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1. INTRODUCTION

Ribonucdleic acid (RMA) is a fundamental biomolecule involved in various cellular processes. The
pathway for protein synthesis begins with the synthesis of messenger RNA (mRMNA) from the DNA template
strand, followed by the transport of amino acids (by transfer RNA, or tRNA) to the ribosome's two subunits
(ribosomal RNA, or rRNA). Therefore, RNA is a key mediator between DNA and protein synthesis (1).
Additionally, RMNA is directly involved in the regulation of gene expression. The identification of numerous non-
coding RMAs (ncRMNAs) has greatly expanded our understanding of gene regulation, as these RNAs play
critical roles in processes such as cell signaling, maintaining structural integrity, and catalyzing enzymatic
reactions (2). Examples of ncRMAs are: miRNAs, about 22 nuclectides, are critical for regulating processes
such as cell proliferation, differentiation, and apoptosis (3); long non-coding RMAs (IncRNAs), which more than
200 nucleotides in length and are involved in chromatin modification, transcriptional regulation, and mRMNA
stability (4); small nucleclar RNAs (snoRMNAs), which participate in the chemical modification of ribosomal RNA,;
and ¥ RMAs, which are associated with DMNA replication and RNA quality control (5).

Given their diverse functions within the organism, RNAs are ubiguitous across all cell types, including
those of the immune system. A specific group of cells, known as peripheral blood mononuclear cells (PFBMCs),
which include lymphocytes (T cells, B cells, and natural killer cells), monocytes, and dendritic cells, play a
pivotal role in immune responses, such as antigen recognition and inflammation regulation. making them an
ideal model for studying gene expression, particularly the regulatory functions of ncRMNAs in both healthy and
diseased states (6). Moreover, PEMCs are often analyzed to uncover gene expression pattems that contribute
to immune dysregulation. Mon-coding RMAs, including miRNAs and IncRMAs, have been shown to influence
immune pathways by modulating cytokine production, lymphocyte activation, and immune cell differentiation
(7). Due to their central role in the immune system, PBMCs offer a valuable opportunity to investigate RNA
expression and its regulatory mechanisms.

Despite their potential, manipulating RMA poses significant technical challenges, especially regarding
its stability. RNA is highly susceptible to degradation, and improper handling during collection, processing, or
storage can compromise its quality and quantity. This is particularly relevant in quantitative polymerase chain
reaction (gPCR) experiments, where degraded RMNA or improperly stored complementary DNA (Cdna) can
result in variability in gene expression measurements (8). Ensuring RNA integrity and optimizing cDMA storage
conditions, such as minimizing freeze-thaw cycles, are critical steps for achieving reliable gPCR results (9).
Thus, the objective of this study was to determine the RNA viability time after collection and the impact of
cDNA freezing on gPCR analysis. The use of PEMCs, which serve as a rich source of both coding and non-
coding RMAs, provides valuable insights into best practices for preserving RMNA integrity, a critical factor for
molecular analyses.
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Total RNA extraction

About two mL of peripheral blood samples were collected and processed to obtain PBEMCs through
density gradient separation using Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich Corporation, Missouri, USA), following the
manufacturer's recommendations. After cell sampling, total RNA was extracted using the TRIzol® LS method
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) according to the manufacturer's instructions. To determine

the RMA viability time, blood was stored at4°C, PEMCs samples and RMA extraction were performed at distinct
time points: t0=0h, t1=2h, t2=4h, t3=8h, and t4=24h after collected.

To determine the quantity of the obtained RMNA, the concenfration of total RMAs was analyzed by
optical density at 260 nm and 280 nm using a NanoDrop 20008 spectrophotometer (Thermo Sdentific). To
evaluate the quality of the extracted RNA, an aliguot of RNA was evaluated by electrophoresis on a 1%
agarose gel stained with ethidium bromide.

This study was approved by the Human Research Ethics Committee of the State University of Maringa
(CAAE: 27723114.0.0000.0104).

2.2. DMase | treatment and conversion to cDNA

Following RMA exiraction, samples were freated with RNase-free DNase | (Themmo Scientific,
Waltham, MA, USA) to digest both single-stranded and double-stranded genomic DMA. This step is a standard
procedure prior to RT-gPCR, as the presence of DNA is regarded as a contaminant.”

The reverse transcription reaction was conducted using the purified total RMA obtained from the
previous step to synthesize cDMA with random primers, using the High-Capacity cDMA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems™ Foster City, CA, USA).

The validation of cDMA was performed using polymerase chain reaction (PCR) with specific primers
targeting the messenger RNA that encodes the enzyme glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH). PCR amplification was performed in a total volume of 10 pL mixture containing 10 ng cDMNA, 1X
PCR buffer, 1.5 mM of MgClz, 025 mM of each dNTPs, 025 mM of sense and antisense GAPDH primer, 1 U
Tag DNA polymerase (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY, USA). PCR products were separated
by electrophoresis on 2% agarose with SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies,Grand
Island,NY, USA).

2.3. Determination of the Cycle threshold by quantitative polymerase chain reaction (qPCR)

Following the successful validation of the obtained cDNA, gPCR was conducted targeting the GAPDH
mRMNA to accurately determine the Cycdle threshold (Cq), critical step to measure of gene expression levels.
Primer sequences for GAPDH were sense 5-AGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3' and antisense 5-
CCATGTAGTTGAGGTCAATGAAG-3'. gPCR amplification was performed in triplicate in a total volume of 10
pL mixture containing 5 ng cONA, 600 mM of each primer, 14 PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied
Biosystems™ Foster City, CA, USA). The cycles were performed on the StepOnePlus™ System (Thermo
Scientific): two-minute cycle at 50°C; two-minute cycle at 95°C; 40 cycles of 15 seconds at 95°C, 15 seconds
at 58°C and 30 seconds at 72°C. The melting curve was performed 25 seconds at 95°C, one-minute at 60°C
AND 15 seconds at 95°C.

To evaluate the impact of cDMA freezing on its stability and functionality, three samples were
compared: fresh sample (t0) and sample that had been stored at -20°C for one year (t1).
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3.RESULTS
3.1. Viability time of RNA extracted from Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs)

Temporal and storage conditions of a sample represent critical determinants in ensuring the requisite
quality and guantity of RMA, given its increased instability in comparison to DNA. At time point 10, RNA
purification demonstrated efficacy, yielding a concentration of 115.8 ngfpL and a 26W0W280 ratio of 2.04.
Similarly, the concentrations and their respective 260/280 ratios at subsequent time points were as follows: t1
= 134.7 ngfuL, 2.11; 12 = 137.9 ngfpL, 2.09; 13 = 31.3 ngfuL, 2.15; t4 = 79.4 ng/uL, 2.15. As time progresses,
a diminution in RNA concentration and the 260/280 ratio is observed, indicating a decline in the quality of the
material obtained.

RMA was assessed by gel electrophoresis, revealing a characteristic smear typical of total RNA
samples, in addition to two distinct bands comesponding to ribosomal RMNA, identified as 285 and 185 (Figure

1).

Figure 1: RNA band patterns formed after different extraction times in peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs). LD: 50 bp molecular weight marker; t0=0h; t1=2h; t2=4h; t3=8h; t4=24h. The arow indicates a band 185 and 285

3.2. Validation of cDNA

To ensure the reliability of the results in the subsequent step, a PCR using cDNA was performed. This
test allows for the detection of potential DNA contamination, in case the DMase | treatment was ineffective,
resulting in the formation of a 1755 bp fragment. Furthermore, the successful conversion of RMA to cDMA can
be verified by the presence of a 123 bp fragment on the agarose gel (Figure 2).

cDNA - GADPH

3 | 5

Figure 2: Polymerase chain reaction (PCR) for the GAPDH gene in cDNA samples. LD = 50 bp molecular
weight marker, BCO = negative reaction control; the arrow indicates a band with a 123 bp fragment.
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3.3. Impact of freezing on cDNA

cDMA is more stable than RNA, making it more suitable for long-term storage. Therefore, we evaluated
the impact of freezing on its stabilty. The averages Cg for the fresh cDNA samples were 19226,
19.654,21.953, 19.526 and 19.628. Results similar have been observed in frozen cDNA samples: 18.786,
18.523, 22.201, 20.354, 21.032 (Table 1).

Table 1. Determination of the Cycle threshold (Cq) by gquantitative polymerase chain reaction (qPCR)
of fresh sample and sample that had been stored for one year.
ID sample Condition Cg Average Cq Condition Cqg Average Cqg
19437 18.569
1 t=0 19.143 19.226 =1 18.846 18.786
19.099 18.944
19.954 19.605
19.462 : 19.466
19.545 19.499
21959 22361
21926 E 22057
21974 22.186
19.428 20.754
19652 : 20104
19.458 20.204
19.418 21.406
t=0 19.747 19.628 t=1 20965

19718 20726
Cq: Cycle threshold, t=0: fresh cDNA samples; t=1: frozen cDMA samples.

4. DISCUSSION

The determination of the viability time of a sample after collection for extraction can provide crucial
parameters for future research, as well as minimize potential biases. In our results, it was observed that the
high yield and guality of RNA were maintained for up to 4 hours post-collection in PEMC samples stored at
4°C. After this period, the RNA concentration decreased to 31.3 ng/uL. Mevertheless, the 260/280 ratio
remained above 2.0, indicating the presence of RNA in the solution with low DMNA contamination, which was
corroborated by agarose gel analysis. The presence of a smear on the gel suggests that the RNA extraction
was successful, reflecting the broad diversity of total RMA sizes presentin the cells. The 185 and 285 bands
indicate that the recovered material has structural integrity, suggesting that the RNA extraction was consistent
However, agarose gel analysis provides a subjective and gualitative assessment of the integrity of the obtained
RMA. To obtain quantitative data on the integrity, recovery, and purity of the RNA, the material should be
subjected to capillary electrophoresis, allowing for the determination of the RIN (RMA Integrity Number) and
eliminating individual interpretations in RMA quality control.

RMA should be stored at exiremely low temperatures, ideally below -80°C, in accordance with
manufacturer recommendations to prevent degradation. Elevated temperatures significantly accelerate this
process, with RNA exposed to 25°C exhibiting a half-life of 140 days, whereas at 60°C, the half-life is drastically
reduced to 0.6 days. Furthermore, RNA length is negatively correlated with its stability, meaning that longer
molecules are more susceptible to degradation. Regarding the concentration of the stored solution, it has been
observed that increasing RMNA concentration contributes to greater stability (10).
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RMA is more susceptible to degradation by RNases due to intrinsic characteristics of its structure. The
ribose present in RMNA has a hydroxyl group (-OH) at the 2' position, which makes it more prone to non-
enzymatic degradation due to its potential to cause cleavage in the backbone by attacking the adjacent
phosphodiester bond. Additionally, a single RNA strand is less stable than a double strand of nucleic acids
(10). Moreover, the presence of RMase can be a determining factor in the efficient recovery of RNA. RMase is
an enzyme that degrades RNA molecules by catalyzing the cleavage of phosphodiester bonds between
nuclectides. RMase is commonly found in cells and on the skin, and mishandling or improper storage can lead
to RMA degradation (1).

Thus, an alternative approach may involve the storage of cDNA. Complementary DNA (cDNA) is
synthesized from an mRMA template through the action of the enzyme reverse transcriptase, and this
conversion is a fundamental step in gene expression studies. Although research indicates that cDNA may
degrade more rapidly than mRNA—likely due to the formation of a cDNA-RMNA hybrid complex that is more
vulnerable to nuclease activity than RMA, which possesses a more complex secondary structure, and the post-
transcription buffer conditions that enhance degradation (11), our findings did not show any evidence of
degradation. A comparison of Cqg values between freshly processed and one-year frozen samples revealed
no significant differences.

5. CONCLUSION

Owur results indicate that the guality and yield of RNA extraction using the TRIzol® LS reagent decrease
ower time, remaining viable up to 4 hours after collection in PEMCs samples. However, further studies are
necessary to assess the impact of total RMA obtained after 8 hours on gPCR reactions. Regarding the effect
of freezing cOMNA samples, our data show no differences in the average Cq between fresh samples and those
frozen for one year. Nevertheless, additional tests. including freeze-thaw cycles, are reguired to evaluate cDMA
stability.
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1. INTRODUCTION

Sporofrichosis is a subcutaneous mycosis caused by thermodimorphic fungi of the genus Sporothrix,
with high prevalence in Latin American countries, especially Brazil (1, 2). It is currently listed as one of the
major neglected tropical diseases related to the skin (cutaneous MTDs) for 2021-2030 by the World Health
Organization (3). Sporofrichosis is not a notifiable disease at the national level, being mandatory only in
some states (4). Transmission can occur through traumatic inoculation of contaminated urganlc matter or
through bites and scratches from contaminated cats, the latter is associated with the species Sporothrix
brasiliensis (1, 5).

Cutaneous or lymphocutaneous lesions are the most common clinical forms, but systemic
involvement can occur, affecting the central nervous system, lungs, bones; or also, presentation of mucosal
and immunoreactive forms (6). Conventional treatment is camied out with itraconazole (the drug of choice) or
with potassium iodide, terbinafine and amphotericin B, depending on the clinical form and severity of the
case. The awverage duration of treatment is three to four months (6, 7). Prolonged treatment favors the
occurrence of important drug interactions as well as side effects and also increases the chance of the
etfiological agent developing resistance to antifungal drugs (8). In this regard, there is an urgent need for the
study and knowledge of alternative therapies such as cryotherapy and photodynamic therapy (PDT) (9, 10).

PDT is a treatment with anti-cancer and antimicrobial potential that has been used successfully in
various areas of medicine such as gynecology, urology, oncology and dermatology. Its operating principle is
based on three key components: presence of molecular oxygen, photosensitizer (PS) and light with
appropriate wavelength; which, combined, are capable of eliciting the death of target cells through
mechanisms that are not yet fully understood (11). PDT has great potential for the topical treatment of
sporotrichosis because the cutaneous and lymphocutaneous clinical forms are the most prevalent (6, 12).
Although there are already some articles demonstrating the activity of PDT against Sporothrix spp. (10,
13-17), more studies are needed to understand the potential therapeutic action and the various combinations
of PS and light. Therefore, the aim of this study was to evaluate the antifungal activity of PDT with CUR in
plancktonic cells and mature biofilms of flamentous and yeast forms of 5. brasiliensis isolates.
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2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Fungal isolates and thermoconversion

Twenty isolates in filamentous and yeast form of Sporothrix brasiliensis from the Oswaldo Cruz
Foundation (Fiocruz) were used (18), maintained in Mycosel medium in a BOD incubator at 25 °C in the
Medical Mycology Laboratory of the State University of Maringa (UEM). For thermoconwversion, an adjusted
inoculum of 1 x 10° conidia/mL in brain heart infusion (BHI) broth medium supplemented with 2% glucose
and pH 7.8 was shaken at 150 rpm at 37 °C for 7 days. After this period, an aliquot of the growth was
transferred to a new medium and shaken under the same conditions described. Subsequently, successive
platings were made on BHI agar with incubation at 37 °C to obtain creamy white colonies with a yeast
appearance.

2.2. Photosensitizer agent and light source

The photosensitizer was prepared by the Photodynamic Systems Research Center (NUPESF) of
UEM. Curcumin powder (Inlab® Confianga) was diluted in dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma®) to prepare a
curcumin stock solution at 5000 pM. Working concentrations (50-0.09 pM) were prepared by diluting the
stock solution in sterile distilled water. The light source consisted of a system of LEDs with a wavelength of
450 nm.

2.3. Preparation of the fungal inoculum

For filamentous inoculum, S. brasiliensis isolates were subcultured on Sabouraud Dextrose Agar
medium with chloramphenicol and incubated for 7 days at 25 °C. The growth was scraped in 0.85% saline
and filtered through cotton to obtain the conidia. For the yeast form, the isolates were plated on BHI agar
medium and incubated for 5 days at 37 °C. The yeast colonies were dispersed in 0.85% saline. Conidia and
yeast were counted using a hemocytometer on a common optical microscope. The inoculum was adjusted to
1 x 10°f CFU/mL for the photoinactivation assay on plankionic cells and, for the biofilm assays, it was
adjusted to 2.4 x 10° CFU/mL.

2.4. Photoinactivation in planktonic cells

To evaluate the antifungal activity of PDT, in a 96-well plate, curcumin (50; 25; 12.5; 625, 3.125;
1.56; 0.78; 0.39; 0.19 and 0.09 pM) was incubated together with the inoculum for 15 min in the dark. Then,
irradiation was camied out at a fluence of 15.46 Jicm® for 15 minutes. Dark (inoculum with curcumin without
light) and light {(inoculum with light without curcumin) confrols were performed. The Minimum Fungicidal
Concentration (MFC) was evaluated by plating aliquots from each well and was considered as a reduction in
growth = 3 logs compared to positive control. Colony forming units (CFU) were also counted, plating 20 pL of
each concentration (Pure, dilutions 1:10 and 1:100), the results were evaluated by logarithmic reduction
(log10). This experiment was carried out in duplicate and on both forms of the fungus, filamentous and
yeast-like forms. Plating for the filamentous form was done on SDA and incubated at 25 °C for 5 days, while
for yeast it was done on BHI agar and incubated at 37 °C for 5 days.

2.5. Photoinactivation in mature biofilm

For this experiment, for each form, two isolates were randomly chosen that had a high and low MFC.
The medium used for biofilm formation was YPD (yeast extract, peptone and glucose) pH 6.5 for the
filamentous form and BHI broth with 2% glucose and pH 7.8 for yeast. For biofilm formation, in a 24-well
plate, 500 pL of the inoculum prepared with medium was added fo each well. For the filamentous form, the
adhesion time was 6 hours with incubation at 25°C and, for the yeast form, the adhesion was 24 hours at 37
'C (Cite articles here). After adhesion, the medium was removed, the wells were washed twice with 250 pL
of PBS (Phosphate buffered saline) and 500 pL of fresh medium was added. The plate was incubated again
until 72 hours after the start of biofilm formation. With the biofilm formed, the medium was removed and
washed 1x with PB5. PDT was performed with concenfrations of MFC, 2x MFC, 4x MFC and 50 pM and the
parameters (incubation time, irradiation time and fluence) are the same as those used in the planktonic cell
assay. For CFU, the contents of the wells were scraped and transferred to a 96-well plate for dilutions and
plating. The evaluation of the total biomass of the biofiim was performed by fixing the fungal growth with
methanol, staining with crystal violet, washing with distilled water and resolubilizing the dye with 33% acetic
acid.
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2.6 Statistical analysis
The results of antifungal activity of PDT with CUR were analyzed using Prism 8.0 software
(GraphPad, San Diego, CA, USA) and unpaired t-test. Values were considered significant when p < 0.05.

3. RESULTS

The MFC values for photoinactivation in planktonic cells in the filamentous and yeast forms of 5.
brasiliensis are shown in Table 1. The combination of PDT with CUR demonstrated fungicidal efficacy
against all isolates. The concentrations of CUR ranging from 0.39 to 12.5 pM and from 0.09 to 6.25 pM for
the filamentous and yeast-like forms, respectively. The isolates chosen to perform the filamentous biofilm
tests were 87611 (high MFC) and 8678 (low MFC). The yeast biofilm was performed with isolates 8854/
(high MFC) and 8729 (low MFC).

The CFU and biomass assays for mature bioflm are shown in Figure 1. When compared with the
positive control, the concentrations that demonstrated statistical difference were: 8761/1 had a reduction of
297 logwCFUWmL for 2x MFC. while 8854/1 had reductions of 0.88: 0.89 and 3.27 loq.«CFU/mL for the

concentrations of MFC, 2x MFC and 4x MFC, respectively. For all isolates, the 50 uM concentration was able

to cause a reduction of =3 log,, in CFU, with statistical significance compared to the control. There was no

statistical difference for crystal violet absorbances between tested concentrations and the control in the four
isolates tested (Figure 1E-1H). However, it is possible to observe that isolate 8678 had higher absorbance
values when compared to the other three isolates (Figure 1F).

Table 1. Minimum fungicidal concentration for S. brasiliensis isolates in filamentous and yeast forms
Sporothrix brasiliensis strains MFC mold form (uM) MFC yeast form (M)

a362M1 3.125 0.09
BE3GNM 3.125 0.09
BR&2M 6.25 0.39
BEG64S3 6.25 1.56
B0/ 6.25 1.56
BTE1M 12.5 0.09
B4B8 3125 0.39
8548 3.125 1.56
a718 0.78 0.06
BES4M 3.125 6.25
BaBT 3125 6.25
B695 0.78 1.56
BrFzan 0.39 1.56
B578 0.78 0.39
8547 0.78 3.125
BEA1/2 3.125 3.125
9345 1.56 3.125
B729 1.56 0.09
8726 1.56 1.56
BT56M 156 3125
MFC: Minimum fungicidal concentration, it was determined by the first concentration of curcumin that there was a reduction of 23 logs
when compared to the positive control
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Figure 1. Effect of PDT with CUR on mature biofilm in both forms of 5. brasiliensis. (A-D) Colony
forming units (CFU) for mold form (A, B) and yeast form (C, D). (E-F) Total biofilm biomass for mold

4. DISCUSSION

Our research group has conducted an investigation into the efficacy of photodynamic therapy (PDT)
with curcumin (CUR) in the treatment of S. brasiliensis (10). The results of this investigation have yielded
promising outcomes. In this new work, we undertake a more detailed investigation with the aim of gaining a
deeper understanding of the fungicidal action of PDT with CUR. Our results showed that PDT with CUR has
fungicidal activity for all tested isolates and in both forms, filamentous and yeast. The thermodimorphic
characteristic of the Sporothrix genus encourages investigations that expand knowledge about both
morphological forms (1-5).

The results of this work show that the yeast form proved to be more susceptible than the filamentous
form fo PDT with CUR,, as the CFM concentration was lower, ranging from 0.08 to 6.25 pM for the yeast form
and ranging from 0.39 to 12.5 pM for the filamentous form. It is important to highlight that 0.09 pM was the
lowest concentration tested and this MFC wvalue was obtained for 20% of the yeasts. This greater
susceptibility of Sporothrix spp. yeasts to PDT was also observed for 5. globosa yeasts with the PS
5-aminolevulinic acid and red light (6§33 nm) (17). The potential of CUR as a photosensitizer for the treatment
of Sporothnx has yet to be fully explored, with minimal research having been conducted in this area. Our
research group has focused its efforts on investigating the biclogical varability of this active ingredient in the
context of different infections, as evidenced by the findings of various studies (19-21).
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Biofilm is an important virulence factor for microorganisms, conferring resistance to the host's
immune system and to the antimicrobial agents used in treatment (22). Therefore, knowledge of the action of
PDT on Sporothrx brasiliensis biofilms is extremely important for understanding the therapeutic potential of
PDT against this fungus. This context may be directly linked to the structure of ulcerated lesions that occur in
patients with Sporofrichosis. Interestingly, the clinical isolates tested have different potential to form biofilm.
Knowing that biofilm is a complex structure, which consists of viable cells and exiracellular mafrix, we see
that isolates in the filamentous form have a more organized biofilm with a larger extracellular matrix than
yeasts. And among all isolates tested for biofilm, 8678 has incredible cell and matrix viability. The variability
among isolates is a positive point of this work, which showed an in-depth investigation into a large number of
clinical isolates of S. brasiliensis. To evaluate POT on formed biofilm, two isolates were randomly chosen for
each morphology. one with a high MFC value and the other with a low MFC. In general, PDT with CUR was
efficient in acting on cell viability in mature biofilm of both forms of Sporothrix. For isolates in the mycelial
form, the isolate with high MFC for plankionic cells had the most sensitive biofilm to PDT for the
concentrations tested, with a statistically significant reduction when compared to the conftrol for the
concentrations 2x MFC and 4x MFC (Figure 1A). The isolate with low MFC obtained a significant logarithmic
reduction only at the concentration of 50 pM (Figure 1B). For yeast biofilms, a similar behavior was observed
and the isolate with high MFC was also more sensitive and had a statistically significant reduction for all
concentrations tested (MFC, 2x MFC, 4x MFC and 50 pM) when compared to the control (Figure 1C). The
low MFC isolate for yeast also only showed significant reduction at 50 pM (Figure 1D). Despite reaching
fungal cells and decreasing or eliminating viability, PDT with CUR was not able to decrease total biomass
assessed by crystal viclet The evaluation of the total biomass of formed biofilms for all isolates showed no
statistical difference for any of the tested concentrations when compared to the positive control (Figure
1E-1H), which can be explained by the PDT intervention being camied out in minutes on a formed biofilm,
with no subsequent incubation time after treatment. Studies evaluating other interventions on Sporothiix
biofilm usually leave the test freatment in contact with the biofilm for hours or even days (23, 24).

Our study is the first to evaluate the action of PDT on mature biofilm of Sporothrx spp. Other studies
evaluating the action of other treatments on Sporothrix bioflm use minimum inhibitory concentration (MIC)
values, and also require high values to obtain considerable reductions in the biofilm (23-25). Another
difference to be considered is that these studies leave the test substance in contact for hours (23-25) and the
present study performed PDT in minutes and immediately afterwards the CFU and crystal violet technigues
are performed and even so, PDT is able to reduce fungal growth in the biofilm.

5. CONCLUSION

PDT with CUR demonstrated effective in vitro antifungal activity against planktonic cells and biofilm
of 5. brasiliensis in both forms of the fungus, which demonstrates the promising character of PDT with CUR
as an alternative treatment against sporotrichosis lesions. Additional studies are needed to better understand
the mechanisms of action and the therapeutic scheme for the treatment of sporotrichosis in an animal model.
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1. INTRODUGAO
O Complexo Principal de Histocompatibiidade ou MHC (do inglés, Major Histocompatibility Complex) foi

descoberto em 1940, por Peter Gorer e George Snell, apés um estudo de transplante de tecido em
camundongos (1). Ele esta localizado no brago curto do cromossomo 6, contendo mais de 35.000 alelos,
registrados no banco de dados IMGT/HLA, o que permite a apresentagio de um enorme repertorio de
peptideos ao linfocito T, para a inicializagao da resposta imune adaptativa (2.3).

Mos seres humanos, este complexo génico & representado pelos genes do sistema leucocitario humano
(HLA, do inglés, human leukocyte antigens), compreendendo os genes de classe | e Il (4). As moleculas HLA
de classe | sdo codificadas por genes HLA-A -B, -C e sdo encontradas na superficie celular de todas as
células nucleadas. com a principal fungo de exibir fragmentos de peptideos para células T citotdxicas e
células Matural killer (NK) (4). Os genes HLA-DRB1, -DRB3/4/5, -DQA1, -DAB1, -DPA1 e - DPB1 codificam
as moléculas HLA de classe |l, as quais apresentam os peptideos aos linfocitos T helper. Ambas participam
no processo de transplantes de érgios e de células-tronco hematopoiéticas, além de estarem associadas a

uma ampla gama de doencas (1).
Devido & complexidade dos genes HLA, houve a necessidade da implementacio de meétodos mais

robustos para elucidar de forma detalhada a composigdo génica do HLA, como o Sequenciamento de Mova
Gerago (MGS), permitindo a caracterizacdo em alta resolugio do HLA nas diversas populagbes em todo
mundo, diminuindo ambiguidades alélicas e estabelecendo frequéncias alélicas e haplotipicas da populagdo
que até entdo, era limitada aos métodos classicos de sequenciamento (5-8).
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O sistema HLA € o sistema genético mais polimérfico do genoma humano, ele @ formado por
glicoproteinas com estruturas e fungdes distintas, o que aumenta a diversidade de moléculas HLA disponiveis
(1). Em decorréncia dos polimorfismos nos genes HLA, as diversas populagies podem ser estudadas com
relagdo as frequéncias alélicas que apresentam, com o objetivo de caracterizagdo genética dessas

populagdes, principalmente, no ambito dos transplantes, pois a frequéncia dos alelos HLA e o padrio de
haplétipos sdo caracteristicos de cada etnia e o conhecimento do polimorfismo populacional & de importancia

para a compreensao da disfribuico alélica na populacio estudada e associagbes com doencas (1.9).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar as frequéncias de alelos e haplétipos de 11 foci HLA
em individuos cadastrados como doadores voluntarios de medula dssea (DVMOs), cujas amosftras foram
recebidas e processadas pelo Laboratorio de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa (LIG-UEM)
entre os anos de 2021 e 2024.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Populagao do estudo

Este estudo incluiu 3.000 amostras de DVMOs inscritos de 2021 a 2024 para realizagdo de exame de tipagem
HLA na rotina do laboratorio, o qual segue as normas das Portarias vigente (RDC N® 61 de 01 de dezembro
de 2009, Portaria N* 1229 de 15 de junho de 2021 e Portaria N° 685 de 16 de junho de 2021) e Vigilancia
Sanitaria do municipio de Maringa, apds envio das amostras pelo Hemocentro Regional de Maringa,
Hemonuicleo Regional de Paranavai e Unidade de Coleta e Transfusdo de Cianorte que aplicam o termo de
consentimento livre e esclarecido. Os doadores se autocidentificaram como brancos (65,8%), pardos (28,3%),
pretos (3.1%). amarelos (2,7%) e ndo se autoindentificaram (0.1%). Foram coletadas amostras de 1.983
mulheres (66,1%) e 1.017 homens (33,9%). A idade media geral da coorte foi de 25,24 anos (variagdo de 18
a 35 anos) com desvio padrao de 4,94

2.2 Amostras de sangue

As amostras de sangue dos DVMOs cadastrados no Hemocentro Regional de Maringa, Hemonucleo Regional
de Paranavai e Unidade de Coleta e Transfusdo de Cianorte, foram encaminhadas ao LIG-UEM em tubos
contendo EDTA (acido etienodiaminotetracético). Elas foram registradas em um banco de dados no
computador e congeladas em freezer -20°C. O congelamento foi realizado em tubo de congelamento

contendo 1 mL do sangue total e os fubos armazenados na caixa de congelamento.
2.3 Extracdo do material genético

A extracdo do DMA foi realizada a partir do sangue total. As amostras foram submetidas & extracdo com
metodologia padronizada, utilizando kits Qiagen.
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2.4 Concentragdo e pureza do DNA

Para avaliar a concentragcio e pureza do DNA, foram realizadas medidas no equipamento NanoDrop® 2000.

A avaliagdo da pureza consiste na base da leitura da densidade optica das amostras feitas pelo aparelho. Os
procedimentos foram realizados mediante os comandos do software.

2.5 Metodologia de tipificagio HLA

A tipificagdo HLA foi realizada pela técnica NGS (do inglés, Next Generation Sequencing) utilizando kits de
genotipagem ANl Type Fast da One Lambda no iSeq™ 100 da Thermofisher, posteriormente os resultados
foram analisados em software apropriado (TSV 3.0 e 3.1).

