados de forma inadequada, sendo um fato preocupante, uma vez que dependendo do grau
de toxicidade, podem causar contaminagdo ao meio ambiente. Nesse sentido, os medicamentos
ndo devem ter a mesma destinagdo final de residuos comuns (lixo domiciliar). De acordo com a
Politica Nacional de Residuos Solidos, os servicos de saude sdo os responsaveis pelo correto
gerenciamento de todos os residuos dos servigos de satde (RSS) por eles gerados. Além disso, 0s
produtos farmacéuticos, segundo a Secretaria de Saude do Municipio de S&o Paulo, quando
vencidos, contaminados, interditados ou ndo utilizados, sdo residuos que apresentam risco
potencial a saude publica. Desta forma, a farmacia hospitalar, em estudo, deve estabelecer um
sistema de gerenciamento de residuos, de forma a dar destinacao final aos produtos descartados
(SOUZA et al.,2011).
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A area de estocagem propriamente dita deve conter: area distinta para medicamentos e
correlatos; area fechada a chave para psicotropicos (0s quais sdo mantidos dentro da farmacia em
um armario e fechados a chave).Fato este em que o hospital em estudo estd de acordo com a
portaria n® 344, de 12 de maio de 1998,que consta que deverdo ser obrigatoriamente guardados
sob chave ou outro dispositivo que ofereca seguranca, em local exclusivo para este fim, sob a
responsabilidade do farmacéutico (BRASIL,1998).

Além do prazo de validade, é necessario observar outros aspectos fisicos(integridade e
quantidade) dos medicamento antes de sua utilizacdo, a fim de evitar o risco de exposicdo a
produtos degradados ou contaminados, a fim de descartar os medicamentos vencidos ou
inadequados para o uso (PIVETA et al.,2015).Assim, a analise dos medicamentos quanto sua
integridade é uma atividade de controle administrativo que visa a eficiente programacao e
aquisicdo de produtos no momento e na quantidade para atender a demanda sem que haja sobre
carregamentos fisicos e no sistema, mantendo-se em equilibrio, para evitar danificacdes, perdas e
obsolescéncias de produtos. Assim, deve ser visto o acondicionamento dos produtos conforme
nome, nimero do lote e data de validade, sendo que os medicamentos com datas de validade mais
préxima devem ser dispostos na frente para que sejam distribuidos primeiramente, bem como com
registros de todas as retiradas, evita perdas, seja por obsolescéncia e/ou extravios
(BRAGA;VITAL,2019).

4. CONCLUSAO

Os resultados obtidos por meio desse estudo revelaram a fragilidade no processo de
armazenamento e que ha necessidade de melhorias quanto as caracteristicas fisico-estruturais e em
que se encontram a Central de Abastecimento Farmacéutico do hospital em estudo.Assim,
necessita ser otimizado em diversos pontos, para que haja um fortalecimento do ciclo da assisténcia
farmacéutica.Por exemplo, mudancas na estrutura fisica, que garantam a estabilidade fisico-
guimica dos produtos, sdo cruciais. Além disso, uma melhor organizacdo do processo de trabalho
e 0 cumprimento das boas praticas que regem todo o processo de armazenamento Sa0 Necessarios,
a fim de propor melhorias para a constru¢do de uma forma mais adequada de armazenamento,
assegurando acesso a medicamentos de qualidade.
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RESUMO - Introducdo: No ambiente hospitalar, a categoria dos medicamentos de alta
vigilancia (MAV) requer atencéo especial por apresentarem risco aumentado de provocar danos
por falha no processo de utilizagcdo. Dessa forma, eles necessitam de monitoramento constante
principalmente quanto ao armazenamento, identificacdo e administracéo, fazendo-se necessaria
arealizacdo de vistorias internas para garantir a conformidade quanto a esses critérios. Objetivo:
Verificar aspectos referentes a conformidade das estratégias adotadas no ciclo de cuidados para
prevencado e reducdo de erros relacionados aos MAV em postos de enfermagem. Metodologia:
Estudo transversal, retrospectivo, realizado no periodo de abril a junho de 2020 em postos de
enfermagem da instituicdo. O tamanho da amostra foi definido a partir do calculo amostral (95%
de confianca), baseado no total de MAV dispensados e foram avaliadas as variaveis local de
armazenamento, presenca de etiqueta sinalizadora e etiqueta de identificacdo do paciente.
Resultados: Houve uma reducdo gradativa das ndo conformidades em relacdo a etiqueta
sinalizadora e a identificacdo do paciente, no entanto, o quesito armazenamento nao teve 0 mesmo
comportamento, sugerindo ser o quesito de maior fragilidade dentre os analisados. Concluséao:
O presente estudo demonstra a necessidade da constante acao de corre¢édo de ndo conformidades
relacionadas a esses medicamentos, bem como a necessidade de futuras ac@es educativas a equipe
de saude, com a finalidade de garantir a qualidade da assisténcia e seguranca do paciente.

Palavras-chave: Agdes educativas; Conformidade; Medicamentos; Vistorias.

ABSTRACT - Introduction: In hospital environment the drug category named high alert
medications (HAM) needs special attention, due to an increased risk of causing significant damage
as a result of failure in administration process. Thus, they need constant monitoring mainly
regarding storage, identification and administration making it necessary to carry out internal
inspections to ensure compliance with these criteria. Objective: Verify aspects related to the
compliance of the strategies adopted in the care cycle for the prevention and reduction of errors
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related to HAMs in nursing stations. Methodology: Cross-sectional, retrospective study, carried
out from April to June 2020 at institutional nursing stations. Sample size was defined according
to sample calculation (95% confidence), based on the total number of HAMs monthly dispensed
and the parameters location of storage, presence of signaling tag and patient identification tag
were evaluated. Results: There was a gradual reduction in non-conformities in relation to the
signaling tag and patient identification however, the item storage did not have the same behavior,
which suggests that it is the item of greatest fragility among the analyzed parameters. Conclusion:
The present study demonstrates the need for constant actions to correct non-conformities related
to these drugs, as well as the need for future educational actions for the health team, in order to
guarantee the quality of care and patient safety.

Keywords: Compliance; Drugs; Educational actions; Inspections.

1. INTRODUCAO

Medicamentos de alta vigilancia (MAV) sdo aqueles que apresentam risco aumentado de
provocar danos significativos, inclusive obito, se ocorrerem falhas em sua utilizacdo no paciente.
Estas falhas podem advir de diversos processos, como prescricdo, administragdo, dispensacao,
identificacdo. Neste sentido, a Organizacdo Mundial de Saude e a Joint Comission International,
criaram seis metas destinadas as areas de maiores problemas quanto a seguranca do paciente, sendo
a terceira meta a melhoria da seguranca dos medicamentos de alta vigilancia (Menezes et al., 2016;
Joint Comission International, 2017; Sodré-Alves, 2018; Arduini et al., 2019).

As auditorias internas hospitalares constituem-se em uma ferramenta de controle e
regulacdo dos servicos de satde. No passado, era associada principalmente a deteccdo de erros,
irregularidades e fraudes, no entanto, com o passar do tempo, 0 seu papel comecgou a abranger
também outras areas, ndo como uma instancia fiscalizadora, mas apoiadora e de carater educativo,
na busca da qualidade da assisténcia em salde (Lima et al., 2017; Rosa, 2017).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo realizar processos de auditoria
interna em postos de enfermagem de um hospital privado de alta complexidade a fim de verificar
a conformidade das estratégias adotadas no ciclo de cuidados dos medicamentos de alta vigilancia.

2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo de corte transversal, retrospectivo, realizado no periodo de abril a
junho de 2020 nos postos de enfermagem de um hospital privado de alta complexidade localizado
na cidade do Recife-PE. Em cada més foram realizadas duas auditorias, que foram mediadas por
farmacéuticas residentes.

O tamanho da amostra foi definido de acordo com o calculo amostral (95% de confianca),
baseado no total de MAV dispensados por més. As seguintes varidveis foram abordadas referentes
aos MAV: local de armazenamento, presenca de etiqueta sinalizadora (alta vigilancia/termolabil)
e etiqueta de identificacdo do paciente. Para cada variavel analisada foi atribuida a conformidade
ou ndo conformidade.

Apos realizacdo de cada auditoria, foi gerado um relatério de recomendacGes para a
adequacao das ndo conformidades encontradas no setor. Todos os dados foram registrados em
planilha para analise percentual.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do relatdrio gerado atraves do sistema de dispensacao eletronico da instituicdo, foi
possivel obter o seguinte calculo amostral que pode ser encontrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Célculo para defini¢do do tamanho da amostra

MEDICAMENTOS CALCULO AMOSTRAL MEDICAMENTOS
DISPENSADOS (95% de confianga) COLETADOS
Abril 38.748 381 455
Maio 53.957 382 521
Junho 44,902 381 509

Apos a definicdo do numero minimo de medicamentos a serem analisados, foram realizadas
as auditorias. Dentre as classificacGes quanto a contetdo e fins, a auditoria realizada na institui¢éo
consiste em vistoria de conformidade, que compreende a verificagdo do cumprimento, pela
entidade auditada, das condigOes, regras e regulamentos especificados. Em uma auditoria de
conformidade de MAYV, as entidades devem ser auditadas quanto a adequacdo as estratégias que
garantiréo a seguranca do paciente frente aos riscos de falhas relacionadas a estes medicamentos
(De Andrade, Sicheski, 2017; Costa, 2019). Os resultados encontrados apos a auditoria realizada
podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2 - Total de ndo conformidades encontradas nos meses analisados

NAO CONFORMIDADES
ETIQUETA IDENTIFICACAO
MEDICAMENTOS ARMAZf?',/A)M ENIS SINALIZADORA DO PACIENTE
COLETADOS ° n (%) n (%)
Abril 455 40 (8,8 %) 5 (1,1%) 99 (21,7 %)
Maio 521 47 (9,0%) 4 (0,8%) 77 (14,8 %)
Junho 509 40 (7,8%) 0 (0,0%) 66 (12,9%)
TOTAL 1485 127 (8,5%) 9 (0,6%) 242 (16,3%)

Os dados apresentados demonstram a importancia da realizacéo das auditorias internas visto
que, etiquetagem diferenciada (sinalizacdo de alta vigilancia), armazenamento sinalizado e
identificacdo do paciente no medicamento fazem parte do ciclo de cuidados relacionados aos MAV,
sendo importantes para diminuir e prevenir os erros (Instituto Para Praticas Seguras no Uso de
Medicamentos, 2016; Silva, Oliveira, 2016).

E possivel observar que houve uma reducio gradativa das ndo conformidades em relacio a
etiqueta sinalizadora e a identificacdo do paciente, no entanto, o quesito armazenamento néo teve
0 mesmo comportamento, 0 que sugere ser o quesito de maior fragilidade dentre os parametros
analisados. Devido ao seu conhecimento técnico-cientifico, o farmacéutico é um profissional
capacitado para visualizar tanto as ndo-conformidades e irregularidades e suas causas, bem como
fornecer a orientacdo e apoio necessarios, direcionando a tomada de decisdo quanto a acdes
corretivas e preventivas (Barros, 2018).

A partir do exposto, foram implementadas a¢Ges a fim de promover a melhoria continua
nos parametros relativos aos MAV, sendo utilizados instrumentos visuais e verbais: producédo de
documento formal onde continham as orientacbes necessérias direcionadas a equipe de
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enfermagem para realizar as corre¢des pontuadas durante a auditoria; confeccdo de banner
informativo sobre os medicamentos de alta vigilancia, mudangas nas embalagens para facilitar a
diferenciacdo e jogo educativo. Neste sentido, as perspectivas futuras incluem a andlise dos
mesmos parametros ap6s a mudangas, que tornou-se mais completa, tendo como ponto de partida
o0s dados analisados.

4. CONCLUSAO

Os medicamentos de alta vigilancia necessitam de atencdo especial por estarem mais
propensos a erros de medicacdo. A realizacdo de auditorias internas de MAV demonstrou ser um
método eficaz para promover a reducdo das ndo conformidades assim como para identificar os
quesitos de maior fragilidade no ciclo de cuidados dos MAV. Assim, fica evidente a necessidade
da constante acdo de correcdo de nao conformidades relacionadas a esses medicamentos e
importancia da continuidade das auditorias periodicas. Outra estratégia que pode vir a ser adotada
para garantia da qualidade da assisténcia e seguranca do paciente é a educacgdo continua da equipe
de saude como forma de reforcar a importancia do cuidado no manejo dessa categoria de
medicamentos.
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RESUMO-Introducdo: Muitos fatores contribuem para a resposta do paciente a terapia
antirretroviral (TARV), incluindo adesdo farmacologica. Neste contexto, a presenca do
farmacéutico é imprescindivel para orientar o paciente em relacdo a terapia tornando mais
simples a compreensdo da importancia do uso correto do medicamento. Desse modo, 0 objetivo
do trabalho € relatar a experiéncia de académicos de farmécia na atuacdo na linha de cuidado de
pessoas vivendo com HIV/AIDS em um hospital de referéncia em doencas tropicais do estado do
Piaui- Brasil. Metodologia: Esse estudo trata-se de um relato de experiéncia. Foram feitas
entregas de antirretrovirais e revisdo da farmacoterapia em pacientes portadores de HIV/AIDS
admitidos na farmacia ambulatorial e internados no periodo de agosto de 2019 a dezembro de
2019. Resultados e Discussdo: Foi possivel que os académicos aprofundassem seu estudo clinico
com medicamentos de uso em pacientes de HIV/AIDS. Isso foi essencial por informar aos pacientes
sobre cada medicamento prescrito, como também fornece instrugdes claras sobre o tratamento,
tais como de uso, dose, frequéncia, via de administracdo, reacOes adversas, forma de
armazenamento, possiveis efeitos colaterais e interagdes com outros medicamentos. Concluséo:
Possibilitou compreender a importancia do profissional farmacéutico na pratica clinica para
pacientes em terapia HIV/AIDS, bem como contribuir para reflexdes e discussdes sobre a
importancia desse profissional na atencédo farmaceéutica.

Palavras- chave: Linhas de cuidado; Assisténcia Farmacéutica; Educacdo em saude.

ABSTRACT-Introduction: Many factors contribute to the patient's response to antiretroviral
therapy (ART), including pharmacological adherence. In this context, the presence of the
pharmacist is essential to guide the patient in relation to therapy, making it easier to understand
the importance of the correct use of the medication. In this way, the objective of the work is to
report the experience of pharmacy students working in the care of people living with HIV / AIDS
in a referral hospital for tropical diseases in the state of Piaui-Brazil. Methodology: This study is
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an experience report. Deliveries of antiretrovirals and revision of pharmacotherapy were provided
to patients with HIV / AIDS admitted to the outpatient pharmacy and hospitalized from August
2019 to December 2019. Results and Discussion: It was possible for academics to deepen their
clinical study with medications for use in HIV / AIDS patients. This was essential for informing
patients about each medication prescribed, as well as providing clear instructions on treatment,
such as use, dose, frequency, route of administration, adverse reactions, form of storage, possible
side effects and interactions with other medications. Conclusion: It made it possible to understand
the importance of the pharmaceutical professional in clinical practice for patients undergoing HIV
/ AIDS therapy, as well as to contribute to reflections and discussions about the importance of this
professional in pharmaceutical care.

Keywords: Care lines; Pharmaceutical care; Health education.

1. INTRODUCAO

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € um retrovirus causador da AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana) que ataca o sistema imunoldgico. Atinge, principalmente, os linfocitos
T CD4+ que modifica o0 DNA de células para fazer copias de si mesmo e, apds se multiplicarem,
rompem os linfécitos em busca de outras células para infectar (BRASIL, 2013). A epidemia do
HIV/AIDS é um problema de salde publica mundial que mobiliza 6rgdos internacionais em
programas de prevencdo e combate a disseminacdo da doenca (NASCIMENTO et al.,2019).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) supbe que, em 2018, existiam
aproximadamente 37,9 milhdes de pessoas infectadas pelo HIV, sendo que 1,7 milhes foram
infectados recentemente. No estado do Piaui, de janeiro de 2007 a 2019, houve registro de 1.898
casos de HIV no SINAN. Destes, 0 ano de 2018 apresentou a maior quantidade de casos, somando
411 novas notificacdes registradas (BRASIL, 2019).

O controle do HIVV/AIDS depende, na maioria absoluta dos pacientes, da utilizagéo da terapia
antirretroviral (TARV) (BRASIL, 2013) que consiste na combinacdo de medicamentos para
suprimir a0 maximo o virus, interromper a progressao da doenca e reduzir a possibilidade de
transmissdo (NASCIMENTO et al.,2019). No Brasil, esta foi introduzida no sistema de salide como
parte da politica nacional de medicamentos. Isso possibilitou uma melhora dos resultados clinicos,
maior controle do avanco da doenca e reducdo da taxa de mortalidade associada a AIDS
(MEIRELES et al.,2019). Em contrapartida a esses beneficios, os efeitos colaterais dos
antirretrovirais (ARV) contribuem para a descontinuidade do tratamento, que resulta no aumento
da carga viral no sangue e diminuicao da contagem dos linfécitos TCD4+ (MEIRELES et al.,2019).

Diante disso, um dos pontos chaves no sucesso do tratamento depende do grau de adesdo a
terapia. Para alcangar bons resultados com o uso da TARV, a interagdo entre pacientes e
profissionais de salde tem grande importancia (SILVA, 2016). O Ministério da Saude (MS)
trabalhando nessa conjuntura elaborou o Protocolo de Assisténcia Farmacéutica em
DST/HIV/AIDS. Esse prevé o cuidado ao paciente com HIV/AIDS como um dos objetivos centrais
no campo da atencdo farmacéutica (VIELMO et al.,2014). Assim, estudos sugerem que a atencao
farmacéutica seja uma ferramenta para aumentar a adesdo aos ARVs e proporcionar beneficios
clinicos, alem de sugerir aumento do vinculo do usuario com o servico. Fato que altos indices de
adesdo sdo fundamentais para a preservagao da fungédo do sistema imunolégico dos pacientes, do
contrario podem ocorrer mutagdes e selecdo de virus resistentes que necessitardo de terapia de
resgate, o que determina um alto custo para o SUS (VIELMO et al.,2014).
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Diante disso, o profissional farmacéutico desempenha importante papel atuando nas unidades
dispensadoras de medicamentos para pacientes com HIV/AIDS (BRASIL, 2010). Porém, a
qualidade da assisténcia oferecida também deve fazer parte da estratégia de geral de combate ao
avanco da epidemia e sua avaliagdo pode gerar futuras melhorias nas politicas publicas de satde
(SIVA, 2016). Diante disso, este trabalho tem por objetivo relatar a experiéncia de académicos de
farmécia na atuagdo na linha de cuidado de pessoas vivendo com HIV/AIDS em um hospital de
referéncia em doencas tropicais do estado do Piaui- Brasil.

2. MATERIAIS E METODOS

Esse estudo trata-se de um relato de experiéncia de académicos do curso de Farméacia da
Universidade Federal do Piaui, pela a participacdo de um projeto de extensdo. Foram realizadas
visitas semanais a um hospital em referéncias em doencas tropicais do estado do PI- Brasil. O
periodo de participacdo ocorreu de agosto de 2019 a dezembro de 2019.

Foi observado e feito entrega de antirretrovirais e revisdo da farmacoterapia em pacientes
portadores de HIV/AIDS admitidos na farmécia ambulatorial e internados no hospital,
respectivamente, sob a supervisdo de um farmacéutico habilitado. Na farmacia ambulatorial, o
paciente é acolhido no para terapia antirretroviral ou quando ha dificuldade de adesdo ao
tratamento, fornecendo suporte relevante ao autocuidado apoiado, além de realizar a revisdo da
farmacoterapia desenvolvido por docente e estagiario do curso de graduacdo em farmacia da
universidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na farméacia ambulatorial no primeiro momento realiza a impressdo do termo de
esclarecimento, a analise dos aspectos técnicos e legais do receituario, e verificando se a prescricao
estava de acordo com o protocolo vigente, e fazendo a orientacdo do paciente com base no termo.
Os académicos responsaveis precisavam repassar as informac6es colhidas nesse servico, por meio
do preenchimento de uma ficha, onde sdo colocadas todas as informacdes do paciente desde a
doenga de base, sorologias e exames, até os medicamentos em uso no momento (BRASIL, 2018).
Percebeu que o ponto chave que torna esse repasse de informacgdes no diferencial do servico é o
relato de como esté a adesdo a medicacéo, se o paciente possui alguma demanda a ser resolvida ou
se 0 mesmo e seus acompanhantes demonstram alguma dificuldade de entendimento que possa
gerar problemas na adesdo ao tratamento (ASSUNCAOQO; URSINE, 2008). Todas essas informacdes
foram fundamentais visto que o profissional que estava no ambulatoério pouco conhecia 0s
pacientes, mas de posse dessa ficha era possivel ter um panorama geral sobre 0s pacientes e suas
necessidades individuais, possibilitando um atendimento ambulatorial de melhor qualidade.

A partir do esquema prescrito era feita a orientacdo sobre o uso adequado e seguro dos
medicamentos, por exemplo, informar que se devia evitar ingestao de bebidas alcodlicas no periodo
de tratamento, se poderia ser tomado com ou sem alimento, conservar 0 medicamento em local
seco e arejado, longe de fonte de calor e umidade, e em caso de sobra devolver a unidade para o
correto descarte (BRASIL, 2010). Diante disso, percebeu-se a importancia de integrar os saberes
populares, como o uso de plantas medicinais que possam a vir a interagir com os ARV. Nesse
momento, os discentes podiam avaliar se 0 ARV estava de acordo com condicdes especificas como
gravidez e com atengéo especial para pacientes com diabetes, hipertensao arterial descontrolada ou
insuficiéncia renal. Destaque ainda para situagdes na qual o paciente polimedicado, visto a
possibilidade de interagcfes medicamentosas, por exemplo, com os Inibidores da Bomba de Préton,
Ranitidina e Fenitoina (BRASIL, 2017).
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Nesse cenario, o farmacéutico e os estagiarios ficaram responsaveis ainda por informar o
paciente acerca de instrucbes sobre horérios e quantidades. Nesse sentido, foi permitido
compreender o estado geral do paciente, sintomas e queixas, para associar a terapia medicamentosa
e identificar situagdo problema e estabelecer melhores condutas. Os principais medicamentos
envolvidos nas reacdes adversas foram Efavirenz, Zidovudiana e Lopinavir (SANTOS et al.,2016).
As reagdes detectadas incluiram anemia, cefaléia, tonturas, insonia, nduseas, vomitos, diarréia,
dislipidemia e reagdes cutaneas. No decorrer desse momento com 0 paciente, os académicos
estavam abertos a esclarecer as duvidas relacionadas a métodos de prevencdo e transmisséo da
doenca. Onde o paciente atendido recebia informacGes decisivas, possibilitando que o mesmo
retornasse ao seu domicilio com as informagdes e documentos necessarios para a continuidade do
tratamento, visto que esse paciente necessitava receber instru¢fes para conseguir seguir com o
tratamento, além de saber lidar com qualquer tipo de negligéncia que poderia acontecer.

Portanto, o conhecimento aferido ap6s 0 acompanhamento com o farmacéutico, ocorreu o
aumento da compreensdo por parte dos pacientes em relacdo a sua condigdo e tratamento
(LUSTOSA et al.,2016). Fato esse, que demonstrou a contribuicdo da atencdo farmacéutica para
0 entendimento dos sujeitos e que poderia influenciar positivamente na manutencdo de taxas
satisfatorias de adesdo ao longo do tratamento. Diante disso, percebeu que quando surgiam
dificuldades com o uso dos medicamentos e antes que essas possam prejudicar a adesdo a TARV,
o farmacéutico era o profissional de facil acesso no sistema de saude do hospital e orientava na
conduta. As condutas foram no sentido de minimizar ou evitar efeitos colaterais, ao verificar a
forma com que os medicamentos eram administrados pelos pacientes. E em casos onde era preciso
adequar ou trocar de esquema ARV o encaminhamento do paciente ao médico ocorria com maior
brevidade.

Enquanto no processo de revisdo de farmacoterapia os discentes com o auxilio do
farmacéutico clinico analisavam as prescricdes e participava da reunido semanal para revisdo do
plano terapéutico dos pacientes internados no servico, onde se buscava um diadlogo mais efetivo da
equipe, possibilitando compreender as demandas dos pacientes, tracar planos de cuidados e
organizar, analisando individualmente a necessidade e garantir um tratamento efetivo e seguro.
Apbs as analises os discentes poderiam sugerir adequacdes farmacéuticas (MATILE, 2008). Fato
que percebeu varias recomendacdes de ajustes na prescri¢ao, suspensao ou reintroducdo de novos
medicamentos, por meio da avaliacdo de prescri¢es quanto a indicacdo, dose, posologia, horarios,
reconstituicdo, diluicdo, administracdo e interacbes medicamentosas potenciais através da analise
de importantes bases de dados e informacdes cientificas da literatura.

Outros parametros avaliados e acompanhados foram quanto a forma farmacéutica prescrita e
0 periodo de tratamento, buscando minimizar os riscos quanto ao uso prolongado sem indicacao,
bem como minimizar os custos, além de vias de administracdo, com especial aten¢do para pacientes
com sonda nasoentérica/nasogastrica ou gastrostomia, que necessitavam de cuidados
diferenciados, decorrente da restricdo de uso em alguns medicamentos pelo risco de obstrucéo da
sonda, perfil de absor¢do ou perda da eficacia terapéutica devida interacdo com alimento e
orientacdo quanto a trituracdo da forma farmacéutica (ISMP, 2015). Cita-se ainda na revisdo da
farmacoterapia a avaliacdo da evolucgéo clinica do paciente, observando a efetividade e a seguranca
da terapia farmacoldgica, monitoramento por meio dos sinais, sintomas e exames; e orientacdes a
equipe de enfermagem com informacdes relativas aos horarios e modos de uso adequados.

Contatou-se no processo de reviséo da farmacoterapia a atuagdo do profissional farmacéutico
no sentido de recuperar a salude do paciente com HIV/AIDS, objetivando a otimizacdo da
farmacoterapia por meio da resolucgéo de problemas relacionados ao uso de medicamentos, o que
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viabilizou a préatica de uma terapia medicamentosa mais segura e racional e que melhorou a
qualidade de vida do paciente. Desse modo, as intervencgdes e orientagdes feitas durante o periodo
foram essenciais para ampliar o conhecimento dos pacientes e dos académicos em relacdo ao
HIV/AIDS, a TARV e aos exames laboratoriais, visto alcancaram proposito de melhorar a adesao
ao tratamento, pois se acreditou que a adesdo a terapéutica seria efetiva quanto maior fosse a
compreensdo do paciente sobre a sua propria salude. Fato que a intervencdo farmacéutica
demonstrou influenciou de forma positiva na qualidade de vida e no progndstico clinico,
suprimindo a carga viral e aumentando a contagem de CD4 por meio da melhora da adesdo a TARV
(BRASIL, 2013) indicando melhora da adeséo dos pacientes em uso de principalmente do uso da
Zidovudina, um farmaco que o mecanismo de reacdo adversa ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Nessa experiéncia, foi ainda um momento de integracdo da equipe, de troca de
conhecimentos e que possibilita identificar as diferentes percepcdes de cada profissional que
acompanhava o paciente, tendo um olhar mais ampliado (SILVEIRA et al.,2020). Assim, é
importante relatar a elaboracdo de projetos conjuntos com outros profissionais de satde, como
educadores fisicos, assistentes sociais, médicos, enfermeiros, nutricionistas e fisioterapeutas na
melhora da qualidade de vida dos pacientes com HIV/AIDS na adeséo e melhor qualidade de vida.
A integracdo do farmacéutico na equipe multiprofissional contribui para a seguranca do paciente
em relacdo a terapia medicamentosa propiciando desta forma a continuidade do cuidado no hospital
e organizacdo dos cuidados a nivel familiar. Assim, a qualidade dos servicos de salde passava por
varias dimens@es do cuidado, sejam técnicas, de disponibilidade de recursos, de gerenciamento, e
mesmo as relacdes estabelecidas entre usuarios e profissionais (NEMES et al.,2009).

Fato que percebeu que o abandono do tratamento era um desfecho que refletia a qualidade
da atencdo e que devia ser evitado. A irregularidade no comparecimento as consultas, na retirada
dos medicamentos e na realizagdo dos exames de seguimento, bem como a detectabilidade da carga
viral eram fatores de monitoramento que podiam servir de alerta para o estabelecimento de saude
acerca do risco de desmotivacdo para o tratamento e o possivel abandono deste. Entretanto,
foram nitidas ainda varias limitacGes no periodo de experiéncia com paciente em TARV, como a
impossibilidade de consultas farmacéuticas independentes da agenda médica, auséncia de
informac@es no prontuario como resultados de exames laboratoriais, posologias dos medicamentos,
prescrigdes de medicamentos isentos de prescricao e dificuldade dos pacientes na adeséo a terapia.
Cita- se ainda as dificuldades encontradas pelos farmacéuticos na execucdo desses servi¢os, como
a despropor¢do do numero de profissionais com a demanda, muitas vezes, sendo responsavel por
atividades clinicas e logisticas ao mesmo tempo e estrutura fisica com apenas uma sala para
atendimento individual (BASTOS et al.,2011).

Diante disso, durante a extensdo os académicos tiveram a oportunidade de conhecer algumas
atividades importantes de atuacdo do profissional farmacéutico desenvolvidas na assisténcia
farmacéutica e cuidados farmacéuticos em portadores de HIV/AIDS (BARBERATO et al.,2019).
Além disso, se apropriaram de atitudes reflexivas, proativas e emancipadoras para que pudesse se
desenvolver independentemente em situacGes distintas, a execucdo das atividades exigia que o
farmacéutico e os discentes estivessem preparados para atender aos pacientes e orienta-los da
melhor forma possivel, de maneira a contribuir para a adesdao a Terapia Antirretroviral - TARV.
Um das percepcdes obtidas foi de que um dos principais objetivos da terapia antirretroviral é a de
reduzir morbidade e mortalidade associadas ao HIV, melhorar a qualidade de vida, preservar e,
quando possivel, restaurar o sistema imunolégico e suprimir de forma sustentada a replicagéo viral.
Percebeu-se ainda que a adesdo a terapia antirretroviral € complexa para o paciente, pois envolve
diversos medicamentos, reacdes adversas e preconceito da sociedade. Diante dessa experiéncia
com pacientes com HIV/AIDS, mostrou-se que ha diversas barreiras para que seja alcancada a
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adesdo a TARV, como falta de suporte social, falta de compreenséo, intolerancia e reagcdes adversas
aos medicamentos, tensas relacfes tanto com profissionais de satide quanto com planos de saude.
Diante disso, analisou-se que para que a adesdo seja efetiva é importante que o paciente esteja de
acordo com o tratamento proposto, disposto a cumprir com as orientagdes recebidas e se sinta
responsavel por sua saude.

4. CONCLUSAO

A partir da experiéncia contatou-se que atencdo farmacéutica € essencial para o
desenvolvimento de um tratamento adequado de pacientes com HIV/AIDS, colaborando para a
compreensdo da importancia do farmacéutico ao atuar nessa estratégia no auxilio em uma maior
adesdo terapéutica, além de contribuir de forma significativa no conhecimento dos estudantes.
Além disso, possibilitou compreender a importancia desse profissional na pratica clinica, bem
como contribuir para reflexdes e discussfes. Ainda, a experiéncia aqui relatada vem contribuir
para aprimorar esses servigcos, tornando benéfica para pacientes, familiares e profissionais
envolvidos. Desse modo, futuros estudos devem ser estimulados a fim de correlacionar a
ocorréncia destas acdes com a adesao ao tratamento ARV e seu impacto na qualidade de vida das
pessoas vivendo com HIV/AIDS.
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RESUMO - Melanoma é o tipo de cancer de pele mais agressivo, com altos indices de
mortalidade. O melanoma apresenta altos indices de resisténcia as opcOes terapéuticas
disponiveis na clinica. Uma modalidade terapéutica para tratar doencas de pele ndo neoplésicas
e neoplasicas é a Terapia fotodinamica (TFD), por seus beneficios e vantagens comparadas a
outras modalidades. Neste estudo, o principio da terapia fotodindmica foi utilizado em conjunto
com um imidazacridina, o LPSF/ACO5, para avaliar os possiveis efeitos antineoplasicos em
células de melanoma. Os testes de citotoxicidade e de migracdo celular revelaram que o
LPSF/ACO05 e o Laser apresentam promissores efeitos antineoplasico quando avaliados de forma
isolada, mas ndo em associacdo com a TFD. N&o foram induzidas alteragdes na producéo de
espécies reativas de oxigénio em nenhuma das condi¢cfes avaliadas. Os resultados revelam certa
acdo do LPSF/ACO5 contra células tumorais do melanoma.

Palavras-chave: Acridina, Atividade Anticancer, Melanoma, Laser.

ABSTRACT - Melanoma is the most aggressive type of skin cancer, with high mortality rates.
Melanoma has high rates of resistance to the therapeutic options available in the clinic. A
therapeutic modality to treat non-neoplastic and neoplastic skin diseases is Photodynamic Therapy
(PDT), for its benefits and advantages compared to other modalities. In this study, the principle of
photodynamic therapy was used in conjunction with an imidazacridine, LPSF / ACO05, to assess the
possible antineoplastic effects in melanoma cells. The cytotoxicity and cell migration tests revealed
that LPSF / AC05 and Laser have promising antineoplastic effects when evaluated in isolation, but
not in association with PDT. No changes in the production of reactive oxygen species were induced
under any of the conditions evaluated. The results reveal a certain action of LPSF / ACO5 against
melanoma tumor cells.
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1. INTRODUCAO

Dentre os canceres mais prevalentes, as neoplasias de pele sdo as mais abundantes, sendo o
tipo melanoma, o0 mais agressivo, responsavel por cerca de 75% das mortes relacionadas ao cancer
de pele (BITEGHE; DAVIDS, 2017) (MILLER et al., 2019) (WARD WILLIAM, 2018). Quando
diagnosticado, a terapia de escolha inicial é a ressec¢do cirurgica, seguida por quimioterapia e
radioterapia, porém, as altas taxas de recidiva e insucesso das alternativas terapéuticas evidenciam
a necessidade de desenvolvimento de novas opcoes de tratamento (MATTIA et al., 2018) (TUDOR
etal., 2017)(COHEN; BUCHBINDER, 2019) (ALMEIDA, 2016).

Uma modalidade terapéutica bem estabelecida contra doencas de pele neoplasicas e nédo
neoplasicas é a terapia fotodinamica (TFD), que representa uma categoria de terapia antitumoral
bastante promissora, devido a sua agdo contra as células neoplésicas. Trata-se de um tratamento
ndo invasivo, com alto perfil de seguranca, sem importantes efeitos colaterais ao paciente, que
vem sendo cada vez mais explorada na literatura (TUDOR et al., 2017) (BORGIA et al., 2018)
(BITEGHE; DAVIDS, 2017). A TFD ja é utilizada em tratamentos de tumores de bexiga, esofago,
pulmdo e algumas doengas dermatoldgicas neoplésicas (STRATEN et al., 2017). A técnica se
baseia na administracdo de um fotossensibilizador, seguida de ativacdo por meio de luz em
determinado comprimento de onda, levando a geracdo de altos niveis reactive oxygen species
(ROS), e consequentemente a morte das células tumorais, de maneira especifica. (PEREIRA et al.,
2018)(PATRIZIA AGOSTINIS1, KRISTIAN BERG2, KEITH A. CENGEL3, THOMAS H.
FOSTER4 et al., 2012) (BORGIA et al., 2018). O namero de pesquisas envolvendo essa técnica
tem aumentado gradualmente, tendo em vista suas caracteristicas e a necessidade de
desenvolvimento de novas op¢es para tratamento de cancer.

Cada vez mais pesquisas tém sido desenvolvidas, com o objetivo de se obter maiores
elucidacgdes a respeito de moléculas com potenciais a¢des antineoplasicas, dentre elas, moléculas
gue vem se destacando, com muitos achados na literatura apontando para sua potencial acéo contra
células tumorais, sdo os derivados de acridina. Trata-se de moléculas biologicamente ativas, bem
conhecidas, amplamente utilizadas, com diversas propriedades biol6gicas, e dentre elas,
propriedades com potencial efeito antineoplasico (LAFAYETTE et al., 2013). As atividades
anticancer sdo atribuidas as suas caracteristicas intercalantes de DNA (FELIP-LEON et al., 2018)
(BARROS et al., 2012). Utilizamos um derivado de acridina, em especial, que vem sendo relatado
na literatura com diversas a¢des antitumorais, entre outras. O referido derivado de acridina € uma
imidazacridina, resultante de hibridizacdo molecular dos nucleos imidazolidina e acridina (3-
acridin-9-ylmethylthiazolidine-2,4-dione (7), (LPSF/ACO05). Neste estudo, fizemos a associagdo
do derivado de acridina com a técnica de TFD, afim de se somar suas caracteristicas e potencializar
0 provavel efeito antineoplasico gerado por essa sociedade.

A relacdo da TFD com compostos de acridina ndo é recente, desde sua descoberta a associa¢do
de ambas ¢ relatada como potente em provocar injuria celular (FELIP-LEON et al., 2018). Ent3o,
levando em conta todas as propriedades bioldgicas apresentadas pelas acridinas e seus derivados,
assim como sua comprovada eficacia junto a TFD, este trabalho buscou avaliar os possiveis efeitos
antineoplasicos da associagdo entre o LPSF/ACO05 com a estratégia da TFD. Para a técnica de TFD,
utilizamos Laser de luz vermelha, e Acido aminolevulpinico (ALA) como fotossensibilizador.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Ensaio de citotoxicidade

Para o presente trabalho foram utilizadas células de melanoma, A375, SK-MEL-28 e UACC-
62. Para os primeiros ensaios da TFD, se administrou inicialmente o LPSF/ACO05 nas
concentracdes de 1uM, 25uM e 50uM. Nas condi¢des onde o laser foi administrado com o ALA,
estabeleceu-se a concentragdo a 250pM para 0 ALA, conforme o desenho experimental. Para a
eficacia da terapia fotodinamica, antes que se houvesse a administracdo do laser, se administrou o
ALA e/ou o LPSF/ACO05. Para a irradiacdo das células se utilizou o laser portatil (MM Optics,
Brasil), que emite luz vermelha no comprimento de onda de 660nm, com poténcia de 100mW +/
- 20%. Foi realizado o ensaio de citotoxicidade, inicialmente, pelo método de 3-(4,5-dimetilazol-
2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT). Além das condi¢Bes experimentais, houveram o
grupo controle, que foi representado por células nédo tratadas, havendo também o grupo de células
tratadas com o DMSO (veiculo), e células tratadas com a Doxorrubicina a 1uM, como controle
positivo. As células foram plagueadas em placas de 96 pogos de cor preta, (0,5 x 10* células por
po¢o) e mantidas a 37 °C e 5% de CO2. Apds 24 horas do plaqueamento, foram incubadas as
condi¢des experimentais: LPSF/ACO05 nas concentragdes de 1, 25 e 50uM; ALA dissolvido em
meio completo nas doses de 250, 1000 e 2000uM; Irradiacdo a laser a 1, 2 e 3J/cm2; LPSF/AC05
nas doses de 1uM, 25uM e 50uM + Laser 2J/cm2; ALA 250uM + laser; LPSF/ACO0S5 nas doses de
1uM, 25uM e 50uM + Laser 2J/cm2 + ALA 250uM. A leitura do experimento foi realizada em
um leitor de microplacas (EI808-Biotek) a 570nm. Com os valores obtidos no ensaio, foi possivel
calcular o ICsqo.

2.2 Ensaio de Migracéo celular (Wounding healing)

O ensaio de wounding healing foi realizado para analise da migracao celular. As células foram
incubadas em placas pretas de 24 pocos, com densidade de 4 x 10* células por pogo. Ao atingir a
confluéncia adequada de aproximadamente 90%, foi feito um risco no meio dos pogos com
ponteira de 10pL, e tratadas com as devidas condi¢bes experimentais logo em seguida. Apos
adicdo dos compostos, foram feitas imagens nos intervalos de tempo de Oh e 24h. As imagens
foram obtidas através do microscopio invertido Nikon (eclipse TS 2) e analisadas no software
image J (Java 1.8.0_112). Para analise dos resultados, foram utilizadas as médias das duplicatas
de cada condicéo e a razdo da area livre entre os tempos de 24h e Oh.

2.3 Mensuracao de espécies reativas de oxigénio

Foi realizado o ensaio de mensuracdo dos niveis de ROS, por citometria de fluxo. As células
foram plaqueadas em placas pretas de 24 pocos, na densidade de 4 x 10* células por poco, mantidas
a 37°C e 5% de CO2, por 24h. Apos o periodo esperado, foi realizado o tratamento nas celulas
seguindo as seguintes condic¢des: LPSF/ACO05 em diferentes condig¢oes, LPSF/AC05 + TFD e TFD
de forma isolada; Laser sozinho; células ndo tratadas; Células com DMSO. Foram analisadas as
ROS produzidas apds o periodo de 24h e 48h, tanto mitocondrial como citoplasmatica, com sonda
CellROX® Oxidative Stress Reagents (Molecular Probes).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Ensaio de Citotoxicidade e Seletividade

44



m 6° ENCONTRO BRASIL

INOVAGAO TERAPEUTIC
INOVAQOES PARA O ENFR \

O ensaio de citotoxicidade revelou diferencas quanto a viabilidade das linhagens neoplasicas
avaliadas, frente a incubagéo com o LPSF/ACO5 de maneira isolada e em combinagdo com a TFD.
Nas células SK-MEL-28 e A375 ndo houve reducdo significativa da viabilidade celular em
nenhuma das condicGes avaliadas do derivado de acridina isolado, apenas em associagcdo com TFD
nas células de A375. Ja as células UACC-62 apresentaram maior sensibilidade ao LPSF/ACO05,
tanto isolado quanto em associa¢do com a TFD (Tabela 1). Essas diferencas podem ser atribuidas
as diferencas entre os perfis moleculares das células de melanoma (MATTIA et al., 2018). Nao foi
observada toxicidade do LPSF/ACO05 em células mononucleares de sangue periférico (PBMC),
com ICsp>100uM. A andlise do indice de seletividade (IS), foi realizado por nosso grupo, a partir
de células mononucleares de sangue periférico, conforme descrito por Chagas et al (2016) onde
compostos com valor de 1S > 3 foram considerados de alta seletividade (ISLAM et al., 2016). Os
experimentos posteriores foram realizados apenas com as células UACC-62 devido a maior
sensibilidade ao tratamento.

Os resultados do ensaio de citotoxicidade apontaram para a provavel acdo antineoplasica por
parte do LPSF/ACO05, uma vez que a reducdo a viabilidade celular ocorreu de maneira significativa
em célula de melanoma ao passo que ndo induziu citotoxicidade em PBMC, evidenciando sua
seletividade. A reducdo da viabilidade celular quando administrado o derivado de acridina em
associacdo com a TFD sugere a provavel acdo conjunta do derivado com a TFD uma vez que ndo
houve reducao significativa da populacéo de células quando a tltima foi aplicada de forma isolada.

Tabela 1 - Valores de ICso € do IS das células A375, UACC62 e SKMEL-28 quando submetidas
as condigdes testadas. P < 0,05. IS* = ICsq células normais/ICso células tumorais. PBMC: Células
mononucleares de sangue periférico

Treatment A375 UACC62 SKMEL-28 PBMC
ACO05 > 50uM 28,74uM £ 0,9 > 100uM > 100uM=0
TFD1 V% > 50 V% > 50 > 100uM

ACO05 + TFD1 31, 24uM £ 4,24 20,41uM £ 1,3 > 100uM

*|S LPSF/ACO5 >2 >34 -

*|S ACO5+TFD1 >3,2 >48

3.2 Ensaio de Migracao

Uma vez que os menores valores de ICso foram observados nas células UACC-62, as células
SK-MEL-28 e A375 ndo foram submetidas aos ensaios posteriores. A combinacdo da TFD com o
LPSF/ACO05 (TFD-ACOS5I e TFD-ACO0511) ndo promoveu alteragdes significativas na inibicédo da
migracdo das células UACC-62 em nenhuma das duas concentracdes testadas ao final de 24h. No
entanto, a incubagdo com o LPSF/ACO05 sozinho inibiu de forma consideravel a migracédo celular
(Figura 1). A inibicdo da migragdo ocasionada pelo LPSF/ACO5 mostra seu potencial efeito
inibitério sobre a motilidade celular, o qual por sua vez sugere efeito anti-migratorio sobre as
células UACC-62. A auséncia de alteragdes na associacdo do derivado de acridina com a TFD
revelacdo que a combinagdo dos tratamentos ndo tem efeitos sobre a migragéo das células UACC-
62. A associacdo ndo produz eficcia quanto a inibicdo da migracdo, mas apresenta toxicidade ao
final de 72h. Assim, o LPSF/ACO05 possui acdo tanto citotoxica quanto inibitoria de migracdo ao
final de 24h, apontando para seu possivel potencial de acdo contra células tumorais de melanoma.
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Figura 1 - Wounding healing nas células UACC-62. (A) Fendas ap0s o periodo de 24h nas
condigdes testadas (B) Razdo da condigao/Veiculo das condicdes testadas, apos 24h. p < 0,05.
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3.3 Mensuracéo de ROS

A fim de se elucidar por meio de qual mecanismo de acéo ocorreu os achados de citotoxicidade
os niveis de ROS mitocondrial e nuclear foram mensurados. Os resultados de produgdo de ROS
mitocondrial e citoplasmatico revelaram que em 24h houve uma maior producdo de ROS no
citoplasma na condicdo em que houve apenas administracdo de laser, porém na mitocéndria, o
ROS encontrava-se mais elevado na condi¢cdo do AC05I1, como também na de laser isolado. Nas
outras condic¢des experimentais ndo foram observadas diferencas na inducdo de ROS (Figura 2).
Ap0s 48h de tratamento, a produgdo de ROS foi maior onde houve a administracdo do AC05 de
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forma isolada, como também nas condi¢des onde houve apenas a radiacdo com laser, tanto no
citoplasma quanto na mitocondria (Figura 2). A combinacdo da TFD com o composto néo
promoveu alteracbes na producdo de ROS em nenhum dos compartimentos celulares avaliados.
Em suma, todos os achados apontam para uma provavel acdo antineoplasica por parte do
LPSF/ACO05. O ndo aumento de ROS para as condi¢es onde foram tratadas células com TFD,
mesmo que em associagdo com o derivado de acridina, confirma os achados anteriores, de que a
técnica ndo se mostrou eficaz contra células de melanoma in vitro. Todos 0s ensaios culminaram
na conclusdo da potencial acdo antineoplésica do derivado de acridina, agora, contra 0 melanoma,
de forma in vitro, com provavel mecanismo de acdo independente de ROS.

