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INTRODUCAO:

O céancer de cabeca e pescoc¢o é o quinto
cancer mais comum no mundo e a oitava
causa mais frequente de morte pelo
cancer. No Brasil, dados atuais do INCA
(Instituto Nacional de Cancer) descrevem o
cancer de boca como o 5° cancer mais
comum entre os homens e o 12° entre as
mulheres (Ministério da Saude, 2014).
Geralmente é diagnosticado em estégios
avancados, dificultando o tratamento e
reduzindo o indice de sobrevida dos
pacientes. Ha necessidade de novos
farmacos no mercado para um tratamento
mais eficaz dessa enfermidade. Nesse
estudo foram selecionadas plantas do
género Equisetum, ja que estudos
etnobotanicos indicam que plantas deste
género apresentam funcdo demonstrada
para tratamento do cancer. Portanto o
objetivo do trabalho  foi realizar
caracterizagcdo fitoquimica e avaliagdo de
atividades bioldgicas quimiopreventiva e
terapéutica no CCEB de extratos de
Equisetum hyemale, in vitro, foram testadas
em linhagens de células tumorais de
cancer de boca (SCC9, SCC4 e SCC25) e
fibroblasto humano de uma cultura
primaria.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

No ensaio clonogénico, o extrato bruto
apresentou uma reducdo significativa na
quantidade de colbnias, em torno de 50%,
obtendo resultados proximos a
carboplatina, antitumoral utilizado como
controle positivo. A concentracdo inibitoria

de 50% da Vviabilidade (ICso) foi
determinada para esses extratos utilizando
0 ensaio de reducdo do sal de MTT.
Inicialmente foi usada a célula SCC9, o
extrato bruto alcangou o ICso de 200,6
+0,09 pg/ml e a Carboplatina obteve um
ICs0 de 280 +0,06 pg/ml. Com o extrato
bruto demonstrando uma inibicdo da
viabilidade celular, foi realizado o
fracionamento do extrato bruto nas fracdes
guimicas em hexano, diclorometano e
acetato de etila. Foi repetido o ensaio com
as fracdes, tendo como resultado de ICsp:
hexano 278 +0,16 pg/ml, acetato de etila
64,5 10,072 pg/ml e a fracdo de
diclorometano n&o alcancou 50% de
inibicAo nas concentragbes testadas. A
partir desses resultados, a fracdo de
Acetato de Etila foi selecionada para
ensaios de viabilidade celular em diferentes
linhagens de cancer de células escamosas
de boca, SCC4 e SCC25, e apresentou
inibicdo de ICso= 54,53+0,047 em SCC25 e
IC50=64,49+0,014 em SCC4.
Posteriormente, foi realizado ensaio de
microscopia, ensaio de contagem absoluta
de células e marcacdo com iodeto de
propidio, Na contagem absoluta de célula
foi visto a reducao de células viadveis em
comparacdo com o controle DMSO, e
apresentaram reducdo maior que o controle
positivo confirmando o resultado visto no
ensaio de viabilidade celular anteriormente.
Quando marcadas com lodeto de propidio
apresentou mais células marcadas, mas
sem diferenca estatistica em comparagdo
com controle. A seletividade dos extratos



foi calculada em ensaios de viabilidade
celular utilizando fibroblastos primarios de
gengiva humana, onde a particdo de
Acetato de Etila apresentou o ICso de
133,5+0,02 pg/mL. Foi calculado o indice
de seletividade a partir da formula: ICso do
Fibroblasto / Media de ICso das SCC4,
SCC25 e SCCY. O indice de seletividade
alcancado foi de 2,199781. Para testar a
possivel aplicabilidade in vivo desses
extratos foi realizado ensaio de hemodlise,
onde foi observado que a particdo nas
concentracdes testadas demonstrou
hemoélise  semelhante aos  controles
testados, se mantendo abaixo de 5%, valor
aceitavel descrito em literatura. Foi feita
andlise cromatogréfica dos extratos (1
mg/mL etanol pa.), com um cromatografo
acoplado a um espectrometro de massa
para analisar fitoquimicamente a partig&o.
A interpretacdo dos resultados ainda esta
em andamento.

CONCLUSAO:

A partir dos resultados obtidos nos
experimentos realizados, observamos que
0 extrato da Equisetum hyemale apresenta
efeitos citotéxicos em células de OSCC,
tendo essa capacidade aumentada na
fracdo de acetato de etila, demonstrando
essa citotoxicidade em mais de uma
linhagem tumoral de boca e demonstrando
seletividade  células  normais  como
fibroblastos e eritrécitos, sendo assim
resultados animadores. Com 0
prosseguimento do projeto, a analise da
espectrometria de massa sera finalizada e
a partir desses resultados poderdo ser
selecionadas possiveis moléculas com
acao antitumoral.

AGRADECIMENTOS:

Agradeco ao Professor Dr. Bruno
Kaufmann Robbs pela oportunidade de
participar desse trabalho téo significativo
para a sociedade e de dividir conosco parte
de seu conhecimento na area.

Agradeco também as instituicdes fomento
PROPPI/UFF; PIBIC/UFF.

PIBIC
3

Figure 1: Logo PIBIC



N\
(
\

/ Ciéncias Bioldgicas

\ ESTUDO DE ENDOPARASITAS E ECTOPARASITAS PRESENTES NA
O AVIFAUNA DA BAIA DE GUANABARA PROVENIENTE DO
AEROPORTO INTERNACIONAL TOM JOBIM - RIOgaleéo

Sarah Trifilio Lira, Magda Antonello, Lucas Almeida Zangirolami,
Mariana Lopes Duarte, Beatriz Brener

Departamento de Microbiologia e Parasitologia

INTRODUGAO:

O Brasil abriga uma das mais variadas
avifaunas do mundo devido a diversos biomas
presentes no pais. Seus parasitos oferecem
uma visdo importante sobre suas interagdes
ecoldgicas, podendo revelar amplas mudancas
no ecossistema. As aves podem ser acometidas
por grande numero de artrépodes parasitos,
sendo o0s piolhos mastigadores os mais
comumente descritos. Os ectoparasitos tém
conhecida importdncia na transmissdo de
microrganismos, como os géneros Plasmodium,
Haemoproteus, Leucocytozoon, Hepatozoon e
Babesia, que exercem pressdo de selecéo
sobre seus hospedeiros. As helmintiases
também sdo descritas nas aves de vida livre. A
variacdo na dieta destes animais os expfe a um
diversificado conjunto de endoparasitos em
todas as suas areas geograficas. As parasitoses
podem levar o0s programas de manejo e
recuperacdo de animais silvestres ao insucesso,
apenas devido ao desconhecimento de tais
parasitos ou de formas eficazes de combaté-los.
Apesar disso, as informacdes sobre abundancia,
prevaléncia, distribuicdo e impactos de parasitos
de aves em seus hospedeiros ainda € limitada.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Este projeto recebe carcagas
provenientes da empresa de manejo de fauna
do Aeroporto Internacional Tom Jobim -
RIOgaledo. Visto que o aerédromo é circundado
pela Baia de Guanabara, compreendendo
parcialmente o bioma da mesma, com grandes
extensfes de manguezais em suas margens,
este se torna um grande atrativo para diversas

espécies de aves comumente encontradas na
cidade. Desta forma, o aeroporto contribui com
a pesquisa através da doacao de carcacas.

A coleta de ectoparasitos é efetuada
segundo método descrito por BRITO (2018). As
carcacgas recolhidas sé@o necropsiadas, sendo
coletados o0s ectoparasitos encontrados. Os
parasitos passam por técnicas de clarificacéo e
montagem de laminas permanentes e
observacdo em microscopio 6ptico, sendo
analisados morfometricamente para
identificacao.

Para a coleta de helmintos, durante a
necropsia do animal procura-se por estes nos
sistemas digestorio, respiratorio, renal, cardiaco,
reprodutor, assim como no figado, tecido
muscular, olhos e patas. Os helmintos séao
procurados macroscopicamente e com o auxilio
de lupa. Séao fixados em AFA por 24 horas e
depois conservados em alcool 70° GL.

Os nematéides serdo clarificados em
dcido acético e fenol e  montados
provisoriamente entre lamina e laminula. Os
trematdédeos e cestoides serdo processados e
corados em hematoxilina de
Delafield.,clarificados em creosoto e montados
definivamente em balsamo do Canada entre
lamina e laminula. Os acantocéfalos serdo
diafanizados em glicerina ou corados pelo
Carmalumem de Mayer, desidratados em série
alcoolica crescente, diafanizados pelo 6leo de
cravo e montados em balsamo do Canada.
Todos os helmintos serdo medidos para
determinacéo.

Foram necropsiadas 20 aves, dentre
elas, o Quero-quero (Vanellus chilensis), Biguas
(Phalacocorax  brasilianus),  Garc¢a-branca-
grande (Ardea alba), Savacu (Nyctcorax
nyctcorax), Coruja-orelhuda (Asio clamator),
Fragata (Fregata magnificens), Urubu (Coragyps
atratus) e Pato-ireré (Dendrocygna viduatta).
Todas tiveram  seus  ectoparasitos e



endoparasitos, neste caso helmintos, coletados,
gue estdo em processo de identificagao.

E escasso o conhecimento no que diz
respeito a diversidade parasitaria presente
nestes animais. O projeto possibilitara o relato
da presenca dos parasitos nas aves do Rio de
Janeiro.

CONCLUSOES:

Estdo sendo observados os parasitos de
diversas classes distintas presentes nas aves, 0
que auxiliara programas de manejo e
recuperacdo de animais silvestres, pois ainda
existe muito desconhecimento de tais
parasitismos ou de formas eficazes de combaté-
los. Além disso, estd sendo analisado se
existem parasitos com potencial zoonético
circulando entre os animais, que funcionam
como reservatoérios.
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INTRODUCAO:

A silicose é uma doenga pulmonar causada pela
inalagdo e deposicdo de cristais de silica (SiO2)
nos alvéolos, gerando resposta inflamatoéria e
fiborose nodular. As diferentes manifestacdes
radiolégicas séo classificadas pela Organizacao
Nacional do Trabalho (ILO) em silicose simples
e complicada. A tuberculose é a principal
comorbidade da silicose, sendo que pacientes
silicéticos possuem uma taxa de risco 40 vezes
maior a tuberculose do que os nao-silicéticos, e
expostos a silica 3,7 vezes maior do que nao-
expostos. O grau de exposicdo a silica é o
principal fator de risco para a silicose.
Entretanto, individuos com graus de exposi¢ao
similares podem apresentar gravidades distintas
de silicose. Em funcdo do carater multifatorial da
doenca, é possivel que fatores extrinsecos,
como tempo de exposicao e carga tabagica, e
intrinsecos, como polimorfismos em genes
relacionados as vias da silicose, podem ter um
efeito na sua susceptibilidade e severidade. A
ECA é a enzima responsavel por converter o
angiotensina-l em angiotensina-Il, substancia
vasopressora, que também atua em vias
fibrogénicas e fibroliticas. Foi observado que
concentragcdes mais altas de ECA estavam
presentes em doencas pulmonares. O gene que
codifica a enzima (ACE) possui um polimorfismo
funcional do tipo polimorfismo INDEL,
caracterizado pela presenca/auséncia de um
segmento de 287 pares de base (pb) no intron
16 do gene. Os gendtipos Del/Del e Ins/Del
foram associados a niveis plasmaticos e
atividade tecidual mais elevados de ECA do que
0 gendtipo Ins/Ins. Adicionalmente, observou-se
gue os genotipos Del/Del e Ins/Del podem
exercer influéncia na susceptibilidade a silicose,

enquanto o genotipo Ins/Ins exerceria fungéo
protetora. Assim, o objetivo deste estudo é
avaliar a magnitude de associacdo entre o
polimorfismo INDEL no gene ACE e a gravidade
clinica da silicose (simples ou complicada),
assim como a ocorréncia de tuberculose em
pacientes expostos a silica.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram coletadas amostras células bucais
provenientes de saliva de 121 trabalhadores,
sendo 43 com silicose simples e 78 com silicose
complicada. Apés a extracdo do DNA, as
amostras foram submetidas a amplificacdo por
Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
seguida de eletroforese horizontal para
visualizacéo direta dos genétipos. Os produtos
da PCR consistiram em um fragmento de 190
pb para o alelo Del (delecdo) e 490 pb para o
alelo Ins (insercdo). Foram analisadas algumas
variaveis clinicas e demograficas, como anos de
exposicdo & silica, com média de 21,73 anos;
horas semanais de trabalho, com média de
47,44 horas; anos de afastamento do trabalho,
com média de 14,19 anos; carga tabagica, com
média de 35,71 macos/ano. Entretanto, a
andlise destas variaveis nao mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre pacientes
com silicose simples e complicada, com
P=0,116 para anos de exposi¢cdo; P=0,774 para
horas semanais de trabalho; P=0,131 para anos
de afastamento e P=0,623 para carga tabagica
(macgos/ano). Da mesma forma, esta andlise ndo
monstrou diferencas estatisticamente
significativas para pacientes com ou sem



tuberculose, com P=0,690 para anos de
exposicdo; P=0,390 para horas semanais de
trabalho; P=0,402 para anos de afastamento e
P=0,879 para carga tabagica (macos/ano). A
distribuicdo dos gendtipos encontra-se em
equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra de
estudo. N&o foi observada uma associacédo do
polimorfismo INDEL no gene ACE com a
gravidade clinica da silicose (simples ou
complicada), com P=0,168 para as distribuicdes
dos genétipos e P=0,093 dos alelos. Da mesma
forma, ndo foi observada associacdo deste
polimorfismo com a ocorréncia de tuberculose
em individuos silicéticos, com P=0,944 para os
gendtipos e P=0,823 para os alelos.

CONCLUSOES:

O polimorfismo INDEL no gene ACE néo
demonstrou associacdo com a ocorréncia de
silicose simples ou complicada nem com a
susceptibilidade a tuberculose na populacdo de
estudo. Em funcdo da possibilidade de viés
devido ao numero amostral reduzido, sao
necessarios novos estudos com novas amostras
para confirmar os resultados.
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INTRODUCAO:

A silicose € uma pneumoconiose causada pela
inalacdo de poeira contendo particulas de silica
cristalina (SiO;), provocando uma reacao
fibrogénica pulmonar. O risco de
desenvolvimento de tuberculose é aumentado
em pacientes silicéticos (40 vezes) e aqueles
expostos a silica saudaveis (3,7 vezes) quando
comparados a individuos ndo expostos
saudaveis. As manifestacbes radiolégicas da
doenca podem ser classificadas em silicose
simples ou complicada e depende de diversos
fatores ambientais e genéticos. As Interleucinas
estdo relacionadas as respostas inflamatorias e
ao aumento no nivel de colageno na silicose.
Um membro da familia das interleucinas 1 € o
receptor antagonista Interleucina-1 (IL-1RN).
Esta proteina inibe as atividades da interleucina
1 alfa (IL-1A) e interleucina 1 beta (IL-1B) e
modula uma variedade de respostas imunes e
inflamatorias relacionadas a interleucina 1. O
gene IL1RN localiza-se em 2g14.1 e possui um
polimorfismo de troca de nucleotideo (T>C) na
posicdo 2018 (rs419598). Sendo assim, o0
objetivo do presente projeto é analisar a
influéncia do polimorfismo rs419598 no gene
ILARN na gravidade clinica da silicose (simples
ou complicada), bem como na ocorréncia de
tuberculose, em trabalhadores expostos a silica.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A amostra consiste em 128 trabalhadores com
historia de exposicao a silica no estado do Rio

de Janeiro, 0s quais apresentam silicose
simples (48 individuos) e silicose complicada
(80 individuos). As amostras de DNA dos
pacientes foram submetidas & amplificacdo do
fragmento do gene IL1IRN contendo o
polimorfismo rs419598 por Reacdo em Cadeia
de Polimerase (PCR) seguida de eletroforese
horizontal para checagem da amplificacdo de
um fragmento de 387 pb. Os produtos da PCR
foram entdo submetidos a digestdo com a
enzima de restricdo Mspl, gerando os seguintes
fragmentos: 387 pb (alelo T), 189 e 198 pb
(alelo C). Nossa amostra total mostrou as
seguintes médias para caracteristicas clinico-
demograficas: tempo de exposicdo a silica
21,88 (£ 8,82) anos, horas semanais de trabalho
47,42 (+ 9,70) horas, anos de afastamento do
trabalho 13,79 (+ 9,59) anos e carga tabagica
36,08 (+ 31,56) macos/ano. Para estas variaveis
clinicas e populacionais analisadas n&o foram
observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as duas formas clinicas da
silicose (simples e complicada), com P=0,126
para tempo de exposicao a silica; P=0,833 para
horas semanais de trabalho; P=0,105 para anos
de afastamento e P=0,942 para carga tabagica
(macgos/ano), o que indica que estas variaveis
ndo tiveram influéncia na gravidade as silicose
em nossa amostra. Também ndo foram
observadas diferencas estatisticamente
significativas entre 0s grupos com e sem
tuberculose, com P=0,984 para tempo de
exposicdo a silica; P=0,414 para horas
semanais de trabalho; P=0,477 para anos de
afastamento e P=0,798 para carga tabagica
(macos/ano). Ja em relagdo aos dados
genéticos, até o momento foram analisadas 53
das 128 amostras de pacientes, e a distribuicdo
dos gendtipos encontra-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg. N&o foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre o



polimorfismo rs419598 no gene ILIRN com as
formas clinicas da silicose (simples ou
complicada), na distribuicdo dos gendétipos
(P=0,287) e dos alelos (P=0,309). Da mesma
forma, a associacdo deste polimorfismo com a
tuberculose também ndo pode ser observada
(gendtipos P=0,307, alelos P=0,331).

CONCLUSOES:

O desenvolvimento da silicose e a ocorréncia de
tuberculose nao foram associadas com o
polimorfismo rs419598 no gene IL1IRN em
nossa amostra preliminar. No entanto, essa
auséncia de associacao pode ser um reflexo de
nosso pequeno ndimero amostral. Posto isso,
serd necessario dar continuidade as andlises
das amostras restantes, assim como a inclusao
de novas amostras, para confirmar estes
resultados.
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INTRODUCAO:

O HPV ocasiona a infeccdo sexualmente
transmissivel de origem viral mais comum que
afeta o trato reprodutor (WHO, 2018),
estimando-se que aproximadamente 75% dos
individuos que iniciam a vida sexual serdo
infectados em algum momento da vida por um
ou mais tipos de HPV em algum momento de
suas vidas (Tota J. et al., 2011) . Ele é capaz de
infectar pele e mucosas e sua transmissdo é
através do contato direto com pele ou mucosa
infectada. Atualmente existem mais de 200
gendtipos de HPV identificados, sendo que
cerca de 40 demonstram capacidade de infectar
o trato genital e anal (DOORBAR et al., 2012).
As infeccbes persistentes causadas por
gendtipos oncogénicos estdo associadas ao
aparecimento de cancer no colo do Utero, além
de carcinomas da vagina, vulva, &nus pénis,
orofaringe e boca. No Brasil, o cancer cervical é
o terceiro tipo de cancer mais comum que afeta
mulheres e mulheres entre 15 e 44 anos. (IARC,
2019).

Fatores genéticos, comportamentais e
imunoldgicos estdo relacionados com maior ou
menor propensdo para adquirir o HPV e
desenvolver cancer. Nesse sentido, quando o
sistema imune esta comprometido, é mais
comum que haja infeccdo por diferentes
gendtipos e que esta infeccdo seja persistente,
comprometendo a resposta aos tratamentos
(STANLEY, 2006). Sendo assim, mulheres
vivendo com HIV tém maior prevaléncia de
infeccdo por HPV e tém maior risco de
progressdo para neoplasias intraepiteliais
genitais e cancer cervical, em comparacdo com
mulheres sem infec¢do por HIV (CLIFFORD et
al., 2006; FERLAY et al 2015).
Os objetivos especificos deste projeto foram
determinar a prevaléncia da infeccdo pelo HPV
através da identificacdo dos tipos de HPV pelos
métodos de Reacdo de Cadeia de Polimerase

(PCR) e Hibridizacdo em Microarranjo; analisar
a eficacia da vacina quadrivalente contra o HPV
no grupo de mulheres vivendo com HIV e
vacinadas em comparagdo com as mulheres
vivendo com HIV e ndo vacinadas em um
protocolo clinico de seguimento em uma linha
de tempo e analisar a seguranca e tolerabilidade
das vacinas nas pacientes que fizeram parte
desse estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Acompanhamos 3 grupos nesse periodo:
Mulheres vivendo com HIV e vacinadas (n=10);
Mulheres vivendo com HIV e n&o vacinadas
(n=20); e Mulheres soronegativas para HIV e
vacinadas (n=60). Avaliamos a presenca de
HPV através da técnica de Reagdo em Cadeia
da Polimerase utilizando primers genéricos
MY09/11(PCR) e realizamos a tipagem das
amostras positivas através da técnica de
Microarranjo.

O grupo controle do nosso estudo foi composto
por 30 mulheres sem HIV. Constatou-se que 10
das voluntarias (33%) apresentaram infecgéo
pelo HPV, sendo que 6 (20%) apresentaram
apenas um gendétipo de HPV, enquanto 4 (13%)
apresentaram mais de um gendtipo do virus.
Além disso, também foi observado que 5
mulheres (16%) apresentaram algum dos
genotipos protegidos pela vacina (HPV 6, 11, 16
ou 18). Neste caso, 4 apresentaram o HPV 11
(13%) e 1 apresentou o HPV 16 (3%).
Mulheres vivendo com HIV e ndo vacinadas
também foram avaliadas em um grupo
composto por 20 mulheres, e observou-se que
17 foram positivas para o HPV, correspondendo
a 85%, prevaléncia extremamente alta. Dessas
17 mulheres, 5 (25%) apresentaram um Unico
tipo viral e 12 (60%) apresentaram mais de um
tipo viral. Nota-se que as pacientes
imunodeprimidas pelo HIV, que n&o foram
vacinadas tiveram uma maior prevaléncia da



infeccdo pelo HPV, quando comparadas com as
pacientes saudaveis do grupo controle, com
diferenca estatisticamente significativa
(p=0.0003). Foi possivel observar que nao ha
diversidade de genotipos entre os dois grupos
(15 gendtipos distintos no grupo das pacientes
HIV positivas e 14 genotipos distintos no grupo
das pacientes HIV negativas) (p= 1.0), em
contraste com o descrito na literatura.
Os resultados obtidos no grupo das pacientes
vivendo com HIV e vacinadas (n=10) mostraram
gue apenas uma paciente, correspondente a
10%, foi positiva para a infecgdo viral,
apresentando o HPV 6, contido na vacina,
apresentando-se significativamente diferente do
grupo de mulheres vivendo com HIV mas nao
vacinadas. Nesse grupo que recebeu a vacina,
nenhuma paciente possuia CD4 < 200
células/mm3 e também ndo possuia carga viral >
10.000 copias/mL. Dentre os gendétipos
encontrados nas mulheres vivendo com HIV,
35% foram positivos para o HPV 6, 25% para o
HPV 11, 15% para o HPV 16, 40% para o HPV
18 e 15% para os tipos oncogénicos menos
comuns (HPV 45, 52 e 58), enquanto no grupo
controle (HIV negativas) a prevaléncia do HPV
foi de 33,3%, sendo 13,3% HPV 11, 3,3% HPV
16 e 20% tipos oncogénicos menos comuns
(HPV 35, 39, 52 e 56). Vale ressaltar que 70%
das pacientes ndo vacinadas tém algum tipo
viral que a vacina confere protecdo, além de
apenas 10% de pacientes vacinadas terem
algum tipo de HPV. Entretanto, nota-se que esta
paciente infectada, apresentava o genotipo 6,
presente na vacina, sugerindo que esta nao teve
efeito protetor.