2.6 Registro dos resultados HLA no REDOMEWEB

Os resultados da tipificagdo do HLA de cada DVMO foram encaminhados para o REDOMEWEE pelo LIG-
UEM por meio de uma planilha do tipo “csv”, contendo o registro de doador de medula (DMR) e os HLA de

classe | e Il obtidos.
2.7 Atribuigdes de grupos de ambiguidade

Os alelos HLA com sequéncias de nucleotideos que codificam a mesma sequéncia de proteina para os
dominios de ligagdo de peptideo (éxon 2 e 3 para HLA classe | e éxon 2 apenas para alelos HLA classe )
foram designados por um "P" ou “G" maidsculo, que segue a designacio do alelo de 2 campos do alelo de

menor nuMmMeracgio No grupo.
2.8 Levantamento dos alelos e haplotipos HLA e analise estatistica

O levantamento dos resultados da tipificagdo HLA foi realizado por meio de consultas aos livros de registros
preenchidos no LIG-UEM. Ja para os dados dos doadores: sexo, idade e etnia, foi utilizado o site
REDOMEWEEB para consulta. Dessa forma, através dos dados obtidos, foi confeccionada uma planilha do
tipo Excel, contendo o0 DMR, sexo, idade, etnia, HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1, -DRB3/B4/85, -DAA1
e -DPA1 e a seguir foi realizado o célculo das frequéncias alélica e haplotipica, por meio do programa
estatistico RStudio v. 4.2.1.

3. RESULTADOS
3.1 Frequéncia alélica

3.1.1 Locide classe |: Mo total, 67 alelos distintos de classe | foram identificados durante o estudo; 18 alelos
HLA-A, 30 alelos HLA-B e 19 alelos HLA-C. As frequéncias dos alelos mais comuns de classe | estdo

resumidas na Tabela 1.
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Tabela 1: Frequéncia de alelos HLA classe | observados em 3.000 DVMOs.

HLA Contagem Frequéncia

HLA-A*02:01:01 1.292 0,2153333
HLA-A®01:01:01 578 0,0963333
HLA-A*24:02:01 560 0,0933333
HLA-B*51:01:01 0,0818333
HLA-B*35:01:01 0,0635000
HLA-B*07:02:01 0,0601667
HLA-C*04:01:01 0,1621667
HLA-C*07:01:01 0,0958333

HLA-C*07:02:01 0,0843333

31.2 Locide classe ll: Os alelos de dasse Il apresentaram 107 alelos distintos. As frequéncias dos alelos

mais comuns de classe |l estdo resumidas na Tabela 2.

Tabela 2: Frequéncia de alelos HLA classe Il observados em 3.000 DVMOs.

HLA Contagem Frequéncia

DPA1*01:03:01 3928 0,6546667
DPA1*02:01:01 858 0,1431667
DPE1*04:01:01 1272 0,2120000
DFE1*02:01:02 605 0,1008333
DQA1*05:05:01 822 0,1370000
DQA1*01:02:01 808 0,1346667
DQB1*05:01:01 0,1206667
DQB1*02:02:01 0,1013333
DRB1*07:01:01 0,1265000
DRB1*03:01:01 0,0708333
DRE4*01:03:01 0,1331667

DRE3*02:02:01 0,1215000
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3.2 Frequéncias haplotipicas

Analisamos as associagOes de alelos e haplétipos contendo os 11 Joci (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQB1, -DPB1,
-DRB3/4/5, -DQA1, -DPA1). Os prncipais haplotipps e suas frequéncias foram o HLA-
A*01:01:01~B*08B:01:01~C*07:01:01~DRE1*03:01:01~-DQE1*02:01:01~DPE1*04:01:01~D QA1 *05:01:01~D
PA1*01:03:01 (0,003%), HLA-
1*33:01:01~B*14:02:01~C*08:02:01~-DRB1*01:02:01~DQB1*05:01 :01~DFE1*04:01 :01~-DQA1*01:01:02~DP
A1*01:03:01 (0,002%) -] HLA-
A*03:01:01~B*07:02:01~C*07:02:01~DRE1*15:01:01~DQE1*06:02:01~DPE1*04:01:01~D QA1 *01:02:01-~D
PA1*01:03:01 (0,002%).

4. DISCUSSAO

Meste estudo, caracterizamos alelos e hapldtipos em alta resolugdo de uma grande amostra de DVMOs do
sul do Brasil. O Brasil & o quinto maior pais do mundo em area e o quinto mais populoso, com historico
genetico heterogéneo. A declaragdo étnico-racial &, geralmente, tomada como critério de ancestralidade:
Europeia, Africana, Mativa Americana e Leste-Asiatico (10). A analise em NGS permite uma cobertura e

sequenciamento detalhado de genes HLA, permitindo a detecgdo de variantes e alelos novos na qual,

utilizando métodos moleculares de baixa resolugdo ndo seriam suficientes para a detecgdo. Os dados gerados
a partir deste estudo fornecem ferramentas importantes para o entendimento da distribuicdo populacional,
compatibilidade imunologica e a distribuicdo genética populacional.

Os alelos de classe | HLA-A®02:01:01 (25,1%), -B*51:01:01 (8,18%) e -C*04:01:01 (1,6%) foram os mais
frequentes em nossa populagio, resultado semelhante aos achados do estudo realizado em Curitiba-PR no
sul do Brasil (11). A populagio norte-americana & caracterizada por quantidade ampla dos grupos étnicos;
com base no website “Alfefe Frequencies”, foi possivel realizar observagdes sobre a frequéncias alélica, sendo
predominante o alelo HLA-A*02:01 (27%) em descendentes europeus e o alelo HLA-A01:01 (26%),
semelhante ao achado do estudo. O alelo HLA-B*07:02 foi o0 mais frequente em um estudo realizado no Sul
do Brasil e o B*51:01 apresentou uma frequéncia de 5% em descendentes europeus. O alelo C*04:01, o mais
prevalente do estudo, apresenta uma grande taxa na populagdo afrodescendente, em descendentes da
Ameérica Central.
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As frequéncias de alguns alelos HLA de classe Il foram semelhantes acs perfis descritos em populages
europeias (12,13). Sendo o HLA-DPA1*01:03:01 (6546%), -DPB1'04:01:01 (21,20%), -DQA1*05:05:01
(13,70%), -DAB1*05:01:01 (12,06%) e o -DRB1*07:01:01(12,65%) os mais prevalentes em nossa analise. O
segundo alelo mais frequente, o HLA-DQA1*01:02:01 (13,46%), foi um dos alelos mais frequentes na
populagao de Han (15,81%), na Oceania (45,8%) e na Africa Subsaariana (31,9%) (14). Os paises da Europa
e América do Morte apresentaram frequéncia maior que 80% para o alelo DPA1*01:03 (14,15) e, as
frequéncias haplotipicas mais frequentes foram HLA-
A*01:01:01~B*08:01:01~C*07:01:01~DRE1*03:01:01~DQB1*02:01:01~DPB1*04:01:01~DQA1*05:01:01~D
PA1°01:03:.01, diferente do encontrado em uma analise realizada no Sul do Brasil, onde o haplotipo
predominante foi HLA-A*02-B*44 (4,7%), -B*35-C*04 (10,6%), -A*01-B*08-C*07 (4%), -A*01-B*"08-DRB1*03
(3%), -DRB1*07-DQB1*02 (11,6%) e -DAQB1*03-DPB1*04 (16%) (16).

5. CONCLUSAO

Mosso estudo abrange as caracteristicas de 11 Joci HLA, sendo eles o HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1, -DAB1,
-DPA1, -DPB1 e DRE3/4/5 em nivel de alta resolugdo de pacientes DWVMOs da regido noroeste do estado do
Parana no Brasil. Nossos dados destacam a diversidade de alelos entre as diferentes etnias em um
determinado territério. Estas descobertas t8m o potencial de contribuir significativamente para estudos de

associagbes do HLA com doencas e em transplantes.
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1. INTRODUGAO

Os Antigenos Leucocitarios Humanos (HLA, sigla do inglés para Human Leukocyte Antigens) séo
glicoproteinas apresentadoras de antigeno codificadas por genes localizados no Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC, sigla do inglés para Major Histocompatibility Complex), cuja fungdo principal &
conferir protegdo contra patégenos (1,2).

O MHC situa-se no brago curtodo cromossomo B, nele estio contidos os genes para atranscricdo e
traducio das moléculas HLA de classe le classe ||, além disso, os genes de algumas proteinas imunoldgicas
auxiliares, por exemplo o Fator de Necrose Tumoral, também s&o encontrados nessa regido (2).

Como mencionado no paragrafo anterior, as moléculas HLA sdo divididas em classe | e I, issose
deve a suas diferentes estruturas @ modo de agdo. O HLA de classe | & composto por 4 dominios
extracelulares, sendoeles, a1, 02 e a3, ousimples mente cadeia pes ada, onde o dominio a1 & o mais préaximo
aregido N-terminal e 0 a3 & o mais priximo a membrana celular, e também uma B2-microglobulina, ou cadeia
leve (3.4). As moléculas HLA de classe | (HLA-A, -B e -C) sdo expressas em todas as células nucleadas e
apresentam peptideos intracelulares processados para os receptores de células T (TCRs) de linfocitos TCD8"
citotdxicos (1,3). Ja o HLA de classe |l (HLA-DR, -DQ e -DF) & composto por duas cadeias proteicas a e B,
cada uma com dois dominios extracelulares, onde os dominios a1 e B1 formam a fenda de ligagao peptidica
(3.4). Diferentemente das moléculas de classel, o HLA de classe Il possui uma expresséo limitada a células
apresentadoras de antigenos e linfocitos B e apresentam antigenos exdgenos para os receptores de linfocitos
TCD4* auxiliares (1,3).

Uma das principais caracteristicas do HLA & seu alto nivel de polimorfismo, isso pode conferir uma
vantagem na detecgdo dos inimeros patdgenos existentes e suas variantes | entretanto, essa caracteristica
també&m pode levar a pessoa a desenvolver uma doenga autoimune onde as células do sisternaimunol dgico
comecam identificar o tecido préprio como maligno e destrui-lo (3).

Hoje, o estudo das moléculas HLA tem como objetivo otimizar os transplantes de células e drgdos,
favorecendo maiores chances de sucesso, vistogue, elas sdo as responsaveis pelas rejeigdesque acontecem
durante os transplantes. Para reduzir as chances de um transplante mal sucedido & necessario que haja
compatibilidade HLA entre o doador e o receptor, ou seja, histocompatibilidade, desse modo podemos dizer
gue guanto maior a compatibilidade menor serdo os riscos (5).
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Para identificar tal compatibilidade com precisdo faz-se necessdrio o uso de técnicas robustas e de
alto-rendimento, atualmente, a genctipagemdo DMA para os foci HLA dos doadores e receptores & a maneira
mais eficaz de se obter esses resultados, para isso, utilizam-se metodologias de sequenciamento do material
genético, sendo as mais modemas classificadas como NGS (sigla do inglés para Next-Generation
Sequencing, ou, Sequenciamento de Mova Geragdo) (6). Esta metodologia faz uso de equipamentos que sdo
divididos em geragdes, visto suas diferentes capacidades . A Primeira Geracdo de Sequenciadores baseia-se
na técnica de sequenciamento de DNA desenvolvida por Frederick Sanger em 1977, e perdurou como padrao
ouro por 30 anos. Entretanto, devido a certas limitagbes do sequenciamento de Sanger, tornou-senecessario
a introdugdo de equipamentos mais avangados que suprissem tais demandas . Entao, em 2005 foi introduzido
no mercado o NGS, gue cumpriu seu papel e revolucionou o campo da genética devido a sua capacidade de
geracdo de dados extremamente superiores em relago ao seu antecessor (7).

Com isso, atipificagdo HLA evoluiuexponencialmente, passando a catalogar milhares de novos alelos
HLA em um curto periodo de tempo, tais alelos sdo utilizados para investigar a histocompatibilidade doador-
receptor e ficam armazenados em bancos de dados genéticos internacionais, dentre eles, o GenBank,
European Nucleotide Archive (ENA) e DNA Data-Bank of Japan (DDBJ) que cooperam entre si através da
colaboragdo internacional de banco de dados de sequéncias de nuclectideos, além disso, existe um banco
de dados focado exclusivamente em alelos HLA, sendo ele o IPD-IMGT/HLA (6,8-12).

Ditoisso, a proposta desse trabalho foi compilar todos os novos alelos HLA-B identificados por NGS
no Laboratério de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa (LIG-UEM) e realizar a notificacao
dos mesmos aos bancos de dados para que assim esses alelos sejam catalogados mundialmente.

2. MATERIAL E METODOS

A tipificacdo HLA faz parte da rotina do LIG-UEM, pois, o Laboratorio & responsavel pelo
cadastramento de doadores voluntarios de medula dssea (DVMO) da regido metropolitana de Maringa no
REDOME (Registro Brasileiro de Doadores Voluntarios de Medula Ossea), além da tipificagdo HLA
confirmatdria de doadores e receptores de transplante de medula éssea e investigagdodos novos alelos HLA,
identificados na rotina laboratorial. A realizacdo dessas atividades é autorizada pelo Ministério da
Salde/Secretaria de Atencdo Especializada a Sadde através da Portaria N°525, de 31 de Agostode 2022
publicado no Diado Oficial da Unido em 06 de Setembro de 2022 (13). Dessa forma, as amostras utilizadas
neste trabalho s&o provenientes dos DWVMO cadastrados no REDOME durante os anos de 2022 a 2024.

O DNA gendmico foi extraido das células brancas periféricas utilizando o Kit QlAamp® DNA Blood
Mini (Qiagen) seguindo as recomendacdes do fabricante. A tipificacdo HLA foi realizada através da
metodologia MGS com o equipamento iSeq 100, pertencente a plataforma lllumina, e kitde sequenciamento
AllType™ FASTPlex™NGS 11 Loci (One Lambda). Os dados gerados foram analisados utilizando o software
Type Stream Visual versdo 3.0.0 (One Lambda).

Os novos alelos identificados necessitam de confirmacao de resultados através da execucio de uma
segunda metodologia de sequenciamento. Desse modo, foi realizado o sequenciamento de Sanger (PCR-
SET) utilizando o kit SeCore™ HLA (One Lambda) e equipamento ABI 3500xL (Applied Biosystems) ou
Nanopore (sequenciamento de fragmentos longos) utilizando o kit NanoTYPER 24/11 e equipamento MinlOM
(Oxford Manopore Technology). Para analisar os dados desse nove sequenciamento foi empregado o
software pType versdo 7.3 (One Lambda) para o sequenciamento de Sanger e NanoT YPER® (Omixon) para
sequenciamento Manopore.

Apés a confirmag o dos novos alelos HLA, os dados referentes a eles, isso &, sequéncia genética,
sequéncia de aminodcidos e mutagdo foram submetidos ao GenBank e sucessivamente ao IPD-IMGT/HLA
para gue assim recebessem sua nomenclatura e fossem catalogados corretamente.

3. RESULTADOS

Durante o periodo de Janeiro/2022 a Agosto/2024, um total de 3.515 amostras de DVMO foram
sequenciadas no Laboratdrio de Imunogenética da Universidade Estadual de Maringa, dentre elas foram
identificados 20 novos alelos, onde 5 pertencem ao gene HLA-B, sendo eles, HLA-B*18:226, HLA-B*39:03:02,
HLA-B*40:543, HLA-B*44:373 e HLA-B*35:20:03 (Tabela 1). Com excegdo do alelo B*35:20:03, todos
apresentaram mutages em éxons chave, isso e, éxon 2 e 3 que codificam a fenda de ligagao peptidica para
HLA de classe | (Figura 1).
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Tabela 1. Descrigdo dos novos alelos HLA-B enaltecendo o alelo mais préximo, éxon, posigio da
mutagéo, a mutagéo, codon, troca de amino acido e namero de acesso no banco de dados.

Alelo HLA
HLA-B*18:226

Alelo Similar
HLA-B*18:01:01:21

Exon
Exon 3

Posicio
834

Mutagao

T=A

Codon
130.2

Troca de Amino Acido
Leucina = Glutamina

GenBank
OMNg25002

HLA-B8°39:03:02

HLA-B*39:03:01:01

Exon 3

874

C=T

143.3

Treonina = Tregnina

OMN9gaTE2

HLA-B"40:543

HLA-B*40:04:01:01

Exon 3

527

T=A

152.2

Valina > Acido Glutdmico

00885051

HLA-844:373
HLA-B*35:20:03

HLA-B*44:03:01:02
HLA-B*35:20:01

Exon 2
Exon 4

127
GBY

|G>A
C=>A

18.1
205.3

|
|
|
|
|

Acido Glutamico > Lisina
Alanina > Alanina

0Q418140
PQ009210

Legenda: T = Timina, A = Adenina, C = Citosina & G = Guanina.

1- Exon 3, Codon 1302 T> A
AR Codon

E*18:01:01:21

B*18:226

2- Exon 3, Cidon 1433G>T
AL Codon

B*39:03:01:01
B*3%:03:02

3- Exon 3, Codon 1522T> A
ki Coden

B®*40:04:01:01 CAG
B*40:543 —

4- Exon 2, Codon 191 G > A
A Codon

B*44:03:01-02 &C
Be44:373 —

5- Exon 4, Godon 205.3 G > A
AL Codon

B*a5:20:01 AT
B®35:20:03 e

ACR CAC GTG

Figura 1. Alinhamento parcial dos novos alelos em comparagdo com seu alelo de referéncia. (1)
Alinhamento parcial do éxon 3 de B*18:226 e B*18:01:01:21, (2) Alinhamento parcial do éxon 3 de
B*39:03:02 e B*39:03:01:01; (3) Alinhamento parcial do éxon 3 de B*40:543 e B*40:04:01:01; (4)
Alinhamento parcial do éxon 2 de B*44:373 e B*44:03:01:02; (5) Alinhamento parcial do exon 4 de
B*35:20:03 e B*35:20:01.

Legenda: T= Timina, A= Adenina, C = Citosina e G = Guanina. Nomaros acima dasequéncia indicam posicio do cddonetragos indicam
mesmo nucleot ideo que a referéncia.
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4. DISCUSSAO

Indiscutivelmente, o NGS mostrou-se como uma tecnologia capaz de realizar a tipificagdo HLA e
detectar mutagdes com excelente precisdo e exatiddo. Devido a essas caracteristicas, laboratorios do mundo
todo migraram para utilizar tal metodologia em sua rotina (14—17). No Brasil, essa mudanga ocorreu
principaimente a partir d&@ 2021 com a publicagdo de novas Portarias do Ministério da Saude que
regulamentem os procedimentos de tipificagdo HLA (18,19).

Além disso, entre 2010 e 2015, o nimero de alelos HLA identificados duplicou, passando de 6.000
para 12.000. Esta expansao & potencialmente atribuivel ao advento do NGS (6). Atualmente, a base de dados
responsavel pelo armazenamento desses alelos, o IPD-IMGT/HLA, conta com 39.627 alelos HLA, sendo o
gene HLA-B o mais numeroso, com 10.080 alelos (12).

Mesmo comtodas as capacidades do NGS, ainda existern melhorias que podem serrealizadas. Uma
das limitagdes & seu sequenciamento de pequenos fragmentos (shorf-reads) que pode causar ambiguidade
de resultados dificultando a analise e definigdo do gendtipo (20). Por esse motivo a terceira geragdo de
sequenciadores foi desenvolvida, dando continuidade a evolugdo das técnicas de sequenciamento de DNA.
Os sequenciadores de terceira geracio (TGS, Third-Generation Sequencing) surgiram em 2009com a Helicos
Bioscience, entretanto, essa primeira tentativa de desenvolvimento de um eguipamento de seguenciamento
de terceirageracdonao foi satisfatoria, visto que, oequipamento apresentavadiversas limitagoes eemros (21).
Jaem 2011, a PacBio desenvolveuseu proprio sequenciador que passou por diversas mel horias até alcancar
0 patamar de qualidade desejado, @ em 2014 a Oxford Manopore Technologies langou o MinlON que
apresentou um método de sequenciamento completamente diferente (21). Essa nova tecnologia, comparada
ao NGS, & capaz de sequenciar fragmentos longos (long-reads), eliminando as ambiguidades. Mo momento
atual, acredita-seque uma abordagem onde utilizam-se ambas as técnicas, NGS (short-reads)e TGS (long-
reads) & o ideal para gerar dados ainda mais robustos (20,22).

De todos os 20 novos alelos identificados no LIG-UEM, 5 deles pertencem ao gene HLA-B, aquele
com o maior nimero de novos alelos identificados dentre nossas andlises, corroborando com o que é
observado no banco de dados do IPD-IMGT/HLA, ou seja, gue o HLA-B é o gene mais polimorfico presente
no genoma humano (2). Além disso, todas as mutagdes que apresentamos foram Polimorfismo de
Nuclectideo Unico (SNP, siglado inglés para Single Nucleotide Polimorphism), isso&, mutagdes onde ocorre
atroca de apenas 1 nuclectideo da sequénciaaénica. a mais comum das mutacdes que ocorrem no DMNA (2).

Durante nosso periodo de submissaodos alelos aos bancos de dados, poucos materiais instrucionais
foram encontrados para que essas notificagGes pudessem ser realizadas com clareza, tornando o processo
mais complexo nas primeiras tentativas. Entretanto, apés nova pes quisa realizada recentemente encontrames
uma quantidade razoavel de materiais guia para submiss&o, a maicria proveniente de Webnars (1Web based
seminars, ou, seminarios realizados pela internet).

Os nomes dos alelos descritos foram oficialmente atribuidos pelo Comité de Momenclatura da OMS
para Fatores do Sistema HLA em setembro de 2022, agosto de 2022, maio de 2023, margode 2023 e agosfo
de 2024, respectivamente. Isso segue a politica acordada de que, sujeito as condigbes declaradas no
Relatério de Momenclatura mais recente, nomes serdo atribuidos a novas sequéncias 4 medida gue forem
identificadas. Listas com esses novos nomes serdo publicadas no Relatorio de Momenclatura da OMS aseguir
(23).

5. CONCLUSAO

A investigacdo sobre os novos alelos HLA mostrou-se benéfica, visto que, até o momento, foram
identificad os alelos que ndo tinham sido notificados aos bancos de dados, porém, com ess e estudo eles foram
compilados e catalogados corretamente. Acredita-seque com o passar do tempo a rotina de tipificagio HLA
do LIG-UEM ira identificar mais alelos, entretanto, foi desenvolvido um procedimento para que os membros
do laboratério consigamrealizar essa tarefa sem grandes dificuldades, assim, beneficiando a comunidade de
histocompatibilidade local através do entendimento da diversidade alélica do HLA na regi&o.

FINANCIADOR
CAPES, CNPq e LIG-UEM.
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1. INTRODUGAO

O uso extensivo de insumos agricolas se tomou uma pratica comum na agricultura modema, seu
principal foco & o confrole de pragas e doengas que ameacgam as plantagdes. Embora esses produtos
quimicos tenham contribuido para o aumento da produtividade agricola, também acarretam riscos
significativos para a saide humana e ambiental (1).

Atualmente o Brasil consome a maior quantidade de insumos agricolas do mundo por hectare
plantado. Quando analisamos um processo crescente de consumo desde 2013, podemos observar que neste
ano foram utilizadas 495.764 .55 toneladas de insumos agricolas, enguanto em 2021 a quantidade consumida
foi de 715.507 44 toneladas. Isso representa um crescimento de 45,1% em oito anos e corrobora com a
ampliagio do uso, gquando contraposto com a area plantada, pois no mesmo periodo houve um crescimento
de 19,1% no total de areas plantadas (2).

O uso indiscriminado e inadequado de agrotoxicos levanta preocupacgbes em relagdo a saude
humana, aoc meio ambiente e a sustentabilidade agricola. Os agrotdxicos ndo possuem seletividade, de modo
que aexposigdo humana a essas substancias podem ocasionar efeitos prejudiciais a saide, como alteragbes
no sistema nervoso central, gastrointestinal e cardiovascular, além da ocorréncia de distarbios hormonais e
de seu potencial mutagénico (3).

A exposicdo aos agrotoxicos pode ocorrer por diferentes maneiras, como o contato direto dos
agricultores durante a manipulagdo e aplicagdo, pela ingestdo de alimentos contaminados por residuos de
agrotoxicos e através da contaminagdo ambiental resultante do uso excessivo ou inadequado (4). Isso
evidencia a grande necessidade de atengdo e cuidados com a salde dos trabalhadores expostos,
especialmente por se tratar, na grande maioria dos casos, de uma populagdo vulneravel, com baixo nivel
educacional, o que pode refletir em um baixo conhecimento dos riscos e da forma correta de manuseio destas
substancias.

O trabalhador rural expde-se aos agrotoxicos em todas as etapas de produgdo: compra, fransporte,
preparo & manipulagio do produto, sendo que nas duas Gltimas fases a exposigdo ocorre de forma mais
critica e intensa, tomando o trabalhador rural o grupo populacional mais afetado pelos agrotdxicos (5). Ma
agricultura familiar, essa situacdo & ainda mais preocupante, pois muitos agricultores operam em areas onde
0s recursos s8o escassos e o acesso a Equipamentos de Protegdo Individual (EPIs) adequados é limitado.
Além disso. na agricultura familiar, a exposicdo prolongada aos agrotdxicos também pode afetar diretamente
as familias que vivemn e trabalham na propriedade, aumentando os riscos a saude e a seguranga de todos os
envolvidos (6).
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Em novembro de 2023, foi aprovada pela Comissdo de Meio Ambiente do Senado Federal, a PL
1.458/2022, um novo projeto de lei que facilita o registro de insumos agricolas, incluindo compostos
considerados potencialmente mutagénicos e desreguladores hormonais. Meste contexto, a tendéncia ao
aumento do uso e exposigdo aos insumos agricolas & um fato para esta populagio, o que pode acamretar
aumento de intoxicagbes agudas e cronicas, danos a salde reprodutiva e doengas cronicas, impondo a
necessidade de maior fiscalizag8o, monitoramento e vigilancia em salde (2). Estudos evidenciam gue os
agrotoxicos podem ser responsaveis por cerca de 200.000 mortes a cada ano e a maior parie dessas mortes
ocormem em paises vulneraveis e em desenvolvimento, sem érgdos reguladores eficientes na protecio da
salde desta populacao frente as exposicoes (2).

Diante do exposto, surgiu o seguinte questionamento: como os frabalhadores da agricultura familiar
entendem o risco da exposigdo aos agrotdxicos e como ocorre a manipulagdo destes compostos durante o
processo laboral? Este conhecimento se faz importante, visto que esses trabalhadores estdo expostos e o
entendimento acerca dos riscos pode desempenhar um papel fundamental nas atitudes adotadas frente o
manejo dessas substancias. Além disso, uma caréncia de estudos capazes de responder este
questionamento e trazer avangos para o aprimoramento do processo seguro de trabalho no campo, justifica
a realizacio desse estudo, cujo objetivo & apreender como os agricultores concebem o risco e os aspectos
que facilitam e dificultam a abordagem/assisténcia na orientacdo.

2. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi desenvolvido em conjunto com as atividades do Projeto de Extenséo Institucional
“Monitoramento da Exposigdo Ocupacional” (Processon®7303/08), do Nicleo de Pesquisa Centro de Controle
de Intoxicagbes da Universidade Estadual de Maringa, do Laboratdrio de Toxicologia da UEM (LATOX-UEM),
do projeto de pesquisa institucional “Agrotdxicos: impactos na sadde humana”, e das atividades dos projetos
“Promogdo a saude de trabalhadores rurais: analise do comportamento de seguranga na manipulagao e
aplicagdo de agrotoxicos” e “Promocgdo a saude de tfrabalhadores rurais: analise do comportamento de
seguranga na manipulagio e aplicagdo de agrotoxicos — Parte II", estes dltimos financiados pelo programa
Universidade Sem Fronteiras do Fundo Gestor Parana (Edital n® 01/2022-UGF).

Trata-se de um estudo descritivo-exploratério, de abordagem qualitativa, transversal, realizado com
a populagio de agricultores residentes em areas rurais da regido Morte central do Parana, abrangendo os
municipios de Centenario do Sul e Cafeara. O municipio de Centenario do Sul, com uma populagio de 10.832
pessoas em 2022, possui um IDH de 0,668, conforme o censo de 2010 e as principais atividades
agropecuarias do municipio incluem o cultivo de soja, sorgo, cana-de-agicar e milho. Em 2017, foram
registrados 795 estabelecimentos agropecuarios na regido (7). Cafeara, tem uma populagdo de 2627
habitantes, apresenta um IDH de 0,693, de acordo com dados de 2010, possui 158 estabelecimentos
agropecuarios no municipio (IBGE, 2017), as principais atvidades agropecuarias sdo o cultivo de sogja,
seguido por miho, cana-de-agucar e mandioca, de acordo com a Emater em 2019 (8).
2.2, Critério para selegdo das cidades

O critério para selegdo das cidades foi a andlise do indice de Desenvolvimento Humano Municipal
{IDH-M) no estado do Parana, priorizando os municipios com os menores indices, selecionados pelo Instituto
Paranaense de Desenvolvimento Econdmico e Social (IPARDES) em documento “Desafios para o
Desenvolvimento Regional" constante no Edital n® 01/2022-UGF. Dentre as 45 cidades listadas no

documento, foram selecionadas Cafeara e Centenario do Sul, por estarem localizadas mais proximas a
Maringa.
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2.3. Coleta de dados inicial

Os dados foram provenientes de um banco de dados, construido a partir de um evento realizado em
uma etapa anterior do projeto “Promogdo a sadde de trabalhadores rurais: analise do comportamento de
seguranga na manipulagdo e aplicagdo de agrotdxicos" com o intuito de avaliar o perfil e informacgdes relativas
d exposicdo dos agricuttores aos agrotoxicos. O evento foi realizado em parceria com as prefeituras das
cidades selecionadas e o apoio do IDR- Parana. Um questionario foi aplicado e elaborado tendo como guia o
protocolo de Avaliagdo das Intoxicagbes Cronicas por Agrotoxicos da Secretaria de Estado da Sadde do
Parana (8), aos agricultores gque consentiram participar.

2.4. Selegao para etapa de avaliagdo do comportamento de seguranga

Inicialmente foi feito um levantamento de dados dos individuos que manifestaram interesse em dar
continuidade ao estudo e tinham assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido oferecido no
primeiro questionario aplicado, seguido por uma analise da exposigdo atual de cada um deles. Seguindo
esses critérios, os agricultores foram selecionados de forma aleatdria e contactados para entrevista via
telefonica.

2.5. Analise gqualitativa

Os trabalhadores foram agendados para um encontro presencial, realizado na casa dos mesmos,
onde foi feita uma analise geral sobre as condicBes da propriedade, armazenamento de agrotdxicos, uso e
armazenamento de Equipamento de Protecdo Individual (EPI), distAncia entre artmazenamento e local de

convivio, enfre outros pontos importantes. Os dados qualitativos foram coletados atraves de entrevistas
presenciais, individuais e audio-gravadas.

2.6. Transcrigdo das entrevistas

As entrevistas audio-gravadas foram inicialmente transcritas a partir do software de transcrigcio
Transkriptor® 2022, um software gue converte automaticamente arquivo de audio para documentos em
formato word.

2.7. Analise dos dados

Os dados fomecidos pelo questionario inicial foram analisados por meio de estatistica descritiva e
analitica, com utilizagdo do programa Microsoft Excel. Foi realizada uma imersdo nos dados coletados. O
presente estudo adotou como referencial metodolégico Bardin (2011), que consiste em uma analise onde se
busca compreender as caracteristicas sistemas ou padrdes subjacentes aos fragmentos de mensagens
colocados em vista no trabalho, a partir da transcrigdo das entrevistas, seguida de leitura e observagbes em
busca por unidades de significado e de registro (trechos relevantes), palavras-chave, frases ou trechos que
expressassem a esséncia das experiéncias relatadas. O critério para o numero de entrevistados tem como
base a saturagdo de dados, apos a analise de cada entrevista, ao identificarmos repetigbes e o mesmo tipo
de respostas, sem nenhuma nova informacdo ou tema citado, consideraremos o ponto de saturagio
identificado.