A B
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ROS CYTOPLASM 48H
ROS MITOCHANDRIAL 48H

Figura 2 - Producédo de ROS citoplasmatico e mitocondrial em 24 e 48h.

4. CONCLUSAO

O presente trabalho revelou a potencial agdo citotdxica contra células de melanoma do derivado
LPSF/ACO05, bem como acao contra migracdo celular, por mecanismos independentes da producéo
de ROS. O derivado de acridina em associa¢do com a TFD ndo apresenta eficécia antineoplasica,
porém todos os achados relacionados ao LPSF/ACO5 sugerem a realizacdo de trabalhos futuros,
que possam elucidar os mecanismos de acdo responsaveis pela citotoxicidade, e demais
caracteristicas antineoplésicas apresentadas por ele, como a inibicdo da migracdo celular.
Contudo, sdo necessario pesquisas mais aprofundadas, tanto nas vias isoladas como na combinagéo
dos tratamentos aqui estudados, para melhor compreensdo de sua forma de acéo antineoplésica.
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RESUMO - O RNA de interferéncia (RNAI) apresenta-se como um dos principais mecanismos
bioldgicos na correcdo de possiveis alteracGes no processo de transcricdo proteica, atuando no
RNA mensageiro. As neoplasias, processos que induzem a proliferacédo exacerbada das células,
levam a morte celular induzida por apoptose e constituem a maior ameaca a satde publica global
uma vez que toda a populacdo mundial esta suscetivel ao surgimento de canceres, seja devido aos
hébitos alimentares que podem ter efeito mutagénico, seja devido as demais causas de mutacéo
genética ou de ma conformacdo proteica. Embora existam varios tratamentos, muitos deles
possuem atuacdo muito invasiva ou com efeitos colaterais severos. Visto isso, trazemos nessa
revisdo a aplicabilidade do RNAi como terapia alternativa no tratamento oncolégico.

Palavras-chave: RNAI, Cancer, mutacédo, terapia alternativa, mRNA.

ABSTRACT - The RNA interference presents itself as a paramount biological mechanism in the
repairment of possible alterations in protein transcription process by acting in the regulation of
mRNA. The neoplasias, processes that induce an exacerbation in cell proliferation and to cell
death via apoptosis, constituted the biggest threat to world’s public health, once the entire world
is susceptible to the appearance of cancers, either due to eating habits that can have a mutagenic
effect, or due to other causes of genetic mutation or protein malformation. Although there are
several treatments, many of them are very invasive or have severe side effects. According to that,
we bring in this review the applicability of RNAI as an alternative therapy in cancer treatment.

Keywords: RNAI, cancer, mutation, alternative therapy, mRNA.

1. INTRODUCAO

O termo RNA. se refere as moléculas que séo capazes de silenciar e/ou inibir a transcricao
do mRNA. O inicio do processo de interferéncia pds-transcricional da-se a partir de um transcrito
do DNA, denominado de pri-miRNA, que ap0ds sofrer um processo de clivagem pela enzima
DROSHA, juntamente com uma enzima zinco-dependente denominada de DiGeorge syndrome
critical region 8 (DGCRS), transforma-se em um pré-miRNA (YONG X et al, 2017). Este, por
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sua vez, é transportado para fora do nucleo pela proteina argonauta, sendo novamente clivado por
uma proteina DICER que podera dar origem a um miRNA ou a um siRNA. O miRNA possui agdo
inibitdria na atividade translacional do mMRNA ligando-se na por¢ao 2’-3’, enquanto o siRNA é um
RNA de fita dupla que liga-se a um complexo proteico denominado RISC, do inglés RNA-induced
silencing complex, que descarta uma de suas fitas, enquanto a outra ira clivar ou bloguear algum
alvo no mRNA (LI, S. e PATEL, D, 2016; WILSON RC e DOUDNA JA, 2013).

O céncer ¢ uma doenca que se caracteriza pela multiplicacdo celular desordenada e
reparacdo celular, diferenciacdo e interacdo célula/tecido/hospedeiro aberrantes, de carater
maligno, gerado como consequéncia de alteracbes genéticas e epigenéticas acumuladas ao longo
do tempo ou causadas por fatores diretos, como exposi¢ao a radiacdo, farmacos extremamente
mutagénicos, entre outros (SKUSE A, 2015). Essas neoplasmas podem aparecer em quase todos
0s 6rgdos humanos, podendo crescer em tamanho fisico ou ndo, como € o caso da leucemia. A
nivel celular, o mecanismo dos neoplasmas podem variar bastante, no entanto a premissa € a
mesma: células que devido a mutagdes, passam a nao seguir o ciclo de vida pré-definido, faltando-
Ihes 0 mecanismo de ativacdo da apoptose - que leva a morte celular - além de ativacdo de
processos mitéticos de proliferacdo que se tornam imparaveis (FOLKERTS J, 2017) .

A fim de tratar os pacientes, varias estratégias de terapias ja foram propostas, sendo as mais
tradicionais a quimioterapia, radioterapia, a cirurgia para remocao de tumor e a imunoterapia.
Atualmente, emprega-se as terapias a depender do caso e do tipo de tumor, sendo recomendado a
radioterapia e retirada do tumor via cirurgia, caso se trate de uma neoplasma localizada. Para
metaplasias ou tumores maiores, recomenda-se a imunoterapia ou a quimioterapia, na qual
farmacos especificos para os tipos de cancer, visam a interrupcao do ciclo celular, diminuindo o
tamanho do cancer, além de diminuir a chance de espalhamento do cancer e reduzir sintomas
recorrentes (TRAPANI JA e DARCY PK, 2017). No entanto, os farmacos quimioterapicos
também acarretam uma série de efeitos colaterais nos pacientes, além de diminuir o nimero de
células do sistema imune (FURUE H. 2003). Por isso, a comunidade cientifica internacional tem
se movimentado a fim de tracar novas estratégias e terapias para aplicacdo no cancer.

Uma dessas terapias € 0 RNAI, visto que se trata de uma terapia que envolvem silenciamento
génico especifico, podendo entdo silenciar genes causadores de fatores aberrantes celulares, como
proliferacdo exacerbada, divisdo celular, expressdo de imunossupressores, entre outros (WANG et
al, 2011). Vaérias estratégias de aplicacdo de RNAI tem sido aplicada para diferentes tipos de
cancer. Muitas delas, sdo associadas a outras terapias, como a imunoterapia e quimioterapia. Uma
dessas moléculas é a APN401, que utiliza de um siRNA para aumenta a reatividade do sistema
imune antitumoral através do uso da terapia de vacinacdo por células dendriticas, que utilizaram
de lisados de tumores pancreaticos como antigeno (APEIRON BIOLOGICS, 2014). Essa terapia
estd sendo aplicada a pacientes com tumores refratarios sélidos como melanomas, cancer renal,
cancer pancredtico e outros tumores metastaticos que ndo podem passar por cirurgia.

A terapia visa tratar células mononucleares do sangue periférico com siRNA associado ao
gene Cbl-b. Através desse silenciamento, é possivel melhorar a ativacao de células T, producéo de
citocinas e a proliferacdo de células imunes, uma vez que o gene Cbl-b é expresso como um
imunossupressor em células tumorais (MAGGIE L. BOBBIN e JOHN J. ROSSI, 2016;
SALZBERG MO et al, 2014). Outra terapia que se utiliza de vacina para cancer como vetor € a
FANG (NENUNAITIS Jet al, 2014.). Esta abordagem utiliza de DNA de plasmideo contendo um
unico promotor de RNA polimerase Il para induzir a expressdo de GM-CSF e dois sShRNAs
bifuncionais downstreams, que consistem em uma combinag&o. Esse ShRNA tem por alvo a furina,
a qual é uma protease para TGF-f maturagdo isoforme, porque o TGF-f é um imunossupressor
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super expressado no cancer. Uma alternativa para a utilizacdo de RNAI, é através de nanoparticulas
de lipidios, como é o caso da TKM-PLKL1. A terapia com TKM-PLK1 tem sido usada para tratar
tumores neuroendocrinos gastrointestinais, hepatocarcinomas e carcinomas adrenocorticais. Ele se
utiliza dessas nanoparticulas para entregar sSiRNA contra o gene polo-like quinase (PLK), que é
super expressado no cancer, aumentando a divisdo celular (HOFFMANN M e STEEGMAIER et
al, 2007).

O silenciamento pelo siRNA causa inibicdo do mecanismo de divisao celular, e, uma vez
aplicado em tumores neuroenddcrinos, as nanoparticulas conseguem se distribuir melhor devido
as vias dos horménios secretados. O EphA2 é um receptor de superficie tipo tirosina quinase
envolvido na migracdo celular neuronal e no desenvolvimento de mamiferos que é ausente em
tecidos adultos. A molécula f siRNA-EphA2-DOPC knockdown o receptor EphA2. Envolvidas
por lipossomos, o siRNA EphA2 tem atividade anti neopléasicas, pois interferem tanto na
transcricdo como na traducdo EphAz2, portanto restringindo o crescimento celular (LANDEN CN
jr, 2005). Em modelos pré clinicos, EphA2 knockdown leva a reducdo da mutagenicidade em
cancer de mama e pancreatico. O adenocarcinoma ductal representa grande parte dos canceres de
pancreas e possui poucos tratamentos disponiveis, a maioria por cirurgia. O siG12D LODER ¢
composto de acido glicélico poli latico como matriz e um siRNA ndo modificado contra o
KRASG12D, uma versdo mutante do gene KRAS, o qual é superexpresso em grande parte dos
adenocarcinomas ductais pancreaticos (ZORD et al, 2013).

Com base nas informagdes acima elencadas, esta revisdo de literatura visa demonstrar
evidéncias cientificas achadas por demais autores que ha viabilidade de aplicacdo de terapias
baseadas em RNAI no tratamento de neoplasias.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um levantamento de dados e posterior revisao de literatura com base em artigos
disponiveis nas plataformas PubMed, Google Scholar, Scopus e Scielo.

3. RESULTADOS

Devido ao avanco biotecnoldgico, diversas moléculas de RNAIi podem ser desenhadas e
sintetizadas atualmente, cada qual com sua nanoestrutura, podendo atuar nos mais diversos
tecidos. Por se tratar de uma técnica ainda ndo utilizada amplamente e que carece de avango nas
pesquisas clinicas a fim de que haja a aprovacdo do uso delas, foi montada uma tabela abaixo
(Tabela 1) demonstrando a atuacéo dessas moléculas silenciadoras em diferentes fases clinicas, e
em diversos tipos de neoplasias.

NUmero do Tipo de Fase dos Previsao
Registro do Molécula Cancer atuante testes Resultados de
teste clinico RNAI clinicos conclusao
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Em conjunto com a
APNA401 - Melanoma, céncer seguranca
células de rim, cancer de demonstrada, a alta
mononucleares | pancreas ou outros taxa de inducao da
do sangue | tumores sélidos que ativacdo das células Concluid
NCT02346747 |  periférico | sio metastaticosou | FASE 1 | T eacorrelagdo com ecr):ngIlGO
transfectadas | que ndo podem ser a melhoria no RFS
com siRNA removidos pela justificam uma
APN401 cirurgia. avaliacdo mais
aprofundada da Vigil
na Fase 11/ 111.
) Céancer de ovario
FANG - bi- em estagio de alto Resultados ainda ndo | Agosto de
NCT02166255 | shRNAfurin e estag FASE 2 alos difi g
GMCSF risco 11b-1V disponiveis 2021
Cancer primario do Houve entrega de
figado; miR-34a aos tumores
SCLC; e modulaco
; Linfoma; dependente da dose
NCT01829971 | MIicroRNA Melanoma; FASE 1 pendent Setembro
miR-RX34 Mieloma multiplo; da expressdo do gene | de 2016
Carcinoma de alvo nos gldébulos
células renais; brancos
NSCLC;
Cancer colorretal
com metastases
hepaticas
Cancer de pancreas
com metastase
hepatica
TKM 080301 | Céancer gastrico com Blogueou a
) , i~ proliferacéo de Junho de
NCT01437007 -siRNA metastase hepatica | FASE 1 células Hela S3 a 2012
contra0 PLK1 | cancer de mama uma EC 50 de 45 nM
com metastase
hepética
Cancer de ovario
com metastase
hepética
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) Adenocarcinoma
NCT01676259 siG12D ductal pancreatico; | FASE 2
LODER Cancer de pancreas

Resultados ainda ndo | Junho de
disponiveis 2020

Julho de

Neoplasia Sdlida EASE 1 Resultados ainda nédo 2021

NCTO01591356 | EphA2 siRNA Maligna Avancada disponiveis

Tabela 1: Na tabela acima pode-se observar os diversos tipos de RNAI que ja foram testados em alguma fase clinica,
em diversos tipos de neoplasias e seus respectivos resultados. (BOBBIN et al, 2016)

Observa-se porém que mesmo com bons resultados clinicos, os impasses da aplicabilidade
de RNAIi em procedimentos que possam ser utilizados comumente em tratamentos deve-se ao fato
de ainda ndo existir uma garantia de que essas moléculas silenciadoras serdo entregues nos tecidos
acometidos por neoplasias, situacdo essa que poderia trazer outros problemas que afetariam a
salde do possivel paciente. No entanto, estudos utilizando compostos nanoencapsulados vem
sendo realizados no intuito de solucionar esta problematica, visto que estes conseguem ser
direcionados para tecidos especificos.

4. CONCLUSAO

Conclui-se entdo que as terapias baseadas em RNAI no tratamento de neoplasias podem de
fato oferecer um novo tipo de abordagem menos agressiva do que as convencionais, tais como,
quimioterapia e procedimentos cirargicos. No entanto, ainda persistem alguns obstaculos que
precisam ser ultrapassados, como a manutencdo e permanéncia deste tipo de molécula durante a
terapia. Além disso, em muitos estudos o delivery do RNAI nas células especificas ainda nédo
demonstrou ser tdo eficaz, sendo necessario uma validagcdo e um aprimoramento da viabilizacdo
das rotas de inoculacdo dessas moléculas em tratamentos clinicos.
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RESUMO - Introducdo: O cancer gastrico ainda ¢ uma importante causa de mortalidade no
mundo, principalmente pelo diagndstico tardio na maioria dos pacientes, a sobrevida tende a ser
limitada além de apresentar um expressivo numero de recidivas. Atualmente, observa-se um maior
esforco cientifico para detectar precocemente o cancer géastrico, que devido ao advento da
engenharia genética, através dos biomarcadores, ha maiores chances de ser identificado.
Objetivo: Verificar os principais novos biomarcadores envolvidos no diagndstico e prognéstico
do cancer gastrico, caracterizando as possiveis aplicabilidades, limitacdes e desafios deles.
Metodologia: Trata-se de revisdo integrativa, realizada por meio de uma pesquisa bibliografica
nas bases de dados MEDLINE/PubMed e ScienceDirect, com a utilizacdo dos descritores gastric
cancer OR stomach neoplasms AND biomarker. Foram incluidos artigos em inglés, texto completo
disponivel e publicados nos Gltimos cinco anos. Os critérios de exclusdo foram relacionados ao
tipo do texto, ao passo que relatos de caso/experiéncia e editoriais foram excluidos. Resultados:
Foram selecionados 12 artigos para compor essa revisao literaria sobre os biomarcadores de
cancer gastrico, sendo descritos 9 dos mais novos marcadores tumorais, sendo eles 0 HER-2, E-
caderina, MET, o qual é receptor do fator de crescimento dos hepatocitos (HGF-R),
Microssatélites, 0 FGFR-2, VEGF, PD-L1, MiRNA e o FOX-M1. Estes biomarcadores podem
auxiliar no diagnostico, prognostico e tratamento do cancer gastrico, uma doenca que ainda
possui elevada taxa de letalidade. Conclusdo: Os 9 marcadores descritos demonstram uma
potencial habilidade para diagnosticar, prognosticar e prever a resposta clinica a alguns
medicamentos.

Palavras-Chave: cancer de estbmago, marcadores tumorais, metastase gastrica,

ABSTRACT - Introduction: Clinical cancer is still an important cause of mortality in the world,
since most patients are diagnosed with advanced disease. As a result, there is a drastic decrease
in treatments and in the average survival of diagnosed patients. No advances in genetic
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engineering, an advanced molecular biology and initiated in the search for biomarkers Objective:
To verify the main new biomarkers involved in the diagnosis and prognosis of gastric cancer,
characterizing them as possible applications, tests and challenges. Methodology: this is an
integrative review, carried out through a bibliographic search in the databases MEDLINE /
PubMed and ScienceDirect, using the descriptors of gastric cancer OR stomach neoplasms and
biomarker. Articles in English, full text available and published in the last five years were included.
The exclusion criteria were related to the type of text, while case / experience and editorial reports
were excluded. Results: 12 articles were selected to compose this literary review on gastric cancer
biomarkers, with 9 of the newest tumor markers being described, namely HER-2, E-cadherin,
MET, which is a receptor for hepatocyte growth factor (HGF -R), Microsatellites, FGFR-2, VEGF,
PD-L1, MiRNA and FOX-M1. These biomarkers can assist in the diagnosis, prognosis and
treatment of gastric cancer, a disease that still has a high mortality rate. Conclusion: The 9
registered markers demonstrated a potential ability for diagnosis, prognosis and prediction of
clinical response to some drugs.

Keywords: stomach cancer, tumor markers, gastric metastasis

1. INTRODUCAO

O cancer gastrico (CG) é uma das principais causas de morte por cancer, sendo a quinta
neoplasia maligna mais comum no mundo. No Brasil, representa a quinta neoplasia mais frequente
em homens e, no Nordeste do pais, é o terceiro cancer mais frequente em homens e o sexto em
mulheres, excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma (INCA, 2019). O tipo histoldgico mais
comum é o adenocarcinoma (95%) e o principal fator de risco para o surgimento do CG ¢ a
infeccdo por Helicobacter pylori, mas outras condigdes sdo descritas, como 0 excesso de peso,
obesidade, dieta com baixa ingestdo de frutas, vegetais e fibras, consumo excessivo de alcool,
tabagismo, exposicdo a doengas gastricas hereditarias (sindrome do cancer gastrico hereditario,
polipose gastrica), toxinas e radiacdo ionizante (OTTAVIAX et al., 2018; INCA, 2019). Em razéo
do prognostico ominoso com sobrevida limitada, principalmente em virtude do diagnéstico tardio
na maioria dos pacientes e da alta taxa de recidiva, existem esforcos a fim de estabelecer uma
deteccdo cada vez mais precoce de CG, modificando diretamente a histéria natural da doenca, uma
vez que estratégias terapéuticas adequadas, objetivando uma maior sobrevida ou até a cura,
dependem intrinsecamente da identificacdo da neoplasia ainda em estagios iniciais (BARETTON;
AUST, 2017).

O desenvolvimento de biomarcadores ganhou destaque nos ultimos anos, pois a
compreensdo das estruturas presentes em vias de sinalizagdo do CG, sejam receptores, fatores de
crescimento, genes, nucleotideos ou proteinas reguladoras, representam um potencial promissor
para uma abordagem terapéutica direcionada, para a deteccdo precoce e para a reducdo
consideravel no risco de recidivas da doenca (BARETTON; AUST, 2017; ANVAR et al., 2018).
Dessa forma, existem biomarcadores que séo utilizados na pratica clinica do cancer gastrico, mas
também ha pesquisas atuais que buscam marcadores neoplasicos cada vez mais sensiveis,
especificos e de facil acesso.

Essa revisdo tem como objetivos identificar os principais novos biomarcadores envolvidos
no diagnostico e prognostico do cancer gastrico, caracterizando as possiveis aplicabilidades
clinicas, limitages e os desafios presentes no desenvolvimento de cada um deles. No presente
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estudo, ndo abordaremos 0s biomarcadores convencionais, a exemplo do antigeno
carcinoembrionério (CEA), do CA-19,9, do CA-125 e da alfafetoproteina (AFP), uma vez que
priorizou-se a identificagcdo de biomarcadores atuais.

2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de revisdo integrativa, realizada por meio de uma pesquisa bibliografica nas bases
de dados MEDLINE/PubMed e ScienceDirect, com a utilizagdo dos descritores gastric cancer OR
stomach neoplasms AND biomarker. Os critérios de inclusdo da pesquisa foram artigos em inglés,
disponiveis online e publicados entre 2015 e 2020, ao passo que relatos de caso, relatos de
experiéncias e editoriais foram excluidos da selecdo, bem como os artigos que ndo abordaram o
tema de forma direta.

As buscas dos artigos foram realizadas entre os meses de junho e julho de 2020 e, de inicio,
os autores avaliaram titulos e resumos dos artigos encontrados para selecionar os estudos elegiveis
para a producdo. Dos selecionados, foram filtrados a partir de traducao e leitura minuciosa daqueles
que atendiam aos critérios de inclusdo e que tinham conexao importante com o tema central. Apos
isso, fez-se uma transcricdo sistematica das informacdes extraidas, para possibilitar a organizacéo
dos dados de forma coerente e que atingisse o objetivo do estudo em sintetizar dados que
demonstrem e analisem os principais novos biomarcadores envolvidos no diagndstico, prognostico
e tratamento do cancer gastrico e as perspectivas futuras, de forma que limitasse e excluisse pontos
de menor relevancia para a producao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na pesquisa inicial foram encontrados 30.780 resultados no total. Sendo 13.193 na
MEDLINE/PubMed e 12.714 no Science Direct. Em ambas as plataformas foram usados os mesmo
descritores ja mencionados na metodologia. Através dos critérios de incluséo, ja relatados no topico
anterior, um total de 1.272 artigos foram identificados na primeira base e 272 na segunda. Em
seguida, houve uma minuciosa leitura dos titulos e resumos dos artigos encontrados e foram
excluidos os relatos de caso, relatos de experiéncia, editoriais e todos aqueles que ndo se
relacionavam estritamente com o tema central da pesquisa, o que resultou na selecao final de 12
artigos para compor a presente revisdo. Na TABELA 1, estdo descritos os biomarcadores
encontrados, sendo classificados em diversas classes, como 0s genes relacionados a metastase,
pontos de verificacdo imune, instabilidade de microssatélites e microRNAs.

TABELA 1. Principais novos biomarcadores moleculares associados ao cancer gastrico

Alteracao Aplicabilidade Método de detecgdo
Biomarcadores clinica
HER-2 Superexpressao Prognastico, Bidpsia tecidual

terapéutico
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E-caderina Mutagéo, Diagnastico, Bidpsia tecidual, niveis séricos
(gene CDH1) alteracdo prognastico
epigenética
MET Superexpressao Prognostico, Bidpsia tecidual

terapéutico

FGFR2 Superexpressao Prognostico, Bidpsia tecidual
preditor de
falha
terapéutica
Microssatélites Alteracdes na Prognostico, Bidpsia tecidual
quantidade, terapéutico
instabilidade
VEGF Superexpressao Progndstico Bidpsia tecidual
PD-L1 Superexpressdo Diagndstico, Bidpsia tecidual

terapéutico

MiRNA Alteracdo, Diagndstico, Bidpsia tecidual
desregulacéo prognostico

FOX-M1 Alteracdo, Prognostico Bidpsia tecidual
mutacao

Dados adaptados de Matsuoka e Yashiro (2018) e Zhang et al. (2016).

Com o surgimento de novas tecnologias que possibilitaram a biologia molecular avancar
bastante, no contexto dos biomarcadores tumorais, entende-se que qualquer molécula ou
caracteristica bioldgica que indiquem possiveis alteracGes fisioldgicas sdo elegiveis como tal. Em
casos de cancer essa caracteristica pode fornecer desde informacdes diagndsticas e prognosticas
até informacdes terapéuticas e preditivas sobre a doenga. H&4 um esforgo especial para identificar
biomarcadores significativos a fim de se realizar um diagnéstico precoce e até um prognostico do
paciente. Nessa revisao optamos por abordar os biomarcadores mais recentes de cancer gastrico e
selecionamos 9 séo eles:

HER-2

O receptor de fator de crescimento epidérmico humano 2 (HER-2) é um proto-oncogene
localizado no cromossomo 17 pertencente a familia do receptor de fator de crescimento epidérmico.
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A amplificacdo genética e superexpressdo do HER-2 favorece determinadas vias de sinalizacdo
(principalmente PI3K/Akt e MAPK), que culminam em uma maior divisdo celular, proliferacéo e
menor atividade apoptdtica das células. Uma série de estudos evidenciaram uma prevaléncia do
HER-2 em 7 a 38% dos canceres, dentre 0s principais, 0 gastrico e, em pacientes metastaticos, esse
receptor tem sido proposto como um biomarcador preditivo muito importante que permite aos
médicos identificar pacientes que terdo um beneficio de sobrevivéncia de uma terapia biologica
com anticorpos monoclonais e ensaios clinicos estdo avaliando possiveis beneficios. No entanto,
existem outros estudos que ndo evidenciaram uma diferenga significativa no progndéstico de
pacientes HER-2 positivos quando comparados aos negativos (BANIAK et al., 2016;
MATSUOKA; YASHIRO, 2018; PANARESE et al., 2017; YE et al., 2020).

E-CADERINA

Codificada pelo CDH1, gene presente no cromossomo 16, tem uma importante funcéo na
diferenciacdo celular adequada e na correta adesdo das células epiteliais gastricas, diminuindo a
chance de expresséo maligna. Devido ao efeito supressor tumoral do CDH1, a disfuncéo desse
gene, seja por mutagOes, silenciamento epigenético, hipermetilacdo ou repressdo transcricional,
estd relacionada com carcinoma invasor e maior propensdo a metastases, em virtude do
funcionamento aberrante da E-caderina. Em estudos clinicos, alteracdes estruturais no CDH1
foram descritas em pacientes portadores da sindrome do cancer gastrico hereditario (SCGH), com
padréo histologico tipo difuso e sobrevida reduzida, quando comparados a pacientes sem mutacées
no CDH1. Consequentemente, a pesquisa por alteracdes na E-caderina/CDH1 é indicada nos casos
descritos acima com o objetivo de deteccdo precoce, estratificacdo de risco e definicdo de terapia
nos portadores dessa sindrome hereditaria (SHENOY, 2019; BANIAK et al., 2016; MATSUOKA;
YASHIRO, 2018; PANARESE et al., 2017; YE et al., 2020).

MET

O MET é um receptor do fator de crescimento de hepatécitos (HGF-R) e estd presente em
quinases transmembranas, fosforilando diversas vias de transducdo de sinal, envolvidas no
crescimento de proliferagdo, ciclo celular, diferenciagdo, angiogénese e apoptose. A
superexpressdo do gene que codifica o0 MET, situado no cromossomo 7, esta associada a uma
propensdo maior em invadir o sistema linfatico e, consequentemente, revelou-se um preditor de
mau prognéstico e menor sobrevida livre de progressao. Portanto, espera-se que a pesquisa da
superexpressdo de MET em pacientes com carcinoma gastrico possa ter potencial futuro na
avaliacdo do prognoéstico da doenca, bem como proporcionar o desenvolvimento de agentes
terapéuticos dirigidos ao complexo (BANIAK et al., 2016; MATSUOKA; YASHIRO, 2018;
PANARESE et al., 2017; YE et al., 2020).

MICROSSATELITES

Microssatélites (MS) sdo sequéncias repetitivas de 1 a 6 nucleotideos que compdem parte
do material genético. Em alguns individuos com cancer, ha instabilidade de microssatélites (MSI),
isto é, alteracbes no numero de unidades repetidas nas celulas tumorais em relacdo as células
saudaveis, devido ao comprometimento do sistema reparativo de incompatibilidade do DNA.
Tumores com mais de 30% de MSI sé&o considerados de alta instabilidade e, particularmente no
CG, ela surge atraves de silenciamento epigenético, pela hipermetilagdo do MLH1. Dentre outros
genes relacionados a MSI que sofrem mutag&o, o PIK3CA é particularmente especial em individuos
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com alta instabilidade, visto que agentes inibidores desse gene mostraram-se eficientes na
terapéutica personalizada. Surpreendentemente, pacientes com tumores de alta instabilidade
obtiveram um melhor prognostico quando comparados aqueles com baixa instabilidade de MS,
provavelmente pelo menor potencial invasivo e metastatico de tumores com MSI elevado
(BANIAK et al., 2016; PANARESE et al., 2017; MATSUOKA; YASHIRO, 2018; YE et al.,
2020).

FGFR-2

Os receptores de fator de crescimento de fibroblastos (FGFR), interagem com o fator para
controlar diversos mecanismos celulares e, na vigéncia de amplificacdo do gene codificador, 0s
FGFR, em particular os do tipo 2, exacerbam o0s processos de mitogénese, diferenciacao,
angiogénese e potencial invasivo do tumor. A expressdo aberrante de FGFR-2 esta ligada a estagios
tumorais e linfonodais avancados, bem como maior potencial metastatico, além de estar
relacionada com maior taxa de recidiva em 5 anos nos pacientes estagio Il/11l que receberam
tratamento cirdrgico associado & quimioterapia com fluoropirimidinas de quarta geragdo (S-1).
Destarte, como a superexpressao de FGFR-2 possui uma prevaléncia consideravel no CG (préxima
dos niveis de HER-2 e MET), podendo auxiliar como biomarcador para prever tanto o progndstico,
como a chance de falha terapéutica e recidiva nos pacientes submetidos a resseccao cirdrgica com
S-1 adjuvante (BANIAK et al., 2016; PANARESE et al., 2017; MATSUOKA,; YASHIRO, 2018;
YE et al., 2020).

VEGF

A angiogénese é o processo de criagdo de novos vasos sanguineos a partir de outros pré-
existentes e é de extrema importancia para o desenvolvimento celular. Ao se tratar de células
cancerigenas, a angiogénese possui forte associacdo com o desenvolvimento, expansdo e metéstase
do tumor, assim como a auséncia desse processo representa pouco crescimento e malignidade dessa
massa celular anormal. A familia dos fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF), 0s quais
sdo, principalmente, o VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, ativam vias de
sinalizacdo que estimulam o processo da angiogénese. Estudos indicam que até 49% dos canceres
gastricos possuam superexpressao de VEGF e 36% apresentam expressdo aumentada do receptor
de VEGF-A, assim, tanto o VEGF, quanto os seus receptores, vém sendo estudados para serem
futuros biomarcadores para o prognostico de neoplasia maligna géastrica (ABBAS et al., 2018;
MATSUOKA; YASHIRO, 2018; LIU et al., 2018).

PD-L1

Uma das fungdes do sistema imune é estabelecer a citotoxicidade em células anormais. Os
monocitos, as células natural killer, células dendriticas e linfocitos T possuem o receptor da morte
programada 1 (PD1), o qual € um ponto de regulacdo imune que determina suas fungdes. As células
neoplasicas, mesmo anormais, conseguem regular negativamente a atividade das células de defesa
e promover a tolerancia imunoldgica. Isso acontece porque muitos tumores apresentam
superexpressdo dos ligantes da morte programada 1 e 2 (PD-L1 e PD-L2), os quais se ligam ao
PD1 das células de defesa e inibem o ataque do sistema imunoldgico. Esse mecanismo é utilizado
por varios tipos de neoplasias, dentre elas estdo as de estdbmago, eséfago e as gastrointestinais,
estudos indicam que 40% dos canceres gastricos possuam alta expressdo de PD-L1. Dessa forma,
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0 PD-L1 representa uma estrutura que demonstra grande habilidade para ser usada como
biomarcador de diagndstico, além de representar um possivel alvo terapéutico, entdo o PD-L1
também pode ser um futuro marcador preditivo de terapia para o cancer gastrico (ABBAS et al.,
2018; GU et al., 2017; MATSUOKA; YASHIRO, 2018).

MiRNA

Os micro RNA’s ndo codificantes (MiRNA) sdo responsaveis pela regulacao da expressao
de inimeros genes no organismo e, ao atuarem de forma equivocada, podem contribuir para o
desenvolvimento de neoplasias. Existem varios tipos de MiRNA associados a diferentes tipos de
cancer, etapas da carcinogénese e, muitos dos que se relacionam com o cancer gastrico, ja foram
descobertos, como 0 miR-21, miR-23a, miR-27a, miRNA-194, entre outros. Os MiRNA também
podem apresentar-se na forma de MiRNA livre de células (MiRNA-cf), os quais advém de células
tumorais e podem ser identificados em fluidos corporais, o que facilita sua obtengdo. Muitos
MiIRNA vém sendo estudados para 0 uso na pratica clinica de cancer gastrico, 0 miR-331 e o miR-
21 apresentaram alto potencial para diagnosticar cancer de estdmago, enquanto o miR-20b, miR-
125a, miR-137, entre outros, mostraram habilidade para identificar o prognostico desse tipo de
neoplasia. Dessa forma, os MiRNA representam marcadores tumorais promissores tanto para o
diagnostico quanto para o prognéstico de CG (PENG et al., 2016; MATSUOKA,; YASHIRO,
2018).

FOX-M1

O Forkhead box transcription factor 1 (FOXM1) é um gene da familia FOX de fatores de
transcricdo, que desempenha um importante papel na progressdo do ciclo celular. Com relacdo a
progressdo do ciclo celular nas fases G1-S e G2-M, essa proteina controla a expressdo de genes
essenciais para progressao mitética, além de se relacionar com o reparo de DNA. O FOXML1, tem
sido, ainda, muito associado a génese tumoral e a evolucdo de varias malignidades devido a sua
relacdo com mitose. Atualmente, tem sido visto como um novo biomarcador prognéstico para
pacientes com cancer gastrico. Na clinica, esse fator foi associado a classificacio TNM de
carcinomas, profundidade da invasdo, metastase linfonodal e mau progndstico nos pacientes com
cancer gastrico. A comunidade cientifica ndo observou diferencas significativas da expressao de
FOXM1 em relacdo ao género (JIANG et al, 2017; ZHANG et al, 2016).

4. CONCLUSAO

Assim, percebe-se que a descoberta de substancias e estruturas, as quais desempenhem o
papel de biomarcadores tumorais de diagndstico, mensuracdo de progndstico e predicdo de
determinados tratamentos, é de extrema importancia, especialmente para o cancer gastrico, pois
esse tipo de neoplasia é uma das mais agressivas do mundo. Notou-se a existéncias de varios
estudos com diversas substancias que possuem um promissor futuro como marcador tumoral para
0 cancer gastrico e, dentre elas, destacaram-se HER-2, E-caderina, MET, o qual é receptor do
fator de crescimento dos hepatocitos (HGF-R), Microssatélites, o FGFR-2, VEGF, PD-L1, MiRNA
e 0 FOX-ML1. Essas substancias e estruturas demonstraram enormes habilidades para diagnosticar,
prognosticar e prever a resposta clinica a determinados medicamentos para um dos canceres mais
malignos e de dificil tratamento, a neoplasia maligna de estdmago.
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RESUMO — Em um cenario de emergéncia de doencas infecciosas virais, como é o caso da Covid-
19, uma resposta répida no desenvolvimento de estratégias vacinais e de diagnostico eficiente é
requerida. O desenvolvimento de plataformas de rapida obtencdo de linhagens geneticamente
modificadas acelera esse processo, pois permite sua aplicacdo no desenvolvimento de
imunorreagentes para a Covid-19. As técnicas de clonagem de DNA que dispensam o uso de
enzimas de restricdo (Restriction-Free) foram desenvolvidas para acelerar e baratear as etapas
de construcéo de linhagens recombinantes. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
apresentar a obtencdo rapida de um vetor recombinante mediante a utilizacdo da técnica de fusédo
USER, destacando as vantagens de sua utilizacdo para acelerar a producdo de linhagens
recombinantes em substituicdo a métodos convencionais. Foi realizada ainda, uma estimativa do
custo dos insumos moleculares necessarios a construcdo deste DNA recombinante em
comparagdo com a utilizacdo da técnica de clonagem convencional. A construgdo do vetor
recombinante foi realizada num processo de apenas quatro dias, demonstrando a drastica
reducdo de etapas necessarias para a sua obtengdo. Foi obtido um alto nimero de transformantes
com 53% de clones positivos. Além disso, a estimativa realizada mostra que a clonagem de DNA
utilizando a fuséo USER tem um custo trés vezes menor que a clonagem convencional. Este
trabalho demonstra a eficiente utilizacéo da técnica de fusdo USER para a rapida construcéo de
vetores recombinantes, permitindo acelerar o processo de obtencéo de linhagens geneticamente
modificadas para diversas aplica¢Ges biotecnologicas.

Palavra-chave: fusdo USER, engenharia genética, linhagem recombinante

ABSTRACT - In a scenario of emergence of viral infectious diseases, such as Covid-19, a rapid
response in the development of vaccine strategies and efficient diagnosis is required. The
development of platforms for obtaining genetically modified strains quickly accelerates this
process, as it allows its application in the development of immunoreagents for Covid-19. The DNA
cloning techniques that do not require the use of restriction enzymes (Restriction-Free) were
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developed to accelerate and cheapen the stages of construction of recombinant strains. In view of
this, the present work aimed to present the rapid obtaining of a recombinant vector using the USER
fusion technique, highlighting the advantages of its use to accelerate the production of
recombinant strains in substitution to conventional methods. An estimate was also made of the
cost of the molecular inputs needed to build this recombinant DNA compared to the conventional
cloning technique. The construction of the recombinant vector was carried out in a process of just
four days, demonstrating the drastic reduction in the steps required to obtain it. A high number of
transformants was obtained with 53% positive clones. In addition, the estimate made shows that
DNA cloning using the USER fusion costs three times less than conventional cloning. This work
demonstrates the efficient use of the USER fusion technique for the rapid construction of
recombinant vectors, allowing to accelerate the process of obtaining genetically modified strains
for several biotechnological applications.

Keyword: USER fusion, genetic engineering, recombinant strain

1. INTRODUCAO

A clonagem de DNA é uma das técnicas da biologia molecular que consiste em montar
moléculas de DNA recombinante para expressao num organismo hospedeiro. Convencionalmente,
esta técnica € realizada utilizando-se enzimas de restricdo para tornar as extremidades coesivas,
tanto do gene de interesse quanto do vetor que recebera o gene. E possivel enumerar algumas
desvantagens na utilizagcdo da clonagem convencional: 1) necessidade de uma grande diversidade
de enzimas de restricdo adequadas a cada clonagem, implicando em custo para o grupo de
pesquisa; 2) enzimas de restricdo com diferentes eficiéncias de atividade, impondo sucessivas
repeticdes desta etapa; 3) necessidade de etapas de purificacdo em gel utilizando kit’s comerciais
de purificacdo, os quais apresentam baixa eficiéncia de recuperacdo de fragmentos de DNA; 4)
varias etapas sucessivas e uso de DNA ligase comercial.

Por outro lado, desde o inicio dos anos 90, novas tecnologias Restriction-Free para a
clonagem de DNA tém sido desenvolvidas visando a reducdo de etapas metodoldgicas e menor
custo (por exemplo, Garcia-Nafria et al., 2016 e Bond & Naus, 2012). A exemplo da metodologia
de fusdo USER, a qual permite que fragmentos de DNA sejam clonados numa Unica etapa,
dispensando o uso de enzimas de restricdo e DNA ligase comercial (Bitinaite et al., 2007). A
metodologia de fusdo USER se baseia na criacdo de extremidades coesivas e complementares nos
fragmentos a serem fusionados, mediante a excisdo de residuos de uracila contidos nos primers
utilizados para amplificar o gene de interesse e o vetor (Bitinaite et al., 2007; Geu-Flores et al.,
2007). Isso é conseguido através do tratamento destes fragmentos com o reagente USER que €
capaz de remover 0s residuos de uracilas presentes tornando o DNA instavel e promovendo a
formacéo de extremidades coesivas. Estes fragmentos de DNA sdo capazes de formar um produto
de hibridizacéo circular estavel que é utilizado para a transformacéo de células competentes, as
quais fardo a ligacdo do DNA circular utilizando sua DNA ligase enddgena.

Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo apresentar a obtencao rapida de um
vetor recombinante mediante a utilizacdo da técnica de fusdo USER, destacando as vantagens de
sua utilizacdo para acelerar a obtencdo de linhagens recombinantes em substituicdo a métodos
convencionais. Foi realizada ainda, uma estimativa do custo dos insumos moleculares necessarios
a construcdo deste DNA recombinante em comparacdo com a utilizagdo da técnica de clonagem
convencional.
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2. MATERIAIS E METODOS

O gene de interesse (fragmento PGAL1-AGA2-E7, com tamanho de 1491 pb) e o vetor de
expressao EasyClone pCfB2909 (4567 pb) foram amplificados com primers USER especificos
(Figura 1) e tratados com 5 unidades da enzima Dpnl (para degradacdo do DNA molde plasmidial).
Em seguida, foram adicionados em um microtubo de 200 pL, 0,5 pL do reagente USER, 0,5 pL
de tampéo CutSmart 10x e 30 ng do vetor amplificado. O gene de interesse amplificado foi
acrescentado a reacdo na proporcdo molar de 3:1 em relacdo ao vetor. A reacdo foi incubada em
termociclador seguindo o protocolo do reagente USER (New England BioLabs - NEB). Células
quimiocompetentes de E. coli DH50 foram transformadas utilizando a reagdo de fusdo e
selecionadas em meio Luria-Bertani (LB) suplementado com ampicilina (100 pg/mL). A
verificacdo da correta clonagem foi realizada por PCR de col6nia, utilizando os primers indicados
na tabela 1.

Tabela 1 - Lista de primers utilizados.

Nome Sequéncia

Vetor_for ATCGCGTGCAUTCATCCGCTCTAACCGAAAAGG

Vetor_rev ATCGCACGCAUTCCGTTGGTAGATACGTTGTTGAC

Gene_for ATGCGTGCGAUACGGATTAGAAGCCGCCGAGC

Gene_rev ATGCACGCGAUCACTGTTGTTATCAGATCAGCG

Verif_for GAAATTCGCTTATTTAGAAGTGTC
Verif_rev CTCCTTCCTTTTCGGTTAGAG

As sequéncias sublinhadas representam as caudas dos primers que contém um residuo
de uracila (em vermelho)

Para estimar os valores de cada estratégia de clonagem (convencional x fusdo USER), os
insumos moleculares necessarios para a clonagem de um gene de interesse num vetor foram
listados. Para a clonagem convencional foi considerada a utilizagdo das enzimas de restricdo Nhel
e Xhol (R$ 487,00 e 298,00, respectivamente) seguindo a quantidade recomendada pelo fabricante.
Os valores obtidos para estimar o custo de cada insumo foi baseado na cotacdo de fornecedores
brasileiros, considerando os menores valores para cada reagente obtidos no més de janeiro de 2020.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As técnicas de clonagem de DNA que dispensam o uso de enzimas de restricdo (Restriction-
Free) foram desenvolvidas para acelerar e baratear a obtencdo de linhagens recombinantes. A
exemplo disso, a técnica de fusdo USER se mostra mais atrativa do que a técnica convencional
principalmente pela drastica reducdo de etapas necessarias para a obtencdo de um DNA
recombinante, como representado na figura 1. Essa técnica permite que a obtencdo do vetor e do
gene de interesse seja realizada numa unica etapa, dispensando ainda a necessidade de etapas de
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purificacdo desses fragmentos (Vaisvila & Bitinaite, 2013). Além disso, como visto na figura 1, a
ligacdo do produto recombinante, onde na clonagem convencional é realizada in vitro, na fusdo
USER esta etapa ocorre in vivo utilizando a DNA ligase enddgena da bactéria hospedeira. Esta
etapa reduz a necessidade de mais um insumo molecular (DNA ligase comercial) e junto com as
vantagens anteriormente citadas aceleram as construcdes genéticas (Jorgensen et al., 2017).

CLONAGEN VENCIONAL
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Figura 1 — Representacdo das principais diferencas entre a técnica de clonagem convencional e a
fuséo USER.

Este trabalho possibilitou a constru¢cdo de um DNA recombinante expresso em E. coli
através da utilizacdo da técnica de fusdo USER. A construcdo desse recombinante foi realizada
num processo de apenas quatro dias, como visto na figura 2a. O gene de interesse e o vetor de
expressao amplificados, foram verificados por eletroforese (Figura 2b) e a reacdo de fusdo USER
desses dois fragmentos foi utilizada para transformar células bacterianas, a qual possibilitou a
obtencdo de um grande namero de células transformantes (mais de 900 colbnias, Figura 2c). Foi
observada uma boa eficiéncia de clonagem e, dos quinze transformantes verificados por PCR, 8
mostraram-se positivos para a presenca do gene de interesse (Figura 2d). Essa eficiéncia deve-se
a utilizacdo do tratamento com a enzima Dpnl. Em experimentos anteriores, a taxa de clones
positivos chegou a apenas 10% dos transformantes testados (dados ndo publicados), com a
utilizacdo do tratamento com Dpnl essa taxa aumentou para 53% na construcdo realizada neste
trabalho.

As novas técnicas de clonagem possuem a desvantagem de gerarem um alto nimero de
falsos positivos, ou seja, celulas transformantes que possuem o vetor de expressao sem o gene de
interesse. Essas técnicas normalmente utilizam para a montagem do vetor recombinante,
fragmentos obtidos por PCR que s@o gerados em sua maioria a partir de um molde plasmidial.
Esse molde plasmidial prevalece na etapa de fuséo dos fragmentos e na transformacéo bacteriana,
gerando uma populagéo que possui o plasmideo residual e ndo o vetor recombinante. A utilizagéo
do tratamento com a enzima Dpnl é uma saida para diminuir essa taxa de falsos positivos (Bitinaite
et al., 2007), pois permite que o molde plasmidial presente na PCR seja degradado e isto torna esta
etapa um passo imprescindivel para alcancar uma boa eficiéncia de clonagem genética.
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Figura 2 - Etapas do experimento de construcdo de um vetor recombinante em 4 dias. a) processo
de construcdo do DNA recombinante. B) Eletroforese do gene de interesse e vetor de expressao
amplificados. ¢) Transformacao bacteriana com cerca de 900 UFC. d) verificacao da clonagem de
DNA com 53% de clones positivos.