CONCLUSOES:

No Brasil, os dados sobre a prevaléncia de HPV
em mulheres com citologia normal variam
devido a diferenca regional e casos de
subnotificagdo, geralmente estando na faixa
entre 10% e 54% (AYRES, 2010; BRUNI et al,
2010). Nesse sentido, a prevaléncia encontrada
nesse estudo para mulheres vivendo ou néo
com HIV estava na faixa esperada.
Em comparacdo com os grupos, a prevaléncia
de HPV foi mais elevada no grupo de pacientes
vivendo com HIV e n&o vacinadas (85%), sendo
este estatisticamente diferente do grupo controle
(HIV soronegativas). Os resultados obtidos
neste trabalho demonstram que, no grupo
controle (mulheres HIV negativas), cerca de
33% foram positivas para o HPV. Isso significa
gue as pacientes imunodeprimidas pelo HIV que
ndo foram vacinadas tiveram uma maior

prevaléncia da infecgcdo pelo HPV, quando
comparadas tanto com as pacientes saudaveis
do grupo controle como com as pacientes
HIV(+) vacinadas. Esses resultados se
assemelham aos estudos realizados nos quais a
prevaléncia do HPV em pessoas
imunodeprimidas pelo HIV também foi elevada
(73%) (KOJIC et al, 2016).Destaca-se a alta
prevaléncia do HPV 18 (40%), gendtipo
oncogénico associado ao desenvolvimento de
canceres mais agressivos e de pior desfecho,
apesar de estudos recentes demonstrarem que
sua prevaléncia teve uma diminuigdo em escala
mundial, incluindo o Brasil, de 18% a 6% no
Brasil e de 12% a 10% em todo mundo,
podendo estar relacionada a vacinacao
(AFONSO et al, 2011). Isso significa que se
uma campanha de vacinacdo voltada para a
populacao que vive com o HIV fosse aplicada de
forma eficiente, haveria a perspectiva de
diminuir 70% os casos de HPV e em 45% os
casos de infeccdo pelos gendtipos oncogénicos,
diminuindo, consequentemente, a incidéncia do
cancer de colo de Utero nessa mesma
proporcdo, sem gerar efeitos colaterais graves.
Diversos casos foram notificados a respeito de
efeitos adversos como tonturas, sincope e
queixas neurolégicas relacionadas a vacina
quadrivalente utilizada neste estudo, porém néao
foi observado nenhum efeito adverso grave,
apenas dor no local da aplicagéo.
A técnica do Microarranjo foi de grande
importdncia nesse estudo, uma vez que ao
invés de serem realizados 32 testes de PCR
para os genétipos mais prevalentes de HPV, foi
possivel detectar, através de sondas
especificas, até 32 genomas  virais
simultaneamente. O acompanhamento das
pacientes vivendo com HIV vacinadas torna-se
imprescindivel, a fim de analisar se o efeito
protetor se manteve.
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INTRODUCAO:

O estresse mental (EM) estd relacionado com
um quadro de disfun¢cdo endotelial em homens
com sobrepeso/obesidade grau |. Acredita-se
gque o perfil pré-oxidante associado a um
desequilibrio no processo hemostético
contribuem para os efeitos deletérios do EM na
funcéo endotelial. Entretanto, ndo se sabe se a
administracdo de &cido ascoérbico (AA), um
potente antioxidante, pode restaurar o balanco
oxidativo e hemostatico durante o EM nesses
individuos. Diante disso, o objetivo do presente
estudo foi determinar os efeitos da infusdo de
AA sobre as respostas oxidativas, hemostéaticas
e de remodelamento vascular ao EM em
homens com sobrepeso/obesidade grau |.
Foram recrutados quatorze homens com
sobrepeso /obesidade grau | (27 + 7 anos; 29,6
+ 2,6 kg.m?), que foram submetidos ao Stroop
color word test por cinco minutos para induzir o
EM apés as infusbes de AA (3g) ou placebo (PL,
0.9% NaCl). Amostras de sangue venoso foram
coletadas no basal e no dltimo minuto do EM
para dosagem de oOxido nitrico (NO), por
guimioluminescéncia; substancias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), oxidacao protéica
(proteina carboniladas, PC) e atividade da
catalase (CAT) por ensaio colorimétrico e
atividade da metaloproteinase-9 (MMP-9) por
zimografia. As microparticulas plaquetéarias
(CD41a+ MPP) foram mensuradas por
citometria de fluxo, enquanto os niveis de
fibrinogénio, tempo de protrombina (PT) e tempo
de tromboplastina parcial ativada (aPTT) foram
medidos por coagulémetro. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo. O teste
ANOVA two-way foi utilizado para comparar
medidas hemodinamicas, oxidativas e
hemostéaticas ao EM entre as sessbes de PL e
AA. Quando encontrado diferencas significativas

para grupo, momento e/ou interacdo, o teste de
Fisher foi utilizado como procedimento post-hoc.
O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do
HUAP/UFF (76594217.0.0000.5243).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Em condi¢cbes basais, ndo foram observadas
diferencas nas varidveis hemodinamicas,
TBARS, PC, CAT e aPTT entre ambas as
sessfes. Entretanto, as analises de fibrinogénio
(PL: 258,31 + 16,53 vs AA: 224,57 + 15,67
ng/mL; p<0,01), PT (PL: 1,27 + 0,03 vs AA: 1,19
+ 0,02 RNI; p<0,02) e MMP-9 (PL: 1,35 + 0,22
vs AA: 080 + 0,06 a.u. p<0,01) ja
demonstravam menores valores na sessdo AA.
As pressdes arteriais sistolica (PL: basal 123 + 9
vs EM 136 + 11 mmHg; AA: basal 124 + 8 vs
EM 139 + 7 mmHg; p<0,01), diastolica (PL:
basal 76 £ 9 vs EM 88 + 10 mmHg; AA: basal 79
+ 8 vs EM 91 £+ 6 mmHg; p<0,01) e média (PL:
basal 92 + 8 vs EM 104 + 10 mmHg; AA: basal
94 + 8 vs EM 107 £ 6 mmHg; p<0,01) e a
frequéncia cardiaca (PL: basal 62 + 9 vs EM 76
+ 11 bpm; AA: basal 65 + 11 vs EM 76 + 11
bpm; p<0,01) aumentaram de forma semelhante
durante o EM em ambas as sessfes. O EM
aumentou os niveis de PC (basal: 2,43 + 0,35 vs
EM: 3,65 £ 0,7 nmol/mg; p<0,01) e a atividade
da CAT apenas na sessdo PL (basal: 60,7 *
9,34 vs EM: 97,64 + 15,64 nmol/min/mL;
p<0,01). A relagdo MMP-9/proMMP-9 aumentou
durante o EM (basal: 2,36 £ 0,58 vs EM: 3,17 £
0,82 a.u.; p<0,05) na sessdo PL e diminuiu
significativamente nos momentos basal (PL:
2,36 £ 0,58 vs AA: 0,97 + 0,16 a.u.; p<0,01) e
EM (PL: 3,17 £+ 0,82 vs AA: 1,15 + 0,23 a.u.;
p<0,01) na sessao AA. Ainda durante o EM, foi
observada uma menor concentracdo de
fibrinogénio (PL: 268,47 + 19,16 vs AA: 209,68 +
13,29 ng/mL; p<0,01) e de MPP (basal: 675,18



+ 106,99 vs EM: 533,63 + 84,01 MP/uL de
plasma; p<0,01). Além disso, nao foram
observadas diferencas  significativas  na
mensuracédo de nitrito entre as sessdes PL e AA
e entre 0s momentos basal e EM.

CONCLUSOES:

Os resultados sugerem que o estresse mental
induz um perfil pré-oxidante e favorece o
remodelamento vascular em jovens com
sobrepeso/obesidade grau |. Entretanto, n&o
parece exercer grandes influéncias sobre a
hemostasia.

A infuséo de acido ascorbico altera as respostas
oxidativas e de remodelamento vascular ao
estresse mental, através da diminuicdo dos
niveis de peroxidacgéo lipica, oxidagéo protéica e
atividade de metaloproteinases em individuos
com sobrepeso e obesidade grau .
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INTRODUCAO:

CREB (proteina de ligacdo a elemento
resposta a nucleotideo ciclico) é um fator de
transcricdo nuclear que é fosforilado em seu
residuo serina 133 pela PKA (Proteina
dependentente de AMPC) ou outras cinases
como as CAMK'’s e é regulado por receptores de
ionotrépicos de glutamato do tipo NMDA e
AMPA. A CREB ativa certas sequéncias
génicas, levando a um aumento na transcricao
de proteinas anti-apoptéticas, como Bcl-2, e
fatores de crescimento, como o BDNF (fator
neurotréfico derivado do cérebro). As funcdes
do CREB estdo relacionadas a neurogénese
(proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia
celular), bem como a potenciagdo sinaptica a
longo prazo e a plasticidade neural. Na retina, ja
foi demonstrada uma estimulagdo da
fosforilacdo de CREB por receptores acoplados
a adenilil ciclase, como dopamina ou adenosina,
assim como por receptores glutamato AMPA ou
NMDA.

Portanto objetivo deste trabalho é
avaliar a ativagdo do CREB por diferentes
sistemas de neurotransmissores durante o
desenvolvimento da retina do embrido de
galinha e estudar as vias de sinalizacdo
envolvidas. Para isso foi usado o modelo de
retina intacta (ex vivo) de embrides de pinto da
raca White Leghorn com 10 e 16 dias de idade,
as retinas foram dissecadas em CMF e
submetidas foram pré-incubados por 10 minutos
a 37 ° C em Hanks com 500pM RO-201724
(inibidor da fosfodiesterase) e 0,5U / ml de
adenosina deaminase ( para eliminar a
adenosina endbégena) e a proxima incubacéo
com forskolina (50uM, ativador direto da adenilil
ciclase), CGS21680 (50nM, agonista do
receptor da adenosina A2a), glutamato (1mM)
ou dopamina (50puM) por 10 minutos. As
amostras foram entdo processadas para
transferéncia em PVDF. Para analisar a

atividade do CREB, usamos anticorpos anti-
fosfo ser-133 e anti-Creb total. Esses
experimentos foram realizados com a aprovacao
do Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal Fluminense (ndmero
00146/09).

RESULTADOS E DISCUSSOES

No E10, um estdgio que antecede as primeiras
sinapses, houve um aumento na CREB, mas
ndo na CSK induzida por Forskolina, D1 e A2a
agonistas e glutamato, sugerindo que neste
periodo A PKA modula o CREB, mas néo a Csk.

No E16, um estagio pds-sinaptico, a
forskolina nao teve efeito sobre a fosforilagdo da
CREB ou Csk. Contudo, Agonistas D1 ou A2a,
bem como glutamato, estimulam a Csk, e
glutamato ou dopamina sdo capazes de
estimular ligeiramente a CREB sugerindo que
essas enzimas podem ser ativadas somente em
estagios pos-sinapticos por um mecanismo
independente de AMPc.

CONCLUSOES:

Ideias diferentes resultantes de nossos
resultados atuais. Como a forskolina ativa a
adenilil ciclase e promove o acumulo de cAMP
em E10 e E16, parece que o acoplamento entre
a ativacdo da fosforilacdo de PKA e CREB nao
esta mais presente nos estagios de
desenvolvimento mais tardios, como E16,
sugerindo que essa via é importante para o
desenvolvimento inicial da retina funcdes.
Curiosamente, a dopamina, que promove O
acumulo de cAMP no E10, ndo é capaz de
atvar o CREB nesse periodo de
desenvolvimento. A ativacdo dos receptores de
glutamato promove a ativacdo do CREB nos



dois estagios de desenvolvimento sugerindo
outras vias capazes de modular a sua atividade.
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INTRODUGAO: Segundo a Organizagdo
Mundial da Saude, estima-se que mais de
10.000 pessoas morrem anualmente de
manifestacdes clinicas da doenca de Chagas,
e mais de 25 milhdes de pessoas correm 0
risco de adquirir a doenca. A doenga de
Chagas, = também  conhecida  como
Tripanossomiase Americana, se caracteriza
como um dos maiores problemas de saude
publica das Américas, além de ser uma
doenca silenciosa e silenciada, pois tem um
curso clinico de progressdo lenta e afeta,
principalmente, populagfes simples de baixa
renda da éarea rural. Esta condicdo
socioecondmica e geografica favorece o
contato do hospedeiro humano com
triatomineos, insetos vetores do
Trypanosoma cruzi, que sdo determinantes
na manutencdo da transmissdo em Varios
locais da América Latina. A diversidade da
expressdo clinica da doenga de Chagas em
humanos tem sido atribuida & variacdo da
resposta imune do hospedeiro e a
heterogeneidade genémica do parasito. As
variagdes geogréficas também séo fatores
relevantes na prevaléncia de formas clinicas
e morbidade da doenca de Chagas. No
Brasil, a forma assintomdtica ou
indeterminada é a mais comum (60-70%),

seguida das formas cardiacas (20-30%) e
digestiva (8-10%). Entretanto, no Brasil
Central a forma digestiva da doenca
predomina. Apesar de diversos estudos
objetivarem a determinacdo de fatores que
desencadeiam as diferentes formas clinicas
da doenca, isto ainda ndo esta claro. Com
isso, a caracterizacdo de proteinas do T.
cruzi que possivelmente estejam envolvidas
na viruléncia e na relacdo hospedeiro
humano-T. cruzi, bem como o estudo de
enzimas potenciais para 0 desenvolvimento
de novos medicamentos, podem contribuir
para elucidar a patogenicidade das diferentes
cepas do parasito. Através de dados obtidos
com técnicas protebmicas, nosso grupo
mostrou que diferentes cepas de T.cruzi
apresentam expressdes diferenciadas de
proteinas, ndo s6 entre as pertencentes a
grupos filogenéticos distintos, mas entre
cepas do mesmo grupo. Dentre as proteinas
diferencialmente expressas, estdo a arginase,
a arginina quinase, glutationa peroxidase,
dentre outras. Baseado nestes dados,
iniciamos a caracterizacdo bioquimica das
enzimas supracitadas. RESULTADOS E
DISCUSSOES: A andlise da expressdo das
arginases Tipo | e Il (citoplasmética e
mitocondrial, respectivamente) através da



técnica de citometria de fluxo em formas
epimastigotas de T. cruzi mostrou a presenca
significativa das enzimas Tipo | e Il, tanto
na cepa Dm28c quanto na CL Brener.
Interessantemente, os dados apontam uma
marcagdo maior para a arginase Tipo II.
Estes resultados preliminares podem indicar
que hd uma maior expressdo da arginase
mitocondrial no tempo/fase metabolica
estudada. Em contrapartida, tanto a arginase
Tipo | quanto a Tipo Il parecem ser mais
expressas na cepa DM28c. Este dado foi
corroborado  utilizando a técnica de
microscopia de fluorescéncia. Os dados
relacionados a atividade da arginina quinase
em diferentes cepas de T. cruzi, em funcéo
da variacdo do pH, mostraram que a enzima
apresenta atividade maxima na mesma faixa
de pH. Entretanto, esta atividade, quando
medida em funcdo do tempo de reagéo,
apresentou uma diferenca consideravel entre
as cepas analisadas. A cepa 3663 apresentou
uma atividade muito baixa em relacdo as
outras, inclusive da cepa 4167, pertencente
ao mesmo grupo filogenético.
Interessantemente, as cepas DM28c e 4167
foram as que apresentaram maior atividade
glutationa peroxidase like. CONCLUSOES:
Os dados obtidos confirmam que as enzimas
identificadas,  através  das  técnicas
protedOmicas, em cepas de T. cruzi
pertencentes a grupos filogenéticos distintos,
apresentam niveis de atividade catalitica
também diferentes. Vale ressaltar que
algumas das cepas estudadas, curiosamente,
também apresentam grau de viruléncia
diferenciados.

AGRADECIMENTOS: PIBIC-UFF;
CNPg; UFRJ




OO

Grande area do conhecimento: Ciéncias Bioldgicas

Pesquisa parasitolégica de Babesia sp. em amostras de sangue de
caes domésticos (Canis familiaris) encaminhadas para laboratério de
analises clinicas em Niteroi, RJ

Lucas Fernandes Lob&o, Fernanda Barbosa dos Santos, Jodo Pedro

Palmer, Lais Verdan Dib, Claudia Maria Antunes Uchoa, Otilio
Machado Pereira Bastos, Alynne da Silva Barbosa

Departamento de Microbiologia e Parasitologia/lnstituto Biomédico/Laboratérios de Parasitologia

INTRODUCAO: A piroplasmose canina é uma
infecgcéo causada por protozoarios
intraeritrocitarios, como Babesia sp. e Rangelia
sp., que sdo transmitidos para os caes
domésticos (Canis familiaris) por carrapatos
ixodideos. As manifestacdes clinicas dessas
infeccdes incluem febre, ictericia, anemia, que
podem determinar no animal quadros de letargia
e prostracdo. A escassez de informagdes sobre
os piroplasmideos que infectam cées de area
urbana motivou este estudo, que teve por
objetivo analisar a frequéncia de Babesia sp. e
de outros piroplasmideos em amostras de
sangue de caes, comparar a eficiéncia das
técnicas parasitolégicas microscépicas e 0s
fatores de risco associados as infeccdes. Ao
todo, foram analisadas 407 amostras de sangue
de cades encaminhadas por diferentes clinicas
médicas veterinarias da regido metropolitana do
Rio de Janeiro, para o laboratério de andlises
clinicas localizado em Niteroi, RJ entre 2018 e
2019. As amostras de sangue dos caes foram
submetidas as técnicas de coloragdo de
distensdo delgada e espessa, coradas por
solucdo de Giemsa e pelo kit de coloragéo
rapido do tipo Pandtico. Todas as laminas de
microscopia foram submetidas a leitura em
microscépio Optico com objetiva de imersédo. Os
protozoarios com morfologia similar a
piroplasmideos foram mensurados com ocular
micrométrica e a morfologia das formas
evolutivas foi classificada. Ao final os resultados
foram analisados por frequéncia descritiva e
estatistica univariada.

RESULTADOS E DISCUSSOES: Das 407
amostras de sangue de cées analisadas, em 32
(7,9%) foram detectadas formas evolutivas de
piroplasmideos compativeis com Babesia sp.,
dado a associa¢cdo das técnicas de diagnéstico
microscépico. Pode-se observar que a maioria
dos cées positivos eram machos, e dentre os
210 incluidos no estudo, em 10% foram
diagnosticados parasitos em lamina de
distensdo. A maior parte dos animais incluidos
também tinham mais de um ano de idade. No

entanto, pode-se verificar que
proporcionalmente aos grupos amostrais
incluidos por idade, a maior frequéncia de
deteccdo de piroplasmideos ocorreu nas
amostras de sangue de caes que tinham menos
de um ano 9/81 (11%). Os animais com raca
definida corresponderam a grande parte das
amostras de sangue positivas. A maioria das
amostras de  sangue positivas  eram
provenientes de cédes atendidos em clinicas
localizadas em S&o Gongalo 15/159 (9,4%).
Entretanto, nesse estudo, as varidveis sexo,
idade, raca e municipio de localizacéo da clinica
médica veterinaria ndo foram estatisticamente
significativas a infeccdo. A positividade um
pouco mais elevada observada dentre a
literatura consultada, pode estar atrelada ao fato
de que o laboratério de Andlises Clinicas,
associado a esse estudo, atende a diversas
clinicas médicas veterinarias da regido
metropolitana do estado do Rio de Janeiro.
Cabe ressaltar que a regido metropolitana
fluminense, de acordo com a classificacdo de
Kdppen-Geiger é considerada do tipo tropical
Umido, fator que favorece a manutencdo e o
desenvolvimento dos artrépodes, incluindo o
ixodideos, praticamente durante todo o ano,
podendo ser transmitido para qualquer cao
independente de sexo, idade, raga e cidade.

Associando a frequéncia do diagnéstico de caes
positivos por meio das técnicas microscopicas
com o0s dados do hemograma, pode-se
evidenciar que grande parte dos cées positivos
estavam como anemia, trombocitopenia e
leucopenia. No entanto, somente as variaveis
trombocitopenia e leucopenia foram
estatisticamente  significativas  (p<0,05). As
possiveis causas da leucopenia sdo formacao
de agregados constituidos por plaquetas com
leucdcitos, sequestro dos leucécitos, aumento
da sua utilizacdo devido a eritrofagocitose e
reducdo da sua producéo. Apesar da leucopenia
ser uma alteracdo esperada na piroplasmose
canina, nesse estudo a mesma pode ter
ocorrido devido a outras patogenias, que néo



foram associadas a esse estudo. Além da
leucopenia, também foi observado uma
diminuicdo na contagem das plaquetas nas
amostras de sangue dos cdes que tinham o
parasito. A trombocitopenia € uma alteracéo
guase sempre observada na infeccao por
piroplasmideos, incluindo o género Babesia,
sendo, portanto, considerada a alteracao
hematoldgica mais importante na piroplasmose
canina. Esse achado hematoldgico, na
babesiose € resultante da destruicdo das
plaquetas, do sequestro plaquetario pelo baco,
pela elevacdo da temperatura corporal no
animal e pela coagulacdo intravascular
disseminada.

De forma geral, por meio da distensdo delgada
corada pelo kit de coloracdo rapida, pode-se
recuperar todas as amostras de sangue que
foram consideradas positivas pela microscopia
32/407 (7,9%), seguido da coloracdo da
distensdo delgada pela solucdo de Giemsa
28/407 (6,9%), pela distensdo espessa corada
pelo Giemsa 27/407 (6,6%) e pela distensdo
espessa corada pelo kit de coloracdo rapida
25/407 (6,1%). Ao se comparar os resultados do
diagnostico para piroplasmideos obtidos entre
as técnicas de distensdo e coloragdo, pode-se
verificar uma concordancia quase perfeita entre
a maioria das comparacdes, ou seja, Kappa >
0,85. Esta elevada concordéancia foi corroborada
pelo indice de McNemar, que teve o valor de p
maior que 0,05. A frequéncia na detec¢cdo de
piroplasmideos por meio da distensdo espessa
ficou mais baixa do que nas laminas de
distensdo delgada. Apesar de indumeras
tentativas na leitura das laminas de distenséo
espessa no microscopio Optico, tanto nas
laminas coradas pela solucdo de Giemsa e
principalmente nas coradas pela coloracéo
rapida, a frequéncia no diagnéstico e a
visualizacdo das formas evolutivas ficou abaixo
da frequéncia diagnosticada nas laminas de
distensdo delgada. A distensdo espessa foi
analisada para pesquisa de piroplasmideos,
pois essa tem sido, uma das técnicas
parasitolégicas microscépicas mais realizadas e
recomendadas no diagndstico de outros
protozodrios  Apicomplexa intraeritrocitarios,
como Plasmodium sp.. No entanto, na
Parasitologia veterinaria a realizacdo da
distensdo espessa do sangue em lamina de
microscopia para pesquisa de protozoario nao
tem sido realizada, ndo tendo sido recuperado
nenhum estudo que tenha utilizado essa técnica
laboratorial como forma de diagnostico. Nas

laminas de distenséo espessa dos cdes pode-se
evidenciar que muitos dos piroplasmideos
detectados apresentavam a sua morfologia
alterada, apresentando-se muitas vezes
retraidos. Estas alteracdes morfolégicas e a
falta de treinamento da equipe em detectar o
parasito morfometricamente alterado, pode ter
dificultado a leitura e consequentemente o
diagnéstico dos piroplasmideos nas laminas de
distensdo espessa. Nas laminas de microscopia
analisadas, foram evidenciadas formas
merozoitas dos protozoarios com formato
piriforme e ovalar com mensuragéo acima de
25 um de comprimento compativel com
Babesia canis. No entanto, também foi
identificado formas evolutivas menores que 2,5
um de comprimento caracteristico de pequenos
piroplasmideos, como Babesia gibsoni.

A mensuracdo microscépica tem  sido
considerada uma ferramenta pouco confiavel
para classificar o0s piroplasmideos como
Babesia devido ao carater pleomorfico do
parasito. Desta forma, a segunda parte deste
estudo sera caracterizar molecularmente o0s
parasitos para associar os dados morfoldgicos,
moleculares com as variaveis demograficas e as
informagdes obtidas dos hemogramas.