2.8. Critérios de inclusao

Exposigdo ocupacional a agrotdxicos, fempo de exposigdo prolongado que varia de 4 a 40 anos e
trabalhadores acima de 18 anos de idade.

2.9. Aspectos éticos
O estudo foi aprovado pelo Comité Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos

(COPEP) da Universidade Estadual de Maringa (CAAE N° 65018017.7.0000.0104). parecer n®6.208.432.
3. RESULTADOS

Analisando os dados obtidos em questionario para avaliar o perfil de uso de agrotoxicos e informaces
relativas a exposicdo dos agricultores, foram obtidos os dados observados na tabela 1.
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TABELA 1 - Praticas de seguranga no uso de agrotoxicos, historico de intoxicagdo e agrotoxicos
usados com mais frequéncia nos dltimos 3 meses dos agricultores dos municipios de Cafeara e
Centenario do Sul-PR

Muito provavel 23 (32,86%)
Pouco provavel 11 (15,71%)

Usar todo EPI* para aplicarou _|ndiferente 5 (7.15%)
manipular agrotoxico Pouco improvavel 5 (7,15%)

Muito improvavel 18 (25.71%)

NR 8 (11,42%)
Muito provavel 35 (50%)

Pouco provavel 5 (7.15%)

Trocar de roupa ou tomar banho  |ndiferente
imediatamente apos : 8 (11.42%)
pulverizagdo Pouco improvavel 3 (4,29%)

Muito improvavel 11 (15.71%)
NR 8 (11,42%)
Muito provavel 51 (72 .86%)
Pouco provavel 1 (1,43%)

Os agrotdxicos podem causar
prejuizo a salde de quem os Indiferente 6 (8.57%)
manipula

Pouco improvawel 0 (0,0%)

Muito improvavel 4(5,71%)

NR 8 (11.42%)
Sim 18 (25.71%)
Ja se intoxicou alguma vez? Nao 46 (65,71%)

NR 8 (11,42%)
n=70; *EPI = Equipamento de Protecdo Individual

A partir da analise desses dados, realizou-se a selegdo dos frabalhadores, como descrito na
metodologia, e se iniciaram as entrevistas audio-gravadas e até o momento foram entrevistados 10
agricultores, cujos dados estdo sendo transcritos e analisados. Dentre as informacbes obtidas até agora
podemos notar que a falta de orientacdo pode influenciar frmemente na percepcdo de risco gue os
agrotoxicos podem oferecer para a salde. Mota-se que os agricultores gque anteriormente ja haviam
participado de palestras ou eventos sobre o tema apresentam uma maior percepgao do risco, mas ainda nao
entendem completamente o risco ao qual estio expostos. Em contrapartida, os entrevistados que nunca
participaram de cursos ou palestras anteriormente ndo tém percepcdo sobre o risco ao qual estdo expostos,
como podemos observar em algumas falas trazidas durante as entrevistas de um agricultor gue alegou ndo
participar de palestras ou eventos sobre o assunto: “Ofha, agrofdxico que nés usamos hoje, efe é muito mais
seguro do gue os antigos. Os antigos, sim, eram perigosos, mas que eles tinham que ter muito cuidado,
porgue ele fazia um efeito rApido e era na hora.” E quando questionado se os agrotdxicos sdo seguros para
si e para sua familia: “Se wocé tiver um pouco de cuidado, eles sdo seguros” e “Para a humanidade inteira.
Para todos. O agrotdxico ndo traz problema para o ser humano, ndo".

Mota-se tambeém que, os enfrevistados gque ndo participam das palestras ndo conseguem ter uma
percepgdo positiva sobre leis impostas e seus reais objetivos, como citado na fala a seguir. “Porgue existe
muita lei ambiental que 50 te prejudica. Eles vém, eles chegam, eles ndo comunicam com vocé, eles querem
fe multar. A multa ndo resolve o seu problema, vocé ndo vai aprender a fazer. Vocé s0 vai pagar a mulfa”.
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Em contrapartida, observamos falas mais conscientes dos participantes que alegaram ja participarem
de palestras e campanhas sobre o tema, como wvistas quando perguntados se consideram o uso de
agrotoxicos seguros: “Ndo, ndo é. Ah, porgue na verdade a genfe usa por necessidade, porgue adianfa o
processo, mas seguro ndo é, porgue a gente sabe gue aléem de estar prejudicando o meio ambiente, até a
gente esta correndo risco, né?" ou “E... Eu néo falo que é seguro, mas é necessario, né? Seguro eu acho
gue ndo 6, mas é necessano, né? Eu acho que é muito prejudicial 8 satde da gente, né? Mesmo a gente se
protegendo, mesmo assim ainda... Ainda faz mal, né?"

A realizacdo de eventos e palestras pode frazer uma maior consciéncia para a populagio, como na
fala a seguir: “A genfe via anfes gue o pessoal usava afé a mdo direfo pra mexer algum produto gue hoje em
dia com esses cursos, essas palestras, a gente vé gue o pessoal ja mudou um pouco a cabega, ndo da mais
igual antes.” E quando questionados sobre as leis, vemos uma opinido diferente de quem nunca participou
de eventos de informacdo: “Ev acho que nas leis, a gente enfende pouco, mas tem que mudar muita coisa,
né?”

Mesmo percebendo falas mais conscientes. ainda fica evidente a necessidade de maiores
informagdes, como mais uma vez podemos observar nas falas: “Em sua opinido, como seria o jeito ideal de
apficar os agrofoxicos sem oferecer risco para o senhor?"” “Ixi, ai eu ndo posso responder ndo, porgue o gue
a genfe pode fazer, a gente faz. Eu ndo sei o que eu posso fazer mais do que o que a gente ja faz."

Quando questionados sobre o uso de EPI, as respostas foram similares entre os dois grupos e ambos
ndo utilizam os EP| completos. Como podemos notar: “Equipamento de protegdo sé o basico, ta? 56 profege
a méo e ali o nariz e pronto.” e "E quando vocé mexe com agioldxicos no seu dia-a-dia, vocé consegue utilizar
0 equipamento de profegdo?” “Completo, ndo"” “For qué ?" “Pomgue a gente ndo é sempre gque usa. Ai a genfe
nédo tem todo o equipamento ainda, entdo a gente usa o que fem.” ou “As vezes, dependendo se eu uso a
mascara, dependendo de mascara eu uso, né?" "0 que o senhor usa? A mascara?" “50 a mascara.” “A Luva
nédo também?" ‘E, néio.”

Ao analisarmos os insumos agricolas mais citados pelos produtores, a classe dos herbicidas se
destaca, correspondendo a 62,5% do total, seguida pelos inseticidas, com 21,8%, e fungicidas, que
representam 15,6%. Apesar dos herbicidas serem considerados substancias de baixa toxicidade e risco
ambiental moderado, estudos indicam que essas substancias podem causar toxicidade cronica,
especialmente nos sistemas hormonal e reprodutivo. Mos relatos também podemos observar a utilizacgdo
simultanea de mais um insumo agricola e pouco se sabe sobre como o acimulo dessas substancias podem
interferir em seus niveis de toxicidade. Alguns estudos trazem que a mistura entre herbicidas pode apresentar
efeito sinérgico, sendo capazes de potencializar o efeito toxico causado em humanos de ambos (10).
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4. DISCUSSAO

Visualizando o aumento crescente no uso de agrotdxicos pela populagio de trabalhadores rurais, fica
evidente a necessidade de entender as motivagbes, crencas, normas sociais e desafios enfrentados pelos
agricultores em relagdo ao uso desses insumos. E fundamental realizar mais estudos relacionados ao tema
que sejam capazes de fornecer uma compreensdo mais abrangente do problema e contribuir para o
desenvolvimento de estratégias de intervengio eficazes. Essas estrategias devem ser capazes de diminuir
os riscos e preencher lacunas no conhecimento existente, proporcionando uma compreensao mais rica e
contextualizada do problema.

A analise das respostas indica gue, embora a maioria dos paricipantes reconheca a importancia das
praticas seguras no manuseio de agrotdxicos, como o uso de EPls, a adesdo a essas praticas @ muito baixa.
O uso adequado de EPIs @ fundamental para proteger os frabalhadores rurais, que estdo frequentemente
expostos a misturas de compostos com diferentes niveis de toxicidade. A alta adesdo a essa pratica indicaria
uma maior conscientizagdo sobre a necessidade de reduzir a exposigio a agentes quimicos.

Os herbicidas & a classe mais usada pela populagdo estudada, sdo considerados insumos de baixa
toxicidade e moderado risco ambiental, porém existem estudos gue mostram gue essas substancias podem
apresentar toxicidade cronica, dando énfase principalmente nos sistemas hormonais e reprodutivos dexando
evidente a necessidade de mais estudos em relagao a toxicidade desses compostos (11). Uma comparagao
trazida pelo livro “Ambiente, saide e agrotdxicos desafios e perspectivas na defesa da sadde humana,
ambiental e do(a) trabalhador(a)” traz dados analisando o mapa do Brasil e mostra que a maior prevaléncia
de cancer e malformacgdo congénita do pais ocorre nas areas de maior uso de agrotéxicos, como o Sul e
Sudeste, onde se destaca o uso de herbicidas, principalmente em monoculturas (12).

A escassez de dados e notificagies sobre os efeitos dos agrotoxicos na sadde, incluindo a
invisibilidade de seus impactos na salde, evidencia a negligéncia do governo nas agdes de protegdo a saude
das populagdes expostas a esses produtos, assim como na formagio de profissionais de sadde e no
desenvolvimento de pesquisa cientifica (2). Existem programas e protocolos voltados para promover o uso
seguro de agrotoxicos, e o estado do Parana esta a frente nessa questio, implementando diversas iniciativas.
Mo entanto, esses protocolos ainda ndo foram plenamente integrados aos atendimentos de salde. A falta de
capacitagdo dos profissionais de saldde e a dificuldade em acessar a populagdo rural sdo obstaculos
significativos.

A escassez de estudos na area rural também se toma um impasse para descobrir as medidas
adequadas e eficientes. Essa escassez pode ser explicada por diversos fatores que dificultam sua realizagio,
especialmente em termos logisticos e financeiros. No Brasil, as zonas rurais geralmente apresentam estradas
ndo pavimentadas e locais de dificil acesso. A condugdo de um estudo de base populacional exige
financiamento e apoio dos 0rgdos publicos, além de amplo conhecimento da regido, uma série de estratégias
para alcangar os domicilios e localizar as residéncias dentro das propriedades, estradas estreitas ou
intransitaveis e pontes interrompidas, que s6 podem ser confirmadas presencialmente. Ademais, surgem
imprevistos, como a presenga de animais soltos nas vias ou animais domésticos nas propriedades, que
dificultam o acesso as moradias, além das dificuldades de contato e de compatbilzar o horario de
disponibilidade dos moradores para a coleta de dados com o das entrevistadoras (13).

Para implementar agdes de salde eficazes ou elaborar politicas publicas apropriadas, & fundamental
compreender a populagdo rural, levando em conta suas particularidades (14), (15). Poucos estudos analisam
as condigbes gerais ou multiplos indicadores de saude dessa populagido em nivel nacional ou em municipios
especificos (16). A maior parte das pesquisas concentra-se na investigagido de determinados aspectos da
salude de trabalhadores rurais (16), (17), e sdo estudos com abordagens quantitativas, com analises
estatisticas e questionarios fechados. Para enfrentar esses desafios. & fundamental adotar uma analise
abrangente gque aborde fanfo os aspectos educacionais e de conscientizagdo gquanto questdes
socioecondmicas e culturais, uma analise qualitativa mais aprofundada pode fornecer insights valiosos sobre
os fatores contextuais, culturais e emocionais tornando possivel explorar as perspectivas e experiéncias dos
agricultores de forma mais detalhada.
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5. CONCLUSAO

A partir da andlise dos dados e relatos, percebe-se uma lacuna no entendimento dos riscos por parte
dos agricultores. Como pratica de seguranga, grande parte dos trabalhadores ndo considera o uso de todo o
EPI necessario e a troca de roupa efou banho apoés a exposicdo aos agrotéxicos, mesmo que muitos deles
tenham respondido ser muito provavel que os agrotdxicos possam causar prejuizo a salde de quem os

manipula. Esse cenario reforga a urgéncia de politicas publicas eficazes, maior fiscalizacdo e uma abordagem
participativa na vigilancia e protegio a saGde das populacbes expostas.
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1INTRODUGAO

A ordem Enterobacterales inclui varias familias de bacilos gram-negativos (BGN), que fazem parte da
microbiota dos seres humanos e sdo patdgenos oportunistas, podendo causar infecghes respiratorias,
urinarias e da corrente sanguinea (1).

A resisténcia dessas bactérias aos antimicrobianos € um problema que tem dificultado cada vez mais
o tratamento de infecgdes, resultando em altas taxas de morbimortalidade. onde recentemente foi estimado
que houve 4,95 milhdes de ébitos no mundo. Atualmente, além das bactérias resistentes ndo responderem
aos tratamentos convencionais, elas também sdo facilmente disseminadas no ambiente hospitalar. O
tratamento empirico com uso de antimicrobianos & comum em varios tipos de infecgbes devido a demora na
execucdo dos exames de diagnosfico, como cultura e antibiograma, o que favorece ainda mais o
desenvolvimento da resisténcia bacteriana. A resisténcia das bactérias pode surgir de forma intrinseca ou
adguirida, produzindo moléculas que superam a agdo dos antimicrobianos, onde essas bactérias,
normalmente susceptiveis, sofrem modificagdo genética (mutagido ou adigdo de genes). Como principais
mecanismos de resisténcia as bacterias apresentam produgdo de enzimas, superexpressido da bomba de
efluxo e modificacdo das porinas (1, 2. 3).

Os carbapenémicos sdo considerados os antibioticos mais efetivos no tratamento de infecgbes
bacterianas severas, sendo o primeiro caso de Enferobacterales resistentes aos carbapenémicos (CRE)
reportado na década de 90. Um dos principais mecanismos responsaveis por essa resisténcia sdo as
carbapenemases adquiridas, enzimas gue hidrolisam esses antibidticos. Atualmente as carpabenemases
mais significativas do ponto de vista clinico e epidemiolégico sdo a Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), New Delhi metalobetalactamase (NDM) e oxacilinase-48 (OXA-48), que possuem a habilidade de
hidrolisar e inativar uma variedade de antimicrobianos além dos carbapenémicos, incluindo as penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos (4, 5).

O Meropenem & um carbapenémico, gue atua na inibigdo da sintese da parede celular das bactérias.
E um antibidtico tempo-dependente, sendo necesséario que a porcen Ig&sm de tempo da droga na corrente
sanguinea exceda a concentragio inibitéria minima (CIM) da bactéria. E considerado antibidtico de escolha,
apesar da necessidade de altas dosagens para sua efetividade (3, 6).
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A Polimixina B, assim como a polimixina E (colistina) sdo antibidticos antigos da classe das
polimixinas, usados ha mais de 50 anos. Atuam se ligando aos componentes lipoproteicos da membrana das
bactérias Gram-negativas, principalmente no lipideo A do lipopolissacarideo presente na membrana externa
bacteriana. Sua atividade na membrana faz com que esta perca sua barreira osmotica seletiva, levando a lise
celular e consequente morte. Seu uso foi reduzido com o tempo devido sua nefrotoxicidade. Mo caso das
CRE, a resist&ncia a polimixina B pode também ser adquirida por meio de plasmideos que carregam o gene
mer e alteram o lipidio A, impedindo a ligagio do farmaco na membrana externa da bactéria (7. 8).

A Tigeciclina também & um antimicrobiano desenvolvido para combater tanto bacilos Gram-negativos
quanto bacilos Gram-positivos, sendo bacteriostatico e o nico membro da classe das glicilciclinas, derivada
das tetraciclinas (1.7).

Com o aparecimento de bactérias multiresistentes, muitos estudos avaliam a efetividade da
combinacdo de antibidticos para o tratamento atraves do sinergismo entre eles (3). O sinergismo ocorre
quando o efeito combinado dos antibidticos tem resultado superior a quando s&o usados de forma isolada.
Diversas metodologias podem ser utilizadas para avaliar o sinergismo in wiro de antibacterianos. Entre estas
metodologias estdo: Curva de Morte, Checkerboard, aproximacdo de discos de difusdo, sobreposigdo das
fitas de difusdo de gradiente, entre outras (9).

Considerando a necessidade de opgbes terapéuticas seguras para o fratamento de CRE o presente
projeto pretende avaliar a agdo da Polimixina B, da Tigeciclina e do Meropenem puros e combinados em
concentragdes terapéuticas diferentes contra bactérias da ordem Enterobacterales com resisténciaintrinseca
e adquirida a esses antibidticos, de forma a auxiliar no tratamento de doencas causadas por cepas
multirresistentes (9, 10).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Selecdo dos isolados clinicos

Foram selecionados 6 isclados bacterianos da ordem Enterobacterafes recuperados de amostras
clinicas entre 2023-2024. A identificacio e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados foram
identificados pelo sistema automatizado BD-Phoenix (BD Diagnostics Systems Sparks, MD). Previamente
foram selecionados apenas isolados produtores de carbapenemases e resistentes a Polimixina B (intrinseca
e adquirida). Apenas 3 isolados intrinsecamente resistentes a Polimixina B e produtores de carbapenemases
foram recuperados, sendo incluidos no estudo. Entre os isolados produtores de carbapenemases e com
resisténcia adquirida a Polimixina B, foram identificados 2 isolados apenas da especie Klebsiefla pneumoniae.
Para selecionar isolados com maior variabilidade genética de cluster enfre a espécie de K. pneumoniae foi
realizada a tipagem molecular por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus Polymerase Chain
Reaction (ERIC-PCR).

2.2. Tipagem molecular

Isolados Gram-negativos pertencentes 4 mesma espécie foram tipificados pela reagdo de ERIC-PCR
conforme descrito por Silbert et al. (2004) (11). A interpretacdo dos padrbes gerados pelo ERIC-PCR foi
realizada através do BioNumerics® Software (Applied Maths, Sint - Martens-Latem, Belgica). O coeficiente
de similaridade entre as amostras foi calculado através do coeficiente de Dice, e os isolados categorizados
como pertencentes ao mesmo cluster quando o coeficiente de similaridade foi superior a 93%.

2.3. Detecgdo das principais carbapenemases

A pesquisa dos genes de carbapenemases foi realizada pela reagio em Cadeia da Polimerase (FCR)
multiplex, padronizada no LMM/UEM que contempla a pesquisa dos genes K. pneumoniae carbapenemase
(KPC), New Delhi metalo-betalactamase (NDM) e oxacilinase-48 (OXA-48) conforme primers descrito por
Poirel et al., 2011 (12).

2.4. Pesquisa do gene MCR-1

Para todos os isolados resistentes as polimixinas (Polimixina B e Colistina) foi realizada a pesquisa
do gene MCR-1, pelo método de PCR. utilizando primers especificos previamente descritos (13).
2.5 Agentes antimicrobianos

Trés agentes antimicrobianos foram selecionados para serem testados isoladamente e em duplas,
resultando em 3 diferentes combinagdes, sendo elas: Meropenem com Polimixina B, Meropenem com
Tigeciclina e Polimixina B com Tigeciclina. Todas as combinagdes foram realizadas em duplicata.
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2.6 Método Checkerboard

Os testes foram realizados em placas de microdiluigio com 96 cavidades contendo Muller Hinton
Agar-Cation Ajustado e as doses minima e maxima dos antimicrobianos foram utilizadas e diluidas de acordo
com as doses terapéuticas padronizadas. O indculo foi adicionado ao teste na concentracéo final de 10*-10°
unidades formadoras de coldnia por mililitro (UFC/mL), contendo controle de crescimento em cada placa.
Apods o preparo, as placas foram incubadas em estufa a 35°C por 16 a 20 horas, onde as CIMs de cada
antibidtico e suas combinacgdes foram determinadas. Em seguida, foi utiizado para o caleulo do indice da
fragdo inibitoria (IF1): IFI = (CIM A+BICIM A) + (CIM B+A/CIM B). onde: CIM A+B representa a CIM do
antimicrobiano A gquando associado ao antimicrobiano B. CIM B+A representa a CIM do antimicrobiano B
quando associado ao antimicrobiano A. CIM A representa a CIM do antimicrobiano A guando testado

isoladamente. CIM B representa a CIM do antimicrobiano B gquando testado isoladamente.
Os efeitos das combinagdes dos agentes antimicrobianos foram classificados de acordo com os

cntérlus propostos por Moody como: sinergismo (ZIFI £ 0,5), indiferente (ZIFI = 0,5 < 4) e antagonismo (ZIFI
2 4) (14, 15, 16).
A Tabela 1 apresenta as caracteristicas genotipicas das 6 amostras estudadas, juntamente com o
sitio de origem da amostra obtida.
Tabela 1. Caracteristicas das amostras usadas no estudo, tipagem e origem da amostra
Isolados Microrganismo Marcadores de Resisténcia  Origem da amostra
Pv 01 Proteus vuigan's MDOM; ESBEL, Urina
Prs 03 Providencia stuartii MWDM; ESBL, Secrecido de coxa
Kp 719 Kiebsiella pneumoniae MDOM; ESBEL, Sangue
Kp B44 Kiebsiella pneumaoniae KPC; Urina
Wigi 2117 Morganela morganil MOM; ESBEL, Swab retal
Wigi 2405 Escherichia colf KPC, Swab retal
CIM: Concentragio Inibitdria Minima; KPC:K. preumoniae carbapenemase;, NOM: New Delhi metalo-betalactamase, ESBL: Beta-
lactamases de Espectro Estendido.
3. RESULTADOS
Todos os isolados apresentaram genes codificadores de carbapenemases na pesquisa genotipica,
com predominancia do gene blayny (4/6). Também, betalactamase de espectro estendido foi detectada (BD-
Phoenix) em todos os isolados (Tabela 1). Todos os isolados foram awvaliados usando os critérios de

interpretagio do EUCAST/BrCAST 2024 (17), com as amostras da mesma espécie apresentando pouca
diferenca da CIM aos antimicrobianos testados, conforme mostra a tabela 2.

Tabela 2. Concentragéo inibitéria minima dos antimicrobianos por isolado.
Concentragio Inlbitéria Minlma {pgimL)
Isolados Meropenem Polimixina Tigeciclina
Pv 1 128 4
Prs 03 32 8
Kp 719 128 1
Kp B44 128 0.5
igi 2117 4 4
Wigi 2405 128 0.5
Principalmente a CIM da polimixina B ao ser combinada com a tigeciclina teve uma reducdo
expressiva em comparagao com sua agdo pura. O meropenem combinado com a tigeciclina também teve um
resultado semelhante, tomando o isolado sensivel. Combinado com a polimixina B, o meropenem obteve um
resultado mais satisfatério em cepas com a presencga do gene blaxec nos isclados de K. pneumoniae.

A fabela 3 fraz o calculo de IFl para avaliagdo do sinergismo entre as combinagbes de 3
antimicrobianos (Meropenem, Polimixina B e Tigeciclina) testadas in vitro pela técnica de checkerboard |, o
sinergismo foi obtido em 7 combinagbes. com predominancia da Tigeciclina em 86% das combinagbes
sinérgicas. Com relagdo ao isolado, o Proteus vulgaris foi o gue mostrou maior sensibilidade aos
antimicrobianos combinados, mesmo possuindo alta resisténcia acs 3 antimicrobianos. Ja a E. cofli,
apresentou agdo indiferente aos testes realizados com esse isolado. Dos dados obtidos, podemos avaliar que
39.9% das combinacdes testadas apresentaram efeito sinérgico e 61% efeito indiferente.
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Tabela 3. Resultados obtidos pelas combinagbes in vitro dos antimicrobianos nas 6 amostras de
Enterobacterales pelo método checkerboard.
Combinagdes de antimicroblanos
MEM+ Paol MEM+Tig Pol+Tig
FIFL(®) FHIFL () HIFL(Y)
P 01 0,5(3) 0,078(S) 0,312(5)

Prs 03 0.562() 0,14(S) 0.507(1)
Kp 719 2(l) 1,5(1) 0.312(S)
Kp B44 0.625() 2(1) 0.375(S)

Vigi 2117 0.531() 0.312(S) 2(1)

Vigi 2405 2(1) 1,5(1) 2(1)

Isolados

Mota: MEM (Meropenem); Pol (Polimixina B);, Tig (Tigeciclina); ¥ IFI (%) (somatdrio do (ndice de fragio inibitdria e o efeito
produzida). S (sinergismo), | (indifarenca).
4. DISCUSSOES

A combinagio de antimicrobianos tem mostrado resultados promissores para o tratamento de
doencas causadas por bactérias multimesistentes da ordem Enterobacterales associadas a altas taxas de
mortalidade. Muitos estudos sobre combinagio de antimicrobianos estdo sendo realizados devido a escassez
de opgbes terapéuticas e o fato de novos antimicrobianos possuirem custo muito elevado. O uso
indiscriminado de antimicrobianos € o maior responsavel pelo aumento do nomero de bactéras
multirresistentes (1, 3, 18).

De forma isolada, a maior parte dos resultados das combinagies estdo classificadas como
indiferentes pelo indice de fragdo inibitoria devido ao efeito, porem, ao analisar os dados, podemos notar que
combinados com a Tigeciclina, tanto o Meropenem quanto a Polimixina B tiveram um bom desempenho, onde
alguns isolados classificados como resistentes se tornaram sensiveis para esses antimicrobianos. Meste
estudo, podemos notar que o tema ainda precisa ser elucidado de uma forma mais ampla e que contemple
uma gama maior de microrganismos para determinar a possibilidade de uma padronizacdo do tratamento.

Ao estudar a terapia antimicrobiana, & importante lembrar que a concentragdo do farmaco no sitio
infeccioso pode ser maior ou menor que no soro, situacdo diferente em estudos in vitro. Dessa forma, &
necessario que os resultados sejam analisados e adaptados de forma que seja efetivo in vivo. Além disso, a
CIM baseia-se na concentragio do indculo em escala pre-definida 10° UFC/mL, o gual pode ser um valor
baixo se compararmos com a carga bacteriana presente em alguns sitios infecciosos (18).

Com isso, o uso de dois farmacos onde um pode diminuir a CIM do oufro, mesmo gue ndo ocorra
sinergismo verdadeiro, acreditamos que possa levar a um caminho positivo no desfecho dinico dos pacientes
guando se utilizamos apenas os parametros da CIM, nos trazendo outra visdo aos desafios propostos.

5. CONCLUSAO

Concluimos que tanto para bactérias com resisténcia intrinseca ou resisténcia adgquirida a
combinagdo de antimicrobianos parece ser uma boa alternativa. Até o momento, o melhor resultado entre as
combinagdes testadas ocorreu predominantemente na presenga de Tigeciclina, combinada tanto com
Meropenem quanto com Polimixina, onde foi verificada atividade sinérgica contra isolados CRE, podendo
trazer resultados promissores a terapéutica. Os resultados refletem a complexa dinamica dos diferentes
isolados frente aoc uso de diferentes combinagbes in vifro, sendo necessario outras investigagbes para
determinar se as observagdes sio validas na pratica clinica.
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1. INTRODUGAO

A arfrite reumatoide (AR) & uma doenga inflamatdria cronica cujos principais sintomas sdo dores,
inchago e rigidez das articulagbes, impactando a qualidade de vida do paciente. E uma doenga mais
frequente em mulheres, especialmente as que se encontram no periodo da menopausa, o que leva a
hipétese que fatores hormonais desempenham um papel no desenvolvimento da doenca (1).

Varios fatores podem desencadear o progresso da AR, um destes seriam fatores genéticos.
Pacientes que possuem o alelo HLA-DRE1, especialmente alelos HLA-DRE1*04 e DRE1*10 sd0 os mais
susceptiveis ao desenvolvimento da AR. Alem disso, fatores ambientais e estilo de vida tambem estdo
relacionados ao surgimento da doenca, tais como: exposigdo cronica a silica, tabaco, dieta e infeccbes
(2,3). A fisiopatologia ainda ndo esta totalmente elucidada, mas algumas ideias ja foram postuladas, uma
delas & a de que proteinas com arginina podem ser convertidas em citrulina por enzimas especificas. Esses
peptideos citrulinados ndo sdo reconhecidos pelo sistema imune e consequentemente & desencadeado um
processo inflamatdrio por citocinas que levam a inflamagdo das articulagdes (3).

Apesar da AR ser uma doenga que afeta majoritariamente as articulagbes, a mesma pode ter uma
repercussdo sistémica e se manifestar de forma extra articular, acometendo outros orgios como o figado
(4). O figado @ a maior glandula do corpo, responsavel por receber nufrientes absorvidos e pelo processo de
desintoxicagio provocado por medicamentos e outras substancias. Por ser capaz de desintoxicacdo de
medicamentos, alguns quimicos, apos o processo de biotransformacgdo, podem levar a produgdo de
moléculas que levam o figado a injaria, como é o caso do Metotrexato, um medicamento utilizado para
tratamento da AR (4,5).