Além do processo reduzido de etapas, a fusdo USER se sobressai a clonagem convencional
também em relacdo ao custo dos insumos necessarios para a obtencdo de um DNA recombinante.
A estimativa de custos foi realizada através da cotacdo de insumos moleculares, onde destaca-se o
valor necessario para realizar uma determinada clonagem de DNA (Tabela 2). A fusdo USER pode
ser 30% mais econdmica do que a clonagem convencional, onde a obtencdo de um DNA
recombinante é avaliada em apenas R$ 17,98. Além disso, destacamos também o custo referente a
necessidade de um laboratério em realizar aquisicdo de todos 0s insumos necessarios para
realizacdo da clonagem de DNA em questdo. Apesar do investimento necessario para a clonagem
convencional e fusdo USER serem pouco diferentes, a estimativa realizada considerou a utilizacéo
de apenas duas enzimas de restricdo. Geralmente, a construcdo de linhagens recombinantes requer
que o laboratério em questdo disponha de um banco de enzimas de restri¢do, elevando o custo da
utilizacdo dessa metodologia. Por outro lado, a técnica de fusdo USER necessita apenas de novos
primers de uma construcdo para a outra.
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Tabela 2 - Estimativa do custo de insumos moleculares de cada estratégia de clonagem.

INSUMOS NECESSARIOS

CONVENCIONAL FUSAO USER
vValor do Valor por Vglor do Valor por
Itens item (R$) clonagem Itens item clonagem
ETAPAS (R9) (R$) (R9)
Enzimas de 785,00 0,31 Primers
Obtencdo do restricao USER 320,00 0,80
vetor e gene Primers 55,00 0,14 DNA pol U- 1420,00 5,68
deinteresse  DNA pol alta 989,52 4,95 tolerante
fidelidade Dpnl 269,59 5,40
Purificacdo Kit de 539,00 43,12 - - -
purificagdo
Ligagéo T4 DNA 644,72 3,22 Reagente 610,71 6,10
ligase USER
3.013,24* 52,67** 2.620,30* 17,98**

*valor total dos insumos moleculares, **estimativa do valor por experimento de clonagem genética

4. CONCLUSAO

O presente trabalho demonstra a obtencdo de um DNA recombinante em E. coli num
processo de apenas quatro dias, exemplificando a eficiente utilizacdo da técnica de fusdo USER
na clonagem de DNA, a qual é capaz de agilizar as etapas de construcdes e diminuir o custo do
processo de obtencdo de linhagens recombinantes. Estas linhagens podem ser utilizadas para o
desenvolvimento de estratégias vacinais e producdo de imunorreagentes com aplicacdes diversas,
por exemplo, nos estudos relacionados a Covid-19.
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RESUMO - As leishmanioses sdo doencas causadas por protozoarios do género Leishmania,
sendo um parasito intracelular obrigatorio de importancia médica e veterinaria. O reservatorio
hospedeiro acidental na manutencgéo do ciclo de transmissdo da leishmaniose tegumentar canina
(LTC). O objetivo do estudo foi a avaliacdo da infecciosidade em cdes (Canis familiaris)
envolvidos no ciclo de transmisséo das leishmanioses em regido endémica de Pernambuco. Foi
realizado um inquérito epidemiolégico com cdes domésticos no Engenho Mundo Novo, no
municipio de S&o Vicente Férrer, Pernambuco, Brasil. Realizou-se o exame clinico em 73 cées, e
a coleta de amostras de sangue e swab conjuntival. Foi realizado teste rapido para o diagnostico
de LVC. Amostras de DNA leucocitario foram submetidas a técnica de PCR em tempo real
(QPCR), para a deteccdo de L. (V.) braziliensis e L. (L.) infantum. Com relacdo aos sintomas
clinicos dos cées, 53,4% deles apresentavam dermatopatias e em 75,3% a mucosa ocular estava
palida. Dentre todos os caes, 13,7% reagiram ao antigeno da L. (L.) infantum. O resultado da
qPCR para as amostras testadas para L. braziliensis foi “ndo detectdavel” e para L. infantum, a
gPCR teve resultado positiva 0 em um dos animais. A regido estudada é endémica para ambas as
leishmanioses e os resultados do estudo indicam que o agente etioldgico da LVC esta presente no
municipio.

Palavras-Chaves: Diagnéstico. Eco-epidemiologia. Leishmaniose Tegumentar Americana. Leishmaniose Visceral
Canina. qPCR.

ABSTRACT - Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of genus Leishmania, being a
mandatory intracellular parasite with medical and veterinary importance. The definitive reservoir
of canine visceral leishmaniasis (CVL) is the dog, which also participates as an accidental host
on American cutaneous leishmaniasis (ACL) and contribute to maintain transmission cycle of this
disease. The objective of this study was to evaluate infectivity in dogs (Canis familiaris) involved
on leishmaniasis cycle transmission in an endemic region of Pernambuco State. An
epidemiological survey was conducted with domestic dogs at Engenho Mundo Novo, in the
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municipality of S&o Vicente Férrer, Pernambuco, Brazil. The clinical examination was carried out
blood samples and conjunctival swabs from 73 dogs. An immunological rapid test was performed
to confirm CVL on blood samples. Leukocyte DNA samples were submitted to real-time PCR
(QPCR), to detect L. (V.) braziliensis and L. (L.) infantum. Regarding the clinical symptoms of the
dogs, 53.4% of them had skin diseases and in 75.3% the ocular mucosa was pale. Among all dogs,
13.7% showed reactivity to L. (L.) infantum antigen. The qPCR result for all samples tested for L.
braziliensis was “undetectable” and for L. infantum, it was positive in one dog. The studied region
is endemic for both leishmaniasis and the results of this study indicate that the etiological agent
of LVC is still circulating on the area.

Keywords: American Cutaneous Leishmaniasis. Diagnosis. Eco-epidemiology. gPCR. Visceral
Canine Leishmaniasis.

1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas infecciosas causadas por protozoarios do
género Leishmania, sendo transmitidas entre os vertebrados através da picada de fémeas infectadas
de diversas espécies de flebotomineos do género Lutzomyia durante o repasto sanguineo
(Vasconcelos et al., 2018).

Nas Américas a doenca apresenta-se sob duas formas clinicas: leishmaniose tegumentar
americana (LTA) e leishmaniose visceral canina (LVC). A espécie da Leishmania envolvida e a
resposta imune do hospedeiro sao fatores que interferem na manifestacéo clinica da doenca (Burza
etal., 2018).

A incidéncia da LTA e LVA vem aumentando em Pernambuco, a maioria dos casos
encontra-se na zona da rural (Brandao-Filho et al., 1998; Dantas-Torres; Brand&o-Filho, 2006). O
cdo € considerado um dos principais reservatorios domeésticos de importancia epidemioldgica, que
contribui na manutencao do ciclo de transmisséo dessas doengas (Moura et al., 2020).

O diagndstico das leishmanioses € realizado através de técnicas convencionais (Guerra et al
2018), porém essas técnicas apresentam algumas limitacdes (De Souza Silva; Winck, 2018). Com
isso, a PCR quantitativa em tempo real (QPCR) vem demonstrando ser uma técnica de alta
sensibilidade e especificidade, capaz de detectar e identificar a espécie da Leishmania envolvida
dentro de poucas horas. A rapidez no resultado e alta acuracia sdo vantagens da qPCR em relacao
aos métodos de diagndstico tradicionais (Thakur et al., 2020).

Portanto, é necessaria uma analise mais sensivel e mais especifica, que possibilite o
diagndstico réapido e a identificacdo da espécie. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo a avaliacdo a infecciosidade em cées (Canis familiares) envolvidos no ciclo de transmissédo
das leishmanioses em uma regido endémica do Nordeste brasileiro.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Engenho Mundo Novo, localizado no municipio de Sdo Vicente
Ferrer, na Zona da Mata Norte do estado de Pernambuco.

Foram incluidos no estudo todos os cdes domésticos da regido e 73 cédes constitui o total de
amostras, com diferentes faixas etarias, sexo e raca.

Foi aplicado um questionario aos proprietarios sobre os dados clinicos e epidemiol6gicos do
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animal. A partir disto, foi possivel realizar a avaliacdo clinica através da observacdo de lesGes
cuténeas, descamacdo e eczemas importantes, com localizagdo frequente nas orelhas, focinho,
cauda e articulacdes e pelo opaco.

Foram coletadas amostras de sangue periférico e de swab de lesdo e de conjuntiva ocular. A
coleta de sangue foi realizada p6s antissepsia do local com algoddo embebido em alcool etilico
70% para coletar 5 ml de sangue de cada animal, com auxilio de um adaptador acoplado a agulha
25x8 / 21G1, ao tubo de coleta a vacuo com solucgédo de anticoagulante (EDTA 0,009 g/5 ml de
sangue)12,5x75mm.

Nos animais que apresentaram lesdes, 0s exsudatos cutaneos foram coletados com swab
bacterioldgico, bem como, de conjuntivas oculares em todos os cées pelo veterinario do grupo.

2.1 Diagnostico imunologico

Foi realizado o teste répido, utilizando o soro dos cdes como material bioldgico. O kit
utilizado foi o DPP® Leishmaniose Canina/Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, fornecido por
Biomanguinhos - FIOCRUZ. Todo o procedimento foi realizado seguindo as recomendagdes do
fabricante.

2.2 Diagnostico molecular

2.2.1 Extracdo de DNA

Amostras obtidas de sangue e swab de lesdo e de conjuntiva ocular foram processadas para
deteccdo de DNA de Leishmania. O DNA das amostras clinicas foi extraido com o Kit “in house”
de acordo com o protocolo padronizado por Silva et al. (2017). Em seguida, o produto da extragédo
foi utilizado na qPCR.

2.2.2 PCR em Tempo real (qPCR)

O DNA das amostras foi analisado pelo sistema de Sybr Green na gPCR, tendo como alvo o
KDNA da espécie Leishmania (Viannia) braziliensis para o diagnostico de LTC e Leishmania
(Leishmania) infantum para LVC. As reagdes foram realizadas de acordo com as condigdes
descritas por De Paiva Cavalcanti et al. (2013) e Ghasemian et al. (2016) e teve 1fg de DNA da
Leishmania como limite minimo de detec¢do para amostras positivas.

O termociclador utilizado para a realizacdo do diagndstico da LTC e LVC foi o Applied
Biosystems QuantStudio 5 Real-Time PCR System, através do Software QuantStudio™ Design
&Analysis Software versdo 1.5.1.

2.3 Analises Estatisticas

Foi elaborado um banco de dados construido através do programa de SPSS 20.0, que
possibilitou os registros dos dados dos animais (nome do animal, raca, sexo, idade e dados
clinicos), tipo de amostra coletada e resultados parciais.
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2.4 Consideracdes Eticas

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto Aggeu
Magalhées da Fundacédo Oswaldo Cruz - PE (IAM/FIOCRUZ- PE), sob aprovacéo da CEUA/IAM
No. 120/2017.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dados clinicos e epidemioldgicos dos cées

A maioria dos cées era machos e ndo possuia raca definida. Os sintomas clinicos que o céo
acometido por leishmaniose apresentara depende de alguns fatores e principalmente da sua resposta
imunolodgica. Com isso, ele pode apresentar-se assintomatico durante anos ou apresentar sintomas
graves que podem o levar a morte (Ribeiro et al., 2018).

Um trabalho de De Freitas et al. (2020) descreveu recentemente que as mudancas
dermatoldgicas estdo presentes em quase 80% dos cdes com leishmaniose, porém no presente
estudo as dermatopatias juntas (alopecia, dermatite, seborreia e lesdo na pele) apareceram em
53,4% dos cées. Outro sintoma predominante nos cées, descrito por Salzo (2008), é a palidez da
mucosa ocular que foi observada em 75,3% dos cdes conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Aspectos clinicos observados nos caes

Sintomas Frequéncia Percentual
Alopecia 6 8,2%
Dermatite 10 13,7%
Seborreia 12 16,4%
Leséo na pele 11 15,1%
Mucosa ocular palida 55 75,3%
Caquexia 4 5,5%
Magro 14 19,2%

Tabela 1 — Aspectos clinicos observados nos caes

Sintomas Frequéncia Percentual (%)
Sobrepeso 5 6,8%
Condicao corporal normal 50 68,5%
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3.2 Teste imunoldgico

O teste rapido (TR DDP) é uma técnica rapida, sensivel, especifica, de facil interpretacdo e
execucdo (De Santis et al., 2013). Entretanto, é passivel de reacdo, diminuindo assim, a
especificidade do teste (Brito et al., 2001).

O TR DDP foi realizado em amostras de sangue de todos os cdes. Dentre as amostras obtidas,
10 apresentaram reatividade imunolédgica (de fraca a forte) ao antigeno da L.(Leishmania)
infantum, correspondendo a quase 14% da populacdo canina estudada descrito na Tabela 2.

Tabela 2- Apresenta a frequéncia e o percentual da reagdo imunol6gica do Teste Rapido.

Teste rapido Frequéncia Percentual (%0)
Reagente 6 8,2%
Fracamente reagente 4 5,5%
N&o reagente 63 86,3%
Total 73 100%

3.3 Teste molecular - gPCR

Vinte amostras de DNA leucocitarios foram processadas por qPCR para o diagndstico de
LTA. Para o diagndstico de LVC foram analisadas 18 amostras de DNA leucocitarios e 12 amostras
de DNA de swab de conjuntiva ocular por gPCR. Totalizando um ndmero de cinquenta amostras
analisadas.

A definicdo da curva padrdo para L. braziliensis e L. infantum foi realizada com base no
estudo de Paiva-Cavalcanti et al. (2013) no qual o resultado obtido foi de 95.37% de eficiéncia
para a curva padrdo de L. braziliensis e 96.936% de eficiéncia para a curva padréo de L. infantum.
Assim repetido para a analise dos resultados das reacfes de gPCR do presente estudo.

Houve amplificacdo tardia de DNA nas 20 amostras de sangue (leucdcitos) submetidas a
gPCR para o diagndstico de LTA, quando comparadas a amplificacdo da curva padrdo da L.
braziliensis, como mostra a Figura 4. Com isso, através do padrdo estabelecido para amostras
positivas, ndo foi detectada nenhuma amostra positiva para a L. (V.) braziliensis.

Por outro lado, das 30 amostras analisadas para o diagndstico de LVC, foi detectada 1
amostra biologica de leucécitos com amplificacdo de DNA de L. (L.) infantum dentro do intervalo
da curva padréo, portanto, positiva. Esse animal apresentou 1,649fg de DNA de L. infantum.

Amplification Plot

Figura 4 — Demonstracao da amplificacdo tardia em comparagdo com a curva padréo de L.
braziliensis.
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4. CONCLUSAO

Nas amostras de sangue (leucdcitos) dos cées incluidos no estudo, ndo houve amplificacao
de DNA de L. (V.) braziliensis. Devido a alta sensibilidade de deteccéo pela gPCR e dos resultados
negativos para a LTA canina, pode-se concluir que ndo havia circulacdo de L. (V.) braziliensis. Nas
mesmas amostras, também testadas para L. (L.) infantum, apenas em uma delas a gPCR apresentou
deteccdo de DNA para LVC. Apesar do baixo indice de infec¢do por LVC demonstrado, pode-se
concluir que hé circulacéo dessa espécie, embora em baixa quantidade, e em locais limitados.

Mesmo com a baixa carga parasitaria dos animais, o teste rapido mostrou-se reagente para
LVC em cées assintomaticos e no cdo que apresentava sinais e sintomas clinicos de LVVC. Portanto,
0 teste rapido pode confirmar a prevaléncia dessa infeccdo na regido e ndo, necessariamente, a
infeccéo ativa ou recente.

A regido estudada é endémica para as duas leishmanioses, e os dados obtidos indicam que ha
caso ativo de LVC na regiéo.
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RESUMO - A Leishmania (Viannia) braziliensis é caracterizada por ser um parasita intracelular
obrigatorio que acomete pele e mucosas, sendo a principal espécie circulante no estado de
Pernambuco. Animais silvestres e sinantropicos sdo 0s principais reservatérios naturais que
permitem a manutencéo do ciclo biolégico nas areas endémicas para leishmaniose tegumentar
(LT). O presente estudo tem como objetivo avaliar o desempenho da gPCR e PCR convencional
na deteccdo do alvo kDNA da L. (V.) braziliensis em amostras de roedores silvestres e
sinantropicos obtidas por meio de swab, coleta ndo invasiva. Na area de estudo, Amaraji -PE,
endémica para LT foram coletadas cerca de 50 amostras pareadas de swab de conjuntiva ocular
e secrecao oral de animais silvestres e sinantrépicos, das quais 20 foram submetidas aos testes
moleculares. O alvo kDNA nao foi detectado na PCR Convencional em ambos tipos de amostras
e para qPCR o alvo foi detectavel em trés amostras de swabs de conjuntiva ocular. Os resultados
obtidos no estudo demonstraram ser um recurso importante, que auxilia no diagnéstico da LT em
reservatorios, além de contribuir para uma melhor compreensao da epidemiologia da doenca.

Palavras-chaves: Diagnostico. gPCR. Leishmaniose tegumentar. Animais sinantropicos e
silvestres. Eco-epidemiologia

ABSTRACT - Leishmania (Viannia) braziliensis is characterized by being a mandatory
intracellular parasite that affects skin and mucous membranes, being the main circulating species
in the state of Pernambuco. Synanthropic and wild animals are the main natural reservoirs that
allow the maintenance of the biological cycle in the endemic areas for cutaneous leishmaniasis
(CL). The present study objective to evaluate the performance of qPCR and conventional PCR in
the detection of kDNA target of L. (V.) braziliensis in samples of synanthropic and wild rodents
obtained through swab, a non-invasive collection. In the study area, Amaraji -PE, endemic to CL
, about 50 paired samples of ocular conjunctiva swab and oral secretion of wild and synanthropic
animals were collected, of which 20 were submitted to Conventional PCR and Real-Time PCR
(QPCR). The kDNA target was not detected for Conventional PCR in both sample types and for
gPCR the target was detectable in three (3) samples of ocular conjunctive swabs. The results
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obtained in the study proved to be an important resource, which assists in the diagnosis of CL in
reservoirs, as well as contributing to a better understanding of the epidemiology of the disease.

Keywords: Diagnosis. gPCR. Cutaneous Leishmaniasis. Synanthropic and wild animals. Eco-
epidemiology.

1. INTRODUCAO

Na regido Nordeste do Brasil, a incidéncia da LT é verificada nas areas com resquicios de
floresta da Mata Atlantica, que sdo propicias a colonizacdo dos flebotomineos, mamiferos
silvestres e sinantropicos (Branddo-Filho et al., 2003). Sendo a espécie predominantemente
associada a LT no Nordeste e em Pernambuco a Leishmania (Viannia) braziliensis (Brito et al.,
2009; 2012; 2018; Branddo-Filho et al., 2001). Reservatorios silvestres e sinantropicos da L.
(V.) braziliensis, como o Nectomys squamipes, Necromys lasiurus e o Rattus rattus sdo animais
que, em geral, ndo apresentam as manifestacdes clinicas da doenca, pois apresentam uma relacédo
de adaptacdo e equilibrio entre parasito-hospedeiro e vetor fazem a manutencéo do ciclo biolégico
do protozoario nas areas endémicas (Branddo-Filho et al., 2003).

O diagndstico por meios convencionais para LT é realizado a partir do exame direto por
microscopia, cultura, sendo esta suscetivel a contaminagéo e necessitando de mais tempo para o
resultado. Além disso, a sorologia também faz parte dos meios de diagndstico, no entanto,
apresenta problemas com reagdes cruzadas e ndo permite diferenciar uma infecgdo passada e atual
(Wilson, 1995). Diante dessas limitagdes dos meios tradicionais de diagndstico, somado a coleta
invasiva e as vezes dolorosa, a utilizagdo de um procedimento néo invasivo associado ao teste
molecular assume grande importancia para o diagnostico (Mimori et al., 2002). Nesse sentido, esta
associacao contribui para um diagnostico de maneira mais rapida e especifica.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Amaraji, Zona da Mata Sul de Pernambuco, area
endémica para LT, nas localidades do Engenho Raiz de Dentro e Engenho Refrigério. Foram
coletadas cerca de 50 amostras pareadas de swabs estéreis de conjuntiva ocular e de secre¢éo oral
de roedores silvestres e sinantropicos, as quais foram submetidas a extracdo do DNA de acordo
com o protocolo padronizado por Silva et al. (2017).

Dentro das 50 amostras, 20 amostras de swabs de conjuntiva e de secre¢do oral foram
submetidas a PCR em tempo real (QPCR) pelo sistema da SYBR Green tendo como alvo o KDNA
do subgénero (Viannia), que amplifica um fragmento de até 138 pares de base. As reaces foram
realizadas de acordo com as condigdes descritas por Paiva-Cavalcanti et al. (2013). Iniciou-se esse
estudo utilizando um ndmero de 10 amostras pareadas de swabs de conjuntiva e de secrecdo oral
(estudo piloto), uma vez que, o tipo de amostras obtidas de animais de pequeno porte poderia ser
uma limitagdo. As referidas amostras foram submetidas a PCR convencional realizada em 35
ciclos (Eresh et al.,1994), a qual amplifica até 750pb da Leishmania (V.) braziliensis. Seguido da
analise de 10ul dos produtos de PCR na eletroforese em gel de agarose 1 % com tampdo TAE
corado por solucéo de brometo de etidio 10 g/mL (Rodrigues et al., 2002; Sambrook et al., 2001).

Este trabalho faz parte de um projeto maior e tém aprovacgéo e Certificado da Comisséao de
Etica em Uso de Animais do Instituto Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ — PE (CEUA /IAM-
FIOCRUZ-PE), sob n° 017/2011.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
As 20 amostras de swabs de conjuntiva e de secrecdo oral de roedores foram processadas
por qPCR para diagndstico de LT. Dessa forma, foi realizada a amplificagéo de uma curva padrdo
DNA de promastigotas em cultura de Leishmania (V.) braziliensis, cepa de referéncia cedida pelo
CLIOC-RJ. A definigdo da curva padrdo para L. braziliensis foi realizada com base no estudo de
Paiva-Cavalcanti et al. (2013) tendo como maior ponto de detec¢do da curva 1ng e menor ponto
1fg e esta obteve uma eficiéncia de 105.933% como demonstrado no Gréfico 1.
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Gréfico 1 - Eficiéncia da Curva Padréo.

A maioria das amostras tiveram uma amplificacdo tardia em relacéo a curva padrao, logo
resultou em negatividade para todas as amostras de swabs de secregdo oral, no entanto, foram
obtidas trés amostras de swabs de conjuntiva positivas para alvo KDNA da L. braziliensis (Tabela
1). Tendo como base o padrdo de referéncia de temperatura da Curva de Meltting de 79°C a 81°C
(Grafico 2) conforme descrito por Morais et al (2015).

Melt Curve Plot
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Grafico 2 - Temperatura de Melting entre 79°c e 81°.

Tabela 1 — Quantidade de DNA das amostras positivas.

Swabs de conjuntiva

Roedores Resultado
Quantidade (fg)

Roedor 17 Positivo
10,883

Roedor 19 Positivo
17,219

Roedor 20 Positivo
12,093
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Além disso, 10 amostras pareadas de swabs de conjuntiva e de secrecdo oral e animais
silvestres e sinantropicos foram submetidas a PCR convencional e o produto da reacéo foi revelado
por eletroforese em gel de agarose e os resultados foram negativos para L. braziliensis em todas
as amostras como mostra a Figura 1. N&o apresentando banda amplificada a 750pb como o0s
controles positivos (Bruijn et al., 1992), demonstrando que a quantidade de parasitos nas mesmas
foram abaixo do limite de deteccédo do teste que é de 10pg .

| Swabs conjuntiva ocular ‘ | Swabs secregio oral ‘

PMCPCP 12 3 45 6 7 89 10

pMcPCcP 12 3 45 6 7 89 10

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo, mostrando apenas
as bandas dos controles positivos utilizados de 1ng e 10pg, nas demais lines de (1 a 10) as amostras
de swabs ndo detectaveis.

4. CONCLUSAO

O alvo kDNA da L. braziliensis em swabs de conjuntiva ocular foi detectado por gPCR, a
qual demonstra ter uma melhor perfomance por ser de alta sensibilidade e especificidade que a
PCR convencional.

Adicionado a isso, a unido dessa técnica molecular, qPCR, ao método de coleta ndo invasivo
por swab demonstram ser um recurso importante pela rapidez, praticidade no manejo e menor
incdbmodo ao animal. Dessa forma, auxiliando no diagnostico de LT em animais reservatérios do
parasito, mesmo com baixa carga parasitéria, e ajudando a entender melhor a epidemiologia da
doenca nas regides endémicas.
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COLAGENO DE SUBPRODUTOS DE PELE DE SARAMUNETE
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RESUMO - Colégeno tem sido utilizado amplamente como recurso para a producédo de
biomateriais de uso terapéutico e biomédico. As principais fontes dessa matéria-prima tém sido
bovinos e suinos, porém questdes religiosas e sanitarias tém tornado a busca por fontes
alternativas uma questdo necessaria. Nesse contexto, biopolimeros de colageno de origem
marinha sdo alternativas viaveis, rapidas, de menor custo e sdo livres de problemas sanitarios.
Assim, este trabalho objetivou isolar colageno de pele de saramunete (Pseudupeneus maculatus)
pelo método &cido soltvel (ASC) e realizar sua identificacdo molecular usando técnica de
infravermelho (FTIR). A pele foi pré-tratada para remocdo de proteinas ndo colagenosas e
gorduras, além de outras sujidades. A extracdo se deu pela solubilidade em acido acético. O
material colagenoso foi liofilizado. Do ponto de vista estrutural, o coldgeno extraido pelo método
ASC apresentaram Bandas A (3347 cm™), Amida | (1633 cm™) e Amida 111 (1081 cm™). Os picos
sao caracteristicos das ligacdes amidas, que sdo os marcadores mais comuns da conformacao do
esqueleto polipeptidico. Esses picos correspondem aos amino e iminoacidos (prolina e
hidroxiprolina) das moléculas de coldgeno conhecidas. O colageno ASC da pele de saramunete
ndo apresentou as bandas Amida A e Amida Il. Com a identificagdo molecular, é possivel
estabelecer as condicbes para aplicacGes biomédicas e a viabilidade do material para o
desenvolvimento de novos biopolimeros a base de colageno para ganho terapéutico.

Palavras-chave: biopolimero, biotecnologia, peixe, marinho.

ABSTRACT - Collagen has been widely used as a resource for the production of biomaterials
for therapeutic and biomedical use. The main sources of this raw material have been cattle and
pigs, but religious and health concerns havemadethesearch for alternative sources a necessary
issue. In thiscontext, collagenbiopolymersof marine origin are viable, fast, less costly alternatives
and are free from sanitary problems. Thus, this work aimed to isolate collagen from skin of Spotted
goatfish (Pseudupeneus maculatus) bythe acid soluble method (ASC) and perform its molecular
identification using infrared technique (FTIR). The skin was pre-treated to remove non-
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collagenous proteins and fats, as well as other dirt. The extraction was done by solubility in acetic
acid. The collagenous material was lyophilized. From a structural point of view, the collagen
extracted by the ASC method showed bands A (3347 cm™), Amide 1 (1633 cm™) and Amide 11
(1081 cm™). The peaks are characteristic of the amide bonds, which are themost common markers
of the conformation of thepolypeptide skeleton.Thesepeakscorrespondtothe amino and iminoacids
(proline and hydroxyproline) of the known collagen molecules. The ASC from the Spotted goatfish
skin did not show the bands Amida A and Amida Il. With molecular identification, it is possible to
establish the conditions for biomedical applications and the viability of the material for the
development of new collagen-based biopolymers for therapeutic gain.

Keywords: biopolymer, biotechnology, fish, marine.

1. INTRODUCAO

O coléageno é uma proteina fibrosa, abundante no tecido animal e que corresponde a 30% do
total de proteinas presentes (Oliveira et al., 2017; Lin et al., 2018; Guet al., 2019). A maioria das
moléculas de colageno extraidas € proveniente de mamiferos, principalmente, suinos, ovinos e
bovinos (Ghodbane; Dunn, 2016), e de aves (Li et al., 2017). No entanto, o colageno derivado de
mamiferos, principalmente, de suinos e bovinos, apresenta varias deficiéncias, incluindo
imunogenicidade, variacdo de lote para lote e risco de contaminacdo por doencas zoondticas
(Davison-Kotler; Marshall; Garcia-Gareta, 2019).

Em contrapartida as fontes de mamiferos, as fontes de colageno de origem aquética séo
abundantes e promissoras, tendo como representantes os peixes teledsteos, peixes cartilaginosos e
invertebrados marinhos (Davison-Kotler; Marshall; Garcia-Gareta, 2019). Os subprodutos de
peixes sdo 0s mais almejados para extracdo de colageno pela industria, tais como pele, escamas e
bexiga natatoria, muito devido ao baixo valor econdmico e a facilidade de obtencdo dessas
matérias-primas (Oliveira et al., 2017).

Até o presente momento, a familia das moléculas de colageno é constituida por 29 subtipos,
sendo o principal para uso biomédico e farmacéutico, classificado como Tipo I, encontrado
abundantemente na pele de peixes (Felician et al., 2018; Song et al., 2019). Esses colagenos tém
sido utilizados com sucesso como biomateriais em procedimentos regenerativos e tratamento de
cicatrizacdo, muito devido a sua alta biocompatibilidade e baixa imunogenicidade (Felician et al.,
2018;Benjakul et al., 2020).

Para atender a crescente demanda comercial, vérias técnicas de extracdo de colageno foram
utilizadas, isoladamente ou combinadas, a partir dos avangos biotecnolégicos (Oliveira et al.,
2017). Esses avangos também permitem a fabricacdo de andaimes de colageno de varias formas,
com ou sem a presenca de outros biomateriais (como de quitosana, por exemplo), como na
producéo de biofilmes, esponjas cirurgicas e hidrogéis medicos. Os biomateriais de colageno sao
amplamente utilizados para desenvolver substitutos de tecido na regeneragdo ou reparagéo de
tecidos doentes ou danificados (Chowdhury et al., 2018). Ainda, esses biomateriais podem ser
utilizados como sutura cirdrgica, agentes hemostéaticos, inclusive sendo utilizadas em matrizes
basicas para sistemas celulares e substitui¢cdo/substituto de vasos sanguineos e valvulas artificiais.
Pode ser fabricado como um produto purificado reconstituido de fontes animais para a producédo
de curativos, incluindo substituicdo da pele, vasos sanguineos e valvulas artificiais, entrega
transdérmica de medicamentos, nanoparticulas para entrega de genes e matrizes basicas para
sistemas de cultura de células (Benjakul et al., 2020).
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Biomateriais de colageno ainda podem ser aplicados como substitutos na reconstrucéo de
ossos faciais (Cicciu et al., 2018) e nas preparacfes de produtos farmacéuticos utilizados nos
tratamentos de feridas, queimaduras, cirurgias oftalmologicas, ortopédicas e orais (Muthukumar
et al., 2018). Assim, biomateriais a base de colageno buscam imitar intimamente os conjuntos
supramoleculares nativos e tém a capacidade de fornecer de maneira localizada e sustentada
populacdes celulares viaveis e/ou moléculas bioativas/terapéuticas (Sorushanova et al., 2019).

Para que o colageno seja utilizado, faz-se necessario uma serie de procedimentos: pre-
tratamento, etapas de extracdo, etapas de caracterizacao de suas propriedades fisico-quimicas e sua
identificacdo estrutural através de tecnicas de espectroscopias, como atraves do uso da
espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) (Oliveira et al., 2019). A
espectroscopia € uma técnica vibracional utilizada na identificagdo molecular de moléculas
proteicas, muito devido a rapidez, baixo custo e ndo causar alteracdo no material analisado. Sdo
técnicas rapidas, de baixo custo, de facil reproducéo, ndo causam alteracdo nos tecidos analisados
e dao suporte informacional da estrutura molecular da molécula-alvo (Talari et al., 2016; Riaz et
al., 2018), sendo amplamente aplicada na identificacdo da estrutura de colagenos extraidos de
subprodutos de organismos aquéticos (Hukmi; Sarbon, 2018; Hamdan; Sarbon, 2019; Oliveira et
al., 2019).

Assim, este trabalho objetivou isolar colageno de subprodutos de pele de saramunete
(Pseudupeneus maculatus), uma espécie de facil aquisicdo e encontrada em abundancia nos boxes
comerciais de pescado e frutos do mar, e realizar sua identificacdo estrutural através da
espectroscopia de FTIR, visando sua aplicacdo no segmento terapéutico.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Subprodutos de pele de peixe

Para este trabalho, foram utilizados os subprodutos de pele da espécie de peixe marinho
saramunete (Pseudupeneus maculatus), devido a facilidade de aquisicdo, abundancia e o baixo
preco de sua comercializagcdo. Exemplares de saramunete (P. maculatus) foram adquiridos junto a
comerciantes do Mercado Publico de Casa Amarela, Recife-PE. As peles foram higienizadas e
conduzidas ao Laboratério de Tecnologia de Bioativos, LABTECBIO, Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, DMFA, Universidade Federal Rural de Pernambuco, UFRPE. A
espécie utilizada esta registrada no Patrimoénio Genético Brasileiro sob 0 n°A25441A.

2.2 Pré-tratamento de subprodutos de pele

Para eliminar as proteinas ndo colagenosas do material, a pele foi misturada com 0,2 M de
NaOH em uma solucdo alcalina (1:10) (p/v). A mistura foi continuamente agitada durante 3 horas
a4°C e a solucdo alcalina foi trocada a cada 30 minutos. A pele tratada foi entdo lavada com &gua
destilada fria até um pH neutro ou fracamente basico da agua de lavagem ser atingido. O pH da
agua de lavagem foi determinado utilizando um medidor de pH digital (Sartorius América do
Norte, Edgewood, Nova lorque, EUA). Em seguida, foi adicionado 10% de alcool butilico, na
proporcao de 1:10 (p/v), para remover gorduras. A mistura foi continuamente agitada durante 6 h
a 4°C e para posterior lavagem da pele, como descrito anteriormente. Em seguida, adicionou-se
3% de perdxido de hidrogénio a uma taxa de 1:10 (v/v) para o branqueamento da pele (Oliveira et
al., 2019).
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2.3Extracdo acido solivel (ASC) do colageno e dosagem de proteinas totais

O colageno foi obtido pelo método acido soltvel (ASC). O colageno foi extraido com acido
acético 0,5 M, a proporc¢éo de acido/amostra foi de 1:20 (p/v), durante 3 dias. A solucdo viscosa
resultante foi centrifugada a 20,000 g durante 30 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram
combinados e adicionados NaCl para dar uma concentragéo final de 0,9 M, seguido de precipitacdo
do colageno por meio da adicdo de NaCl até a concentracao final de 2,5 M em 1,5 M de Tris-HCI
(pH 8,8). Depois de repousar durante a noite, o precipitado resultante foi recolhido por
centrifugacdo a 20,000 g durante 60 minutos, para em seguida ser dissolvido em 10 volumes de
acido acético 0,5 M. A solugdo obtida foi dialisada contra 0,1 M &cido acético e subsequentemente
contra agua destilada. O dialisado foi crio dessecado e referido como o colageno soltvel em acido
(ASC) (Chen et al., 2016).A concentracdo de proteina total foi determinada de acordo com Smith
et al. (1985).

2.4 Espectrometro de infravermelho FTIR

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) para o
colageno da pele de saramunete (P. maculatus) foi obtida utilizando um espectrofotdmetro
(modelo FTLA 2000-102). Para analise espectral, as amostras de ASC foram colocadas sobre a
célula de cristal e a célula foi fixada na montagem do espectrometro FTIR. Os espectros na gama
de 600-4000 cm-1 com sinal automético (Oliveira et al., 2019).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo do colageno da pele de saramunete (P. maculatus) foi realizada com sucesso, de
modo réapido e prético. Do ponto de vista estrutural, o colageno extraido pelo método ASC
apresentaram Bandas A (3347 cm™), Amida | (1633 cm™) e Amida Il (1081 cm™), como
visualizado na Figura 1.

Os picos sdo caracteristicos das ligacdes amidas, que sdo 0s marcadores mais comuns da
conformacdo do esqueleto polipeptidico. Esses picos correspondem a prolina e a hidroxiprolina
das moléculas de colageno conhecidas. O colageno ASC ndo apresentou as bandas Amida B e
Amida 11, como ilustrado na figura 1.

A auséncia das bandas Amida B e Amida Il podem estar relacionadas ao procedimento
utilizado para a extracdo do coladgeno, como o fator tempo de exposi¢do ao acido acético, por
exemplo, sugerindo que o processo extrativo influenciou na organizacdo estrutural da proteina
colagenosa. Levando em consideracéo que a presenca da banda Amida B sinalizaria o alongamento
simétrico da cadeia de CHo, e que a presenca da banda Amida Il confirmaria a manutencéo da
estrutura helicoidal durante o procedimento de extracéo, é sugestivo que o procedimento utilizado
tenha causado desorganizacdo da molécula. Assim, é recomendada a utilizagdo de outras técnicas
espectroscopicas (dicroismo circular, por exemplo) para confirmacao dessa alteragéo.
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Figura 1 — Espectros de infravermelho FTIR de colageno ASC extraido da pele de saramunete
(Pseudupeneus maculatus).

Na prética, a auséncia das referidas bandas ndo inviabiliza o colageno extraido para fins de
producéo de biomateriais. Esses resultados sao corroborados por coldgenos extraidos por Hamdan;
Sarbon (2019) a partir das escamas de uma espécie sardinha (Sardinella fimbriata) atraves de
método soltvel em &cido (ASC) e enzimético (PSC), e que foram observados apenas as bandas
Amida A (3416.90 cm™ e 3423.64 cm™), Amida 11 (1589.77 cm™ e 1400.79 cm™) e Amida III
(1414.06 cm™ e 1264.47 cmY), respectivamente. Também, por Hukmi; Sarbon (2018)ao extrair
colageno ASC e PSC do peixe panga (Pangasius sp.), obtendo as bandas Amida A (3457.07 cm™
e 3447.86 cm™), Amida I1 (1541.78 cm™ e 1541.73 cm™) e Amida I11 (1242.90 cm™ e 1239.39 cm”
1, respectivamente. Evidenciando que embora alterada estruturalmente pelo método de extragéo,
a proteina colagenosa ainda pode ser utilizada para fabricacdo de filmes, esponjas e hidrogéis
(Chowdhury et al., 2018), por exemplo.

4. CONCLUSAO

O colageno extraido pelo método ASC apresentou caracteristicas estruturais de interesse
para utilizacdo na producdo de biomateriais para fins médicos. A fonte da matéria-prima se torna
uma alternativa viavel em substituicdo aos colagenos empregados na atualidade, como forma de
reducdo de custos, agregacdo de valor ao produto aquicola e para geragdo de novos produtos
biotecnologicos.

5. REFERENCIAS

BENJAKUL, S.; SAE-LEAW, T.; SIMPSON, B.K. Byproducts from Fish Harvesting and
Processing, in: SIMPSON, B.K.,; ARYEE, A.N.A.; TOLDRA, F. (Eds.), Byproducts from
Agriculture and Fisheries: Adding Value for Food, Feed, Pharma, and Fuels. Wiley, p.179-217,
2020.

88



m 6° ENCONTRO BRASILEIRO

INOVAGAO TERAPEUTIC AL
INOVAGOES PARA O ENFREN O DA COVID-19 &

CHEN, S.; CHEN, H.; XIE, Q.; HONG, B.; CHEN, J.; HUA, F.; BAI, K.; HE, J.; YI, R.;WU, H.
Rapid isolation of high purity pepsin-soluble type | collagen from scales of red drum fish
(Sciaenops ocellatus). Food Hydrocoll., v.52, p.468-477, 2016.

CHOWDHURY, S.R.; MH BUSRA, M.F.; LOKANATHAN, Y.; NG, M.H.; LAW, J.X,;
CLETUS, U.C.; BINTI HAJI IDRUS, R. Collagen Type I: A Versatile Biomaterial. Advances in
experimental medicine and biology, v.1077, p.389-414, 2018.

CICCIU, M.; CERVINO, G.; HERFORD, A.S.; FAMA, F.; BRAMANTI, E.; FIORILLO, L.;
LAURITANO, F.; SAMBATARO, S.; TROIANO, G.; LAINO, L. Facial bone reconstruction
using both marine or non-marine bone substitutes: evaluation of current outcomes in a systematic
literature review. Mar. Drugs, v.16, p. 27, 2018.

DAVISON-KOTLER, E.; MARSHALL, W.S.; GARCIA-GARETA, E. Sources of collagen for
biomaterials in skin wound healing. Bioeng., v.6, p.1-15, 2019.

FELICIAN, F.F.; XIA, C.; QI, W.; XU, H. Collagen from marine biological sources and medical
applications. Chem. Biodivers., v.15, p.e1700557, 2018.

GHODBANE, S.A.; DUNN, M.G. Physical and mechanical properties of cross-linked type |
collagen scaffolds derived from bovine, porcine, and ovine tendons. Journal of biomedical
materials research. Part A, v.104, n.11, p.2685-2692, 2016.

GU, L.; SHAN, T.; MA, Y.X,; TAY, F.R., NIU, L. Novel Biomedical Applications of Crosslinked
Collagen. Trends Biotechnol., v.37, n.5, p.464-491, 2019.

HAMDAN, F.S.; SARBON, N.M. Isolation and characterisation of collagen from fringescale
sardinella (Sardinella fimbriata) waste materials. Int. Food Res. J., v.26, p.133-140, 2019.

HUKMI, N.M.M.; SARBON, N.M. Isolation and characterization of acid soluble collagen (ASC)
and pepsin soluble collagen (PSC) extracted from silver catfish (Pangasius sp.) skin. Int. Food
Res. J., v.25, p.2601-2607, 2018.

LI, H.; YUN, H.Y.; BAEK, K.J.; KWON, N.S.; CHOI, H.R.; PARK, K.C.; KIM, D.S. Avian
Collagen Is Useful for the Construction of Skin Equivalents. Cells, tissues, organs, v.204, n.5-6,
p.261-269, 2017.

LIN, K.; ZHANG, D.; MACEDO, M.H.; CUIl, W.; SARMENTO, B.; SHEN, G. Advanced
collagen-based biomaterials for regenerative biomedicine. Adv. Funct. Mater., v.29, p.1804943,
2018.

MUTHUKUMAR, T.; SREEKUMAR, G.; SASTRY, T.P.; CHAMUNDEESWARI, M. Collagen

89



m 6° ENCONTRO BRASILEIRO

INOVAGAO TERAPEUTIC AL
INOVAGOES PARA O ENFREN O DA COVID-19 &

as a potential biomaterial in biomedical applications. Rev. Adv. Mater. Sci., v.53, p.29-39, 2018.

OLIVEIRA, V.M.; CARNEIRO DA CUNHA, M.N.; NASCIMENTO, T.P.; ASSIS, C.R.D,;
BEZERRA, R.S.; PORTO, A.L.F. Collagen: general characteristics and production of bioactive
peptides - a review with emphasis on byproducts of fish. Acta Fish. Aquat. Resour., v.5, p.70-82,
2017.

OLIVEIRA, V.M.; NERI, R.C.A.; MONTE, F.T.D.M.; ROBERTO, N.A.; COSTA, HM.S,;
ASSIS, C.R.D.; SANTOS, J.F.; BEZERRA, R.S.; PORTO, A.L.F. Crosslink-free collagen from
Cichla ocellaris: Structural characterization by FT-IR spectroscopy and densitometric evaluation.
J. Mol. Struct., v.1176, p.751-758. 2019.

RIAZ, T.; ZEESHAN, R.; ZARIF, F.; ILYAS, K.; MUHAMMAD, N.; SAFI, S.Z.; RAHIM, A;
RIZVI, S.A.A.;REHMAN, I.U. FTIR analysis of natural and synthetic collagen. Appl. Spectrosc.
Rev., v.53, p.703-746, 2018.

SMITH, P.K.; KROHN, R.l.; HERMANSON, G.T.; MALLIA, AK.; GARTNER, F.H.;
PROVENZANO, M.D.; FUJIMOTO, E.K.; GOEKE, N.M.; OLSON, B.J.; KLENK, D.C.
Measurement of protein using bicinchoninic acid. Anal. Biochem., v.150, n.1, p.76-85, 1985.

SONG, W.K.; LIU, D.; SUN, L.L.; LI, B.F.; HOU, H. Physicochemical and Biocompatibility
Properties of Type | Collagen from the Skin of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) for
Biomedical Applications. Mar. Drugs, v.17, p.137, 2019.

SORUSHANOVA, A.; DELGADO, L.M.; WU, Z.; SHOLOGU, N.; KSHIRSAGAR, A,
RAGHUNATH, R.; MULLEN, A.M.; BAYON, Y.; PANDIT, A.; RAGHUNATH, M,
ZEUGOLIS, D.I. The Collagen Suprafamily: From Biosynthesis to Advanced Biomaterial
Development. Advanced materials (Deerfield Beach, Fla.), v.31, n.1, Artigo e1801651, 2019.

TALARI, A.C.S.; MARTINEZ, M.A.G.; MOVASAGHI, Z.; REHMAN, S.; REHMAN, I.U.
Advances in Fourier transform infrared (FTIR) spectroscopy of biological tissues. Appl. Spectrosc.
Rev., v.52, p.456-506, 2016.

6. AGRADECIMENTOS

Os autores agradecem ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico
(CNPq) e a Universidade Federal Rural de Pernambuco pela bolsa de PIBIC, aléem da Fundacao
de Amparo a Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco (FACEPE) e da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

90



m 6° ENCONTRO BRASILEIR

INOVACAO TERAPEUTI
INOVAGOES PARA O ENFRENTAT!

AREA DE SUBMISSAOQ: Biologia Molecular

POTENCIAL DE DETECCAO DA LEISHMANIOSE
TEGUMENTAR POR TESTES MOLECULARES EM SWAB
CONJUNTIVAL DE EQUINOS ASSINTOMATICOS NA REGIAO
METROPOLITANA DO RECIFE, PERNAMBUCO

K.P.B.DE LIMA ', CJ. DASILVA'? J.F.C. L. S. MONTEIRO", S.F DE SOUZA',C.S. A. G
E SILVA® G.L. DOS SANTOS? A. K. S. F. SILVA', E. L. ALMEIDA?, S. P. BRANDAO
FILHO', M. E. F. BRITO!