CONCLUSOES: Foram detectadas formas
evolutivas de piroplasmideos similares a
Babesia sp. em 7,9% das amostras de sangue
de cées pesquisadas. Pela andlise univariada, a
leucopenia e trombocitopenia foram achados
laboratoriais associados a infec¢cdo pelo
protozoario. Ao se comparar o0s resultados
obtidos entre as técnicas parasitolégicas
microscoépicas, foi possivel verificar que as
mesmas apresentaram elevada concordancia,
sendo as maiores frequéncias de deteccdo dos
parasitos principalmente observadas com as
técnicas de distensdo delgada coradas com o kit
de coloragdo comercial do tipo Pandético e pelo
Giemsa.
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DITERPENOS DE ALGAS PARDAS - Estudo e monitoramento dos
perfis dos diterpenos da alga Dictyota menstrualis sob condi¢cdes de
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INTRODUCAO: As algas pardas sdo o grupo
taxonbmico mais conhecido, em relacdo a
guimica de produtos naturais e sao
caracterizados por diversos tipos de esterdis,
carotenoides, presenca de polifenéis
(florotaninos), de hidrocarbonetos volateis e
sintese de terpenos exclusivos (Teixeira, 2013).
Essas substdncias mediam as relagdes
ecolégicas agindo principalmente como defensa
contra herbivoros, sinalizadores, protegem da
radiacdo U.V., além de possuir mdltiplas
aplicacbes terapéuticas para o ser humano. As
algas da tribo Dictyoteae  produzem
essencialmente diterpenos. Espécies familia
Dictyotaceae presentes em aguas da costa
brasileira, como por exemplo Dictyota
menstrualis produzem diterpenos do tipo
guaiano prenilado e derivados do xeniano com
diferentes atividades biolégicas. Conhecendo a
importancia biotecnolégica dos diterpenos da
familia familia Dictyotaceae, o objetivo deste
trabalho foi analisar a variagao do perfil quimico
e sua interacdo com o tempo de cultivo dos
espécimes de Dictyota menstrualis visando
propor informacbes relativas de parametros
abidticos, fundamentais para que um sistema de
cultivo algal se torne efetivo para a avaliacdo da
composicao quimica destas algas.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Os individuos da alga D. menstrualis foram
mantidos por 122 dias no sistema de cultivo in
vitro. Os rendimentos dos extratos organicos
obtidos da alga diretamente de campo ou tempo
0 (TO), além dos extratos organicos dos quatro
tempos monitorados a cada 30 dias em
laboratério variaram de 1 a 5,4% do peso da
alga. Em cada tempo avaliado foram analisadas
trés réplicas exceto para o tempo 4 (120 dias),

pois a alga ndo estava em boas condi¢des para
extragdo. A analise por CCD dos extratos
orgéanicos nos tempos avaliados, apés revelacdo
com Ce(S04) 2, revelou a presenca de bandas
com caracteristicas terpenoidicas, dentre elas,
as bandas de cor violeta (Rf = 0,6), que
apresentam um padréo de revelacdo cromatico
correspondente aos diterpenos menos oxidados
e gque estdo presentes em vdrias espécies de
Dictyota, cujo esqueleto carbbénico é do tipo
guaiano prenilado (grupo 1) (Cavalcanti 1998;
Freitas et al. 2007). As bandas de coloracéo
marrom correspondem aos diterpenos mais
oxidados com esqueleto de tipo xeniano e/ou
derivados do grupo Il (Rf= 0,28; 0,3 e 0,35).
Andlise de RMN-1H nos cinco tempos
monitorados no sistema de cultivo. Nos
espectros RMN-1H das amostras dos tempos
avaliados foram identificados alguns dos sinais
(ppm) associados aos hidrogénios dos 6
diterpenos registrados para esta espécie
(Cavalcanti 1988; 2004; Freitas, 2006). Os
sinais correspondentes desses diterpenos nos
cinco tempos avaliados foram registradas junto
a sua intensidade para seus posteriores
analises; Pachydictyol A e Isopachydictyol A ; 5-
hidroxi-1,6-cicloxenia-2,13-dieno-16,17-dial e 5-
acetoxi-1,6-cicloxenia-2,13-dieno-16,17-dial ; o
6(R)-6-hidroxi-  dichotomano-3,14-dieno-1,17-
dial ; e o 6(R)-6-acetoxi-dichotomano-3,14-
dieno-1,17-dial. Usando a média das
intensidades registrada nas 3 réplicas dos
experimentos nos cinco tempos de cultivo in
vitro, foi possivel desenhar gréaficos de barras,
para comparar descritivamente os diterpenos
detectados nos cinco tempos avaliados. As
comparagfes usando o valor das intensidades
dos sinais relacionadas aos deslocamentos
guimicos (ppm) dos 6 diterpenos de D.
menstrualis permitiram observar diferencias nos



perfis quimicos destes diterpenos a traves do
tempo, porém pode-se corroborar a presenca
destes metabdlitos ao longo do tempo de
cultivo, Usando as intensidades como dados
gualitativos foram testadas estatisticamente as
hip6teses propostas neste ensaio piloto: (a) HO:
Ndo existem diferencas significativas das
intensidades dos deslocamentos quimicos nos
cinco tempos avaliados. (b) Ha: Existem
diferencas significativas das intensidades dos
deslocamentos quimicos nos cinco tempos
avaliados. Todos os dados obtidos no teste de
Kruskal-Wallis, apresentaram um valor de p <
0,05, sendo possivel detectar diferencias
estatisticas significativas entre as intensidades
dos deslocamentos quimicos dos diterpenos dos
tempos avaliados no sistema de manutencéo in
vitro. As  comparagbes  qualitativas e
guantitativas das intensidades dos sinais
permitiram observar a presenca dos diterpenos
de interesse através dos cinco tempos
avaliados, observando o aumento significativo
das intensidades ap6s 30 dias de cultivo e
diminuicdo ap6és 90 dias. Essas variacBes
podem estar associadas ao ciclo de vida da alga
em resposta aos parametros abidticos do
sistema de cultivo implementado. Além disso,
foram observados o aumento na intensidade
dos sinais referentes a hidrogénios de esterdis
apoés 90 dias de cultivo, indicando mudanca no
perfil quimico da alga Dictyota menstrualis em
funcdo do tempo.

CONCLUSOES:

O sistema de cultivo implementado a alga D.
menstrualis proporcionou condi¢cBes favoraveis
a producéo dos diterpenos de interesse durante
o periodo de manutengdo. O tempo 1 (30 dias)
apresentou em média as maiores intensidades,
mostrando que as condicbes de cultivo
associadas a este tempo em especifico sdo
eficazes para obtencdo de extratos organicos
gue podem ser potenciais para o fracionamento
e isolamento desses diterpenos de interesse.

Os resultados deste trabalho s&do importantes
para que estudos posteriores de sistemas de
cultura in vitro de macroalgas marinhas sejam

eficientes, permitindo o controle na producéo de
biomassa, analise das composicdes quimicas e
estudos de biossintese de diterpenos nas
espécies de algas pardas.

DA

xxxxxx

Figura 1. Espectros RMN-1H (500,0
MHz,CDCI3) dos extratos diclorometanicos da
alga D. menstrualis, Comparacdo geral dos
cinco tempos monitorados em sistema de cultivo
in vitro, A) Tempo 0 (3 réplicas obtidas da
amostra obtida diretamente de campo); B)
Tempo 1(3 réplicas obtidas apés 30 dias de
manutencgdo); C) Tempo 2 (3 réplicas obtidas
apés 60 dias de manutencdo) ; D) Tempo 3 (3
réplicas obtidas apés 90 dias de manutenc¢éao);
F) Tempo 4 (2 réplicas obtidas apds 120 dias de
manutencgao)
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ASCORBICO NA REDUGAO DA VIABILIDADE DE GLIOBLASTOMAS
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INTRODUCAO:

Glioblastomas multiformes cerebrais (GBM)
sdo tumores incuraveis que levam a O6bito
normalmente em 12 meses. Muitos esfor¢os tém
sido desprendidos para o entendimento de sua
biologia e busca por novos alvos
farmacol6gicos. Neste sentido, nos Ultimos anos
foi demonstrada a forte dependéncia destas
células por sistemas antioxidantes, como a
glutationa (GSH). Recentemente, nosso grupo
demonstrou que a sulfassalazina (SAS), um
antigo analgésico antiinflamatorio, era capaz de
bloquear um heterotrocador cistina/glutamato
(sistema xc-) cuja funcdo é fundamental é
manter uma alta producdo GSH via captacéo de
cistina. A inibicdo deste heterotrocador pela
SAS provoca uma perda de sua viabilidade
celular  com alto estresse oxidativo.
Conhecidamente, o sistema redox que recupera
a GSH de sua forma dimérica oxidada (GSSG)
depende da forma oxidada da vitamina C, o
acido desidroascoérbico (DHA). Em experimentos
ainda néo publicados, verificamos que a SAS
em conjunto com o DHA diminui a viabilidade de
gliomas cultivados de forma superior ao
tratamento isolado com SAS.
Além da GSH, o proto-oncogene proteina
tirosina cinase src, altamente expresso nhos
GBM, vem sendo cada vez mais estudado, dado
gue sua inibicdo, desencadeada pela
fosforilacdo da tirosina 527 (Y527) por agéo da
cinase da por¢cdo C- terminal da Src (Csk),
reverte o potencial de célula tronco tumoral,
reduzindo o0s mecanismos que atuam na
sobrevivéncia e migracdo do tumor.

Desta forma, este projeto se interessa em
estudar os efeitos antitumorais da SAS em
conjunto com o DHA nas células de GBM com o
foco de avaliar a contribuicdo do DHA como
possivel agente potencializador de efeito

antitumoral. Em outro aspecto, também
vislumbramos a possibilidade de inibir a via da
Csk/Src através de compostos que ja testamos
e publicamos com esta finalidade, os polifendis
presentes no café: acido clorogénico (CGA) e
acido caféico (CFA).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Nos tratamentos, a partir da concentracéo
de 500uM pode-se observar uma queda da
viabilidade das células U87MG cultivadas nos
tratamentos com SAS e SAS+ DHA durante 24
horas quando comparados com o controle. A
diminuicho da viabilidade na condicdo
SAS+DHA demonstrou-se maior que O
tratamento apenas com a SAS. O tratamento
apenas com DHA, apresentou viabilidade celular
semelhante ao controle.
ApoOs o tratamento de 48 horas, observamos
uma queda da viabilidade da linhagem U87MG
a partir da concentracdo de 250uM de SAS e
SAS+DHA. Inesperadamente, observamos uma
queda significativa da viabilidade nas
concentracdes de 125 e 250uM nas condi¢cbes
tratadas com SAS+DHA, ao compararmos com
o controle. Essa diminuic&o de viabilidade foi de
36%+3,512 e 38,3% +4,807, respectivamente. O
tratamento apenas com DHA apresentou uma
tendéncia de aumento na viabilidade das células
U87MG a partir da concentracdo de 500uM,
sendo esse efeito mantido nas concentracdes
seguintes. No tratamento de 1000uM apenas
com DHA aumentou em 22% 9,713 a
viabilidade celular desta linhagem de glioma.
Com a finalidade de analisar os niveis
intracelulares de GSH, as células U87MG foram
tratadas e, em seguida, incubadas com a sonda
ThiolTracker (ThermoFisher). Como esperado,
0s niveis intracelulares de GSH mostraram-se
significativamente reduzidos nas células US7MG
sujeitas aos tratamentos com SAS e SAS+DHA



na concentracdo de 1000uM, sendo a reducéo
de 53,6% 1,202 quando tratadas apenas com
SAS e 66,3% +2,728 quando tratadas com SAS
e DHA. Nao foi vista alteracdes dos niveis de
GSH, em relacao ao controle, quando as células
foram tratadas apenas com DHA na
concentracao de 1000uM.
Nossos resultados indicaram que os niveis de
ROS apresentaram aumento significativo
qguando as células tumorais foram tratadas com
SAS e SAS+DHA.
Para determinarmos a atividade da Src e Csk
tratamos as células com SAS, CFA e CGA. No
tratamento das células da linhagem U87 com
SAS, CFA e CGA nas concentracfes de 500mM
para o primeiro e 300mM para os dois Ultimos,
esperavamos observar um aumento da
expressdo da Csk e src 527 fosforiladas, ja que
desta maneira, a proteina src estaria inativada.
No entanto, observamos um aumento da
proporcéo de Y src 527 quando comparada com
a src total, toda via o erro ainda esta grande.
Torna-se  necessario reproduzirmos esse
experimento  para apresentarmos dados
conclusivos e satisfatorios,
Para determinarmos a viabilidade e testarmos o
possivel efeito sinérgico entre os farmacos,
tratamos as células U87 com SAS, CFA e
SAS+CFA em diferentes concentragcbes por 24
e 48h. Conforme mostra a figura 8, tanto a SAS
quanto o CFA produziram um efeito dose-
dependente na reducdo da viabilidade celular.
Entretanto, a poténcia aparente desta reducéo
foi mais evidente no tratamento combinado,
sugerindo um possivel efeito sinérgico.

CONCLUSOES:

Os tratamentos com SAS produzem diminuicdo
do niimero de células de forma concentracédo e
tempo dependente. Os tratamentos com DHA
isoladamente ndo produzem nenhuma alteracéo
no nimero de células em 24h, mas em 48h esse
tratamento parece aumentar a viabilidade dos
U87MG de forma concentracdo-dependente;

A presenca de concentracBes equimolares de
DHA no tratamento com SAS parece aumentar
o efeito da SAS na reducdo da viabilidade,
especialmente no tempo de 24h. Este perfil
sugere que a presenca do DHA pode estar
acelerando os efeitos da SAS. Como esperado,
a SAS reduz as concentractes de GSH, medido
pela sonda ThiolTracker™. A presenga do DHA
no tratamento com SAS apresenta uma tenéncia
de aumento nesta reducdo. Por fim, o
tratamento com SAS aumenta a fluorescéncia
medida pela sonda H2-DCFDA, que indica

geracdo de ROS, com um aumento significativo
nesta medida, quando o DHA esta presente
junto com a SAS. Tratamentos com CFA
isoladamente produz importante reducdo da
viabilidade das U87, de forma dose-dependente.
O tratamento combinado da SAS e CFA
deslocam a curva dose-resposta para a
esquerda, identificando um provavel aumento na
poténcia aparente.

Nao foi possivel até o0 momento correlacionar os
efeitos do CFA com a inibicdo da via da CSK-
Src, um efeito observado em publicacdes
anteriores do nosso laboratoério de Farmacologia
Molecular da UFF.
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INTRODUCAO:

O transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade (TDAH) é um dos transtornos
psiquiatricos mais prevalentes no mundo todo,
podendo afetar desde criangcas a adultos. Esse
transtorno pode ser caracterizado pelos seus
sintomas classicos de desatencdo e/ou
hiperatividade-impulsividade, o0s quais estdo
associados a alteragcBes na transmissdo
dopaminérgica na via mesocorticolimbica.

Em 2001, foi descoberto o receptor
associado a tragos de aminas do tipo | (TAAR1),
o0 qual pode ser encontrado em varias regides
encefalicas, como no estriado (EST), cortex pré-
frontal (CPF) e hipocampo (HIP), regides que
também estdo envolvidas na fisiopatologia do
TDAH. Esse receptor é capaz de modular a
transmissao dopaminérgica e melhorar prejuizos
cognitivos, entretanto, a literatura carece de
estudos sobre a participacdo do TAAR1 na
fisiopatologia do TDAH.

Assim, o objetivo principal do presente
estudo foi avaliar o possivel envolvimento do
TAAR1 nas -caracteristicas comportamentais
apresentadas pelos ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), os quais sdo validados e
amplamente utilizados para o estudo do TDAH,
ja que mimetizam as  caracteristicas
comportamentais e neurobiolégicas desse
transtorno.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

O primeiro objetivo especifico foi
realizar uma caracteriza¢cdo dos niveis proteicos
do TAAR1 em diferentes regides envolvidas na
fisiopatologia do TDAH, comparando os ratos
SHR com a linhagem controle — os ratos Wistar
Kyoto (WKY). Foram utilizadas amostras de 10
ratos adultos (5 WKY; 5 SHR) para a realizacdo
de Western blot. Os resultados desse

2l aboratério de Neurobiologia Celular da

experimento revelaram que os niveis do TAAR1
no CPF, EST e HIP sé&o significativamente
menores nos SHR do que nos WKY.

O segundo objetivo especifico foi avaliar
os efeitos da ativagdo ou inibicdo do TAARL em
comportamentos relacionados a sintomatologia
do TDAH. Para isso, 35 ratos WKY e 27 SHR
foram avaliados nos testes de labirinto em cruz
elevado (LCE), campo aberto (CA) e de
alternancias espontaneas (AE). Dez minutos
antes de cada tarefa, os animais receberam
pela via intracerebroventricular 10 pl de uma
solucdo contendo 50 pg do agonista
RO5256390 ou do antagonista EPPTB do
TAAR1l. Os animais dos grupos controles
receberam apenas a solu¢do veiculo (NacCl
0,9%; DMSO 10%; Tween20 1%).

A seguir, estdo descritos sucintamente
os resultados estatisticamente significativos dos
testes comportamentais.

No LCE, os SHR, independente do
tratamento, apresentaram um maior
comportamento de risco que os WKY (i.e.,
maiores porcentagens de entradas e de tempo
nos bracos abertos). Além disso, a inibicdo do
TAAR1 aumentou o comportamento de risco
dos WKY (i.e., os ‘WKY EPPTB’ apresentaram
uma porcentagem de tempo nos bragos abertos
maior que a dos ‘WKY Veiculo’).

No CA, os SHR, independente do
tratamento, também apresentaram um maior
comportamento de risco em comparacdo aos
WKY (i.e., uma menor laténcia para primeira
entrada na regido central, mais tempo na regido
central e maior porcentagem de distancia nesta
regido) e uma hiperatividade motora (i.e.,
percorreram uma maior distancia total, bem
como desenvolveram uma maior velocidade
média e maxima em comparacdo aos WKY). Em
relacdo ao tratamento, a inibicho do TAARL1
exacerbou o comportamento de risco dos SHR



(i.e., os ‘SHR EPPTB’, comparados aos ‘SHR
Veiculo’, apresentaram uma maior porcentagem
de distancia e tempo na regido central). Em
contrapartida, a ativacdo do TAAR1 melhorou a
avaliacdo de risco dos WKY e SHR (i.e., os
animais tratados com o RO05256390 tiveram
uma maior laténcia para primeira entrada na
regido central em relacdo aos tratados apenas
com veiculo, independente da linhagem) e
reduziu significativamente a hiperatividade dos
SHR (i.e., 0s ‘SHR R05256390’, em relagao aos
‘SHR Veiculo’ apresentaram uma menor
distancia total e menores velocidades média e
maxima).

No teste de AE, os SHR, independente
do tratamento, apresentaram um maior nimero
total de entradas e uma maior porcentagem de
AE em relacdo aos WKY. Embora esse Uultimo
parametro seja um indicativo de um melhor
desempenho cognitivo dos SHR, o coeficiente
de correlacdo de Pearson, mostrou que a
porcentagem de AE esteve diretamente
relacionada ao numero total de entradas,
aludindo para a possibilidade de esta udltima
varidvel ser um fator de confundimento para
interpretacdo do resultado relativo & cognigéo
dos animais.

CONCLUSOES:

A primeira conclusdo do presente
estudo é que os SHR, semelhante ao observado
nos individuos com TDAH, apresentaram um
maior comportamento de risco e uma
hiperatividade motora, corroborando esses
animais como um modelo adequado para o
estudo do TDAH. Ineditamente, mostrou-se que
0os SHR apresentaram uma subexpressao do
TAAR1 em regides da via mesocorticolimbica
gue participam da fisiopatologia do TDAH. Além
disso, a diminuicdo dos niveis do TAAR1
contribui para as alteragbes comportamentais
apresentadas pelos SHR, visto que a ativacio
do TAAR1 pelo RO5256390 diminuiu a
hiperatividade e melhorou a avaliagdo de risco,
enguanto que o antagonismo com EPPTB
aumentou o comportamento de risco tanto dos
SHR quanto dos WHKY. Portanto, esses
resultados indicam uma possivel participacdo do
TAARL1 na fisiopatologia do TDAH, bem como
apontam para o seu potencial terapéutico.
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INTRODUCAO:

O envenenamento por serpentes € um
grave problema de salde publica em diversas
regibes do mundo, sendo considerado
negligenciado. Nos paises tropicais e
subtropicais as maiores taxas de morbidade e
mortalidade ocorrem em areas pobres,
subdesenvolvidas, rurais, e em lugares
afastados (BARRETO et al, 2010; BRITO &
BARBOSA, 2012). Por ano ocorrem cerca de
1.800.000 a 2.700.000 envenenamentos e
81.000 a 138.000 mortes resultante da mordida
de serpentes (GUTIERREZ et al., 2017). No
Brasil, entre 2000 e 2017, o sistema de
vigilancia oficial brasileiro registrou 471.801
mordidas por serpentes, resultando em 27.753
casos em média por ano (MINISTERIO DA
SAUDE DO BRASIL, 2017).

Na distribuicdo de acidentes por género
de serpentes peconhentas no Brasil, o género
Bothrops predomina com 86,12% dos casos,
seguido da Crotalus com 10,65%, o género
Lachesis com 2,03% e o género Micrurus
resultou em com 1,2% (MS/DATASUS, 2017).

As serpentes do género Bothrops, estédo
em todo o territério nacional, e sdo responsaveis
pelo maior indice de acidentes ofidicos em
nosso pais. Possuem cauda lisa, ndo tem
chocalho e as suas cores variam muito,
dependendo da espécie e da regiao onde vivem.
Habitam zonas rurais e periferias de grandes
cidades, preferindo ambientes Umidos como
matas e areas cultivadas e locais onde haja
facilidade para proliferacéo de roedores (paidis,
celeiros, depositos de lenha). Tém habitos
predominantemente noturnos ou crepusculares.
Sendo importante destacar que as serpentes
Bothrops jararacussu e B. jararaca merecem
atencao especial devido a severidade de suas
picadas e por habitar &reas densamente

povoadas, além de ambas as serpentes
possuirem importancia clinica no estado do Rio
de Janeiro (ARAUJO, 2017). Mediante ao alto
indice de acidente botropico e a importancia
clinica provocados pelos envenenamentos pelas
serpentes B. jararaca e B. jararacussu em nosso
estado, neste trabalho investigamos o veneno
destas serpentes.

Os componentes do veneno podem ser
divididos em uma parte protéica e uma nao-
protéica. A parte ndo-protéica representa cerca
de 0,5 a 1 % do peso seco do veneno e é
formada por material inorganico (sddio,
potassio, célcio, zinco, magnésio, ferro, cobalto)
e organico (citrato, lipidios, carboidratos,
nucleotideos e aminas vasoativas). A parte
protéica é constituida por uma gama de
proteinas com ou sem atividade enzimética e
peptideos, sendo esta responsével pelos efeitos
téxicos observados no envenenamento. Esses
componentes podem se ligar a receptores
especificos, canais i6nicos ou proteinas
plasméaticas e causar alteragbes em
mecanismos  fisiolégicos  importantes do
organismo animal. Por isso, eles tém sido alvo
de estudos moleculares ha anos, e tém
contribuido com avancos farmacoldgicos
importantes (MCCLERARY & KINI, 2013).

A soroterapia € o principal e o Unico
tratamento especifico do envenenamento de
picada de serpentes (LALLAO, 2003). Sendo
este produzido por quatro grandes centros:
Centro de Producdo e Pesquisa de
Imunobiolégicos (CPPI, Curitiba, PR), Instituto
Vital Brazil (IVB, Niteréi, RJ), Instituto Butantan
(IB, Séo Paulo, SP) e a Fundagéo Ezequiel Dias
(FUNED, Belo Horizonte, MG). Esta terapia
deve ser realizada o mais rapido possivel e a
dose administrada varia de acordo com o tipo e
a gravidade do acidente (BRASIL, 2019). A
administracdo do soro deve ser realizada pelo



menos nas primeiras seis horas do
envenenamento para que evite que ocorra a
disseminacado do veneno pelos 6rgdos (BRASIL,
2001), porém, mesmo que o tratamento seja
feito rapidamente, a acdo miotéxica do veneno
nao é neutralizada com eficacia, podendo gerar
amputacdes e/ou deformacBes no membro
acometido pela mordida (PICOLO, 2002).