O metotrexato (MTX) & um medicamento que ja foi utilizado para tratamento de cancer guando
administrado em altas doses, mas em doses menores pode ser administrado para tratamento AR (B).
Porém, o mesmo pode levar a efeitos toxicos ao tecido hepatico, tais como hiperplasia de células de
Kupffer, infillrado de celulas de gordura e de células mononucleares, esteatose e fibrose (4.7)

Produtos naturais tém sido utilizados para tratamento de doencgas inflamatdrias e hepaticas, como é
o caso da curcumina, devido ao fato de a mesma ter poucos efeitos colaterais e ser uma substancia segura.
Além disso, tem sido utilizado para o tratamento da AR, por ser um anti-inflamatério. Porém, a curcumina
apresenta uma biodisponibilidade baixa, essa circunstancia abriu portas para uma nova area de pesquisa,
na qual seria melhorar a biodisponibilidade da curcumina através de nanoformulacies e aumentar sua
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distribuicdo (8). Logo, este trabalho visa avaliar os efeitos da curcumina tanto na sua forma livre quanto
nanoemulsificada isoladas ou em associagdo com MTX no figado de ratos artriticos.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais
O projeto foi aprovado pelo comité de éfica no uso de animais da Universidade Estadual de Maringa

(UEM) sob o nimero n® 2012070222, Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Ciéncias
Morfologicas da UEM. Foram ufilizados 42 ratos albinos machos Hoftzman com 50 dias de vida. Os ratos
passaram pelo processo de adaptagdo e foram mantidos sob condigdes de clarofescuro por 12h em
ambiente climatizado 22+2° C e alimentados com a ragdo padrdo MNuvilab © e agua ad libium. Os animais
foram divididos em 7 grupos (n=6): grupo controle (C). grupo arfritico induzido por adjuvante (AIA); grupo
artritico tratado com curcumina livre [AlA+CL), grupo artritico tratado com curcumina nanoemulsificada
(AIA+CN), grupo arfritico tratado com metotrexato (AIA+MTX), grupo arfritico tratado com metotrexato
associado com curcumina livre (AIA+MTX+CL) e grupo arfritico tratado com metotrexato associado com
curcumina nanoemulsificada (ALA+MTX+CN).
2.2 Indugao da artrite e tratamento

A indugdo da arfrite foi realizada no dia 0 do experimento atraves de injecio intradérmica, na pata
posterior esquerda, com 0,1 ml de Adjuvante completo de Freund (CFA) com 5% do Mycobaterium
tuberculosis inativado pelo calor. Apds confirmagdo da artrite do dia 7° até o 30° dia os grupos C e AlA
receberam agua diaramente por gavagem; os grupos tratados com curcumina livre ou em nanoemulsao
receberam dose diaria de 30 mg/kg de curcumina e os grupos gue receberam MTX foram tratados com
dose de 1mg/kg/semana.
2.3 Eutanasia

Mo 30° de experimento. os animais foram mortos com dose letal de Ketamina (210 mg/kg) e Xilazina (30
mg/kg) por via intframuscular. O figado foi retirado. lavado com PBES, e seus lobos foram separados para as
diferentes técnicas: lobo esquerdo para analises histologicas, fixados em paraformaldeido 4% por 24 horas.
O lobo direito foi fragmento em trés porgdes: superior para analise de EROs; porgdo central para analise de
estresse oxidativo e analise da atividade enzimatica da MPO e NAG e inferior para quantificagdo de nitrito,
sendo entdo congeladas em nitrogénio liguido e armazenadas em freezer -80°C.
2.4Analises bioguimicas

Para analise do estresse oxidativo as metodologias foram realizadas conforme da Silva et al. (9). O
figado foi homogeneizado em tamp&o fosfato de potassio 200mM (pH a 6,5) e posteriormente, triturado.
Uma porgdo do homogenado foi utilizado para mensurar a GSH, o resultado foi centrifugado por 20 minutos
a 9.000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para dosagem da atividade enzimatica da SOD, CAT e GST. Para
andlise da atividade enzimatica de MPO e NAG foi utilizado o peffet. O nitrito foi avaliado através da Reagéo
de Greiss. E para EROs, a amostra foi triturada em tamp&o fosfato de sddio e lida em espectrofotdmetro.

2.5 Histologia

As amostras passaram pelo processamento histoldgico de rotina com desidratagao, diafanizagdo e
inclusdo em parafina. Os cortes semiseriados histologicos foram feitos com 5 pm com uso do micrétomo
com 4 cortes por laminas sendo essas coradas com Hematoxilina e Eosina para analise de infiltrado
inflamatério. Foram analisadas 40 imagens com microscopio 6ptico em aumento de 40X. E Acido Periodico
de Schiff (PAS) para a medida das areas do perfil celular, citoplasma, nucleo do hepatdcito e densidade de
hepatocitos. Foram medidos um total de 100 hepatocitos por animal.Todas as analises foram feitas com o
auxilio do programa de analise de Imagens Image Pro-Plus. As imagens foram capturadas com microscopio
optico em aumento de 40X. Os valores de referéncia para o score inflamatorio utilizados foram: 0-33% -
leve, 34-66% - moderado e =66% - grave.
2.6 Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software GraphPad Prisma v.8.0.1. Foi feito o teste de
normalidade de Shapiro Wilk, em caso de distribuicdo normal, foi feito o Student test T com resultados
expressos em média + erro padrdo. Caso contrario, foi realizado o teste de Mann-Whitney,com resultados
expressos em mediana t+ intervalo de confianga. Foi considerado valor de p<0,05 estatisticamente
significativo para todas as andlises.
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3. RESULTADOS
3.1 Massa corporal e do figado

Ma analise de massa observou-se que todos os animais induzidos a artrite sofreram perda de
massa corporal comparados ao arupo CONT (p=<0.001). O arupo AlA+CN aumentou em relacio aos arupos
AlA e AIA+CL (p<0,05). Ja o grupo AlA+MTX diminuiu em relagdo ao grupo AlA (p<0,05). E tanto o grupo
AIA+CL+MTX guanto o grupo AIA+CN+MTX aumentaram em relagdo ao grupo AIA+MTX (p<0,05).

Quanto a massa do figado todos os grupos artriticos apresentaram diminuigdo quando comparados ao
grupo CONT (p<0,05). ndo houve alteragdo de massa do figado entre os grupos AlA e os tratamentos.

Ma analise da relagio da massa do 6rgdo e da massa corporal, todos os grupos aumentaram em
relagdo ao controle (p<0,05). Os grupos AIA+CL. AIA+CN, AlIA+CL+MTX e AA+CN+MTX diminuiram em
relagdo ao grupo arfritico (p<0,05). E o grupo AIA+CN+MTX diminuiu em relagdo aocs grupos AlA+MTX
(p<0,05).

Tabelal. Valores da massa dos animais, do figado e a relagdo entre a massa do figado e corporal

CONT AlA AlA+CL AlA+CHN AlA+MTX AlA+CL+MT | AlA+C
X N+MT
X

Massa 3154+18.23 262 746 71% | 251,9:550° | 258,7+6,00°0 | 241 445669 | 25012630 | 26820
corporal P e 7,08
Massa do figads| 11,55+10,20; 053588 340 | 0325:8060 | 01004830 | 0,720°:8,170; | 841528220 | 8670

12,07 : : 968" 10,13 osect | 5320
10,26" 10,85" g9,320"

Relagio massa | 0,032+ 0,0004 0.0424% 0,030+ 0,037+%° 0041+ 0,038+ 0,038+

do figado/massal 0,0003 0,0006 0,001 0,000 00007® | 0,001°
corporal bt

Grupo CONT (controle); grupoe AlA (arrite induzida por adjuvante), grupo AlA+CL (artrite tratada com curcumina livre); grupo AlA+CN
(artrite tratada com curcumina nanoemulsificada), grupo AA+MTX (artrite tratada com metotrexato); grupo AA+CL+MTX (artrite tratada
com curcumina livre associado ao metotrexato) e grupo ALA+CHN+MTX (arrite tratada com curcumina nancemulsificada associado ao
metotrex ain)."Resultados expressos mediana com intervalo interquartil de 95% de intervalo de confianca (r=8)

2.2 Ensaios bioguimicos para estresse oxidativo e inflamagao

Os resultados estdo apresentados na tabela 3. Os niveis de GSH diminuiram em todos os grupos
comparados ao grupo CONT (p<0,05). O grupo AIA+CN+MTX teve uma diminuigio quando comparado aos
grupos AlA e AIA+CL (p=0,05).

A atividade enzimatica da CAT aumentou nos grupos AlA, AIA+CN, ALA+MTX e AIA+CN+MTX (p<0,05).
O grupo AIA+CL+MTX teve menor atividade enzimatica comparado aos grupos AlA, AIA+CN, ALA+MTX
(p=0.05). Quanto a SOD, observamos que sua atividade enzimatica sofreu diminuicdo em todos os grupos
comparados ao CONT (p<0,05). Além disso, o grupo AIA+CN+MTX teve menor atividade enzimatica
comparada aos grupos AlA, AlA+CL e AIA+CL+MTX. (p<0,05). Quanto a atividade enzimatica do GST,
houve uma diminuigdo da sua atividade no grupo AlA comparado ao CONT (p<0,05) aumento do grupo
AIA+MTX em relacido ao grupo AlA (p<0,05) e aumento dos grupos AIA+CL+MTX e AIA+CN+MTX em
relagio aos grupos AlA, AIA+CL e AIA+CN (p<0,05). A dosagem de EROs mostrou que apenas os grupos
AlA e AlIA+MTX aumentaram em relagdo ao CONT (p=0,05).

A dosagem de nitrito mostrou aumento no grupo AlA comparado com todos os grupos (p<0,05). O grupo
AlA+CN+MTX teve dosagem menor comparado aos grupos CONT, AlA+CL e AIA+CN (p<0,05).
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Tabela 2. Dados das analises bioguimicas do figado

AlA ALA+CL AIA+CN ALA+HMTX AlA+CLHMTX AlA+CN+MTX
0,16+ 0,18+ 0,15+ 0,13+ 0,15¢ 0,13+

0.01? 0,01* 0,03 0,07 0,006% 000675

9,81+ B 44+ 9,07+ B87+ 7254 B.801+

033" 1.0 0,34° 0,45 032" 0,56

163,5¢ 218 4= 197 9+ 148 6+ 152, T+ 1303+

1,7 30,45 30,22 15,43° 6,015 64672

67 45& 652, 75 67,78+ 79,664 1 68+ BB 71+

2 42" 8,60 6,26 4 68" 3 g1™ 4 578

2951+ 241 5¢ 2239+ 404,02 2813+ 309 5¢

3042° 14,83 13,14 63.70° 44 87 4312

314 5= 10,2+ 142 5+ 90,95+ 1 85 68, 56

66,97" 12,38" 227 16,56" 16,56" 65270

0,28+ 0,27+ 0,14+ 0,13+ 0,08+ 0,00+

002° 0,01* 0,01%™ 0,01 0,004%0% 0,001%°%*
0,28+ 0,28+ 0,15+ 0,11+ 0,08+ 0,00+

002° 0.02° 0,013 0,005% 0,00430¢ 0,002
GSH (Glutationa; pg GSH/g tecido), CAT (Catalase; mmolimin/mg proteina), SOD (Superéxido dismutase; U SODmg proteina), GST
{Glutationa-s-transferase; mmolmin/mg  poteina), LOOH  (hidropertxidos  lipidicos; mmolimg  tecido) NAG e MPO
(M-acetilglicosaminosidase e Mieloperoxidase, mDO/mg proteina). Resultados expressos por médiatemo padrdo. n=6, grupos: grupo
controle (CONT), grupo artritico (AlA), grupo tratado com curcumina livee [(AIA+CL), grupo arritico tratado com nanoamulsdes de
curcumina (AlA+CHN), grupo artritico tratado com metotrexato (AIA+MTX), grupo artritico tratade com curcumina livre & metotrexato
(AlA+CL+MTX) &, grupo arfritico tratado com nanoparticulas de curcumina & metotrexato (AIA+CN+MTX). Dados sdo expressos por
meédia + emo padrio.

3.3 Analise Morfométrica

Ma analise da densidade de hepatodcitos (Tabela 2), houve um aumento nos grupos AlA, AIA+CL e
AlA+CN (p=<0,05) comparados ao CONT, ja os grupos AIA+MTX, AA+CL+MTX e AIA+CN+MTX tiveram
reducdo da densidade de hepatocitos (p <0,05) em relagdo ao grupo controle. Os grupos AlA+CL,
AlA+MTX, AlA+CL+MTX e AIA+CN+MTX (p=<0,05) reduziram comparados ao grupo AlA. Os grupos
AlAHMTX e AIA+CL+MTX também diminuiram em relagdo ao grupo ALA+CL, AIA+CN e AIA+CN+HMTX
(p=<0,05).

Ma analise do perfil celular do hepatécito (Tabela 2), todos os grupos apresentaram uma redugdo em
relagdo ao controle (p<0,05). O grupo AIA+CL reduziu e os grupos AIA+CN, AIA+MTX e ALA+CL+MTX
aumentaram comparados aoc grupo AlA (p<0,05). Os grupos AIA+CN, AIA+MTX, AIA+CLHMTX e
AIA+CN+MTX também aumentaram em relacdo ao grupo AlA+CL (p=<0,05). Ja o grupo AIA+CN+MTX teve
reducdo no seu perfil celular (p<0,05) comparado aos grupos AIA+CN, AlA+MTX e AIA+CL+MTX.

Em relagdo ao citoplasma (Tabela 2), todos os grupos fiveram uma reducgdo de sua area e quando
comparados ao grupo CONT (p=0,05). A area do citoplasma dos grupos AIA+CL (p=0,05) foi menor quando
comparado com o grupo AlA (p<0,05). O grupo AIB+CN aumentou em relagdo ao AlA (p<0,05). Ja o grupo
AlA+CN+ MTX reduziu em relagao ao grupo AlA+CN (p=0,05).

Ja a drea do nacleo (Tabela 2), apenas o grupo AIA+CN aumentou em relagdo ao grupo CONT
(p=0,05). Os grupos ALA+CL, AIA+CN e ALA+CL+MTX (p<0,05) aumentaram a area do niclec em relagio
ao grupo artritico. E o grupo AA+CN+MTX diminuiu em comparagdo ao grupo AIA+CN e AIA+CL+MTX
(P=0,05).
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Tabela 3. Tabela com valores de densidade de hepatdcitos, area do perfil celular, citoplasma e nicleo

CONT

AlA

AlA+CL

AlA+CN

AlA+MTX

AJA+CL+MTX

AlA+CN+
MTX

151,720 8812

2811+
221,0;344 .1

217 24163, T,
2745

32,20-23,03;
40,22

167,040 942

194 341608,

2547

130,3+101,4,

180,72

30,64-2518;
39,62

163, 440 682

169,7+136,1;

215,1%

106,0+85,07,

134 4%

33,3224 18;

42 ga®

164,840, 732
b

211,2+167.3;

251 5%

157,0+116,3;

192 g

33,71-28,08;

42 3Gt

145 g+0, 88704

20724172, 1;
270,24

141,2+108,2
160, 5%

31,69-26,16;
40,44

146,340,730

210,32164,3;
279 28

14562103, 2;
1986

32 68-2731;
4133

154 620,
r el

188,813
8.8,

230 Ducid

128, 7+84
831570
acdl

30,47-22,
43,

45 ggd

Grupo CONT (controde); grupo AlA (arrite induzida por adjuvante), grupo AlA+CL (artrite tratada com curcumina livre), grupo AlA+CN
(artrite tratada com curcumina nanocemulsificada); grupe AIA+MTX (artrite tratada com metotrexato), grupo ALA+CL+MTX (artrite tratada
com curcumina livre associado ao metotrexato) e grupo ALAHCN+MTX (artrite tratada com curcumina nanocemulsificada associado ao
metotrexatn). *Resultados expressos mediana com intervalo interquartil de 85% de intervalo de confianca (n=5)

O score inflamatdrio demonstrou que o grupo CONT (20%) e o grupo AlA+CL+MTX (30%) tiveram
um grau leve de inflamagdo, ja os grupos AlA (45%), AlLA+CL (37,5%), AIA+CN (37 .,5%), AIA+CL+MTX

(30%), & AlA+CN+MTX (42 5%), apresentaram grau moderado de inflamagao.

4.DISCUSSAO

A artrite reumatoide apresenta um comprometimento sistémico podendo afetar o figado dos
pacientes e dependendo da medicagido esse comprometimento pode ser ainda maior. Por isso, 0 uso de
substancias naturais com efeitos beneéficos e baixos efeitos colaterais sdo relevantes para o tratamento
dessa patologia. Meste experimento & possivel observar alteragdes no sistema antioxidante, massa do
figado, além de densidade e tamanho dos hepatocitos nos animais arfriticos.

Através da analise dos parametros oxidativos observou-se que a Artrite promoveu alteragies como
a redugdo na atividade enzimatica da SOD e GST, aumento da atividade da CAT e redugdo de GSH (grupos
sulfidricos ndo proteicos) nos animais arfriticos. Ahmed, 2024 (10) em um trabalho de revisdo tambem
demonstra haver diminuicdo dos niveis de GSH e da atividade enzimatica de GST e SOD no soro de
pacientes artriticos. Outro parametro avaliado foi o EROs que aumentou nos pacientes artriticos, assim
como em nosso trabalho. Ja Almeida et al. (11) estudando o figado de ratos Hoffzman tambem observou a
queda nos niveis de GSH, aumento de EROs e diminuigdo da atividade enzimatica da SOD, contudo houve
aumento da afividade da CAT. Esses resultados demonstram que a Artrite gera estresse oxidativo no figado.
E buscando avaliar os efeitos do tratamento sobre estes parametros observou-se que o tratamento somente
com MTX manteve os mesmos resultados dos animais arfriticos sem tratamento. Os grupos AlA+CL,
AlA+CN, AIA+CL+MTX e AIA+CN+MTX tambem tiveram as alteragies sem, confudo, apresentarem
aumento do EROs.

Ma avaliagio dos pardmetros inflamatérios observa-se que houve um aumento significativo de nitrito
no grupo AlA, tendo redugdo nos grupos de tratamento com a curcumina, com o MTX ou em associagdo. O
grupo AlA+CN+MTX foi o grupo o qual mais houve redugdo de nifrito, o que corrobora com a literatura, onde
pacientes com psoriase que fizeram uso do MTX mostraram que apds o uso da medicagao, tiveram niveis
de nitrito reduzido (12), demonstrando que o MTX é eficaz para redugdo do mesmo, bem como a curcumina,
que possui capacidade de doar elétrons neutralizando espécies reativas de nitrogénio, como o nitrito. (13).
Ja guando avaliamos a atividade da Mieloperoxidase e da MN-acefil-B-D-glicosaminidase observa-se uma
redugdo das mesmas em todos os grupos artriticos. Sendo que o fratamento com nanoemulsdo e com MTX
associada ou ndo com curcumina livre ou em nanoemulsdo, reduziu ainda mais estes parametros. Apesar
da redugdo dos marcadores inflamatorios da MPO, observou-se aumento de infiltrados inflamatérios em
todos os grupos arfriticos. Em ensaios in wiro, Franck ef al. (14)avaliou o cultivo de neutrdfilos e o potencial
da curcumina como anti-inflamatorio, e observou que houve uma diminuigdo da atividade da MPO. A
curcumina também ja foi descrita (15) pelo seu potencial de suprimir a atividade de macrdfagos, células que
sdo responsaveis pela liberagdo da NAG, o que em ambos os casos da MPO e NAG so condizentes com
nossos achados. Ja o MTX por sua vez, pode levar a efeitos adversos como focos de inflamagao hepatica
{163
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As analises morfomefricas do figado demonstraram gue o mesmo apresentou uma redugdo de sua
massa, atrofia dos hepatocitos e aumento da densidade celular. Estudos tém demonstrado que a inflamacao
confribui para a atrofia dos hepatocitos atraves da liberagdo de citocinas, pela indugdo do estresse celular,
induzindo a alteragdo do metabolismo levando a inibicdo do crescimento celular. Os resultados de esiresse
oxidativo encontradas em nosso estudo podem ser uma das causas da atrofia dos hepatocitos nos animais
artriticos. (17)

Em resumo, a artrite induzida por adjuvante promove alteragdo nos pardmetros oxidativos em todos
0s grupos artriticos no figado de ratos Hoftzman apds 30 dias de indugdo. Mo grupo AlA aumenta as
Espécies Reativas de Oxigénio caracterizando o estresse oxidative e o tratamento com MTX isolado ndo
altera esse pardmetro. No entanto, os outros tratamentos ndo apresentam aumento de EROs. A AlA
aumenta os niveis de nitrito e todos os tratamentos sdo capazes de restaurar aos valores do controle. A AlA
também promoweu redugdo da area do hepatdcito caracterizando que o estresse celular pode afetar seu
metabolismo.

5. CONCLUSAO

Menhum dos tratamentos com MTX, Curcumina livre, Curcumina nanoemulsificada isoladas ou em
associagio foram capazes de restaurar a homeostasia ou prejudicar ainda mais o figado de ratos com AlA
apos 22 dias de tratamento. Compreender os mecanismos em gque a inflamagio compromete a homeostase
do figado de pacientes com AR € crucial para o desenvolvimento de estratégias capazes de mitigar os
danos ao fioado e promover a sua recuperacio.
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1. INTRODUCTION

Breastfeeding has numerous benefits, such as, strengthening the emotional bond between mother
and child, nutritional benefits of human milk (HM) and broad protection against diseases and complications. ?
In addition, HM has biclogical aspects that ensure its ability to act as an important immunomedulatory agent

and, conseguently, prepares this individual for self-defense 2

According to the World Health Organization (WHQO), low birth weight (LBW) babies has weigh less
than 2,500 grams and premature babies (FTME) are those with a gestational age (GA) of less than 37 weeks 2
For this population, both the first few weeks of life are considered critical, both in relation to growth and
nutritional quality. There is weight loss between the fourth and ninth day of life; from then on, growth speed
tries to mimic intrauterine rates and birth weight (BW) is usually recovered between eight days of life, for older
babies and, close to twenty-four days, for very low birth weight premature newborns (WVPTLBW).4

When the mother's own milk is made available fo PTNE as soon as possible after birth, the
development of several complications is prevented, including necrotizing enterocaolitis. In the absence of this
food. itis recommended to use pasteurized HM (PHM) and, as a last resort, specific infant formulas for preterm
infants are used.®

Despite the numerous health benefits of PTMNE infants, it is not always possible to exclusively use
the mother's own milk or PHM from human milk banks (HMB) as a form of nutrition. As a consequence,
colonization of the digestive tract of PTNE infants and LBW, the immaturity of defenses and arificial feeding
can cause necrotizing enterocolitis, which affects the ileal and colonic walls, leading to peritonitis and abnormal
microbiological colonization.®

To avoid these problems, HMBs throughout Brazil work in a systematic and standardized way to
obtain guality milk, primarily for preterm and LEW infants who do not suck.” However, in order to recover more
quickly, weight loss is common in neonatology, the use of supplements or fortifiers based on bovine milk
derivatives, as additives to PHM , with a commercial supplement called FM85® being commonly used in Braazil,
which adds nutrients to HM.* But, there is concemn regarding this supplementation , therefore, it can lead to
changes in the defense action that HM provides, as well, as causing allergies and intolerances to the
gastrointestinal tract of PTNBs who receive supplemented PHM. &2

In this context, comparing the differences between PTNBs who receive HM or PHM, with those who
receive HM supplemented with FMB5®, is necessary to elucidate the advantages and disadvantages of these
two nutritional schemes. Therefore. we intend to verify the perinatal factors associated with the use of fortified
HM and raise proposals for care that minimize its use.
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2. MATERIAL AND METHODS

Cross-sectional, analytical, case-control study carried out at the State University of Maringa (UEM)
and the University Hospital of Maringa (HUM), in the HMB, Neonatal-ICU and Immunogenetics Laboratory
sectors of the Department of Basic Health Sciences at UEM. The collected samples were stored during the
study and used to develop the defined objectives.

The total population was 137 babies. FTNB and LBW hospitalized inthe HUM Neonatal-lCU during
the data collection period, which took place from June 2022 to May 2023, were included in the research. 38
children met the inclusion criteria. Extreme preterm infants (<28 weeks), VPTLBW (BW=1000g), those who
had associated comorbidities, those who used lactic formulas and those whose guardians did not agree fo
participate in the research were excluded.

The data sources were the PTNB's medical records. Perinatal variables were categorized as: sex,
type of delivery, GA, BW, head circumference (HC), maternal age and parity.

Statistical associations were made between the variables and the type of food used by the baby,
with cases being considered those who used the FM85& and controls those who did not use it The data were
compiled and comparisons were made using the chi-square (¥2) and t+Student tests. The established
significance was P<0.05. The research was approved by the Ethics Committee (COPEP/UEM/SS 257 .520), with
agreement and signature of the Free and Informed Consent Form by the person responsible.

3. RESULTS

Among the 38 PTNB included in the study, 57.90% were female and 42.10% were male. The rate
of very premature newboms (VPTHNBE) was 44.74%; however, in relation to BW, VPTLBW presented lower
rates (26.329%). In relation to HC, a proportionally higher rate of altered values was found for boys (37.50%),
when compared to girls (27.279%). The most common type of birth was cesarean section (63.16%), the majority
of women were primiparous and secondparous (63.16%), but the percentage of multiparous women was
considerable (36.84%). The rate of adolescents and elderly women combined was 34 219%.

When Pearson's x2 test was applied, associating the perinatal variables with the nutrition of the
case and control groups, the boys were 2.70 times more likely to use the supplement (P=0.009), as were the
VPTLBW. Children who presented HC with measurements outside expectations also demonstrated a risk 2.67
times higher (P=0.022). VPTNBs were 9 times more likely to use the FM85& (P =0.001). Babies bom by
cesarean section had 4.33 more risks (P=0.001) and babies born to women of appropriate age for the
reproductive period (ARA) were protected from supplementation (P=0.001). There was no statistically
significant association between parity and the use of FM85E.

In logistic regression with the Student's t-test, possible confounding variables were considered: BW
and GA. After these analyses, altered HC continued to be a risk factor (P=0.004) and those born by cesarean
section began to present even greater chances of supplementation (P<0.001). The ARA remained a protective
factor for the use of the additive (P<0.001). The male sex, which was a risk, became a protective factor
(P=0.030).

4. DISCUSSION

The study demonstrated that the majority were girls, probably because the samples were collected
during the COVID-19 pandemic. Women in poor condition tend to produce girls and sfress phenotypes in
pregnant women are associated with male vulnerability and poor fetal outcomes 191 An study concluded that
the pandemic caused stress on pregnant women, with a disproportionate loss of male fetuses;'? however,
another study found no significance in the post-pandemic sex ratio at birth.® Therefore, maternal stress caused
by COVID-19 may have influenced female adulthood, but more studies would be needed to confirm whether
there really was this or not.

The x¥2 test indicated male sex as a risk factor for supplementation, but after logistic regression (t-
Student), this result was not confirmed. Studies 2 with VPTLBW also found no difference between the sexes
in relation to supplementation. And nutritional guidelines for PTNB include feeding plans with support for
dewvelopment, regardless of gender 131415
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Preterm infants are classified as late (GA between 34 and 36 weeks), moderate (GA between 32
and 33 weeks), VPTNB (GA between 28 and 31 weeks) and exiremely premature (GA below 28 weeks).* In
this study, 44.74% were PTNB and had a higher risk of supplementation, as were the VPTLBW. The child's
health is directly related to weight gain, with weight being one of the main indicators of preterm infant growth'®.
Therefore, identifying the contribution of prematurity and infrauterine growth restriction (IUGR) to LEW is
essential in preventing this condition.®

An adequate diet is essential to meet the needs of newboms,? especially VPTLEW and IUGR infants,
due to the greater risk of postnatal morbidity/mortality.’® The purpose of nutrition for PTNBs is to promote
growth similar to intrauterine growth {15g/kg/day) balancing the supply of proteins and energy-2 Therefore, for
premature babies to maintain this rhythm, intensive feeding is necessary, due to the difficult postnatal
adaptation and need to recover growth, which ensures health and quality of life. 1%

Supplementation with FM85E, howewver, can modify immunological protection and intestinal

Regarding HC, it was observed that children who presented measurements outside the parameters
were more likely to use FM85&. The HC measures brain development and in PTNBs the goal is to achieve
growth of 0.5-0.8 cm/week. 1820 Therefore, nuiritional support actions and practices that promote better growth
and development of PTNBs are essential. 82021 22HM is associated with better performance in intelligence tests
and can increase educational level and income in adulthood.2? This is a compelliing justification for the use of
homologous supplementation, considering that there is no strong evidence that supplemented HM ., achiewve
important results, except the slight increase in intra-hospital growth.*

Cesarean section rates were also associated with the use of additives and the findings were
confirmed in logistic regression. According to the WHO, rates above 15% suggest abusive use of this
procedure, requiring effective actions to reduce unnecessary cesarean sections.?*?® Prenatal monitoring
makes it possible to identify problems and risks in a timely manner. Quality, not just the number of
consultations, is the big challenge. Government programs must expand and qualify assistance to pregnant
women and newboms, avoiding high-risk outcomes 2428

ARA was a protective factor for supplementation, and these results were maintained after logistic
regression. But teenagers and elderdy women accounted for 34.21%. These rates can be explained because
HUM is a reference for high-risk pregnancies, monitoring these women from prenatal care to the postpartum
period. A study in maternity hospitals in Stork Net showed 20.5% of teenage mothers and a higher frequency
of LBW and prematurity in this group. It also showed that elderly mothers are more likely to develop high-risk
pregnancies and IUGR. Careful obstefric care minimizes harm to the woman and the newbom 2728 reduces
avoidable deaths and prevents prematurity. 22

5. CONCLUSION

Unfavorable perinatal factors such as LBW, altered HC and cesarean delivery were predisposing to
the use of the FM&85® additive, therefore, public policies to improve the quality of prenatal care and childbirth
care could minimize these factors. Furthermore, incentives for HMB can provide greater availability of mother's
own milk, greater volume of PHM, production of homologous additives and better guidance for nursing mothers
on maintaining lactation. These measures can lead to better health outcomes for premature and LBW infants,
as the use of HM and homologous additives is more physiological.
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1. INTRODUGAO

Dentre os fatores de risco para a saude humana e meio ambiente, os agrotoxicos apresentam uma
posicio de destaque. Mo Brasil, a intoxicagdo provocada por esses compostos @ mais preocupante, visto que,
0 pais @ um dos maiores consumidores de agrotoxicos (1). Segundo Dados do Departamento de Informatica
do SUS (DATASUS), no ano de 2023, foram 5.200 notificagbes de intoxicagdo aguda por agrotdxicos
agricolas, no qual a regido nordeste e sul foram as que mais apresentaram nimeros de notificagdes, com
1.385 e 1.377 casos respectivamente (2).

Os herbicidas sio uma classe de agrotéxicos empregados para controlar o crescimento de espécies
especificas ou até mesmo mata-las, e possuem aco principalmente no controle de ervas classificadas como
daninhas (3). O herbicida, acido 2 4-diclorofenoxiacético (2.4-D) & amplamente empregado no controle de
ervas daninhas de folhas largas na agricultura, areas de infraestrutura, ambientes aguaticos e gramados.
Diferente de outros praguicidas, o 2,4-D ndo sofre biotransformacgao no organismo humano e é excretado
principalmente pela via urinaria, o que possibilita 0 uso da mafriz urina como material biologico e fonte de
pesquisa para presenga do composto e avaliagio de exposicao (4).

0 2,4-D é absorvido de forma rapida pelo trato gastrointestinal e pode ser enconfrado em tecidos e
fluidos corporais em um curto periodo. O metabolismo do 2.4-D & predominantemente hepatico, com a
excregdo ocorrendo principalmente por wvia urinaria, o que sugere um potencial para acamulo em 6rgaos
especificos em casos de exposigio prolongada. 2.4-D pode interferir em processos biolégicos essenciais,
como a sintese de proteinas e a integridade celular, resultando em respostas adversas que podem ser desde
efeitos leves a graves dependendo da dose e da duracdo da exposicio (5.6).

A avaliago prévia de uma exposicdo a agentes quimicos permite a diminuigdo da ocoréncia de
efeitos nocivos a sadde. Na exposigdo ocupacional, os trabalhadores sao expostos no momento do manuseio,
transporte efou aplicagdo nas lavouras, estando em muitos casos desprotegidos contra estas misturas de
agrotoxicos (7). Dessa forma, medidas de prevengdo e controle podem ser implantadas a partir de
informagdes referentes a monitorizacido das exposigdes a produtos quimicos durante o processo de trabalho.