! Departamento de Imunologia, Laboratdrio de Imunoparasitologia, Instituto Aggeu Magalhes,
FIOCRUZ-PE

2 Nucleo de Vigilancia em Satde de Moreno;
3 Universidade Fernando Pessoa, Portugal

E-mail para contato: karinaabaracho@gmail.com

RESUMO - Em Pernambuco, o municipio de Moreno localizado na regido metropolitana de
Recife, a leishmaniose tegumentar (LT) destaca-se por apresentar importante incidéncia, com
uma média de 52 casos da doenca registrados ao ano e 30% de prevaléncia. A LT possui
hospedeiros e possiveis reservatorios naturais da doenca que ja foram descritos em areas
endémicas de varias regides do Brasil entre eles os equinos, cavalos (Equus caballus) e jumentos
(Equus asinus). O diagndstico da doenca necessita de contexto epidemioldgico, clinico e
confirmacao laboratorial que se baseiam em testes parasitologicos, imunoldgicos e moleculares.
Esse estudo avaliou o potencial de infec¢do atraves de testes moleculares (PCR convencional e
gPCR) em equinos assintomaticos para LT em area endémica de Recife, PE. Foram cedidas 25
amostras de swab de conjuntiva ocular (método néo invasivo) pelo Servico de Referéncia em
Leishmanioses IAM — FIOCRUZ PE. Os resultados demonstraram 20% de positividade por PCR
em tempo real para LT sendo a espécie Leishmania (V.) braziliensis, a Unica até entao notificada
no Estado de PE e na maioria do pais. Os resultados obtidos no estudo evidenciam que, 0s equinos
podem atuar como potenciais reservatérios do parasito envolvidos no ciclo zoonético de
transmissdo dessa endemia.

Palavras Chave: Epidemiologia, PCR convencional, gPCR

ABSTRACT — In Pernambuco, the Moreno county, located in Recife Metropolitan Region, the
tegumentary leishmaniasis (LT) is highlighted for presenting important incidence, with a mean
number of 52 cases of the disease reported yearly and 30% of prevalence. LT possesses hosts and
possible natural reservoirs of the disease that already has been described in endemic areas from
several regions in Brasil among them are equines, horses (Equus caballus) and donkeys (Equus
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asinus). The illness diagnosis requires epidemiologic and clinical context, aswell as
parasitological, imunological and molecular tests based laboratorial confirmation. The present
study evalued the infection potencial for LT through molecular tests (conventional PCR and qPCR)
on assymptomatic equines in a endemic area of Recife, PE. Were gave by the Servico de Referéncia
em Leishmanioses IAM-FIOCRUZ PE 25 ocular conjuntive swab samples (non invasive method).
The results showed 20% positivity by real time PCR for LT being the species Leishmania (V.)
braziliensis, the only one notified until now in the State of PE and most of the country. The attained
results in the study show that equines can operate as potential reservoirs of the parasite involved
in the zoonotic cicle of this endemy transmission.

Keywords: Epidemiology, conventional PCR, qPCR

1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar (LT) é caracterizada por sua forma cutanea podendo atingir
também a mucosa. E endémica em 98 paises, entretanto quase 90% dos casos de leishmaniose
mucocutanea ocorrem no estado plurinacional da Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2016 ALVAR et
al., 2012). No Brasil a LT possui padrdes de transmissao onde tem-se observado uma diversidade
de vetores, reservatorio e hospedeiros (GOMES et al., 2014; BRILHANTE, 2016).

No Brasil e na regido nordeste a principal espécie causadora da LT é a Leishmania (V.)
braziliensis que representa uma populagio extremamente diversificada (BRITO et al., 2009; SA.,
2017). E caracteristica da espécie apresentar diferente formas clinicas, poucos parasitos nas lesoes,
e a maioria das manifestaces clinicas é caracterizada por lesfes unicas, localizada na pele a partir
da inoculacgéo das formas promastigotas por um vetor (BRASIL, 2017).

A infeccdo pelo género Leishmania foi descrita em animais silvestres, sinantrépicos e
domésticos. Os animais domésticos podem estar infectados, porém ndo doentes, podendo atuar
como reservatérios no ciclo de transmissdo desta patologia, a exemplo do género Equus como 0s
cavalos (Equus caballus) e jumentos (Equus asinus). No Brasil, o papel dos equinos no ciclo de
transmissdo da LT ainda nao foi definitivamente esclarecido (BRASIL, 2010), ja na Venezuela
esses animais sdo considerados reservatdrio doméstico de L. braziliensis (AGUILAR et al., 1984;
BARBOSA et al., 2010).

Os métodos classicos disponiveis para o diagnéstico da doenga ndo apresentam a eficécia
e aplicabilidade desejada. Sendo assim, é necessario avaliar epidemiologia, aspectos clinicos e a
confirmacéo laboratorial dos casos, 0 que pode ser realizado através dos métodos parasitolégicos,
imunoldgicos e moleculares (BRITO et al., 2012). O presente estudo propde avaliar a potencial
infeccdo de LT em cavalos (Equus caballus) e jumentos (Equus asinus) a fim de contribuir para o
conhecimento de potenciais reservatorios do parasito no ciclo de transmissao.

2. MATERIAIS E METODOS
Area de estudo

O estudo foi desenvolvido no Engenho Jardim, municipio de Moreno, localizado na Regido
Metropolitana do Recife, estado de Pernambuco, Brasil. Distancia 55.7 km da capital, compreende
uma area de 195.603 km?2 e uma densidade populacional de 311.94 hab./km2. Atividade econémica
predominante nessa regido é o cultivo da cana-de-agucar. As casas sao construidas proximas a
Mata Atlantica remanescentes com a presenca do homem e de animais domesticos (cdo, cavalo,
gato e ovelhas). O principal vetor da regido é o Lutzomyia whitmani, responsavel pela transmissdo
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da L. (V.) braziliensis.
Animais
As amostras de swab de conjuntiva ocular dos equinos foram cedidas pelo Servico de
Referéncia em Leishmanioses do IAM/ FIOCRUZ- PE obtendo-se um n amostral de 25, que foram

acondicionadas para posterior processamento no Laboratério de Imunoparasitologia-LIMP,
IAM/FIOCRUZ-PE.
Extracdo de DNA

O DNA de Leishmania spp. foi extraido seguindo o protocolo de adsorcdo a silica em
suspensdo proposto por DA SILVA (2017).
Curva de Diluicéo

Foi avaliada a sensibilidade de deteccdo de DNA de Leishmania (Viannia) braziliensis
utilizando a cepa de referéncia I0C-566 (MHOM/BR/75/M2903). O DNA foi diluido em série nas
concentragdes de 10ng/L a 1fg/uL.
Reacdo em cadeia da polimerase (PCR convencional)

A PCR convencional foi realizada nas condi¢des descritas por DE BRUIJN E BARKER.,
(1992) tendo como alvo de deteccdo o KDNA, que amplifica a regido de 750 pb. Em seguida foi
realizado eletroforese de gel em agarose a 1% corado com brometo de etideo. A PCR convencional
sera utilizada como referéncia para definicdo de positivos e negativos, técnica estabelecida no
diagnostico do Servico de Referéncia em Leishmanioses (SRL) do IAM — FIOCRUZ/PE.

PCR em tempo real (QPCR)

As amostras de DNA foram também submetidas a qPCR, conforme descrito por PAIVA-
CAVALCANTI et al.,(2013). Este sistema utiliza 0 KDNA como alvo de deteccéo, regido variavel
do minicirculo do cinetoplasto de Leishmania spp. amplificando um fragmento de 138 pb.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Relacionado aos resultados da curva de diluicdo de DNA de Leishmania braziliensis houve
amplificacdo de 750 pb, confirmando o subgénero Viannia como descrito por BRUIUN E
BARKER (1992). O limite de deteccdo de DNA para técnica de PCR foi de 10 fg (Figural.)
(RODRIGUES et al.,2002).

PM CN 1 2 3 4 5 6 7

Figura 1. Curva de detecgdo em eletroforese em gel de agarose a 1% corado por brometo de etideo
com limite de deteccdo de 10fg.
Legenda: PM (Marcador de peso molecular DNA) CN (controle negativo) linhas 1 a 7
(Concentracao de DNA: 10ng/uL,1ng/uL, 100 pg/uL ,10pg/uL, 1pg/uL, 100fg/uL, 10fg/uL).
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Para gPCR a eficiéncia da curva obteve-se 98.274% com limite de deteccdo de 1fg
(Figura.2). Os achados corroboram com o estudo de PAIVA-CAVALCANTI et al.,(2013) onde
foi confirmado com o mesmo limiar de deteccéo para o alvo KDNA.
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Figura 2. Curva de diluicdo para L. V. braziliensis.

A espécie identificada foi a L. V. braziliensis com pico de 81,3°C (especifico para espécie)
que varia de 78 a 81° C (Figura 3.). Estes dados também sdo demonstrado por PAIVA-
CAVALCANTI et al., (2013). Além disso, foi a Unica espécie notificada até 0 momento no estado
de Pernambuco, associada a LT (BRITO et al.,2009; 2012; 2018).
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Figura 3. Curva de melting com uma amostra positiva para L. V. braziliensis
com pico de temperatura de 81,03°C (especifico para essa espécie)

Do total de 25 amostras de swab de conjuntiva ocular obtidas de equinos, de raca e sexo
diferentes, 16 foram submetidas aos teste de PCR convencional e qPCR, 09 amostras ndo foram
realizadas por motivos logisticos. Para qPCR as amostras apresentaram um percentual de 20%
(5/16) de positividade para LT e 44% (11/16) ndo foram detectadas no teste. Para PCR
convencional nenhuma amostra apresentou positividade.

A gPCR se mostra uma técnica cada vez mais util na deteccdo e quantificacdo de
protozoarios. Estudos relatam que a gPCR demonstra ser mais sensivel do que o PCR convencional,
sendo o principal fator, o limite de deteccdo. Além disso, ha grande variacdo entre o tempo de
infeccdo e a carga parasitaria assim como o tipo e qualidade da amostra bioldgica utilizada, a qual
tem influéncia no resultado da analise (ROLAO et al.,2004; FRANCINO et al., 2006).

A utilizacdo de swab bacterioldgico é relatado em literatura como método de coleta ndo
invasivo para o diagnostico de diversas doengas como tuberculose (SALEM et al., 2007),
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coqueluche (ALMEIDA et al., 2011) e recentemente para covid 19 (PACHITO.,2020). Sua
utilizacdo na conjuntiva ocular também ¢ descrita para outras enfermidades como leucemia viral
felina (VICTOR., 2019) e leishmaniose visceral canina (FERREIRA et al., 2008; LEITE et al.,
2011). Tratando da LT, MIMORI et al., (2002) e BRITO et al., (2012) obtiveram sucesso no
diagnostico ao coletar amostras utilizando swab combinados a técnica de PCR, onde o método se
mostra efetivo na identificacdo do DNA do parasito nas amostras, concordando ainda com 0s
achados de BEVENGA et al., (2013).

Os equinos sao descritos no Brasil como possivel hospedeiro natural da LT, uma vez que,
estes animais atuam de forma intima com humanos sendo utilizados como fonte de renda de muitas
familias de areas rurais (ESCOBAR et al.,2019). Os resultados do estudo demonstram que mesmo
sem apresentar sintomas esses animais podem estar infectados, como também foi descrito por
(BENASSI.,2015) que obteve positividade de 66,66% (36/54). J&4 BRANDAO-FILHO et al.,
(2003) obtiveram resultados de 6,9% (4/58) par a raspados cutaneos e 13,8% (8/58) para PCR em
amostras de equinos de area endémica da doenga.

Na regido de estudo € descrito ainda a presenca da espécie Lutzomya whitmani, vetor de
transmisséo da Leishmania braziliensis, o que contribui para possibilidade de infeccao de equinos
e outros animais domésticos, silvestres e sinantropicos (BRANDAO et al., 2003). O diagndstico
de animais domesticos assintomaticos € de considerdvel importancia, pois podem constituir
reservatorios de Leishmania spp (DANTAS TORRES.,2006).

4. CONCLUSAO

Esse estudo demonstra que 0s equinos sdo animais propensos a infeccdo pelo protozoario
Leishmania spp. e que podem favorecer a manutengdo do ciclo epidemiolégico da leishmaniose
tegumentar em area endémica. Sugere-se a continuidade na investigacao do papel dos equinos na
transmisséo da doenca para o estabelecimento de medidas efetivas no controle desta enfermidade.
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RESUMO - A pandemia da COVID-19 anunciada pela OMS em marc¢o ficou atribuida a elevada
taxa de pacientes em leitos de enfermaria e UTI, devido a complica¢des respiratorias. O Brasil é
0 segundo maior epicentro da pandemia devido a varios fatores, incluindo a baixa testagem da
populacédo. O diagnostico padréo ouro para deteccéo do virus SARS-CoV-2 é a RT-qPCR. Diante
disso, a Universidade Federal de Pernambuco firmou convénios com varias institui¢des, incluindo
a Procuradoria Regional do Trabalho (6% Regido), a Prefeitura da Cidade do Recife, e a
Associacdo Municipalista de Pernambuco (AMUPE) com o objetivo de ampliar o diagndéstico da
COVID-19 no Estado de Pernambuco. Amostras de orofaringe provenientes do Recife e de 123
municipios foram encaminhadas ao NUPIT-SG/UFPE para realizacdo do processamento,
extracdo do RNA e RT-gPCR do material genético do virus. No total, foram processadas 2224
amostras da regido metropolitana do Recife, contabilizando 69.53% negativas e 29.61% positivas,
com 17 amostras inconclusivas. Ja os demais municipios de Pernambuco, foram processadas 2372
amostras, somando 54.51% negativas e 44.98% positivas, com 3 amostras inconclusivas. Na
cidade do Recife se destaca pelo decréscimo no numero de casos, enquanto para 0s municipios
do interior do Estado os numeros indicam avango COVID-19. Portanto, o0 NUPIT-SG/UFPE
realizou o diagnostico de mais de 4.500 pacientes contribuindo para a ampliacéo do diagndéstico
no estado de Pernambuco. A ampliacdo da testagem continua sendo fundamental para o maior
acompanhamento e controle epidemioldgico da doenca na populacéo no Estado de Pernambuco,
influenciando a tomada de decisdes por parte dos governantes.
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ABSTRACT — The COVID-19 pandemic announced by the WHO in March was attributed to the
high rate of patients in infirmary and ICU beds, due to respiratory complications. Brazil is the
second largest epicenter of the pandemic due to several factors, including low population testing.
The gold standard diagnosis for the detection of the SARS-CoV-2 virus is RT-gPCR. Therefore,
the Federal University of Pernambuco signed agreements with several institutions, including the
Regional Labor Office (6th Region), Recife City Hall and Pernambuco Municipal Association
(AMUPE) with the objective of expanding the diagnosis of COVID-19 in the State of Pernambuco.
Oropharyngeal samples from Recife and 123 municipalities were sent to NUPIT-SG / UFPE for
processing, RNA extraction and RT-gPCR of the virus genetic material. In total, 2224 samples
from the metropolitan region of Recife were processed, accounting for 69.53% negative and
29.61% positive, with 17 inconclusive samples. In the other municipalities of Pernambuco, 2372
samples were processed, totaling 54.51% negative and 44.98% positive, with 3 inconclusive
samples. The city of Recife stands out for the decrease in the number of cases, while for the
municipalities in the countryside of the State the numbers indicate COVID-19 progress. Therefore,
NUPIT-SG / UFPE diagnosed more than 4,500 patients, contributing to the expansion of diagnosis
in the state of Pernambuco. The expansion of testing continues to be fundamental for the greater
monitoring and epidemiological control of the disease in the Pernambuco population, influencing
the decision making by the government.

Keywords: Diagnosis; COVID-19; RT-gPCR; Molecular biology.

1. INTRODUCAO

Em dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, foi identificado o primeiro caso de
uma paciente que apresentava um quadro de pneumonia de etiologia até entdo desconhecida. Em
janeiro, foi identificado o agente etiolégico como um novo virus do género dos betacoronavirus,
nomeado entdo Sindrome Respiratoria Aguda Grave causada pelo Coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
(Lu et al., 2020; Sohrabi, 2020). Devido a alta capacidade de saturar os sistemas publicos de satde
de diversos paises e por gerar uma elevada taxa de internacdo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), em meados de janeiro de 2020, declarou 0 SARS-CoV-2 como problema emergencial de
salde publica de preocupacao internacional. Em fevereiro de 2020 a OMS nomeou o0 conjunto de
sintomas causadas pelo virus de Doenca do Coronavirus 2019 (COVID-19, sigla em inglés) sendo
em marco declarada oficialmente como pandemia (Sohrabi, 2020).

A doenca foi notificada pela primeira vez no Brasil em 26 de fevereiro, e j& em julho o Brasil
chegou a marca de 1.930.000 de infectados e 74.133 dbitos confirmados causados pela COVID-19
de acordo com Our World in Data. No Estado de Pernambuco, o Informe Epidemiologico n°
141/2020 da Secretaria Estadual de Saude do Governo do Estado de Pernambuco (SES/PE),
registrou 80.115 casos e 6.036 obitos pela COVID-19 no estado até o dia 21 de julho de 2020. As
cidades da regido metropolitana como Recife, Olinda e Jaboatdo dos Guararapes concentraram o
maior nimero de infectados e de 6bitos, assim como as internag¢Ges nos leitos de enfermaria e UTI.

A Norma Técnica da SES/PE n° 16/2020 ratifica como os testes laboratoriais devem ser
utilizados como definicdo para casos confirmados de COVID-19 em Pernambuco. Em destaque
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para o diagnostico molecular pela reacdo da cadeia da polimerase de transcriptase reversa em tempo
real (RT-qPCR) como padrdo-ouro para deteccdo do SARS-CoV-2. O Laboratério Central de
Pernambuco (LACEN-PE) é o laboratorio de referéncia no diagnéstico molecular da COVID-19,
sendo a institui¢do publica do Estado de Pernambuco credenciada para a validacdo laudos de outros
laboratdrios seguindo as normas do Regulamento Técnico para Funcionamento de Laboratérios
Clinicos, descrito na Resolucdo RDC/Anvisa n® 302. O convénio firmado entre a UFPE e a
prefeitura do Recife e a Associagdo Municipalista de Pernambuco (AMUPE), tem o objetivo de
ampliar o diagnostico da COVID-19 no Estado de Pernambuco para diminuicdo da
transmissibilidade viral e tracar o perfil dos pacientes, tanto positivos como negativos para a
COVID-19.

2. MATERIAIS E METODOS

O Ndcleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica — Suely Galdino da UFPE (NUPIT-
SG/UFPE) recebeu a proficiéncia laboratorial pelo LACEN-PE para realizar os exames de RT-
gPCR e iniciou o recebimento das amostras a partir do dia 26/05/2020. Amostras de orofaringe
provenientes do Recife e de mais 123 municipios foram encaminhadas ao LACEN-PE, que por sua
vez reencaminhou ao NUPIT-SG/UFPE para realizacdo do processamento e extragcdo do RNA do
SARS-CoV-2. A extracdo do RNA viral foi automatizada no equipamento Maxwell FSC
(Promega™), utilizando o kit Maxwell RSC Total Viral TNA (Promega™), extraindo-se 48
amostras a cada 50 minutos. Posteriormente foi feito o processo de amplificacdo do material
genético do virus por RT-gPCR com o kit RT-gPCR GoTaq Probe 1-Step RT-gPCR (Promega™)
e sondas e primers do kit 2019-nCoV CDC EUA (catalogo n° 10006770 - IDT®). Foram utilizados
controles positivos para SARS-CoV-2 (Kit de controle viral positivo viral 2019 NCOV N - IDT®);
e o controle humano HS-RPP30 (subunidade proteica da ribonuclease P p30), n° do catalogo
10006626 (IDT®), que indica que a amostra foi extraida de forma eficiente. Sdo considerados
positivos pacientes que amplificam os dois primers (N1 e N2), com treshold cycle (CT) inferior a
40.

O biorrepositério vem sendo desenvolvido a partir de dados gerados do diagnostico, na qual
cada paciente foi registrado com cédigo COV (paciente de Recife) ou AMU (paciente de outros
municipios) com data de chegada ao NUPIT-SG/UFPE e data de processamento da amostra,
residéncia do paciente, além do nimero de requisicdo do sistema Gerenciador de Ambiente
Laboratorial (GAL). Subsequentemente, é lancado os valores do CT de pacientes positivos para o
SARS-CoV-2. Todos os dados confidenciais dos pacientes sdo protegidos de divulgacéo, seguindo
as normas do Comité de Etica em Pesquisa, com nlmero de registro 31093420.4.0000.5208
CCS/UFPE. A coleta dos dados para o presente estudo iniciou no dia 26/05/2020 e foi até o dia
18/07/2020.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os convénios firmados em abril de 2020, teve o objetivo de ampliar o diagnostico da
COVID-19 no Estado de Pernambuco para reduzir a taxa de transmissdo do SARS-CoV-2. Até
18 de julho de 2020, foram realizados um total de 4586 testes de RT-qPCR, contabilizando 61.67%
negativas e 37.66% positivas, com 11 amostras inconclusivas. Conforme apresenta a figura 1:
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Figura 1 — Quantitativo total de amostras recebidas, a partir do dia 26/05/2020, de pacientes
do Recife e de mais 123 municipios da regido metropolitana e interior do estado. Em amarelo, o
total de pacientes analisados, em vermelho, o quantitativo de amostras positivas e em azul, o
quantitativo de negativas. Em analise, marcadas em cinza, sdo 11, e 20 inconclusivos identificadas
em verde.

Das amostras processadas, 2224 sdo da regido metropolitana do Recife, contabilizando
69.53% negativas e 29.61% positivas, com 17 amostras inconclusivas. J& os demais municipios de
Pernambuco, foram processadas 2372 amostras, somando 54.51% negativas e 44.98% positivas,
com 3 amostras inconclusivas, contribuindo para a expansdo dos exames de diagnostico para
COVID-19 em Pernambuco.
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Figura 2 — (A) Quantitativo total de exames de PCR em tempo real executados para o
diagnédstico da COVID-19 da cidade do Recife. Em preto, o nimero total de pacientes, em
vermelho, o quantitativo de amostras positivas e em azul o quantitativo de negativas. (B)
Quantitativo total de exames de RT-gPCR executados para o diagndstico da COVID-19 dos
demais municipios de Pernambuco. Em preto, o nimero total de pacientes, em vermelho, o
quantitativo de amostras positivas e em azul o quantitativo de negativas.

A curva ainda mostra sinais de crescimento, o que confirma a necessidade ampliacdo da
testagem da populacdo pernambucana. Na cidade do Recife, representado na figura 2 (A) pode
apresentar decréscimo no nimero de casos nas Ultimas semanas, apesar de ter chegado a marca de
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80.115 casos confirmados, 0s numeros indicam ava{ngo tardio da pandemia para municipios do
interior do Estado, como observado na figura 2 (B).

O NUPIT-SG/UFPE realizou mais de 4.000 exames de diagnostico para COVID-19
ampliando o quantitativo de testes demandados pelo Estado de Pernambuco. Ademais, a
capacidade de realizacdo dos exames, incialmente 750 testes por semana, foi ampliado para até
2.000 testes por semana. Espera-se contribuir na execu¢do massiva de exames para o diagndstico
do virus SARS-CoV-2 e assim monitorar a transmissibilidade e incidéncia da COVID-19 em
Pernambuco.

4, CONCLUSAO
Conclui-se que a testagem continua sendo fundamental para 0 maior acompanhamento e
controle epidemioldgico da doenca na populacéo no Estado de Pernambuco, o0 que € essencial para

a tomada de decisGes por parte dos gestores, especialmente para os municipios do interior do
estado.
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RESUMO - O cancer cervical representa o quarto tumor mais frequente na populagdo feminina
mundial. Os tratamentos convencionais apresentam limitacdes relacionadas ao grau de invasao
dos processos cirurgicos e a toxicidade dos farmacos. O farmaco imiquimode possui grande
potencial antitumoral por atuar na ativacdo da resposta imunolédgica, e formulacbes
nanotecnoldgicas de liberacdo controlada do mesmo podem permitir alcancar os beneficios
terapéuticos ideais. Objetivo: Avaliar os efeitos de uma formulacdo nanotecnoldgica contendo
imiquimode para o tratamento do céncer cervical. Metodologia: Nanoparticulas contendo
imiquimode (NPim) foram preparadas de acordo com metodologia especifica e testadas em
celulas de adenocarcinoma cervical humano Hela. Seus efeitos anti-tumorais foram avaliados
através de técnicas de proliferacéo e citotoxicidade celular, ensaios de morte celular por apoptose
e ensaio de autofagia. Resultados: NPim mostrou atividade antitumoral significativa, reduzindo
a viabilidade e a proliferacdo celular, e foi a Unica a apresentar citotoxicidade a longo prazo
quando comparada aos grupos controle. O tratamento com NPim também foi capaz de aumentar
significativamente os niveis de apoptose e autofagia nas células tumorais. Conclusdo: Em
conjunto, esses resultados apontaram NPim como uma formulag@o promissora para o tratamento
do cancer cervical.

Palavras-chave: terapia do cancer; nanotecnologia; nanomedicina; imunoterapia

ABSTRACT - Cervical cancer represents the fourth most frequent tumor in the female population
worldwide. Conventional treatments have limitations related to the invasive surgical processes
and toxicity of the drugs. The drug imiquimod has a great antitumor potential for acting on the
activation of the immune response, and nanotechnological formulations allowing its controlled
release can lead to the achievement of optimal therapeutic benefits. Objective: To evaluate the
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effects of a nanotechnological formulation containing imiquimod for the treatment of cervical
cancer. Methodology: Nanoparticles containing imiquimod (NPim) were prepared following a
specific methodology and tested on human cervical adenocarcinoma cells HeLa. Anti-tumor
effects of NPim were evaluated using techniques of cell proliferation and cytotoxicity, cell death
by apoptosis and autophagy. Results: NPim showed significant antitumor activity, reducing cell
viability and proliferation, and was the only formulation capable of achieving long-term
cytotoxicity when compared to control groups. NPim treatment was also able to significantly
increase levels of apoptosis and autophagy in cancer cells. Conclusion: Together, these results
revealed NPim as a promising formulation for the treatment of cervical cancer.

Keywords: cancer therapy; nanotechnology; nanomedicine; immunotherapy.

1. INTRODUCAO

O céancer cervical é causado pela infeccdo persistente de subtipos oncogénicos
(principalmente 16 e 18) do Papilomavirus Humano — HPV, e representa o quarto tumor mais
frequente na populacdo feminina a nivel mundial e também o quarto tipo tumoral com maior indice
de mortalidade em mulheres (Global Cancer Observatory, 2019) (http://gco.iarc.fr). No Brasil,
mais de 16 mil novos casos da doenca foram identificados em 2018 (INCA, 2018a).

O tipo de tratamento a ser utilizado para o cancer cervical depende principalmente do
grau/estagio da lesdo, da idade do paciente e também de fatores pessoais do mesmo, tais como o
interesse em futuras gestagcbes (INCA, 2018a). No entanto, os tratamentos convencionais
disponiveis apresentam uma série de limitaces relacionadas a toxicidade e falta de seletividade
dos medicamentos, e também a processos cirurgicos invasivos, reduzindo consideravelmente a
qualidade de vida dos individuos acometidos (Florea and Blsselberg, 2011). Por isso, diferentes
agentes antitumorais tém sido investigados nos Gltimos anos e, dentre eles, o imiquimode, um
farmaco antiviral e antitumoral, vem sendo avaliado como opc¢éo terapéutica por ser capaz de
estimular a resposta imunoldgica contra esses tumores (Haidopoulos et al., 2005; Soong et al.,
2014). Dados da literatura mostram que o imiquimode age principalmente através da ativacdo da
resposta imune em células mononucleares, por meio de sua ligacdo em receptores toll-like 7 e
consequente inducdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias (Gupta et al., 2002). Além disso,
esse farmaco tem se mostrado capaz de agir diretamente nas células tumorais, induzindo morte
celular (Kohrt, 2012).

As principais barreiras para a utilizagdo do imiquimode na clinica estdo relacionadas a
efeitos adversos como dor, coceira e ulceracdo, frequentemente levando 0s pacientes a
abandonarem o tratamento (Gupta et al., 2002). Pesquisas recentes tém sido focadas no
desenvolvimento de formas de liberagdo controlada de farmacos, incluindo o imiquimode, a fim
de melhorar reacdes adversas e alcangar os beneficios terapéuticos ideais. Nesse contexto, nosso
grupo de pesquisa vem trabalhando no desenvolvimento de uma formulagdo nanotecnoldgica de
imiquimode e também no desenvolvimento de um gel para incorporacdo dessa formulacdo que
possibilite sua 6tima aplicacdo na mucosa da regido cervical. No entanto, 0 mecanismo de agéo
para 0 imiquimode carregado em sistemas nanoestruturados ainda ndo foi completamente
elucidado. Diante desse cenario, no presente trabalho buscamos entender de que maneira essa nova
formulacdo de imiquimode é capaz de agir nas ceélulas de cancer cervical, avaliando seus efeitos
antitumorais in vitro.
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2. MATERIAIS E METODOS

As nanoparticulas contendo imiquimode (NPim) foram preparadas conforme metodologia
estabelecida em nosso laboratorio, e suas caracterizacdes fisico-quimicas foram devidamente
determinadas (dados ndo mostrados). Todas as formulagdes foram preparadas em condig¢des
assépticas para avaliacOes posteriores em cultura de células.

NPim foi testada diretamente nas células tumorais humanas HelLa na concentragao de 3uM
(do farmaco) e em intervalo de tempo de 72h. Como controle, foram utilizadas as condi¢Ges sem
tratamento (CTRL), formulacdo de nanoparticulas sem imiquimode (NP) e solucéo de imiquimode
livre ndo encapsulado (IM). Posteriormente, foram realizados ensaios de citotoxicidade atraves da
técnica de ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium) (MTT) (Gazzi et al.,
2020), e da avaliacdo de proliferacdo celular pelo método cumulative population doubling (cPD)
(Silva et al., 2016a), conforme metodologias j& estabelecidas e descritas nas respectivas
referéncias. Foi também avaliado o tipo de morte celular pelo ensaio de marcacdo com
Anexina/lodeto de Propideo (Silva et al., 2016b) e o status do processo de autofagia pelo ensaio
de marcacdo com laranja de acridina (Thomé et al., 2016), ambos analisados por citometria de
fluxo.

As andlises estatisticas foram realizadas através do teste de Analise de Variancia (ANOVA),
seguido do poés-teste de Tuckey para comparagGes mdltiplas, utilizando o software Prism 7.
Valores de p <0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nossos resultados revelaram que o NPim foi capaz de reduzir em aproximadamente 50% a
viabilidade celular (p<0,001) e a proliferacdo (p<0,0001) das células HeLa quando comparado ao
grupo ndo tratado, conforme mostrado nas Figuras 1A e 1B, respectivamente. Nessas analises de
72h, a reducdo na viabilidade e proliferacdo causada por NPim foi semelhante a do imiquimode
em sua forma livre (IM), porém superior ao tratamento com nanoparticulas sem farmaco (NP).
Isso demonstra que o efeito citotdxico observado é atribuido ao farmaco. Cabe ressaltar que a
concentracdo de farmaco utilizada é a menor dose descrita na literatura, € mesmo assim produz
uma significativa resposta. A fim de investigar os mecanismos de morte celular envolvidos nesta
resposta, realizamos a marcacdo das células com anexina V/iodeto de propidio, para avaliar os
indices de apoptose e necrose, apds 72h de tratamento. Os resultados dessa analise mostraram que
NPim foi a Unica a aumentar significativamente os percentuais de células marcadas por anexina V
(CTRL=17,5%; NP =23,7%; NPim = 31,5%***p<0,001; IM =6,1%) e de dupla marcacédo (CTRL
=9,9%; NP = 8,7%; NPim = 29%***p<0,001; IM =2,7%) quando comparado aos demais grupos,
indicando que NPim é capaz de induzir apoptose e, possivelmente, necrose nas células tumorais.

Em resposta situacdes adversas, as células geralmente desencadeiam a autofagia, que as
ajuda a contornar o estresse gerado por estimulos intra e extracelulares, incluindo o de agentes
terapéuticos. Quando exacerbada, no entanto, a autofagia pode levar a morte celular (Galluzzi et
al., 2015). Medimos indiretamente os niveis de autofagia através da quantificacdo intracelular de
organelas vesiculares acidas (AVOs), representativas de autolisossomos que se formam no final
do processo autofagico. Embora IM tenha sido capaz de aumentar os niveis de AVOs nas células
HelLa (p<0,001), NPim teve o maior efeito no tempo testado (72h, p<0,0001), sendo inclusive
estatisticamente diferente de IM livre, conforme mostrado na Figura 1C.

Como na terapia do cancer, efeitos a longo prazo sdo importantes evitar a recidiva da doenga
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e prolongar a sobrevida dos pacientes, decidimos analisar o efeito do tratamento com NPim em
um intervalo de tempo maior. Para isso, apos o tratamento nas condic¢des indicadas por 72h, as
células foram deixadas crescer em meio sem tratamento por mais 7 dias, totalizando 10 dias até a
sua analise. Os niveis de proliferacéo das células tumorais foram entéo avaliados, e revelaram que,
apos esse periodo, apenas 0 NPim manteve atividade antitumoral significativa. Nos demais grupos
de tratamento, as células retomaram a proliferacdo de maneira semelhante ao controle néo tratado
(Figura 1D).
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Figura 1. Avaliacdo dos efeitos antitumorais in vitro de NPim em células HeLa. A) Viabilidade
celular e B) niveis de proliferacdo (cPD). C) Avaliacdo quantitativa de AVOs, indicativo de
autofagia. R/GFIR refere-se a razdo da intensidade de fluorescéncia vermelha por fluorescéncia
verde, correlacionada a quantidade de organelas acidas nas células. D) Avaliacdo de efeitos a longo
prazo sobre a proliferagdo celular. **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001. Resultados
correspondem a média + SEM (n=3).

4. CONCLUSAO

A formulacdo nanotecnolégica contendo imiquimode (NPim) foi capaz de induzir efeitos
citotoxicos em linhagens de cancer cervical humano. Essa atividade esta associada a um aumento
nos niveis de apoptose e autofagia nessas células, induzido pela formulacdo. Especialmente em
tratamentos cronicos, a longo prazo, essa formulacdo se destaca por seus efeitos antitumorais
significativamente superiores inclusive ao farmaco na sua forma livre o que demonstra a
superioridade do sistema desenvolvido de base nanotecnoldgica. Esses resultados abrem
perspectivas para o estudo da formulacdo in vivo como proxima etapa a ser realizada, e apontam
NPim como uma alternativa promissora para o tratamento do cancer cervical.
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RESUMO - Atualmente, é essencial o desenvolvimento de dispositivos diagnosticos que reduzam
as incertezas clinicas e acelerem a identificacdo de infec¢des bacterianas secundarias, de forma
a contribuir para um controle efetivo no uso de antibioticos. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi desenvolver um biossensor eletroquimico a base de nanoparticulas de didxido de titanio, acido
tiofeno acético (polimero conjugado) e indolicidina (peptideo antimicrobiano) para identificacdo
de bactérias de interesse clinico. Para a construcéo e caracterizacdo da plataforma biossensora
foram utilizadas as técnicas de voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia eletroquimica.
Os resultados obtidos demonstraram a manutencdo da atividade bioldgica do peptideo
antimicrobiano e interacdo com a amostra bacteriana, permitindo concluir que o sistema sensor
proposto foi efetivo na identificacdo bacteriana.

Palavras-chave: Bactérias; Biossensor, Eletroquimica, Indolicidina, Acido tiofeno acético.

ABSTRACT - Currently, it is essential to develop diagnostic devices that reduce clinical
indecision and accelerate the identification of secondary bacterial infections to contribute to
effective control in the use of antibiotics. Therefore, the objective of this work was to develop an
electrochemical nanosensor based on titanium dioxide nanoparticles, thiophene acetic acid
(conjugated polymer) and indolicidin (antimicrobial peptide) to identify bacteria of clinical
interest. For the construction and characterization of the biological platform, the techniques of
cyclic voltammetry and electrochemical impedance spectroscopy were used. The results obtained
demonstrated the maintenance of the biological activity of the antimicrobial peptide and the
interaction with a bacterial sample, allowing to conclude that the developed system was effective
in bacterial identification.
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1. INTRODUCAO

O uso da antibioticoterapia de maneira profilatica sem indicios de infeccdo bacteriana
subjacente tém sido motivo de alerta para um provavel aumento nos casos de resisténcia
microbiana (HSU, 2020). Outro fator que pode contribuir para o aumento de espécies resistentes
€ 0 uso precoce de antibidticos em fases iniciais da doenca, onde a diferenciacéo entre a coinfeccéo
bacteriana e alteracdes inflamatorias torna-se dificil devido a auséncia métodos diagnosticos mais
rapidos e precisos (MOURA,; SUDIN, 2020). Os métodos comumente utilizados na identificacéo
bacteriana como culturas, contagem de col6nias ou técnicas de PCR, além de serem laboriosos e
demandarem muito tempo para identificacdo do patdégeno (no caso dos primeiros), podem
necessitar de pré-tratamento rigoroso da amostra onde qualquer contaminacdo pode ocasionar
resultados falso-positivos (no caso da técnica de PCR) (SIMOSKA, 2019). Os Biossensores
eletroquimicos que apresentam detec¢do rapida e elevado grau de sensibilidade e potencial para
miniaturizacdo se tornam uma alternativa promissora para a identificacdo bacteriana
(VIGNESHVAR, 2016). Desta forma, este trabalho propde o desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico baseado em acido tiofeno acético (polimero conjugado), nanoparticulas
funcionalizadas de didxido de titanio e indolicidina (peptideo antimicrobiano) para identificacdo
de bactérias multirresistentes.

2. MATERIAIS E METODOS

As analises de voltametria ciclica e de espectroscopia de impedancia eletroquimica foram
realizadas em uma célula eletroquimica convencional utilizando trés eletrodos, sendo um contra
eletrodo de platina, um eletrodo de referéncia Ag/AgCl e um eletrodo de trabalho de disco de ouro,
todos imersos em uma solucéo de ferro-ferri de 20 mL (1:1) que atua como sonda redox. O eletrodo
de trabalho foi modificado através da polimerizacdo do acido tiofeno acético, onde 0 mondmero
acido 3-tiofeno acético [1M] foi pesado 0,072g e diluido em 20 mL de &cido cloridrico [0.5 M].
Posteriormente, a solugdo foi colocada no sonicador para a homogeneizacéo do 3-TAA no acido.
Em sequéncia, foi realizada a polimerizacdo do monémero de 3-TAA sobre o eletrodo de ouro
através da técnica de voltametria ciclica. Apds formado sobre a superficie de ouro, 0 PTAA
apresenta grupos funcionais carboxilicos, os quais podem ser ativados quimicamente para
promover sua interacdo com 0s grupos aminos livres presentes na molécula funcionalizada de
diéxido de titanio (nanoparticula). Os grupos funcionais foram ativados incubando o eletrodo com
PTAA com 5pL da solucdo de EDC:NHS (1:1, v/v). Apds a ativagdo do polimero, foram aplicados
3uL de dioxido de titanio (TiO2) previamente funcionalizado com 3-aminopropil trietoxisilano
sobre a plataforma modificada, deixando o tempo de incubacédo de 10 min para permitir a interacao
das biomoléculas. Na etapa seguinte, foram aplicados 2uL [100uM] de Indolicidina previamente
ativada com 2uL EDC:NHS (1:1, v/v) sobre a plataforma modificada PTAA/ TiO2 e incubada por
10min. Ao final dos processos de montagem, a composicéo do biossensor ficou da seguinte forma:
PTAA/ TiO / indolicidina. Apos a montagem do sensor avaliamos seu desempenho frente as
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amostras bacterianas.

A partir da Fig. 1a podemos observar os ciclos voltamétricos que representam a formacéo
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Figura 1. Voltamograma ciclico demonstrando a polimerizacdo do 3-TAA (A) e Diagrama de Nyquist referente
a construcéo do biossensor (B).

do acido politiofeno acético (PTAA) em meio aquoso, observa-se acentuada varia¢do do fluxo de
corrente elétrica durante a formacdo do filme polimérico. As correntes iniciais acima de 1.0V
proporcionam a oxidacdo do mondmero. Os picos seguintes (em torno de 0.4 e 1.3 V)
correspondem aos processos de oxidacdo/reducdo do polimero.

A Fig. 1b apresenta os diagramas de Nyquist das diferentes camadas constituintes da
plataforma biossensora. De acordo com o semicirculo de Cole-Cole em preto, temos a
caracterizacdo do filme de PTAA apds o processo de polimerizacdo. O processo da interacao
PTAA/ TiO; é demonstrado na curva em azul (Fig. 1b). O resultado da interacdo TiO>/ indolicidina
da origem a ultima camada do biossensor, sendo demonstrado na curva impedimétrica em
vermelho. Finalmente, a plataforma biossensora foi testada com amostras de bactérias patogénicas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A indolicidina € um peptideo curto e hidrofébico, constituido por 13 residuos de
aminoacidos que apresentam a seguinte sequéncia: ILPWKWPWWPWRR-NH2. Além disso, é
um peptideo catibnico que apresenta afinidade pelas regiGes anidnicas presentes na membrana
bacteriana. O resultado da interagdo indolicidina/membrana bacteriana produz uma resposta
elétrica mensuravel.

Foram testadas dilui¢Oes seriadas de diferentes amostras bacterianas contra a plataforma
biossensora, afim de avaliar a manutencdo da bioatividade da indolicidina e a sensibilidade do
sistema para as espécies bacterianas testadas. Antes da realizacdo da analise por EIE, os eletrodos
contendo a plataforma biossensora foram incubados por 10 min para cada concentracao testada.
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Figura 2. Diagrama de Nyquist da resposta do sensor frente a diferentes espécies bacterianas.

Na Fig. 2a apresentamos o diagrama de Nyquist correspondente & diluicdo seriada da
amostra de A. baumannii sobre o biossensor. E possivel notar um incremento no Rct proporcional
a concentragdo de bactérias, indicando que a plataforma biossensora esté interagindo com a amostra
bacteriana. Na Fig. 2b é apresentada a resposta do sensor frente a diferentes concentracdes da
bactéria S. aureus. E possivel notar que a impedancia aumenta & medida que se eleva a
concentracdo de bactérias na superficie. A resposta da indolicidina frente a diferentes
concentragOes da bactéria K. pneumoniae pode ser visualizada na Fig. 2c. A resposta impedimétrica
foi proporcional a concentracdo de P. aeruginosa Fig. 2d.

Com excecdo da espécie Staphylococcus aureus, todas as bactérias testadas sdo Gram
negativas. Os peptideos antimicrobianos atuam junto as bactérias através de um mecanismo de dois
passos associado as interacOes eletrostaticas e hidrofobicas. Por apresentar caracteristicas
hidrofébicas possui grande afinidade pelas membranas bacterianas ricas em estruturas lipidicas,
como € o caso das bactérias Gram negativas de modo geral. Percebe-se que todas as espécies Gram
negativas apresentaram resposta impedimétrica de maior amplitude e apenas a amostra de S.aureus
apresentou uma resposta elétrica significativamente reduzida.
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Figura 3. circuito equivalente Randles.

Na figura 3. temos o circuito equivalente Randles utilizado para a anélise do sensor, 0s
elementos inseridos no circuito representam o processo eletroquimico ocorrido durante a
montagem do sensor e durante o teste com as amostras bacterianas. No ponto (a) a resisténcia ndo
compensada, que € a resisténcia existente entre os eletrodos de trabalho e referéncia. O ponto (b)
representa a capacitancia associada com a dupla camada elétrica, a dupla camada € uma regido de
acumulo de carga decorrente da interface entre a superficie eletricamente carregada do sensor e a
solucdo eletrolitica na qual esta inserido. No ponto (c) temos a resisténcia a transferéncia de carga
que sofre variacdo de acordo com a concentracao i6nica dos produtos presentes na superficie do
eletrodo de trabalho. O ponto (d) a impedancia de Warburg, se refere a difusao de cargas na solugéo
de ferro-ferri na qual os eletrodos estdo imersos.
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Figura 4. ARct (%) do biossensor ap0s testagem frente a bactérias em diferentes concentracgdes.

Os resultados apresentados na Fig 4 demonstram que ocorreu interacdo entre a indolicidina
e as espécies bacterianas testadas, como revelado pelo aumento do Rct. E possivel observar uma
relagdo linear & medida que ocorre variagdo do Rct.
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4. CONCLUSAO

A associacdo do polimero conjugado (PTAA) com a nanoparticula funcionalizada de TiO-
apresentou bom desempenho para imobilizacdo da indolicidina (peptideo antimicrobiano) como
molécula de reconhecimento biolégico, mantendo sua capacidade de interacdo com a membrana
bacteriana intacta. O circuito equivalente de Randles possibilitou a compreensdo dos fendmenos
elétricos ocorridos na célula eletroquimica durante todo o processo de montagem e teste do
biossensor. A técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica foi atil para a observacéo e
caracterizacdo de todo sistema sensor e das bactérias testadas. Finalmente, foi possivel concluir
que o sistema sensor proposto obteve sucesso na identificacdo bacteriana, pois 0 mesmo apresentou
boa interacdo e sensibilidade para todas as espécies de bactérias estudadas.
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RESUMO - O estudo apresenta uma metodologia para captura de anticorpos anti-zika, por meio
de um biossensor eletroquimico composto por nanoparticulas de 6xido de zinco e virus zika. O
trabalho tem como objetivo identificar o contato do organismo humano com o ZIKV. A plataforma
nanoestruturada desenvolvida foi baseada em uma monocamada automontada de cisteina, que
serviu de suporte para as NpZnOx modificadas quimicamente, onde foram imobilizados
posteriormente o virus Zika. A técnica eletroquimica de impedancia eletroquimica foi utilizada
durante todas as etapas de desenvolvimento do sensor, para caracterizar eletroquimicamente
todos os processos de imobilizacdo quimica e bioldgica dos materiais utilizados. Os resultados
obtidos demonstraram que o sensor foi capaz de detectar anticorpos do tipo monoclonais e
policlonais apresentando uma resisténcia a transferéncia de carga de 14,4 k. e 11,8 k2,
respectivamente. Portanto, o sistema sensor proposto foi capaz de detectar anticorpos anti-ZIKV
em paciente sensibilizados pelo ZIKV, sendo um sistema (til para identificar pacientes infectados
pelo arbovirus.