Diante do exposto, torna-se importante
a busca por novos tratamentos que possam
complementar e/ou ser uma alternativa a atual
soroterapia para neutralizacdo dos efeitos
toxicologicos do veneno nas vitimas.

A busca por novos tratamentos para
acidentes ofidicos pode ser justificada pelo
crescente nimero de casos, a necessidade de
compostos mais apropriados para as diferentes
condicdes clinicas do envenenamento, inibicdo
de danos locais e pelos efeitos adversos da
soroterapia. Por isso, objetivamos neste
trabalho avaliar o efeito de trés algas marinhas:
Caulerpa racemosa, Gracilaria spp e
Kapppaphycus alvarezii (Tabela 1) em
neutralizar os distarbios de coagulacéo
induzidos pelo do veneno das serpentes B.
jararaca e B. jararacussu ajudando para um
novo tratamento para o envenenamento por
estas serpentes.

Tabela 1: Extratos das algas marinhas da
planta e suas respectivas siglas

Extratos Siglas
Caulerpa racemosa ECau
Gracilaria spp EGraci
Kapppaphycus alvarezii EKappa

RESULTADOS E DISCUSSOES:

O veneno de B. jararaca foi capaz de coagular o
plasma de maneira concentracao-dependente, e
a concentracdo de veneno capaz de coagular o
plasma em 60 segundos foi designada de
Concentragdo Coagulante Minima (CMC)
(dados ndo mostrados). A CMC foi usada para
avaliar o efeito dos extratos das algas nesta
atividade. O veneno de B. jararaca e B.
jararacussu foi incubado com os extratos das
algas: C. racemosa, Gracilaria spp e K. alvarezii
por 30 minutos a 25°C, na proporcado de 1.5 e
1:10 (veneno:alga, p/p) e em seguida a
atividade coagulante foi avaliada. Como pode
ser observado nas figuras 1 e 2, todos os
extratos inibiram a atividade coagulante
causada pela peconha em todas as proporcdes,
prolongando assim o tempo de coagulacdo do
plasma. Sendo que o extrato da alga K. alvarezii

foi o mais efetivo frente ao veneno de B.
jararaca, e o extrato da alga Gracilaria spp foi o
mais efetivo frente ao veneno de B. jararacussu.
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Figura 1. Efeito dos extratos das algas
marinhas na coagulacdo induzida pelo
veneno de B. jararaca.

O veneno de B. jararaca foi incubado com os
extratos por 30 minutos a 25°C, na proporg¢éo de
1:5 e 1:10. E, em seguida, a mistura foi
adicionada ao plasma e a coagulacdo
monitorada como descrito. Os resultados
expressam a média + SEM de trés experimentos
individuais (n=3). * p <0,05 em relag&o ao VB +
salina (coluna vermelha, controle.
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Figura 2. Efeito dos extratos das algas
marinhas na coagulacdo induzida pelo
veneno de B. jararacussu.

O veneno de B. jararacussu foi incubado com os
extratos por 30 minutos a 25°C, na proporc¢ao de
1:5 e 1:10. E, em seguida, a mistura foi
adicionada ao plasma e a coagulacdo
monitorada como descrito. Os resultados
expressam a média + SEM de trés experimentos
individuais (n=3). * p <0,05 em relagéo ao VB +
salina (coluna vermelha, controle).

O veneno de B. jararaca foi capaz de
coagular o  fibrinogénio  de maneira
concentracdo-dependente, e a concentracao de
veneno que foi capaz de coagular o fibrinogénio
em 40 segundos, designada de Concentracao
Coagulante  Minima (CMC) (dados nao
mostrados), foi usada para avaliar o efeito dos
extratos das algas nesta atividade. O veneno de



B. jararaca e de B. jararacussu foi incubado com
0s extratos das algas: C. racemosa e K.
alvarezii por 30 minutos a 25°C, na proporcao
de 1.5 e 1:10 e em seguida a atividade
coagulante foi avaliada. Como pode ser
observado nas figuras 3 e 4, todos os extratos
inibiram a atividade coagulante causada pelas
peconhas em todas as proporcdes, prolongando
o tempo de coagulacdo do plasma em relacdo
ao controle. Sendo o extrato da alga K. alvarezii
a mais efetiva frente ao veneno de B. jararaca e
ao veneno de B. jararacussu.
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Figura 3: Efeito dos extratos das algas
marinhas na fibrinocoagulac&o induzida pelo
veneno de B. jararaca.

O veneno de B. jararaca foi incubado com os
extratos por 30 minutos a 25°C, na proporcao
de 1:5 e 1:10 (Veneno: alga). E, em seguida a
atividade fibrinocoagulagdo foi realizada. Os
resultados expressam a média + SEM de trés
experimentos individuais (n=3). * p <0,05 em
relacio ao VB + salina (coluna vermelha,
controle). NT= néo testado
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Figura 4: Efeito dos extratos das algas
marinhas na fibrinocoagulacéo induzida pelo
veneno de B. jararacussu.

O veneno de B. jararacussu foi incubado com os
extratos por 30 minutos a 25 °C, na proporcao
de 1.5 e 1:10 (Veneno:alga). E, em seguida a
atividade fibrinocoagulacdo foi realizada. Os
resultados expressam a média + SEM de trés
experimentos individuais (n=3). * p <0,05 em
relacdo ao VB + salina (coluna vermelha,
controle).NT= ndo testado.

Os venenos de B. jararaca e B.
jararacussu  apresentaram uma atividade
proteolitica dependente da concentracao (dados
nao mostrados). Uma concentracao efetiva (CE)
foi designada como a concentracdo de veneno
que causou uma variacdo de leitura de 0.2 em
A420. Esta CE dos venenos B. jararaca e B.
jararacussu foi incubada com os extratos das
algas marinhas C. racemosa, Gracilaria spp e K.
alvarezii na propor¢éo 1:5 e 1:10 e a atividade
proteolitica foi avaliada. As algas marinhas
foram capazes de inibir a atividade proteolitica
de ambos o0s venenos, e em diferentes
proporcdes, principalmente a alga Gracilaria spp
(Figuras 5 e 6).
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Figura 5: Efeito dos extratos das algas
marinhas na atividade proteolitica induzida
pelo veneno de B. jararaca.

O veneno de B. jararaca foi incubado
com o0s extratos por 30 minutos a
25°C, na proporcdo de 1:5 e 1:10
(Veneno: alga). E, em seguida a atividade
proteolitica foi realizada. Os resultados
expressam a média + SEM de trés experimentos
individuais (n=3).
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Figura 6:

Efeito dos extratos das algas marinhas na
atividade proteolitica induzida pelo veneno
de B. jararacussu.



O veneno de B. jararacussu foi incubado com os
extratos por 30 minutos a 25°C, na proporcao
de 1:5 e 1:10 (Veneno: alga). E, em seguida a
atividade proteolitica foi realizada. Os resultados
expressam a média + SEM de trés experimentos
individuais (n=3). NT= nédo testado.

CONCLUSOES:

Os extratos das algas C. racemosa, Gracilaria
spp e K. alvarezii foram capazes de neutralizar
as atividades in vitro (coagulante, fibrinolitica,
proteolitica) induzida pelo veneno de B. jararaca
e B. jararacussu em diferentes poténcias.
Portanto, essas algas marinhas tém potencial
biotecnolégico para levar ao desenvolvimento
de terapias alternativas e/ou complementares
para envenenamento pelas serpentes B.
jararaca e B. jararacussu.

Esse trabalho também mostra a importancia
biotecnolégica da biodiversidade marinha
brasileira nos estudos de bioprospeccéo.
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INTRODUCAO:

Uma série de evidéncias convergem para a
ideia de que expressbes faciais apresentam um
papel importante na interagdo e comunicacao
social. E sabido que comportamentos sociais
podem ser modificados e influenciados por
estados afetivos, os quais sofrem regulacdo e
influéncia da percepcdo de faces afetivas O
processamento de expressodes faciais pode ser
modulado por tracos individuais e pelo contexto
na qual séo inseridas, principalmente para faces
neutras, j& que sdo faces mais ambiguas. A
literatura aponta que, de fato, uma informacéo
prévia tem a capacidade de alterar a percepcao
de faces. Todavia, grande parte desses estudos
utilizou um desenho experimental onde as
informacbes prévias eram explicitamente
associadas as faces (informag8es biogréaficas
sobre as faces). Diferentemente dos trabalhos
prévios, neste projeto foi utilizada uma
abordagem implicita de pré-ativacdo, a fim de
atribuir emocédo a faces neutras. Para isso, foi
utiizada uma amostra universitaria de 134
mulheres saudaveis (média= 21.68 e d.p.=
4.112) , onde investigamos se, a partir de uma
manipulagdo implicita de pré-ativagdo por
apresentacdo de um texto negativo (tematica de
abuso sexual infantil; grupo com 67 voluntarias)
em um primeiro experimento, conseguiriamos
promover um efeito sobre o processamento das
faces neutras em um segundo experimento.
Como controle, outro grupo foi apresentado a
um texto neutro (temética de carteira de

identidade; com 67 voluntarias). No segundo
experimento, todas as participantes realizaram
testes comportamentais divididos em duas
tarefas. A primeira tarefa consistia no
julgamento da orientacdo de duas barras
periféricas onde as faces neutras eram
apresentadas como distrativas e a segunda
consistia no julgamento da valéncia das faces
apresentadas, e as faces neutras eram
apresentadas como foco de atencéo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Foram analisados o nimero de vezes que faces
e objetos foram julgados como negativos ou
neutros apés a apresentacdo do texto negativo
ou neutro. Foram realizadas duas ANOVA de
medidas repetidas, contento dos fatores
“Contexto” (Neutro e Negativo) e “Estimulo”
(Faces Neutras e Objetos), e para todos os
resultados adotamos o valor de a=0,05. A partir
disso, encontramos um efeito significativo do
contexto (F(1, 79) =5,6537, p=, 01), mostrando
que, apdés o0 texto negativo, mais estimulos
foram julgados como negativos do que apés o
contexto neutro, e um efeito significativo do
estimulo (F (1, 79) = 108,82, p<,001), refletindo
que e uma maior quantidade de faces foi julgada
como negativa em comparacéo com os objetos,
independente do contexto. Adicionalmente,
encontramos uma interagao entre “Contexto” e
“Estimulo” (F (1, 79) = 6,1976, p=,01).

Os resultados mostraram que a pré-ativacao
gerada pelo texto negativo  (primeiro



experimento) promoveu um efeito na tarefa de
julgamento da valéncia das figuras (segundo
experimento). Podemos observar que, no grupo
apresentado ao texto negativo, houve um maior
namero de faces neutras julgadas como
negativas, quando comparado ao efeito gerado
pelo texto neutro, confirmando a hipétese deste
trabalho. J& em relacdo ao tempo de reacao,
tanto na tarefa de julgamento de barras, como
na tarefa de julgamento de valéncia das figuras,
ndo foi observada nenhuma modulacdo pela
pré-ativacdo induzida pelo texto prévio.

CONCLUSOES:

Estes resultados mostram que uma informacéo
apresentada em um experimento anterior e
independente é capaz de alterar o
comportamento em um experimento
subsequente, mesmo quando realizado com
intervalo de alguns minutos. Portanto, o
presente trabalho acrescenta a literatura
importante  evidéncia de que  nossos
comportamentos e agGes sdo modulaveis por
informacdes precedentes de maneira implicita
ou pouco percebida.
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INTRODUCAO:

Streptococcus agalactiae
(estreptococos do grupo B, EGB) é um
importante patdgeno humano, sendo agente
etiolégico de septicemia e meningite em
neonatos e infeccbes no adulto
imunocomprometido.

A doenca neonatal é classificada como
de inicio precoce, quando ocorre nos primeiros
sete dias, ou tardia, da primeira semana ao
terceiro més. Como o principal fator de risco
para desenvolvimento das infeccdes é a
colonizagdo materna, em 1996, foi elaborado
pelo Centers for Disease Control and Prevention
(CDC) e revisado 2002, o guia para prevencao
da infeccdo precoce no recém-nascido,
recomendando a quimioprofilaxia para todas as
gestantes colonizadas por EGB entre a 352 e a
372 semanas de gestagdo. O antimicrobiano
recomendado na profilaxia intraparto é a
penicilina, porém outras opcdes devem ser
administradas em pacientes alérgicas a esta
droga. As principais alternativas sdo a
cefazolina, quando h& baixo risco de reagGes
anafilaticas, clindamicina, se a amostra isolada
apresentar susceptibilidade a este agente ou
vancomicina, quando a amostra é resistente a
clindamicina ou quando nao ha informacdo a
respeito da susceptibilidade a este agente. No
entanto, tem sido relatada, inclusive em nosso
meio, a resisténcia a clindamicina e outros
antimicrobianos, como as fluoroquinolonas.
Recentemente também foram descritos casos
de susceptibilidade reduzida a alguns B-
lactdmicos.  Estratégias de classificacéo
epidemiolégica de agentes infecciosos tém sido
realizadas a fim de facilitar o estudo de tais
patdgenos e as doencas associadas. A
classificagdo de sorotipos do EGB é baseada
em diferencas antigénicas da capsula

polissacaridica, sendo atualmente reconhecidos
10 tipos capsulares (la, Ib, 11, 1ll, 1V, V, VI, VII,
VIII e IX). Além de sua importadncia como
marcador epidemiolégico, a céapsula € um
importante fator de viruléncia contribuindo para
a resisténcia a fagocitose. Devido a sua
importancia na patogénese do EGB, a capsula
polissacaridica é ainda considerada a principal
candidata para o desenvolvimento de uma
vacina a ser utilizada na gestante, a fim de
prevenir a infeccdo neonatal. Assim, o
conhecimento sobre os tipos capsulares
circulantes em uma determinada regido é
essencial para fornecer subsidios sobre o
impacto de uma vacina baseada em tipos
capsulares em uma determinada populacéo.
Além disto, considerando que atualmente a
prevencdo da doenga estreptocécica neonatal
se baseia na profilaxia intraparto, € fundamental
0 continuo monitoramento da resisténcia aos
antimicrobianos recomendados.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Um total de 31 amostras de S.
agalactiae, isoladas de secre¢do vaginal (18) e
urina (13) de gestantes atendidas no Servigo de
Pré-Natal do HUAP, entre outubro de 2013 e
fevereiro de 2019, teve sua espécie confirmada
pelos testes fenotipicos (hidrélise do hipurato de
sédio e CAMP). Tais amostras foram
submetidas ao teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos. As amostras foram sensiveis a
ceftriaxona, clindamicina, levofloxacina,
penicilina e vancomicina. Foi observada néo-
susceptibilidade a eritromicina (1 amostra
intermediaria, 3,2%) com fenétipo M de
resisténcia aos macrolideos, e & tetraciclina (23
amostras resistentes, 74,2% e uma amostra
intermediaria, 3,2%). Observa-se uma redugédo
na ocorréncia de resisténcia aos macrolideos,



guando comparado a outros estudos realizados
na regido e em outras regides geograficas, além
da manutencdo da significativa resisténcia a
tetraciclina entre as amostras estudadas.
Também foi determinada a distribuicdo dos tipos
capsulares, principal marcador epidemiolégico
da espécie. Todas as amostras foram
submetidas a tipificacdo capsular, sendo
possivel identificar o tipo de capsula em 28
amostras  (90,3%). Os tipos capsulares
encontrados foram: la (10, 35,7%), Ib (5,
17,9%), 1l (6, 21,4%), Il (3, 10,7%) e V (4,
14,3%). Considerando a origem clinica das
amostras, a distribuicdo dos tipos capsulares foi
a seguinte:

Espécime/ Sec vaginal Urina
Tipo capsular
la 7 (38,9%) 3 (30%)
Ib 4 (22,2%) 1 (10%)
Il 3 (16,7%) 3 (30%)
i 2 (11,1%) 1 (10%)
Y 2 (11,1%) 2 (20%)

Empregando-se o teste exato de Fisher,
néo foi observada associagdo significativa entre
o0 tipo capsular e a origem clinica das amostras
(p > 0,05).

CONCLUSOES:

- A resisténcia de S. agalactiae a tetraciclina,
caracteristica observada em diversos estudos
realizados tanto na regido como em outras
regides, continua sendo bastante significativa.

- A ndo susceptibilidade & eritromicina,
caracteristica que vem sendo observada
continuamente, tanto em amostras circulantes
na regido como em outras, foi bastante reduzida
no presente estudo.

- Foi observada uma ampla distribuicdo dos
tipos capsulares, o que mostra que a populacéo
bacteriana circulante em nosso meio tem
natureza policlonal.

- Nao foi observada nenhuma associacio
estatisticamente significativa entre o tipo

capsular expresso pela amostra e sua origem
clinica.
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INTRODUCAO: A aterosclerose ¢ uma doenga

inflamatéria crénica e estd intimamente
associada ao processo inflamatério,
trombogénese e estresse oxidativo. As

plaguetas contribuem diretamente para o
desenvolvimento da aterosclerose. Uma vez que
sdo capazes de interagir com as células
endoteliais e leucdcitos, elas representam um
elo entre a inflamagdo, a trombose e a
aterogénese, desempenhando um papel crucial
ndo s6 na progressdo da aterosclerose, mas
também na fase inicial da doenca. Diversos
estudos tém demonstrado o importante papel
exercido por moduladores de nucleotideos
ciclicos como o cilostazol e a inosina através de
aclOes antiplaquetaria, vasodilatadora,
antioxidante e anti-inflamatéria. Desta forma,
postulamos a hipétese de que o cilostazol e a
inosina poderiam exercer efeitos benéficos
sobre a aterosclerose, uma doenga que esta
intimamente associada ao processo
inflamatorio, estresse oxidativo e o sistema
cardiovascular. Os objetivos deste trabalho
consistem em: (1) Caracterizar o modelo de
hipercolesterolemia e investigar o0 processo
fisiopatoldgico desencadeado pela dieta, (2)
Avaliar as propriedades antiplaquetarias dos
moduladores de nucleotideos ciclicos
administrados subcronicamente no modelo
experimental.

Ratos wistar (150-200g) foram divididos em 5
grupos: Grupo controle (C) e controle tratado
com cilostazol (C+Cilo), controle tratado com
inosina  (C+Ino), alimentados com ragéo
comercial padréo, grupo dieta

hipercolesterolémica  (HC), grupo  dieta
hipercolesterolémica + Cilostazol (HC+Cilo) e
grupo dieta hipercolesterolémica + Inosina
(HC+Ino) alimentados com dieta
hipercolesterolémica. No 31° dia de dieta, foi
realizado o tratamento crbnico com 0s
compostos teste (Cilostazol 30 mg/Kg e Inosina
10 mg/Kg) uma vez ao dia, totalizando 15 dias
de tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSOES: A dieta
hipercolesterolémica foi capaz de promover o
aumento da agregacdo plaquetaria induzida
pelo ADP (HC: CEso = 0,09 + 0,02 uM X C: CEso
= 0,40 £ 0,05 uM). e pelo colageno (HC: CEso =
0,13 + 0,02 pg/mL X C: CEso = 0,65 + 0,06
pg/mL). O tratamento com inosina, por outro
lado, se mostrou capaz de reduzir de forma
significativa a poténcia do ADP em induzir a
agregacéo quando comparado ao grupo HC nas
concentracdes de 1 pM (HC+INO: 21,43 + 1,24
x HC: 30,25 + 2,35), 5 pM (HC+INO: 25,64 +
1,13 x HC: 39,25 + 3,20), 10 pM (HC+INO:
25,79 + 1,17 x HC: 36,67 + 3,02) e 20 uM
(HC+INO: 27,57 + 1,05 x HC: 37,17 + 3,21). O
tratamento com cilostazol foi capaz de reduzir a
agregacdo plaquetéria induzida pelo ADP nos
animais alimentados com dieta
hipercolesterolémica, efeito este observado pelo
aumento do CEso: 0,42 + 0,06 pM (p<0,05).
CONCLUSOES: O conjunto de resultados
observados mostrou que o0s tratamentos
farmacolégicos empregados apresentaram uma
diminuicdo significativa da resposta agregante
plaguetaria, demonstrando eficicia no seu papel
antiplaquetario no modelo in vivo.
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Andlise do perfil lipidico das glandulas produtoras de feroménios sexuais
de insetos vetores da doenca de Chagas
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INTRODUCAO:

Os ferombnios s&o caracterizados
como compostos guimicos que
proporcionam mudangas comportamentais
elou fisiolégicas especificas em um ou
mais individuos de uma mesma espécie
(DUSENBERY, 1992; TILMAN et al., 1999).
Dentre estes podemos destacar o0s
ferombnios sexuais que promovem a
atracdo entre machos e fémeas para que
ocorra 0 acasalamento (JOHANSSON &
JONES, 2007; STEIGER & STOKL, 2014).

Na maioria dos insetos a producgéo
desses compostos ocorre em glandulas
exodérmicas associadas a orificios
cuticulares (PERCY- CUNNINGHAM &
MACDOLNALD, 1987). Essas glandulas sdo
constituidas por células secretoras que
podem estar associadas a um reservatorio,
onde os ferom6nios sdo estocados. Nas
glandulas que ndo possuem reservatorio
seus compostos sdo sintetizados e
imediatamente liberados no meio ambiente
(TILMAN etal., 1999).

Os hemipteros da  subfamilia
Triatominae, vetores do Trypanosoma cruzi
(CHAGAS, 1909), agente etioldgico da doenga de
Chagas (CARCAVALLO et al, 1999a),
apresentam glandulas responsaveis pela
sintese e emissdo de feromdnio sexual. Nas
espécies Triatoma infestans, Triatoma
brasiliensis e Rhodnius prolixus esses sinais
guimicos sdo encontrados nas Glandulas
Metasternais (GMs) (MANRIQUE et al.,

2006; PONTES et al., 2008; VITTA et al.,

2009).

Resultados prévios do nosso grupo,
demonstraram através da técnica de
microscopia eletrénica de transmissdo que a
porcdo secretora da GM de R. prolixus
apresenta diversas inclusdes lipidicas (dados
ainda nao plublicados). Entretanto imagens de
microscopia de luz do aparato glandular ainda
néo foram realizadas.

Nos insetos, os lipidios séo
constituintes de estruturas celulares, atuam
como reservas energéticas, precursores de
hormbnios e ferombénios (ARRESE et al .,
2001). Essas moléculas sdo adquiridas pela
dieta, como os triacilgliceréis efosfolipideos, que
sdo hidrolisados em &cidos graxos livres e em
seguida sdo absorvidos pelo epitélio intestinal
(CANAVOSO et al., 2001). Em R. prolixus a
guantidade de lipidios no corpo gorduroso
diminui gradativamente nos insetos em jejum
(PONTES, 2008). Neste triatomineo também
foianalisado que parte dos lipidios armazenados
no corpo gorduroso das fémeas adultas sdo
transportados por lipoforinas até os ovérios
(ATELLA et al., 1992; COELHO et al., 1997).
Neste contexto, propomos capturar imagens de
microscopia de luz da GM, afim de entender
melhor os aspectos morfologicos dessa
glandula, alem de identificar o perfil de lipidios
da GM de R. prolixus, para que futuramente
possamos contribuir no desenvolvimento de
estratégias inovadoras de controle desse inseto
vetor.



RESULTADOS EDISCUSSOES:

As analises de microcopia Optica
confirmaram que a GM é composta por um
tecido glandular associado a canaliculos
intercelulares, responséaveis pela condugdo dos
compostos produzidos nesse tecido até o ducto
central, esta ultima estrutura é responsavel por
encaminhar o feromdnio até o reservatério onde
ficara armazenado até sua liberacao (Fig. 1).