Em toxicologia ocupacional, existern poucos biomarcadores para monitorar as muitas substancias a
gue os frabalhadores estdo expostos. Mo ambito da exposicdo aos agrotdxicos, @ bastante ufilizada a
determinacéo da atividade das colinesterases, que & um bio indicador de efeito, para agentes que apresentam
esse mecanismo de agdo. Entretanto, nem todos os agrotdxicos inibem essas enzimas, como & o caso do
24D, sendo necessarios outros indicadores gue possibilitem avaliar a exposigdo. A pesquisa do proprio
agente guimico na urina, também s&o utilizados, embora ndo regulamentados, pelos 6rgdos governamentais,
sendo caracterizados como bioindicadores de exposigdo, uma vez que comprovam a exposicdo atraves da
presenca qualitativa ou quantitativa do agrotdxico em amostras bioldgicas dos trabalhadores (8).
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O monitoramento de infoxicagbes ocupacionais no Brasil @ regulamentado pela NR 7 (Mormma
Regulamentadora). Contudo, ndo ha biomarcadores para as oufras classes de agrotoxicos (9). Portanto, faz-
se necessario o desenvolvimento de técnicas que sejam capazes de idenfificar outros indicadores biologicos
referentes as demais classes de agrotdxicos. Deve-se levar em consideragdo que alguns fatores podem
interferir na interpretagdo dos dados referente as analises laboratoriais realizadas. Parametros fisioldgicos e
nutricionais, suscetibiidade individual, sexo, uso de farmacos, tabagismo e etilismo podem interferir na
interpretacdo dos resuttados dos bicindicadores avaliados (10).

Desta forma, o projeto teve por objetivo analisar dados sociodemograficos e de exposigdo ocupacional
de trabalhadores rurais do norte central paranaense e otimizar, validar e avaliar a aplicabilidade de uma
metodologia para determinacio urinaria do herbicida Acido diclorofenoxiacético (2.4D). Esta proposta visa
auxiliar na implementacdo de novos metodos para avaliagdo ocupacional frente a substancias guimicas
potencialmente toxicas, assim como fortalecer os cuidados preventivos a salde dos trabalhadores rurais.

2. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi desenvolvido em conjunto com as atividades do Projeto de Extensao Institucional
“Monitoramento da Exposigao Ocupacional” (Processon®7303/08), do Micdleo de Pesquisa Centro de Controle
de Intoxicagdes da Universidade Estadual de Maringa, do Laboratorio de Toxicologia da UEM (LATOX-UEM),
do projeto de pesquisa institucional “Agrotéxicos: impactos na salde humana” , e das atividades dos projetos
“Promogdo a salde de trabalhadores rurais: analise do comportamento de seguranga na manipulagio e
aplicagdo de agrotoxicos" e “Promocdo a salde de trabalhadores rurais: andlise do comportamento de
seguranga na manipulagio e aplicagio de agrotoxicos — Parte [I", estes dltimos financiados pelo programa
Universidade Sem Fronteiras do Fundo Gestor Parana. O estudo foi aprovado pelo Comité Permanente de
Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (COPEP) da Universidade Estadual de Maringa (CAAE N°
65018017.7.0000.0104), parecer n® 6.209.432.

2.1. Amostragem

Foram utilizadas para analisar os dados sociodemograficos e de exposigdo ocupacional de
trabalhadores rurais informacgdes coletadas de questionarios elaborados tendo como guia o protocolo de
AvaliacBo das IntoxicacBes Crbnicas por Agrotdxicos da Secretaria de Estado da Sadde do Parana (11).
Foram utilizadas para o estudo amostras de urina de agricultores da cidade de Cafeara e Centenario do Sul.
As amostras foram coletadas em copo coletor de polipropileno estéril por micgio espontanea.
2.2. Otimizagdo e Analise Cromatografica
2.2.1. Preparo do padrdo de 2,4-D e curva de calibragao

Para o preparo da solugio padrio 2,4-D (Aminomethilphosphonic acid - Sigma-Aldrich®) pesou-se
0,0010 g que foram dissolvidos em 10 mL de agua ultrapura, obtendo uma concentragdo de 0.1 mg/mL, sendo
esta a solugdo estoque, a partir dela preparou-se a solugio intermediaria (S1) obtendo uma concentragao de
0,01 mg/mL.

Para o preparo da curva de calibragio realizou-se diluigies seriadas da Sl obtendo concentragGes
de 800, 80, 16, 8.4, 2, 1 e 0,5 ng/mL, todas as analises foram feitas em duplicata.
2.2.2. Preparo do branco e amostras fortificadas

Para o preparo do branco, foi coletada urina de voluntarios saudaveis, ndo expostos ao herbicida 2 4-
D, para realizagdo da analise em friplicata. Para o preparo das amostras fortificadas, a mesma amostra foi
adicionado do padrio 2.4-D em frés concentragdes, baixa 10 ng/mL, média 20 ng/mL e alta 40 ng/mL, para
posterior exfragdo e quantificagdo de 2 4-D.
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2.2.3. Método de Extracdo para 2,4-D

O método utilizado foi 0 DLLME (do inglés Dispersive Liguid-Liquid Microextraction), que emprega um
solvente dispersor, solivel tanto no solvente extrator (fase organica) quanto na amostra (fase aguosa), e um
solvente extrator, gue ndo se mistura com a fase aguosa. A técnica & baseada em um sistema temnario de
solventes. A DLLME & uma técnica de extragdo e pré-conceniragdo de amostras, que se destaca por sua
miniaturizagdo, baixo custo, rapidez e alta eficiéncia, além de ser amplamente aplicavel em campo (12). Até
o0 momento, ndo ha registros do emprego da técnica DLLME em urina na busca de pesquisa de agrotoxicos,
o que torna este estudo inovador na exploragdo de seu potencial nesse tipo de matriz. Sua implementagio
nesse contexto pode abrir novas perspectivas para a extragdo e pré-concentragdo de amostras bioldgicas.
Desta forma a técnica foi executada da seguinte maneira, em um tubo de ensaio foi pipetado 500 pL de
amostra, 800 pL de diclorometano e 600 pL de acetonitrila, ambos graus HPLC da marca Panreac AppliChem,
seguido de agitacdo branda no ultrassom por 2 minutos, e posteriormente centrifugacdo a 3000 rpm por 10
minutos. Apods isso, foi feita a transferéncia da fase extratora (diclorometano) para um frasco vial 300 pl e
levado a evaporagio do solvente organico a 40°C em banho-maria. Em seguida, o exfrato foi armazenado a
-20°C ate o dia da analise. Posteriormente, o extfrato foi ressuspendido em 500 pL de acetonitrila grau HPLC
- Panreac AppliChem® e fitrado com o auxilio de uma seringa de 5 mL e filiro da marca, merck S/A de Millex-
HWE com membrana de PVDF, 0,45um de poro, 13 mm de diametro.

2.2.4. Analise cromatografica

Para a identificago e quantificacdo de 2,4-D foi realizada a técnica de cromatografia liguida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (UPLC-MSMS). A analise cromatografica foi realizada em
uma coluna Waters Symmetry® C18 (50 mm x 4.6 mm x 3.0 um). A composicdo da fase movel foi: Agua com
0,1% de acido formico (viv) (A) e acetonifrila (B), na proporgdo 25:75 (w'v) respectivamente. A vazao foi de
0,15 mL/min, com eluigdo isocratica. O MS foi operado em modo de ionizagdo positivo (ES|+) e os parametros
utilizados foram: voltagem do capilar = 3,5 kV; voltagem do cone = 25,0 V, temperatura da fonte de ionizagao
= 130 °C; temperatura de dessolvatagido do gas N, = 100°C; vazdo do gas do cone = 10 L h'; vazdo de gas
de dessolvatagdo = 300 Lihr. Espectros de MS foram adquiridos no modo MS Scan (miz 100-800), enquanto
os ions de interesse e os ions fragmentos foram obtidos através do modo MRM (Monitoramento de Reacgbes
Multiplas), utilizando argdnio como gas de colisdo a uma pressdo de 4 x 108 Pa. A aquisicdo dos dados
espectrais foi feita com o software MassLynx (Waters®, Milford, EUA).

3. RESULTADOS

Foram coletados dados e amostras bioldgicas de 70 frabalhadores rurais. Os resultados referentes
aos dados sociodemograficos obtidos ao longo da analise estdo expressos na tabela 1.
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Tabela 1 - Distribuigdo sociodemografica dos agricultores dos municipios de Cafeara e Centenario

PBF-UEM

do Sul-PR, participantes do estudo

Sexo

Feminino

18 (25,71%)

Masculino

52 (74,29%)

18-30 anos

2 (2,86%)

31-50 anos

26 (37,14%)

51-80 anos

42 (60%)

Branco

53 (75,71%)

Pardo

15 (21,43%)

Amarelo

1(1,43%)

Preto

1 (1,43%)

Escolaridade

Analfabeto

2 (2,86%)

Ensino fundamental

32 (45,71%)

Ensinoc médio

10 (27,14%)

Ensino superior

17 (24,29%)

R$ 1.000,00 f R$ 4.000,00

42 (60%)

RS 4.000,00 f R$ 7.000,00

14 (20%)

R$ 7.000,00 ou mais

11 (15,72%)

M&o sabem responder

3 (4,28)

n=70

A maioria dos agricultores eram do sexo masculino, com mais de 51 anos, fendo como grau de
escolaridade até o ensino fundamental e com renda mensalde RS 1.000,00 a RS 4.000,00.

Atabela 2 representa o historico de intoxicagao e agrotdxicos usados com mais frequéncia nos dltimos
3 meses pelos agricultores dos municipios de Cafeara e Centenario do Sul-PR.

Tabela 2 - Historico de intoxicagdo e agrotoxicos usados com mais frequéncia nos dltimos 3 meses
pelos agricultores dos municipios de Cafeara e Centenario do Sul-PR

Sim

Mao

MR

24D
Glifosato
Select ®
Qutros
MR

18 (25.71%)
46 (65,71%)
8 (11,42%)
6 (8.57%)
23 (32,85%)
5 (7.15%)
25 (35,71%)
11 (15.71%)

Ja intoxicou
alguma vez?

Agrotoxicos
usados com mais
frequéncia nos
ultimos 3 meses

n=70

O grafico 1 representa a curva de calibragdo obtida como descrito em material e métodos,
apresentando um coeficiente de correlagdo (R) de 0,9954. Além disso, os pontos de calibragdo mostraram
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uma distribuicdo homogénea, sem desvios significatives, confirmando a confiabilidade do modelo linear
empregado.

Curva de calibragdo 24D

y = 0,6302x -3, 053 '
R2=0, 9954

300
200

100

|-‘1
&'
.

o e’
0 100 200 300 400 500 60O

-100
Concentracdo (ng/mL})

Grafico 1: Curva de calibragdo do composto 2,4-D
4. DISCUSSAD

Os resultados obtidos demonstram um perfil predominante masculino entre os agricultores, refletindo
uma realidade comum no que diz respeito a area agricola, onde a maior parte da méo de obra ainda &
composta por homens (13). A faixa etaria predominante, entre 51 e 80 anos, evidencia um envelhecimento
significativo da populago rural.

Em relagdo ao nivel de escolaridade, a prevaléncia do ensino fundamental reforca a necessidade de
politicas publicas voltadas para a educagdo no meio rural. Embora haja necessidades especificas, o baixo
nivel de escolaridade pode limitar informagdes quanto a infoxicagdo por agrotdxicos, o acesso a novas
tecnologias e também praticas sustentaveis, essenciais para aumentar a produtividade e melhorar as
condighes de trabalho (14).

A maioria dos agricultores afirmaram nao passar por episodios de intoxicagdo. Mo entanto, embora a
maioria nao tenha se intoxicado, todo caso ocomido @ importante, mostrando a necessidade de cuidados a
essa populacio.

Em relacio aos agrotéxicos utilizados com mais frequéncia nos dltimos trés meses, percebeu-se que

o glifosato & o que apresenta maior emprego. seguido do 2,40 e o Select®, esse padrio de uso pode estar
relacionado a fatores como a eficacia desses produtos no combate a pragas especificas ou facilidade de
acesso e custo-beneficio. Alem disso, reflete tendéncias regionais, condigdes climaticas sazonais e
necessidades agricolas especificas que influenciam a escolha do agrotaxico (15).

Quando a curva de calibragio percebe-se que os resultados foram satisfatorios, demonstrado pelo
coeficiente de correlacgdo linear (R) proximo de 1, representado relagdo linear entre as concentragbes dos
padrdes e a resposta analitica, evidenciando que o método foi eficaz em captar as variagdes na concentragdo
dos analitos de maneira consistente e precisa. A distribuigdo dos pontos ao longo da curva foi homogénea,
sem desvios significativos ou pontos discrepantes.

Avalidagdo analitica da técnica esta sendo realizada para atendimento aos pardmetros exigidos pela
RDC n® 166, de 24 de julho de 2017. As amostras reais coletadas para o estudo esto em processo de analise,
seguindo os mesmos procedimentos rigorosos aplicados durante o processo de validagdo.
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5. CONCLUSAO

O estudo trouxe importantes informagdes sobre o perfil sociodemografico e a exposicdo ocupacional
dos trabalhadores rurais da regido norte cenfral do Parana. A analise dos dados permitiu identificar tendéncias
que poderdo guiar futuras intervengbes, especialmente ao grupo de agrotoxicos utilizados e o historico de
intoxicagoes.

As etapas iniciais de ofimizagdo e validagao da metodologia, para analise de 2,4-D, mostraram-se
promissoras, com destaque para o desenvolvimento de metodologia de extragdo “verde”. Assim, a aplicagdo
da técnica de extragdo DLLME tendo como material bioldgico a urina é algo inovador, sendo uma estratégia
promissora, com potencial para trazer avangos significativos para a ciéncia.
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1. INTRODUGAO

O Toxoplama gondii @ um protozoario intracelular obrigatorio largamente distribuido em todo o
mundo (1). Normalmente provoca um quadro agudo assintomatico em seres humanos imunocompetentes
e, na infecgdo cronica os cistos formados s&o distribuidos por diferentes orgaos, denfre eles os do Sistema
Mervoso Central (2). O parasito transpde a barreira hemato encefalica por meio de diferentes mecanismos
e invade neurbnios e células da glia (3). A compreensdo do neurctrofismo deste parasito levou
pesquisadores a procurar a correlagdo entre a presenca de cistos cerebrais, doengas neuropsiquiatricas e
disfungdes cognitivas (4).

Estima-se que ataxa de prevaléncia da toxoplasmose varia entre 20% e 90% da populagdo mundial
adulta, dependendo da localizagdo geografica. Isso porgue, regides gquentes e Umidas, especialmente
quando associadas as mas condicies de saneamento e habitos alimentares, sdo as mais afetadas pela
doenga que acomete individuos de todas as idades (5). Todavia, a soroprevaléncia global entre pacientes
neuropsiquiatricos foi recentemente indicada como 38,27% e a soroprevaléncia global entre controle
saudaveis foide 25,31% (3).

Varios estudos epidemiologicos e de meta-analises documentaram que individuos com
toxoplasmose latente, apresentaram uma maior chance de desenvolver transtornos psiguiatricos (6). Mais
de 200 estudos correlacionaram a toxoplasmose latente e um transtomo psiguiatrico como a esquizofrenia
(7). Por ouifro lado, em estudos individuais e em uma meta-analise de 38 estudos ndo encontraram relagao
de causalidade entre soropositividade anti-T. gondii e esquizofrenia (8). A lteratura apresenta confrovérsias
neste sentido. Em estudo de caso controle os dados obtidos nao tiveram cormrelagao positiva entre a infeccao
e a esquizofrenia (9). Porem, em outro estudo os autores consideram gue a demonsiragio da causalidade
entre soropositividade anti-T. gondii e esquizofrenia sdo consistentes. Ja a correlagdo com outros distarbios
neurclogicos ou neurocomportamentais ainda ndo apresentam estudos consistentes, e por isso, precisam
de maiores estudos, para melhor elucidacio do assunto (10). A relagBo de causalidade deve levar em
consideracdo oufros fatores como: imunidade e resisténcia ao patégeno; patogenicidade da cepa, genes
de suscetibilidade, interacio gene/gene e fatores epigenéticos (10).

Portanto, estudos sugerem que ainfecgdo por T. gondii € uma causa provavel de certos transtormos
psiguiatricos, mas talvez um agente protetor em outros (11). Em uma populagio de baixa prevaléncia, a
exposicio ao T. gondii estava associada a um risco aumentado em individuos cominicio recente de psicose,
mas ndo em individuos com esquizofrenia estabelecida. Coerente com essa possibilidade & o relato recente
de niveis elevados de anticorpos contra Toxoplasma em individuos com formas de esquizofrenia resistentes
ao tratamento (12).

Mediante a importancia desta relagdo entre T. gondi e esquizofrenia em varias populagies do
mundo, o objetivo deste estudo & avaliar a relagdo entre a sorologia positiva de T. gondii e a esquizofrenia
na populagdo brasileira e também na populagdo da regido Sul do Brasil afim de fomecer subsidios para
futuros estudos de nossa populagdo e melhores agies de saldde pablica. Meste resumo estdo apresentados
resultados parciais de um levantamento bibliografico realizado para estudo tedrico sobre o tema.
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2. MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo epidemiolégico transversal, observacional quali-guantitativo, com
producio de dados de caracteristicas descritivas e analiticas, para a verificacio de eventuais relagGes
entre a soropositividade para Toxoplasma gondii.

Meste resumo sdo apresentadas informacdes obtidas da reviso de literatura. Foram realizadas
buscas por artigos cientificos no PUBMED com as palavras: Esquizofrenia e Toxoplasmose e selecionado
estudos que avaliaram a detecgdo de anticorpos anti - T. gondi.

3. RESULTADOS PRELIMINARES

Foram idenfificados 12 estudos de caso controle que buscaram avaliar a correlagao estatistica entre
a presenga de anticorpos anti-T. gondi e o diagnostico de esquizofrenia. Estes estudos usaram
principalmente imunoensaio enzimatico para deteccio dos anticorpos do tipo I1gG e IGM. A publicagio mais
antiga foi de 2004 e a mais recente de 2022. Dos doze artigos encontrados dez encontraram correlagio
positiva entre a presenca de anticorpos anti-T. gondii e a esquizofrenia, com diferentes amostras e em
diferentes paises.

O quadro 1 apresenta os detalhes dos artigos avaliados neste estudo de revisdo.

Quadro 1 — InformacgBes sobre os artigos cientificos de caso-controle avaliados nesta revisdo de
literatura sobre a correlagio entre esquizofrenia e a presenca de anticorpos anti T. gondii.

TiTULO DO ARTIGO Pais Ano No. no Ctl | Técnicas Anticorpo | CORREL
EZF AcAO

Is latent Toxoplasma gondii infection associated with the occurrence of Etiopia 47 47 Imunoensaio/ | IgG
schizophrenia? A case-control study (9). quimiluminesch | igh
ncia
Evidence of increased exposure to Toxoplasma gondii in individuals with Canada Imunoensaio IgG
recent onset psychosis but not with established schizophrenia (12). enzimatico
Toxoplasma gondii infection and schizophrenia: a case control study in a low México Imunoensaio IgG
Toxoplasma seroprevalence Mexican population (13). enzimatico IgM

The relationship between schizophrenia and toxoplasmosis: a critical study EUA Imuneensaio IgG
(14). enzimitico IgM

Prevalence of Toxoplasma infection in first-episode schizophrenia and China Imuneensaio IgG
comparison between Toxoplasma-seropositive and Toxoplasma-seronegative enzimatico IgM
schizophrenia (15).
Antibodies to infectious agents in individuals with recent onset schizophrenia | Aleman Imunoensaio IgG
(16). ha enzimatico lgM
Serum antibodies to Toxoplasma gondii, cytomegalovirus, and herpes simplex | Etidpia Imunoensaio IgG
virus type 1and 2 in individuals with schizophrenia and bipolar disorder in enzimatico lgM
rural Ethiopia (17).
Toxoplasma gondii infection in first-episode and inpatient individuals with Ird Imungensaio leG
schizophrenia (18). enzimatico IgM
The role of latent toxoplasmosis in the aetiopathogenesis of schizophrenia— Turquia Imunaoensaio 1gG
the risk factor or an indication of a contact with cat? (19). enzimatico lgM
Relation between Toxoplasma gondii infections and schizophrenia (20). Ird Imunoensaio 1gG
enzimatico lgM
Seropositivity of toxoplasmosis in patients with schizophrenia (21). Egito Imunoensaio IgG
enzimatico lgM
The schizophrenia and Toxoplasma gondii connection: infectious, immune or | Turquia Imunoensaio IgG
both?(22). enzimatico lgM
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4. DISCUSSAO

A associacdo enfre a toxoplasmose cronica e a sintomatologia de esguizofrenia tem sido
investigada ha muitas décadas. Estudos epidemioldgicos e meta-analises defendem gue individuos com
toxoplasmose apresentam uma maior probabilidade de desenvolver transtomos psiquiatricos (8). Muitos
s80 os disturbios psiquiatricos associados a toxoplasmose latente e a esquizofrenia @ um dos distarbios
mais estudados (7). Todavia ndo ha um consenso na literatura. Uma meta-analise de 38 estudos néo
encontraram relagdo de causalidade entre soropositividade anti-T. gondii e esquizofrenia (8). enguanto
diversos estudos individuais encontraram.

Meste estudo de revisdo da literatura observou-se que em dez dos doze artigos revisados houve
correlagdo positiva entre a presenca de anticorpos anti -T. gondii e a esquizofrenia. Todos os estudos
avaliaram pacientes esquizofrénicos e grupos confrole buscando a presenca de IgG ou IgM contrao T.
gondii. E interessante ressaltar gue nove dos doze artigos foram realizados em paises em desenvolvimento,
e que nao foi encontrado estudo de caso-controle no Brasil. Observa-se também grande variabilidade no
tamanho da amostra investigada o que tambéem pode ser um aspecto a ser observado nos diferentes
resultados.

A esquizofrenia @ um transtomo psiquiatrico que abrange varios graus de delirios, pensamentos
desorganizados, alucinagbes (principalmente auditivas), comportamentos desorganizados e sintomas
negatives, como afeto embotado. Dificuldades em interagbes sociais, emogdes e funcionalidade geral
também sio notadas. Diferentes estudos associaram infeccdes por T. gondii com esquizofrenia. Foi
relatado que a toxoplasmose crbnica associada a esquizofrenia & caracterizada por uma redugdo

significativa na substancia cinzenta, um achado ndo observado nos grupos de controle (23). A primeira
meta-analise sobre o tema foi realizada em 2007 e atualizada cinco anos depois (24, 25), revelando taxas
soropositivas significativamente elevadas de IgG e IgM anti-Toxoplasma em pacientes esquizofrénicos.

5. CONCLUSAOD

A revisdo de literatura realizada demonstra que a maioria dos estudos avaliados encontraram
correlagdo positiva entre a presenca de anticorpos anti T. gondii e o diagnéstico de esquizofrenia. Todavia,
dois estudos mais recentes ndo encontraram esta correlagdo. Nao foram obtidos artigos que fizeram esta
analise no Brasil. Desta forma, é reforgcada a necessidade de estudos no Brasil envolvendo uma amostragem
maior, visando contribuir com o esclarecimento desta correlagdo em diferentes grupos e regides do nosso
pais.
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1. INTRODUGAO

As espondiloartrites (EpAs) compreendem um grupo de doengas gue compartilham manifestagdes
clinicas, cuja classificagdo baseia-se nos sintomas, com predominio axial ou periférico. As formas axiais sao
marcadas pela infamagio das articulagbes sacroiliacas efou da coluna vertebral, enquanto as periféricas
envolvem artrite, entesite e dactilite (1). Embora sejam semelhantes, as EpAs subdividem-se em Espondilite
Anquilosante (EA), Artrite Psoriasica, Artrite associada a colite ulcerativa ou doenca de Crohn, Artrite reativa
e Espondiloartrite indiferenciada (1.2).

A EA & a mais prevalente entre as EpAs, com maior incidéncia a partir da terceira década de vida
(1.3) com predominancia em homens caucasianos (4). A doenga & caracterizada pela inflamagao articular,
acometimento dsseo, envolvimento das articulagbes periféricas, principalmente dos membros inferiores e
comprometimento da coluna vertebral e sacroiliacas na regido lombar. Em casos mais graves, a doenca pode
progredir para rigidez do esqueleto axial, resultando em limitacio funcional (4).

A associacdo entre o alelo HLA-B27 e a espondilite anquilosante (EA) &€ bem estabelecida, com
aproximadamente 90 a 95% dos individuos caucasianos com EA apresentando HLA-B27 positivo, ja no Brasil,
estudos mostram uma prevaléncia significativamente menor de HLA-B27 em pacientes com espondilite
anquilosante, variando entre 46 e 48%, o que sugere diferengas genéticas importantes enfre as populacdes
(5, 6). Contudo, apenas a presenca do HLA-B27 ndo & suficiente para determinar o desenvolvimento da EA
(6-8). Embora essa relago seja clara, ainda ndo se compreende completamente a patogénese da EA, e
varias teorias tém sido propostas para explicar os mecanismos subjacentes a doenca.

Recentemente, o papel dos RNAs ndo codificantes (ncRMAs) na patogénese de varias doencas,
incluindo a EA (9—11) vem sendo estudadas. Entre eles, os RNAs Y e seus fragmentos destacam-se ndo
apenas como produtos de degradacdo aleatoria, mas como moléculas bioativas, com potencial para serem
utilizados como biomarcadores em algumas doengas, como em alguns tipos de canceres (12-16).

Os RMAs Y sao transcritos nos nicleos celulares pela RNA polimerase lll, @ em humanos, ha guatro
tipos conhecidos: hY1, hY'3, hYd e hY5, com 113, 102, 96 e 84 nucleotideos (nt), respectivamente. Esses
RMNAs Y maduros adotam estruturas com hairpins caracteristicos, formados pelo emparelhamento de suas
extremidades 3' e 5. Cada RNA Y possui duas hastes principais separadas por um loop de cadeias
pirimidinicas simples, mas com diferengas em suas estruturas secundarias (13).

Ma extremidade 3', ha uma repetigdo oligo-uridinilada (Oligo-U). que possibilita a interagdo com a
proteina La. Essa caracteristica confere protegio contra a degradacio pela exonuclease 3' -5', além de
promowver a retengdo nuclear dos RNAs Y (13). Além da ligagdo com a proteina La, os RNAs Y associam-se
a ribonucleoproteinas Ro, formando o complexo Ro-RNP (13,17 ,18). Apesar disso, atualmente, ndo se sabe
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se o RNAY permanece associado & proteina La durante a exportacdo celular ou se a ligagdo ocorre apds a
translocacgo (13).

Mo gue diz respeito as fungies dos RMAs Y, estudos indicam que eles desempenham papéis
essenciais na duplicagdo do DNA, regulagdo da estabilidade de RMAs e respostas ao estresse celular
(13.19.20). Diante disso. hipotetiza-se que os RNAs Y possam estar relacionados a patogénese da EA,
influenciando a resposta imunolégica devidos aos diferentes subtipos e quantidades de RNAs Y. No entanto,
até o momento, existemn limitados estudos que explorem essa relagdo entre os RNAs Y e a EA.

A guantificagdo dos RNAs Y em pacientes com EA pode revelar seu papel especifico na patogénese
da EA, além de sugerir marcadores moleculares Oteis para diagnostico e monitoramento da doenga.
Considerando que os RMAs Y tém sido propostos como biomarcadores para varias doencgas, sua
quantificagdo pode ter relevancia clinica significativa. A analise dos niveis de expressdo dos RNAs Y em
pacientes com EA pode ainda identificar correlagdes entre sua expressdo e a severidade da doenga.

Portanto, o objetivo desse estudo foi quantificar o RNA Y5 em pacientes com EA e controles sem a
doencga por g°PCR . Os achados podem auxiliar na compreensdo dos mecanismos moleculares da doenga e
contribuir para o desenvolvimento de abordagens diagnésticas e de monitoramento mais precisas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Casuistica

Foram avaliados pacientes diagnosticados com EA (N=10), residentes nas regides norte e noroeste
do Estado do Parana e individuos sem a doenga (grupo controle; N=18), de mesma origem geografica, faixa
etaria e ndo aparentados. Os pacientes foram triados da Clinica de Reumatismo Rocha Loures, que atende
pacientes da regido de Maringa. O grupo controle foi composto por individuos sem qualquer histérico de
doengas reumnatologicas ou autoimunes, coletados no Laboratorio de Ensino e Pesquisa e Analises Clinicas
(LEPAC) da Universidade Estadual de Maringa, de funcionarios que realizavam avaliagio de salde perigdica.

Os pacientes foram diagnosticados com EA por um reumatologista qualificado, de acordo com os
critérios de avaliagdo da Spondyloarthritis Infermational Society (ASAS) de 2009 para espondiloartrite axial
(21) e os critérios ASAS de 2011 para espondiloartrite periférica (22). Aléem disso, critérios como grupo étnico,
sexo, idade, uso de medicagio para fratamento da doenga, responsividade ao tratamento, historico familiar
de EA e oufras doencas autoimunes, pratica regular de exercicios, consumo de alcool ou tabaco foram
avaliados por meio de entrevistas individuais.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité Permanente de Efica da Universidade Estadual de Maringa
(CAAE: 27723114.0.0000.0104) e todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esdarecido.

2.2. Coleta de amostras de sangue e separagio de células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs)

As amostras de pacientes foram coletadas & domicilio, apés, pelo menos, 12 horas da Gltima utilizagao
de imunossupressores, para minimizar os efeitos das drogas (23). O sangue periférico dos individuos foi
coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA e processados para separagdo de PBMCs em até 2 horas.

Apds a coleta do sangue, as PEMCs foram isoladas dentro de duas horas, para evitar a degradacéo
dos RMAs. Paraisso, 0 método de cenfrifugagdo em gradiente de densidade com Ficoll-Hypague (Histopaque
-1077, Sigma-Aldrich Corporation, Missouri, EUA) foi utilizado, seguindo as instrugdes do fabricante.

2.3. Extragdo de RNAs totais e dosagem

A extragdo de RMAs totais foi realizada a partir das células obtidas na etapa anterior, utilizando o
reagente TRIzol® LS (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), adaptado e composto por uma etapa
de precipitagdo com isopropanol e lavagem com alcool 80%. As amostras obtidas foram ressuspendidas em
agua livre de RNAse e armazenadas a -80 °C para testes futuros com 10% de sulfato de ambnio 10M.

A concentragdo dos RMNAs totais foi analisada pela medicdo da densidade otica emespectrofotdmetro,
utilizando comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm no equipamento ManoDrop 20008 (Thermo Scientific).

Para avaliar a qualidade do RMA extraido, uma aliguota foi submetida a eletroforese em gel de
agarose a 1%, corado com brometo de etidio. Apds a corrida eletroforética, foi possivel observar um arraste
caracteristico de amostras de RMA, além de duas bandas nitidas corespondentes ao RMNA ribossdmico 185
e 285.




SEMINARIOS INTERDISCIPLINARES EM

BIOCIENCIAS E
FISIOPATOLOGIA

PBF-UEM DE OUTUBRO

2.4. Tratamento com DNase |, RNase-free

Apos a extragdo, as amosiras passaram pelo tratamento com DMNase |, RMase-free (Thermmo
Scientific), para que ocorresse a digestao de fitas simples ou duplas de DNA, procedimento padrdo antes da
realizacao da Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa com Transcricdo Reversa (RT-gPCR), uma vez
que DNA é considerado um contaminante nessa situagao.
2.5. Obtencéo de biblioteca de cDNA

O RMNA total purificado obtido na etapa anterior foi utilizado como template para a sintese do cDNA.
Para isso foram utiizados random primers junto a enzima Transcriptase Reversa (Thermo Scientific). Como
0 nome sugere, os random primers sdo iniciadores gerados de forma aleatdria e sem especificidade. Os
primers podem conter 6-8 pares de bases e sdo capazes de se anelar em varios pontos aleatorios de RMAs,
como miRNA, mRMA, tRNA, rRNA, etc. Apds isso, produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel
de agarose a 2% com corante SYBR™ Safe DMA Gel Stain (Invitrogen Life Technologies, Grand Island, NY',
EUA) para garantir a viabilidade do cDMA construido, antes de se iniciar a proxima etapa.