Palavras-chaves: Zika, Biossensor, Eletroguimica.

ABSTRACT- The study presents a methodology for capturing anti-Zika antibodies, using an
electrochemical biosensor composed of nanoparticles of zinc oxide and zika virus. This work aims
to identify the contact of the human organism with ZIKV. The nanostructured platform developed
was based on a self-assembled cysteine monolayer, which served as support for chemically
modified NpZnOx, where the Zika virus was subsequently immobilized. The electrochemical
impedance electrochemical technique was used during all stages of sensor development, to
electrochemically characterize all the processes of chemical and biological immobilization of the
materials used. The results obtained demonstrated that the sensor was able to detect monoclonal
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and polyclonal antibodies presenting a load transfer resistance of 14.4 k.. and 11. ke,
respectively. The proposed sensor system was able to detect anti-ZIKV antibodies in patients
sensitized by ZIKV, being a useful system to identify patients infected with arbovirus.

Keywords: Zika, Biosensor, Electrochemistry.

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos a populacdo mundial vem enfrentando o combate ao arbovirus zika
(ZIKV), devido as graves complicacfes que esse virus € capaz de causar a satde humana (FARIA
et al., 2016). No Brasil, desde o inicio do ano de 2015, relatos epidemiolégicos demonstraram que
a infeccdo pelo ZIKV provocaram diversas complicacfes neuroldgicas em recém-nascidos de maes
contaminadas durante a gestacdo, como a microcefalia conhecida como “Sindrome Congénita do
Zika”(DURCE; GOMES, 2016; ZANLUCA et al., 2015).

As arboviroses sdo bastante frequentes apds os periodos de chuva, que aliada a falta de
saneamento basico, acaba por favorecer a multiplicacdo do mosquito Aedes aegypti que é o vetor
transmissor do ZIKV. O virus zika pertence a familia Flaviviridae e ao género Flavivirus, e
possuem o genoma constituido basicamente por RNA de cadeia simples de sentido positivo
(RNA+) e proteinas estruturais semelhantes (BASARAB et al., 2016; 100S et al., 2014).

O diagnostico clinico para distinguir as arboviroses € limitado devido a semelhanca na
sintomatologia das infec¢Bes. As técnicas utilizadas para auxiliar o diagndstico, como 0s testes
imunoldgicos rapidos (MAC-ELISA) sdo inespecificos para infeccdo aguda, e os testes especificos
(RT-PCR) séo de alto custo (NICOLINI; MCCRACKEN; YOON, 2017; PARDEE et al., 2016).
Diante da necessidade de um instrumento especifico e eficiente na identificacdo infecgbes por
ZIKV, a utilizagdo do biossensor apresenta uma alternativa para auxiliar no diagnostico das
arboviroses.

Os biossensores eletroquimicos séo dispositivos capazes de detectar rapidamente espécies
quimicas e/ou bioldgicas, tendo como objetivo a producdo de um sinal eletrénico proporcional em
magnitude e/ou frequéncia a concentracdo do analito, os quais interagem com o elemento
biossensivel (MONOSIK; STREDANSKY; STURDIK, 2012; RONKAINEN; HALSALL;
HEINEMAN, 2010).

As técnicas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)
sdo técnicas muito Uteis no desenvolvimento de biossensores na obtencdo de informacbes
referentes a interacdo entre camadas sensora e o virus de interesse (SIMAO et al., 2020). A VC é
uma técnica que fornece informacdo da interface do eletrodo biologicamente modificado, essa
técnica é usada para avaliar a magnitude relativa da corrente gerada por transferéncia de elétrons
durante o processo redox com a quantidade do analito presente na interface eletrodo-solugéo
(RANDVIIR et al., 2013). A EIE baseia-se na aplicagdo de um pequeno potencial AC em funcdo
do tempo para medir a corrente gerada, onde através do acompanhamento da impedancia total dos
sistemas pode-se avaliar a construcdo de uma variedade de biossensores (EISSA; SIAJ; ZOUROB,
2015).

Os nanomateriais como as nanoparticulas de oxido de zinco, sdo bastante utilizadas no
desenvolvimento de biossensores pela capacidade de amplificacdo da resposta elétrica de um
sistema eletroquimico, otimizando a reposta dos biossensores frente ao analito alvo, oferecendo
uma maior sensibilidade ao biossensor (KUMAR; CHEN, 2008; LIU et al., 2008). Desta forma, o
objetivo deste estudo é desenvolvimento de biossensores eletroquimicos baseados em
nanoparticulas de 6xido de zinco (NpZnOx) e para deteccdo de anticorpos anti-ZIKA
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais utilizados

Cisteina (cys), nanoparticulas de o0xido de zinco (NpZnOx), 1-[3-(dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) e N-hydroxysuccinimide (NHS) foram adquiridos da Sigma
Chemical (St. Louis, MO, USA). O ZIKYV foi obtido por meio da colaboracdo com o0 Aggeu Magalhdes.

2.2 Desenvolvimento do Bionssensor

Inicialmente o eletrodo de ouro foi polido em alumina, em seguida o aminoacido cisteina foi
adicionado sobre a superficie do eletrodo de ouro. Posteriormente, foram adicionadas as NpZnOx, que
foram ligadas quimicamente a cys por meio do agente acoplador EDC:NHS. Subsequentemente a o
ZIKV foi adicionada ao sistema (Cys-EDC:NHS-NpZnOx) para se interagir eletrostaticamente com a
plataforma nanoestruturada desenvolvida.

2.3 Deteccdo de anticorpos anti-ZIKV

O biossensor desenvolvido foi submetido a anticorpos purificados monoclonais e policlonais
para 0 ZIKV. As amostras de anticorpos foram diluidas (1:500-1:100) em tampdo fosfato de sédio
(TFS) em pH 7,4. O volume utilizado para o ensaio de biointera¢do sobre a superficie do sensor foi
2uL, onde posteriormente foi incubado a temperatura ambiente por 10 minutos para favorecer a
interacdo entre o virus imobilizado e os anticorpos das amostras.

2.4 Medidas eletroguimicas

As  medidas eletroquimicas  foram  realizadas no  PGSTAT 128N
potentiostato/galvanostatato (Autolab, The Netherlands) com trés eletrodos e uma célula
eletroquimica convencional. Todos os experimentos foram realizados na presenca de 10mM de
uma solucdo eletrolitica de ferro-ferricianeto de potassio. A VC foi realizada em um potencial
entre -0,2 e +0,7V em uma velocidade de varredura de 50mVs™.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 demonstra o esquema de desenvolvimento do nanobiodispositivo para deteccéo
de anti-ZIKV. O sistema sensor € formado por uma SAM de cisteina, que com adicdo do
EDC:NHS, serve de suporte para ancorar as NpZnOx aminadas. O ZIKV é imobilizado a
plataforma nanoestruturada desenvolvida e desta forma é capaz de interagir com anticorpos
monoclonais e 1gG anti-ZIKV. As etapas de construcdo do biossensor sdo avaliadas pela técnica
de VC e EIE, como apresentado na figura 1.

Observa-se uma alteracdo nas correntes de picos anodicas (ipa) e catodicas (ipc) do
voltamograma ciclico (VC), assim como no diametro do semi-circulo do Diagrama de Nyquist
(EIE), apos adicdo de cada molécula a superficie de eletrodo. Essas modificacBes eletroquimicas
sdo correspondentes as caracteristicas elétricas de cada molécula adicionada a superficie de ouro,
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que quando submetida a uma corrente em uma solucao eletrolitica, fornece informacdes sobre as
propriedades interfaciais do sistema desenvolvido (RANDVIIR et al., 2013).

Na figura 1a € demonstrado um decaimento das correntes de pico apds a formacao da SAM
de cisteina, refletindo em um pequeno bloqueio na condutividade elétrica (OLIVEIRA et al., 2011,
SIMAO et al., 2016). Em seguida, com a adicdo das NpZnOx, ocorre um aumento na area do
voltamograma, devido a grande condutividade caracteristica do nanomaterial funcionalizado
(HWA; SUBRAMANI, 2014; KUMAR; CHEN, 2008). Por fim, com adicdo do ZIKV observa-se
uma diminuicdo das correntes de picos demonstrando a imobilizacdo das particulas virais na
plataforma nanoestruturada. Em adicéo, a figura 1b complementa os resultados obtidos na VC onde
é observado um comportamento eletroquimico semelhante.
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Figura 1- Voltamograma ciclico (a) e Diagrama de Nyquist(b) do desenvolvimento do sistema
biossensivel para detec¢do de anticorpos anti-ZIKV.

A figura 2 demonstra que o biossensor foi sensivel aos anticorpos monoclonais (fig.2a) e
IgG anti-ZIKV (fig.2b) em diversas concentragGes, comprovando a eficiéncia do biossensor para
a identificacdo de anticorpos reacionais a infeccdo pelo ZIKV. As figuras 2a e 2b demonstram um
aumento expressivo do didmetro do semi-circulo no Diagrama de Nyquist, com o aumento da
concentracdo dos anticorpos anti-ZIKV, demonstrando a eficiéncia do sistema desenvolvido.

Diante do desempenho apresentado, o nanobiodispositivo eletroquimico baseado em
nanoparticulas de 6xido de zinco e virus zika para deteccdo de anticorpos reacionais para zika, é
um biossensor inovador para o auxilio diagnostico da Zika.

As magnitudes dos elementos do circuito equivalente de Randles foram extraidas apds
ajuste. Os valores obtidos de Rct (resisténcia a transferéncia de carga), demonstram a diferenca
entre as amplitudes de deteccdo de anticorpos monoclonais e policlonais. Obtivemos um Rct de
14,4 kQ na diluicdo de 1:100 para anticorpos monoclonais e de 11,8 kQ na deteccao de anticorpos
policlonais na mesma dilui¢do, confirmando a maior afinidade dos anticorpos monoclonais as
particulas de ZIKV imobilizadas na plataforma.
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Figura 2- Diagrama de Nyquist da deteccdo de anticorpos monoclonais (a) e policlonais (b) nas
diluicdes de 1:500-1:100.

4. CONCLUSAO

O biossensor desenvolvido baseado em nanoparticulas de 6xido de zinco para imobilizacdo
virus zika, foi capaz de detectar anticorpos anti-zika em dilui¢cdes que variaram de 1:500 a 1:100.
Os resultados obtidos em todas as analises por meio das técnicas de voltametria e impedancia
eletroquimica, foram fundamentais para avaliar cada etapa do desenvolvimento do biossensor,
assim como o processo de biorreconhecimento entre virus imobilizado e anticorpos.

A nova metodologia para detec¢do de anticorpos anti-zika apresentado pode ser utilizada
como alternativa para avaliacdo de pacientes infectados pelo virus zika.
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RESUMO - O potencial fibrinolitico dos residuos da exploracao da pesca e aquicultura ainda é
pouco conhecido. O custo dos produtos atuais e a necessidade de agentes fibrinoliticos potentes
para tratamento da trombose decorrente da COVID-19 podem impulsionar novas investigacoes e
despertar o interesse do segmento biotecnoldgico por essa fonte alternativa de matéria-prima
fibrinolitica. Ensaios in vitro e in vivo para validar a capacidade de acdo das biomoléculas
recuperadas tambem se faz necessario. Assim, este trabalho objetivou realizar uma revisao sobre
0 potencial dos residuos da pesca e aquicultura como matéria-prima de enzimas fibrinoliticas
para potencial uso no tratamento da COVID-19, a partir da pratica sustentavel de exploracéo dos
recursos pesqueiros. Para tanto, foram utilizados os seguintes sites cientificos: ScienceDirect,
Elsevier, Springer, TandFonline, PubMed, Wiley Online Library e o Google Scholar. Para a busca
de patentes foi utilizado a base da Lens.org e do INPI. Sdo poucos os relatos da acéo fibrinolitica
de proteases recuperadas dos residuos provenientes do processamento pesqueiro, 0 que pode ser
uma nova area de investigacOes, visando manter a sustentabilidade no fornecimento dessa
matéria-prima e propor ao mercado de enzimas fibrinoliticas uma nova fonte.

Palavras-chave: protease, terapéutica, inovacao, trombose.

ABSTRACT- The fibrinolytic potential of residues from fisheries and aquaculture is still poorly
understood. The cost of current products and the need for powerful fibrinolytic agents for the
treatment of thrombosis resulting from COVID-19 may spur further research and arouse the
interest of the biotechnological segment for this alternative source of fibrinolytic raw material. In
vitro and in vivo tests to validate the action capacity of the recovered biomolecules is also
necessary. Thus, this work aimed to carry out a review on the potential of fishery and aquaculture
residues as a raw material for fibrinolytic enzymes for potential use in the treatment of COVID-
19, based on the sustainable practice of exploiting fishery resources. For this, the following
scientific sites were used: ScienceDirect, Elsevier, Springer, TandFonline, PubMed, Wiley Online
Library and Google Scholar. For the search for patents, Lens.org and INPI were used. There are
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few reports of the fibrinolytic action of proteases recovered from residues from fishing processing,
which may be a new area of investigation, aiming at maintaining sustainability in the supply of
this raw material and proposing a new source to the fibrinolytic enzyme market.

Keywords: protease, therapeutics, innovation, thrombosis.

1. INTRODUCAO

A nova infeccdo por coronavirus (COVID-19) é causada pelo novo SARS-CoV-2
(Miesbach; Makris, 2020) e pode estar associado a alteracdes inflamatdrias induzidas, conforme
ja foi observado em pacientes com coagulopatia intravascular disseminada. A falta de imunidade
prévia ao COVID-19 resultou em um grande ndmero de pacientes infectados em todo o0 mundo e
em incertezas quanto ao gerenciamento das complicacdes desta doenca viral. Os pacientes da
COD-19 desenvolvem lesdo pulmonar aguda que pode progredir para insuficiéncia respiratoria,
embora também possa ocorrer insuficiéncia de varios outros 6rgdos. A coagulopatia inicial do
apresenta degradacdo de fibrina/fibrinogénio, anormalidades no tempo de protrombina e tempo
parcial de tromboplastina (Connors; Levy, 2020).

Os medicamentos mais eficazes para o tratamento da trombose séo as enzimas fibrinoliticas,
agentes clinicos importantes para o tratamento de doencas cardiovasculares (DCV) (Hu et al.,
2019; Kim; Rim; Choe, 2020), concentrando-se de acordo com seu modo de acdo em dois tipos:
ativadores de plasminogénio (PAs), incluindo ativador de plasminogénio tecidual (t-PA),
estreptoquinase (SK, 3.4.99.22) e uroquinase (UK, EC 3.4.21.31), que pode lisar a fibrina através
da formacdo de plasmina a partir do plasminogénio, e enzimas fibrinoliticas semelhantes a
plasmina (Hu et al., 2019), que podem degradar a fibrina diretamente (Franco et al., 2001; Batista
et al., 2017). Apesar de extensa pesquisa sobre eles e seu amplo uso como agentes tromboliticos,
esses PAs tém alto preco e baixa especificidade, levando os pesquisadores a explorar recursos mais
seguros e baratos (Hu et al., 2019).

Uma variedade de enzimas fibrinoliticas ja foi produzida, purificada e aplicada em ensaios
laboratoriais a partir de plantas, animais e microrganismos, além de novas fontes fibrinoliticas
continuam sendo exploradas (Kim; Rim; Choe, 2020). Foi identificada atividade fibrinolitica
produzida por microrganismos durante o estagio de fermentacdo natural de produtos alimenticios
tradicionais coreanos e chineses a base de peixes e de uma variedade de camardes na elaboracao
de conservas (Hu et al., 2019; Kim; Rim; Choe, 2020). Bioprospecc¢des de residuos de moluscos
marinhos ja foram utilizados para a producédo de enzima fibrinolitica por Bacillus cereus IND5
através da fermentagdo em estado sdlido (Biji et al., 2016).

Abundantes na industria da aquicultura, os residuos pesqueiros surgem como uma alternativa
viavel de enzimas fibrinoliticas (Oliveira et al., 2017). Durante o0 processamento dos produtos
aquaticos, sdo descartados varios residuos com possibilidades reais de obtencdo de biomoléculas
(Cahu et al., 2012), incluindo enzimas proteoliticas de interesse biofarmacéutico, como as
fibrinoliticas (Oliveira et al., 2019).

Ainda, leva-se em consideracdo das necessidades atuais devido a pandemia do COVID-19
causada pelo coronavirus, uma vez que dentre as implicagdes dessa doenca estdo quadros de
tromboembolismo (Costa et al., 2020). Assim, este trabalho objetivou realizar uma mini-reviséo
sobre o potencial da exploragdo pesqueira como matéria-prima para fornecimento de enzimas
fibrinoliticas para uso alternativo no tratamento da COVID-19.
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2. MATERIAIS E METODOS

Para esta revisdo, realizamos uma pesquisa bibliogréafica utilizando sites cientificos, tais
como ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/), Elsevier (https://www.elsevier.com/),
Springer (https://www.springer.com/), TandFonline (https://www.tandfonline.com/), PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), Wiley Online Library (https://onlinelibrary.wiley.com/) e o
Google Scholar (https://scholar.google.com.br/). A pesquisa foi realizada a partir das palavras-
chave: pescado fibrinolitico COVID-19, pescado trombolitico, enzimas fibrinoliticas do pescado,
usando-se termos em portugués e sua traducdo em inglés. Os materiais encontrados nos diferentes
bancos de bases de dados cientificos foram, posteriormente, conferidos com detalhes sobre os
modelos e tipos (artigos cientificos; revisdes bibliograficas; livros; capitulos de livro), ndo
havendo restricdo quanto ao uso destes. Ndo houve qualquer restricdo quanto ao periodo de
publicacdo. As informac0es gerais foram catalogadas de acordo com interesse dos autores. Ainda,
foi consultado o banco de patentes Lens.org (https://www.lens.org/) e do Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI) (https://gru.inpi.gov.br/), a partir da sentenga: extracdo+
enzima+fibrinolitica+peixe, presentes no titulo, resumo ou corpo do texto; visando a quantificacao
de solicitagdes de propriedade a respeito do tema, sem ser realizado qualquer tipo de anélise
qualitativa das mesmas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Implicac0es fisiopatologicas da COVID-19: cenario atual

O COVID-19 pode predispor ao tromboembolismo venoso e arterial devido a inflamacao
excessiva, hipdxia, imobilizacdo e coagulacdo intravascular difusa (Klok et al., 2020). Muitos
pacientes que recebem terapia antitromboética podem desenvolver COVID-19, o que pode ter
implicacdes na escolha, dosagem e monitoramento laboratorial. A pandemia torna necessario e
urgente considerar a otimizacdo das tecnologias disponiveis para cuidar de pacientes com doenca
trombotica (Bikdeli et al., 2020), bem como investigar fontes alternativas dessa matéria-prima.

A infeccdo pelo COVID-19 é caracterizada por uma resposta inflamatéria exagerada que
pode levar a manifestacfes graves, como sindrome respiratéria do adulto, sepse, coagulopatia e
morte em uma proporcao de pacientes. Uma coagulopatia foi relatada em até 50% dos pacientes
com manifestacbes graves de COVID-19. Dados limitados sugerem uma alta incidéncia de
trombose venosa profunda e embolia pulmonar em até 40% dos pacientes, apesar do uso de uma
dose padrdo de heparina de baixo peso molecular na maioria dos casos. Além disso, a trombose
microvascular pulmonar foi relatada e pode desempenhar um papel na insuficiéncia pulmonar
progressiva (Miesbach; Makris, 2020). Investigagdes recentes tém chamado a atengdo para novas
fontes de tromboliticos, principalmente, para 0 uso em pacientes com maior predisposicdo a
ocorréncia de tromboses (Briiggemann et al., 2020; Helms et al., 2020). Assim, mais estudos sdo
necessarios para avaliar a necessidade de anticoagulacdo terapéutica em pacientes com COVID-
19 (Kashi et al., 2020). Nesse sentido, organismos aquaticos surgem como matéria-prima
alternativa e promissora para fornecer enzimas com potencial fibrinolitico (Oliveira et al., 2017).

3.2 Potencial do pescado em fornecer enzimas fibrinoliticas para tratamento da COVID-19
De acordo com os portais de periodos investigados, sdo escassos dados na literatura a
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respeito do uso dos recursos pesqueiros como matéria-prima para o fornecimento de proteases com
potencial fibrinolitico. Muitos dos relatos estdo relacionados com a utilizagdo dos residuos como
substratos aproveitaveis em processos fermentativos visando a producdo de proteases com acéo
fibrinolitica, j& tendo sido empregados residuos de peixes e camardes marinhos e/ou dulcicolas
(Wang et al., 2011; Biji et al., 2016; Kim; Rim; Choe, 2020). Ou até mesmo o uso de agentes
microbianos isolados a partir de fontes aquéticas (Biji et al., 2016).

A utilizacdo de organismos aquaticos como agentes diretos no fornecimento de proteases
fibrinoliticas foi descrita por Silva et al. (2018) ao relatar alta producdo dessas proteases pela
espécie de microalga Chlorella vulgaris cultivada em condicGes autotroficas e mixotréficas. No
mais, até o presente momento, apenas alguns poucos residuos descartados do beneficiamento de
produtos aquicolas foram identificados como fontes diretas de enzimas fibrinoliticas (Oliveira et
al., 2017), porém sem investigacdes mais contundentes, a partir de espécies listadas na figura 1,
incluindo espécies de ambientes marinho e dulcicolas.

Figura 1- Espécies aquaticas promissoras para fornecimento de enzimas fibrinoliticas.

7= =
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Fonte: Propria.

Foram observados apenas 16 espécies de peixes teledsteos e 1 de camardo marinho como
fontes promissoras. Das espécies de peixes, 12 sdo oriundas da exploracdo pesqueira marinha,
enquanto 4 séo provenientes de ambientes dulcicolas. Vale ressaltar que dentre essas, esta a tilapia
do Nilo, a espécie de peixe mais cultiva na piscicultura nacional (Oliveira et al., 2019) Sendo
assim, uma opcao viavel e econdémica que necessita de novas investigacOes para sua possivel
utilizacdo como agente trombolitico tendo em vista a abundancia da matéria-prima.

Foi investigada também a quantidade de patenteamento a respeito da extracdo e uso de
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enzimas fibrinoliticas de peixes. A partir da base de dados Lens.org foram encontrados 6 depositos,
concentrados nos anos de 2002, 2014 e 2016. Todavia, os dados encontrados fazem referéncia
apenas a citacdo das palavras investigadas, ndo correspondendo, necessariamente, a solicitacfes
utilizando espécies aquaticas diretamente como fontes de enzimas fibrinoliticas. A mesma busca
foi realizada no banco de patentes do INPI, porem nenhum resultado foi encontrado, o que favorece
investigagBes que possam gerar novos produtos biotecnoldgicos terapéuticos com base na
exploracdo pesqueira, principalmente voltadas ao tratamento do tromboembolismo. Também, faz-
se necessario que as fontes de enzimas fibrinoliticas descritas por Oliveira et al. (2017, 2019)
passem por um rigoroso processo de obtencéo e tratamento para purificacéo, além de testes in vivo
e in vitro nos ambitos farmacoldgicos e toxicologicos para garantir a seguranca e a viabilidade
clinica (Cicha, 2015).

4. CONCLUSAO

O potencial fibrinolitico dos residuos da pesca e aquicultura ainda é pouco conhecido
devido aos poucos relatos disponiveis na literatura cientifica, incluindo a quantidade escassa de
depdsitos de patentes a respeito do tema. Como fonte abundante e de fécil aquisi¢do, sugere-se
investigacOes que possam explorar as possibilidades e tornar esses subprodutos uma matéria-prima
para uso biomédico e farmacéutico para tratamento de doencas cardiovasculares apds processos
de purificacdo, definicdo das suas propriedades fisico-quimicas e ensaios in vitro e in vivo, para
que possa se tornar uma possibilidade viavel para uso no tratamento do tromboembolismo, além
de servir de fonte alternativa para o tratamento das implica¢6es tromboliticas da COVID-19.
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RESUMO - A esclerose sistémica (ES) é uma das principais doengas autoimunes em estudo, uma
vez que alcanca um elevado nimero de pessoas, principalmente mulheres. Diante dos métodos
tradicionais de diagnostico da ES (como a identificacdo do fenémeno de Raynaud e a presenca
de autoanticorpos), novos alvos terapéuticos tém surgido como alternativa tanto para diagnostico
quanto para o acompanhamento do tratamento. A oncostatina M, pertencente a familia da
interleucina 6 (IL-6) é um biomarcador de inflamagao muito presente na ES, cuja identificacdo se
torna uma inovadora alternativa de diagnéstico. Biossensores eletroquimicos sao dispositivos
analiticos em ascensdo, uma vez que integram rapida deteccdo, elevada sensibilidade e
especificidade, além de baixo custo e miniaturizacdo. O sistema sensor eletroquimico
desenvolvido, composto por monocamadas automontadas de acido 4-mercaptobenzdico (MBA),
nanoparticulas de ouro revestidas por quitosana (AuNPs-Quit) e do OSM recombinante (OSM-R)
foi capaz de detectar diferentes diluicdes de anticorpos especificos para OSM por meio da técnica
espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIS), apresentando o limite de deteccéo de no fator
de diluicdo de 2,7 x 107 vezes. Os resultados apresentados destacam o biossensor desenvolvido
como alternativa promissora para a detec¢éo de biomarcadores para ES.

Palavras-chave: Biossensor; anticorpos; AuNPs; quitosana; esclerose sistémica.

ABSTRACT - Systemic sclerosis (SSc) is one of the main autoimmune diseases studied, since it
affects a large number of people, mainly women. In view of the traditional methods of diagnosis
of SSc (such as the identification of Raynaud's phenomenon and the presence of autoantibodies),
new therapeutic targets have emerged as an alternative for both diagnosis and monitoring of
treatment. Oncostatin M, belonging to the family of interleukin 6 (IL-6) is a biomarker of
inflammation very present in SSc, whose identification becomes an innovative diagnostic
alternative. Electrochemical biosensors are promising analytical devices, since they integrate
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rapid detection, high sensitivity and specificity, in addition to low cost and miniaturization. The
electrochemical sensor system developed, composed of self-assembled monolayers of 4-
mercaptobenzoic acid (MBA), gold nanoparticles coated with chitosan (AuNPs-Quit) and
recombinant OSM (OSM-R) was able to detect different dilutions of antibodies specific to OSM by
using the electrochemical impedance spectroscopy (EIS) technique, with a detection limit of 2.7 x
107 as dilution factor. The results presented highlight the developed biosensor as a promising
alternative for the detection of biomarkers for ES.

Keywords: Biosensor; antibodies; AUNPs; chitosan; systemic sclerosis.

1. INTRODUCAO

Apesar de serem destacadas como raras, doencas autoimunes apresentam dados alarmantes
de morbidade e mortalidade, onde mulheres jovens e de meia idade sdo os principais individuos
acometidos (MOUTSOPOULOS; ZAMPELI; VLACHOYIANNOPOULOS, 2018). Sua
cronicidade desencadeia ndo apenas elevado impacto econdmico relacionado aos diversos
tratamentos de custo elevado, mas com a qualidade de vida em geral. Artrite reumatoide, diabetes
mellitus tipo 1 e esclerose sistémica (ES) se destacam dentre os outros tipos de doencas autoimunes
levando-se em conta 0 ndmero crescente de casos, e com 0 passar dos anos, se tornaram um
problema de salde alcancando atencdo mundial (PANOPOULOQOS et al., 2018).

A ES é uma doenca do tecido conectivo, de carater autoimune, com aspectos clinicos
envolvendo dano microvascular, desregulacdo da imunidade inata e adaptativa e fibrose
generalizada em multiplos érgdos, onde as mudancas histopatoldgicas nos pulmades, rins e coracao
¢ que irdo determinar o resultado clinico. Uma caracteristica marcante da ES € relacionada a
variacdo dos sintomas e sinais dentre os pacientes, cuja heterogeneidade encobre manifestagdes
clinicas, perfil de anticorpos e resposta com o tratamento existente. Em adicdo, dados de
prevaléncia e incidéncia que variam de acordo com cada pais, indicando um elevado nimero de
casos no mundo (ALLANORE et al., 2015).

A nivel celular, a ES caracteriza-se pela reatividade autoimune de linfécitos B e T, que leva
a ativacdo de fibroblastos e células endoteliais, bem como a producdo exacerbada de colageno,
resultando em patologias vasculares e acumulo de coldgeno em diversos 6rgdos e tecidos
(SIERRA-SEPULVEDA et al., 2019). Atualmente, sdo reconhecidas pelo menos 3 apresentacoes
clinicas: cuténea limitada (LCES), caracterizada pelo espessamento da pele, fenémeno de Raynaud
e hipertensdo arterial pulmonar; cutanea difusa (DcES), marcada pela progresséo do espessamento
da pele, agravamento de artrite e risco acentuado de doenca pulmonar intersticial;, e sine
escleroderma (ESES), a mais rara entre as trés classificagdes, cujas manifestacdes clinicas
acometem apenas orgaos internos (DESBOIS; CACOUB, 2016; PATTANAIK et al., 2015).

O diagndstico da ES tem como principal expoente a identificacdo do fendmeno de Raynaud,
além das alteracbes e espessamento da pele em conjunto com alteracbes extracuténeas,
anormalidades capilaroscopicas e presenca de autoanticorpos (CUTOLO; SOLDANO; SMITH,
2019). A fim de reduzir custos e obter efetiva identificagdo da ES, alternativas aos métodos
tradicionais tém sido desenvolvidas, buscando diferentes técnicas e alvos terapéuticos. A busca
por biomarcadores na ES tem crescido nos ultimos anos, almejando a identificacdo de acometidos
pela doenca e de subgrupos potenciais para tratamento, além de avaliar a resposta a terapia. Dessa
forma, tais marcadores podem ser mediadores patogénicos e alvos para terapia (DENTON; ONG,
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2017).

Quando comparado aos métodos considerados padrdo, biossensores eletroquimicos se
destacam como ferramentas inovadoras na detec¢do dos principais biomarcadores da ES, uma vez
que a abordagem eletroquimica permite o monitoramento em tempo real da formagdo do complexo
imune, bem como o0 acompanhamento do paciente em determinado tratamento, prescrevendo sua
efetividade ou ndo (CAMPUZANO et al., 2019). Em adicdo, biossensores dispdem de réapida
obtencdo e analise de resultados, simplicidade na montagem, baixo-custo e elevada sensibilidade
e especificidade, principalmente por conta da integracéo de nanoparticulas metélicas que auxiliam
na conducdo da corrente de elétrons e processos de oxirreducdo ocorrendo na interface eletrodo-
solugéo (LEVA-BUENO; PEYMAN; MILLNER, 2020).

Estudos cm ES destacam niveis séricos elevados de determinadas citocinas,
correlacionando-as como parametros clinicos da doenca. Dentre eles, ha destaque para a
interleucina 6 (IL-6) e a oncostatina M (OSM), constituinte da familia da IL-6, cuja producao esta
diretamente ligada ao estimulo inflamatorio relativo & doenga (STAWSKI; TROJANOWSKA,
2019). O receptor do fator inibidor da leucemia (LIFR) e receptor da oncostatina M (OSM-R) séo
0s mais estudados na sinalizacdo da OSM, onde a sinalizacéo favorecida pela OSM-R induz maior
processo patoldgico. Portanto, a identificacdo da OSM-R podera ser usada como marcador da ES,
principalmente no prognostico da doenga, visando o biorreconhecimento de anticorpos especificos
(DE ALMEIDA et al., 2020). Dessa forma, a presente proposta teve como objetivo a imobilizacao
do OSM-R, compostos tiolados como o &cido 4-mercaptobenzoico (MBA) e nanoparticulas de
ouro revestidas por quitosana (AuNPs-Quit) sobre um eletrodo com superficie de ouro como
plataforma biossensora nanoestruturada para a detecgdo de anticorpos de OSM-R. A interacdo
entre OSM-R e o analito-alvo (anticorpos OSM-R) foi avaliada via espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS).

2. MATERIAIS E METODOS

Materiais

MBA, 1-etil-3-(3dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS),
quitosana de baixo peso molecular e acido tetracloroaurico Il trihidratado (HAuCl4.3H20) foram
obtidos pela Sigma-Aldrich. O ferrocianeto de potassio (Kas[Fe(CN)e]), ferricianeto de
potassio(Kz[Fe(CN)e]), fosfato de sodio monobasico e fosfato de sodio dibasico foram fornecidos
da VETEC (Brasil). Todos reagentes foram de grau analitico e utilizados como recebidos. Em
todos os experimentos foi utilizada agua deionizada ultrapura obtida pelo sistema Milli-Q
(Billerica, EUA).

Sintese de nanoparticulas de ouro revestidas por quitosana (AuNPs-Quit)

O preparo das AuNPs-Quit seguiu o protocolo de MAJDI et al., 2019, com algumas
modificagdes. Inicialmente, a quitosana foi diluida em 50 mL de acido acético glacial (1%) para a
concentracdo de 1% (p/v), ficando em agitacdo magnética a 65°C. Em seguida, 50 mL de HAuCl4
(1 mM) foi adicionada a reagdo. A quitosana agiu como agente redutor e estabilizador, onde a
suspensdo adquiriu uma coloracgdo roxa gradualmente, seguindo homogeneizagédo por 2h, 65°C, e
em seguida, permaneceu em temperatura ambiente. As nanoparticulas foram estocadas a 4°C até
sua utilizacao.
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Montagem da plataforma biossensora

Um eletrodo de trabalho com superficie de ouro (¢ = 2 mm) foi utilizado como substrato
para montagem do sistema sensor. Inicialmente, 0 mesmo passou por um processo de limpeza
utilizando HCIO, alumina (Al203) e agua deionizada em banho ultrassénico, passando por
ciclagem via voltametria ciclica (VC) e até que um voltamograma padrao para eletrodo limpo fosse
obtido. A modificacdo do eletrodo teve inicio com a formagdo de monocamadas automontadas
pela imersédo do mesmo a uma solucdo etandlica de MBA (50 mM) durante 10 min.
Posteriormente, os agentes acopladores EDC:NHS foram utilizados (5 min) a fim de promoverem
uma ligagdo estavel e prolongada entre os grupos carboxilicos livres do MBA e grupamentos
amina das AuNPs-Quit (10 min de adsorcdo). Em seguida, o antigeno OSM-R recombinante (40
ng mL) foi adsorvido a plataforma durante 30 min. Por fim, objetivando obstruir os sitios livres,
BSA 0,1% foi adicionado a plataforma e em seguida o eletrodo foi lavado com agua deionizada
ultrapura.

Caracterizacao eletroquimica

Os experimentos foram avaliados por meio de um potenciostato/galvanostato Autolab
PGSTAT 128N (Ecochemie, Holanda), software NOVA 1.11 e o programa OriginPro8. Uma
célula eletroquimica de sistema com 3 eletrodos (eletrodo de trabalho, Ag/AgCl saturado com KClI
3M como eletrodo de referéncia (ER) e fio de platina como eletrodo auxiliar (EA) foi utilizado.
Os eletrodos foram imersos uma solucio de 10 mM [Fe(CN)s]*/[Fe(CN)s]* (1:1, v/v) em tampéo
fosfato (PBS, pH 7.4) como sonda redox.

A VC foi realizada com um potencial entre +0,7 e -0,4 V com uma taxa de varredura variando de
50 mV.s?, enquanto que os espectros de impedancia da EIS foram registrados em uma faixa de
frequéncia variando de 100 mHz a 100 kHz e amplitude de potencial de onda senoidal entre 10
mV.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

VC e EIS se destacam entre as diversas técnicas para avaliagdo da construcdo de
biossensores, bem como a caracterizacdo da interacdo biossensor-analito por fornecer informacgoes
de reagdes que ocorrem na interface eletrodo-solucéo redox.

Uma representacdo esquematica do processo de montagem pode ser observado na Fig. 1.
Inicialmente, estudos de adsorcdo do MBA foram realizados em diferentes periodos de tempo,
onde 10 min demonstrou a saturacdo da superficie do eletrodo.
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MBA (10 min)

Eletrodo de ouro

Anticorpo anti OSM-R
(15 min)

Figura 1. Representacao esquematica da montagem do sistema sensor MBA_AuUNPS-Quit-OSMR.

As andlises impedimétricas da montagem do sensor esta descrita na Fig. 2. A adsorcao do
MBA (50 mM) por 10 min resultou no aumento no semicirculo de Cole-Cole associado a
resisténcia a transferéncia de carga (Rct) (curva vermelha, indicando a formagéo de monocamadas
automontadas de MBA. A utilizacdo dessa estratégia deve-se ao recobrimento estavel e
reprodutivel de compostos contendo o grupo tiol (-SH) em superficies de ouro, resultando na
ligacdo S-Au, com a perda do hidrogénio em um processo de quimiossor¢do (HASAN; PANDEY,
2018; SINGH; KAUR; COMINI, 2020). Posteriormente, a aplicacdo dos agentes acopladores EDC
NHS com as AuNPs-Quit resultou na diminuicéo da resposta impedimétrica (curva azul) devido a
condutividade das nanoparticulas e das cargas neutras do éster NHS (KELESTEMUR,;
ALTUNBEK; CULHA, 2017). A adicdo do OSM-R como elemento de biorreconhecimento
resultou no aumento da resposta impedimétrica (curva verde), indicando adsor¢do a monocamada
de MBA e AuNPs-Quit. O BSA (curva rosa) deu origem a um novo aumento do Rct, resultado do
recobrimento dos sitios livres presentes no eletrodo (AVELINO et al., 2016).
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Figura 2. Andlise impedimétrica do processo de z(©hm) montagem do sistema MBA_AuNPs-

Quit_ OSMR.

Apos a obtencdo da plataforma sensora, os testes de deteccdo do anticorpo para OSM-R
foi iniciado, onde inicialmente foi diluido em diferentes fatores de diluicdo (entre 2,5 x 107 a 2,5
x 10%). Em seguida, cada diluicdo foi testada adsorvendo 2uL do mesmo ao biossensor durante 15
min. Em seguida, para remocao dos alvos livres, o eletrodo foi lavado com &gua deionizada
ultrapura. Como observado na Fig. 3, os espectros de impedancia indicam um aumento sequencial
do semicirculo de Cole-Cole referentes as diferentes concentracdes dos anticorpos, indicando um
limite de detecgéo no fator de diluigio de 2,5 x 107 vezes.
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Figura 3. Diagrama de Nyquist da detec¢do de anticorpos especificos para OSM-R.
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4. CONCLUSAO

A plataforma biossensora nanoestruturada formada por monocamadas automontadas de
MBA, nanoparticulas do tipo AuNPs-Quit e OSM-R recombinante mostrou-se sensivel a detec¢éo
de diferentes concentragcfes de anticorpos especificos para OSM-R, cuja avaliagdo se deu atraves
da técnica eletroquimica EIE. O biossensor exibiu excelente sensibilidade, com limite de deteccao
no fator de diluicdo de 2,7 x 107 vezes. Os resultados preliminares apresentados destacam o
biossensor desenvolvido como alternativa promissora para a detec¢do de biomarcadores para ES.
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RESUMO - Pontos Quanticos (QDs) séo nanocristais semicondudores fluorescentes que possuem
caracteristicas Unicas devido ao confinamento quantico. As lectinas séo proteinas que possuem
dominio de reconhecimento de carboidratos. Sdo capazes de detectarem diferencas, mesmo que
sutis, em estruturas de carboidratos presentes na superficie de células e em tecidos, podendo assim
ser ferramentas na Glicobiologia. O objetivo desse trabalho foi compilar informacbes sobre
técnicas de conjugacdes QDs-Lectinas e como esses nanosistemas podem auxiliar na investigacao
de carboidratos presentes em estruturas fangicas. A coleta de dados foi realizada nas bases de
dados SciElo, ScienceDirect e PubMed. Foi possivel observar a marcacao de estruturas como
parede fungica e biofilme devido a interacdo QDs-Lectinas em glicanos especifico além da
distribuicdo desses carboidratos. Os complexos de nanosistemas mostram-se com bastante
seletividade possibilitando a amplia¢éo das investigagéo glicanas em fungos.

Palavras-Chave: pontos quanticos, lectinas, glicobiologia, fungos.

ABSTRACT - Quantum dots (QDs) are fluorescent semiconductors nanocrystals that have unique
characteristics due to quantum confinement. Lectins are proteins that have a carbohydrate
recognition domain. They are able to detect differences, even if subtle, in carbohydrate structures
present on the surface of cells and tissues, thus being able to be tools in Glycobiology. The
objective of this work was to compile information about QDs-Lectin conjugation techniques and
how these nanosystems can assist in the investigation of carbohydrates present in fungal
structures. Data collection was performed in the SciElo, ScienceDirect and PubMed databases. It
is possible to observe a strong interaction of the conjugates with the respective affinity
carbohydrates showing their distribution in addition to composition in structures such as biofilm
cell wall. 1t was possible to observe the marking of structures such as fungal wall and biofilm due
to QDs-Lectins interaction in specific glycans in addition to the distribution of these
carbohydrates. The nanosystems complexes show a high degree of selectivity, enabling the
expansion of glycans in fungi.
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1. INTRODUCAO

Os nanomateriais possuem caracteristicas Unicas devido ao confinamento quantico, tais
como efeito de superficie, efeito de tamanho pequeno, efeito de tamanho quantico e macroscépico
e efeito de tunelamento quéntico, favorecendo excelentes caracteristicas Opticas, elétricas e
compatibilidade bioldgica (YAO; ZHU, 2015; MARIA-HORMIGOS et al., 2016; YAO et al.,
2018). Pontos quanticos (quantum dots, QDs) sdo nanocristais semicondutores, com diametro
médio de 2 nm. S&o encontrados principalmente como composicdes binarias de materiais
semicondutores. Comparados a alguns corantes e pigmentos convencionalmente utilizados na
marcacdo de estruturas, os QDs apresentam largo aspecto de absorcdo e estreito espectro de
emissdo, sdo fotoestaveis, e possuem uma superficie passivel de conjugacdo com diversas
estruturas como farmacos, outras nanoparticulas, proteinas, lipideos e carboidratos (FONTES et
al., 2012; BILAN et al., 2015; CUNHA et al., 2018b).

Carboidratos sdo moléculas nas mais diversas estruturas biologicas, desde células
eucarioticas quanto procarioticas, desempenhando funcBes distintas. Os aclcares podem ser
encontrados na forma de polissacarideos ou glicoconjugados presentes na superficie de células, e
assim, participam de processos desde estrutura, modulagdo, armazenamento, comunicagéo,
diferenciacéo, proliferacao e adesdo celular, entre outros (VARKI, 2017; PURCELL; GODULA,
2019; OLIVEIRA et al., 2020b). Alguns processos fisiopatologicos estdo diretamente envolvidos
com expressdes e modificacdes de glicanos, como € o caso de glicosilacdes proteicas aberrantes
ou desreguladas, eventos bem estabelecidos, por exemplo, no processo de oncogénese e progressao
do cancer (ADAMCZYK; THARMALINGAM; RUDD, 2012; TUCCILLO etal., 2014).

Lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos, sendo amplamente encontradas na
natureza, incluindo microrganismos, plantas e animais. Nas plantas, essas proteinas tém sido
descritas em folhas, entrecascas, raizes, rizomas, bulbos, vagens, sementes, frutos e flores. A
ligacdo dessas proteinas a glicoconjugados presentes em superficies celulares resulta em uma gama
de propriedades biolégicas (DIAS et al., 2015; PROCOPIO et al., 2017; SANTOS et al., 2020).
As lectinas sdo capazes de detectarem diferencas, mesmo que sutis, em estruturas de carboidratos
presentes na superficie de células e em tecidos. Entre as diversas atividades realizadas e mediadas
por lectinas, esta a atividades antifungica. Essas proteinas sdo capazes de alteracbes no
crescimento, sobrevivéncia e formacéao de biofilme por fungos patogénicos, através de ligacGes a
glicanos especificos presentes na parede fangicas (SILVA et al., 2016; SILVA et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2020a).

A maioria dos fatores de viruléncia fungica estdo localizados na periferia celular ou no
espaco extracelular (YONEDA; DOERING, 2006; PANEPINTO et al., 2009). O conhecimento
dos componentes da parede celular bem como de outros fatores de resisténcia sdo fundamentais
para a compreensdo da patogénese (XIMENES et al.,, 2015), sendo esta composta de
polissacarideos e proteinas, além de lipidios e pigmentos (GOW et al., 2017). Além disso, a
producdo de biofilme aumenta a resisténcia aos mecanismos imunologicos do hospedeiro e a
terapia antifungica (RATHORE et al., 2020).

O objetivo desse trabalho é conhecer técnicas de conjugacdes QDs-Lectinas e como esses
nanosistemas podem auxiliar na investigacdo de carboidratos presentes em estruturas de células
fangicas.
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2. MATERIAIS E METODOS

O trabalho utilizou abordagem qualitativa, com enfoque bibliogréafico e descritivo, com o
objetivo de reunir os dados publicados sobre o assunto abordado. A busca da literatura disponivel
eletronicamente foi realizada nas bases de dados PubMed, SciElo e ScienceDirect. Os descritores
usados para a pesquisa foram: Quantum dots, fungal virulence factors, wall cell. Como critério de
selecdo, foram coletados trabalhos originais de revisdes pertinentes ao tema (QDs-Lectin na
investigacdo glicobioldgica de fungos) e, como exclusdo, trabalhos que ndo se encaixavam a
temética QDs-Lectin. Utilizamos artigos publicados nos ultimos 8 anos. Um total de 26 referéncias
foram analisadas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sintese desses coloides (QDs) para fins bioldgicos é geralmente realizada pela formacéo
controlada de nanoparticulas em meios hidrofébicos ou hidrofilicos. A estratégia comum ¢é a
mistura rapida de solucBes precursoras (fontes de calcogeneto, cations metalicos e agentes
estabilizadores), seguida de agitacdo a temperatura controlada (acima de 200 °C para meios nao
polares e cerca de 80 °C para procedimentos hidrofilicos) em atmosfera inerte. A sintese em meio
aquoso apresenta uma menor toxicidade a particula (FONTES et al., 2012; KARAKOTI et al.,
2015).