Através da TLC foram identificadas as
classes de lipidios presentes na GM de R.
Prolixus (Fig. 2). A presenca de lipidios na GM
indica que essas moléculas provavelmente
estdo envolvidas na rota biossintética do
ferombnio sexual desse triatomineo. Diversos
estudos apontam os lipideos como uma rica
fonte de precursores para a biossintese dos
feroménios de insetos (PERCY-CUNNINGHAM &
MACDONALD, 1987; TILMAN et al., 1999).
Como por exemplo, nas mariposas que 0S
compostos dos ferombnios sexuais sdo alcoois,
aldeidos e acetatos ésteres (WITZGALL et al.,
2004), essas moléculas séo sintetizadas a partir de
&cidos graxos, armazenados nas glandulas de
producdo de feromdnio sexual (JURENKA,
2003). Pontes e colaboradores (2008) relataram que
os componentes do feromdnio sexual de R. prolixus
sdo alcodis e cetonas, onde acidos graxos
podem ser os precursores desses compostos.

CONCLUSOES:

Neste trabalho idenficamos as principais
estruturas presentes na porcao secretora da GM,
responsaveis pela producdo e condugdo dos
feroménios sexuais, até que ocorra sualiberagéo
no meio ambiente. Além de identificamos pela
primeira vez o perfil lipidicos presente nas células
responsaveis pela biossintese do feromdnio
sexual. Outras analises bioquimicas e
moleculares sdo necessarias afim de identificar
0s principais lipideos envolvidos na biossintese do
feromdnio sexual de R. prolixus, dessa forma
podemos  futuramente  desenvolver  novas
metodologias de controle desse inseto vetor.
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Figura 1: Imagem da porcéo secretora da GM de
R. prolixus capturada através de microscépio 6ético.
A: visdo geral da porcdo secretora, observamos
a presenta do tecido glandular associado ao
canaliculos e ducto central, responsaveis por
conduzir o ferombnio até o reservatério. B:
detalhe dos canaliculos (*) e dutcto cental (seta).
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Figura 2: Cromatograma do perfil lipidico do corpo
gorduroso (CG), cuticula (CT) e glandula metasternal
(gm) de R. prolixus. 1- CG; 2- CT; 3-GM;

FL: Fosfolipidios; MAG: Monoacilglicerol; CO:
Colesterol DAG: Diacilglicerol AG: Acido graxo; TAG:
Triacilglicerol; COE: Colesterol Esterificado (Colesteril
Ester).
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INTRODUCAO:

O peptideo AB é produto da clivagem da
proteina precursora do amildide (APP),
processada pela via amiloidogénica. A via
alternativa, ndo-amiloidogénica, gera um
fragmento chamado de proteina precursora do
amiloide solivel a (aAPPs) com fungbes
neurotréficas e de crescimento neuritico, em
neurdbnios de todo sistema nervoso central
(SNC). Nosso grupo vem estudando a via
retinocolicular de ratos como modelo para
investigacdo dos mecanismos que regem O
desenvolvimento e a plasticidade no SNC.
Dados do nosso grupo demonstraram que 0
nivel de expressao da APP é alto até a terceira
semana do desenvolvimento no coliculo
superior de ratos. Estudos anteriores mostraram
uma alteracdo na plasticidade nesse modelo,
guando utilizado nicotina local, alterando o
processamento da  APP. @) receptor
de neurotrofina P75 (p75N™R) é alvo de muitos
fatores de crescimento, incluindo fator de
crescimento nervoso (NGF), e medeia
processos antagbnicos como morte celular e
sobrevivéncia. Estudos mostraram, em outros
modelos, que o p75NTF pode se ligar tanto a
APP, quanto aos seus fragmentos, gerando
respostas diferentes. Quando ligado ao AB, o
receptor libera seu dominio de morte intracelular
e induz apoptose. Entretanto, quando ligados a
0APPs induz crescimento neuritico. Nesse
projeto, nosso primeiro objetivo foi caracterizar a
presenca e os niveis do receptor p75NTR nas
camadas visuais do CS ao longo do
desenvolvimento pos-natal.

METODOLOGIA:

O projeto foi aprovado pelo comité de ética da
UFF protocolo de niumero 00205. Foram usados
ratos da linhagem Lister Hooded em diferentes
estagios do desenvolvimento pés-natal, desde o
DPNO at¢é o DPN70. Foram dissecadas
amostras de coliculo superior (CS) para analise
bioquimica através da técnica de Western Blot.
As andlises estatisticas foram realizadas pelo
programa Graphpad Prism e foram
considerados significativos o0s valores de
P<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A andlise das diferentes isoformas do p75NTF
foram realizadas, demonstrando um aumento
significativo da isoforma madura durante o
desenvolvimento pés natal. Foi visto um padréo
de decaimento, nao significativo, do nivel
proteico da isoforma imatura durante o
desenvolvimento. J4 o somatério das duas
isoformas, p75NTF total ndo revelaram alteracdes
significativas durante o desenvolvimento pos-
natal. Nosso proximo passo serd avaliar se tal
receptor é capaz de interagir com a aAPPs a fim
de elucidar os mecanismos através dos quais 0s
efeitos plasticos induzidos pela nicotina
acontecem.

CONCLUSOES:

Esses achados demonstram a presenca do
p75NTF no Coliculo Superior e permitem o
estudo de uma possivel interacdo com a aAPPs
em modelos de plasticidade da via reticolicular.
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Titulo: Detecgdo molecular do poliomavirus de células Merkel em
carcinoma basocelular e no tecido perilesional: um estudo transversal
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Virologia

INTRODUCAO:

O primeiro e até agora Unico poliomavirus
humano oncogénico, o poliomavirus de células
Merkel (MCPyV), foi descoberto na Ultima
década, infectando cerca de 80% dos
carcinomas de células Merkel (CCM). Originado
de células localizadas na camada basal da
epiderme da pele, o MCC é um tipo raro e
extremamente agressivo de cancer de pele nao
melanoma (CPNM), que geralmente afeta
idosos, caucasianos e imunocomprometidos em
areas do corpo com alta exposicdo a UV.
Compreendendo as neoplasias mais
prevalentes em todo o mundo, os CPNM tém
sido investigados para buscar e elucidar outros
fatores de risco, como infec¢Bes por oncovirus.
Nosso grupo foi responséavel pelo primeiro
estudo em uma populacéo brasileira, com 32%
de positividade para MCPyV em bidpsias de
varios CPNM. Neste estudo, nos concentramos
em investigar o MCPyV exclusivamente em
pacientes com carcinoma basocelular (CBC).

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Analisamos biépsias congeladas e tecido
perilesional oriundas de 35 pacientes com
diagnostico histopatolégico de CBC tratados no
Hospital Universitario Antbnio Pedro entre
setembro de 2017 e dezembro de 2018. Os
dados demograficos foram coletados durante a
entrevista ao exame médico. A etnia foi definida
pelo dermatologista, de acordo com o fototipo
do paciente, classificado em "branco" ou "néo
branco". A localiza¢cdo do tumor foi utilizada
para inferir a exposic¢éo solar (alta, moderada ou
baixa). Todas as amostras tiveram DNA extraido
utilizando um kit comercial. O DNA do MCPyV
foi detectado por PCR aninhado para a regido

Local de realizacdo: MIP/Laboratério de

LT3. A analise estatistica foi realizada usando o
software SPSS statistics 20 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL). Todos os individuos concordaram
em participar assinando um consentimento
informado. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade.

Oito dos 35 pacientes contribuiram com mais de
uma lesdo. Em geral, os pacientes eram idosos
(72.4+11.8), predominantemente do sexo
feminino  (62.9%), brancos (94.3%) e
imunocompetentes (97.1%). As comorbidades
mais comuns encontradas foram hipertensao
arterial sistémica (68,6%) e diabetes mellitus
tipo 2 (14,3%). Onze pacientes com histéria
prévia de neoplasia e trés com lesdes pré-
malignas no momento da cirurgia também foram
identificados.  As  lesdes localizavam-se
principalmente na cabeca (68,7%), pescoco
(14,6%), membros superiores (10,4%) e
membros inferiores (6,3%).

Os pacientes foram classificados como MCPyV+
se pelo menos uma lesdo tivesse DNA viral
detectavel, resultando em 9 (25,7%) pacientes
com MCPyV+. Em relagdo as margens
cirdrgicas, 8 (22,8%) pacientes eram MCPyV+.
N&o foi encontrada associacao estatisticamente
significante (valor de p < 0,05) entre a
positividade do MCPyV e o género, etnia, idade,
exposicdo solar e estado imunologico dos
pacientes.

Sendo um virus epiteliotropico e oncogénico
recentemente descoberto, o MCPyV tornou-se
um alvo de pesquisa por sua possivel relacédo
ao CPNM. Como importantes fatores de risco do
CPNM ainda carecem de compreensao
abrangente, este estudo teve como objetivo
avaliar a positividade do MCPyV no CBC em 35
pacientes. Nossos resultados mostram que
25, 7% dos pacientes eram positivos para



MCPyV, comparaveis a outras populacdes
estudadas.

Segundo os resultados, as lesées do CBC e
tecido perilesional foram semelhantes para a
deteccdo do MCPyV, indicando que o virus esta
espalhado ao redor do tecido,
independentemente da presenga ou auséncia
de lesdo. Néo é sabido se o MCPyV ¢ acidental
ou tem algum papel no desenvolvimento do
CBC. No entanto, supbe-se que 0s oncovirus
possam fornecer as condicdes favoraveis
iniciais para o desenvolvimento de neoplasias
pelo mecanismo "hit and run", dificultando a
deteccdo do agente apds o estabelecimento da
lesao”.

A falta de associacéo entre a deteccao viral no
CBC e os dados clinicos e demogréficos indica
gue eles ndo sdo fatores determinantes. Em
relacdo as comorbidades dos pacientes,
nenhuma mostrou significAncia para a
positividade do MCPyV. Infelizmente, ndo fomos
capazes de testar essas lesdes pré-malignas
para deteccéo viral.

CONCLUSOES:

Embora, a partir de nossos achados, o0 MCPyV
pareca ndo se correlacionar com os principais
fatores de risco para o desenvolvimento de
CBC, este estudo amplia o conhecimento do
MCPyV na populagdo brasileira. Mesmo com
sua caracteristica mistura étnica, nossa
populacdo continua sendo uma das mais
afetadas pelo CPNM em todo o mundo e,
portanto, todo o conhecimento sobre possiveis
associacbes de fatores de risco torna-se
relevante.
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INTRODUCAO: A baixa presséo parcial
de oxigénio das grandes altitudes leva a uma
condicdo conhecida como hipdxia hipobarica.
Estudos tém avaliado o controle neural cardiaco
durante hipéxia em repouso demonstrando que
mudancas  significativas da  modulagdo
autondmica cardiaca e variabilidade da pressao
arterial tendendo para predominéncia simpética
comecgam a ocorrer a partir de niveis de FiOz de
15% ~2500m, ndo ocorrendo em FiO2 maiores.
Outro estudo, que utilizou uma FO2 11,5%
~4800m,

variabilidade da

demonstrou que marcadores da
frequéncia cardiaca

relacionados a modulacdo vagal foram
reduzidos durante hipoxia. Um recente estudo
de revisdo sistematica publicado pelo nosso
grupo, encontrou que a resposta autonémica a
hipoxia é dependente, principalmente, do nivel
de altitude, do tempo de exposi¢éo e da pressdo
barométrica. Mediante ao exposto, as respostas
cardiovasculares de repouso durante & hipoxia
ndo estdo totalmente elucidadas. Portanto, se
faz necessario mais investigacdes. Nossa
hip6tese € de que o controle reflexo do coracgéo,
bem como, as respostas ventilatorias estao
relacionadas & queda da SpO2, que por sua vez
€ determinada por uma variagdo individual

durante hipoxia.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Conforme o esperado, em hipOxia a saturagéo
de oxigénio foi reduzida (SPO2 normoxia: 98 + 1
vs. SPO: hipoxia: 86 + 5%, p<0,0001) e a
ventilacdo aumentou em hipdxia (VE normédxia:
15,26 + 2,61 vs. VE hipdxia: 16,60 + 3,34 L/min,
p=0,02). A variabilidade da frequéncia cardiaca
foi avaliada no dominio da frequéncia para
estimar a modulacdo autonémica cardiaca. O
componente de baixa frequéncia (LF), o qual
representa modulacao simpética e
parassimpatica em repouso, néo foi alterado em
unidades absolutas (LFa norméxia: 1917 + 1791
vs. LFa hipéxia: 2176 + 1710 ms?; p=0,44).
Enquanto que o componente de alta frequéncia,
0 qual representa a modulagdo parassimpatica
cardiaca, foi reduzido em unidades absolutas
(HFa norméxia: 5069 + 534 vs. HFa hipoxia:
3621 + 4072 ms? p=0,0034). Em unidades
normalizadas (percentuais), a modulacdo LFn
em hipoxia foi aumentada (LFn norméxia: 30,16
+ 16,28 vs. LFn hipoxia: 41,94 + 21,77 u.n;
p=0,02). Enquanto que a modulacdo HFn em
hipéxia foi reduzida (HFn normoxia: 63,32 +

15,70 vs. HFn hipéxia: 50,68 + 18,40; p=0,007).



Dessa forma, o balanco simpatovagal foi
aumentado em hipéxia (LF/HF normoxia: 0,57 +
0,45 vs. LF/HF hipdxia: 1,39 + 1,98; p=0,01).
Além disso, a sensibilidade barorreflexa
espontanea foi reduzida em hipéxia (oLF
normoxia: 9,42 + 5,34 vs. oLF hipoxia: 7,37 +
5,34 ms/mmHg; p=0,009). Dessa forma, a
frequéncia cardiaca (FC) foi aumentada (FC
normoxia: 74 + 9 vs. FC hipoxia: 82 + 8 bpm;
p=0,0003). O débito cardiaco (DC) também foi
aumentado, (DC norméxia: 6,53 + 0,62 vs. DC
hipoxia: 7,27 + 0,82 |I/min; p=0,0001). O volume
sistélico (VS) nado se alterou (VS norméxia: 89 +
13 vs. VS hipéxia: 90 £ 12 ml; p=0,37). Esses
achados corroboram com os estudos anteriores
em relacdo as alteragdes autonOmicas
provocadas pela hipéxia, demonstrando que a
sensibilidade  barorreflexa espontédnea foi
reduzida, contribuindo para um balango

autondmico aumentado.

CONCLUSOES:

A condicao de hipoxia leva a diminuicdo da
energia espectral da banda HF devido a retirada
vagal. A poténcia total esta tendendo a reduzir,
indicando uma diminuicdo na modulag&o global
da frequéncia cardiaca. Além disso, 0 aumento
da energia espectral da banda LF e da relacdo
LF/HF em hipoxia demonstram que, nesta
condicao, existe uma maior ativagdo simpatica,
0 que levou a um aumento da FC e do débito
cardiaco. O controle barorreflexo da frequéncia
cardiaca foi reduzido durante a condicdo de
hipdxia, provavelmente por uma maior
dominancia do controle quimiorreflexo periférico,

ativado a partir dos baixos niveis de oxigenagéo

arterial. Esse reflexo também deve ter sido o
responsavel pelo aumento da ventilagdo em
hipoxia, ocorrendo pelo aumento do volume
corrente. Esses achados demonstram que a
hipoxia estressa os sistemas cardiovascular e
respiratério, a fim de garantir a manutencao da

homeostase.
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Autores: Sofia Latgé Tovar Costa, Rodrigo Colaco Das Neves, Vanessa
Silvia Maisonnette, J. Landeira-Fernandez, Paula

Instituto de Biologia/Departamento de Neurobiologia/Laboratério de

Neuroplasticidade

INTRODUCAO:

Dentre os distdrbios emocionais
conhecidos, a ansiedade é o que mais aflige a
qualidade de vida humana. Apesar de ter um
nivel 6timo, propulsor do desempenho e defesa,
taxas exageradamente baixas ou elevadas
prejudicam a execucéo da tarefa, caracterizando
certo aspecto patoldgico.

No cérebro de mamiferos, o glutamato &
0 principal neurotransmissor excitatorio e suas
acOes sdo mediadas por diferentes receptores
(Collingridge e Lester, 1989). Ja é sabido que os
receptores NMDA (N-metil-d-aspartato) e o
AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolproprionato), de glutamato, possuem um
papel central na emocionalidade e cognicéo
(Barkus et al., 2010) e da mesma forma, afetam
aspectos da ansiedade, bem como, prejudicam
certas formas de aprendizado e memoria
(Barkus et al., 2010).

Em meio a isso, este projeto tem como
objetivos gerais realizar analises
comportamentais e neuroquimicas comparativas
em linhagens de ratos com alta (CAC) e baixa
(CBC) taxa de congelamento em relacdo aos
animais normais, controles da mesma espécie
(CTL). Essa resposta de congelamento
associada aos estimulos contextuais apresenta
um interessante isomorfismo com o transtorno
de ansiedade generalizado em humano, sendo
uma importante medida de medo condicionado.
A ansiedade, a memodria e expressao e a
localizagdo de subunidades de receptores
glutamatérgicos nos diferentes grupos também
foram analisadas.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

O primeiro experimento realizado foi o
teste do Labirinto em Cruz Elevado, classico
para analise do perfil de ansiedade dos animais.
Neste teste, avaliamos a porcentagem de
entradas e tempo nos bracos abertos como
indicativo de comportamento tipo ansioso. Os
dados obtidos revelaram uma diminuicdo
significativa na porcentagem de entradas e
tempo nos bracos abertos do grupo CAC em
relac@o aos grupos controle e CBC, confirmando
um fendétipo tipo ansioso nos animais CAC.

O proximo passo foi avaliar o teste de
Campo Aberto, que permite a analise de
diferentes parametros comportamentais.
Inicialmente, foi possivel observar um aumento
da atividade locomotora nos animais CBC e
uma diminuicdo significativa no numero de
rearing (locomocédo vertical) no grupo CAC.
Além disso, houve a maior locomoc¢éo central no
campo aberto do CBC, confirmando um perfil
menos ansioso neste grupo. Ainda mais, na
avaliacdo do pardmetro grooming, houve um
aumento significativo na comparagédo do grupo
CBC com os grupos controle e CAC.

Ainda no Campo Aberto, para se avaliar
também a memdria de habituagdo entre os
grupos, o nuamero de cruzamentos totais nos
dois dias do campo aberto foi analisado. Na
segunda exposigdo, por ja conhecer o ambiente,
€ esperado que o animal caminhe menos, o que
indicaria uma boa memdéria. Foi detectada
diferenca significativa apenas no grupo controle
com uma diminui¢do no ndmero de cruzamentos
no segundo dia em relagcdo ao primeiro. Por ndo
haver diferengca no ndmero de cruzamentos nos
grupos CBC e CAC, sugerindo que houve



prejuizo na memoria de habituagdo nestes
grupos.

Realizamos também o teste de
reconhecimento de objetos, um teste de
meméria amplamente utilizado. N&o foi
detectada diferenca significativa entre os
grupos, sugerindo que estes animais nao
tenham prejuizo neste tipo de meméria.

Quadros de ansiedade sao
frequentemente  associados a  quadros
depressivos e com isso, todos 0s grupos
animais foram submetidos ao teste de nado
forcado, o qual possui como critério de
avaliagdo o tempo de imobilidade. Este é
descrito como um indicador de desespero
comportamental (Gutiérrez-Garcia e Contreras,
2009), parametro experimental associado a
atividade depressiva. Observamos um aumento
significativo no tempo de imobilidade do grupo
CAC em relacdo ao grupo controle e entre CAC
e CBC, demonstrando um fendtipo tipo-
depressivo neste grupo experimental.

Levando em conta a hip6tese de que a
sinalizacdo pelo glutamato pode ter um papel na
disfuncdo comportamental da ansiedade, na
parte neuroquimica do projeto, analisamos os
niveis das subunidades GIuN1, GIuN2A e
GIluN2B do receptor NMDA no hipocampo dorsal
e ventral de animais. Os dados obtidos no
hipocampo ventral demonstraram um aumento
significativo dos niveis de GIuN1 em animais
CBC e CAC em relagéo ao controle.

Em relac@o aos niveis da subunidade
GIuN2A, observamos uma diminuicdo
significativa desta subunidade no hipocampo
ventral nos animais CAC em relacdo aos
animais controle e CBC. Por outro lado, a
subunidade GIuN2B, apresenta uma diminuicédo
significativa nos animais CBC em relacdo aos
animais controle e CAC.

No estudo neuroquimico, observamos
no hipocampo ventral dos animais CAC um
aumento da subunidade GIuN1 e uma
diminuicho da subunidade GIuN2A de
receptores NMDA. No grupo CBC, observamos
um aumento da subunidade GIuN1 e uma
diminuicho da subunidade GIuN2B de
receptores NMDA. A razdo entre as
subunidades GIUN2A e GIuN2B, no hipocampo
ventral, revelou um aumento nesta relacdo nos
grupos CBC e uma diminuicdo no grupo CAC
em relagdo ao grupo controle, indicando uma
maior estabilidade sinaptica no grupo CBC e
menor do grupo CAC em relacdo ao controle.

Os receptores de adenosina estdo
intimamente ligados a liberagdo de
neurotransmissores e a modulacdo de outras
moléculas de sinalizacdo envolvidas na
plasticidade neuronal (Sebastido e Ribeiro,
2009), além estarem diretamente relacionados a
varias desordens de ansiedade (Hohoff et al.,
2010; Huang et al., 2014; Correa e Font, 2008).
Analisamos entdo os niveis dos receptores Al e
A2A de adenosina, através da técnica de
western blot, no hipocampo de ratos CBC,
controle e CAC. Quanto ao conteldo de Al,
observamos uma diminuigdo deste receptor no
grupo CAC e um aumento no grupo CBC em
comparag¢do ao grupo controle. Em relacdo ao
receptor A2A de adenosina, detectamos uma
diminuicdo significativa nos animais CBC em
relacéo aos animais controle e CAC.

CONCLUSOES:

Em conjunto, estes dados confirmam
que o grupo CAC apresenta um fendétipo tipo
ansioso; e ainda apresenta prejuizo na memoria
de habituacdo. Observamos no hipocampo um
aumento da subunidade GIuN1 e uma
diminuicho da subunidade GIuN2A de
receptores NMDA.

Em contrapartida, o grupo CBC
apresentou um fendtipo tipo menos ansioso,
como pode ser visto na exploragdo mais ao
centro no teste do campo aberto; com prejuizo
na memoéria de habituacéo e hiperatividade (ndo
podemos descartar sua influéncia nos
resultados de ansiedade). Observamos no
hipocampo um aumento da subunidade GIuN1 e
uma diminuicdo da subunidade GIuN2B de
receptores NMDA. Em relacdo aos receptores
adenosinérgicos, os dados mostram que o0s
animais CBC tem um aumento de contetdo de
receptores Al e uma diminuicdo de A2a em
relacdo aos demais grupos. Por outro lado, o
animal CAC apresentou apenas uma diminui¢ao
do Al em relagdo aos outros grupos

Em conjunto, estes dados apontam para
a participacdo destes receptores nestes
modelos animais com distintos fendtipos de
ansiedade.
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INTRODUGCAO:

Cepas de E.coli associadas a aves
em geral apresentam um perfil comensal
ndo patogénico porém algumas podem
apresentar caracteristicas associadas a
viruléncia extraintestinal (EXPEC) e/ou de
resisténcia ou multirresisténcia a
antimicrobianos, seja isoladas de animais
sadios ou doentes. Tal fato confere a estas
cepas uma importadncia como potenciais
causadoras de doengas nos seres
humanos, geralmente transmitidas através
de alimentos.

Dados prévios obtidos no presente
projeto demonstraram a ocorréncia de
cepas com este perfil provenientes de
aves, alimentos (carne de aves) e ambiente
(solo).

Além do comportamento comensal
e patogénico extraintestinal, uma grande
diversidade de cepas de E.coli apresenta
um carater enteropatogénico, sendo
conhecidos ao menos seis patotipos

METODOLOGIA:

Foram estudadas 262 cepas de
E.coli isoladas ap6s o processamento de
181 amostras fecais de aves, 70 amostras
de alimentos e 15 amostras de solo. Dentre
este conjunto de cepas dois grupos

distintos. Dados recentes na literatura tém
indicado a presenca destas cepas em aves
de criagdo e, ainda que de modo mais raro,
a ocorréncia de cepas expressando
simultaneamente fatores de viruléncia
associados a um perfil patogénico intestinal
e extra intestinal.