2.6. Quantificagdo de cDNA com PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix

A quantificagdo de cDMA foi realizada pela técnica de reagdo em cadeia da polimerase quantitativa
(gPCR), também conhecido como PCR. em tempo real usando o kit PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix
(Thermo Scientific) para os genes GAPDOH e ¥5. Por meio do monitoramento da emissdo de fluorescéncia a
cada ciclo & possivel determinar a quantidade inicial da amostra. O Ct (threshold cycle) é a intersecgdo entre
a curva de amplificacdo e o threshold, ou seja, € o ciclo em que ha o primeiro sinal de deteccdo de
fluorescéncia, sendo que a quantidade de ciclos & inversamente proporcional a concentragdo da amostra
inicial. Assim, quanto maior a quantidade de amostra inicial, menor o valor de Ct.

As seguéncias dos primers para GAPDH foram: senso 5-AGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3' e
antissenso  5-CCATGTAGTTGAGGTCAATGAAG-3. ja para o ¥5 foram: senso 5-
AGTTGGTCCGAGTGTTGTGG-3 e antissenso 5-AAAACAGCAAGCTAGTCAAG-3. A amplificacdo por
gPCR foi realizada em um volume total de 10 pL, em friplicata, contendo 5 ng de cDNA, 600 mM de cada
primer, 1X PowerlUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems™ Foster City, CA, EUA). Os ciclos
foram realizados no Sistema StepOnePlus™ (Thermo Scientific): ciclo de dois minutos a 50°C; ciclo de dois
minutos a 95°C; 40 ciclos de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a 58°C e 30 segundos a 72°C. A curva de
fusdo foi realizada com 25 segundos a 95°C, um minuto a 60°C e 15 segundos a 85°C.

2.7. Analise da quantificagdo de cDNA com SYBRE Select Master Mix

A analise de expressao foi realizada comparando cDMNA com um gene housekeeping para normalizar
os dados do experimento. Os genes housekeeping sdo expressos de forma constitutiva, estavel ao longo do
tempo em diferentes tecidos e até mesmo em diferentes modelos de intervengdo. Foram utilizados primers
gue amplificam o gene o gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAFDH) como controle interno de reagao.
Para garantir que apenas fitas de RNA estavam presentes na amosira, os primers, foram construidos para
flanguear regides de éxons altemados.

A diferenca de expressdo entre pacientes com EAs e confroles sem a doenga foi realizada em
triplicata e as médias obtidas foram usadas para as analises, utilizando o método de quantificaco relativa, 2
8AC, g qual se faz a comparagdo entre um grupo de amostras tratadas e ou outro sem (24), e nesse caso, 0
grupo de pacientes com EA versus os confroles sem a doenca.

Os testes e a construgdo do grafico de gquantificagdo relativa foram realizados automaticamente
utilizando o software de andlise de gPCR. Relative Quantification (RQ) Application Module, disponivel na
plataforma Thermo Fisher Cloud Powered bv Thermo Fisher.

3. RESULTADOS

A expressdo relativa do RNA Y5 foi quantificada em amostras de sangue periférico de pacientes com
EA e controles saudaveis, utilizando a técnica de gPCR. A comparagio foi realizada com base no método de
quantificagdo relativa, 2-22<; considerando como calibrador os controles saudaveis (RQ = 1,0).

Entre os controles, observou-se uma variagdo moderada, com valores de RQ entre 0,130 e 7,181,
enquanto entre os pacientes os valores de RQ variaram entre 0,081 e 21,619. A variabilidade entre os

pacientes foi consideravelmente maior em comparagdo com os controles, conforme representado pela
amplitude dos valores de RQ.
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A comparagdo dos valores de RQ em pacientes e controles revelaram uma expressdo aumentada do
RMA Y5 nos pacientes com EA em comparacgio com controles (RCO= 2,064 vs 1,0), como pode ser visualizado
na Figura 1. Essa diferenca pode indicar um aumento de aproximadamente 2 vezes na expressao relativa de
RMA Y5 nos pacientes, embora ndo seja estatisticamente diferente (p= 0,462). Apesar disso, o potencial papel
deste RMA ndo codificante na fisiopatologia da doenga, pode apontar para a necessidade de investigagdes
adicionais para explorar essa relacdo.

W Controes

Figura 1: Comparagao da expressao relativa de RNA Y5 nos grupos biologicos: Controles e Pacientes.

4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos indicam um aumento na expressdo do RNA Y5 em pacientes com espondilite
anquilosante, refletido em um valor médio de RQ de 2,064 em comparagdo com o controle saudavel (RQ =
1,000). Este achado & consistente com estudos anteriores que sugerem um papel relevante de RMNAs nao
codificantes na regulacido de processos inflamatorios e autoimunes, como a espondilite anquilosante (26, 27).

A variabilidade observada na expressdo do RNA Y5 entre os pacientes (RO entre 0,081 e 21,619)
sugere uma heterogeneidade consideravel na resposta génica, um fendmeno frequentemente observado em
doengas complexas como a espondilite anquilosante. Estudos demonstraram que a expressao diferencial de
RMAs nado codificantes pode estar relacionada a variantes geneéticas, fatores ambientais e diferencas
individuais na resposta imunologica (28, 29). Por exemplo, o paciente EAO08, que apresentou um RO de
21,619, pode estar associado a um perfil inflamatorio mais ativo, o que reforga a ideia de que a regulacio da
expressdo génica pode varar significativamente entre individuos com a mesma condigdo clinica.

Embora a analise estatistica ndo tenha revelado diferencas significativas entre os grupos, com um
valor de p= 0,462, o observado nos pacientes sugere que esse RNA ndo codificante pode desempenhar um
papel na fisiopatologia da EA. Isso @ comoborado por pesquisas que destacam o envolvimento de RMAs nao
codificantes em mecanismos de sinalizagdo inflamatoria, como a modulagdo de citocinas e a regulagio de
celulas T, que sdo cruciais para o desenvolvimento da doenga (30, 31).

Adicionalmente, a expressividade variavel do RNA Y5 pode apontar para a necessidade de uma
abordagem mais personalizada na avaliagdo da espondilite anguilosante, onde marcadores moleculares,
como a expressdo de RMNAs ndo codificantes, podem ajudar a predizer a gravidade da doenga e a resposta
ao tratamento (32). A investigagdo adicional sobre os mecanismos moleculares que regem a expressio do
RMA Y5 podera contribuir para o entendimento das interages entre o sistema imunolégico e a fisiopatologia
da EA.
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5. CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o RNA Y5 pode ter um papel potencial na regulacdo da resposta
inflamatéria em pacientes com espondilite anguilosante, apesar da falta de significAncia estatistica nos testes
aplicados. Futuras pesquisas devem focar em elucidar o papel funcional deste RNA na patogénese da
doenca, além de investigar as variagdes individuais na sua expresséo.
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1. INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic fungal infection that is endemic in Latin America. Brazil
has the highest number of PCM cases, accounting for about 80% of all cases in Latin America, followed by
Colombia and Venezuela, with an estimated 3360 to 5600 cases annually in Brazil (1). PCM is caused by fungi
of the genus Paracoccidioides sp. and was first described by Adolpho Lutz in 1908 (2, 3). Today, more than a
century after its discovery, PCM is considered a Meglected Tropical Disease (NTDs)and include in the World
Health Organization fungal pricrity pathogens list (4, 5).

Paracoccidicides is a thermally dimorphic fungus, meaning it can alter its form depending on the
temperature. At lower temperatures, such as 25°C, the fungus takes on the mycelial form, which is considered
the infectious form because it is in this phase that the infectious propagules are released. These propagules,
when inhaled, can lodge in the lungs, upper airways, or in skin lesions of the host. At higher temperatures,
such as the body temperature (37°C), the fungus differentiates into yeast, which is the pathogenic form (B).
Generally, with 25°C temperatures prevalent in forested areas and the fact that the nine-banded armadillo
(Dasypus novemcincius), a land mammal, is considered a natural reservoir of Paracoccidioides sp., PCM
represents an occupational concern for rural workers (7).

In Brazil, the Paracoccidioides brasiliensis species is the most common, and the disease manifests in
two dlinical forms: the acute form and the chronic form. The acute form occurs predominantly in children with
an inadequate immune response, and is commonly associated with lymphadenomegaly, hepatosplenomegaly,
or lesions on the skin or mucous membranes. The chronic form is responsible for approximately 80 to 95% of
all cases of PCM. primarily affecting male patients over 30 vears old. In the chronic form. lesions are more
limited to the lungs with the formation of granulomas, mucosa and skin lesions. Given the similarity of
symptoms to those of other upper respiratory fract diseases, a late diagnosis or misdiagnosis is a common
occurrence (1, 8).

The treatment of fungal infections is limited to three main classes of antifungals: Polyenes, azoles and
echinocandins. In severe PCM cases, amphotericin B is recommended, which, although effective, presents
risks of nephrotoxicity and requires hospitalization due fo need for slow infusion. For non-hospitalized cases,
itraconazole is indicated, although itis prolonged treatment period of 9to 18 months. Both drugs are associated
with side effects, such as gastrointestinal disorders, headaches, dizziness, and in more severe cases,
hepatotoxicity and nephrotoxicity (9). Amphotericin B binds to ergosterol, forming pores in the membrane,
while ifraconazole inhibits the enzyme 14-alpha-demethylase (ERG11), crucial for ergosterol biosynthesis.
However, there is a structural similarity between ergosterol and cholesterol, which performs an analogous
function in mammalian cells. This has contributed to the adverse effects of these antifungals (10).

The cholesterol and ergosterol biosynthetic pathways share common steps up to zymosterol, at which
point the pathway separates into two distinct pathways. Inthe case of ergosterol, the enzyme ERGHE catalyzing
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the addition of a methyl group at carbon 24, converting zymosterol into fecosterol and subsequently into
ergosterol. On the other hand, the action of delta-24-sterol-reductase converts zymosterol into cholesta-8-en-
3pB-ol for the final synthesis of cholesterol (11). Thus, ERGE is one of the specific enzymes that is not present
in humans, making it a promising candidate for treatment.

In sifico tools have been used to reduce the costs and time associated with drug discovery (8, 12).
Based on virtual screening. it was possible to select molecules as inhibitors of the ERGE enzyme. Of the ten
compounds selected, one molecule, named LMM2, demonstrated antifungal activity against Paracoccidioides
sp. This study aims to evaluate the anfifungal activity of LMMZ2 in a paracoccidicidomycosis model.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Isolates.

The reference strain of P.brasiliensis (Pb18) and a clinical isolate with morphological characteristics
compatible with P.brasiliensis species (HUMPb0Z2). both isclates and were stored at the Medical Mycology
Laboratory at the State University of Maringa. The two isolates were maintained by sucessive subcultures in
the modified yeast extract peptone dextrose agar (YPDA) culture medium and incubated at 35°C (13).

2.2. Inoculum.

The yeast inoculum was prepared from a 5 to 7-day subculture in RPMI 1640 (Sigma, St. Louis, MO,
USA), according to the guidelines of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, document M27-
A3), with modifications described by Rodrigues-Vendramini et al. (2019). The inoculum was adjusted to 2-4 x
104 cellsfmL (14).

2.3. Minimum Inhibitory Concentration (MIC).

The determination of MIC was performed using the microdilution broth method in a 96-well plate with
RPMI 1640, following the standard CLSI methodology. The concentration range of LMM2 varied from 0.5 fo
256 pg/mL by serial dilutions. The inoculum was diluted 1:2 in the plate, resulting in a final concentration of 1-
2 x 10*cells/mL. The incubation time was 7 days at 35°C. On the sixth day of incubation, resazurin (Sigma,
St. Louis, MO, USA) diluted in phosphate buffered saline (PBS) was added, and the reading was performed
after 24 hours. Confrols with amphotericin B were also conducted and tested against Candida parapsilosis
(ATCC 22019) (8, 14, 15).

2.4. Minimum Fungicidal Concentration (MFC).

The determination of MFC was performed after homogenizing the MIC plate with a syringe 1mL,
followed by transferring aliquots of 5 pl from each well of the plate to modified YPDmod agar plates. The
incubation period was for 7 days at 35°C. Fungicidal activity was defined as the lowest drug concentrations at
which no colonies growth was observed (8, 15).

2.5. Checkerboard.

The synergistic effects of LMM2 with itraconazole (ITZ) and amphotericin B (AmB) by the
checkerboard method, using both strains in 96-well plates. The conwventional drugs were distributed
horizontally (x-axis), and LMM2 was distributed vertically (y-axis). The concentration range for itraconazole
was from 0.00005 to 0.06 pg/mL, for amphotericin B from 0.001 to 2 pg/mL, and for LMM2 from 2 to 128
pg/mL. The final inoculum concentration followed the same procedure as the MIC assay. The plates were
incubated for 7 days at 35°C. The reading was performed by visual inspection, and inhibition was confirmed
by viability using the XTT assay (Invitrogen, Eugene, OR, USA) (450nm). The frational inhibitory concentration
index (FIC) was determined by ZFIC = FIC A + FIC B, where FIC A is the MIC of the combination/ MIC of drug
A alone, and FIC B is the MIC of the combination/ MIC of drug B alone. Thus, it was classified as strong
synergy (FIC < 0.5), synergy (FIC < 1), additive effect (FIC = 1), no effect (1 < FIC < 2), or antagonism (FIC =
2) (8, 16). Data were analyzed using the free software Combenefit.
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2.6. Time Kill Curve.

This experiment was conducted only with the reference strain for P.brasiiensis (Pb18). cultured in
McVeigh Morton broth medium for 7-10 days, under agitation (150 RPM) at 35°C. The inoculum was adjusted
to 2 x 10* cells/mL. and the untreated yeast were used as the control group. The treatment with LMMZ2 was
applied only once at the beginning of the experiment. The LMM2 concentrations were 16 pg/mL (SubMIC), 32
pg/mL (MIC) and 64 pg/mL (2xMIC), and amphotericin B at 0.25 pg/mL. At intervals of 0, 3, 6, 9, 12 ad 15
days, one aliguot of each group was diluted in PBS. and plated on YPDmod agar supplemented with 4% fetal
bovine serum and 5% Pb18 culture filtrate. The colony-forming units (CFU) were determinate after 15 days
(8). Graph analysis was performed using GraphPrism 8.0.1.

3. RESULTS

The new molecule (LMM2) showed promising antifungal activity with the MIC values ranging from 16
pg/mL to 32 pgimL and MFC value of 32 pg/mL. For AmB, the MICMFC values ranging from 0.125 to 0.25
pg/mL. The assay was performed in duplicate. LMM2 showed strong synergism with AmB. The combinatory
effect (LMM2 and AmB) was able to reduce the MIC of AmB from 0.125 ug/mL to 0.01 pg/mL. Similary, the
synergistic effect on LMM2 was capable of reducing the MIC for the reference strain (Pb18) by 3-fold and 4-
fold when combined with AmB and ITZ, respectively. Similar results were observed for the clinical isclate, but
can be better visualized in Table 1. The ¥ FIC index showed a strongly synergistic interaction between AmB
and LMM2 and a synergistic effect between ITZ and LMM2 for both isolates. The Bliss plot analysis performed
using the Combenefit software showed blue areas, in accordance with the FIC analysis (Figure 1). However,
the combination of ITZ and LMMZ2 for the HUMPbB0Z2 isolates did not present statistically significant difference.

Table 1. Combined effects of amphotericin B (AmB) or itraconazole (ITZ) with LMM2 on
Paracoccidioides sp.

Strains Compound "‘{Eymr ":L%*;:’Jh SFIC Interpretation

LMM2 32 4* 0.20 Strong Synergistic
AmB 0.125 0.01* I T

LMMm2 32 2* 0.53 nergistic
Tz 0.015 0.007* ' yren

LMM2 32 8 0.48 Strong Synergistic
AmB 0.03 0.007

LMM2 32 16 0.67 Synergistic
Tz 0.015 0.007
MIC Alone: Minimum inhibitory concentration alone; MIC Comb: Minimum inhibitory concentration in combination; ZFIC: FIC A + FIC B;
Pb18: reference strain; HUMPBOZ: clinical isolate strain. *Values of p<0.05 were considered statistically significant compared to MIC
Alone.

HUMPbO2




SEMINARIOS INTERDISCIPLINARES EM

BIOCIENCIAS E
FISIOPATOLOGIA

PBF-UEM 25 DE OUTUBRDO

HUMPBRO2

Figure 1. Bliss plot evaluation of amphotericin B (AmB) or itraconazole (ITZ) combined with LMM2
against Paracoccidioides sp.

(&) Strong synemistic effect between AmB and LMM2 against the reference strain (Pb18) (B) Synemgistic effect between ITZ and LMM2
against Pb18 (C) Strong synergistic effect between AmB and LMM2 against a clinical isolate (HUMPBO2) (D) Synemistic effect between
ITZ and LMM2 against HUMPBO2. The x and y axes represent the efficacies of AmB/ITZ and LMM2, respectively. The z axis is the percent
of synergism or antagonizm (% Control) and when positive statistically significant synergistic interactions. The results were obtained from
the arithmetic mean of two or three independent assays, and the analysis was performed using the Combenefit software.

To evaluate the antifungal activity profile of LMM2, a time-kill curve was performed, which corroborated
the MFC results. The LMM2 showed fungicidal profile with 32 pg/mL (MIC) and 64 pg/mL (2xMIC) since the
sixth day of treatment. Despite the SubMIC concenfration remaining unable to completely inhibit the fungal
cells after 15 days of treatment, a partial inhibition was observed, with a reduction of 1 log. The treatment with

a conventional fungicidal drug (AmB) resulted in the absence of colony growth from the third day onwards.
The untreated control showed an increase of more than one log (Figure 2).

& 2xMIC
€ MC
- SubMIC
@ AmB
4 Control

Log4q CFU/mML

Figure 2. Time-Kill Curve of LMM2 treatment on Paracoccidioides sp.

The logarithmic reduction in colony-forming units (CFU/mL) was calculated at 0, 3, 6, 8, 12 and 15 days The concentrations of LMM2
were 16 pg/mL (SubMIC), 32 pg/mL (MIC) and &4 pg/mL (2xMIC), indicating the fungicidal profile of the new compound. The treatment
wasg applied only once at the start of the assay. The convertional control was Amphotericin B (AmE; MIC: 0.25 pg/mL), and the positive
control consisted of untreated veast The data were anahzed using GraphPad Prism 8.0.1.
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4. DISCUSSION

Paracoccidicidomycosis presents therapeutic challenges due to late diagnosis, granuloma formation,
prolonged treatment, and its prevalence in developing countries, mainly affecting rural workers. In this context,
it is important to consider how difficult it is for the rural workers to adhere to treatment, which often reguires
hospitalization in urban centers for amphotericin B infusions, or adherence to prolonged treatments that can
last months. As mentioned previously, the WHO classifies PCM as a neglected tropical disease due fo ifs
impact on vulnerable populations, lack of global visibility, and the absence of compulsory reporting, which
underestimates the real number of cases (1, 4). This reinforces the urgent need for to develop new antifungals
drugs not only against Paracoccidioides, but also to expand the spectrum of action against other systemic
Mmycoses.

In sifico tools have proven essential in the development of new antifungal agents, allowing for the
identification of molecular targets, virtual screening, protein modeling, and other applications that supported
previous studies by this group (8, 15-17). By comparative genomic of major pathogenic fungi, Abadio et al.
{2011) highlighted the ERG6E enzyme as an interesting target in ergosterol biosynthesis pathway, due to its
essentiality, specificity, and easy cellular localization (12). Ergosterol is an important sterol for the stability and
integrity of the fungal cell membrane and is the target for most antifungal drugs currently on the market. Iis
interference can disrupt cellular homeostasis, which explains its central role in antifungal freatments.

Abadio and colleagues (data not shown) employed virtual screening to identify Erg inhibitors,
resulting in the discovery of novel antifungal candidates. Of these, LMM2 demonstrated the highest activity
against fungi of the Paracoccidioides genus. Given that LMMZ2 is a hit molecule, it did not exhibit a superior
profile to that of the available drugs. Nevertheless, the conventional therapies present significant challenges,
including side effects, limited therapeutic options, prolonged treatments, and high costs. Additionally, fungal
resistance to azoles has been reported in Candida and Aspergiflus species, are explained by ERG11
mutations, upregulation of the target enzyme and the development of alternative pathways (18, 19).

In addition, high doses of azoles and amphotericin B can, respectively, block cholesterol synthesis by
inhibition of ERG11, an enzyme sharing the same biosynthetic pathway as sterols, or cause non-selective
rupture of mammalian cells, resulting in intrinsic toxicity in the host (10, 20). The synergistic effect ocbserved
between LMM2 and amphotericin B or ifraconazole suggests that, despite the absence of enzymatic assays,
LMMZ2 may acts on the cell membrane, increasing fungal susceptibility to conventional antifungals. This
combination allows for lower concentrations of these drugs, which can significantly reduce side effects for
patients. Oliveira et al. (2020) also observed that a mutant strain of Crypfococcus neoformans with ER GG
deletion exhibited increased antifungal susceptibility, corroborating with the synergistic results found in this
study (11).

The fungicidal profile, in contrast to the fungistatic activity, reflects the ability to effectively eliminate
fungal cells rather than just inhibiting their growth. Time-kill curve assays and minimum fungicidal concentration
(MFC) tests are crucial to characterize this activity of the proposed new compound (8). In this study, LMM2
demonstrated a fungicidal profile. Compared to AmB, which showed complete cell death on the third day after
treatment, LMM2 showed a similar profie, eliminating the cells on the sixth day after a single dose. These
findings reinforce the potential of LMMZ2 as an antifungal agent, capable of acting effectively in a short period,
comparable to widely used drugs like amphotericin B. However, more studies are needed to fully elucidate
LMM2's mechanism of action, cytotoxicity profile, in wivo toxicity studies. Furthermore, a hit-to-lead process
should be conducted to potentially improve its antifungal spectrum.

5. CONCLUSION

The new compound proposed, LMMZ2, has fungicidal activity against Paracoccidioides brasiliensis,
showing similar efficacy to amphotericin B in time-kill curve assays. Its synergistic action with conventional
antifungals, such as amphotericin B and itraconazole, allows for a reduction in the required doses of these
drugs, consequently reduce side effects for patients. Despite these promising results, more studies are needed
to validate its mechanism of action and assess its toxicity.
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1. INTRODUGAO

Com excecdo dos tumores de pele ndo-melanoma, o cancer de mama & o mais incidente entre as
mulheres no Brasil, com estimativa de 66,54 novos casos a cada 100 mil mulheres, correspondendo a mais
de 70 mil novos casos no triénio 2023-2025. Também, & a malignidade feminina mais comum em todo o
mundo com aproximadamente 2,3 milhdes de novos casos estimados globalmente em 2022 (1). Em relagao
a mortalidade, cerca de 17 mil mulheres morreram no Brasil no ano de 2020 e mais de 600 mil no mundo no
ano de 2022 (2, 3).

E uma doenga multifatorial, sendo a idade acima de 50 anos o fator de risco com maior destaque,
seguido de outros fatores como historico familiar, uso de alcool e tabaco, além de condigdes hormonais efou
reprodutivas (3).

O cancer de mama é dividido em subtipos que orientam o prognéstico e tratamento, sendo
classificado de acordo com a presencga (+) ou auséncia (-) de frés marcadores: a proteina promotora de
crescimento epidérmico humano 2 (HER2), e os receptores hormonais de progesterona (PR) e estrogénio
(ER). Assim, os tumores de mama podem ser classificados como Luminal A (ER/PR+ e HER2-), Luminal B
(ER/PR+ e expressdo HERZ2 variavel), HER2+ super expresso (ER/PR normalmente - e HER2+) e Triplo-
negativo (ER/PR- e HER2-) (4). O subtipo hormonal positivo (ER/PR+) & considerado o de melhor prognostico,
no entanto, compreende ao fipo mais comum, correspondendo a mais de 70% de todos os casos (4, 5).

Os tratamentos utilizados para o cancer de mama podem ser locais, como a cirurgia e radicterapia,
e/ou sistémicos, envolvendo imunocterapia, terapia hormonal e a gquimioterapia (6). e em muitos casos, podem
incluir a combinacgdo enfre eles. O tamoxifeno & um dos principais agentes endocrinos utiizados na clinica
meédica e age na modulacdo do receptor de estrogénio. E amplamente utilizado para pacientes com cancer
de mama hormodnio positivo, seja nos estagios iniciais ou para complementar outros tratamentos prévios (7).
Porém, apesar da existéncia das opgies terapéuticas atuais, os efeitos colaterais presentes nestas podem
afetar a qualidade de vida das pacientes, bem como muitas podem apresentar resist&ncia (8).

Meste contexto, buscam-se formas de ampliar as opgbes de tratamento para o cancer de mama,
visando a redugdo de toxicidade e maior efetividade para as pacientes. Uma alternativa que vem sendo
explorada & a utilizagio da combinagdo de drogas convencionais da pratica clinica com compostos naturais
(8), a fim de se reduzir a concentracio destas com uma melhora de eficacia e reducio de potenciais efeitos
adversos. A crisina. encontrada naturalmente na propolis e em algumas plantas medicinais & um flavonocide,
da classe dos polifendis, gue tem demonstrado bons resultados antiproliferativos e anfitumorais em estudos
utilizando varias linhagens celulares, especialmente por induzir nas celulas tumorais, apoptose, autofagia,
angiogénese, e inibir o crescimento tumoral (10).

Alguns estudos demonstraram atividade anfitumoral da crisina em células de cancer de mama (11),
mas os efeitos do seu tratamento combinado ao tamoxifeno. ainda ndo foram amplamente explorados. Assim.
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o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito citotéxico do tratamento combinado de tamoxifeno e
crisina em células de cancer de mama horménio positivo, MCF-7, por meio de ensaio de viabilidade celular.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Linhagem celular e condigées de cultivo

As células de linhagem tumoral de mama, MCF-7 (derivada de carcinoma ductal invasivo e ER+ e
PR+; do Banco de Células do Rio de Janeiro), foram mantidas em estufa umidificada a 37°C com 5% de COz
em frascos contendo meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 WmL de
penicilina, 100 pg/mL estreptomicina e 2.5 pg/mL de anfotericina B.

2.2. Obtengdo das drogas

A crisina e o famoxifeno foram adquiridos comercialmente (Sigma-Aldrich) e diluidos nas
concentragbes estoque de 40 mM e 10 mM em dimetilsulfoxido (DM S0), respectivamente, @ mantidos a -
20°C.

2.3. Ensaio de citotoxicidade

Iniciaimente foi avaliada a citotoxicidade isolada de ambos os compostos estudados. Assim, as
células foram plagueadas em placas de 96 pogos na concentragio de 2= 10° células/mL e foram fratadas 24
horas depois. Para o ensaio da crisina, as células foram tratadas com 200 pL desta nas concentragdes de
1,56 a 400 pM. Para o tamoxifeno, as células foram tratadas com 200 pL deste nas concentragdes de 0,625
a 80 pM. Para controle negativo (CN), as células foram tratadas apenas com meio de cultura DMEM. Apés
48 e 72 horas de ambos os tratamentos foi realizado o ensaio do MTT, baseado na reducdo do sal de MTT
(brometo de 3-(4.5-dimetiltiazol2-il)-2.5-difeniltetrazolio) a formazan. no gual retrata o funcionamento normal
da mitocondria e, portanto, a viabilidade celular (12). A leitura das absorbancias foi realizada no comprimento
de onda de 570 nm, para o calculo da viabilidade celular. Os resultados obtidos foram utilizados para
determinar as concentragdes que demonstram a inibigdo celular de 30 e 50%, quando comparado ao confrole
negativo, ICas e ICs, respectivamente
2.4. Ensaio de citotoxicidade da combinagao de drogas

Para o ensaio de citotoxicidade da combinagdo das drogas, foram utiizadas as mesmas
concentragdes de tamoxifeno (0,625-80 pM) e a sub dose efetiva (ICap) da crisina, no melhor tempo para
ambos os compostos (72 horas). Assim, as células foram plagueadas em placas de 96 pogos na concentracio
de 2=10° células/mL. Apos 24 horas, as células foram expostas com as combinagdes dos compostos e as
viabilidades celulares foram avaliadas 72 horas apos os fratamentos por meio do ensaio do MTT (12). Para
controle negativo (CM), as células foram tratadas apenas com meio de cultura DMEM.

2.5. Analise estatistica

A analise dos dados foi feita ufilizando o software GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, San
Diego, EUA). A distribuigdo t de Student foi usada nos testes de citotoxicidade. Os valores do ICag & ICsgforam
obtidos por analise de regressdo ndo linear dos dados quando comparado ao controle negativo. Foram
considerados estatisticamente significativos os valores de p< 0,05.

3. RESULTADOS

MNesse estudo, foi avaliado o efeito citotdxico do tamoxifeno e da crisina em células de cancer de
mama MCF-7, de forma isolada e em combinagdo de ambos. Os valores das viabilidades celulares dos
compostos isolados encontram-se na Figura 1, onde foi verificado que estes mostraram agdo citotoxica de
forma dose-tempo-dependente e ndo houve efeito significativo para o DMSO.

Os valores de ICw e ICso encontrados para as celulas MCF-7 expostas ao tamoxifeno e crisina
isolados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores das concentragoes inibitorias (IC) do tamoxifeno e crisina isolados nos tempos de
48 e 72 horas.

48 horas 72 horas
ICa0 (pM) 1Cs0 (M) ICa0 (M) 1Cso (pM)
Tamoxifeno 44 7 80.3 12.8 59.4

Crisina 165,6 3263 123 2775
ICx: Inibicio de 30% da viabilidade celular, |Cg: Inibicio de 50% da viabilidade celular
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Figura 1. Curvas de dose-resposta do tamoxifeno (a) e crisina (b), indicando a viabilidade celular nas
células de cancer de mama MCF-7 nos tempos de 48 e 72 horas.
(*) = significAncia de p<0,05, quando comparado ao controle negativo (CN).

Em seguida, as células tumorais de mama MCF-7 foram expostas ao fratamento combinado de
tamoxifeno nas mesmas concentragbes (0,625 a 80 pM) e a dose sub efetiva (ICx) de 72 horas da crisina
(123 pM) e a viabilidade celular foi avaliada apds 72 horas, tempo que apresentou os melhores valores de IC
para ambos os compostos isolados. Assim, foi observada uma diminuigdo significativa na viabilidade celular
para o tratamento combinado para as doses de 0,625 a 20 pM do tamoxifeno, quando comparado as mesmas
doses deste composto isolado, mostrando que a crisina melhorou a eficacia deste, uma vez que passou a
apresentar um ICsp de 9.9 pM, redugdo de aproximadamente 83% na concentragdo da droga (Figura 2).