A incorporacdo de uma biomolécula em QDs vai depender dos grupos reativos presentes na
superficie da particula além das caracteristicas da biomolécula. As estratégias mais usadas para
conjugacdo QDs-lectinas sdo por adsorcdo (forcas eletrostaticas), covaléncia (interacGes por
grupos funcionais), t a biotina (ligacéo biotina-estreptavidina) (CUNHA et al., 2018b).

Figura 1: Estratégias de conjugacdo de pontos quanticos com lectinas. Al, ligacdo por
covaléncia (interacdo por compartilhamento eletrénico (elétrons) entre grupos funcionais, ex:
NH2-COOH); ligacdo por adsorc¢ao (interacdes eletroestaticas, ex: por carga); ligacao entre grupos
biotina-estreptavidina. A2, Complexo QDs-Lectina ligando em glicanos especificos na céclula.
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Fonte: Autor

Cunha et al. (2018a) demostraram que o conjugado CdTe-Cramoll é uma ferramenta (til
para investigacdes glicobioldgicas. A Cramoll € uma lectina isolada de sementes da Cratylia mollis
(planta encontrada no semiarido nordestino brasileiro), com especificidade para manose/glicose
(CORREIA; COELHO, 1995). Na tentativa de verificacdo das melhores condi¢des, a conjugacéo
foi testada em diferentes valores de pH e quanto & forma de conjugacgéo (adsorcdo e covaléncia),
sendo selecionada a conjugagdo por adsorcdo em pH 7. Os QDs-Cramoll apresentaram cor
vermelha com pico de emissdo em 660nm e diametro médio de 3,6 nm. O nanosistema foi aplicado
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em Candida albicans com o intuito de avaliacao de sua parede celular, onde foi possivel observar
a presenca fortemente desses carboidratos. Recentemente, Oliveira et al. (2020a) avaliaram o perfil
de manose/glicose em outras espécies de Candida (C. albicans, C. glabrata e C. parapsilosis sensu
stricto) utilizando um sonda CdTe-Cramoll, na cor verde com pico de emissdo em 526 nm e
diametro médio de 2,8 nm. Os dados obtidos mostraram que a C. glabrata tinha o menor tamanho
entre as espécies analisadas, C. parapsilosis possuia uma populacdo com morfologia distinta
apresentando blastoconidios em forma de bastonete e a quantidade de glicose/manose exposta é
maior em C. parapsilosis.

A lectina extraida de Canavalia ensiformis (ConA), também foi empregada para verificacdo
do perfil de o-D-manose/a-D-glicose em Candida albicans. Os conjugados CdTe-ConA
possuiram um pico de emissdo em 600nm, com diametro de particula medio de 3 nm, e cor
vermelha. A conjugacéo foi através de adsor¢do em pH 8,0. Os resultados mostraram que mais de
96% das células foram marcadas pelo conjugado. Picos diferentes apresentados na citometria de
fluxo indicam niveis de populacBes diferentes o que foi confirmado na microscopia de
fluorescéncia, mostram uma heterogeneidade na populacdo: leveduras, formacdo de tubos
germinativos e hifas. Por meio de uma forte fluorescéncia distribuida na parede fangica, foi
possivel observar a distribuicdo dos carboidratos manose e glicose (TENORIO et al., 2015).

A producéo de biofilme aumenta a resisténcia aos mecanismos imunoldgicos do hospedeiro
e na terapia antifangica sendo um dos maiores fatores de viruléncia fungica (RATHORE et al.
2020). Ainda com relagdo ao trabalho anterior, distribuicdo de manose/glicose tambeém foi
avaliada pelo conjugado QDs-ConA no biofilme produzido pela Candida albicans e, como
resultado, foi detectada uma rica composicao desses carboidratos. As células de levedura e as hifas
exibiram uma forte emissdo demostrando uma forte interacdo, além disso, foi possivel observar
menor intensidade de fluorescéncia em estruturas amorfas em torno de populacbes celulares
densas, sugerindo a presenca de também ligado aos carboidratos presentes na matriz extracelular.

4. CONCLUSAO

Nanosistemas baseados em QDs-Lectinas apresentam uma alta sensibilidade de deteccdo de
carboidratos em estruturas flngicas, permitindo avaliar a distribuicdo dessas moléculas.
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RESUMO — A doenga do coronavirus 2019 (COVID-19) é uma doenca altamente contagiosa, cujo
inicio da propagacdo ocorreu na China e em poucos meses alcancou todos os continentes. O
crescente e alarmante nimero de casos fez com que métodos de diagndstico rapido fossem
procurados, visando a deteccdo e imediato tratamento do paciente infectado. Alternativas
inovadoras sao requisitadas visando a rapida detec¢do do COVID-19 por abordagens que sejam
sensiveis, rapida analise e baixo-custo. Biossensores eletroquimicos sdo uma opg¢ao viavel com
crescente interesse global por serem dispositivos simples, efetivos, de elevada sensibilidade e de
custo reduzido. Filmes de nanofibras eletrofiadas séo caracterizados pela sua escala manométrica
e atribuic@es fisico-quimicas Uteis que os classificam como promissores substratos de montagem
de plataformas biossensoras eletroquimicas para futura detec¢ao de doencas como o COVID-19.
O presente trabalho desenvolveu nanofibras com alcool polivinilico (PVA), alginato de sodio e
nanoparticulas de ouro (AuNPs), onde foram submetidas a um processo de reticulacdo e
manteram a estabilidade ap6s contato com solugGes. As andlises eletroquimicas demonstraram
uma resposta voltamétrica e impedimétrica similar as observadas em eletrodos de trabalho
convencionais utilizados como superficies de montagem de biossensores. As nanofibras de
PVA+alginato+AuNPs se destacam como uma alternativa promissora de eletrodos para
biossensores eletroquimicos.

Palavras-chave: Nanofibras; eletrofiacdo; nanoparticulas de ouro; eletroquimica.

ABSTRACT - Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a highly contagious disease whose
spread started in China and in just a few months reached all continents. The growing and alarming
number of cases required rapid diagnostic methods, aiming at the detection and immediate
treatment of the infected. Innovative alternatives are requested for the quick detection of COVID-
19 by sensitive approaches with quick analysis and low cost. Electrochemical biosensors are a
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viable tool with growing global interest as they are simple, effective, highly sensitive and
inexpensive devices. Electrospun nanofiber films are characterized by their nanometric scale and
useful physicochemical features that classify them as promising substrates for the assembling of
electrochemical biosensor platforms for future detection of diseases such as COVID-19. The
present work developed nanofibers with polyvinyl alcohol (PVA), sodium alginate and gold
nanoparticles (AuNPs), where they were subjected to a crosslinking process and maintained
stability after contact with solutions. Electrochemical analyzes showed a voltammetric and
impedimetric response similar to those observed in conventional working electrodes used as
surfaces for the assembly of biosensors. PVA+alginate+AuNPs nanofibers stand out as a
promising alternative of electrodes for electrochemical biosensors.

Keywords: Nanofibers; electrospinning; gold nanoparticles; electrochemistry.

1. INTRODUCAO

No ultimo ano o mundo recebeu a noticia de uma nova doenca infecciosa associada a
complicacdes no sistema respiratério. Com os primeiros casos reportados em Wuhan, na provincia
de Hubei, China, o novo coronavirus foi identificado no fluido broncoalveolar de um paciente,
onde subsequentemente recebeu 0 nome de coronavirus da sindrome respiratoria aguda grave 2
(SARS-CoV-2). Como virus respiratorio, a transmissdo rapidamente alcancou niveis globais,
resultando ema sua classificacdo como pandemia pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS)
(SEO et al., 2020). Um dos principais desafios para conter a rapida disseminacdo do virus, bem
como seguir com os cuidados clinicos de maneira imediata é a identificacdo dos casos
assintomaticos, onde um estudo indica que cerca de 18% dos casos, 0 paciente ndo apresenta
sintomas clinicos, frequentemente similares ao da gripe sazonal (Influenza) (MIZUMOTO et al.,
2020).

Uma vez que a doenca do coronavirus 2019 (COVID-19) apresenta essas caracteristicas de
gripe, além dos casos assintomaticos, a identificacdo rapida e efetiva de pacientes infectados no
estagio inicial da doenca se torna um fator determinante na reducdo do nimero de casos para evitar
quarentenas de individuos negativos e liberacdo de individuos que testariam positivo para o
COVID-19. Tal iniciativa também auxilia na intervencdo adequada de pacientes no grupo de risco
(imunossuprimidos, criancas, neonatos, idosos, etc.), a fim de evitar complicacbes médicas
(CARTER et al., 2020).

O método considerado padrdo ouro na identificagdo do SARS-CoV-2 ¢ a reacdo em cadeia
de polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR), onde, em sua maioria, as amostras clinicas
utilizadas sdo de material da oro ou nasofaringe. Basicamente, a técnica consiste na aplicagdo de
primers de DNA designados especificamente para reconhecer sequéncias complementares do
RNA viral para gerar sequéncias de DNA complementar (cDNA) que serdo amplificados e
posteriormente identificado via sinal elétrico ou fluorescente (PARK et al., 2020). Apesar da
notavel sensibilidade, para a realizacdo de técnicas moleculares como 0 RT-PCR sdo necessarias
varias horas, principalmente na etapa de preparacdo do RNA viral, etapa que frequentemente afeta
a acuracia do diagnostico. Em adicéo, analises moleculares séo dispendiosas, principalmente no
que diz respeito a equipamentos e reagentes utilizados, resultando em alto custo para o consumidor
(SEQO et al., 2020). Diante do exposto, abordagens inovadoras sdo consideradas uma nova fronteira
a ser vencida para o diagnéstico ndo apenas da COVID-19, mas também de ja conhecidas ameacas
microbiologicas, com foco em sensibilidade, especificidade, baixo custo e facilidade de uso.
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Biossensores sdo uma classe de biodispositivos analiticos em constante crescimento na area
biomédica/diagnostica por unirem caracteristicas como simples preparo de plataformas sensoras,
elevada sensibilidade, integracdo de mdaltiplos elementos de biorreconhecimento para uma
infinidade de analitos-alvo e possibilidade de miniaturizacdo, favorecendo portabilidade. Em
adicdo, a nanotecnologia associada aos biossensores expandem a sua aplicacao para a area médica,
biotecnoldgica, diagnostico clinico, farmacéutica, dentre outras (PARMIN et al., 2019).

Um tipico biossensor compreende um elemento sensor bioldgico (enzimas, fragmentos de
DNA e RNA, peptideos, anticorpos, peptideos, etc.), utilizado para a interagdo direta ao analito-
alvo, um transdutor, cujo papel reside em converter 0 evento da detec¢do do analito em um sinal
elétrico proporcional a concentragdo do mesmo e um sistema de processamento de sinal. Dentre
0s principais transdutores, se destacam a abordagem eletroquimica, Optica, piezoelétrica e
calorimétrica (PERUMAL; HASHIM, 2014).

O método eletroquimico € um dos mais requisitados pela simplicidade e efetividade.
Frequentemente utilizando um sistema compreendendo trés eletrodos (eletrodo de trabalho,
eletrodo de referéncia e contra-eletrodo), biossensores eletroquimicos se destacam diante dos
demais por apresentar uma variedade de eletrodos de trabalho, local onde a superficie sera
modificada para montagem da plataforma biossensora direcionada a deteccdo de determinado
analito. Ouro, prata, carbono, carbono vitreo, platina, dentre outros exemplos sdo 0s mais
utilizados, mas novas opcdes vém sendo criadas, objetivando a facilidade de integrar a sistemas
eletrénicos portateis de uso simples como o celular (HAMMOND et al., 2016), onde uma dessas
alternativas é relacionada ao uso de nanofibras eletrofiadas.

A eletrofiacdo (do inglés electrospinning) € uma técnica utilizada para a producdo de
nanofibras poliméricas, cuja aplicacdo varia da area médica (curativos, cultura de células, etc.),
farmacéutica (liberacdo de farmacos) e biotecnolégica, onde a area diagnostica esta em ascensdo.
Com diametro variando entre 50-500 nm, sua estrutura apresenta elevada porosidade e ampla
média superficie/volume, caracteristicas essenciais para a impregnacdo de nanoparticulas
metalicas e biomoléculas, permitindo sua utilizacdo como substratos de eletrodos em biossensores
(L1U et al., 2020).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de nanofibras
eletrofiadas utilizando polimeros naturais e sintéticos e nanoparticulas metalicas como futuros
eletrodos para montagens de sistemas biossensores eletroquimicos.

2. MATERIAIS E METODOS

Materiais

Alcool polivinilico (PVA) foi obtido pela Dinamica (Brasil). Cloreto de ouro Il
trihidratado (HAuCl4.3H20) e alginato de sédio foram adquiridos pela Sigma-Aldrich (EUA). O
ferri (Ks[Fe(CN)e]) e ferrocianeto de potassio (K4[Fe(CN)s]) foram obtidos pela VETEC (Brasil).
Agua ultrapura foi utilizada em todas etapas experimentais, obtida pelo sistema de purificacio
Milli-Q (Billerica, EUA).

Parametros de eletrofiacédo

Inicialmente, para total dissolugédo, o PVA foi diluido em &gua deionizada e permaneceu
em agitacdo magnética por 2h (~70°C). O alginato de sodio foi preparado em temperatura
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ambiente. Blends poliméricos de PVA e alginato foram preparados em determinadas
concentragOes, seguido de banho ultrassénico para remogdo de bolhas. O HAuUCI4.3H20 é
adicionado a solucdo PVA-+alginato, permanecendo em agitacdo magnética constante e
temperatura de 70°C. Apos cerca de 1h, a solugdo antes aparentando coloragdo amarelada obtera
coloracdo azul-roxeada, indicando a obtencdo de nanoparticulas de ouro (AuNPs) no blend
polimérico a ser eletrofiado.

Um sistema de eletrofiacdo é constituido basicamente por uma fonte de alta-tensdo, placa
coletora aterrada, bomba de infusdo e uma seringa com agulha de aco inoxidavel. O blend
PV A+alginato+AuNPs foi adicionado a uma seringa com capacidade de 25 mL, onde na saida foi
inserida uma agulha com diametro interno de 0,5 mm. A voltagem aplicada foi de 24 kV e taxa de
infusdo de 0,75 pL/min. A placa coletora foi revestida por folha de aluminio e uma distancia de
16cm foi colocada entre a ponta da agulha e a placa coletora foi estabelecida. A eletrofiacdo foi
realizada em temperatura ambiente. A duracdo do processo de eletrofiacdo foi de 8h. Os filmes
nanofibrosos passaram por um processo de reticulagdo (do inglés crosslinking), visando a
estabilizacdo dos mesmos utilizando o método de solucdo em acetona.

Anélises eletroquimicas

Os dados eletroquimicos foram realizados por meio de um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 128N (Ecochemie, Holanda) interfaceado pelo software NOVA 1.11. As
medidas de voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) foram
conduzidas em uma célula eletroquimica com sistema de 3 eletrodos imersos em 10 mM
Ka[Fe(CN)s]/Ka[Fe(CN)s] (1:1) preparado em tampao fosfato (PBS, pH 7.4). Eletrodos de platina
foi usado como contra-eletrodo e Ag/AgCl (saturado com KCI 3M) foi usado como eletrodo de
referéncia. O filme de nanofibras eletrofiadas foi utilizado como eletrodo de trabalho.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Fig. 1a mostra a filme de nanofibras eletrofiadas na placa coletora, enquanto que a Fig. 1b
mostra o filme removido da placa. A integracao de AuNPs ao sistema nanofibroso teve a finalidade
de aprimorar a cinética de transferéncia de elétrons entre a nanofibras (sendo utilizada como
eletrodo de trabalho) e a solucdo eletrolitica usada como par redox, resultando em maior
sensibilidade (SAPOUNTZI et al., 2017).

b)

Figura 1 — Filme de nanofibras eletrofiadas na placa coletora (a) e apds remocao (b).

145



A Fig. 2 mostra as nanofibras PVA+alginato+AuNPs antes e apds o processo de
reticulacdo, visando a estabilizacdo dos filmes eletrofiados apos entrar em contato com agua,
tampado, fluidos bioldgicos, etc. O PVA é um polimero altamente hidrofilico devido a presenca
abundante de grupamentos hidroxila em sua estrutura, o que faz com que materiais sintetizados
utilizando o mesmo como componente principal, se desmancharem em solventes, cujo tempo de
dissolvicdo pode variar dependendo da espessura do filme nanofibroso e de polimeros extras
adicionados a composi¢do (SUSANTO et al., 2016).

Como observado na Fig. 2 na placa a direita, as nanofibras preparadas manteram a
integridade estrutural mesmo imersas em agua deionizada, destacando-as como substratos Uteis
para a funcionalizacdo do mesmo para montagem de plataformas biossensoras eletroquimicas.
Apos a reticulagdo, aneis acetal sdo formados entre os grupos hidroxila do PVA, resultando em
nanofibras flexiveis e densamente porosas, onde apds absorverem solventes, podem ser secas que
obterdo o mesmo aspecto de antes da reticulagcdo (CAO et al., 2010).

Figura 2 — Nanofibras eletrofiadas antes (esquerda) e apos (direita) o processo de reticulagao.

Na Fig.3a-b podemos observar a andlise eletroquimicas dos filmes nanofibrosos por meio
da VC e EIE, respectivamente. Na Fig.3a o voltamograma ciclico mostra picos catddicos e
anodicos bem definidos. Na Fig. 3b o diagrama de Nyquist mostra um espectro impedimétrico
com semicirculo seguido por elevada area de difusdo, indicando a resisténcia a transferéncia de
carga (Rct) das nanofibras e processo difusional relativo a resisténcia da solucdo eletrolitica (Rs)
utilizada como par redox (PAIMARD et al., 2020).
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Figura 3 — Voltamograma ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b) de filme de nanofibras eletrofiadas.

4. CONCLUSAO

Os resultados apresentados indicam a aplicabilidade dos filmes de nanofibras sintetizados
como superficies adequadas para a montagem de plataformas biossensoras eletroquimicas,
demonstrando estabilidade em solventes e resposta eletroquimica similar aos de eletrodos de
trabalho convencionais como os com superficie de ouro e carbono, destacando a estratégia
proposta como uma alternativa promissora e de baixo custo para o mercado biodiagndstico.
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RESUMO - Andaimes sintéticos funcionam como enxertos destinados para a substituicdo e
remodelamento de varios tipos de tecidos humanos. Esses enxertos sintéticos funcionam como
portadores de células e de varias moléculas que atuam como adjuvante na reparacao tecidual. A
natureza quimica do material escolhido para a producdo do andaime depende de sua
compatibilidade do tecido alvo da reposicao e reparacao pelo enxerto. A vitamina C (Vit C) é um
6timo bioativo candidato a ser incorporada nesses andaimes devido a seu amplo espectro de
atividades, como a sua participacdo na estimulacdo da sintese do colageno. Contudo, o uso de
andaimes como uma abordagem para a entrega de moléculas bioativas é limitado pela sua
dificuldade em promover uma liberacéo sustentada do comporto a partir de sua estrutura. Diante
disso, algumas pesquisas demonstram que a insercao prévia da Vit C em plataformas de entrega,
como nanoparticulas, antes da sua incorporagdo nos andaimes sintéticos biomiméticos, podem
solucionar a limitacao em termos de cinética de liberacao da vitamina bioativa a partir do enxerto
sintético, atuando para manter prolongados niveis terapéuticos da Vit C e para a otimizacdo
funcional da reparacéo de varios tecidos.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos, andaimes biomiméticos, abordagens de entrega,
vitamina C.

ABSTRACT - Synthetic scaffolding works as grafts intended for the replacement and remodeling
of various types of tissues. These synthetic grafts function as carriers of cells and various
molecules that act as an adjuvant in tissue repair. The chemical nature of the chosen material for
the production of the scaffold depends on its compatibility with the tissue targeted for replacement
and repair by the graft. Vitamin C (Vit C) is an excellent bioactive candidate to be incorporated
in these scaffolds due to its broad spectrum of activities, such as its participation in stimulating
collagen synthesis. However, the use of scaffolding as an approach to the delivery of bioactive
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molecules is limited by its difficulty in promoting sustained release of the compound from its
structure. Therefore, some research shows that the previous insertion of Vit C in delivery
platforms, such as nanoparticles, before its incorporation in synthetic biomimetic scaffolds. It can
solve the limitation in terms of kinetics of release of the bioactive vitamin from the synthetic graft,
acting to maintain prolonged therapeutic levels of Vit C and for the functional optimization of the
repair of various tissues.

Keywords: Tissue engineering, biomimetic scaffolding, delivery approaches, vitamin C.

1. INTRODUCAO

Na grande &rea de engenharia de tecidos, andaimes que funcionam como enxertos sintéticos
tem ocupado espacos importantes na area biomédica para a substituicdo temporaria e remodelagem
de tecidos humanos danificados. Progressivamente, o uso de enxertos sintéticos que funcionam
mimetizando matrizes extracelulares teciduais, conforme seus objetivos, se mostraram alternativas
mais Vviaveis que o uso de transplantes de tecidos, devido a limitagcGes de disponibilidade dos
enxertos in natura, risco de transmissdo de infec¢do e de rejei¢do imunologica (O’Brien, 2011;
Moaddab et al., 2018).

Varios materiais de natureza organica ou inorganica sao usados para a producdo de andaimes
que funcionam como enxertos na reparacdo tecidual. As caracteristicas ideais dos materiais usados
na formacdo dos andaimes sdo: adequada arquitetura com propriedades mecanicas excelentes com
local destinado a sua inser¢do na forma de enxerto; biocompatibilidade; e biodegradabilidade
(Bose et al., 2019; O’Brien, 2011). Frequentemente, para a otimizagdo de seus objetivos na
reparacdo tecidual, os andaimes funcionam como portadores de células, fatores de crescimento
celular e diversas moléculas bioativas que atuam como adjuvantes. Os tipos de células e demais
adjuvantes a serem inseridos nos enxertos sintéticos variam com o alvo anatémico a ser tratado
(Bose et al., 2019; Wu et al., 2014).

A vitamina C (Vit C) é um 6timo bioativo candidata a ser incorporada nesses andaimes
devido a seu amplo espectro de atividades interessantes em termos de reparacdo de tecidos, como
a sua participacdo na estimulacdo da biossintese do coldgeno para a formagdo da matriz
extracelular e por comprovadamente atuar na proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos de células
do organismo humano. Sendo assim, é legitimo introduzir a Vit C nos andaimes sintéticos para
que o seu efeito na reparacdo tecidual seja otimizado (DePhillipo et al., 2018; Manguir et al., 2016).

Contudo, o uso de andaimes teciduais como uma plataforma de entrega de farmacos,
possuem limitaces principalmente porque na maioria das vezes esses enxertos ndo conseguem
controlar a cinética de liberacdo do composto ativo de sua estrutura, ou seja, possuem sérias
dificuldades em manter uma concentragdo controlada e sustentada do ativo em niveis terapéuticos
eficazes e seguros (Bose et al., 2019). Diante disso, algumas pesquisas mostram o impacto positivo
da insercdo da Vit C em algumas plataformas de entrega antes da sua insercdo nos andaimes
sintéticos, visando um maior controle de sua liberacao a partir do enxerto, além da justificativa de
seu efeito adjuvante na reparagéo tecidual.

2. MATERIAIS E METODOS

A construcgéo do referido trabalho, foi embasada, a partir de um levantamento de dados,
realizado em sites periddicos, incluindo como base o Science Direct, PubMed e Scielo, no periodo
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de 2010 a 2020. A pesquisa por palavras em titulos e resumos foi realizada utilizando as seguintes
entradas: engenharia de tecidos, andaimes, reparacao tecidual, vitamina C e enxertos sintéticos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um minimo de semelhanga e compatibilidade fisico-quimica deve ser garantida entre o
material do andaime e o local anatdmico alvo do enxerto, principalmente porque a funcdo do
andaime € substituir e induzir a repara¢do do tecido danificado (Manguir et al., 2016; O’Brien,
2011).

Por exemplo, visando a reparacao 6ssea, um estudo mostrou a producdo de andaimes usando
0 biomaterial fostato B-tricalcio com posterior revestimento com o polimero policaprolactona
(PCL) como uma abordagem para a liberacdo controlada da Vit C. O andaime produzido com a
ceramica de fosfato de calcio é completamente compativel com a estrutura éssea e possui
propriedades osteoindutivas, justificando seu uso como como enxerto biomimético ésseo. Mas,
para servir como sistema de liberacdo e entrega da Vit C, o andaime de fosfato de calcio precisou
ser revestido com PCL, que também tem potencial na reparacdo 0ssea, para que a cinética de
liberacdo da ViT fosse controlada. De fato, apds o revestimento, os andaimes conseguiram liberar
gradualmente a Vit C por até 60 dias. Na viabilidade celular in vitro, o andaime revestido
fortificado com a vitamina C mostrou um sinergismo de acdo osteoindutiva entre seus
componentes, aumento a proliferacdo celular e sua diferenciacdo em osteoblastos, além de reduzir
0 aparecimento de tumor dsseo (Bose et al., 2019).

A insercdo da vitamina C em plataformas de entrega como as nanoparticulas, também podem
trazer vantagens em termos de controle da cinética de liberacdo da vitamina a partir dos andaimes.
Antes da incorporacdo em andaimes biomiméticos feitos de fibra de seda, Moaddab et al. (2018)
introduziu a vitamina C em nanoparticulas de carboximetilquitosana para alcancar uma
regeneracdo Ossea mais eficiente. O derivado da quitosana serviu tanto para a formacdo de
nanoparticulas como uma plataforma de liberacdo mais controlada da vitamina C, como adjuvante
ativo na inducdo da remodelagem, proliferacdo celular, formacdo de matriz extracelular e
cicatrizacdo éssea, devido ao fato que a carboximetilquitosana apresente semelhancas com a
composicdo 6ssea. Sendo assim, tanto a vitamina C quanto o derivado da quitosana contribuiram
para a eficicia de osteoinducdo desempenhado pelo andaime na regeneracdo 6ssea.

Varios métodos fisicos podem ser usados para a producdo de andaimes biomimeéticos, entre
eles, 0 método da eletrofiacdo produz micro ou nanofibras poliméricas que podem ser aplicadas
na formacdo de enxertos sintéticos teciduais para a cicatrizacdo de feridas e a producdo de
plataformas para a liberacdo e entrega de moléculas bioativas (Ghafoor et al., 2018).

Na ilustracdo dessas aplicagdes para as fibras eletrofiadas, andaimes produzidos pela
eletrofiacdo de uma emulséo contendo o polimero PLA (&cido polilactico) foram produzidos para
a liberacdo da Vit C e seu derivado (ascorbato-2-fosfato) visando a estimulagdo da producéo de
coldgeno na reparagcdo do assoalho pélvico de condi¢Bes pds-cirurgicas. A eletrofiagdo por
emulsdo foi utilizada por se tratar de um avango na técnica original para a incorporacdo de
substancias hidrofilicas como a Vit C e seu sal derivado. A incorporacdo da Vit C e do ascorbato-
2-fosfato resultou em malhas de microfibras mais resistentes quando comparadas as malhas do
veiculo de PLA sem as substancias bioativas. As fibras conseguiram mostrar uma eficiéncia de
encapsulacdo de quase 50% do conteudo das duas moléculas ativas, contudo, promoveram taxas
diferentes de liberacdo ao longo do tempo dessas mesmas moléculas. Houve a liberacéo de 77%
do conteudo de Vit C em duas horas chegando a 90 % no prazo de dez horas, ao passo que a
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liberacdo do ascorbato foi de forma mais lenta, com 34% do seu conteddo liberado em duas horas
e 60% de maneira gradual em 14 dias. Tanto os andaimes fibrosos com Vit C quanto os andaimes
com o ascorbato-2-fosfato estimularam a producdo de fibroblastos e, consequentemente, de
colageno atingindo a um aumento de producéo de colageno de 60% em 7 dias e atingindo 100%
de incremento de bioproducdo em 14 dias quando comparados com andaimes fibrosos sem as
biomoléculas ativas. Com isso, a propria malha polimérica fibrosa serviu como um biomaterial
biodegradavel de suporte mecanico enquanto libera o nutriente que estimula a reparacgéo tecidual
original (Manguir et al., 2016).

4. CONCLUSAO

As pesquisas confirmam que a inteligente insercdo da Vit C em plataformas de entrega antes
da sua incorporacdo em andaimes biomimeéticos, soluciona a limitacdo do enxerto sintético em
promover uma liberagdo mais controlada e sustentada da vitamina bioativo de sua estrutura,
mantendo niveis terapéuticos prolongados do adjuvante de reparacdo tecidual. Além disso, o
andaime, o material usado para a formacdo da plataforma de entrega e a propria Vit C podem
somar suas a¢des para um sinergismo, visando alcancar uma otimizacao funcional na remodelacéo
de varios tecidos.
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RESUMO - O o6leo de copaiba é amplamente conhecido na medicina popular por sua a¢éo anti-
inflamatdria. Além disso, varios estudos tém indicado seu uso no tratamento de cancer de pele
devido a sua atividade antitumoral direta. Portanto, o desenvolvimento de novas formulac6es que
explorem o efeito antitumoral do 6leo de copaiba associado a outros farmacos citotdxicos pode
ser uma estratégia bem-sucedida no combate ao cancer. Produzimos nanocépsulas poliméricas
contendo 6leo de copaiba como um sistema alternativo para solubilizar outros agentes citotoxicos
lipofilicos e, portanto, potencializar os tratamentos anticancer. Como esperado, as nanocapsulas
poliméricas carregadas com 6leo de copaiba foram capazes de diminuir levemente a viabilidade
das células cancerigenas do colo do Utero, desencadeando a morte celular por apoptose. Assim,
as nanocépsulas poliméricas carregadas com 6leo de copaiba demonstram ser um sistema
nanoestruturado versatil para melhorar o tratamento do cancer, ndo apenas por seu efeito
antitumoral direto, mas também por sua capacidade de incorporar outros agentes citotoxicos
lipofilicos. Propomos a aplicacéo desta formulagcdo em associacdo com diferentes farmacos como
uma possivel abordagem moderna para aumentar a acdo de outros agentes anticancer
especialmente contra o cancer do colo do Utero.

Palavras-chave: nanotecnologia; entrega de farmacos; cancer; terapias anti-tumorais.

ABSTRACT- Copaiba oil is broadly known in popular medicine by its anti- inflammatory action.
Moreover, several studies have indicated its use in the treatment of skin cancer due to its direct
anti-tumoral activity. Therefore, developing new formulations that explore copaiba oil anti-
tumoral effect associated to other cytotoxic drugs can be a successful strategy to fight cancer. We
produced a polymeric nanocapsules containing copaiba oil as an alternative system to solubilize
other lipophilic cytotoxic agents and therefore boost the anti-cancer treatments. As expected,
copaiba oil-loaded polymeric nanocapsules were able to slightly decrease cervical cancer cell
viability per se, triggering cell death through apoptosis. Thus, copaiba oil-loaded polymeric
nanocapsules appears to be a versatile nanostructured system to improve cancer treatment not
only for their direct anti-tumoral effect but also for their ability to incorporate other lipophilic
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cytotoxic agents. We propose the application of this formulation in association with different active
drugs as a possible modern approach to boost other anti-cancer agents against cervical cancer.

Keywords: nanotechnology; drug delivery; cancer; anti-tumor therapies

1. INTRODUCAO

Os sistemas de liberacdo de farmacos vém recebendo grande atencdo devido a necessidade
de aperfeicoar a acdo de farmacos no organismo. Dentre esses sistemas destacam-se as
nanocapsulas poliméricas que apresentam um nucleo oleoso o qual é envolvido por uma parede
polimérica. Dependendo do 6leo utilizado na sua producédo diferentes quantidades de farmacos
podem ser encapsulados por essas estruturas. No campo da nanotecnologia farmacéutica, uma
abordagem moderna ¢ a possibilidade da co-encapsulacdo de farmacos nessas estruturas, buscando
efeitos terapéuticos associados. Entretanto, para viabilizar esta possibilidade é necessario
considerar 0s materiais essenciais para a formulacdo das nanocapsulas, um polimero
biodegradavel, um 6leo para a constituicdo do nucleo das cépsulas, o(s) farmaco(s) e o(s)
tensoativo(s) estabilizante(s) da suspensdo. Nesse sentindo, uma estratégia para aumentar a
quantidade de encapsulamento de farmacos lipofilicos e visar um efeito associado sobretudo com
farmacos antitumorais, € a utilizacdo de 6leos de origem vegetal para compor o ndcleo da particula
com conhecidas propriedades farmacol6gicas como é o caso do dleo de copaiba.

O 6leo de copaiba € um composto natural (Cascon e Gilbert, 2000) constituido de uma
fracdo sélida ndo volatil, formada por acidos diterpénicos, e uma fracdo de 6leo essencial formada
por sesquiterpenos (Rigamonte Azevedo et al., 2004). Esse composto possui diferentes funcdes,
como por exemplo, na industria de perfume como fixador de odores, na industria de vernizes como
secativo e na industria alimenticia como aditivo aprovado pelo FDA (Food and Drugs
Administration). Por apresentar propriedade emoliente, este dleo € utilizado na area cosmética no
desenvolvimento de cremes, sabonetes e xampus. Além disso, 0 mesmo possui acdo anti-
inflamatoria (Veiga et al., 2007; Humberto et al., 2016) e atividade antifingica (Dias et al., 2014),
e por esse motivo, possui uma grande aplicacdo em farmacologia como, por exemplo, no
tratamento de melanoma neopléasico, carcinoma invasivo micropapilar. Além disso, o éleo de
copaiba pode ser um substituto de corticoesteroides no tratamento de dematites, diminuindo
coceira, dor, edema e calor (Hadji-Minoglou e Bolcato, 2005). Como pode ser observado, esse 6leo
possui diferentes aplicacbes farmacoldgicas, o que o torna interessante para ser utilizado como
estratégia de veiculacdo de insumos farmacéuticos ativos como possivel estratégia para aumentar
sua acéo.

Recentemente a associacdo de farmacos antitumorais e 6leo de copaiba em nanocapsulas
poliméricas foi proposta para o tratamento de carcinoma basocelular (Venturini et al., 2015), e
cancer de colo de atero (Frank et al., 2019). Porém esse sistema apresenta potencialidade para
encapsular outros tipos de farmacos lipofilicos. Nesse trabalho, foram produzidas nanocéapsulas de
oleo de copaiba sem farmaco, a fim de avaliar suas propriedades fisico-quimicas e determinar seu
efeito citotoxico em linhagem de células tumorais.

2. MATERIAIS E METODOS

Para esse trabalho a Poly (g-caprolactona) foi selecionada como polimero para ser utilizado
na composi¢cdo das nanocapsulas (NC), bem como o 6leo de copaiba (33.4uL/mL) e o
monoestearato de sorbitano como constituinte de ndcleo, e o polissorbato 80 como estabilizante da
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suspensdo. A suspensdo de nanocapsulas poliméricas contendo o 6leo de copaiba (NC) foi avaliada
com relagdo as suas propriedades fisico-quimicas mediante determinacéo do didmetro da particula
e polidispersao utilizando a técnica de difratometria de laser (Mastersizer 2000, Malvem), e
espalhamento de luz dindmico (Zetasizer® nano-ZS modelo ZEN 3600, Malvem). Para a
determinacdo do potencial zeta das suspensdes, utilizou-se eletroforese e a analise de pH foi
realizada diretamente nas formulagdes, em potenciémetro (B474 Micronal) previamente calibrado.
Todas as medidas de tamanho foram realizadas em duplicata de lote. A suspensdo foi obtida em
ambiente asséptico para posterior realizagdo de sua avaliacdo citotdxica em cultura de células.

Para os experimentos envolvendo analise da citotoxicidade da NC, foi utilizada a linhagem
celular de carcinoma cervical SiHa (American Type Culture Collection, Rockville, MD). As
células foram mantidas em DMEM com baixa glicose suplementado com 10% de SFB e
antibidticos penicilina/estreptomicina (0,5 U-mL / 95% de ar a 37°C). A linhagem celular (40.000
células/poco) foi semeada em placas de 24 pocos e tratadas com 3,0 uM de NC em meio de cultura
por 24 horas. Em seguida, o nimero de células viaveis foi determinado por citometria de fluxo
utilizando o citbmetro de fluxo inverso FACSV (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Testes
foram realizados para verificar o tipo de mecanismo de morte celular envolvido ap6s as células
serem tratadas com NC. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados
foram comparados com o grupo controle (CTRL), ou seja, células sem o tratamento. Os
experimentos foram: a) marcacdo com anexina V e coloracdo com iodeto de propidio para
verificacdo de possivel morte por apoptose e necrose; b) marcacdo do nucleo das células com
corante Hoechst para deteccdo dos nucleos fragmentados. Para todos os experimentos, a
metodologia seguida foi a descrita por Frank e colaboradores (2017).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nanocépsulas poliméricas contendo 6leo de copaiba no seu nucleo foram produzidas por
nanoprecipitacao e apresentaram tamanho de particula em torno de 200 nm, conforme pode ser
observado na Tabela 1. E possivel observar que tanto pela técnica de difracdo de laser quanto pela
técnica de espalhamento de luz dinamico ambas apresentaram tamanho semelhantes e sistema
homogéneo, que pode ser verificado pelo baixo valor de SPAN e PDI. Além disso, as suspensdes
apresentaram potencial zeta negativo, o que ja era esperado uma vez que a parede polimérica das
particulas é composta de Poly (g-caprolactona) e pela presenca de polissobarto 80 (FRANK et al.,
2017). O valor de pH foi levemente acido também caracteristico para esse tipo de sistema.

Tabela 1- Caracterizacao fisico-quimica de nanocapsulas poliméricas contendo copaiba no nicleo

SUSPENSAO D4.3 SPAN DLS PDI Potencial pH
Zeta
NC 230+7.2 1.7+0.2 202+8.2 0.18+0.1 -8.2310.4 6.02+0.1

Adicionalmente, observou-se a manutencgéo das caracteristicas fisico-quimicas da NC por
60 dias. Isso significa dizer que a suspensao pode ser uma boa estratégia para o encapsulamento de
farmacos lipofilicos, uma vez que n&o foi verificado fendmenos de instabilidade nas suspensoes.

A NC foi avaliada diretamente em cultura de células de cancer cervical a fim de avaliar seu
efeito citotoxico. Os resultados demonstraram uma diminui¢do da viabilidade celular (cerca de
20%) quando comparadas com células controle (que nao receberam o tratamento com NC) (Figura
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1). Isso significa dizer que NC apresenta um leve efeito citotoxico nessa linhagem celular. A
encapsulagcdo de farmacos antitumorais € uma das aplica¢cbes mais consolidadas na éarea da
nanotecnologia farmacéutica e a cada ano diferentes estruturas sdo propostas para encapsular
farmacos para os mais diferentes tipos de cancer, como por exemplo o imiquimode para carcinoma
basocelular (Venturini et al., 2015), 5-Fluouracil para cancer metastatico (Zatta et al., 2018), dentre
outros. A estratégia de desenvolver uma particula que tenha como componente um nucleo com
6leo com acdo antitumoral podera servir como plataforma para o encapsulamento de diferentes
agentes antitumorais.

B CTRL

20

Viabilidade das celuls (%)

24 Tempo (h)

Figura 1 — Viabilidade de células SiHa apds tratamento com NC por 24 horas. *p<0.05. Resultados
correspondem a media + SEM (n=3).

A fim de avaliar o mecanismo de morte celular envolvido, nos realizamos a investigacdo
de apoptose e necrose, e também avaliagdo do nucleo celular. Na Figura 2A é possivel observar
que parte do mecanismo envolvido na diminuicdo da viabilidade celular é por apoptose e apoptose
tardia. Além disso, é possivel observar fragmentos nucleares (Figura 2B) quando as células séo
tratadas com NC. Esses fragmentos podem ser indicativos de células em processo de morte por
apoptose, 0 que corrobora com os achados anteriores (Figura 2A). J& é demonstrado na literatura
gue muitos farmacos antitumorais apresentam mecanismo de apoptose combinado a outros
processos como autofagia e parada de ciclo celular. Aqui nés demonstramos que um dos
mecanismos envolvidos na diminuigdo de morte celular em linhagem tumoral de cancer cervical
(SiHa) é por apoptose. A partir disso, outros estudos serdo realizados a fim de verificar outros
processos de morte que também podem estar envolvidos.
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Figura 2 — Avaliagdo do mecanismo de morte celular. A) Avaliagdo de morte por apoptose/necrose.
B) Avaliacdo de morte por analise do ndcleo com corante Hoescht. *p<0.05. Resultados
correspondem a média + SEM (n=3).

4. CONCLUSAO

Nanocapsulas poliméricas com 6leo de copaiba no ndcleo foram produzidas com tamanho
nanométrico adequado e as caracteristicas fisico-quimicas foram mantidas durante 60 dias,
indicando a estabilidade do sistema. Considerando sua leve capacidade de induzir morte em
linhagem de cancer do colo do utero por apoptose, NC poderia ser utilizada como um sistema
versatil projetado para solubilizar outros agentes citotoxicos lipofilicos, a fim de melhorar sua
atividade frente a células tumorais. Portanto, propomos a aplicacdo desta formulacdo em
associacao com diferentes farmacos como uma possivel abordagem moderna para aumentar a agao
de outros agentes anticancer, sobretudo contra o cancer do colo do Utero.
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RESUMO - A Infec¢do pelo Papiloma Virus Humano (HPV) é uma infeccdo sexualmente
transmissivel (IST) bastante frequente no mundo. Um dos principais problemas relacionados a
essa infeccdo é a falta de marcadores capazes de distinguir uma infeccdo transitéria de uma
infecco latente pelo papiloma virus humano. Em decorréncia das limitagdes apresentadas pelos
métodos atuais existe uma busca incessante por novas alternativas de identificacdo precoce de
infeccbes pelo HPV. Neste trabalho, foi desenvolvido um novo método de identificagdo de
biomarcadores de evolucdo de malignidade em amostras de pacientes infectados com HPV
através de diagnostico rapido por técnica impedimétrica. A plataforma foi montada através da
polimerizacdo do tiofeno, sua interacdo com as nanoparticulas de ouro e posterior adi¢do da
camada de bioreconhecimento. Os processos de montagem e o sinal de hibridacdo foram
monitorados pela voltametria ciclica (VC) e pela espectroscopia de impedancia eletroquimica
(EIE). O biosensor de DNA mostrou significativos desempenhos com alta sensibilidade

Palavras Chave: HPV, Genossensor, Eletroquimica.

ABSTRACT - Human Papilloma Virus Infection (HPV) is a sexually transmitted infection (STI)
quite common in the world. One of the main problems related to this infection is the lack of markers
capable of distinguishing a transient infection from a latent infection by the human papilloma
virus. Due to the limitations presented by current methods, there is an incessant search for new
alternatives for the early identification of HPV infections. In this work, a new method of identifying
biomarkers of malignancy evolution in samples from patients infected with HPV was developed
through rapid diagnosis by impedimetric technique. The platform was assembled through the
polymerization of the thiophene, its interaction with the gold nanoparticles and the subsequent
addition of the bio-recognition layer. The assembly processes and the hybridization signal were
monitored by cyclic voltammetry (CV) and by electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The
DNA biosensor showed significant performances with high sensitivity.
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1. INTRODUCAO

A Infeccdo pelo Papiloma Virus Humano (HPV) é uma infeccdo sexualmente transmissivel
(IST) bastante frequente no mundo. Avalia-se que cerca de 80% da populagdo mundial seré
acometida por pelo menos um dos tipos do HPV ao longo da vida. No Brasil, estima-se que haja
9 a 10 milhdes de infectados por esse virus e que, a cada ano, 700 mil novos casos ocorram (Abreu,
Soares et al. 2018). Existem mais de 100 tipos de HPV que podem ser classificados em
oncogeénicos (ou de alto risco), que séo aqueles que podem causar cancer; e ndo oncogénicos (ou
de baixo risco) (Jongen, van Santen et al. 2019). A maioria das infec¢bes por HPV e lesdes pré-
cancerigenas sdo assintomaéticas e sdo erradicadas espontaneamente, no entanto, infeccéo
persistente pode levar a displasia cervical e ao desenvolvimento de cancer. Embora o DNA do
HPV seja encontrado em quase todos os casos de cancer do colo do Utero, apenas a genotipagem
ndo consegue distinguir entre infeccdes latentes e transitdrias. Os canceres induzidos pelo HPV
geralmente ocorrem ap6s varios anos de infeccdo, dai a importancia de sua deteccéo precoce, 0
que teria implicacdes diretas na sua prevencdo, controle e tratamento.

Existem varios metodos que permitem a identificacdo da infeccdo pelo HPV, no entanto,
mais utilizados sdo reacdo da cadeia de polimerase (PCR) e captura hibrida (CH), por serem mais
baratos e simples. A CH permite a deteccdo dos tipos de HPV oncogénicos mais frequentes e a
avaliacdo da carga viral. Detecta a presenca dos tipos de HPV, porém sem individualiza-los, é um
dos metodos mais utilizados na pratica clinica, apresentando alta sensibilidade (95 a 97%) (Pino,
Alonso et al. 2011). Na PCR é possivel identificar o virus, tipa-lo e quantifica-lo determinando sua
carga viral, porém, sdo utilizados em pequena escala, mais restritos a pesquisa que na pratica
clinica, portanto ainda ndo sdo considerados métodos complementares para o diagndstico (Silva,
Macédo et al. 2015). Devido a isso existe uma busca incessante por novas alternativas de
identificacdo precoce de infecgdes pelo HPV.

Por este motivo, neste trabalho nos propomos a desenvolver um novo método diagndstico
visando a superacdo das limitagdes encontradas nos métodos comumente utilizados na deteccéo
do HPV. Para isto, foi desenvolvido de um biossensor impedimétrico de DNA nanoestruturado
para detectar de forma eficiente 0 HPV em amostras clinicas. Esta ferramenta pode ser capaz de
aumentar significativamente a eficiéncia do diagnostico de infec¢bes pelo papiloma virus humano

2. MATERIAIS E METODOS

Nesta etapa inicial foi utilizado plasmideo contendo sequenciamento do genoma de
HPV58. Os espectros de impedancia foram registrados na faixa de frequéncia de 100mHz a
100kHz. A voltametria ciclica foi realizada com potencial de varredura de +0,7 a -0,2V com uma
taxa de varredura de 50mV. s, Para o processo de polimerizacio, inicialmente, o eletrodo de ouro
foi imerso em uma solucéo 0,1 M de &cido tiofeno-3- acético (3TAA) em HCI (0,1 M), onde foi
realizada a polimerizacdo do mondémero 3TAA em poli (&cido tiofeno-3-acético) (PTAA) atraves
da técnica de voltametria ciclica (VC).