A atividade adesiva destas cepas é
relevante na sua capacidade de se
associar e causar doengcas em Varias
circunstancias.

O objetivo deste trabalho foi avaliar
de a ocorréncia de marcadores genéticos
dos patotipos intestinais STEC (E.coli
produtora de Toxina Shiga) e EAEC ( E.
coli enteroagregativa) e a habilidade de
formacdo de biofime em cepas de
Escherichia coli isoladas de aves,
alimentos (carne crua de origem aviaria) e
ambiente (solo).

compunham cepas com perfil de viruléncia
extraintestinal (57 cepas- grupo V) e 26
com perfil de multirrestisténcia a
antimicrobianos (26 cepas- grupo R).

Foram investigados através de
ensaios de reacdo de polimerase em
cadeia (PCR), marcadores de STEC
(genes stx1 e stx2) e EAEC (gene aggR). A
atividade hemolitica foi investigada em
placas de agar sangue lavado de carneiro



(para diferenciacdo da alfa hemolisina apos
3 horas de incubacdo e enterohemolisina
apos 18-24h de incubacao).

A formac@o de biofilme em
superficie abiética (poliestireno) foi avaliada

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A investigacdo dos genes stxl e
stx2, marcadores de STEC, e aggR,
marcador de EAEC, foi realizada de modo
individual nas cepas das cepas dos grupos
de viruléncia e resisténcia, bem como no
conjunto total das 262 cepas, através de
ensaios com pools de 5 cepas por reacao .

A grande maioria dos pools
testados foi negativa para estes genes.
Apenas um pool de cepas isoladas de
alimentos foi positivo para o gene stx1l do
qual se isolou uma cepa positiva (AAM
7.2). Esta cepa, no entanto, ndo faz parte
nem do grupo de V ou R.

Adicionalmente, ndo se detectou os
marcadores investigados em nenhuma das
cepas testadas dos grupos V e R.

A atividade hemolitica, investigada
em 92 cepas sendo 67 destas isoladas de
fezes, 24 de alimentos e uma de solo,

CONCLUSAO:

A ocorréncia  de E. coli
apresentando marcadores genéticos de
STEC e EAEC, associado ou ndo a perfil
de viruléncia extraintestinal ou
multirresisténcia parece ser rara em cepas
isoladas de aves. No entanto, o fenétipo
associado a producéo de enterohemolisina,
detectado em diversas cepas sugere a
circulagdo/presenca de genes normalmente
encontrados em cepas enteropatogénicas.

A producdo de Dbiofilme em
poliestireno, relativamente frequente mas
de baixa intensidade € apresentada por
cepas de E. coli com perfil de viruléncia
extraintestinal isoladas de aves e carne de
aves.
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A cepa positiva para o gene stxl
nao demonstrou fenétipo enterohemaolitico.

A producdo de biofiilme em
poliestireno, foi caracterizada em 11 das 26
cepas do grupo V investigadas: 6 cepas
isoladas de fezes (1 forte, 1 moderada e 4
fracas) e 5 cepas isoladas de alimentos
(fraca).
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de Doengas Infecciosas e Granulomatosas.

INTRODUCAO: A imunossupresséo é o ato de
reduzir a atividade ou eficiéncia do sistema
imunolégico. Pode ser causada por uma doenga
imune ou, pelo contrério, ser intencional em um
tratamento de uma doenca autoimune ou usada
para evitar rejeicdo de um transplante. Portanto,
€ importante a pesquisa por novas alternativas
terapéuticas que auxiliem na recuperacdo da
homeostasia do sistema hematopoiético.
Atualmente as substancias utilizadas para
acelerar a recuperagdo hematopoiética
apresentam, além de um elevado custo, efeitos
colaterais indesejaveis. A procura por produtos
alternativos tem se intensificado, sendo as
plantas fonte importantes de produtos
biologicamente ativos. O nosso grupo purificou
uma lecitina do taro ou inhame (Colocasia
esculenta) de 12kDa, denominada tarina, e
demonstramos sua atividade mitogénica sobre
células esplénicas, da medula O6ssea onde
atenua parcialmente os efeitos indesejaveis da
ciclofosfamida, como a inducdo da hipoplasia
medular e acdo mutagénica de células
hematopoiéticas. Os resultados foram bastante
sugestivos que tarina poderia contribuir na
recuperacdo de precursores das linhagens de
células hematopoiéticas da medula Ossea.
Desta forma, seria de grande importancia para
aplicagéo da lectina do inhame na &area médica
como uma alternativa no tratamento de
pacientes com imunodeficiéncia da medula
Ossea decorrente de condicbes patoldgicas e
tratamentos terapéuticos. O objetivo geral deste
projeto é estudar os efeitos da tarina na
recuperacdo hematopoiética de camundongos
imunossuprimidos com ciclofosfamida.

RESULTADOS E DISCUSSOES: No presente
estudo foi realizado analise das populacdes
celulares da medula 6ssea obtida dos fémures
de camundongos através da citometria de fluxo.
No julgamento dos parametros de tamanho

versus granulosidade, verificamos que os
animais tratados com CY apresentaram um
aumento na regido correspondente a populacéo
de células mono/blasticas e diminuicdo na
regido de granuldcitos e linfécitos, ao contrario
daqueles que receberam a CY concomitante a
tarina  (CY+TAR). Na andlise fenotipica
verificou-se nestes animais uma drastica
diminuicéo de células Ly6-CloLy6-GN,
marcadores de diferenciacdo da linhagem
mieldide, de 25% para 0,72%, (controle e
tratado com CY respectivamente). Os animais
CY+TAR apresentaram maior frequéncia de
progenitores mieloides Grlintc-kijtlo,
correspondendo a 13% do total de células da
medula Ossea ao contrario daqueles que
receberam apenas CY que corresponderam 8%
da populacdo total. Da mesma forma a
frequéncia as células Grihic-kitt nos animais
CY+TAR foi cinco vezes maior naqueles
imunossuprimidos ndo tratados com a lectina
(8.5% e 1.5% das respectivamente). Por outro
lado, ao analisar o ciclo celular, observamos que
a associacdo de CY+TAR resultou em uma
diminuicao do numero de células na fase GO e o
aumento de células em apotose. Para
determinar se as células da medula 6ssea dos
camundongos imunossuprimidos tratados com
tarina seriam capazes de proliferar in vitro em
resposta a GM-CSF ou G-CSF, colbnias e
clusters foram contados em cultura de agar
apoés 7 dias. As culturas celulares obtidas de
camundongos CY em que foram adicionadas a
tarina no meio de culura, exibiram um ndmero
maior de colbnias e agrupamentos em
comparacdo com as culturas celulares obtidas
de animais os controles.

CONCLUSOES: A administragdo da CY em
camundongos reproduz os efeitos observados
em pacientes sob quimioterapia, onde uma forte
leucopenia é observada (Lustberg, 2012). Em



nosso estudo usamos o0 modelo de
camundongos imunossuprimidos com
ciclofosfamida (CY) e verificamos tanto in vitro
guanto in vivo uma importante acao
imunoestimuladora da tarina sobre células
hematopoiéticas progenitoras. A  tarina
inoculada em camundongos imunossuprimidos
por CY foi capaz de aumentar as células totais
da medula 6ssea, como visto pelo nosso grupo,
e alterar o perfil de distribuicdo das células da
medula O6ssea. Portanto, esses achados
confirmam as atividades de
proliferagéo/diferenciagéo das células
progenitoras. De fato, tanto os granulécitos
como 0s seus progenitores das células da
medula éssea estavam presentes com uma
frequéncia superior a observada em animais
imunossuprimidos nao inoculados com tarina.
Além disso, observou-se um aumento de células
mono/blasticas, suportando a agdo potencial da
tarina na manutencdo de células progenitoras
hematopoiéticas. A tarina parece manter as
células progenitoras e estimular a repopulacao
mais rapida de células GriM in vivo. Uma vez
que o marcador Grl pode ser expresso em
outros tipos de células, incluindo mondcitos,
macrdéfagos e células dendriticas (Ueha, 2011) o
marcador da superficie celular Ly6-G foi
avaliado. A presenca de granuldcitos maduros,
Ly6-C '°Ly6-G", e de precursores granulociticos,
Ly6-CniLy6-G°, na medula 6ssea de
camundongos imunossuprimidos com CY e
tratados com tarina, reforca o potencial da tarina
para estimular a diferenciacdo de células com
células da linhagem granulociticas. A
proliferagdo de células da medula 6ssea em
resposta ao GM-CSF e ao G-CSF em
camundongos imunossuprimidos com CY e
camundongos imunossuprimidos tratados com
tarina, foi bastante similar em clusters e
ndmeros de colénia no dia analisado.
Considerando o maior efeito toxicolégico do CY
no dia 3 e o efeito da tarina nos granul4citos em
diferentes estagios de desenvolvimento celular,
€ possivel que os efeitos da inoculacéo de tarina
possam ser evidenciados nos primeiros dias
e/ou na composicao do tipo celular presente nas
colbnias e clusters. O ciclo celular e a analise de
apoptose de células BM de camundongos
imunossuprimidos com CY tratados com tarina
confirmaram a capacidade de estimular a
proliferagcdo celular. O elevado numero de
células em apoptose em camundongos
imunossuprimidos com CY tratados com tarina

pode refletir a toxicidade para CY associada a
estimulacdo com tarina. A CY poderia estar
matando as células em processo de
proliferacéo/diferenciacdo apds o estimulo com
a tarina. Assim, os dados sugerem que a tarina
poderia promover uma repopulacdo mais rapida
e a renovacdo das células mieloides em
emergéncia. Em relacdo a isso, particularmente
os neutrofilos desempenham um papel crucial
no combate a infeccdo, assim, a tarina pode ser
considerada como uma molécula
imunoestimuladora candidata a recuperacdo do
estado de imunossupressdo. Uma vez que a
tarina também apresenta efeitos proliferativos
em células da medula 6ssea de animais
imunossuprimidos, o uso desta molécula para
evitar ou minimizar os efeitos colaterais da
imunossupressao da quimioterapia foi
considerado e cuidadosamente avaliado nos
modelos murinos apresentados a seguir.
Experimentos in vivo confirmaram que a
inoculacdo de tarina atenuou os efeitos
toxicologicos do CY, mantendo o numero de
leucdcitos do sangue periférico mais alto do que
em camundongos imunossuprimidos n&o
tratados. Além disso, uma resposta proliferativa
foi induzida em animais tratados apenas com
tarina, evidenciada pelo aumento no namero de
leucdcitos do sangue periférico, que atingiu o
pico duas vezes ap6s o segundo dia de
tratamento com tarina. A administracdo de tarina
também diminuiu o numero de eritrécitos
micronucleados in vivo, mas ndo preveniu ou
atenuou a diminui¢cdo nos niveis de hematdécrito
em animais CY, indicando um efeito protetor nos
progenitores eritréides, mas provavelmente ndo
em sua diferenciacdo. Com base nos resultados
obtidos, pode-se inferir que a administracéo de
tarina em camundongos imunossuprimidos pode
proteger progenitores hematopoiéticos,
principalmente de linhagens granulociticas,
antecipando proliferacdo/diferenciacéo e
consequente repovoamento da medula éssea e
liberacdo de novos leucécitos para sangue

periférico. Considerando que 0s
quimioterpicos, incluindo a ciclofosfamida,
podem causar linfadenomegalia e

mielossupressdo, e que mais de 10% dos
pacientes se tornam suscetiveis a infecges, a
tarina pode ser considerado como uma molécula
adjuvante imunomoduladora promissora em
regimes quimioterapicos.
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INTRODUCAO:

Estudos anteriores do nosso laboratério
demonstraram a expressdo dos subtipos de
receptores muscarinicos de acetilcolina M1, M2 e
Ms (MAChR) nos ductos eferentes (ED) e no
epididimo de ratos (Marostica et al., Life Sci
77:656, 2005; Siu et al., Cell Tissue Res 323:
157, 2006). O subtipo Mz esta envolvido com a
contragdo do musculo liso peritubular, mas as
funcdes dos subtipos M1 e M2 ainda n&o foram
esclarecidas. No trato reprodutor masculino os
neurotransmissores autondmicos podem estar
envolvidos com diversas fungdes, incluindo
secrecao de proteinas (Ricker et al., J. Androl
17: 117, 1996). Considerando que o epididimo
papel
fundamental na maturacdo, no transporte, na

de mamiferos desempenha um

protecéo e no armazenamento de
espermatozoides antes da ejaculacdo, bem
como a relacdo da inervacdo autonémica com
secrecao de proteinas, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos de agonistas e antagonistas
muscarinicos sobre a secrecdo da Clusterina

(CLU), uma proteina abundante no epididimo e

importante para o processo de maturagdo dos

espermatozoides.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Ratos Wistar machos adultos (240-260gq)
(CEUA/UFF 931/17) foram divididos em 6
grupos, que receberam 250p! de solugdo (i.v.),
contendo: solucdo salina (grupo controle) -
grupo CO; 0,04mg/kg? de Carbacol (agonista
muscarinico) - grupo CA; 1,8mg/kg! de Atropina
(antagonista muscarinico ndo seletivo), 30
minutos antes da administracdo de 0,04mg/kg?
de Carbacol — grupo AT+CA ; 0,5mg/kg? ug de
Pirenzepina (antagonista muscarinico M:-
seletivo); 30 minutos antes da administragdo de
0,04mg/kg?
0,5mg/kg! de

muscarinico M2- seletivo); 30 minutos antes da

de Carbacol - grupo PI+CA;

Metoctramina  (antagonista
administracdo de 0,04mg/ kg?' de Carbacol -
grupo ME+CA ou 0,2 mg/ kg (antagonista Ms-
seletivo); 30 minutos antes da administracdo de
0,04mg/kg? de Carbacol - grupo DA+CA. Duas
horas apds os tratamentos, os epididimos foram
retirados e dissecados. Os espermatozoides

foram obtidos da cauda epididimal para a



avaliagdo espermatica  (motilidade total,
motilidade progressiva, vigor, integridade e
funcionaldade de membrana). Homogenatos do
epididimo foram preparados para ensaios de
western blotting, bem como os epididimos
também foram fixados em formaldeido 4% para
inclusdo em parafina e ensaios imuno-
histoquimicos. Os estudos de western blotting
foram realizados com anticorpo primario
monoclonal anti-CLUa (1:500) e secundario 1gG
anti-camundongo  (1:3000) conjugado com
peroxidase. Os estudos imuno-histoquimicos
foram realizados com anticorpo primario anti-
CLUa (1:100) e secundario anti-lgG de
camundongo (1:250) conjugados com
peroxidase. Os valores s8o expressos como
médiatEPM; ANOVA, Neuman-Keuls, P<0,05.
Na cabeca epididimal, o tratamento com
agonista colinérgico, na auséncia ou na
presenca de antagonistas muscarinicos, nao
alterou a expressdo proteica da CLU nos
diferentes grupos experimentais, quando
comparados com 0s animais do grupo controle.
Por outro lado, o bloqueio dos receptores M1
com pirenzepina aumentou consideravelmente,
a expressado desta proteina na regido da cauda
epididimal, tanto quando comparado ao grupo
controle, como ao grupo que recebeu o
carbacol, mas n&o foi diferente dos outros
antagonistas. Nossos resultados da
imunomarcacdo para CLU no grupo controle
foram semelhantes ao padrdo de marcacao da
literatura (Hermo et al., J Androl 21: 122, 2000),
Este padrdo também nédo foi alterado com os
diferentes tratamentos na regido da regédo da
cabeca, mas a diferenca quantitativa na

expressdo da proteina vista nos ensaios de

western blot foi evidente na regido da cauda
proximal, particularmente nos grupos PI+CA e
ME+CA. Com relacdo a avaliacdo espermatica,
0s parametros avaliados também ndo foram
alterados com nenhum tratamento, quando

comparados com os animais do grupo controle.

CONCLUSOES:

Nossos resultados mostraram que o bloqueio de
receptores muscarinicos aumenta a expressao
da CLU na cauda proximal de ratos, e este
efeito é mediado pelos subtipos M1 e My,
sugerindo que fisiologicamente a acetilcolina
possa ter um papel na modulacdo de processos
secretérios e/ou regulagdo da expressdo de
proteinas neste tecido. No entanto, a
funcionalidade e integridade da membrana do
gameta masculino parece ndo ser afetada pela
ativacdo  ou

bloqueio dos  receptores

muscarinicos.
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INTRODUCAO:
A restricdo caldrica (RC) vem sendo

estudada e implicada como uma das estratégias
para o retardamento ou prevengdo de danos
causados pelo envelhecimento celular em
diferentes 6rgdos e tecidos. Conhecendo os
beneficios da RC, tem-se buscado alimentos
gue possam mimetizar os beneficios da RC sem
a necessidade de reducdo da ingestao
alimentar. Sabe-se que a canela (Cinnamomun
verum) atua no metabolismo da glicose, na
reducdo da gordura corporal, no perfil lipidico e
no estresse oxidativo em humanos e modelos
experimentais de obesidade e diabetes.
Portanto, buscamos investigar se a canela em
pé poderia atuar mimetizando os mecanismos
moleculares e os beneficios da RC, com foco
nas adapta¢des promovidas no tecido adiposo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Durante a experimentacao, que durou 6
semanas, os animais foram divididos em 4
grupos (8 animais por grupo), e organizados de
forma a conter 4 animais por gaiola. A ingestédo
alimentar e o peso corporal foram avaliados
diariamente durante o tratamento. Os grupos
foram ordenados de acordo com as dietas
ofertadas, da seguinte forma: Controle (CT) que
recebeu ragdo comercial ad libitum (AL);
Restricdo Caldrica (RC) que recebeu racéo
comercial com oferta limitada a 70% da ingestao
do grupo CT; Canela (CNL) que recebeu racdo
comercial ad libitum e suplementacdo diaria

através de gavagem de 50 mg de canela em poé
(Cinnamomun verum) por kg de peso corporal
em suspensao com 1% de metilcelulose (Sigma-
Aldrich); e Restricao Caldrica + Canela (RCNL)
que recebeu racdo comercial com oferta limitada
a 70% da ingestdo do grupo CT, e
suplementacgédo diéria através de gavagem de 50
mg de canela em pé por kg de peso corporal em
suspensédo com 1% de metilcelulose.

Ap6s o tratamento, os animais foram
sacrificados e tiveram tecidos coletados,
pesados e armazenados para as posteriores
andlises. A massa do tecido adiposo branco dos
compartimentos epididimal e perigonadal foram
utilizados para avaliacdo da adiposidade
visceral dos animais. Foram feitas analises
histolégicas (hematoxilina e eosina) do tecido
adiposo marrom e do tecido adiposo branco,
onde 250 adipdcitos/animal foram avaliados
para as medidas de sua area e didmetro. Além
disso, foram feitas andlises das concentracdes
séricas de (glicose (glicosimetro portatil),
colesterol e triglicerideo (kits colorimétricos
comerciais).

Considerando as andlises realizadas, o
resultado da avaliacdo do padrdo de ingestéo
alimentar acumulada mostra que ndo houve
diferenca significativa entre os animais dos
grupos ad libitum (CT: 1050 + 1,601g; CNL:
1021 + 2,699) e entre os animais dos grupos de
RC (RC: 737,5 + 3,171g; RCNL: 740,3 %



3,013g). Avaliamos o peso corporal dos animais
através do calculo do delta, onde diminuimos o
peso no dia do sacrificio pelo peso do inicio dos
experimentos e observamos uma diminuicao
significativamente nos grupos RC (RC: -13,00 +
9,21 e RCNL: -16,57 = 4,69) em comparacao
com ambos os grupos AL (CT: 53,88 + 6,89;
CNL: 45,29 + 4,10). Nao observamos diferencas
significativas em relagdo ao perfil lipidico
(colesterol e triglicerideo séricos), glicemia e a
massa do tecido adiposo marrom. Em relacao a
massa do tecido adiposo branco, os animais do
grupo RCNL apresentaram redugédo quando
comparado ao grupo CNL (RCNL vs CNL, p =
0,0111) e quando avaliamos a histologia deste
tecido, observamos da mesma forma uma
diminuicdo no didmetro dos adipécitos do grupo
RCNL, quando comparado aos demais grupos
(vs CT, p=0,0002; vs RC, p=0,0019; vs CNL,
p<0,0001). Quando analisada a porcentagem da
area ocupada por goticulas lipidicas através da
histologia do tecido adiposo marrom, foram
observadas diferencas significativas dos dois
grupos de RC em relagdo ao grupo CT,
apresentando ambos os grupos p<0,0001, e
entre 0 grupo CNL e os de RC (vs RC,
p=0,0038; vs RCNL, p=0,0002).

CONCLUSOES:

Portanto, de acordo com os dados ja
obtidos até o presente momento, identificamos
gue a canela é um potencializador de beneficios
da restricdo cal6rica, por aumentar a reducéo da
adiposidade induzida pela RC.

Agradecimentos:
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INTRODUCAO:

Os acidentes ofidicos configuram um sério
problema de saide publica nos paises tropicais.
Somente no Brasil, em 2017, dos acidentes
ofidicos notificados, cerca de 70 % foram
ocasionadas por serpentes do género Bothrops.
A serpente B. leucurus usualmente conhecida
como “jararaca do rabo-branco”, ¢ encontrada da
regido Sudeste até o Nordeste brasileiro, sendo o
principal responsavel pelos acidentes ofidicos na
regido Nordeste. O objetivo deste trabalho é
avaliar a acdo da heparina em antagonizar as
alteracBes induzidas pelo veneno de Bothrops
leucurus na pele de camundongos. O projeto foi
aprovado pelo CEUA/UFF.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Um dia ap0ds a injecdo intradérmica de solucdo
fisiologica salina foi possivel observar a pele
com caracteristicas normais. Por outro lado, 24
apos a injecdo de veneno verificou-se completa
desorganizacdo das camadas da pele com intenso
infiltrado inflamatério. O tratamento com
heparina ndo foi possivel antagonizar o efeito do
veneno.

Na anélise dos grupos de trés dias apds a lesdo,
observou-se que a injecdo de solugdo salina ndo
promoveu alteracdo no tecido cutaneo. No grupo
gue recebeu a injecdo de veneno a espessura da
epiderme adjacente a area da lesdo aumentou e
no local da lesdo havia necrose do tecido com
intenso infiltrado  inflamat6ério e  pontos
hemorrégicos. O tratamento com heparina

aparentemente foi efetivo em relacdo a acdo do
veneno, Visto que ndo se observa a mesma
intensidade de infiltrado inflamatorio e vasos
congestos como observado no grupo do veneno.
Além disso, € possivel identificar também sinais
de cicatrizacdo cutanea.

A avaliagdo da pele 7 dias apés a injecao
observou-se que 0s animais do grupo controle
continuaram  sem  alteracdo  morfoldgica.
Entretanto, no grupo que recebeu apenas a
injecdo do veneno ainda é possivel identificar
intenso infiltrado inflamatorio, na derme. Nos
animais que receberam tratamento com heparina
observa-se menor infiltrado inflamatério quando
comparado ao grupo que recebeu apenas veneno.
A derme se apresenta mais organizada se
aproximando a estrutura do controle.