100 * .
1

mm  Tamoxifeno

Tamoxifeno

L NPT pM Crisina

Viabilidade (%)

L S S

Concentragao de tamoxifeno (uM)

Figura 2. Grafico da viabilidade celular do tamoxifeno isolado e em combinagao com a dose sub efetiva
(IC10) da crisina apos T2h.
(*) = significancia de p<0,05, quando comparado a viabilidade do tamoxifeno isolado & em combinacio com a crisina

4. DISCUSSAO

O tamoxifeno & um modulador seletivoe de ER e o agente mais amplamente prescrito usado para
mulheres na pré e pés-menopausa, e embora sua descoberta tenha sido um grande avanco terapéutico com
melhoria na sobrevivéncia da populagdo feminina com cancer de mama, aproximadamente 25% das
pacientes ndo respondem ao seu tratamento, e cerca de 40% daquelas que inicialmente sdo beneficiadas,
desenvolvemn resisténcia com o passar do tempo. Também, o uso desta medicacido pode causar efeitos
adversos importantes como sintomas de menopausa em pacientes jovens, doengas hematologicas e até
cancer endometrial (13). Assim, a busca por novas estratégias terapéuticas, que podem aumentar a eficacia
do tamoxifeno, reduzindo sua toxicidade, tem sido alvo de pesquisas recentes (14).

Meste contexto, a combinagdo de drogas tem sido muito utilizada para alcangar maiores chances de
cura e evitar a resisténcia ao tratamento (14). Nos dltimos anos, o estudo da combinagao utilizando compostos
naturais tem se destacado por apresentar bons resultados in vitro, com a possibilidade de reverter resisténcia
e reduzir efeitos adversos sem alterar sua eficacia (15). Diante disso, este trabalho teve como objetivo avaliar
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o efeito citotdxico do tratamento combinado de tamoxifeno e crisina em células de cancer de mama herménio
positivo.

A crisina & um composto de origem natural da classe dos polifendis e que tem demonstrado
importantes atividades biolégicas, no qual testes in witro tém mostrado resultados de grande potencial para o
tratamento de células tumorais, com efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes, inibicdo do cicdo celular, entre
outros (16). Ainda, alguns estudos tém associado a crisina a outros tipos de tratamento ja utilizados para o
cancer, tais como guimioterapicos (17), e a radioterapia (18), em linhagens de células cancerigenas de figado
e de mama humanas, respectivamente.

Mossos resultados mostraram gue tanto o tamoxifeno guanto a crisina, quando administrados de
forma isolada apresentaram efeito citotdxico dose-tempo-dependente, e estes estdo de acordo com frabalhos
da literatura que ja mostraram resultados preliminares de agdo do tamoxifeno (13) e crisina (11) em células
de cancer de mama. Mo entanto, quando as celulas MCF-7 foram expostas a combinagdo de ambos os
compostos ufilizando as mesmas concenfragdes do tamoxifeno e a dose sub efetiva da crisina, o efeito
citotdxico do tamoxifeno foi significativamente maior, comuma importante redugio no valor de ICse, mostrando
que a crisina pode facilitar a agdo citotdxica do tamoxifeno, permitindo que o uso de menores concentragbes
ja alcance otimos resultados. Wang et al (15) em um estudo semelhante mostrou que a combinagdo de
tamoxifeno com uma substancia isolada de uma planta, o celastrol, também resultou em uma reducio da
concentragdo (de 7,87 pM para 4,79 pM) do agente endécrino, em células de cancer de mama MCF-7,
demonstrando o potencial da associacio de substancias de origem natural como adjuvante no tratamento
com tamoxifeno, no cancer de mama hormonal positivo.

5. CONCLUSAD

Mossos resultados demonstraram que o tamoxifeno e a crisina apresentaram efeito citotoxico em
células de cancer de mama hormdnio positivo, MCF-7. Ainda, que o tratamento combinado de ambos os
compostos mostrou uma reducgo significativa da concentragao inibitéria para o tamoxifeno, sugerindo que a
associagdo com a crisina aumentou a efetividade do agente enddécrino. Assim, & possivel concluir que a
associagdo deste composto natural poderia ser uma opgdo promissora a ser utiizado como adjuvante na

terapia do cancer de mama hormonal positivo, para mulheres que demonstram resisténcia ao uso do
tamoxifeno ou apresentam efeitos adversos importantes com altas doses deste.
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1. INTRODUGAO

O avango da medicina modema permitiu o aumento da expectativa de vida e, portanto, séo
necessarias cada vez mais solugdes para problemas relacionados a substituicio e reconstrugdo de drgdos
e tecidos que foram perdidos ou lesionados devido a idade efou por traumas, uma vez que, a perda de parte
do corpo pode acarretar em perda de fungdo e distlrbios psicolégicos e sociais. Dessa forma, o campo da
engenharia de tecidos e medicina regenerativa vem ganhando um aumento exponencial de estudos e
interesse médico (1,2).

A terminoclogia biomaterial & bem estabelecida na literatura, e de acordo com o Instituto Macional
Americano de Salde trata-se de materiais de origem natural ou sintética, capazes de interagir com o
sisterna bioldgico com o objetivo de substituicdo, tratamento e/ou reparo de tecidos danificados ou perdidos.
Diante disso, o uso de biomateriais tem uma rica historia de evolugdo, pois inicialmente eram inertes e
evoluiram para substancias interativas, complexas e que se comunicam com 0 meio em que foram
implantados, modulando a resposta das celulas para promover regeneracgdo e até cura de tecidos e,
portanto, sdo cruciais para melhoria na qualidade de vida e salde (2.3).

Os biomateriais podem ser classificados em: metais, polimeros, ceramicas e compositos (2) sendo o
altimo, foco do presente trabalho. Esses materiais corespondem a uma area de pesquisa interdisciplinar,
pois requerem conhecimento em diversas areas de estudos, dado que, faz-se necessdario compreender o
processamento do material, composicio e propriedades e como ele se comporta no ambiente biolégico

(2.4).
Os biomateriais de quarta geragdo podem ser produzidos por impressdo 3D, também conhecida

como manufatura aditiva (AM) e tem demonstrado grande impacto na medicina regenerativa e engenharia
de tecidos, pois permite a produgio de estruturas camada por camada e adaptada para o paciente.
Diversos autores reconhecem a impressdo tridimensional como uma ferramenta potente e revolucionaria,
capaz de sintetizar os chamados “sistemas biomeédicos inteligentes”. A impressdo 3D exibe muitas
vantagens, como a personalizagdo (& possivel produzir um design de acordo com a anatomia e
necessidade do paciente), a automagao (permite que o processo de sintese de materiais fridimensionais
seja moldado de forma mais rapida e eficaz), sustentabilidade (a taxa de desperdicio @ muito menor
comparado com 0s processos convencionais, visto que, a manufatura aditiva permite recuperar os materiais
em casos de falha) (5-7).

O polifluoreto de vinilideno (PVDF) & um polimero que pode ser moldado por impressdo 3D e ser
usado em diversos dispositivos biomédicos, como peles inteligentes, masculos artificiais, tecido 6sseo e
sensores de monitoramento de salde. (8) O PVDF possui uma grande resisténcia quimica e mecénica. E
um material leve, de processamento flexivel e durdvel. A sua composicdo podem ser incorporados outros
materiais para a formagdo de compésitos, como hidroxiapatita, cujo papel na regeneracdo Gssea &
conhecida (9). O objetivo de misturar materiais com caracteristicas fisicas e quimicas distintas tem o intuito
de produzir um material melhorado. Esses resultados notaveis atraem grande atengdo da comunidade
cientifica. Apesar disso, para seu uso na pratica precisam ser testados quanto a sua biocompatibilidade,
bioatividade e possiveis efeitos nocivos (1,10-12).

O objetivo deste estudo foi avaliar a biocompatibilidade do PVDF puro e associado com a
hidroxiapatita (PVDF-HAp) manufaturados por impresséo 30.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais

Todos os procedimentos envolvendo o uso de animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Maringa (CEUA n® 1207310723). Foram utilizadas
para o estudo 30 ratos Wistar provenientes do biotério central da UEM. Os animais foram mantidos no
biotério setorial do Departamento de Ciéncias Morfolégicas da Universidade Estadual de Maringa, em um
ambiente ideal com temperatura entre 20-24°C, ciclo clarofescuro de 12 em 12 horas com ragdo e agua ad
fibitum e um periodo de ambientagdo de 7 dias, apos o qual foram realizados os implantes subcutaneos.

2.2. Implante subcutidneo

O modelo de implante subcutdneo & preconizado pela norma 1S5S0 10993-6:2016. Os animais foram
anestesiados com uma associagio de cloridrato de xilazina 2% (20 mg/kg de peso do animal) (Anasedan®,
Ceva.Paulinia, Sio Paulo, Brasil) e cetamina 10% (100 mg/kg de peso do animal) (Dopalen®,
Ceva.Paulinia, S0 Paulo, Brasil) na proporcdo de 1:1. administrada por via inframuscular. Apoés epilagdo e
antissepsia da regido dorsal superior. em cada animal foram realizadas 2 incisbes fransversais para acesso
subcutaneo e producdo de 2 bolsas por divulsdo do tecido. A bolsa a direita recebeu um implante de PVDF
puro ou PVYDF-HAp em formato de bastdo com 1,5 a 20 mm de diamefro, e 5 mm a 10 mm de
comprimento. Ma bolsa esquerda ndo foi implantado nenhum material sendo apenas divulsionada e
suturada, representando o controle negativo.

Os animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico (associagao de cloridrato de xilazina
2% e cetamina 10%) aos 7 e 15 dias apds o implante. As amostras de pele contendo o implante foram
removidas e pré-fixadas em paraformaldeido 4% e na segquéncia o implante foi retirado cuidadosamente,
para facilitar a microtomia. Imediatamente apds a retirada do implante, as amostras retomaram ao fixador
para completaram o tempo de fixacdo (24h no total) e posteriormente foram processadas para inclusdo em
parafina. Foram feitos cortes semi-seriados de 6 pm em micrétomo semiautomatico. Todas as laminas
foram coradas em hematoxilina e eosina (H&E).

2.3. Avaliagdo morfolégica e da biocompatibilidade

A determinagio da biocompatibilidade esta sendo realizada por sistema de score, de acordo com os
Quadros 1 e 2, preconizades pela norma SO 10993-6:2016 (12). O objetivo do método testado e
caracterizar a historia e evolugio da resposta tecidual apss a implantagdo de um material medico, incluindo
a integragdo ou absorgdo/degradacdo final do material. A analise das laminas foi feita as cegas, sem a
identificacdo do animalfarupo. As analises estdo em curso.

Quadro 1. Sistema de avaliagdo histolégica - Tipo de célula/resposta

Score

Tipos de células 1 2 3

Palimorfonucleares

Linfocitos

Raros, 1 a S/phf 5 a 10/phf Infitrado

Celulas plasmaticas

Macrfagos pesado

Células gigantes Raros, 1a2/phf | 3 a &ipht

o|o|o|oo|o|e

Mecrose Minimo Leve Moderado

phf = por campo de alta poténcia (400x) - (phf = per high-powered field)

Quadro 2. Sistema de avaliagao histolégica — Resposta tecidual

Score

Resposta

0

1

2

3

4

Neovascularizagio

Praoliferagies capilares
minimas focais, 1a 3
botoes

Grupos de 4 a7
capilares com
estruturas
fibroblasticas de
suporte

Banda larga de
capilares com
estruturas
fibroblasticas de
suporte

Extensa faixa de
capilares com
estruturas
fibroblasticas de
suporte

Banda estreita

Banda
moderadamente
espessa

Banda grossa

Banda extensa
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Actimule alongado e Extensa gordura
Varias camadas de amplo de células de ernvolvendo
gordura e fibrose gordura ao redor do completamente o
local do implante implarte

Quantidade minima de
Infiltrade gorduroso gordura associada a
fibrose

A andlise morfolégica foi realizada em microscopio dptico Nikon® (Eclipse 80i, Shimjuku, Japao)
acoplado a uma camera de alta resolugdo (Mikon® DSFi1e, Shimjuku, Japdo). Foi utilizado programa para
aquisicdo de imagem especifico para a marca Nikon® (NIS-Elements versdo 4.0, Praga, Republica Checa)
e 05 principais resultados estdo representados na Figura 1.

3. RESULTADOS

Ma observagdo clinica, a pele implantada com os biomateriais se mostrou um pouco edemaciada e
com uma leve coloragdo avermelhada, aos 7 e 15 dias.

Ma observagdo microscopica, observou-se que o tecido onde ambos os materiais foram implantados
apresentaram aumento da celularidade no local implantado (células ndo inflamatorias) e uma leve resposta
inflamatoria, com presenga de ceélulas gigantes multinucleadas. Esta caracterisfica esteve mais presente
nas extremidades dos bastdes.

Foi observado, ao redor dos bastdes, um aumento de vascularizacdo (neovascularizacgio), um inicio
de desenvolvimento de capsula, com formagdo de banda estreita, principalmente nos angulos dos bastes e
uma quantidade minima de gordura associada a fibrose.

Mio foi possivel, por meio da analise histolégica encontrar diferencgas expressivas no tecido
envolvendo as amostras implantadas, seja com PDVF puro ou PVDF-HAp.

Em nenhum dos tempos foi possivel observar sinais de necrose.
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Figura 1 Fﬂiﬂrnlcmgraﬁa de pele pds |rnplante subcuténeu de PVDF (7 dias = a, b 15 -::||as G, d} e PVDF
HAp (e, f). Observe em (a) a localizacdo do implante () do PVDF puro, na forma de bastio, 7 dias apos o
implante. Em (b) o detalhe indicado em (a), destacando o inicio de formacio de capsula fibrosa (cf) no
angulo do bastdo. Em (c). em menor aumento, e em (d) mostrando o aumento de celularidade com maior
presenca de fibroblastos e celulas gigantes de corpo estranho (setas). Em (e, f) implante de bastio
composto por PVDF-HAp, aos 15 dias apds implante, apresentando celularidade moderada ao redor do
implante (e), com presenca de celulas inflamatodrias e vasos sanguineos (vs) em (f). Coloragao: hematoxilina
e eosina.

4. DISCUSSAO

O uso do PVDF como altemativa na medicina regenerativa tem sido considerada uma opcgio
promissora. Os diversos beneficios que permeiam este biomaterial t8m alavancado estudos e interesse
médico. A reducdo de custos, desperdicio e tempo para fabricagdo do PWVDF sio aspectos favoraveis para
que seja cada vez mais utilizado no mercado biomédico (11).

A formacgao de capsula e a presenga de células gigantes visualizados neste estudo, apontam para
uma resposta imune tipica frente a corpos estranhos, e representa um mecanismo natural do corpo (13). No
entanto, a sintese de capsula fibrosa € indicativa de que o corpo esta tentando isolar o implante, podendo
comprometer sua integragdo. Engquanto as celulas gigantes podem estar participando do processo de
fagocitose, tentando englobar e degradar substancias desconhecidas (14). Quanto a essa resposta do
sistema imune, apesar de presente, demonstrou-se leve a moderada. Esses achados estdo de acordo com
0 esperado, uma vez que o corpo naturalmente inicia o processo de resposta inflamatdria ao reconhecer um
material estranho. Considerando a atividade celular ao redor do material, Anderson, ef al. (2008) afirma que
a reagdo das ceélulas, como celulas gigantes e macrofagos, frente a um corpo estranho trata-se do estagio
final da resposta inflamataria.

Vale ressaltar a importancia dos testes de biocompatibilidade para avaliar novos materiais e como
interagem com o ambiente bioldgico. Embora o PVDF seja uma classe de polimeros com forte potencial, ha
um longo caminho a percorrer, necessitando de demais analises (8).

Os resultados desse estudo foram compativeis com os scores 1 e 2 (serdo analisados
estatisticamente) revelando uma resposta de leve a moderada ao final de 15 dias de estudos. E importante
avaliar a evolugdo desta resposta num maior prazo de tempo para determinar se o material sera tolerado
pelo organismo. O presente estudo, num periodo de 15 dias de avaliagdo mostrou que o PVDF, seja puro
ou associado com a HAp ndo foi completamente inerte ao organismo, e, portanto, mostrou-se biotoleravel,
por esta razdo @ necessario a realizagao de estudos de biocompatibilidade em tempos maiores (15).

Corroborando com nosso estudo Augustine, et al (2017) confirma a capacidade de angiogénese do
PVDF e ressalta ser um dos eventos mais importantes para o sucesso do implante.

A auséncia de necrose ndo foi observado em qualquer dos tempos de andlise, indicando que o

biomaterial ndo induziu rejeicdo ou danos teciduais severos. Diversos outros estudos validam a capacidade
biocompativel do PVDF.
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5. CONCLUSAD

Os nossos resultados mostraram que implantes subcutaneos de PVDF puro e o PVDF-HAp
induziram uma resposta tecidual de leve a moderada ao longo de 15 dias de avaliagdo. Essa resposfa
tecidual & tipica frente a um corpo estranho e, portanto, ja esperada. Diante disso, conclui-se que tanto o
PWDF puro e associado com a hidroxiapatita (PVDF-HAp) manufaturados por impressdo 30 se mostraram
biocompativeis nos periodos testados de modelo in vivo.
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1. INTRODUCTION

Toxoplasma gondii (T. gondii) is a neurotropic apicomplexan protozoan that infects a third of the
world's human population and shows affinity for organs such as the brain, eyes, and testicles in warm-blooded
mammals. Infection occurs mainly through the consumption of raw or undercooked meat containing tissue
cysts or through food or drinking water contaminated with oocysts shed by cats. In addition, organ
transplantation, blood transfusion, and vertical fransmission from mother to fetus during pregnancy are forms
of transmission of T. gondii (1). Toxoplasmosis is generally asymptomatic in immunocompetent individuals
and is referred to as latent toxoplasmosis. However, studies cast doubt on this concept, as exposure to the
parasite has been associated with a range of acute and chronic symptoms, particularly an increased rate of
neurological, behavioral, and psychiatric disorders linked to serological evidence of T. gondii exposure (2.3).

In the brain, T. gondii tachyzoites can invade microglia, astrocytes, and neurons, forming cysts within
these cells. This parasite can alter the structure and function of neurons, leading to specific behavioral changes
in the host (3). There is evidence that T. gondii infection is a significant risk factor for neuropsychiatric
disorders, as it can impair dopaminergic systems and neurotransmitter production, mainly dopamine and
serotonin (4,5). Furthermore, studies have observed an association between seropositivity for T. gondii and
cognitive deficits, particularly decreased visual acuity, memory deficits, attentional capacity, concentration
ability, impulsivity, leaming difficulties, as well as neuropsychiatric conditions such as bipolar disorder and
mania {6,7).

This epidemiological study aimed to analyze the prevalence of anti-Toxoplasma gondii antibodies in
elementary school students, aged 6 to 11 years, from a state school in the interior of Parana, and its possible
association with socioc-economic, epidemioclogical, and learning factors.

2. MATERIAL AND METHODS

This research was carfied out with 196 children aged 6 to 11 years, regularly enrolled at the
Pedagogical Application College (CAP-UEM) of the State University of Maringa, Parana, along with their
respective legal guardians. Consent forms for guardians and assent forms for children were produced and duly
signed. The research project was approved by the Human Research Ethics Committee (COPEP) of UEM and
received a favorable opinion under the CAAE number 7T0683423.6.0000.0104.

Data were collected by CAP-UEM. A structured form was used, which was filled out by the guardians
of the paricipating children in their respective homes. The form consisted of socio-epidemiological questions
reflecting housing conditions and habits, as well as questions related to school learning.

A 10 pL capillary blood sample was collected from the children at CAP-UEM on previously defined and
appropriate dates and times, in accordance with the institution's schedule. The presence of Anti- Toxoplasma
gondii antibodies was venﬁeE:l using the OnSite® Toxo 1gG/IgM rapid test (Ref: RD234C, Lot FO413U11F00D),
a lateral flow immunoassay for the simultaneous detection and differentiation of Toxoplasma gondii IgG and
IgM antibodies in whole blood.

The socio-demographic variables considered included gender, age, backyard presence, presence of
animals, presence of sand in the backyard, and habits of playing in the sand. Additionally, meat consumption,




SEMINARIOS INTERDISCIPLINARES EM

BIOCIENCIAS E
FISIOPATOLOGIA

PBF-UEM DE OUTUBRO

meat origin, milk consumption, type of drinking water, and routines for washing food and the water used were
also analyzed.

Guardians were also asked if the child had difficulty at school, if they were monitored by a
multidisciplinary team, if they were taking psychoactive medication, and if the parents considered their child to
be agitated or inattentive. Additionally, the exam results were included as a dichotomous variable, classified
as either positive or negative.

The data obtained from the forms and test results were organized info Microsoft Excel spreadsheets.
These were presented in association tables showing the relationships between socio-epidemiological variables
and seropositivity for T. gondi. Additionally, the association between leaming difficulties and seropositivity for
T. gondii was also analyzed. Association analyses were performed using Fisher's Exact test, with the
significance level set at 5%.

3. RESULTS

Ofthe 196 participating students, 42 tested positive for IgG Anti-T. gondii antibodies, and none showed

IgM Anti-T. gondii antibodies. Table 1 presents the distribution of the sample according to age and sex. A

statistically significant association was observed between seropositivity for T. gondii and male students aged
8and 11 years.

Table 1: Presence of anti-T. gondii antibodies in children aged G to 11 years living in Maringa, Parana, 2024.

Male Female

age Negative n(%) Positive n(%) Negative n(%) Positive n(%) pvalue Total

0(0) 3(3.2) 4(3.9) 1(1) 1 8

5 (5.4) 4(4.3) 14 (13.6) 5 (4.9) 0.4 28

2(2.1) 4(4.3) 12 (11.7) 1 (1) ' 19

10 (10.8) 4(4.3) 15 (14.4) 2(1.9) _ 31

50 (53.8) 6 (6.5) 32 (31.1) 9(8.7) _ 97

2(2.1) 3(3.2) 8(7.8) 0(0) : 13

Total 69 (74.2) 24 (25.8) 85 (82.5) 18 (17.5) 196

Source: The authors. p>0.05 by Figshers Exact Test.

Table 2 demonstrates the association between housing data and lifestyle habits and T. gondii
seropositivity.

A statistically significant association was observed between the presence of animals at home and anti-
T. gondii anfibodies. Regarding family healh history, none of the pardicipants reported a history of
toxoplasmosis. Similarly, no previous diagnosis of toxoplasmaosis was reported in the children's health history.

Table 3 demonstrates the association between T. gondii seropositivity and school-related issues,
including the use of psychoactive medication. The results showed a high level of statistical significance,
indicating that seropositive children experience greater difficulties at school, undergo more multidisciplinary
monitoring, and use more psychoactive medications.
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Table 2: Association between data related to housing and lifestyle habits and anti-T. gondii seropositivity in
children aged 6 to 11 years living in Maringa, State of Parana, 2024.

Features Toxo IgG negative Toxo lgG positive p value

1
Do you have a backyard at home?

no

YES

1
Do you have a pet at home?

no 43

yes 111

1
What kind of water does the family use for drinking?

other water a7

tap water 67

1
What kind of water do you use to wash fruits, vegetables and greens?
1

fitered or boiled water G 5

Tap water 148 37

Source: The authors. p>0.05 by Fishers Exact Test.

Table 3: Association between anti-T. gondii seropositivity and issues related to leaming in children aged 6 to
11 years living in Maringa, State of Parana, 2024.

Toxo IgG negative Toxo IgG positive p value

1
Does your child have difficulties at school?

no 04

yes 60

I
Does your child use psychoactive medication?

no 140

yes 14

Is your child restless or inattentive?

no 55

yes 99

Does your child receive multidisciplinary support?

no 107

yes 47

Source: The authors. p>»0.05 by Fisher's Exact Test.
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4. DISCUSSION

Brazil has a very high rate of T. gondii infection in humans (8,9). However, there are few epidemiological
studies with asymptomatic children (9,10). Anti-T. gondii antibodies are usually detected in cases of congenital
infection or ocular manifestations. Since 2022, the toxoplasmosis test has been included in the heel prick
examinafion in Brazil, screening for IgM antibodies in newborns and providing treatment for congenital
toxoplasmosis if necessary. Congenital toxoplasmosis has been subject to compulsory notification in Brazil
since 2018 (9). The children in this study were bom before the toxoplasmosis test was included in neonatal
screening.

In Kenya, an estimated 50% of primary school children had prior contact with the parasite, with prevalence
increasing with age due to poor hygiene and living conditions (11). In Pakistan, the prevalence of IgG anti-T.
gondii among suburban school adolescents was 17.4%, with no difference between sexes (12).
In this study, 21.4% of the children had detectable IgG anti-T. gondii antibodies, and no differences were
observed between ages 6 to 11 years. The comparison between sexes was significant only at ages 8 and 11.

Mo IgM anti-T. gondii antibodies were detected in this study, indicating that the infected children did not
have recent contact with the parasite, as IgG antibodies indicate an infection of at least 12 months (8).
Most data on toxoplasmosis prevalence in the literature come from studies on adults, particularly pregnant
women (12). These studies show that seroprevalence varies greatly, being higherin rural areas due to climatic
and cultural factors (9,10,13,14). It is estimated that most human toxoplasmosis cases are foodborne, primarily
through ingestion of T. gondii cocysts in contaminated soil, water, or food. or through consumption of tissue
cysts in infected meat (13,14,15).

In this study, no association was found between general lifestyle habits and food consumption and the
presence of anti-T. gondii antibodies. However, an association was observed between pet ownership and
Toxoplasma seropositivity, particularly among families with cats, as also reported in other studies (16).

Mo previous studies have examined the relationship between T. gondii seropositivity and school
performance, as found in this study, highlighting the need for further research in this area since many school-
age children face academic challenges (15). Although T. gondii infection is not yet considered in the
management of patients with behavioral or psychiatric disorders (6,12), studies have shown that latent
toxoplasmosis can cause behavioral and psychomotor changes, as well as symptoms assodated with ADHD
(17), OCD, and anxiety (4,5.17,18,19). An association was observed between anti- T. gondii seropositivity and
the use of psychoactive medications, suggesting a potential link between the infection and neurobiclogical
changes leading to the prescription of these medications. HIV-positive children were more likely to receive
multidisciplinary support to address school difficulties.

This research demonsirates a link between T. gondii infection and leaming difficulties, suggesting that the
parasite may cause morphological or functional brain changes that impair leaming. Previous studies indicate
that T. gondii infection may affect neurotransmitters, particularly the dopaminergic system, which could explain
the resulting cognitive and motor deficits, reduced concentration, impaired inhibitory confrol, and executive
dysfunction, all of which are crucial for leaming (4,5.12,18,19).

5. CONCLUSION

In this study, the prevalence of anti-Toxoplasma gondii antibodies was 21.4% among the children, with a
significantly higher prevalence among boys aged 8 and 11 years. A positive association was found between
pet ownership and seropositivity in children. Seropositivity was also linked to school difficulties, use of
psychoactive medications, and multidisciplinary monitoring.
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1. INTRODUCTION

Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2) is a novel coronavirus that is responsible for
the 2019—-2020 pandemic of Coronavirus disease 2019 (Covid-19)(1).The pathogenesis of Covid-19 occurs
when SARS-CoV-2 binds to airway epithelial cells, begins to replicate, and invades the alveolar epithelial cells
of the lungs (2). Rapid replication of SARS-CoV-2 in the lungs triggers a strong immune response, leading to
hypoxemia and biateral pulmonary edema due to alveolar capillary hyperpermeability. a condition known as
acute respiratory distress syndrome (ARDS) (3).

Although most patients experience mild to moderate disease, 5 to 10% progress to severe or critical
disease, including pneumonia and acute respiratory failure (2). Exacerbations of Covid-19 were primarily due
to severely impaired type | interferon (IFN-I) responses, accompanied by persistent viral loads and increased
levels of inflammation in the blood (4).The IFN-I is essential for effective protection against viral infection. IFM-
l-induced signaling converges on transcription factors that rapidly induce the expression of hundreds of genes,
termed interferon-stimulated genes (1SGs) that have diverse functions ranging from direct inhibition of viral
replication to recrutment and activation of various immune cells (5)

Reported rates of hospitalization, mechanical ventilation, and mortality vary significantly due to several
variables including patient age, cardiovascular disease, diabetes and obesity (6,7), however clinical outcomes
of Covid-19 have shown huge inter-individual and inter-population differences, possibly due to host genetic
differences (8). Genetic defects in loci involved in TLR3- and IRF7-dependent type | interferon induction and
amplification were found in at least 3.5% of patients with life-threatening Covid-19 pneumonia. This finding
demonsirates the essential role of the double-stranded RMA sensor TLR3 and type | interferons in controlling
cell-intrinsic immunity to SARS-CoV-2 infection (9).

Among the genes that code for IFN-I, /FNAT stands out as one of the most extensively researched.
Like other type | interferons, interferon-alphal binds to a plasma membrane receptor composed of IFMAR1
and IFMARZ2, which is expressed throughout the body, allowing it to influence nearly all cell types (10). To
explore the effects of a variation inthe /FNAT gene, our aim was to examine the potential link between a single
nuclectide polymorphism (SMP) in this gene, specifically located in the 5" Prime untranslated region
(rs1758566), where thymine is substituted by cytosine (T>=C), and the sewverity of Covid-19 in Southern Brazil.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Study population

A cross-sectional study was conducted in patients diagnosed with Covid-19 using real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (RT-gPCR). A total of 237 unvaccinated patients were selected for the
study from the University Hospital (HU) of Londrina State University (UEL) and the Parana Hospital in Maringa,
including 117 severe patients and 120 critical patients in the period from March 2020 to April 2021.

Severe Covid-19 was defined as: room air oxygen saturation < 90% or signs of pneumonia or severe
respiratory distress syndrome, while critical Covid-19 was defined as: acute respiratory distress syndrome
(ARDS) and other conditions that often require life-supportive treatment, such as the need for mechanical
ventilation (invasive or non-invasive), according to the World Health Organization (WHO) (11).
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This study was approved by the Standing Ethics Committee of the State University of Maringa,
approval number CAAE 38095420.5.0000.0104, and by the Standing Ethics Committee of the State University
of Londrina, approval number CAAE 31656420.0.0000.5231. Al participants signed a free informed consent
form (TCLE).

2.2. Sample collection and DNA extraction

After admission of the patients, peripheral blood samples were collected inethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) anticoagulated tubes and sent to the Laboratério de Imunogenética - UEM (LIG-UEM). Genomic DNA
was extracted from whole blood cells using the BIOPUR® DMA extraction kit (Biometrix, Curitiba, Parana,
Brazil) according to the manufacturer's recommendations and the concentration of the obtained material was
determined by optical density using a Nanodrop 2000® device (Wilmington, USA).

2.3. Determination of rs1800795 polymorphism

The exfracted genomic DMNA was used to determine the genotype by realtime polymerase chain reaction
(gPCR) using predesigned TagMan SMNP genotyping assays (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA)
containing primers and fluorescently labeled (VIC and FAM) MGBTM probes for allele detection and
TagPath™ ProAmp™ Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) containing Dual-Lock™ Tag DNA
polymerase, thermolabile uracil DNA glycosylase (UNG), dNTPs containing dUTP, passive reference dye
(ROX ™), and optimized buffer components.