ApoOs o processo de polimerizagdo, foi adicionado EDC:NHS (1:1) na superficie do
eletrodo a fim de ativar os grupamentos carboxilicos livres do filme de PTAA e liga-los aos
grupamentos amino da camada seguinte. Em seguida foi adicionado ao eletrodo nanoparticulas
modificadas com cisteamina (NPs@Cys) pelo tempo de incubacdo de 40 min. Posteriormente, a
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sonda de DNA (My11) foi imobilizada formando o sistema PTAA_NPs@Cys_SONDAwmy11. BSA
foi usado em todos 0s experimentos para bloquear as interacbes ndo especificas. A hibridacéo foi
realizada por técnica de revestimento usando 2uL do DNA alvo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1a mostra a espectroscopia de impedancia eletroquimica das etapas de montagem
do genossensor onde podemos observar que antes da modificagdo o diagrama de Nyquist revelou
uma resposta impedimeétrica caracteristica de um eletrodo tipico limitado por difusdo. Depois da
modificagdo pela polimerizagdo do PTAA houve um aumento significativo do didmetro do
semicirculo de cole-cole comprovando a formacéo do filme polimérico na superficie do eletrodo
dificultando assim a transferéncia de elétrons entre a superficie do ouro e a solugdo redox. Os
grupamentos carboxilicos expostos pelo PTAA sdo importantes para a posterior ligacdo com o0s
grupos aminas das nanoparticulas de ouro modificadas com cisteamina (NPs@Cys) mediada pelo
EDC:NHS. Seguida da imobilizacdo das NPs@Cys houve um decréscimo nas respostas
impedimétricas, este comportamento indica que as AuNPs foram eficientemente ancoradas
levando a um aumento da area de superficie eletroativa do eletrodo. Com a imobiliza¢do da sonda
de DNA, observa-se 0 aumento da impedancia, em decorréncia a repulséo eletrostatica entre o par
redox e a sonda de DNA na superficie do eletrodo. Por fim, apds adicdo de BSA, novo incremento
da resposta eletroquimica foi observado indicando o bloqueio dos sitios inespecificos. Todas as
etapas de construcdo do genossensor foram também caracterizadas por Voltametria ciclica e os
resultados podem ser observados na figura 1b.
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Figura 1: Caracterizacdo eletroquimica do eletrodo modificado realizada pelos métodos de
espectroscopia de impedancia eletroquimica (a) e voltametria ciclica e (b).

Apds a padronizacéo do sistema sensor, a plataforma foi exposta a amostras contendo DNA
genémico de HPV. O sensor foi capaz de reconhecer o DNA de HPV58 presente na amostra,
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processo este observado a partir das analises de espectroscopia de impedancia eletroquimica e
voltametria ciclica demonstrados nas figuras 2a e 2b respectivamente.

Figura 2 — Resposta impedimétrica e voltamétrica do genossensor frente ao DNA de HPV58.
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4. CONCLUSAO

A plataforma sensora obtida mostrou-se eficiente na deteccdo do genoma do HPV58 na
amostra testada. O genossensor desenvolvido mostra-se ser uma ferramenta importante para a
construcdo de um método diagndstico sensivel para infec¢bes por HPV.
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RESUMO - Colagenases sao proteinas que catalisam processos quimicos e quebram as ligagdes
peptidicas, sendo capaz de clivar a tripla hélice do colageno, outro tipo de proteina encontrada
abundantemente no organismo de modo natural ou a partir de uma situacdo patoldgica. Por suas
propriedades terapéuticas, tém sido requeridas em procedimentos cicatrizantes e no tratamento
de glaucoma, desbridamento, queloide, celulite, fibroma uterino, entre outros. A colagenase é
obtida de fontes vegetais, animais e microbianas, sendo esta ultima a comercialmente mais
empregada. No entanto, o alto custo na preparacdo das solucdes e o risco bioldgico existente
tornam necessaria a investigacdo de fontes alternativas. Nesse sentido, residuos de peixes sdo
ricos em biomoléculas. Como sdo descartes, podem servir de matéria-prima biotecnoldgica.
Assim, este trabalho objetivou purificar colagenase de residuos de saramunete (Pseudupeneus
maculatus) usando método cromatografico. Os residuos foram macerados, homogeneizados,
centrifugados e aquecidos, observando-se atividade colagenolitica volumétrica (217,2 U/mL) e
especifica (229,37 U/mg). Em seguida, a amostra foi submetida a coluna DEAE-SEPHADEX A50,
obtendo-se 8,27 (FP) e 9,89% (y). Os dados sugerem a viabilidade das visceras de peixes como
fonte de colagenase e matéria-prima alternativa para o segmento biofarmacéutico, agregando
valor ao produto pesqueiro e contribuindo para um fornecimento sustentavel de colagenases.

Palavras-chave: cicatriza¢ao, pomadas, visceras, recursos pesqueiros.

ABSTRACT—Collagenases are proteins that catalyze chemical processes and break peptide
bonds, being able to cleave the triple helix of collagen, another type of protein found abundantly
in the body naturally or from a pathological situation. For its therapeutic properties, it has been
required in healing procedures and in the treatment of glaucoma, debridement, keloid, cellulite,
uterine fibroma, among others. Collagenase is obtained from plant, animal and microbial sources,
the latter being the most commercially used. However, the high cost of preparing the solutions and
the existing biological risk make it necessary to investigate alternative sources. In this sense, fish
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residues are rich in biomolecules. As they are discards, they can serve as a biotechnological raw
material. Thus, this work aimed to purify collagenase from residues of Spotted goatfish
(Pseudupeneus maculatus) using chromatographic method. The residues were macerated,
homogenized, centrifuged and heated, observing volumetric (217.2 U/mL) and specific (229.37
U/mg) collagenolytic activity. Then, the sample was submitted to the DEAE-SEPHADEX A50
column, obtaining 8.27 (FP) and 9.89% (y). The data suggest the viability of fish viscera as a
source of collagenase, an alternative raw material for the biopharmaceutical segment, adding
value to the fishery product and contributing to a sustainable supply of collagenases.

Keywords: healing, ointments, viscera, fishing resources.

1. INTRODUCAO

Métodos terapéuticos ndo invasivos foram usados recentemente nas ciéncias biomédicas. As
enzimas tém demonstrado alta atividade em concentracbes muito baixas em laboratdrios e
produtos farmacéuticos, permitindo-lhes desempenhar papéis cruciais em diferentes fendmenos
bioldgicos relacionados ao organismo vivo, principalmente a medicina humana. Recentemente, o
uso de métodos terapéuticos baseados em abordagens ndo invasivas tem sido enfatizado. Os
pesquisadores se concentraram na producdo de medicamentos e ferramentas para reduzir
procedimentos invasivos (Alipour et al., 2016).

Colagenases sdo proteinas que catalisam processos quimicos e quebram as ligaches
peptidicas (Oliveira et al., 2017a), sendo capaz de clivar a tripla hélice do coladgeno (Haq et al.,
2020), uma proteina encontrada abundantemente no organismo de modo natural (Bi et al., 2019)
ou a partir de uma situagao patoldgica. Em testes in vitro e in vivo, foi comprovado que colagenases
tém varias propriedades terapéuticas, sendo requerida em procedimentos cicatrizantes de feridas e
queimaduras, no tratamento da Doenca de Dupuytren (WEI et al., 2020), um espessamento
anormal do tecido causado pelo depésito imoderado de tecido de colageno, principalmente os tipos
I e Ill, e na Doenga de Peyronie (Natale et al., 2020), um distlrbio do tecido conjuntivo que
envolve o crescimento de placas fibrosas nos tecidos moles do pénis (Alipour et al., 2016).

A colagenase tem sido utilizada na preparacdo de solucdes topicas (pomadas) (Roy;
Almudallal; lorio, 2013) e/ou injetaveis (Natale et al., 2020), como nas aplicacdes no espaco
supracoroidal (SCS) direcionando a colagenase a esclera, cordide e retina, quebrando as fibrilas
de colageno que ligam a esclera e a cordide no SCS (Jung et al., 2019). Ainda, sdo aplicadas com
sucesso no tratamento de glaucoma, desbridamento, hérnia de disco intervertebral, degradacao da
placenta humana retida, no reparo de cartilagem, dor no mamilo, vitrectomia, oclusbes totais
cronicas (CTO), queloide, celulite, fibroma uterino (Alipour et al., 2016), em associacdo com
materiais biomédicos para terapia pulpar vital (Chang et al., 2020), entre outras possibilidades de
uso clinico e ndo clinico, como nas inddstrias de alimentos, curtumes, carnes e cosméticos
(Harazono; Atsumi; Shirasaka, 2020).

As colagenases podem ser obtidas de inUmeras fontes: vegetais, animais (Oliveira et al.,
2017b) e microbianas (Harazono; Atsumi; Shirasaka, 2020; WEI et al., 2020). A fonte que tem
sido mais empregada é a microbiana, porém questdes de custo e sanitarias tém motivado novas
investigacBes por fontes alternativas para substituir as atuais (Oliveira et al., 2017a). Neste cenario,
0 ambiente marinho surge como uma possibilidade viavel por fornecer proteinas de alta qualidade
e com funcgdes biotecnoldgicas ja definidas, principalmente para espécies em escala de producédo
na industria da aquicultura, principalmente de camardes, frutos do mar e peixes, sendo os ultimos
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0s maiores geradores de residuos com real ossibilidade de extracao de biomoléculas (Oliveira et
al., 2019), como de proteases com propriedades colagenoliticas (Bhagwat; Dandge, 2018).

Dentre os residuos descartados do processamento de peixes, estdo inclusos cabeca, cauda,
pele, escamas, barbatanas, nadadeiras e visceras internas, como bexiga natatoria, estdbmago,
intestino, e suas por¢des (quando presentes), figado, entre outros (Oliveira et al., 2017a). Os
intestinos de espécies de peixes tém sido reportados como ambientes ricos em colagenases
(Oliveira et al., 2020). O reaproveitamento biotecnologico dos residuos da industria aquicola
contribui para manter a sustentabilidade do setor (Ideia et al., 2019) e para agregar valor ao produto
da pesca, além de proporcionar ao mercado de enzimas uma fonte alternativa de colagenase frente
as de origem microbiana atualmente empregadas.

Para sua utilizacdo confiavel, a colagenase proveniente das diferentes fontes precisa passar
por processos rigorosos de extracdo e purificacdo. Nesse sentido, varias técnicas tém sido
habitualmente utilizadas, dentre as quais os métodos de precipitacdo (sulfato de amonia, alcool,
acetona, por exemplo), sistema de fases (duas fases aquosas, sistema trifasico) (Oliveira et al.,
2020) e métodos cromatograficos, como a cromatografia de troca i6bnica em DEAE-Sephadex A-
50, a cromatografia de gel filtragéo, de troca ionica (Park et al., 2002), entre outras.

Em tempos de pandemia pelo coronavirus (COVID-19) e levando em consideracao que sua
fisiopatologia ainda ndo esta totalmente esclarecida, as colagenases como enzimas atuantes em
processos de cicatrizacdo podem ser um aliado valioso no enfretamento dessa enfermidade,
auxiliando na regeneracdo de tecidos lesionados. Assim, este trabalho objetivou purificar
colagenase de residuos de saramunete (Pseudupeneus maculatus) usando método cromatografico
de troca ibnica visando propor uma alternativa para métodos terapéuticos e contribuir com a
sustentabilidade da producéo.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Aquisicdo das Visceras e local de desenvolvimento do projeto

Os residuos solidos organicos utilizados foram provenientes de exemplares saramunete
(Pseudupeneus maculatus). Visceras intestinais (50 g) foram adquiridas junto aos comerciantes de
pescado em boxes do Mercado Publico de Casa Amarela, Recife, Pernambuco, Brasil. As visceras
foram higienizadas e conduzidas acondicionadas em isopor com gelo ao Laboratério de
Tecnologia de Produtos Bioativos, LABTECBIO, UFRPE, para serem processadas a posterior. A
espécie utilizada esta registrada no Patrim6nio Genético Brasileiro n°A25441A.

2.2 Producdo do extrato bruto e dosagem proteica

A extracdo de proteases colagenoliticas a partir dos residuos de saramunete (Pseudupeneus
maculatus) foi realizada de acordo com Oliveira et al. (2020). A razdo de visceras para tampdo de
extracao (0,05 M de Tris-HCI, pH 7,5, contendo 5 mM de CaCl,) foi de 1:5 (p/v). Todas as visceras
intestinais recolhidas foram homogeneizadas separadamente durante 5 minutos, em um
homogeneizador ajustado a velocidade de 10,000-12,000 rpm (4°C) (IKA RW 20D S32, China).
O homogeneizado foi entdo centrifugado (centrifuga Sorvall Superspeed RC-6, Carolina do Norte,
EUA) a 12.000 x g durante 30 minutos (4°C). O sobrenadante foi aquecido a 45°C durante 30
minutos e, em seguida, colocado em gelo para arrefecimento rapido. Sua atividade enzimatica foi
mensurada antes e apds o aguecimento. Este procedimento teve por objetivo desnaturar proteases
de baixa resisténcia térmica e ativar zimogeénios tripticos. A concentracdo de proteina total foi
determinada de acordo com Smith et al. (1985).
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2.3 Ensaio proteolitico inespecifico

A atividade proteolitica total foi determinada usando azocaseina (substrato), em microplacas
e em leitor ELISA. Em duplicata, utilizando tubos de microcentrifuga, 50 pul de azocaseina a 1%
(p/v) (Sigma), preparado em 0,2 M Tris-HCI pH 7,5, foi incubado com 30uL de extrato por 60
minutos a 25 °C. Adicionalmente, 240uL de 10% (p/v) de acido tricloroacético (TCA) foram
adicionados para parar a reacdo. Apés 15 minutos em repouso, os tubos foram centrifugados por
5 minutos a 8,000 x g. Em seguida, 70 pl do sobrenadante foram adicionados a 130 pL de NaOH
1 M em uma placa de ELISA e a absorbancia da mistura foi mensurada a 450 nm. Uma unidade
(U) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima para hidrolisar a azocaseina,
dando um aumento de 0,001 unidades de absorbancia por minuto (Alencar et al., 2003).

2.4Ensaio colagenolitico

As propriedades colagenoliticas foram determinadas de acordo com Oliveira et al. (2019),
usando azocoll como substrato. Uma mistura de reacdo, que contém 5 mg de azocoll, 500ul de 50
mM Tris-HCI (pH 7,5) que continha CaCl> 5 mM e 500 pl de extrato enzimético, foram incubados
a 55°C durante 30 minutos, sob agitacdo constante e em triplicata. Posteriormente, foram
adicionados 200ul de acido tricloroacético (TCA) e incubadas para parar a reagdo. Apés 10
minutos, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g durante 10 minutos a 4°C. A leitura da
amostra foi realizada com espectrofotometro em um comprimento de onda de 520 nm.

2.5Cromatografia de troca ionica

O extrato bruto de saramunete foi submetido a precipitacdo com solvente organico (acetona
a 70%) e agitado por 10 minutos. Apoés, as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 20
minutos. As amostras foram aplicadas na coluna Sephadex-DEAE (G50 10x80mm) para a
purificacdo de proteinas. A coluna foi equilibrada com tampdo Tri-HCI 0,1 M, pH 7,5 e eluida
com NaCl a 22°C em concentra¢cdes de tampdo 0,1 M, 0,2 M e 0,3 M em que a coluna foi
equilibrada. O fluxo de 0,5 ml/minuto, a absorbancia monitorada a 280 nm e o eluido com
gradiente foi coletado em fracdes de 1 ml. As fracdes foram coletadas, reunidas e concentradas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Enzimas colagenoliticas foram extraidas com sucesso de visceras de saramunete (P.
maculatus), corroborando com os descritos na literatura, em que visceras de peixes sdo fontes ricas
dessa biomolécula, como os descritos para arabaiana (Serioladu merili) (Oliveira et al., 2017b) e
tucunaré (Cichla ocellaris) (Oliveira et al., 2020), sinalizando o grande potencial desse tipo de
residuo em servir de matéria-prima biotecnologica. Aqui, foram desenvolvidas atividades de
extracdo enzimatica, observando atividade colagenolitica volumétrica (217,2 U/mL) e atividade
colagenolitica especifica de (229,37 U/mg) do extrato bruto intestinal, sendo esse material
encaminhado para a cromatografia de troca i6nica.

Foi realizada a cromatografia em coluna de DEAE-SEPHADEX (troca idnica) (Figura 1).
Todos os picos foram utilizados para atividade proteasica inespecifica (Figura 2) e colagenolitica
especifica (Figura 3). A amostra contendo a protease colagenolitica foi localizada no primeiro pico
(1 a 15), indicando que a enzima fracionada ndo apresentou afinidade com a coluna de DEAE-
SEPHADEX, com isso podemos concluir que a amostra enzimatica possui carga positiva.
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A recuperacdo (y) da protease colagenolitica de saramunete (Pseudupeneus maculatus)
através do método cromatografico foi de 9,89%, purificando (FP) cerca de 8,27 (vezes). Park et
al. (2002) purificaram colagenase do intestino de Scomber japonicus usando DEAE Sephadex A-
50 (FP: 11,5; y: 17,9%), Sephadex G-100 (FP: 23,3; y: 0,7%), DEAE Sephacel (FP: 26,4; y: 0,3%)
e Sephadex G-75 (FP: 39,5; y: 0,1%), enquanto que Kim et al. (2002) purificaram a partir de
6rgdos internos de Novoden modestrus, usando 1% DEAE-Sephadex A-50 (FP: 8,60; y: 38,16%),
2%t DEAE-Sephadex A-50 (FP: 89,39; y: 28,77%) e Sephadex G-150 (FP: 92,40; y: 10,90%). A
grande quantidade de colunas utilizadas por ambos os autores para obtencdo da amostra com alto
grau de pureza é um fator negativo do ponto de vista financeiro, inviabilizando muitas vezes sua
realizacdo. Colagenases de peixes extraidas por métodos ndo-cromatograficos também foram
reportados, como através do particionamento em sistema de duas fases aquosas e do sistema
trifdsico (TPP) (Oliveira et al., 2020), ambos os métodos com valores de pureza inferior aos
registrados neste trabalho.
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Figura 1 — Cromatografia do extrato enzimatico bruto de saramunete (Pseudupeneus maculatus)
utilizando DEAE-SEPHADEX A50.
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Figura 2 — Determinacdo de atividade proteasica de fragdes cromatogréaficas de saramunete
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Figura 3 — Determinacdo de atividade colagenolitica de fracGes cromatograficas de saramunete

4. CONCLUSAO

Uma nova colagenase foi extraida com sucesso a partir de subprodutos do processamento de
saramunete, uma espécie de peixe abundante e de facil aquisicdo comercial. A enzima extraida foi
submetida a processos de purificacdo usando a cromatografia de troca idnica, resultando num
elevado fator de purificacdo (8,27), mostrando-se eficiente para recuperagdo e isolamento desse
tipo de biomolécula. Por suas aplicacfes biomédicas e farmacéuticas, a colagenase € altamente
almejada comercialmente e a utilizacdo de fontes residuais se torna uma alternativa viavel,
econdmica e rapida para reduzir custos e tempo operacionais, favorecendo a geracéo de produto
final menos oneroso para o consumidor. Também, o tratamento biotecnoldgico da matéria-prima
contribuiu com a diminuicao do impacto ambiental desses residuos no ambiente aquético, podendo
ser inserido em planos de gestao. Por fim, levando em consideracdo o cenario global pandémico e
o papel fisiolégico da colagenase, a obtengdo de enzimas alternativas como esta tende a favorecer
futuros protocolos clinicos uma vez que a fisiopatologia da COVID-19 ainda nédo esta totalmente
elucidada.
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RESUMO - Infec¢Oes causadas por microrganismos ainda permanecem sendo um problema de
salde publica apesar de avangos na area médica e diagnostica. Os principais atingidos séo
pessoas hospitalizadas por tempo prolongado e fazendo uso de dispositivos invasivos. Técnicas
tradicionais de deteccdo de microorganismos permanecem sendo meios de cultura enriquecidos,
imunoensaios e testes moleculares, mas em sua maioria séo técnicas demoradas e dispendiosas.
Biossensores eletroquimicos se destacam dentre outras alternativas devido a sua sensibilidade,
rapidez na analise, baixo-custo e miniaturizacdo, integrando nanoparticulas em sua composicao.
Peptideos antimicrobianos se mostraram como inovadores elementos de biorreconhecimento para
biossensores. O presente trabalho integrou monocamadas automontadas de &cido 4-
mercaptobenzéico, nanoparticulas magnéticas e o peptideo antimicrobiano Synoeca-MP como
sistema sensor para detectar bactérias. Ambos microorganismos avaliados, Klebsiella
pneumoniae e E. faecalis, interagiram com o sensor por meio de interacdes eletrostaticas com o
peptideo, seguida da insercdo do mesmo, promovendo variacao da resisténcia a transferéncia de
carga avaliada via espectroscopia de impedancia eletroquimica. O limite de deteccdo de 10
unidades formadoras de colénia por mL ressaltam a sensibilidade do biossensor desenvolvido,
destacando-o como alternativa promissora na detec¢ao de microorganismos.

Palavras-chave: Sensor; eletroquimica; microorganismos; Synoeca-MP; impedancia.

ABSTRACT - Infections caused by microorganisms remain a public health problem despite
advances in the medical and diagnostic fields. The main victims are long-term hospitalized
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patients and those using invasive devices. Traditional microorganism detection techniques remain
focusing in enriched culture media, immunoassays and molecular tests, but most of them are time-
consuming and expensive techniques. Electrochemical biosensors stand out among other options
due to their sensitivity, fast analysis, low cost and miniaturization, integrating nanoparticles in
their composition. Antimicrobial peptides proved to be innovative elements of biorecognition for
biosensors. The present work integrated self-assembled monolayers of 4-mercaptobenzoic acid,
magnetic nanoparticles and antimicrobial peptide Synoeca-MP as a sensor system to detect
bacteria. Both evaluated microorganisms, Klebsiella pneumoniae and E. faecalis, interacted with
the sensor through electrostatic interactions with the peptide, followed by its insertion, promoting
variation in the resistance to charge transfer evaluated via electrochemical impedance
spectroscopy. The detection limit of 10 colony-forming units per mL highlights the sensitivity of
the developed biosensor, highlighting it as a promising alternative in the detection of
microorganisms.

Keywords: Sensor; electrochemistry; microorganisms; Synoeca-MP; impedance.

1. INTRODUCAO

Infec¢cbes ocasionadas por microorganismos ainda sdo consideradas um problema de sadde
publica, principalmente em regifes sem saneamento basico, paises em desenvolvimento e no
ambiente hospitalar de maneira geral. Associado a isso, a crescente resisténcia a antimicrobianos
constitui-se como fator determinante na infeccdo de pacientes hospitalizados, principalmente
daqueles com ferimentos abertos, profundos, ou fazendo uso de dispositivos invasivos como
cateteres, respiracdo mecanica, sondas, etc (AGARWAL; SHIAU; LARSON, 2018; KHAN;
BAIG; MEHBOOB, 2017). Tais exemplos facilitam a entrada de microorganismos como as
bactérias que constituem o grupo ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies no género
Enterobacter) (MULANI et al., 2019). Este acrénimo reflete a habilidade desses microorganismos
de “escaparem” da atividade dos antibidticos e terapias convencionais, resultando em elevada
morbidade e mortalidade, além de prolongada permanéncia no hospital, resultando em aumento
nos gastos publicos e maior risco de co-infec¢bes (MA et al., 2020).

Diferentes metodologias sao utilizadas para a identificacdo desses patdgenos, onde meios de
cultura solidos e semissolidos, caldos, etc. ainda permanecem como uma das primeiras op¢oes de
escolha, seguido de ensaios imunoenzimaticos como no ELISA e testes moleculares (AHMED et
al., 2014). Entretanto, apesar de demonstrarem efetividade, para a obtencdo dos resultados sdo
necessarios de 24h a 72h ap6s o semeio em placa para a identificacdo parcial do microrganismo,
imunoensaios e técnicas moleculares requerem pre-tratamento e purificagdo de amostras e
equipamentos de elevado custo (MOBED et al., 2019). Portanto, visando vencer tais limitacdes,
novas opcdes de baixo-custo, sensiveis e especificas sdo requeridas, onde biossensores se
enguadram como uma inovadora opgao para o diagndstico de bactérias de interesse clinico.

Biossensores eletroquimicos sdo dispositivos que realizam a analise da interacdo sensor-
analito alvo com dispositivos portateis que apresentam elevada sensibilidade e especificidade
(PARMIN et al.,, 2019). A estrutura tipica de um biossensor eletroquimico compreende
basicamente uma molécula de biorreconhecimento especifica para o analito a ser detectado e um
transdutor fisico-quimico, responsavel por liberar um sinal elétrico com intensidade proporcional
a concentracdo do analito presente na amostra clinica (MADURAIVEERAN; SASIDHARAN;
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GANESAN, 2018). Séo varias as opcdes de moléculas de biorreconhecimento que podem ser
usadas, onde anticorpos, enzimas, fragmentos de DNA/RNA, peptideos, etc. sdo alguns dos
exemplos mais explorados (HAMMOND et al., 2016).

Peptideos antimicrobianos (AMPs) sdo moléculas isoladas de maltiplos organismos vivos,
como em animais, plantas e insetos, agindo como primeira linha de defesa (RIOOL et al., 2017).
Nos udltimos anos, tais AMPs se destacaram como uma excelente alternativa ao recorrente
problema da resisténcia a antimicrobianos por meio de sua atividade bactericida e bacteriostatica.
Sua aplicabilidade foi reconhecida como efetiva na atividade de biorreconhecimento em
biossensores, cuja interacdo com microorganismos se da inicialmente pela diferenca de cargas
entre ambos, seguido da insercdo do peptideo na parede celular bacteriana, sendo facilmente
detectado em uma plataforma biossensora (SILVA JUNIOR et al., 2018).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de uma plataforma
sensora eletroquimica nanoestruturada, baseada em nanoparticulas magnéticas revestidas por
quitosana e funcionalizada com o AMP bioinspirado Synoeca-MP (Syno-MP), com sequéncia de
aminoacidos INWLKLGKKIIASL-NH>, onde tal peptideo é normalmente isolado a partir do
veneno da vespa social Synoeca surinama (FREIRE et al., 2019). Em adicdo, as técnicas
eletroquimicas voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedéancia eletroquimica (EIE) foram
utilizadas na caracterizacdo da montagem do sensor, e o EIE na avaliacdo da deteccdo da bactéria
Gram-negativa Klebsiella pneumoniae e da bactéria Gram-positiva Enterococcus faecalis.

2. MATERIAIS E METODOS

Materiais

Cloreto de ferro (I11) hexahidratado (FeCls.6H20) e sulfato de ferro (Il) heptahidratado
(FeS04.7H,0) foram obtidos pela VETEC (Brasil). Acido 4-mercaptobenzdico (MBA), 1-¢til-3-
(3dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS) e quitosana foram
fornecidos pela Sigma Aldrich (EUA). Agua deionizada ultrapura obtida pelo sistema MilliQ
(Millipore Synergy, EUA) foi utilizada em todos os experimentos. O AMP Syno-MP foi
sintetizado pela Aminotech (Sdo Paulo, Brasil) foi sintetizado usando N-9-
fluorenylmethyloxycarbonyl (Fmoc) e liofilizado, apresentando pureza >95%.

Cultura bacteriana e fngica

Os microorganismos utilizados nos estudos de deteccdo foram obtidos na cole¢do do
Departamento de Micologia da UFPE. K. pneumoniae e E. faecalis foram semeados em meio
Mueller-Hinton, estocados em estufa 37°C durante 24h. Ap6s crescimento, ambas bactérias foram
colhidas (cultura isolada) e suspensas em tampao fosfato pH 7. Por meio de um espectrofotdmetro
(Labomed, EUA) em densidade dptica 600 nm (ODsoo) € ajustadas para 0.50, as bactérias foram
divididas em diferentes concentracdes de acordo com a escala de McFarland, de 101 a 10° CFU.mL
e estocadas a 4°C.

Técnicas eletroquimicas

A avaliagéo da montagem da plataforma sensora e deteccdo dos microorganismos se deu
em uma célula eletroquimica contendo trés eletrodos: superficie de ouro como eletrodo de
trabalho, platina como contra-eletrodo e prata/cloreto de prata como eletrodo de referéncia. Os
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eletrodos foram imersos em 20mL de uma solucdo de [Fe(CN)e]*/[Fe(CN)s]* preparado em
tampéo fosfato pH 7, usada como sonda redox. As analises voltamétricas e impedimétricas se
deram por meio de um potenciostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm, Holanda) em temperatura
ambiente. As medidas de VC ocorreram no potencial entre -0.2 a +0.7 V na taxa de varredura 50
mV/s. Os espectros de impedancia foram obtidos pelo sinal de amplitude de 10 mV, onde 30
pontos de dados foram distribuidos em uma frequéncia que varia entre 100 mHz e 100 kHz.

Preparo das nanoparticulas magnéticas funcionalizadas

A sintese das FesO4+@Quit se deram por meio do procedimento estabelecido por Zarnegar
e Safari 2014, com algumas modificagdes. 8 mM de FeClz.6H>O e 4 mM do FeSO4.7H20 séo
dissolvidos em agua deionizada e submetidos a agitacdo magnética. Em seguida, 5 mL de uma
solucdo de quitosana 2% (preparada em &cido acético 0,05 M) é adicionado a solucéo,
permanecendo em agitacdo na temperatura de 65°C por 1h. Em seguida, 5 mL de hidroxido de
amonio é rapidamente vertido a solucdo anterior, resultando na mudanca de cor da solu¢do marrom
para preta, indicativo da formacdo das nanoparticulas magnéticas (FesOs@Quit). As
nanoparticulas foram lavadas repetidamente em agua e alcool 70% até a solugdo atingir pH 7 e
secas em estufa.

A imobilizacdo do peptideo Syno-MP as FesOs@Quit se deu ressuspendendo 50 mg das
nanoparticulas em 25 mL do glutaraldeido 5% e aplicados em banho ultrassénico por 1h. Em
seguida, Fe304@Quit sdo lavadas e Syno-MP ¢ adicionado (Img.mL™). Os grupos amino livres
do PAM se ligaram aos grupos amino da quitosana por meio do glutaraldeido. FezOs@Quit-
SynoMP foram lavados para remocéao dos peptideos ndo aderidos e estocados a 4°C até uso.

Montagem do sistema sensor

O eletrodo de trabalho com superficie de ouro é inicialmente imerso em HCIO e submetido
a banho ultrassdnico em &gua deionizada. Em seguida, o eletrodo € imerso em solucédo etandlica
de MBA (5 mM) durante 10 min. A ativacdo dos grupos carboxilicos livres do MBA se deram
pela incubacdo dos agentes acopladores EDC (0.4M) e NHS (0.1M) durante 5 min. Posteriormente,
4 pL das FesO4@Quit-SynoMP foram adsorvidas ao eletrodo e incubadas por 10 min. Agua
deionizada ultrapura foi utilizada em cada etapa para remocao de moléculas nao aderidas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre diversas técnicas eletroquimicas, a VC e EIE se destacam pela simplicidade na
analise de dados, onde ap6s uma modificacdo quimica ou bioldgica na superficie do eletrodo de
trabalho, resultara na alteracdo da interface eletrodo-solucdo redox adjacente, culminando na
variacao da resisténcia a transferéncia de carga (Rcr).

O processo de montagem da plataforma sensora via VC e EIE pode ser observado na Fig. 1
a e b, respectivamente. A curva preta refere-se ao eletrodo limpo. Apos a adsor¢do do MBA a
superficie de ouro do eletrodo, foi observada uma queda na corrente amperométrica, resultando no
fechamento dos picos catddicos e anddicos (curva vermelha, Fig.1 a) e um aumento na Rct (curva
vermelha, Figl b). Tal resposta e deve a formagdo de monocamadas automontadas (MAM) do
MBA, reacdo favorecida pela interagcdo do seu grupo tiol (-SH) com o ouro, resultando na ligacéo
S-Au (XUEetal., 2014). Em adi¢do, MAMs amplamente utilizadas em superficies sensoras devido
a sua estabilidade e baixo-custo, além de fornecer grupos funcionais livres para ligacdo com outras
moléculas e particulas (HASAN; PANDEY, 2018). A ativacdo dos grupos carboxilicos (-COOH)
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livres do MBA pelo EDC NHS e adicdo das Fe304@Quit-SynoMP resultou no aumento da
corrente com abertura dos picos (curva azul, Fig.1 a) e reducdo do Rct (curva azul, Fig.1 b) devido
a formacdo do éster NHS com cargas neutras/positivas na interface eletrodo-solucgéo, associado a
condutividade das nanoparticulas adsorvidas (KELESTEMUR; ALTUNBEK; CULHA, 2017).
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Figura 1 — Resposta voltamétrica (a) e impedimétrica (b) da montagem do sistema sensor
MBA_Fe304@Quit-SynoMP.

Ap0s obtencdo da resposta eletroquimica do biossensor, os testes com amostras liquidas
contendo bactérias em diferentes concentracbes foi iniciado. Cerca de 2uL da amostra com
microorganismos foi aplicado a superficie do sensor, permanecendo adsorvido durante 5 minutos.

Os resultados eletroquimicos referentes a deteccdo dos analitos-alvo se encontram na Fig. 2aeb
para K. pneumoniae e E. faecalis, respectivamente.
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Figura 2 — Diagramas de Nyquist referentes a deteccdo de K. pneumoniae (a) e E. faecalis (b) por
meio do biossensor. Os simbolos representam a concentragdo do microorganismo detectado em
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termos de unidades formadoras de col6nia por mL (UFC.mL™): (M) 10! UFC, (@) 102 UFC, (A)
10° UFC, (W) 10* UFC, (<) 10° UFC.

A busca por elementos de biorreconhecimento inovadores demonstraram a efetividade dos
PAMs para a deteccdo de microorganismos patogénicos (ANDRADE et al., 2015; DE MIRANDA
et al., 2017). A interacdo dessa classe de peptideos com bactérias ocorre inicialmente por meio de
uma interacdo eletrostatica favorecida pela estrutura altamente catiénica dos PAMs com a
superficie negativamente carregada de microorganismos como bactérias e fungos, seguida da
insercdo da estrutura helicoidal do PAM a bicamada lipidica microbiana (HOYOS-NOGUES;
GIL; MAS-MORUNO, 2018). Tal caracteristica é facilmente avaliada via EIE.

Como observado na Fig. 2, a interagdo com 0s microorganismos resultou no aumento da
Rct, demonstrado pelo aumento dos semicirculos de Cole-Cole proporcional ao aumento da
concentracdo das bactérias testadas. Em adicdo, percebe-se que maior resposta elétrica foi referida
a deteccdo de K. pneumoniae, caracteristica resultante de sua natureza Gram-negativa, resultando
em maior carga negativa devido a fina camada interna de pepetidoglicano, quando comparado a
espessa camada encontrada em bactérias Gram-positivas como a E. faecalis (QIAO et al., 2020).

4. CONCLUSAO

O biossensor proposto composto por monocamadas de MBA e nanoparticulas magnéticas
contendo peptideo antimicrobiano bioinspirado Syno-MP foi desenvolvido. Sua sensibilidade na
deteccdo de bactérias foi avaliada via estudos impedimétricos. A interacdo PAM-bactéria resultou
no aumento dos semicirculos referentes ao Rcr, sendo este aumento proporcional a concentragdo
do analito, demonstrando deteccdo de K. pneumoniae e E. faecalis no limite de deteccdo de 10
UFC.mL™. O biossensor em questio se destaca como uma inovadora alternativa na deteccio de
microorganismos patogénicos, principalmente bactéria Gram-negativas.

5. REFERENCIAS

AGARWAL, M.; SHIAU, S.; LARSON, E. L. Repeat gram-negative hospital-acquired infections
and antibiotic susceptibility: A systematic review. Journal of Infection and Public Health, v.
11, n. 4, p. 455462, 2018.

AHMED, A. et al. Biosensors for whole-cell bacterial detection. Clinical Microbiology
Reviews, v. 27, n. 3, p. 631-646, 2014.

ANDRADE, C. A. S. et al. Nanostructured sensor based on carbon nanotubes and clavanin A for
bacterial detection. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 135, p. 833-839, 2015.

DE MIRANDA, J. L. et al. A simple nanostructured biosensor based on clavanin A antimicrobial
peptide for gram-negative bacteria detection. Biochemical Engineering Journal, v. 124, p. 108—
114, 2017.

FREIRE, D. O. et al. Wasp venom peptide, synoeca-MP, from Synoeca surinama shows
antimicrobial activity against human and animal pathogenic microorganisms. Peptide Science, n.
August, p. 1-6, 2019.

HAMMOND, J. L. et al. Electrochemical biosensors and nanobiosensors. Essays In
Biochemistry, v. 60, n. 1, p. 69-80, 2016.

HASAN, A.; PANDEY, L. M. Self-assembled monolayers in biomaterials. In:
Nanobiomaterials: Nanostructured Materials for Biomedical Applications. [s.l.] Elsevier

176



m 6° ENCONTRO BRASILEIRO

INOVACAO TERAPEL
INOVAGOES PARA O ENFRENT:

Ltd., 2018. p. 137-178.

HOYOS-NOGUES, M.; GIL, F. J.; MAS-MORUNO, C. Antimicrobial peptides: Powerful
biorecognition elements to detect bacteria in biosensing technologies. Molecules, v. 23, n. 7, p.
1-24, 2018.

KELESTEMUR, S.; ALTUNBEK, M.; CULHA, M. Influence of EDC/NHS coupling chemistry
on stability and cytotoxicity of ZnO nanoparticles modified with proteins. Applied Surface
Science, v. 403, p. 455-463, 2017.

KHAN, H. A.; BAIG, F. K.; MEHBOOB, R. Nosocomial infections: Epidemiology, prevention,
control and surveillance. Asian Pacific Journal of Tropical Biomedicine, v. 7, n. 5, p. 478-482,
2017.

MA, Y. X. et al. Considerations and Caveats in Combating ESKAPE Pathogens against
Nosocomial Infections. Advanced Science, v. 7, n. 1, 2020.

MADURAIVEERAN, G.; SASIDHARAN, M.; GANESAN, V. Electrochemical sensor and
biosensor platforms based on advanced nanomaterials for biological and biomedical applications.
Biosensors and Bioelectronics, v. 103, n. December 2017, p. 113-129, 2018.

MOBED, A. et al. Advances in detection of fastidious bacteria: From microscopic observation to
molecular biosensors. TrAC - Trends in Analytical Chemistry, v. 113, p. 157-171, 2019.
MULANI, M. S. et al. Emerging Strategies to Combat ESKAPE Pathogens in the Era of
Antimicrobial Resistance: A Review. Frontiers in Microbiology, v. 10, n. April, 2019.
PARMIN, N. A. et al. Biosensor Recognizes the Receptor Molecules. In: Nanobiosensors for
Biomolecular Targeting. [s.l.] Elsevier Inc., 2019. p. 195-210.

QIAO, Z. et al. Advances in antimicrobial peptides-based biosensing methods for detection of
foodborne pathogens: A review. Food Control, v. 112, 2020.

RIOOL, M. et al. Antimicrobial Peptides in Biomedical Device Manufacturing. Frontiers in
Chemistry, v. 5, n. August, p. 1-13, 2017.

SILVA JUNIOR, A. G. et al. A simple nanostructured impedimetric biosensor based on clavanin
a peptide for bacterial detection. Sensors and Actuators, B: Chemical, v. 255, p. 3267-3274,
2018.

XUE, Y. et al. Quantifying thiol-gold interactions towards the efficient strength control. Nature
Communications, v. 5, n. 1, p. 1-9, 2014.

ZARNEGAR, Z.; SAFARI, J. Fe304@chitosan nanoparticles: A valuable heterogeneous
nanocatalyst for the synthesis of 2,4,5-trisubstituted imidazoles. RSC Advances, v. 4, n. 40, p.
20932-20939, 2014.

6. AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus orientadores Prof. César Andrade e Isaac Morales pelo suporte no
decorrer do estudo e a Profa. Maria Danielly pelo espago no Laboratério de Biodispositivos
Nanoestruturados e materiais fornecidos.

177



m 6° ENCONTRO BRASILEI

INOVACAO TERAPE!
INOVAGOES PARA O ENFRENT!

AREA DE SUBMISSAQ: Biotecnologia e Nanotecnologia em Satde

PURIFICACAO PARCIAL E INFLUENCIA DE IONS E
AGENTES TENSOATIVOS SOBRE PROTEASES DE ORIGEM
FUNGICA

M. C. do NASCIMENTO!, V. N. S. ALENCAR?, T. P. NASCIMENTO!, J. M. S. BARBOSA',
R.M.P.B. COSTA® A.C. L. LEITE? A. L. F. PORTO!

! Universidade Federal Rural de Pernambuco, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal;

2 Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de
Farmacia

3 Universidade de Pernambuco, Instituto de Ciéncias Bioldgicas.

E-mail para contato: mclaranaascimento@hotmail.com

RESUMO - Proteases sdo estudadas como material de prevencdo de varias doencas,
principalmente no tratamento da trombose. Pesquisas que envolvem as proteases incluem sua
producéo, purificacdo e caracterizacdo para que sejam utilizadas com sucesso. Com isso, 0
objetivo desse trabalho foi a producdo, particdo de proteases fungicas e a influéncia de ions na
atividade protedsica. Para a producdo da enzima foi realizada a fermentacdo em estado sélido
utilizando o fungo isolado de solo da Caatinga, Aspergillus tamarii Kita UCP1279, o0 mesmo foi
inoculado em farelo de trigo (5g) durante 72h a 30°C. Ap6s a obtencdo do extrato, a amostra
contendo a protease foi particionada em sistema de duas fases aquosas (SDFA) PEG/fosfato com
condigdes determinadas por planejamento fatorial 22, sendo estudado o coeficiente de particdo
(K), rendimento (Y) e fator de purificacdo (FP). A protease particionou para a fase rica em PEG
(superior), o rendimento variou de 23,74 a 95,50 % e o rendimento 0,06 a 1,94. Foi selecionado
0 ensaio 1 com o auxilio da estatistica para a escolha do melhor ensaio para a extracdo da enzima.
Os ions favoreceram a atividade protedsica enquanto os surfactantes inibiram, significando ser
uma protease da classe metaloprotease. Contudo, tais resultados ressaltam a importancia de
pesquisas envolvendo proteases fungicas com potencial de serem utilizadas no tratamento de
doencas.

Palavras - chave: peptidases, sistema de duas fases aquosas, caracterizacdo bioquimica,
biotecnologia, salde.

ABSTRACT - Proteases are studied as prevention material for several diseases, mainly in the
treatment of thrombosis. Research involving proteases can generate their production, purification
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and characterization so that they can be used successfully. Thus, the objective of this work was the
production, partition of fungal proteases and influence of activities on protein activity. For the
production of the enzyme it was carried out with fermentation in the solid state, using the isolated
fungus of the Caatinga, Aspergillus tamarii Kita UCP1279, or it was inoculated in the wheat bran
(5g) for 72h at 30°C. After sampling the extract, the prototype sample was partitioned in the two-
phase aqueous system (SDFA), PEG / phosphate with test conditions by 22 factorial design, being
studied or partition coefficient (K), yield (Y) and factor purification (FP). A protease partitioned
for a PEG-rich phase (higher), the yield ranged from 23.74 to 95.50% and the yield 0.06 to 1.94.
Assay 1 was selected with the aid of statistics to choose the best assay for enzyme extraction. The
icons favor protein activity while surfactants are inhibited, meaning a protease of the
metalloprotease class. However, these results underscore the importance of research involving
fungal proteases with the potential to be used in the treatment of diseases.

Keywords: peptidases, aqueous two-phase system, biochemical characterization, biotechnology,
health.

1. INTRODUCAO

As proteases, enzimas capazes de hidrolisar proteinas, foram as primeiras enzimas a serem
exploradas biotecnologicamente e possuem grande importancia em diversos ramos industriais. Por
estarem envolvidas em processos biolégicos imprescindiveis, no ramo farmacéutico tais enzimas
possuem grande importancia no estudo de diversas doencas como a trombose, hepatite, Covid-19,
dengue, HIV e outras (Bhardwaj et al., 2020).

Para serem utilizadas com éxito, as enzimas devem passar por processos de purificacdo, em
alguns casos restricdes técnicas e econdmicas os transformam em obstaculos, gerando a
necessidade de reducdo dos processos e seu custo. Como alternativa de extracdo, pré-purificacao
ou particdo de baixo custo, alta eficiéncia e de curto prazo destaca-se o sistema de duas fases
aquosas (SDFA) (Zydney, 2016).

O sistema aquoso bifasico pode ser composto por um ou mais polimeros, ou, um polimero
e um sal e 4gua. O alto nivel de 4gua no sistema ndo permite a desnaturacdo das moléculas, o que
0 torna mais interessantes. A maioria dos SDFA é composto por um polimero e um sal, um dos
polimeros mais usado € o Polietilenoglicol (PEG) por ter uma grande variacdo de peso molecular
e baixa toxicidade, os sais mais usados sao fosfato, citrato e cloreto de sédio. Tal técnica pode com
uma unica etapa clarificar, extrair e concentrar a amostra. (Igbal et al., 2016; Khan et al., 2019).

Alguns estudos se baseiam na inibicdo da atividade proteolitica para o tratamento de
doencas, j& outros visam o0 aumento dessa atividade para combaterem anomalias. Com isso, além
dos processos de producdo, particdo e purificagdo das enzimas, torna-se importante a sua
caracterizagdo bioquimica a fim de descobrir seu comportamento sob o efeito de determinados
compostos (Bhardwaj et al., 2020; Li, et al., 2019).