CONCLUSOES:

O veneno de B. leucurus induz lesdo cutanea
caracterizada por intensa atividade inflamatéria
e proliferacdo celular, necrose, hemorragia e
vasos congestos, e que o tratamento com
heparina pode ser de fato eficaz, pois estad
evidente a diminui¢do do processo inflamatorio
e da intensa proliferacdo celular. No entanto,
seria necessdria uma continuidade com o
experimento em questdo, para estabelecer
melhor panorama em relagdo aos efeitos da
heparina.
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INTRODUCAO: O A9-tetrahidrocanabinol (THC)
e o canabidiol (CBD), encontrados na Cannabis
sativa, atuam em receptores especificos do
sistema endocanabinoide, sendo os principais
0s receptores canabinoides tipo 1 e tipo 2 (CB1
e CB2, respectivamente). Eles séo estimulados,
em condi¢cbes fisiolégicas normais, por dois
principais ligantes enddgenos: N-araquidonoil
etanolamina (anandamida ou AEA) e 2-
araquidonoilglicerol  (2-AG). O nivel celular
destes ligantes ¢é regulado por diversas
enzimas, especialmente a monoacilglicerol
lipase (MAGL), hidrolase de amida de acidos
graxos (FAAH) e a ciclooxigenase-2 (COX-2).
Este sistema exerce um importante papel na
regulacdo da neurotransmissdo no sistema
nervoso central (SNC). Como a retina possui a
mesma origem embriolégica do SNC, ela possui
propriedades similares ao mesmo, sugerindo
gue o0s endocanabinoides possuem acao no
processamento  visual, precocemente e
tardiamente. H& evidéncias da presenca do
sistema endocanabinoide durante 0
desenvolvimento neural. O envolvimento deste
sistema na regulacdo da plasticidade neural, por
exemplo, reside em sua funcéo
neuromodulatéria, ja que o receptor CB1 exerce
um amplo papel regulatério em diversos tipos de
sinapses. Além disso, a sinalizacdo por
endocanabinoides esta envolvida em processos
neurogénicos (proliferacéo neuronal,
diferenciacdo e maturacdo) e na manutencao e
sobrevivéncia de células neurais diferenciadas.
No caso das retinas de embrides de galinha, a
presenca do sistema endocanabinoide ja foi
descrita desde o quinto dia embrionario (E5) e
continua com uma alta expressao até o dia pos-
natal 7 (P7), com uma diminuicdo da expresséo
ao longo do desenvolvimento. Ele esta
localizado, predominantemente, nas células
ganglionares e améacrinas da retina, além das
células de Muller. Um estudo recente avaliou se
0 agonista de receptores canabinoides CB1 e
CB2 WIN modulava a proliferacéo, viabilidade, e

respostas relacionadas ao ion calcio em
progenitores retinais de embriGes de galinha.
Foi visto que este agonista, assim como 0s
inibidores enzimaticos URB 602 e URB 597,
diminuiam a incorporac¢éo de timidina, detectada
pela administracdo de timidina tritiada ([3H]-
timidina). Além disso, o WIN também reduziu o
namero de células positivas para antigeno
nuclear de proliferacdo celular (PCNA),
sugerindo que a ativagédo dos receptores CB1 e
CB2 inibe a proliferacdo de progenitores
retinianos in vitro. Os efeitos do URB 602 séo
mais notérios do que os do URB 597, sugerindo
gue, neste caso, o endocanabinoide 2-AG
possui uma influéncia maior nas culturas de
progenitores retinianos de embrides de galinha.
A morte celular foi independente de TRPV ou
GPR55, que também fazem parte do sistema
endocanabinoides, mas ¢é bloqueada pelo
inibidor de receptor P2X7.

Portanto, ha evidéncias de que o
sistema endocanabinoide esta presente nas
células da retina, e modula o desenvolvimento
da mesma, podendo ser deletério caso esteja
em concentracbes acima das fisiologicamente
encontradas. Neste estudo, visa-se
compreender a atuacdo e os efeitos causados
por este sistema em diferentes periodos do
desenvolvimento e ampliar para a avaliacdo do
seu papel na neuritogénese e na sinaptogénese
das células da retina, para a compreensdo da
influéncia deste sistema especificamente
durante os processos citados.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Sabendo que o tratamento com
URB597 e 602 em culturas de E7C2 ha morte
celular e com o objetivo de estabelecer um
protocolo de cultura para avaliar o papel dos
endocanabinoides em
neuritogénese/sinaptogénese, investigamos o0s
efeitos dessas drogas em diferentes periodos de
maturacdo da retina e da cultura. Inicialmente,
URB 602 (50 puM) foi administrado em culturas



de células de embrido de 8 dias cultivados por 4
dias (C4), sendo o tratamento em C1. Nesse
periodo e nesta concentracao, URB 602 (50 uM)
foi devastadoramente tdéxica n&do sobrando
célula para contagem. Uma concentracdo menor
de URB 602 (10 uM), também apresentou efeito
claramente deletério. Uma analise qualitativa
dos experimentos realizados com URB 597, em
todas as concentragfes (0,01 pM, 0,1 pM e 1
pM), ndo demonstraram mudancas em relacdo
ao grupo controle.

Com as primeiras culturas feitas com
embrides E8, foram realizados trés ensaios de
MTT com resultados conclusivos: neles, foi
observado que os grupos que receberam URB
602 nas concentracdes de 50 puM e 100 pM
apresentaram uma menor absorbancia do MTT
em relacdo ao grupo controle, indicando que
mais células sofreram morte celular com este
tratamento. Os demais grupos nao
apresentaram alteracdes significativas em
relacéo ao grupo controle.

Realizamos ensaios de MTT com
culturas de embrides E8, mas com o tratamento
feito em uma cultura mais avancada, ou seja, no
terceiro dia de cultura. Ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos controle
e 0s grupos tratados, sugerindo que o efeito de
morte celular causado pela inibicdo da MAGL e
da FAAH depende do estagio de
desenvolvimento da retina, desaparecendo em
estagios mais maduros.

Assim, pretendemos avaliar a
neuritogénese e a formacdo de sinapses
excitatérias nesse periodo no qual o aumento da
disponibilidade de endocanabinoides ndo induz
morte celular, procurando compreender, desta
forma, o papel dos endocanabinoides na
neuritogénese e sinaptogénese da retina e,
assim, contribuir para a elucidacdo da funcéo
destes compostos no desenvolvimento da
retina.

CONCLUSOES:

Diante dos resultados apresentados, é
possivel propor que, o uso de inibidores das
enzimas MAGL e FAAH do sistema
endocanabinoide (respectivamente, URB 602 e
URB 597) ndo causa morte celular em culturas
de células embrionarias de 8 dias, quando
tratadas tardiamente. No entanto, com as
mesmas células, o tratamento precoce com as
mesmas substancias provocou morte celular no
caso do URB 602, enquanto o URB 597 néo
possuiu efeito.
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INTRODUCAO:
A Classe Reptilia possui cerca de 6000

espécies, divididos em 2 Subclasses e 4
Ordens. A Subclasse Anapsida engloba a
Ordem Testudines, representada por cagados,
tartarugas e jabutis. Existem cerca de 650
espécies de répteis naturalmente ocorrentes no
Brasil, destes, 35 s&o Testudines. Existem
diversos relatos de parasitismo em répteis, por
varias espécies de parasitos de diferentes
grupos, como artropodes, helmintos e
protozoarios. A  criptosporidiose € uma
coccidiose causada pelo protozoario do género
Cryptosporidium e acomete diversos
hospedeiros, incluindo mamiferos, aves, répteis,
anfibios e peixes. Os protozoarios habitam as
células epiteliais dos tratos gastrointestinal,
respiratério e urinario dos animais, sendo o
oocisto a estrutura de resisténcia encontrada no
ambiente. A criptosporidiose é uma doenca
relativamente comum em répteis, geralmente de
curso croénico, e pode se manifestar de duas
maneiras: de carater clinico, ocasionando
gastrite, enterite e gastroenterite, ou de carater
subclinico, no qual o animal infectado
representa importante papel como carreador de
oocistos para 0 ambiente. As espécies
responséveis pela infeccdo nessa Classe sao C.
serpentis e C. varanii e recentemente foi
descrita uma nova espécie, C. ducismarci,

associada a doenca intestinal e responséavel por

um surto de diarreia em um grupo de
testudineos de cativeiro. Nao h& um farmaco
comprovadamente eficaz no tratamento da
criptosporidiose, portanto, o0 manejo ambiental é
uma das medidas mais importantes para a
profilaxia da doenca. Em novembro de 2018,
amostras de lavagem cloacal de 40 testudineos
foram coletadas, sendo de 32 cagados e 8
jabutis, oriundos do Zoolégico do Rio de
Janeiro. As amostras foram analisadas através
do ensaio imunoenzimatico (ELISA) no

laboratério de Imunodigandstico da FIOCRUZ.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Uma das amostras (2,5%) apresentou-se
positiva ao exame imunolégico, indicando a
presenca de antigeno de Cryptosporidium spp
em um cdgado-amarelo, de dois desta espécie
analisados. Esse resultado representa o
primeiro registro do protozoario em cagados no
Brasil. Ha relatos deste parasitismo em outras
espécies de testudineos na Itdlia e na
Alemanha.

O kit utilizado para deteccdo de antigenos de
Cryptosporidium foi inicialmente formulado para
deteccdo de espécies que infectam humanos.
Assim, ha possibilidade de ocorréncia de falsos
negativos nos resultados encontrados. Além
disso, existe a possibilidade de falsos positivos,

devido a carreagcdo mecéanica de oocistos



presentes nos alimentos oferecidos a estes
animais. Portanto, estudos através da biologia
molecular e deteccdo do protozoario a nivel de
espécie sdo necessarios para confirmacdo da

doenca.

CONCLUSOES:

Apesar dos varios relatos do parasitismo por
Cryptosporidium nas espécies de répteis, ainda
had uma caréncia de informagBes quanto a
epidemiologia da infeccdo em animais de vida
livre e cativeiro. No ambiente cativo fatores
como manutencdo e transmissédo da protozoose
ainda precisam ser mais claramente elucidados,
sendo necessaria a realizacdo de estudos com
0os hospedeiros e os recintos onde habitam, ja
gque o cativeiro favorece a infeccdo e
aparecimento de sinais clinicos. Assim, a
pesquisa da criptosporidiose em répteis de
cativeiro poderd contribuir para dados
epidemiolégicos da infec¢do e uma intervengéo
terapéutica e profildtica precoce com maiores
chances de sucesso no controle da enfermidade

e recuperacao dos animais infectados.
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INTRODUCAO:

A imunizagdo continua sendo uma das
intervencdes de maior éxito na saude publica
para o controle de doengas infecciosas.
Profissionais da saude (PS) tém risco
aumentado para doencas imunopreveniveis
conforme sua suscetibilidade, podendo também
atuar como transmissores de patégenos no
ambiente de trabalho, constituindo um grupo de
risco importante para imunizagdo. Este estudo
teve como objetivo avaliar a situagéo vacinal e o
conhecimento sobre infecgBes imunopreveniveis
entre alunos dos dois primeiros anos dos cursos
de graduacdo da area da saude da UFF.
Participaram do estudo 333 universitarios, com
idade de 18 a 48 anos (média 21,2 + 2,4),
76,1% do sexo feminino, sendo 91 alunos do
curso de Medicina, 31 de Biomedicina, 78 de
Enfermagem, 63 de Farmacia, 14 de
Odontologia, 24 de Medicina Veterinaria e 32 de
Biologia. O convite a participagdo foi realizado
em sala de aula, onde os alunos inicialmente
responderam a um questionario com questdes
relativas as formas de transmissdo e as
doencas causadas pelos agentes infecciosos
relacionados as vacinas investigadas. Em
seguida, de posse da carteira de vacinacéo, as
seguintes vacinas foram analisadas: dupla
bacteriana, hepatite B, triplice viral, influenza,
hepatite A, varicela, meningogécica C, pdlio e
febre amarela. Ao final da entrevista, todos os
participantes receberam uma carteira de
vacinagdo do adulto com as vacinas

necesséarias assinaladas de acordo com as
recomendacdes do Ministério da Saude e da
SBI para 2019. Os dados foram armazenados
em banco de dados e analisados com auxilio do
programa SPSS 23 ®. Para verificar a
associacdo entre a varidvel dependente, a
vacinagdo em dia e as demais variaveis
independentes, foi realizado o teste do qui-
guadrado e estimada a razdo de prevaléncia,
por regressdao multivariada, para medir a
magnitude da associacdo dos fatores
estudados.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Apenas uma pequena parcela dos alunos
afirmou que sua carteira de vacinagéo ja tinha
sido solicitada em algum momento da
graduacgéo (30,9%), enquanto que 65,2% dos
alunos informaram ja terem sido orientados
anteriormente  sobre a necessidade de
vacinagdo. Somente 131 alunos (39,3%)
afirmaram estar com a carteira em dia.
Entretanto, a avaliagdo dos cartdes evidenciou
que na verdade os alunos ndo sabem verificar
se a carteira vacinal esta em dia, uma vez que
apenas 7/131 (2,1%) estavam com a carteira
realmente em dia. Ndo estar com a vacinacao
em dia ao entrar na universidade torna o aluno
susceptivel a desenvolver doengas por agentes
infecciosos imunopreveniveis, uma vez que
vérios destes alunos desenvolvem atividades
praticas diversas que o0s colocam sob risco
aumentado de infec¢des, quer seja pelo contato



com pacientes em Unidades de Saude, como
também pelo envolvimento em projetos em
Laboratorios de Pesquisa. Além disso, somente
23,4% dos alunos souberam informar todas as
vacinas indicadas para o PS. Lacunas
importantes de conhecimento foram também
observadas em relacdo ao esquema das
vacinas de hepatite B e triplice viral, assim como
as vias de transmissdo de algumas doencas
infecciosas, como hepatite B, sarampo, rubéola
e difteria. Os alunos participantes tinham em
média 21 anos, portanto nascidos depois da
introducdo de uma série de vacinas no
Programa Nacional de Imunizagcdo. De fato,
apenas uma minoria referiu histéria de sarampo
(3,6%), hepatite B (0,3%), rubéola (2,1%) e
caxumba (5,1%). As vacinas contra varicela e
hepatite A entraram mais recentemente no PNI
e, no caso da varicela, esta continua sendo uma
doenca bastante prevalente na infancia, relatada
por 64% dos participantes. Foi preocupante
observar que apenas sete alunos (2,1%)
apresentaram a situacdo vacinal em dia.
Considerando-se as vacinas disponiveis no SUS
esse percentual aumenta para 26,1%, mas
ainda continua sendo muito baixo. A analise por
curso de graduacédo evidenciou que ndo houve
diferenca significante para o status vacinal em
dia, considerando todas as vacinas.

CONCLUSOES:

Acreditamos que ¢é responsabilidade da
Instituicio de Ensino Superior (IES) informar
aos alunos sobre a vacinagéo logo apds o seu
ingresso, assim como dos riscos a que estarao
expostos por falta ou recusa em imunizar-se.
Em nossas ac¢bes, temos como objetivo principal
orientar os alunos participantes a respeito da
importancia de manter a carteira de vacinacao
em dia, expondo o0s riscos da negligéncia
vacinal para um profissional da area da saude.
Ao promover esse conhecimento no ambito
académico, esperamos que 0s alunos possam
também difundir tal conhecimento em outros
locais.
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INTRODUCTION:

The main strategy of interrupting
Trypanossoma cruzi transmission is to
control the vector populations. Studies of
new agents with activity against these
vectors have a priority interest. This study
evaluated the insecticidal activity of the
essential oil of Myrciaria floribunda against
nymphs of R. prolixus. M. floribunda was
collected in Jurubatiba Sandbank
(southeastern  Brazil). Leaves were
extracted by hydrodistillation and the
essential oil analyzed by mass spectrometry
and flame ionization gas chromatography.
The pure essential oil at various dilutions or
purified 1,8-cineole was topically applied to
R. prolixus. Sesquiterpenes were the main
group detected followed by monoterpenes.
M. floribunda essential oil, but not 1,8-
cineole, significantly increased mortality and
disrupted metamorphosis. Overaged
nymphs and juvenoid-like insects were also
observed. Our data indicate the special
metabolites in the essential oil of M.

floribunda as promising candidates for
studying insecticidal activity and for use as
environmentally friendly control compounds
to Chagas disease vectors.

RESULTS AND DISCUSSION:

Due to de forestation that resulted in
decreases in wild animal host numbers, wild
triatomines  encroached upon human
peridomestic and domestic areas primarily
for their feeding needs. In addition, although
the development of vector control strategies
resulted in a dramatic reduction in new
vector-borne cases in endemic countries,re-
infestation of vacated niches in insecticide-
treated houses by sylvatic triatomine
populations has occurred in Bolivia,
Colombia, and Venezuela, as well as new
outbreaks in different areas of Brazil,
Colombia and Venezuela. Herein, GC/MS
and CG/FID identified thirty-four
substances. Sesquiterpenes were the main
group detected (70%), followed by



monoterpenes (19.2%), in the essential oil
from leaves of M. floribunda, but 1,8-cineole
(10.4%) was also the major single
constituent found in the essential oil.
Moreover, rapid action of essential oils or its
constituents against insect pests is an
indicative of neurotoxic actions. Thus, the
disruption of more than one phase of the
insect life cycle makes essential plant oils
more effective,with low potential to develop
insect resistance and to cause impacts on
either non-targeted organisms or the
environment.

CONCLUSIONS:

In conclusion, this is the first time that the
insecticidal activity against the
hematophagous triatomine, Rhodnius
prolixus, has been reported for the species
M. floribunda. The present results on the
various effects of the essential oil from
leaves of M. floribunda on the development
of fifth-instar nymphs of Rhodnius prolixus
indicate that this oil is a promising candidate
to provide an environmentally friendly
control method for Chagas disease vector
populations. Furthermore, to our knowledge,
this is the first time that the insecticidal
activity against this  hematophagous
triatomine, R. prolixus, has been reported
for extracts of M. floribunda.
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INTRODUCAO: A doenca de Parkinson (DP) é
a segunda maior doenca neurodegenerativa do
mundo e sua principal caracteristica é a perda
de neurdnios dopaminérgicos. Até o momento,
nao existe  cura, apenas  tratamento
sintomatolégico. Ainda ndo se sabe exatamente
0 que desencadeia a DP e um diagndstico
precoce é algo que pode melhorar muito a vida
dos pacientes. Tragcos marcantes da patologia
sdo: disfungdes mitocondriais e estresse
oxidativo com a consequente geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). Existem
diversas evidéncias de que o metabolismo da
glicose esta alterado em pacientes com DP,
incluindo deficiéncias nas enzimas da via das
pentoses-fosfato e redugdo nos niveis de
glutationa (GSH), e que isto pode ocorrer antes
do aparecimento dos sintomas motores. A
compreensdo desta alteracdo e suas causas
pode auxiliar no desenvolvimento de um
diagnostico antecipado. A fim de reproduzir em
laboratério essa doenca, um dos modelos
animais mais estudados é obtido provocando-se
a morte de neurdnios dopaminérgicos com a
injecéo estriatal da neurotoxina 6-
hidroxidopamina (6-OHDA). Neste modelo, os
estagios da DP sdo mimetizados e pode-se
estudar as alteracBes progressivas que ocorrem
no tecido ao longo de algumas semanas. Neste
projeto, o tratamento com 6-OHDA foi realizado
no estriado esquerdo de camundongos C57BI6
adultos e o estriado contralateral serd utilizado
como controle interno, além de serem utilizados
também animais SHAM (em que a cirurgia é
realizada mas ndo h& injecdo da droga).
Sabendo que o stress oxidativo desempenha
um papel importante na patogenia da DP e que
a Hexocinase (HK; enzima responsavel pela
fosforilacdo da glicose ao entrar na célula,

produzindo glicose-6-fosfato) estd envolvida na
protecdo neuronal contra 0 estresse oxidativo,
nosso objetivo foi investigar a atividade da HK
em fragcbes de estriado do modelo experimental
animal da DP.

METODOLOGIA: Utilizamos camundongos
machos da linhagem C57BL6 com idade entre
dois e trés meses. Esses animais foram
anestesiados e submetidos a inje¢&o unilateral
de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) no estriado
esquerdo com procedimentos estereotaxicos. O
camundongo SHAM submetido aos
procedimentos cirlrgicos ndo recebeu injecao
de 6-OHDA e foi usado como controle. Depois
de quarenta e oito horas, uma (1W), duas (2W)
ou quatro semanas (4W), o animal foi
eutanasiado, o estriado esquerdo (leséo) e
direito  (controle) foram  dissecados e
homogeneizados. O homogenato foi submetido
a centrifugacdo diferencial, e fragcBes foram
usadas para determinacdo da atividade da HK
expressa em nmols. Todos os procedimentos
foram aprovados pelo comité de ética animal da
UFF (617/2014).

RESULTADOS E DISCUSSOES:

NOs analisamos a atividade da HK em
homogenato e em fragbes citosdlicas e
mitocondriais. Quarenta e oito horas (48h)
depois da lesdo com injecao de 6-OHDA, vimos
que a atividade da HK na por¢c&o mitocondrial do
estriado lesionado era menor (0,034+0,0059)
comparada ao controle (0,038+0,0096 p=0,58
n=3). Observamos comportamento semelhante
em 1W (L: 0,031+0,016 C: 0,042+0,014 p=0,27
n=5), 2W (L: 0,044+0,02; C: 0,05+0,02 p=0,71),
e 4w (L: 0,0365+0,011; C: 0,047+0,035;



p=0,60). Nenhum padréo foi observado na
porcdo citosolica (4wL: 0,022 +0,0063; L:
0,022+0,007894 p=0,23 n=4; 2wL: 0,024 =+
0,0032 2wC: 0,026 * 0,012 p =0,689 n=5; 1wL:
0,027+0,0062 1wC: 0,024+0,0027 p= 0,45 n=5;
48hL: 0,066+0,047 48hC: 0,034+0,0036 n=3
p=0,31 n=3) e homogenato (4wL: 0,037+0,0058
4wC: 0,032+0,0079 p=0,29 n=4; 2wL:
0,030+0,0065 2wC: 0,039+0,014 p=0,27 n=5;
1wL: 0,028+0,0063 1wC: 0,033+0,0064 p=0,27
n=5; 48hL: 0,039+0,0042 48hC: 0,032+0,015
p=0,48 n=3).

CONCLUSOES:

A pequena diminuicdo na atividade da HK na
fracdo mitocondrial (mas n&do no homogenato e
na porcao citosdlica) do estriado lesionado
permaneceu ao longo do tempo (48h, 10.33%;
1W 25.97%; 2W 12.06%; 4W 21.56%). Embora
ndo seja significante, isso pode indicar uma
mudanca consideravel na oxidacdo de glicose,
geracdo de ATP e isso pode ser resultado de
stress oxidativo. Estudo com outras enzimas do
metabolismo energético esta sendo testado para
gue, assim, possamos ter um panorama maior
da acéo da progressdo de morte neuronal nos
tecidos afetados pela DP.
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VIAS DE SINALIZAGAO ENVOLVIDAS NO EFEITO DE PACAP E AMP
CICLICO SOBRE O CRESCIMENTO GLIAL EM CULTURAS DE RETINA
DE EMBRIAO DE PINTO SUBMETIDAS A LESAO MECANICA.
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INTRODUCAO: A ativacido de receptores de
UTP induz o crescimento e a migragdo de varios
tipos celulares, incluindo células gliais em

culturas de células da retina apos lesao
mecanica. Em contraste com o efeito positivo do
UTP, a ativacdo de receptores associados ao
acumulo de AMP ciclico (AMPc) pode inibir a
migracdo de progenitores gliais e microglias em
diferentes areas do sistema nervoso central em
desenvolvimento. Neste trabalho, investigamos
o efeito do AMPc sobre o crescimento de
células gliais em culturas de células da retina
apos lesdo mecanica e sobre as vias de

sinalizacao intracelular ativadas apoés a leséo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Cultura de células de retina obtidas de embriGes
de pinto com 8 dias e cultivadas por 7 dias
(E8C7)
tratadas durante trés dias até E8C10. O

foram lesadas mecanicamente e
crescimento glial foi estimado pela reducéo da
area livre de células na lesdo. Diminuicdo no
crescimento glial sobre a lesédo foi observada
com a incubacdo das culturas com 10 yM de
forscolina, um ativador direto da adenilil ciclase
(controle = 6.3 + 0.8 mm? x 10%?; forscolina =
16.4 £ 1.8 mm? x 102, n = 4) ou 200 pM de 8-

CPT-cAMP, analogo permeavel do AMP ciclico

(controle = 6.3 + 0.8 mm? x 10?; 8-CPT-cAMP =
19.9 + 1.5 mm? x 10%; n = 4). O tratamento das
culturas com PACAP-38 também resultou em
uma inibicdo do crescimento glial sobre a area
da leséo dependente de sua concentragdo
(controle = 6.1 £ 1.7 mm2 x 102; PACAP 10 nM
=13.2+ 1.1 mm?x 10, PACAP 50 nM = 16.2 +
0.7 mm? x 102, n = 3). N&o foi observado efeito
do PACAP-38 no numero de células gliais
proliferativas PCNA* na borda da &rea da lesao
(% de nacleos PCNA*: Controle = 79.9 + 1.4%;
PACAP 38 = 87.3 + 1.2%; n = 2), sugerindo que
PACA-38 ndo afete a proliferagdo celular na
borda da éarea da lesdo. Experimentos de
deteccdo de AMP ciclico em células cultivadas
usando a sonda Flamindo2 mostraram que tanto
forscolina quanto PACAP-38 foram capazes de
aumentar os niveis de AMP ciclico em células
gliais na borda da lesdo. Além disto,
experimentos de imunocitoquimica contra ERK e
Akt fosforiladas mostraram que tanto Forscolina
quanto PACAP-38 foram capazes de atenuar a
fosforilacdo de AKT, mas nao da ERK,
estimulada por UTP, sugerindo que a formacao
de AMP ciclico seja capaz de reduzir a
fosforilagdo da AKT mediada por UTP em
culturas submetidas a lesdo mecénica. Por outro

lado, o tratamento de células gliais dissociadas



com forscolina ou PACAP-38 também foi capaz
de aumentar a sua adesdo em placas de cultura
revestidas com fibronectina, sendo o efeito do
PACAP-38 atenuado pelo antagonista de
receptores PAC1 PACAP 6-38 (numero de
células/ 10 campos: controle = 75.2 + 10.9;
foscolin = 153.5 + 5.2; PACAP-38 = 120 + 9.9;
PACAP-38 + PACAP 6-38 =92.3+ 9.7, n = 2).