Logo, o objetivo desse trabalho foi utilizar essa técnica de purificacdo de sistema de fases
aquosas que ja e conhecida como uma alternativa na pré-purificacdo de proteases produzidas por
Aspergillus tamarii Kita UCP 1279.
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2. MATERIAIS E METODOS

Microrganismo

A linhagem de Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 foi isolada do solo da Caatinga através
do projeto RENNORFUN/CNPg/FACEPE e encontra-se depositada na colecdo de culturas da
Universidade Catdlica de Pernambuco (UCP). O fungo foi posto em meio CZ (Czapek Dox Agar)
a 30°C durante 7 dias.

Producéo de proteases por fermentacao em estado solido

O fungo Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 foi inoculado no farelo de trigo (5g) com a
concentragéo de 107 esporos/mL determinada por contagem microscopica em Camara de Neubauer
em uma solucéo salina contendo Tween 80 e NaCl a 0,9% (p/v) para a suspensdo dos esporos e
para a 40% de umidade foi utilizada solucdo nutritiva durante 72h a 30°C.

A extracdo foi executada utilizando agua destilada na proporc¢do de 7,5 mL para 1 g de
substrato, em seguida, o extrato obtido foi filtrado utilizando papel filtro (Watman n°1) e utilizado
para as posteriores analises bioquimicas (Nascimento et al. 2016).

Dosagem de Proteina Total
A determinacdo de proteina total foi de acordo com Smith et al. (1985) utilizando albumina
do soro bovino (BSA) como padrao.

Atividade Proteasica

A atividade protedsica foi determinada de acordo com Ginther (1979) e o substrato utilizado
foi azocaseina a 1% (p/v). Uma unidade de enzima proteolitica foi definida como a quantidade de
enzima para produzir um aumento na absorbancia de 0,1 em 1 hora a 420nm.

Extracdo das proteases utilizando Sistema de Duas Fases Aquosas (SDFA)

O SFDA foi preparado com concentracOes distintas de solugdes de mistura de sais de fosfato
de sodio e 50% de solugdes de PEG a 25°C + 2 de acordo com o desenho estatistico 22, onde serdo
verificadas as variaveis: concentracdo de fosfato de sédio e concentracdo de PEG, nas varidveis
respostas: rendimento (), coeficiente de particdo (K) e fator de purificacdo (PF), com quatro
repeticdes nos pontos centrais.

Definicéo das equacgdes do SDFA

O coeficiente de particdo (K) foi definido como a razdo da atividade proteasica na fase
superior sobre a fase inferior (K=As/Ai) onde, A ¢ a atividade (U/mL) e os indices “s” e “1”
representam as fases superior e inferior, respectivamente.

O fator de purificagdo (FP) foi definido como a raz&o da atividade especifica da fase inferior
(AEi) pela atividade especifica do extrato bruto (AEe). Onde, a atividade especifica (AE) foi
definida como a razdo da atividade proteésica (U/mL) pela concentragéo de proteina (mg/mL).

O rendimento da atividade () foi definido como a razéo da atividade total na fase inferior
pela atividade total do extrato bruto e expressa como porcentagem: Y=(Ai.Vi/Ae.Ve).100 onde, Ai
e Ae sdo as atividade proteasica na fase inferior e extrato enzimatico, respectivamente. Vi e Ve sdo
o0s volumes da fase inferior e extrato enzimatico, respectivamente.

Influéncia de ions e surfactantes
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Para determinar o efeito de ions e surfactantes durante a atividade proteasica da enzima,
foram utilizados os seguintes compostos: cloreto de calcio, zinco, sulfato de magnésio, sulfato de
ferro, sulfato de cobre, Tween 20, Tween 80, Triton X-100 e Dodecil sulfato de sédio (SDS) a
concentragéo de 2.5 mM.

Em tubos foram colocados 200uL da enzima pré-purificada e 200uL do ion/surfactante. Os
ensaios ficaram em banho maria a 37°C durante 60min, apos isso foi feita a atividade proteésica.

Analise estatistica dos resultados

Os resultados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) com nivel de significancia
de 95%, utilizando o Software Statistica 8.0 (Statsoft Inc, 2008).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A producéo de proteases por Aspergillus tamarii Kita UCP 1279 em substrato de farelo de
trigo na fermentacdo em estado sélido com 72 horas atingiu atividade proteolitica de 64,07 U/mL.
O resultado se mostra superior quando comparado a resultados de outros autores, como o de Novelli
et al. (2016), que apresentou um resultado 130% menor (27,28 U/mL) em sua pesquisa com 0
género Aspergillus sob as mesmas condicdes de estudo (substrato, tipo de fermentacdo e horas), e
Alves et al. (2017) que também realizaram estudos com Aspergillus tamarii e observaram 60,3
U/mL na producdo de proteases durante 72h.

Em relacéo a extracdo por sistema de duas fases aquosas PEG/fosfato, em todos 0s ensaios
ocorreu a formacdo das duas fases imisturaveis, isso porque a composicdo do sistema apresenta
valores acima da curva de equilibrio, condicao essencial para a formacéao de fases.

Os resultados da particdo das proteases produzidas por Aspergillus tamarii Kita UCP
1279 podem ser encontrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Atividade proteolitica e particdo das proteases por SDFA PEG/Fosfato de sddio por
planejamento fatorial 22

a b c f h
Ensaios CE/E)G %A,a)' A{Eﬁ?! '(,A(‘SEES Ke \;:‘)' FPey? Y(F(’)}OE)G FPpeG'
1 12,5 10 23,76 3,73 0,15 95,50 1,94 12,69 0,37
2 17,5 10 23,96 6,04 0,26 | 88,90 1,83 23,74 0,06
3 12,5 15 15.96 25,13 1,57 74,03 1,02 69,92 2,15
4 17,5 15 14,83 18,33 1,23 45 85 1,02 65,17 1,46
5l 15 12,5 19,43 19,08 1.01 60,07 1,73 76,50 1,6
6l 15 12,5 20,08 21.00 1,00 83,58 1,82 61,66 1,78
7) 15 12,5 18,23 22,00 1,20 | 78,90 1,06 68,00 2,02
gl 15 12,5 19,16 21.06 1,09 79,98 1,64 65,12 1,84

a Concentracdo de PEG; b Concentragdo de sal; ¢ Atividade proteolitica no PEG; d Atividade proteolitica
no sal; e Coeficiente de particio das proteases; f indice de recuperacéo das proteases na fase inferior; g Fator
de purificacéo das proteases na fase inferior; h indice de recuperago das proteases na fase superior; i Fator
de purificagdo das proteases na fase superior; j Ponto central; Valores em negrito representam o ensaio com
a melhor extracdo da protease.
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A maioria dos ensaios da Tabela 1 demonstrou o coeficiente de particdo maior que um
(K>1), enfatizando que as proteases particionaram para a fase do sistema rica em PEG. Apenas
dois ensaios (1 e 2) apresentaram K<1, o que significa que as proteases desses ensaios
particionaram para a fase rica em sal. Conforme mostra a Figura 1A, a analise estatistica demonstra
que a variavel que mais influenciou nesse resultado foi a concentragdo do sal, ou seja, 0 aumento
da concentracdo do sal fez com que a enzima particionasse para a fase superior. Siqueira et al.
(2020) ao realizar a extracdo de proteases produzidas por Aspergillus tamarii URM 4634 através
do SDFA PEG/Fosfato também observou a preferéncia da biomolécula pela fase rica em
polietilenoglicol. O maior indice de recuperacéo () foi visto na fase inferior do sistema, ensaio 1
(95,50%). Conforme mostra a Figura 1B, o grafico de Pareto constata que a concentracdo de sais
de fosfato foi a variavel que mais influenciou no fator de purificacdo (FP) das proteases presentes
na fase inferior, onde estdo os maiores valores. Os resultados do fator de purificacdo demonstram-
se superiores aos encontrados por Barros et al. (2014) em seu experimento de purificacdo de
proteases produzidas por Penicillium restrictum através de SDFA.
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Figura 1A — Grafico de Pareto apresentando a influéncia das variaveis no coeficiente de particao
(K) das proteases produzidas por Aspergillus tamarii Kita UCP 1279. Figura 1B — Gréfico de
Pareto demonstrando a interferéncia das variaveis no fator de purificacdo das proteases produzidas
por Aspergillus tamarii Kita UCP 1279.

Os resultados do estudo da influéncia de ions e tensoativos sob a atividade proteolitica da
protease produzida podem ser encontrados na Tabela 2.

182



m 6° ENCONTRO BRASILEIR!

INOVACAO TERAPE!
INOVAGOES PARA O ENFREN

Tabela 2 — Influéncia de ions metalicos e detergentes na atividade protedsica da enzima
proteolitica produzida por Aspergillus tamarii Kita UCP 1279.

lons Atividade Residual (%) Surfactantes Atividade Residual (%)

Controle 100 Controle 100
CaCl; 102 Tween 20 96
ZnS0Oy 117 Tween 80 95
CuSOq 124 Triton X-100 88
FeSO4 172 SDS 86

Todos os ions proporcionaram um aumento na atividade proteésica da enzima, destacando-
se entre eles o sulfato de ferro e o sulfato de cobre que aumentaram, respectivamente, em 72 e 24%
a atividade proteasica. Resultados semelhantes foram vistos em estudos anteriores como o de, Ao
et al. (2018) ao caracterizar bioquimicamente a protease produzida por Aspergillus oryzae Y1
constatou que tais ions sdo estimulantes ao aumento da atividade proteésica. Ja os surfactantes,
todos, inibiram a atividade da enzima variando entre valores de 4 a 14% na diminuicéo da atividade.
Esse resultado é correlativo com o de Zheng et al. (2020) em seu estudo com proteases de
Neurospora crassa que também evidenciou a inibicdo da atividade proteasica por SDS (27%).
Visto que a enzima aumenta a sua atividade na presenca de ions metalicos ela pode ser componente
da classe metaloprotease.

4. CONCLUSAO

Os resultados sdo promissores, visto que a linhagem de Aspergillus tamarii Kita UCP 1279
isolada da Caatinga do Estado de Pernambuco € boa produtora de proteases. A concentragdo de sal
foi a varidvel mais importante na particdo de ambas as enzimas para a fase superior (PEG), o que
pode ser explicado pelo fato de o sal agir na carga elétrica das moléculas. O sistema de duas fases
aquosas PEG/Fosfato demonstrou ser uma técnica eficaz ao extrair, concentrar e ao garantir maior
seletividade na separacdo da molécula. A influéncia dos ions e tensoativos demonstra que tal
protease pertence a classe das metaloproteases.
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RESUMO - A infeccdo pelo virus Zika ganhou grande destaque ao ser associado a graves
complicacdes neuroldgicas e sua possivel ligacdo com a Sindrome de Guillain Barré. O seu
diagnostico ainda é um desafio, visto que os métodos convencionais possuem um alto custo
econémico. Diante da necessidade de um diagndstico preciso e de baixo custo, este trabalho
propde o uso de nanofibras produzidas por eletrofiacdo funcionalizadas com proteina NS1 e
utilizadas para captura de anticorpos anti-ZIKAV. Cada membrana foi capaz de capturar 30ug
de anticorpo com uma eficiéncia de recuperacgéo do 98%.

PALAVRAS-CHAVE: Eletrofiacdo; Anticorpos; Captura; Nanotecnologia.

ABSTRACT - Zika virus infection became a significant concern after its association with severe
neurological complications and its possible connection with Guillain Barré Syndrome. Its
diagnosis is still a challenge since conventional methods have a high economic cost. In view of the
need for an accurate and low-cost diagnosis, this work proposes the use of electrospun nanofibers
functionalized with NS1 protein and used to capture anti-ZIKAV antibodies. Each membrane was
able to capture 30 g of the antibody with a recovery efficiency of 98%.

KEYWORDS: Electrospinning; Antibodies; Capture; Nanotechnology.

1. INTRODUCAO

O Zika virus (ZIKAV) pertence ao grupo dos arbovirus, conjunto de virus que se hospedam
em artropodes e que, neste caso, é transmitido para o ser humano através da picada do mosquito
infectado. O ZIKAV ganhou grande notoriedade mundial ao ser associado a distlrbios
neuroldgicos e malformacdes neonatais, como também sua ligagdo como possivel fator de risco
para o desenvolvimento da sindrome de Guillain Barré (KRAUER et al., 2017). No Brasil, com a
presenca de outras arboviroses que apresentam similaridade etiologica, o diagnostico clinico do
ZIKAV torna-se desafiador em regides com co-circulagdo de outros arbovirus (CABRAL-
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CASTRO et al., 2016; HEINZ, 2017; SHARP et al., 2019). Assim, o diagnostico do ZIKAV é
feito principalmente através do ensaio de imunoabsorcdo enziméatica (ELISA) e da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), métodos que necessitam de estrutura fisica especializada e equipe
técnica qualificada, o que inviabiliza seu uso na rotina comum. Os biossensores, por sua vez,
apresentam-se como alternativas de baixo custo que podem oferecer um método diagnostico rapido
e preciso. Com o uso da eletrofiacdo, produzimos fibras em escalas nanométricas com
caracteristicas que atendem idealmente aos requisitos desejados para sensores. Tais fibras
eletrofiadas, séo altamente promissoras no uso de sensores, devido a sua estrutura porosa e grande
area superficial, fornecendo elevada interagdo molecular (HAIDER et al., 2018; MURTHE, 2019;
XUE et al.,, 2019). Além da sua facilidade de producdo, as fibras eletrofiadas podem ser
funcionalizadas por processos quimicos e/ou fisicos que permitem a melhoria de propriedades
customizadas para cada uso. Desta forma, neste trabalho investigamos o uso de fibras
nanoestruturadas mediante sua funcionalizacdo na captura de biomoléculas e seu potencial uso
como biodispositivo para diagndstico.

2. MATERIAIS E METODOS

Materiais

Os materiais utilizados foram: polivinil alcool [PVA (C2H40) r], alginato de sodio, N-
hidroxisuccinimida (NHS), 1-etil-3- (3-dimetilamino-propil) carbodiimida (EDC), é&cido
cloridrico (HCI), glutaraldeido [OHC (CH2)3CHO], alcool metilico (CH3OH) e agua ultrapura
obtida do sistema de purificacdo de agua Synergy.

Métodos

A eletrofiacdo das fibras foi realizada utilizando um sistema composto por uma fonte de alta
tensdo, uma placa metéalica coletora, recoberta com papel aluminio, sob aterramento e uma seringa
descartavel de 20 mL, com uma agulha de ponta plana, acoplada numa bomba de infusdo, contendo
a solucdo polimérica. As amostras foram eletrofiadas na tensdo de 24kV, com tempo de
processamento entre 3-6 horas, numa velocidade de inje¢do de 0.5puL/min a 1uL/min. A distancia
de trabalho entre a agulha e a placa coletora foi de 13 cm. As solugdes para a producao das fibras,
foram preparadas duas solucdes separadamente, uma de PVA e outra de alginato de sodio. Para a
solucdo de PVA foi utilizado 16g de PVA que foi solubilizado em 100 mL de &gua ultrapura sob
aquecimento. Para a solugdo de alginato de sodio foi utilizado 2g de alginato de sédio que foi
solubilizado em 100 mL de &gua ultrapura em temperatura ambiente. Em ambas as solucdes foi
utilizado agitacdo magnética. Por fim, foi misturado ambas as solu¢des na seguinte proporcéo:
13,34 mL da solucéo de PVA para 6,66 mL da solugdo de alginato de sodio. Para reticulagéo das
membranas de PVA/Alginato foi utilizada uma solucdo contendo 99 mL de alcool metilico, 1 mL
de glutaraldeido e 100 pL de &cido cloridrico puro. A solucdo foi resfriada durante 30 min. As
fibras foram colocadas na solugédo e deixadas sob refrigeracdo. Apds 2 dias, as fibras foram
retiradas da solucdo e lavadas com &gua ultrapura para sua utilizacdo. ApGs 0 processo de
reticulacéo, as fibras foram lavadas com agua e deixadas em estufa para secagem do material na
temperatura de 50°C. Logo depois, foram cortadas em pequenos discos e colocadas num filtro para
seringa, onde foi testada sua capacidade para passagem de agua. Permitindo a passagem de agua,
as amostras foram funcionalizadas com EDC/NHS para posteriormente imobilizar covalentemente
a proteina antigeno que servira como alvo para captura do anticorpo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As membranas a serem empregadas para a imobilizacdo da proteina NS1 foram lavadas por
passagem de 200 mL de agua ultrapura, monitorando a sua limpeza pela espectroscopia de
absorcdo UV-Vis, garantindo assim absorcéo zero nos comprimentos de onda dentro da faixa 250-
300 nm. A partir da concentracao da solucdo de sonda NS1, calculamos que 50 ug de sonda foram
imobilizados covalentemente na membrana. Em se tratando de um sistema de captura especifico
1:1, esta quantidade de massa imobilizada se converte entdo em nosso limite maximo possivel de
anticorpo a ser capturado. Finalmente, uma vez realizada a imobilizagdo covalente da proteina
NS1, novamente as membranas foram lavadas com aproximadamente 100 mL de &gua para
garantir a ndo presencga de proteina NS1 livre (ndo imobilizada) sobre a membrana confirmado
pela auséncia de fluorescéncia durante os lavados. A captura do anticorpo foi monitorada pela
espectroscopia de fluorescéncia, assim, foram obtidos resultados a respeito da captura gradativa
de anticorpos especificos para a proteina imobilizada, o lavado da membrana e a posterior extracdo
do anticorpo. Na Figura 1A s&o mostrados os resultados da captura do anticorpo que foi realizada
passando através da membrana, durante 4 vezes consecutivas, 3 mL de uma solucéo de anticorpo.
Desta maneira, pode ser observada a diminuicao gradativa da concentracéo de anticorpos presentes
nessa solucdo, indicando que apos cada passagem, a membrana continuava a capturar anticorpo.
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Figura 1 — Processo de captura de anticorpos (A), Lavado da fibra (B), extracdo do anticorpo
capturado (C).

Na quarta passagem, e passagens posteriores, a intensidade da fluorescéncia se manteve a mesma,
demonstrando o limite de captura da membrana. Apds a captura do anticorpo, a fibra foi lavada
com agua, com a intencdo de lavar o anticorpo que nao tivesse sido capturado pela proteina NS1.
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Inicialmente, houve um leve desprendimento no primeiro lavado, porém nas trés lavagens
subsequentes ndo ocorreu sinal de fluorescéncia, indicando assim o equilibrio da membrana como
mostra a Figura 1B. Finalmente, para proceder com a recuperacdo do anticorpo capturado pela
proteina NS1, a membrana foi lavada diversas vezes com 3 mL de uma solucdo tampdo fosfato pH
3.15, onde a diferenca de pH promove a separa¢do do anticorpo ligado especificamente a proteina
NS1, como indica a Figura 1C. Como pode ser observado, ao realizar a recirculagdo dos 3mL de
tampédo fosfato pela membrana, a concentracdo de anticorpo aumenta na solucdo de dessorcéo,
evidenciado pelo incremento da intensidade da fluorescéncia. A partir da circulacdo 9, a
fluorescéncia manteve-se constante pelo que este limite foi caracterizado como concentracao
méaxima desprendida de anticorpo. Analisando com uma curva de calibra¢io, nossos resultados
de captura indicam que a massa de anticorpo capturado é estabilizada préxima de 30 pg,
sendo a recuperacdo do material capturado de 98%. O tempo de dessorcao é de
aproximadamente 5 min, sem contar o tempo necessario para realizar as medidas de
fluorescéncia entre cada passagem.

4. CONCLUSAO

No presente trabalho, foi demonstrado que as fibras produzidas através da técnica de
eletrofiacdo, foram adequadas para seu processamento através da reticulagdo. As membranas
selecionadas demonstraram ser resistentes a passagem de agua, o que possibilitou sua posterior
funcionalizagcdo com a proteina NS1, alvo especificamente complementar empregado na promogao
da captura do seu anticorpo especifico para ZIKAV. Os testes de captura de anticorpos foram
realizados com sucesso devido a auséncia de interferentes que pudessem atrapalhar na leitura das
medidas de fluorescéncia, mostrando assim o seu potencial uso como biodispositivo para
diagndstico.
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RESUMO - Atualmente, sdo conhecidos mais de 200 genétipos de HPV subdivididos de acordo
com o seu potencial oncogénico em tipos de baixo risco e de alto risco. Os tipos de alto risco sdo
responsaveis por alterac@es citogenéticas que levam ao desenvolvimento de canceres. Os métodos
moleculares de diagnostico utilizados na pesquisa do HPV consistem na reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa em tempo real (RT-PCR) e ensaios de captura hibrida. Essas técnicas
apresentam obstaculos que limitam seu amplo uso, como sensibilidade limitada, altos custos e
protocolos complexos. Em contraste, 0s biossensores sdo biodispositivos analiticos que possuem
rapido tempo de andlise, baixo custo, elevada sensibilidade, além da possibilidade de
miniaturizacdo, portabilidade e automacdo. Nesse cenario, esse trabalho tem o objetivo de
desenvolver um biodispositivo baseado em uma camada automontada de polipirrol (PPy),
nanoestruturas de ouro (AuNs), cisteamina (Cys) e sonda de DNA, visando o diagndéstico de HPV.
Apds a obtencdo do genossensor, o eletrodo modificado foi exposto a amostras clinicas de
pacientes infectados com HPV16, 31, 33, 45 e 58. Todas as etapas de construcdo e ensaios de
bioatividade do dispositivo bioanalitico foram caracterizados por voltametria ciclica (VC) e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE). Nos estudos de biointeracdo do biossensor
frente a amostras gendmicas se percebeu alteracdes no perfil eletroquimico com a diminuicéo das
correntes amperométricas e aumento da resposta impedimétrica, evidenciando o processo de
biorreconhecimento. Portanto, o sensor desenvolvido demonstra ser promissor e com real impacto
na rotina de diagndstico do HPV, podendo resultar em melhor prognostico para os pacientes.

Palavras-chave: Biossensor. Genossensor. HPV. Voltametria ciclica.

ABSTRACT - Currently, more than 200 HPV genotypes are known subdivided according to their
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oncogenic potential into low-risk and high-risk types. High-risk types are responsible for
cytogenetic changes that lead to the development of cancers. The molecular diagnostic methods
used in HPV research consist of real-time quantitative polymerase chain reaction and hybrid
capture assays. These techniques present obstacles that limit their wide use, such as limited
sensitivity, high costs and complex protocols. In contrast, biosensors are analytical biodevices
that have fast analysis time, low cost, high sensitivity, and the possibility of miniaturization,
portability and automation. In this scenario, this work aims to develop a biodevice based on a self-
assembled layer of polypyrrole (Ppy), gold nanostructures (AuNs), cysteamine (Cys) and DNA
probe, aiming at the diagnosis of HPV. After obtaining the genosensor, the modified electrode was
exposed to clinical samples from patients infected with HPV16, 31, 33, 45 e 58. All stages of
construction and bioactivity tests of the bioanalytical device were characterized by cyclic
voltammetry (CV) and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). In biointeraction studies of
the biosensor in the face of genomic samples, changes in the electrochemical profile were noticed
with the decrease in amperometric currents and an increase in the impedimetric response,
evidencing the biorecognition process. Therefore, the sensor developed shows to be promising and
with real impact on the routine of HPV diagnosis, which may result in a better prognosis for
patients.

Keywords: Biosensor. Genosensor. HPV. Cyclic Voltammetry.

1. INTRODUCAO

O cancer cervical é o quarto cancer mais frequentemente diagnosticado e a quarta principal
causa de morte por cancer em mulheres, sendo ocasionado pela infecgdo persistente de HPV de
altorisco (BRAY etal., 2018). Assim a classificacdo oncogénica do HPV € de extrema importancia
para o direcionamento da terapéutica dos pacientes infectados. Entretanto, a diferencia¢do do HPV
¢ uma tarefa desafiadora, pois todas as linhagens de HPV estdo intimamente relacionadas. As
principais técnicas moleculares utilizadas para o diagnostico sdo Southern Blots, Dot Blots,
hibridizacdo in situ, ensaios de captura hibrida e RT-PCR. Porém essas técnicas possuem
limitacdes como seletividade variavel, protocolos extensos, alto custo, longo tempo de resposta,
necessidade de pessoal treinado, além de equipamentos avangados e a necessidade de reagentes
especificos. Diante disso, a capacidade de determinar a presenca e o tipo e HPV de forma rapida,
sensivel, especifica e de baixo custo é de extrema importancia para um método diagnostico
apropriado (MAHMOOQODI et al., 2019; RASOULI et al., 2018).

Nos ultimos anos, os biossensores tém recebido consideravel atencdo por serem ferramentas
analiticas que detectam alvos especificos de forma simples e rapida. Além disso, possuem grande
aplicabilidade no monitoramento de distintas doencas, tais como, doencas infecciosas, genéticas,
crénico-degenerativas e cardiovasculares. Outras qualidades atrativas dos biossensores sdo a
capacidade de automacdo, portabilidade e miniaturizacdo com protocolos simples, sem a
necessidade de grandes volumes de amostras ou longos periodos de analise (ROSARIO;
MUTHARASAN, 2014). Dentre os tipos de biossensores, os eletrogquimicos demonstram um
futuro promissor por serem altamente especificos e capazes de discriminar perturbacdes minimas
no sistema. Como por exemplo, genossensores também chamados de biossensores de DNA que
conseguem detectar alteragdes em sequéncias de DNA com substituicbes de apenas um
nucleotideo. Além disso, também possuem uma alta produtividade, quantificacdo confiavel de
variantes geneticas e biomarcadores de DNA a um baixo custo e com alta sensibilidade (XU et al.,
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2017; HUANG et al., 2018).

A evolugéo da nanotecnologia e dos estudos dos nanomateriais contribuiu para a resolugéo
de diversos problemas, como também, auxiliou no aumento da qualidade desses sistemas de
deteccdo. Isso ocorreu pela da incorporagdo de nanoparticulas metélicas, nanotubos, nanofibras e
nanocompositos na elaboracdo de biossensores nanoarquitetados, resultando em uma maior
qualidade analitica desses sistemas (FARKA et al., 2017; AVELINO et al., 2020). As AuNs sao
largamente utilizadas por suas caracteristicas de elevada area de superficie, capacidade de
ancoragem de diversas moléculas bioldgicas, biocompatibilidade e facil sintese (WANG et al.,
2016; AVELINO et al., 2020). Outra categoria de materiais importantes sdo os polimeros
intrinsicamente condutores (ICPs) que tém demonstrado uma 6tima viabilidade proporcionando
novos designs e adjetivos na construcao de sensores bioquimicos, com facil polimerizacdo. Alguns
dos polimeros mais utilizados em biossensores sdo a polianilina, politiofeno e polipirrol
(VELASCO et al., 2019).

A VC é uma das principais técnicas utilizadas na analise e desenvolvimento de biossensores
e fornece informac@es qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica, que sao obtidas a partir
do registro de curvas corrente-potencial, feitas durante a eletr6lise em uma célula eletroquimica.
A VC possibilita 0 acompanhamento de cada etapa de construcdo do sensor através da analise das
correntes de pico anddicas (ipa) e catddicas (ipc) dos voltamogramas ciclicos (ALEIXO, 2003). A
EIE é uma técnica eficaz para examinar as propriedades interfaciais da superficie do eletrodo
durante o processo de montagem do biossensor. Na EIE, o diametro do semicirculo do espectro é
igual a resisténcia a transferéncia de carga, Rct. Esta resisténcia reflete a cinética de transferéncia
de elétrons entre o par redox da solucdo eletrolitica e o eletrodo utilizado como plataforma sensora
(OLIVEIRA et al., 2011; LUNA et al., 2015).

Diante desse contexto acerca do HPV e seu diagndstico, o principal objetivo desse estudo é
desenvolver um biossensor de DNA eletroquimico baseado em uma camada automontada para a
identificacdo de HPV de alto risco. Dessa forma, espera-se que a nova ferramenta analitica seja
capaz de gerar um impacto significativo no progndstico de pacientes com HPV.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 CONSTRUCAO DA PLATAFORMA NANOESTRUTURADA

Os eletrodos de ouro foram utilizados como superficie de trabalho para construcdo do
genossensor. Em seguida, foi realizada a eletropolimerizacdo do filme polimérico de PPy, a partir
de uma solucéo de acido cloridrico a 0,5M contendo o0 monémero pirrol a uma concentracéo de 30
mM. Através da técnica de voltametria ciclica, foram aplicados seis ciclos de polimerizacdo em
uma faixa de potencial de -0,2 a +0,7 V com uma velocidade de varredura de 100 mV.s™.
Posteriormente, foi feita a deposicao eletroquimica de AuNs, por meio de uma solugéo de &cido
tetracloroadrico a 0,25 mM. Nesta etapa, foram realizados dez ciclos voltamétricos com uma faixa
de potencial de +0,2 a -1 V e velocidade de varredura de 50 mV.s-1. Em sequéncia, moléculas de
Cys a 2 mg/mL foram adicionadas ao sistema através da técnica de drop-coating. Apos a
modificacdo do eletrodo com PPy-AuNs-Cys, a sonda de DNA especifica para o reconhecimento
de grupo de HPV de alto risco foi imobilizada covalentemente através do agente reticulante
glutaraldeido. Por fim, os sitios inespecificos do biossensor de DNA foram bloqueados por meio
de uma solucéo de BSA a 1% (pH 7,4).
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2.2 ENSAIOS DE BIORECONHECIMENTO

Apos a obtencdo do sistema PPy-AuNs-Cys-Sondapna-BSA, foram realizados testes de
biodeteccdo com amostras clinicas de pacientes infectados especificamente com HPV16, 31, 33,
45 e 58 (amostras de cDNA). As amostras de cDNA foram utilizadas na concentracéo fixa de 100
pg.uL?t e foram preparadas com solucdo salina de tampéo fosfato (PBS; pH 7,4) e mantidas
congeladas. Em cada ensaio, o biossensor foi exposto a 5 uL do analito por 15 minutos para
promover o processo de biorreconhecimento através da hibridacéo.

2.3 AVALIACAO ELETROQUIMICA

Os experimentos de VC e EIE foram realizados ap6s cada etapa de montagem do
biossensor e ensaios de bioreconhecimento na presenca de uma solucdo de 10 mM de ferro-
ferricianeto de potéssio (Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)eg]) (1:1) como indicador redox (OLIVEIRA et
al., 2011). Em adicdo, foi utilizada uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos acoplados
a um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT 128N. A superficie modificada com PPy-
AuNs-Cys-Sondapna foi utilizada como eletrodo de trabalho, o eletrodo de Ag/AgCl saturado com
KCI a 3M e o eletrodo de platina foram usados, respectivamente, como eletrodo de referéncia e
contra-referéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a padronizacao da construcdo do biossensor foi estabelecido um padrao voltamétrico
e impedimétrico demonstrado na figura 1, onde observamos alteracdes no perfil eletroquimico da
plataforma em cada etapa de construcdo. Foi possivel perceber alteracbes nos voltamogramas
ciclicos de acordo com o material imobilizado na superficie, caracterizando a modificacdo e
construcdo das camadas automontadas (Figura la). Os resultados de EIE corroboraram e
confirmaram os resultados obtidos na VC, através de alteracfes nos diametros dos semicirculos
nos diagramas de Nyquist em cada etapa de montagem (Figura 1b).
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Figura 1 — Voltamogramas ciclicos (a) e diagramas de Nyquist com inser¢do do circuito
equivalente de Randles (b) para a padronizagdo do biossensor.
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Na figura 2 podemos observar os ensaios de biodetec¢do, onde foi possivel constatar que
modificacdes eletroquimicas ocorreram de acordo com a exposi¢do do biossensor as amostras de
cDNA de pacientes infectados com HPV (tipos 16, 31, 33, 45 e 58). Essas alteracOes
eletroquimicas foram observadas através da EIE onde ocorreu um aumento da R quando
comparadas ao padrdo do biossensor. 1sso ocorre porque o anelamento entre o analito alvo e a
sonda oligonucleotidica ocasiona 0 aumento da repulsao eletrostatica entre os grupos fosfatos da
molécula hibrida de DNA carregados negativamente com o par redox negativo da solugdo
eletrolitica. Como consequéncia, a transferéncia de elétrons é dificultada, causando mudancas no
padrdo eletroquimico. Sendo esse processo indicativo de bioreconhecimento (BENVIDI et al.,
2015; AVELINO et al., 2016; 2020).

14

12 -

R, (k)

Biossensor

Figura 2 — Rt do biossensor e dos ensaios de biodeteccdo com amostras do HPV16, 31, 33,45 e
58 (cDNA) concentragio de 100 pg.uL™.

4. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, podemos constatar que o biossensor de DNA
construido é capaz de detectar tipos de HPV de alto risco permitindo essa classificacdo inicial
guanto ao grau oncogénico. Em adicdo, € uma ferramenta com rapida resposta analitica, sensivel,
seletiva e simples, apresentando elevada capacidade bioanalitica. Portanto, o biossensor
desenvolvido poderd ser utilizado no diagndstico de HPV resultando em um melhor
direcionamento de progndstico dos pacientes infectados através de um rastreio mais rapido e
eficaz.
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RESUMO - As proteases sdo enzimas que possuem uma ampla aplicacédo industrial e médica,
elas representam cerca de 60% do total de enzimas. No intuito de apresentar uma maior
estabilidade térmica e pH, muitas proteases vém sendo utilizadas em diferentes suportes e
metodologias de imobilizacdo, esse € um dos métodos mais inovadores e recentes que vém sendo
estudados para aumentar a eficacia das atividades dessas enzimas e promover superacéo de
algumas limitacGes. Nesse sentido o objetivo dessa revisdo narrativa foi de analisar os mais
recentes estudos e artigos dos dltimos 20 anos, pesquisados nas bases de dados:
www.sciencedirect.com, www.scopus.com e www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov, nesses artigos foram
observados os diferentes tipos de suporte e métodos de imobilizacdo para enzimas proteoliticas
com diferentes aplicacGes biotecnoldgicas. Portanto, tornou-se importante a imobilizacdo de
proteases nesses materiais para garantir um aprimoramento da sua funcionalidade e permitir o
desenvolvimento de medicamentos ou de outras aplicagdes industriais dessas enzimas de forma
segura e eficaz.

Protease, nanoparticulas, imobilizagao.

ABSTRACT - Proteases are enzymes which have a wide industrial and medical application, they
represent about 60% among total enzymes. In order to present greater thermal stability and pH,
many proteases have been used in different support and immobilization methodologies, this is one
of the most innovative and recent methods that have been studied to increase the effectiveness of
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these enzymes’ activities and overcoming some limitations. Regarding this, the objective of this
narrative review was to analyze the most recent studies and articles from the last 20 years,
researched in  the  databases:  www.sciencedirect.com,  www.scopus.com  and
www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov, in these articles the different kinds of support and methods of
immobilization for proteolytic enzymes with different biotechnological applications were
observed. Therefore, it became important to immobilize proteases in these materials to ensure an
improvement in their functionality and allow the development of drugs or other industrial
applications of these enzymes in a safe and effective way.

Protease, nanoparticles, immobilization.

1. INTRODUCAO

As proteases séo consideradas as enzimas mais importantes do ponto de vista industrial,
representando cerca de 60% do total das vendas mundiais de enzimas (Diyanat et al., 2018). As
proteases medeiam inimeras atividades bioldgicas e sdo industrialmente importantes devido as
suas amplas aplicagdes no processamento de couro, industria de detergentes, industrias
alimenticias, farmacéutica, industria téxtil, etc. (Hamada et al., 2017). Como todas as enzimas, as
proteases catalisam reacdes quimicas complexas, porém apresentam algumas limitacGes, como a
baixa estabilidade e a dificuldade de poderem ser reutilizadas nos processos industriais.

O sistema de imobilizacdo de enzimas é um dos mais inovadores e recentemente vém sendo
estudado para aumentar a eficécia das atividades e superar algumas limitacfes. Em comparacao
com as formas livres, enzimas imobilizadas apresentam maior estabilidade térmica e de pH, podem
ser facilmente manipuladas e removidas da mistura de reacdo, levando a produtos puros, e sdo
reutilizaveis, reduzindo o custo dos produtos formados (Homaei, 2017). Além disso, a
imobilizacdo garante a enzima maior resisténcia & acdo de inibidores e, no caso das proteases,
maior resisténcia a autdlise (Yucel, 2012). Varios tipos de suportes podem ser utilizados para
imobilizar uma enzima, através de diferentes métodos de ligacdo da enzima nesses suportes
(Tavano et al., 2013). A utilizacdo de um suporte e método de imobilizacdo adequado pode
promover a enzima uma Otima atividade e alta estabilidade (Duarte Neto et al., 2017).

As aplicacOes das enzimas imobilizadas incluem o processamento e produc¢éo de alimentos,
medicamentos, biodiesel, tratamento de aguas residuais industriais, téxteis e detergentes (Shukla
e Singh, 2016). Sendo o0s suportes magnéticos, especialmente nanoparticulas magnéticas,
amplamente utilizados para a imobilizacdo de enzimas, nos campos das pesquisas bioldgicas e
médicas (Kim et al., 2005). Nesse sentido, o objetivo desse artigo de revisao foi analisar os mais
recentes tipos de suporte e métodos de imobilizacdo para enzimas proteoliticas com diferentes
aplicagdes biotecnologicas.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi realizada uma revisao narrativa com artigos dos Gltimos 20 anos, pesquisados nas bases
de dados: www.sciencedirect.com, www.scopus.com e www.pubmed.ncbi.nlm.nih.gov.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

As proteases sdo um grupo de enzimas cuja funcdo catalitica € hidrolisar as ligagdes
peptidicas das proteinas e decomp6-las em proteinas menores, poli peptideos ou aminoacidos livres
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(Mehdi et al., 2018). As proteases sdo de grande importancia para a manutencdo da vida, sendo
encontradas em todos 0s seres Vvivos e constituem o maior grupo de enzimas encontrado no corpo
humano (Rogers e Overall, 2013). Estas enzimas desempenham funcdes fisioldgicas complexas e
sdo importantes em vias regulatdrias e metabdlicas.

As proteases sdo consideradas o grupo mais importante de enzimas industriais, com uma
grande variedade de aplicagcdes industriais e biotecnoldgicas, representando cerca de 60% do
mercado total de enzimas em todo o mundo e 40% das vendas totais de enzimas (Soares et al.,
2013). Essas enzimas podem ser obtidas a partir de plantas, 6rgaos animais e micro-organismos,
sendo a maioria obtida de fontes microbianas. Atualmente, uma grande proporcéo de proteases
disponiveis comercialmente € derivada de bactérias e fungos (Raj et al., 2012).

No entanto, a estabilidade destas enzimas é baixa, e ainda ha desafios na sua reciclagem,
que limitam suas aplicag6es em producdo industrial (Jin et al., 2010). Existem muitas abordagens,
como a engenharia de proteinas, o uso de aditivos e a imobilizacdo, para melhorar a estabilidade
da enzima. Entre os métodos de modificacdo das enzimas, a imobilizacdo enzimatica é preferida
devido a facilidade de manuseamento e recuperacao do catalisador (Aslani et al., 2018).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas pode trazer muitas vantagens em relacdo ao uso da
enzima nativa, como isolamento, possibilidade de reuso e aumento de estabilidade (Werner et al.,
1982). Elas sdo geralmente mais estaveis em solventes organicos e resistentes a variagdes de pH e
temperatura (Aslani et al., 2018). Além disso, no caso das proteases, a taxa do processo de autolise
pode ser drasticamente reduzida ap6s a imobilizacdo (Cherry et al., 2003; Massolini et al., 2005).

Diferentes suportes podem ser utilizados para imobilizacdo de uma enzima via diferentes
processos fisicos ou quimicos, envolver diferentes partes e atingir diferentes orientacGes da enzima
(Tavano et al., 2013). O uso de um suporte apropriado em condicBes de imobilizacdo adequadas
pode proporcionar alta estabilidade e 6tima atividade a enzima (Duarte Neto et al., 2017). As
propriedades de suporte ideais incluem resisténcia fisica a compressdo, hidrofilicidade, inércia em
relacdo as enzimas, facilidade de derivatizacdo, biocompatibilidade, resisténcia a ataque
microbiano e disponibilidade a baixo custo (Foresti e Ferreira, 2007).

Varios materiais poliméricos naturais como celulose, alginato, quitina, colageno,
carragenina, quitosana, amido, sefarose, pectina, etc. sdo comumente usados como materiais de
suporte (Datta et al., 2013). Uma variedade de suportes inorganicos também é usada para a
imobilizacdo de enzimas, como por exemplo, alumina, silica, zedlitas, silicas mesoporosas e
particulas magnéticas (Hudson et al., 2008; Hartmann e Kostrov, 2013). Nos Ultimos anos, com 0s
avancos na nanotecnologia, os materiais nanoestrututurados tém sido bastante utilizados na
imobilizacdo de enzimas, devido ao seu tamanho reduzido, grande area superficial, baixa
toxicidade, alta capacidade de carga enzimatica e resisténcia minima a transferéncia de massa, e
com isso, maior eficiéncia catalitica e estabilidade da enzima (Neri et al., 2008; Jordan et al., 2011).

Os métodos de imobilizacdo de enzimas em suportes inertes incluem adsor¢éo, ligacGes
dissulfeto, ligacdo idnica, ligacdo covalente, reticulagdo, encapsulamento, quelacdo de metais,
conjugacdo enzimatica e aprisionamento enzimatico (Mattiasson, 2018). Entre esses métodos, a
ligagdo covalente atrai atencdo devido a estabilidade da combinagdo entre os suportes e as
enzimas. A Tabela 1 a seguir apresenta alguns estudos onde foram utilizados diferentes suportes e
métodos de imobilizacdo de proteases obtidas a partir de diferentes fontes.
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Tabela 1 — Diferentes suportes e métodos de imobilizacéo de proteases.

Obtencédo da Suporte de Meétodo de Recuperacdo da  Referéncias

Protease Imobilizagdo Imobilizacéo atividade

enzimatica apds
a imobilizagdo
(%)

Penaeus Nanoparticulas -- 90,0 Diyanati et al.,
vannamei de ZnO 2013
Helianthus Material de Adsorcéo, ligacdo 46,2e2,5 Mehdi et al.,
annuus L. quitina e amido  ibnica e ligacdo 2018

covalente
Bacillus subtilis  Nanoparticulas - 47,8 Jinetal., 2010
de FesOq
Bacillus subtilis  Nanoparticulas -- 70,0 Sahuetal.,
de Fez04 2016
Penicillium Nanoparticulas -- 74,0 Duarte Neto et
aurantiogriseum de Fez04 al., 2017
Bacillus subtilis  Nanoparticulas  Ligacéo covalente 66,5 Ibrahim et al.,
magnéticas 2016
Bacillus sp. Nanoparticulas Adsorcéo e 60,0 Sinha e Khare,
de silica ligacdo covalente 2014
Bacillus subtilis Alginato de Aprisionamento 0,4 Anwar et al.,
calcio enzimatico 2009
Bacillus Dois suportes Ligacdo 39,0e62,0 Ferreira et al.,
licheniformis de silica Covalente 2002
guimicamente
distintos
Bacillus Agregados -- 39,7 Bashir et al.,
licheniformis enzimaticos 2018
reticulados
Purpureocillium Quitosana Reticulagdo 92,8 Cavello et al.,
lilacinum 2014
Diferentes Aprisionamento - Sankaralingam
Pseudomonas matrizes enzimatico etal., 2012
sp. poliméricas
Poliamida Ligacéo covalente 58,0
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Conidiobolus Tanksale et al.,
macrosporus 2001
Myceliophthora Alginato de Aprisionamento - Zanphorlin et
sp. calcio enzimatico al., 2010

Streptomyces Alginato de Adsorcao, ligacao 86,1 Shayeb et al.,
avermectinus calcio ibnica, ligacao 2007

covalente e

aprisionamento
enzimatico

4. CONCLUSAO

Nos altimos 20 anos, uma variedade de suporte e métodos de imobilizagdo foram
desenvolvidos com a capacidade e a biocompatibilidade de imobilizar proteases oriundas de
diferentes fontes. E nitido que na escolha do melhor revestimento para a protease é levado em
conta fatores como caracteristicas de superficie do nanomaterial, sua aplicacdo biotecnoldgica,
estabilidade da atividade da enzima e a conjugacdo da protease com o tipo de ligante utilizado.
Embora as nanoparticulas para imobilizacdo de proteases ainda ndo tenham atingido totalmente
sua seguranca e eficiéncia, devido a diferentes desafios enfrentados como alto custo e
principalmente sua aplicacdo quando utilizado in vivo, novos e diferentes estudos devem ser
realizados para o aprimoramento e aplicacdo desse tipo de imobilizagéo.
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RESUMO - A gelatina é um biopolimero produzido a partir da hidrélise do coldgeno, por meio
acido (Gelatina Tipo A) ou alcalis (Gelatina Tipo B). A gelatina tem sido obtida de mamiferos
(bovinos e suinos, principalmente) e, recentemente, de peixes. Por possuir propriedades fisico-
quimicas e reoldgicas de interesse industrial, tem sido amplamente empregada em medidas
terapéuticas. Assim, esta mini-revisdo objetivou elencar as principais aplicacfes terapéuticas da
gelatina extraida de mamiferos e de peixes como forma de compilar os dados disponiveis na
literatura cientifica. Para tanto, foram utilizados os seguintes sites cientificos: ScienceDirect,
Elsevier, Springer, TandFonline, PubMed, Wiley Online Library e o0 Google Scholar. De acordo
com o volume de publicagdes, a gelatina tem sido indicada para utilizagdo como composto
nutracéutico (possui funcbes anti-hipertensiva, antioxidante, anticancer e antimicrobiana, por
exemplo), na engenharia de tecidos, na cicatrizacdo de feridas, formacdo Ossea e doencas
relacionadas aos 0ssos, na terapia génica, com papel anti-adesdo e até na preparacdo de
embalagens com propriedades antimicrobianas. Com isso, o campo de utilizacdo da gelatina
mostra-se promissor, e a tendéncia € que fontes alternativas desse biopolimero possam ser cada
vez mais exploradas.

Palavras-chave: biopolimero, colageno, proteina, nutracéutico, peixes.

ABSTRACT-Gelatin is a biopolymer produced from the hydrolysis of collagen, using acid
(Gelatine Type A) or alkalis (Gelatine Type B). Gelatine has been obtained from mammals (mainly
cattle and pigs) and, recently, from fish. Due to its