CONCLUSOES:

Nossos dados sugerem que o0 aumento de
AMPc intracelular promovido pela ativacdo de
receptores de PACAP-38 seja capaz de inibir o
crescimento de células da glia de retina de
embrido de galinha em culturas submetidas a
lesdo através da inibicdo da via da PI3K/Akt
ativada por UTP e aumento da adesdo destas

células ao substrato.
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INTRODUCAO:

O estresse oxidativo é uma consequéncia
citopatolégica do desequilibrio entre a
producdo de radicais livres e 0s sistemas
intracelulares antioxidantes. Muitos estudos
sugerem que a morte neuronal induzida
pelo estresse oxidativo desempenha um
papel importante no desenvolvimento de
doencas neurodegenerativas. O resveratrol
é um composto polifenélico presente na
pele e nas sementes de mais de 70
espécies diferentes de plantas, incluindo
uvas, frutas, ch4, grdos e amendoins.
Muitos estudos relataram que o Resveratrol
possui propriedades neuroprotetoras, no
entanto, o mecanismo pelo qual ele exerce
essa funcdo protetora ainda ndo é bem
compreendido. Nosso modelo de estudo é
a retina de galinha, que é parte do SNC e é
um 6timo modelo de estudo de interacdes
neuroquimicas do SNC. Nosso objetivo foi
investigar os  efeitos intracelulares
desencadeados pelo resveratrol para
modular a morte neuronal induzida pelo
peroxido de hidrogénio (H202) em culturas
purificadas de neurénios da retina.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

As culturas purificadas de neurbnios de
retina de galinha foram obtidas a partir de
embrides com oito dias (E8) de
desenvolvimento. Para avaliar o efeito do
resveratrol na morte neuronal induzida pelo
estresse oxidativo, pré-tratamentos foram
feitos com Resveratrol 10uM por 6h, 24h e
48h antes do tratamento com H202 em

diferentes  concentracbes, que foram
realizadas por 24h para induzir a morte
neuronal. NOs observamos que 0s
tratamentos por 24 horas com H202 1uM e
10pM induziram uma reducdo significativa
da sobrevivéncia neuronal (52,9 + 8,7% e
17,2 + 4,2% respectivamente, em relacéo
ao controle; n = 4). Pré-tratamentos com
Resveratrol 10uM por 6h, 24h e 48h
protegeram significativamente contra a
morte neuronal induzida por H202 1uM
(6h: 96,1 + 6,7%; 24h: 105,7 + 12,7% e
48h: 102,1 + 6,6% em relacdo ao controle;
n=3) e 10 uM de H202 (6h: 57,1 + 7,2%;
24h: 57,3 + 12,5% e 48h: 102,1 £ 6,6% em
relacdo ao controle, respectivamente; n =
3). Depois disso, testamos se o efeito do
resveratrol na sobrevivéncia celular era
mediado pela via PI3K/Akt. Para o0s
tratamentos com LY294002 (inibidor da
PI3K) e com Triciribina (inibidor da Akt),
nés incubamos as células por 30 minutos
antes do inicio da incubagdo com
Resveratrol. Apds esses tratamentos, as
culturas celulares foram fixadas com
glutaraldeido 2,5%. A viabilidade celular foi
avaliada por contagem das células fixadas
e o0s resultados foram avaliados no
programa Prism 7.0. De acordo com
nossos resultados, tanto a inibicdo da PI3K
guanto a inibicdo da Akt ndo bloquearam o
efeito protetor do Resveratrol 10uM (pré-
tratamento por 24h) contra a morte
neuronal induzida por H202 1uM e 10uM.
Estes resultados sugerem que O
Resveratrol ndo esta mediando sua



sobrevivéncia celular através da ativagdo
da via PI3K/AKkt.

CONCLUSOES:

Nossos resultados indicam que o
tratamento a longo prazo com Resveratrol
tem um efeito neuroprotetor contra a morte
neuronal induzida por H202, o que indica
que esse composto € um potencial agente
no tratamento de doencas
neurodegenerativas.
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INTRODUCAO: A busca por uma alimentagéo
mais equilibrada e saudavel é algo crescente na
populacdo mundial. Vegetais crus sdo 6timas
fontes de vitaminas, minerais, e fibras
alimentares, sendo seu consumo regular
associado a reducdo dos riscos para diversas
doencas cardiovasculares e certos tipos de
neoplasias. Por outro lado, a contaminacéo do
solo e da agua utilizados no cultivo dos vegetais
por fezes humanas ou de animais pode
representar um risco a saude coletiva caso ndo
seja realizada uma atenciosa higienizacéo
destes alimentos antes de sua ingestao.

As parasitoses intestinais séo

importantes problemas de saude publica,
principalmente em regides de clima tropical e
subtropical, que favorecem o desenvolvimento e
a viabilidade das estruturas parasitarias no meio
ambiente.
Diversas pesquisas do Brasil e do mundo
apontam a presenca de parasitos em vegetais
contaminados, sendo os mais relevantes Giardia
duodenalis e Cryptosporidium sp. Portanto,
visando contribuir com dados epidemiolégicos
para a regido metropolitana do Rio de Janeiro, o
presente  trabalho busca  analisar a
contaminagdo  parasitdria em  hortalicas
comercializadas na regido metropolitana do Rio
de Janeiro.

RESULTADOS E DISCUSSOES: Foram
analisadas um total de 104 amostras de
hortalicas provenientes de feiras e mercados da
regido metropolitana do Rio de Janeiro. Foram
coletadas um total de 104 amostras de nove
diferentes tipos de hortalicas, sendo estas: 33
de salsa (Petroselinum crispum), 33 de horteld
(Mentha spp), 8 de cebolinha (Allium
schoenoprasum), 7 de coentro (Coriandrum
sativum), 6 de racula (Eruca sativa), 6 de couve

(Brassica oleracea), 5 de manjericdo (Ocimum
basilicum), 4 de alface (Lactuca sativa), 2 de
agrido (Nasturtium officinale). Foram
contabilizadas como positivas para
contaminagdo 102 amostras (98,07%) sendo
esta por: larvas nematoides em 100 amostras
(96,15%); rotiferos em 91 (87,5%); acaros em
29 (27,88%), ovos de nematoides de vida livre
25 (24,03%); ovos tipo Strongylida em 12
(11,53%); protozoéarios de vida livre em 11
(10,57%); outros artropodes em 10 (9,61%);
ovos de Hymenelepis diminuta em 2 (1,92%);
ovos de ascarideos em 2 (1,92%) e cistos de
Giardia sp em 1 (0,96%). Optamos por indicar a
presenca de contaminantes com e sem
potencial patogénico para humanos para melhor
avaliar se houve ou néo higienizacéo prévia dos

vegetais (entre a colheita e sua
comercializacdo); e se as metodologia
empregadas em laboratério  detectavam

estruturas maiores como larvas e adultos
nematoides ou pequenos protozodrios de vida
livre. Para SANTANA et al. (2006) os resultados
podem estar relacionado as condi¢cbes
sanitérias do ambiente em que s&o cultivados,
diferindo em cada sistema produtor e de acordo
com as praticas de cultivo usadas. Os
resultados demonstram elevado indice de
contaminagao bioldgica nas amostras, indicando
que provavelmente ndo houve higienizacdo
prévia desde sua colheita. Sendo assim, as
observacgfes podem indicar a condi¢do sanitaria
da éarea de plantio no que se refere a
presenca/auséncia de parasitos potencialmente
patogénicos a humanos, assim como condi¢cdes
de transporte, armazenamento e manipulacéo.
A presenca de estruturas potencialmente
patogénicas, como ovos tipo Strongilida
(11,53%), indica a contaminacdo recente com
fezes de pessoas ou animais parasitados, pois



seus ovos embrionam em pouco tempo no
ambiente. Pelas caracteristicas pereciveis
destes vegetais, o tempo entre colheita e
comercializacdo é normalmente curto, sendo
dificil estabelecer o ponto mais provavel de
contaminacéo.

Entretanto, diversos fatores podem
contribuir para a contaminacdo das hortalicas,
além das condic¢oes de plantio. PARTELI (2005)
relacionou a contaminacdo dos vegetais ao
armazenamento inadequado, transporte e
exposicdo no momento da comercializacdo.
WERNECK et al. (2015) analisaram as
condicdes higiénicas sanitarias dos
manipuladores de alimentos da barracas de
feiras livres de Seropédica, RJ, e constataram
que 70,83% nado apresentavam uma higiene
adequada das maos, corroborando com o alto
indice de contaminacao do vegetais.

A presenca de ovos de H. diminuta, um
cestoide de roedores, que pode eventualmente
infectar humanos, indica a contaminacdo dos
alimentos por fezes destes animais em algum
momento, sendo mais provavel durante sua
estocagem e comercializag&o.

Cistos de Giardia sp (0,96%) e ovos de
ascarideos (1,92%), que também representam
risco potencial para consumidores do alimento,
foram achados em poucas amostras (0,96% e
1,92% respectivamente).

CONCLUSOES:

Foram observados elevados indices de
contaminacgdo bioldgica nos diversos tipos de
hortalicas.  Sendo  encontradas  também
estruturas parasitarias potencialmente
infectantes para consumidores, ressaltando a
necessidade de correta higienizacdo dos
vegetais antes do seu consumo.
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INTRODUCAO:

A diabetes afeta milhdes de pessoas em
todo o mundo. No Brasil pouco mais de 14
milhées de pessoas sofrem com esta doencga e
até 2040, esse numero devera ultrapassar 23. A
Diabetes Mellitus Tipo 2, DM2, é metabdlica e
adquirida na vida adulta, sendo geralmente
acompanhada por obesidade, doenca esta que
vem aumentando na populacdo mundial,
portanto, ambas consideradas um problema na
salde publica em varios paises. Sendo assim,
as pesquisas cientificas buscam o envolvimento
de moléculas reguladas nos processos
inflamatorios que acompanham estas
enfermidades. O nosso grupo publicou em 2015
um estudo aonde os niveis da citocina APRIL
estavam diminuidos em pacientes com DM2.
Em 2017, nossa aluna defendeu sua
dissertacdo de mestrado nos estudos da APRIL
em pacientes Obesos/DM2 quando foi
demonstrado o aumento de APRIL nestes. Além
do mais, outros artigos cientificos demostraram,
em diferentes doencas cronicas, a producdo
desta proteina. Neste trabalho estamos
produzindo um modelo animal para inducéo de
obesidade e DM2 em roedores para futuras
analises de 6rgaos e de elementos sanguineos.
Durante a inducdo de obesidade/DM2 com
sacarose em agua, O0sS animais séao
acompanhados semanalmente para observacao
do ganho de peso e consumo de racéo,
mensalmente afericdo da glicemia. Ap6s 32
semanas sera feita a avaliagdo da composicao
corporal, através do método DEXA, dos animais
dos grupos experimentais e seus respectivos
controles, mais o teste de toler&ncia a glicose.
Estes animais serdo puncionados para coleta do
sangue, e em seguida eutanasiados e
necropsiados para a retirada de 6rgdos como,
intestinos, pancreas, baco, linfonodos, figado,

tecidos adiposos. Os 6rgdos serdo fixados em
formalina 5% e criopreservados em OCT. Os
fixados em formalina serdo incluidos em
parafina e ap6s processados serdo analisados
pela Hematoxilina e Eosina, os congelados para
imunohistoquimica que serd realizada com
anticorpos marcados com
peroxidase/fluorocromados para adipocitocinas,
anti-IL-10, anti-APRIL, TACI e BCMA. Os
intestinos serdo congelados a -80 °C para
analise de microbiota. Do sangue total feito
hemograma completo, lipoidemia e glicemia. A
partir desses resultados experimentais
pretendendos avancar nos estudos sobre a
participagéo de APRIL na diade
obesidade/DM2. Deste modo, sinalizando, a
possibilidade desta proteina vir a ser um
marcador biol6égico no desenvolvimento destas
doencas.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Os resultados preliminares, ou seja, obtidos até
0 presente (18 semanas), ho experimento com
os camundongos fémeas C57BL/6 foram em
uma media tirada entre os 5 animais de cada
grupo: na primeira semana, considerada a
semana 0, todos 0s animais suplementados
com 40% de agUcar comum, A, 40% de acUcar
demerara organico, B, e 0 grupo com 0s animais
controles somente com ragéo e agua potavel, C,
obtiveram uma média da massa corporal
(gramas) de 15g, sendo, portanto, homogéneos.
Ao final das 18 semanas, o0 grupo A, ja tem uma
massa de 29g, o grupo B de 27,59 e o grupo C,
25g. A glicemia dessa linhagem mostrou o
seguinte resultado ate o presente: na semana 0
0s trés grupos tiveram uma média entre 100-140
mg/dL. O grupo A na semana 18 apresentou
com uma média de 160 mg/dL, j& os grupos B e
C mantiveram a glicemia entre 100-150 mg/dL.



A linhagem de camundongos fémeas Suicos
apresentaram o0s seguintes resultados com uma
media entre 0os 5 animais de cada grupo: na
semana 0 todos os grupos experimentais (A, B e
C), tinham massa de 21g. O grupo A, ao final
das 18 semanas, apresentou massa corporal de
409, o grupo B de 38g, e o grupo C de 30g,
com p < 0,003. A glicemia desta linhagem
verificada foi entre 100-125mg/dL. Na semana
18, o grupo A e B foi de 140 e 150mg/dL,
respectivamente, enquanto o grupo C foi de
90mg/dL, sendo p < 0, 04.

CONCLUSOES:

Analisando os resultados obtidos, embasados
na tabela 4 do artigo SANTOS et al 2016 pode-
se concluir que os grupos A e B que ambas as
linhagens ja apresentam valores glicémicos
elevados, podendo indicar uma possivel
resisténcia a insulina, como na Diabetes mellitus
tipo Il em pacientes, o que levou a
implementacéo de mais uma técnica - a técnica
de gavagem - antes dos animais serem
eutanasiados, para ratificar a resisténcia a
insulina. O notério aumento da massa corporal,
dos grupos que receberam a suplementacdo
dos diferentes acucares na alimentacdo, foi
satisfatorio, salientando que a linhagem de
camundongos Suicos obteve uma resposta mais
significativa como modelo de obesidade para o
projeto em estudo.

Os animais tém respondido ao experimento para
0s estudos de dietas comparativas, mais
especificamente as dietas relacionadas a diade
Obesidade/DM2. Partindo da observacdo de
dados atuais divulgados e novas tendéncias
para 0 consumo cada vez mais frequente de
alimentos industrializados ricos em sacarose,
devido ao ritmo de trabalho e vida das pessoas
nas zonas urbanas, poderdo demostrar a curto
prazo as consequéncias do uso exagerado do
acucar na saude dos individuos.
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INTRODUCAO: Para avaliar se um projeto de
restauracdo esta caminhando em dire¢do aos
seus objetivos é fundamental que seja realizado
um monitoramento constante e de longo prazo
investigando a estrutura e composicdo da
vegetacdo e sua trajetdria sucessional, o que
inclui a regeneracdo. A chegada de novos
propagulos através da chuva de sementes
determina os processos de regeneragcdo das
comunidades vegetais e seu monitoramento
permite avaliar os plantios de restauracao,
comparando-os com as areas de referéncia.
Este projeto teve o objetivo de caracterizar a
chuva de sementes em plantios de restauracao
de florestas inundaveis de restinga, no Parque
Natural Municipal de Marapendi (PNMM), no
municipio do Rio de Janeiro, entre junho de
2015 e maio de 2018, para avaliar a variacao
temporal e espacial entre as diferentes areas,
comparando com areas de referéncia no PNMN.
Foram selecionadas nove areas de plantios e
trés areas de referéncia. Em cada area foram
instalados trés coletores circulares, com area de
0,25 m?, que foram visitados mensalmente para
coleta do material.

RESULTADOS E DISCUSSOES: Entre junho
de 2015 e maio de 2016 foram amostradas em
média 171 sementes.0.25 m2 .ano! nas areas
de referencia e de 68 a 598 sementes.0.25m-
2.ano? nas areas de plantio.  Entre junho de
2016 e maio de 2017 foram amostradas entre
140 e 263 sementes.0.25 m2 .ano-1 nas areas
de referencia e entre 108 e 296
sementes.0.25m2.ano! nas éareas de plantio.
Entre junho de 2017 e maio de 2018 foram
amostradas entre 110 e 268 sementes.0.25m"
2.ano! nas areas de referéncia e entre 89 e 624
sementes.0.25m2.ano! nas areas de plantio.
Foi possivel identificar 24 taxons na chuva de
sementes, sendo apenas duas espécies
exoticas. As sementes ndo identificadas foram

classificadas em 57 morfotipos. A espécie com
maior abundancia de sementes foi Ficus
clusiifolia, com 25,8%, 26,2%, e 36,4% do total,
no primeiro, segundo e terceiro ano,
respectivamente. Em relacdo as espécies
exfticas, Casuarina equisetifolia, que ¢é
anemocorica, foi amostrada em todas as areas,
e teve uma abundancia percentual de 19,1%,
13,6% e 5,8% do primeiro ao terceiro ano,
enguanto Syzygium cumini, zoocorica,
representou 0,2%, 2,7% e 0,3%, e ndo ocorreu
em todas as areas de coleta. Para comparar a
chuva de sementes entre as diferentes areas e
entre os diferentes periodos de estudo foram
retradas as sementes das exoéticas C.
equisetifolia, S. cumini, Morfotipo 1 (Asteraceae)
e de um morfotipo de semente alada,
possivelmente  semente de liana. Ao
compararmos as diferentes areas em cada
periodo de estudo podemos observar que no
primeiro periodo, entre junho de 2015 e maio de
2016, nao foi encontrada diferenca significativa
na riqueza entre as areas, mas foi encontrada
diferenga significativa entre as abundancias,
sendo que uma das &reas de plantio obteve a
maior abundancia de sementes devido a grande
quantidade do morfotipo 26 e outras cinco
areas de plantio foram as com menor
abundancia. Para o periodo entre junho de 2016
e maio de 2017 néo foram encontradas
diferencas entre as areas quanto a abundancia,
mas sim entre as riquezas, onde duas areas de
referencia e trés de plantio mostraram maior
riqueza. E para o periodo entre junho de 2017 e
maio de 2018 novamente apenas a riqueza de
espécies apresentou diferenca estatistica entre
as é&reas, sendo uma das areas de referencia a
de maior riqueza e uma das areas de plantio a
de menor riqueza. Considerando as espécies
utilizadas nos plantios realizados entre 1998 e
2002, foi observado que a similaridade entre a
chuva de sementes e o estrato arboreo adulto



de cada area variou bastante entre as areas
sendo menor em uma das areas de plantio e
maior em duas das &reas de referencia.
Entretanto, como o indice de Sorensen so leva
em conta a presenca e auséncia das espécies,
sem considerar a abundancia, este resultado
ndo retrata adequadamente a grande
contribuicdo em termos de abundancia das
espécies autdctones, pois para todas as areas
de referencia e para quatro areas de plantio a
porcentagem de sementes de origem autéctone
na chuva de sementes foi maior que 60%. A
porcentagem mais baixa foi amostrada em uma
das éareas de plantio, resultado fortemente
influenciado por ndo haver Ficus clusiifolia como
adulto nesta area.

CONCLUSOES: Considerando o0s atributos
abundancia e riqueza da chuva de sementes,
nao foi possivel separar claramente e para
todos os periodos temporais observados as
areas de plantio e as areas de referéncia. Estes
resultados, a principio, parecem sugerir que
estes atributos ecossistémicos j4 estdo
funcionalmente presentes nas areas de plantio
de forma comparavel com as areas de
referéncia. Possivelmente o fato da maior parte
das espécies originalmente plantadas serem de
disperséo zoocdrica, conforme o observado nos
ecossistemas naturais, deve ter contribuido para
estes resultados. Futuros estudos observando
outros aspectos da chuva de sementes nestas
areas em restauracdo, como a sazonalidade,
diversidade e equabilidade, poderéo elucidar de
forma conclusiva se estes atributos ligados ao
processo ecossistémico da regeneracdo sao
bons indicadores para avaliar a trajetoria
sucessional de florestas inundaveis de restinga
em restauracao.
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INTRODUCAO:

A espinheira-santa é uma planta medicinal
amplamente consumida no Brasil, cujas
propriedades  farmacolégicas vao desde
analgesia a desinfeccdo. A verdadeira
espinheira-santa, especificamente chamada
Monteverdia ilicifolia (Mart ex Reissek) Biral (sin.
Maytenus ilicifolia Mart ex Reissek) (Biral et al,
2017) apresenta como caracteristica
morfolégica mais marcante a presenca de
margem foliar espinescente. A presenca de
classes quimicas potencialmente terapéuticas ja
foi amplamente descrita em Monteverdia ilicifolia
na literatura. Nessa perspectiva, o cha de
espinheira-santa é bastante consumido pela
populacéo, principalmente para o tratamento de
Ulceras gastricas. Um problema relacionado a
comercializacdo de espinheira-santa € a
adulteracdo da droga vegetal, através do
acréscimo ou da substituigdo por outras
espécies do préprio género, assim como
espécies do género Sorocea e Zolernia, sendo
respectivamente M. aquifolia, S. bonplandii e Z.
ilicifolia. Dessa forma, a necessidade de um
método  suficientemente  abrangente que
possibilite a identificag@o botanica.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Folhas de diferentes espécies de Monteverdia e
Sorocea foram estudadas com técnicas usuais
em anatomia vegetal para o estabelecimento de
patrdes morfolégicos para contribuir com o
controle da qualidade. As caracteristicas
encontradas nas regides do peciolo, nervura
principal em trés alturas, regides intercostal e
bordo, como a presenca de tricomas e a
ocorréncia de flanges cuticulares, a presenca de
colénquima e esclerénquima, o formato e
projecbes do peciolo, a organizacdo do feixe
vascular e presenca de bainha de fibras na
regido da nervura principal sdo de grande ajuda
para a diferenciacdo entre as espécies (M.

aquiflolia, M. urbaniana, M. schumanniana, S.
bonplandii, S. racemosa e S. hilarii) até o
momento descritas como adulterantes da
verdadeira espinheira-santa (M. licifolia),
evidenciando. Além disso, o padréo de nervagéo
€ muito contrastante nos dois géneros, sendo
uma ferramenta de fécil visualizagdo para a
distincdo entre os géneros Sorocea e
Monteverdia.

CONCLUSOES:

A anatomia vegetal mostrou-se uma ferramenta
segura e acessivel para o controle de qualidade
de fitoterapicos, podendo facilmente identificar
adulterantes nas amostras comercializadas
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