The protocol was to a final volume of 5pL of the reaction mixture containing around 20 ng of template
DMNA, 1X TagManGenotyping Assays and 1X TagPath™ ProAmp™ Master Mix. The conditions for the reaction
were as follows: 30 s of pre-read at 60°C, 10 min of initial denaturation at 95°C, 50 cycles of 15 s of denaturation
at 92°C, 50 cydes of 1 min of primer hybridization and elongation at 60°C as well as 30s of final elongation at
60°C. StepOne ™ Software v2.3 was used to visualize and analyze the amplified products.

2.4. Statistical analysis

Genetic statistical analysis and Hardy-Weinberg equilibrium (HW) were assessed using the software SNPStats
(available at: https:/f'www.snpstats.net/start.htm) (12), which was also used to determine odds ratio balance
by x2 test and logistic regression with 95% confidence intervals (Cl). Statistical analysis of patient
characteristics was performed by ¥2 test and t test using R software with Stats package.

3. RESULTS

The patient characteristics are shown in Table 1. There was a stafistical difference in the mean age of the
patients, which was higher in the critically ill patients, and there was also a difference between the sexes, with
a higher proportion of males in the critically ill group. Among the comorbidities, obesity showed an association
trend (P = 0.06) and was more common in the critically ill cases. Therefore, it was included in the logistic
regression along with sex and age to avoid possible confounding factors.

Table 1. Characteristics of patients with severe and critical Covid-19

Characteristics Severe —MN =117 Critical — N = 120 P value

Age 56.86+16.032 61.20+17.332 0.04¢

Sex - Fem/Masc 62(0.53)/55(0.47) 44(0.37)/76(0.63) 0.01"

Smoking 16 (0.14) 23 (0.19) 033

CWDs 49 (0.42) 61 (0.51) g21e

Diabetes 23 (0.20) 32 (027) 026

Obesity 41 (0.35) 57 (0.48) 0.08"

ARDS - 109 (0.91)

Death 2 46 (0.38)
M: number of patients, CWDs: cardiovascular disease; ARDS;acute respiratory distress syndrome; ( ): ﬁaquﬂnc:y in percentage;
“Mean + standard deviation, Statistical analysis was performed byy 2- test, “Statistical analysis was peformed by T test.

The frequency distribution of rs1758566 genotypes was in Hardy-\WWeinberg equilibrium (P> 0.05). In
the Dominate model, there was an association between IFNAT polymorphism and Covid-19 severity, with
the T/C+C/C genotype having a twofold risk of critical cases, regardless of sex, age, and ocbesity. The
dominant model was also shown to be the best genetic model according to the Akaike criterion (AIC)
(codominant = 320.4, dominant = 318.5, recessive = 323 2), as it was the model with the lowest Akaike
information value, which comesponds to minimizing the expected entropy. As for the alleles, the C allele
also showed a double risk of critical cases, regardless of sex, age, and obesity (Table 2).
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Table 2. IFNA1 association with Critical Covid-19 (adjusted by Sex+Age+Obesity)
Model  Genotype Severe—N =117 Crtical —_N=120 OR(95% Cl) _ Pvalue
T 98 (0.84) 89 (0.74) 1.00
Codominant  TIC 18 (0.15) 30 (0.25) 210 (1.074.13)  0.08°
cic 1(0.01) 1(0.01) 1.97 (0.11-36.77)

. T 98 (0.84) 89 (0.74) 1.00 .
Dominant o~ 0 19 (0.16) 31 (0.26) 209 (1.084.08) 002
sea  ATEEND 116 (0.99) 119 (0.99) 1.00 .

cic 1(0.01) 1(0.01) 163 (0.092008)
T 214 (0.91) 208 (0.87) 1.00 i
Allals c 20 (0.09) 32 (0.13) 1.97 (1.053.70) 003
M: number of patients;( ) frequency in percentage; OR, odds ratio; Cl, confidence interval,*Statistical analysis was
performmed by y2-test with logistic regression.

4, DISCUSSION

Qur results showed an association between the rs1758566 polymorphism of IFAA T gene and the severity of
Covid-19. The presence of the C allele was shown to be a risk factor for the critical course of Covid-19. These
results are consistent with our recently published study, in which the presence of the C allele was also shown
to be a risk factor for the critical course of Covid-19 (13). Here, we increased the number of patients in the
study and maintained the association, thus confirming the association between the polymorphism and Covid-
19 severity Our study is not the only one to find a link between this polymorphism and Covid-19. A yet-to-be-
published Spanish study (available as a preprint on Research Square) also found an association between the
C allele and severe cases of Covid-19 (14).To our knowledge, only three other studies hawve examined the
effect of this polymorphism: two studies on lymphoma (15,16) and one study on the response to combined
interferon-a and ribavirin therapy in chronic infection with hepatitis C virus (HCV) (17). None of these studies
found any association.

Indeed, low INF-a levels appear to comrelate with viral persistence and precede dinical deterioration
and intensive care unit transfer (4). One study using a single-cell RNA sequencing (scRMA-Seq) dataset found
that patients with severe disease had fewer cells expressing IFNA1 in bronchoalveolar lavage fluid (BALF)
compared with patients with mild disease (18). Another study found that IFNA1 expression levels in blood
samples from the severefcritical disease group were significantly lower than those in the mid/moderate
disease group (19).The SMP rs1758566is a 5' Primeuntranslated (UTR) variant where thymine is substituted
by cytosine (T=C) in IFNA1 gene located in chromosome 9p21.3 (20). The 5' UTR refers to the untranslated
DMNA sequences located upstream of a gene's translation start codon (ATG). While these sequences cannot
be translated into amino acids, they play a crucial role as regulatory elements, influencing gene expression
levels through either direct or indirect mechanisms (21).0ur hypothesis is that the rs1758566 polymorphism
could alter the production of INF-a,and thus predict the severity of Covid-19 due to persistent viral load.
However, to confirm this hypothesis we need to measure the INF-a levels. Therefore, future studies on cytokine
dosing are needed to evaluate the impact of this polvmorphism on the immune response to Covid-18.

5. CONCLUSION

We can conclude that the T/C+C/C genotype of IFNAT polymorphism (rs1758566) in the dominant model is a
risk factor for critical Covid-19, regardless of sex, age and obesity, as well as the C allele.
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1. INTRODUGAO

Acinetobacter baumannii (A. baumanni) & um cocobacilo que possui habilidade de acumular
diversos mecanismos de resisténcia, levando ao surgimento de isolados resistentes a todas as classes de
antimicrobianos disponiveis (1). A epidemiclogia das infecgdes por A. baumannii & ampla, associada aos
tropicos, guerras e desastres naturais. Seu habitat natural € a agua e o solo. Outros reservatérios incluem
animais de estimacgio, artropodes e animais de produgdo alimentar (2-3). Um estudo global de 2016
reportado no Estados Unidos da América demonstrou que as infecgdes por A. baumanni corespondem a
12,8% das pneumonias associadas a ventilagcio mecénica, aproximadamente 9% de infecgio da corrente
sanguinea associado ao cateter central e 1,3% a afeccies que acometem o sitio cirdrgico e infecgdo do
trato urinario relacionado a sonda vesical de demora(4). Em humanos essa bactéria coloniza a pele, feridas,
trato respiratério inferior e frato gastrointestinal(5). Algumas cepas de A. baumannii sobrevivern por
sEemanas no meio ambiente por dessecagdo. De acordo com um estudo publicado em 2021, cepas de A.
baumanni sobreviveram mais de 113 dias em fomites, caracteristica importante que promove transmissao
intra hospitalar(6-7). A. baumannii € um dos patdgenos apelidados pelo mneménico ESCAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Clostridiodes difficle, A. baumannii Pseudomonas aeruginosa e
Enterobactérias) de importancia clinica associado as infecgdes relacionadas a sadde(8). Devido a esse fato,
A. baumannii resistente aos carbapenémicos & um dos patdgenos criticos prioritarios designados pela
Organizacio Mundial da Salde, para o desenvolvimento de novas drogas farmacéuticas(9).

A crescente resisténcia global de A. baumannii aos carbapenémicos ao longo dos anos (cerca de
10% das cepas em meados de 2009(10), para 57% entre 2016 e 2018)(11), mostra a grande necessidade
de descobrir e/ou padronizar as opgdes de tratamento mais eficazes. De acordo com um estudo de Vianna
et al., de 2011, a evolugdo de resisténcia ao A baumannii em um hospital Universitario saltou de 2% no
periodo compreendido entre 1994 e 1996 para 73% entre 2006 e 2007(12).0 manejo para tratamento de
Acinetobacter resistente aos carbapenémicos (CRAB) é dificl por diversas razdes. Geralmente ha
resisténcia de diversos antimicrobianos, principalmente aos beta-lactamicos, através da producdo de OXA
carbapenemases (OXA-24/40, OXA-23). Algumas cepas produzemn metalo-betalactamases em adicao as
serino-carbapenemases. O mecanismo de resisténcia ao sulbactan ndo é totalmente compreendido, mas
parece estar ligado & mutagdo de proteinas ligadoras de penicilina, ja a mutagdo na enzima 165 RNA
confere resisténcia aos aminoglicosideos(13). Com o advento da resisténcia antimicrobiana do A. baumannii
e poucas drogas novas disponibilizadas como o cefiderecol e o sulbactan associado ao durlobactan com
resisténcia ja documentada(14-15), a associacdo de mudltiplos farmacos se tormou necessaria(13),
aumentando os riscos de efeitos colaterais e os custos do tratamento antimicrobiano.
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Os guidefines atuais como o Sanford guide & o guia da infectious diseases society of america
(IDSA), recomendam tratamento com multiplas drogas para Acinefobacter resistente & carbapenémicos.
Entre os principais farmacos. estdo carbapenémicos, sendo o seu representante principal o meropenem
associado a uma ou duas drogas a partir do teste de sensibilidade antimicrobiano (TSA) 13-14). Geralmente
as associagbes com meropenem sdo Ampicilina+Sulbactan efou Polimixina B. Outra opgdo terapéutica ja
descrita nos guidelines, mas de alto custo, é a administracdo de Cefiderocol{15). Esta Droga & utilizada para
tratamento de pneumonia ou infecgdo de trato urindrio para bactérias Gram negativas com multiplos
mecanismos de resisténcia(12).

Verifica-se entdo que devido dificuldade de tratamento do A. baumannii, o uso de drogas altamente
toxicas e a necessidade de multiplas associagdes. sdo necessdrias para conseguir o sinergismo e o
sucesso na terapéutica. Assim, o presente trabalho tem como objetivo avaliar os diferentes tratamentos
utilizados em pacientes acometidos por infecgdo por A. baumannii detectados em amostras clinicas, no
periodo pandémico de covid-19, ja que este foi o aumento significativo de culturas positivas para A
baumanni, a partir de agosto de dois mil e vinte até trinta e um de dezembro de dois mil e vinte & um,

totalizando 517 dias, data esta decretada pelo Ministério da Saude do Brasil como fim da emergéncia de
covid-19.

2. MATERIAL E METODOS

Estudo transversal retrospectivo, através de andlise de prontuario dos pacientes internados no
Hospital Universitario Regional de Maringa, contemplando o periodo pandémico de covid-19, de agosto de
2020 a dezembro de 2021, totalizando 512 dias. A pesquisa vigente se baseia na utiizacdo do sistemna
GSUS no qual utilizou dados dos pacientes que estiveram intemados no hospital neste periodo para
analise.

O critério de inclusdo foi a presenca de infeccdo pelo A. baumannii em amostra clinica (urina,
sangue, secrecdo traqueal e tecidos); os casos foram excluidos se houve oufro agente etioldgico no periodo
de 7 dias antes ou apos a cultura positiva para A. baumannii.

O presente estudo foi aprovado pelo comité de efica: projeto de pesquisa intitulado "Estratégias
para a reducao de custos hospitalares e ofimizagdo do uso de antimicrobianos: rapida deteccdo de genes
de resisténcia, sinergismo e analise farmacocinéticaffarmacodinadmica - fase 2" foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde, conforme parecer n° 4.808.018. A aprovacio foi
concedida em 25/06/2021, e o protocolo esta registrado sob o nimero CAAE 47908021.9.0000.0104.

3. RESULTADOS

Foram analisadas 178 amostras, com isolados de A baumannii pan resistente | definido como
resitente 4 todas as classes testadas no antibiograma), de 123 pacientes diferentes. Desses pacientes, 76
eram do sexo masculino e 47 do sexo feminino. Os isolados s amostras eram de sangue (10 hemoculturas)
foram positivas para o patogeno estudado (6 em homens & 4 em mulheres), 3 culturas de tecidos (2 em
homens e 1 em mulher), 68 de secreches tragueais em homens & 41 em mulheres, e apenas 1 urocultura
positiva em uma paciente do sexo feminino.

Quando consideradas apenas as culturas positivas para A. baumannii sem outro agente patologico
no periodo de uma semana amtes ou depois da positividade para esse patogeno, totalizou-se 36,
aproximadamente 79% foi considerada pneumonia associada a ventilacdo mecanica. A partir dessas
culturas, avaliou-se os tratamentos utilizados nos pacientes.

Dos pacientes analisados, 6 pertenciam ao grupo considerado como colonizado e, por isso, ndo
receberam tratamento. Ja os outros 30 foram considerados casos de infecgdo. Desses pacientes, 32,26%
(10 dos 31) evoluiram a dbito. O bbito foi associado a presenca de A. baumannii se o paciente faleceu até o
14° dia apos o término do tratamento antimicrobiano. No total, foram avaliadas seis terapias antimicrobianas
diferentes. A linha do tempo ilustra o curso do tratamento de infecgbes por A. baumannii em pacientes
internados na UT| entre setembro de 2020 e setembro de 2021.
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Figura.1 Linha do tempo do tratamento de infeccdes por Acinetobacter baumannii em pacientes
criticos na UTI durante a pandemia de SARS-CoV-2 .

Wermelho: Polimixina B, Azul claro: Meropenem + Polimixina B, Laranja: Meropenem + Levofloxacing; Roxo: Polimixina B +
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4. DISCUSSAO

A. baumannii tomou-se um dos principais patdégenos em infecgbes relacionadas & assisténcia a
salude'™ devido a4 sua ampla capacidade de desenvolver resisténcia a multiplos antibidticos. Esse
microrganismo possui varios mecanismos de resisténcia que incluem a produgdo de betalactamases,
abrangendo todas as classes moleculares da classificagdo de Ambler'”, como serino-betalactamases,
metalo-betalactamases, cefalosporinases e oxacilinases, frequentemente observadas em cepas resistentes
a beta-lactdmicos. Outro mecanismo importante sdo os sistemas de bomba de efluxo, associados a
resisténcia a tigeciclina e imipenem, ja a alteragdo da permeabilidade da membrana dificulta a agio de
farmacos como aztreonam e cloranfenicol. Esses mecanismos sdo amplamente descritos na literatura e
reforcam a complexidade do tratamento de infeccdes causadas por cepas multirresistentes de A. baumannii
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Além disso, a modificagdo dos sitios de ligago antibidticos, responsavel pela resisténcia as
guinolonas, destaca a adaptabilidade desse patogeno em diferentes contextos clinicos. Os resultados
obtidos em nossa pesguisa complementam esses achados, ao demonstrar que cepas resistentes a
carbapenémicos(18) possuem altas taxas de mortalidade, como ja observado em outros estudos(19).

Em relagdo as terapéuticas analisadas, foram utilizadas seis diferentes terapéuticas, o que
demonstra a complexidade do tratamento para o A. baumanni. A maior prevaléncia foi utilizado a polimixina
em monoterapia ou a sua associagdo, sendo essa uma droga chave no fratamento de infecgbes por A
baumanni, a primeira teve uma taxa de sobrevivéncia em 14 dias pos tratamento de 83,3%, ja a segunda a
terapia dupla de 454%. Esses dados podem ser explicados devido a dificuldade em sinergismo por
interagdo medicamentosa em paciente criticos, o estado dinico relativo desses pacientes, pois os pacientes
gue utilizaram apenas a polimixina apresentaram um APACHE Il médio de 20 pontos e a combinagio com
meropenem de 24 pontos.

A diferenca nas taxas de infecgio associada a ventiagio mecanica observada em nosso estudo
(79.76%) em comparagdo com o estudo de Bartal et al. (55%) pode ser atribuida ao impacto da pandemia
de cowid-19, que resultou em um aumento significativo na utiizagio de ventiladores mecanicos e,
consequentemente, nas infecgbes associadas. A escolha de ampicilina 4+ sulbactam, que atua inibindo as
proteina ligadfora de penicilina 1 e 3, foi respaldada por suas propriedades Unicas em comparagdo com
outros inibidores de beta-lactamicos(20). No entanto, a terapia combinada, que inclui polimixina, mostrou-se
superior em nossa pesquisa, refletindo a necessidade de estratégias terapéuticas robustas para combater
infeccies por cepas resistentes aos carbapenémicos.

Os achados deste estudo sublinham a importancia de monitorar a resisténcia a multiplos antibidticos
e adaptar as estratégias terapéuticas de acordo com a resisténcia observada. Recomendase a

continuidade da vigildncia rigorosa e a avaliagdo de novas abordagens terapéuticas, incluindo combinagbes
de antibidticos e novas classes de farmacos, para melhorar o tratamento de infecgbes causadas por A.
baumanni.

5. CONCLUSAOD

O trabalho ilustra a complexidade do tratamento de infeccdes causadas por A. baumanni,
destacando a importancia do uso consciente dos antibidticos.

Dada a gravidade e a diversidade dos mecanismos de resisténcia, & crucial adotar uma abordagem
racional no uso dos antibidticos. E fundamental explorar novas combinacies de farmacos e avaliar
continuamente a eficacia dessas associacdes para otimizar o tratamento, reduzir as taxas de mortalidade e

melhorar a sobrevida dos pacientes. A pesquisa continua & essencial para enfrentar os desafios
apresentados por A. baumannii e aprimorar os resultados clinicos.
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1. INTRODUGAO

A artrite reumatoide (AR) & uma doenca autoimune cronica que afeta principalmente as articulagbes,
causando dor, inchago e rigidez. A doenga & mais comum em mulheres e afeta cerca de 1% da populacio
mundial (1). A compreensdo total da doenga & um desafio, visto que o desenvolvimento da arfrite &
influenciado por uma combinagio de diversos fatores genéticos, imunoldgicos e ambientais (2). Além dos
sintomas articulares, a AR tambem pode provocar manifestagbes sistémicas incluindo disturbios
cardiovasculares, pulmonares, psicologicos, cutaneos, esqueléticos e gastrointestinais (1).

Dentre as alteragbes que ocorrem na AR o estresse oxidativo e a inflamacio apresentam papel de
destague. O primeiro ocorre quando ha um desequilibrio entre a producio de radicais livres e a capacidade
do corpo de neufraliza-los. Esse desequilibrio confribui para o dano tecidual nas articulagbes e agrava a
inflamacdo (3). Pacientes artriticos tendem a apresentar niveis elevados de espécies reativas de oxigénio
(ROS), tanto nas articulagbes quanto no sistema circulatorio, sugerindo uma conexdo entre o esfresse
oxidativo, manutencdo do processo inflamatorio e progressao da doenca (4).

Além disso, o intestino tem sido destacado como um érgdo fundamental na modulagdo da AR.
Alteracdes na composicdo da microbiota intestinal, ou disbiose, podem influenciar a resposta imunolégica do
corpo, contribuindo para o agravamento da inflamacao articular (5). A hipétese da origem mucosa sugere que
a AR pode comecgar em areas de alteragdo nas mucosas, desencadeada por uma resposta imune a antigenos
bacterianos, virais ou fungicos (8). O sistema imunologico das mucosas desempenha um papel crucial,
protegendo o organismo por meio de uma barreira de muco formada por mucinas, que sao secretadas pelas
celulas caliciformes. Essa barreira mantém o equilibrio do microbioma e protege o corpo contra agentes
externos. Quando essa protegao falha, o corpo pode perder a capacidade de tolerar seus proprios antigenos,
levando a inflamacgdes como a AR (7).

O metotrexato (MTX) & um dos principais medicamentos para o tratamento da AR devido a sua
eficacia e baixo custo (8). Gragas ao seu mecanismo, o MTX possui efeitos antiproliferativos, antimetabdlicos
e anti-inflamatérios e pode reduzir significativamente citocinas pré-inflamatérias por meio da modulago da
infiltragdo de diversas ceélulas imunes como neutrdfilos, células T auxiliares (Th) e linfocitos na membrana
sinovial da AR(9). No entanto mesmo em doses baixas o MTX pode acaretar distirbios hematolégicos,
hepaticos e principalmente gasfrointestinais gue limitam seu uso prolongado (10).
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Em vista disso, a curcumina, um composto encontrado no rizoma de Curcuma fonga (acgafro-da-
terra), tem sido amplamente estudada por suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias (11). Embora
seus efeitos seiam promissores. sua baixa biodisoonibilidade faz com aue a busca de novas tecnoloaias possa
ser utilizada para o seu uso. Uma alternativa que tem sido sugerida & a sua forma como as nanoemulses,
que aumentam sua biodisponibilidade e potencial terapéutico (12).

MNeste sentido, este estudo buscou avaliar os efeitos da curcumina em sua forma livre ou em
nanocemulsdo, isoladamente e em combinagdo com o MTX, em um modelo experimental de artrite induzida
por adjuvante (AlA) em ratos Holtzman. Os parametros analisados incluiram o estresse oxidativo, a

inflamagdo e a populagdo celular intestinal, visando verificar se juntas ou combinadas poderiam auxiliar no
tratamento da AR.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais experimentais

Foram utilizados 35 ratos albinos da linhagem Hoffzman (CEUA n® 2012070222), com 50 dias de
idade, mantidos em temperatura de 22 + 2° C e iluminacgdo controlada com ciclo clarofescuro de 12h. Ragdo
MUVILAB® e agua foram fornecidos a vontade para os animais. Eles foram divididos em 7 grupos (n=5):
controle (C); artritico (AlA); artritico tratado com curcumina livre (CL); artritico tratado com nanoemulsdo de
curcumina (CN); artritico tratado com MTX (M); artritico tratado com curcumina livre e MTX (CLM) e artritico
tratado com nanoemulsdo de curcumina e MTX (CNM).

2.2, Indugao da artrite

A artrite foi induzida por uma inje¢do intradérmica de 0,1 ml de Adjuvante Completo de Freud (CFA),
suspensdo de 5% de Mycobacterium tuberculosis inativada na pata posterior esquerda dos animais.

2.3. Tratamento dos animais e eutanasia

Entre o 7* e 0 30° dia, os animais foram fratados por gavagem conforme os grupos experimentais. Os
grupos C e AlA receberam veiculo (agua) diariamente. O grupo CL foi fratado com 30 mg/kg de curcumina
livre, enguanto o CN recebeu 30 mg/kg de nanoemulsdo de curcumina. As nanoemulsdes foram fornecidas
pela Faculdade de Farmacia da Universidade de Sao Paulo. O grupo M foi tratado com 1 mgfkg de MTX uma
vez por semana. Ja os grupos CLM e CNM receberam 30 mg/kg de curcumina (livre ou nanocemulso,
respectivamente) diariamente, combinados com 1 mg/kg de MTX semanalmente. Ao final do experimento, os

35 animais foram eutanasiados com uma dose letal de Ketamina (210 mg/kg) e Xilazina® (30 ma/kg) por via
intramuscular.

2.4. Analise dos parametros de estresse oxidativo

Para analise do estresse oxidativo, o intestino foi homogeneizado em tampé&o fosfato de potassio 200
mM (pH 6,5). Parte do homogenato foi usada para quantificagio de glutationa (GSH), enquanto o restante foi
centrifugado a 9.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para medir a atividade enzimatica de
Superoxido dismutase (S0OD), catalase (CAT) e glutationa-s-transferase (GST) e analisado seguindo
protocolos padronizados(13).
2.6. Analises histologicas

O intestino foi coletado, fixado em paraformaldeido a 4% (pH 7.4) e armazenado em etanol a 70%.
Os orgacs foram processados para inclusdo em parafina e, posteriormente, seccionados em cortes
histologicos semi-seriados com espessura de 5 pm. Para cada animal, foram preparadas trés [aminas para
cada técnica histologica, visando a contagem de ceélulas caliciformes secretoras de mucinas neutras atraveé’s
da coloragdo de Acido Periodico de Schiff (PAS), sulfomucinas (Alcian Blue pH 1.0) e sialomucinas (Alcian
Blue pH 2.5). As laminas foram analisadas em um microscopio Gptico Olympus CX31, com objetiva de 40x,
sob condigdes de duplo-cego. As células foram contadas manualmente, desde a base das criptas até o apice
das vilosidades, evitando-se a contagem consecutiva entre regides. Foi calculado o indice percentual das
células positivas em relagdo ao nimero total de células (2500 células).

2.7. Analises imunohistoquimicas

Secgbes histoldgicas dointestino (5 pm de espessura) foram montadas em laminas para a analise de
proliferagdo celular e células enteroendodcrinas que secretam serotonina afravés da imunomarcagdo com
anficorpo anti-Ki-67 clone: 30-9 Roche®, com diluigdo de 2pg/mlL e anti-serotonina policlonal Sigma-Aldrich®
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na diluicdo de 7 pg/mL respectivamente. O tecido foi submetido ao processo de desparafinizaco, tratamento
de recuperacio antigénica, incubacio com painel de anticorpos monoclonais e amplificagdo por polimeros
em processo automatizado utilizando equipamento Ventana BenchMark GX®. O kit de deteccio utilizado foi
UliraView (Ventana®). As contagens foram realizadas da mesma forma como descrito para as células
caliciformes.

2.8. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism v.8.05. Os dados foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smimov. Para dados parameétricos. foi realizado o teste
t de Student e o resultados foram expressos como media + erro padrdo. Para dados ndo parameétricos, foi
realizado o teste de Mann-Whitney e os resultados foram expressos em mediana + intervalo de confianga,
sendo considerado estatisticamente significativo um valor de p menor que 0,05.

3. RESULTADOS

Ma analise de parAdmetros de estresse oxidativo, os niveis de ROS dos ratos artriticos nao
apresentaram diferenga quando comparados com o grupo controle. Mo entanto, o grupo CHMM apresentou
aumento em comparagdo ao CN (p= 0,0003). Quanto aos niveis de GSH, apenas os grupos CN e CLM
apresentaram aumento quando comparado ao grupo C (p=0,0069 e 0,0486). Na atividade enzimatica da SOD
o grupo AlA e CN apresentaram redugdo em relagido ao C (p=0,0079 e p= 0,0006). Ademais, o grupo CN
reduziu tambéem em relagdo aos grupos ao grupo AlA (p=0,0135). Mo entanto, o grupo CNM apresentou um
aumento em comparagdo aos grupos C, AlA e M e CNM (p=0,0003; p<0,0001; p=0,007, p<0,0001
respectivamente). Mo que se refere a atividade enzimatica da CAT, o grupo AlA (p=0,0045), CL{p=0.0321),
CHN (p=0,0041) e CLM (p=0,0077) apresentaram aumento significativo quando comparado com o grupo C. Ja
os grupos M e CLM reduziram em relagio ao AlA (p= 0,0321; p= 0,0041) O grupo CNM reduziu em relagio
ao CN (p= 0,0028). Quanto a atividade enzimatica da GST, OS grupos CM, M e CLM tiveram redugdo
comparado ao grupo C (p= 0,038; p=0,0004; p= 0,003, respectivamente). Assim como os grupos M e CLM
apresentaram uma redugdo em relagdo ao grupo AIA (p=0,0003 e p=0,0086). Na comparacdo enfre as
monoterapias e associagbes, o grupo CLM expressou uma atividade enzimatica inferior ao CL (p=0.0051).
Contudo, o grupo CNM apresentou aumento da atividade enzimatica quando comparado ao CN (p=0,0324) e
ao M (p=0.01085).

Tabela 1. Analises bioguimicas de parametros de estresse oxidativo no jejuno de ratos submetidos a
AlA.

c AlA CL CN M CLM CHNM

808.4 + 8739 ¢ 856,09 + 1086 + 8584 + 1094 + 8230+

b 39.8 73.96 64,77 33,388 36.02 60,348 7551

1,127 + 1,034 + 1,131+ 0,9044 + 1,115+ 1,170+ 1,332+

SOD™ 501 0.01 0.08 0,032 0.05 0.02 0,020

23,05+ 76,91 + 76,30 + 92,24 + 30,52 + 4064 + 18,156+

< i 2,09 13,632 2046 17,32 §,g* 4,520 1,86

27,38+ 25,64 + 28,77 + 19,15+ 21,06+ 2223+ 2962 +

e 0.87 0,32¢ 1,44 3,198 0,67 0,92ac 2484

ROS' 1789 + 1705 + 1843 + 1524 + 2050 + 2047 + 1967 +
1553 1324 1581 68,62 175,6 228,5 18,824

G5H(Glutationa: expressa em pg GSH/g tecido); CAT e G5T (Catalase e Glutationa-s-transferase: expressos em mmolmin/mg proteina),
50D (Superdxido dismutase: expressa em U S0D/mg proteina), ROS (Espécies reativas de owigénio: expresso em intensidade de
fluorescéncia).” Unpaired teste T de Student. o8 resultados expressos por média + emo padrio. N=5. Grupos: C: controle; AlA; artrite
induzida por adjuvante; CL: arrte induzida por adjuvante + curcumina livre, CN: artrite induzida por adjuvante + curcumina
nancemulsificada; M: artrite induzida por adjuvante + metotrexato; CLM: arfrite induzida por adjuvante + curcumina livre + metotrexato,
CMM: artrite induzida por adjuvante 4 curcumina nancemulsificada + metotrexato. (a) Grupo com p<0.05 vs C; (b) Grupo com p<0.05 vs
AlA; (c) Grupo com p<0.05 vs CL; (d) Grupo com p<0.05 vs CN; () Grupo com p<0.06 vs M; (f) Grupo com p<0.05 vs CLM; (g) Grupo
com p<=0.05 va CNM.
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A quantificagio das células caliciformes secretoras de mucinas neutras e acidas realizadas sob
coloragdo diferencial para PAS, Alcian Blue pH 1.0 e Alcian Blue pH 2.5 revelaram, de acordo com a figura 1,
que o indice de células caliciformes secretoras de mucinas neutras (coradas com PAS) apresentou um
aumento significative no grupo CLM em comparagio ao grupo CL (p= 0.0116). O indice de células caliciformes
secretoras de sialomucinas (ABpH 2.5) teve aumento significativo entre o grupo CLM em comparagdo com o
grupo CL (p=0,0166) enquanto o grupo CNM expressou aumento significativo comparado com o grupo CN
(p=0,0074). Entretanto, o indice de células caliciformes secretoras de sulfomucinas (ABpH 1.0) ndo
apresentou alteragdes significativos.

Ma analise imunohistoquimica de prolferagio celular, o grupo CNM apresentou um indice superior
aos grupos C, AlA e CN (p= 0,0008; p= 0,0001; p= 0,0075, respectivamente). O grupo M tambem apresentou
uma elevagdo quando comparado ao grupo AlA (p= 0,0104). O indice de células secretoras de serotonina no
jejuno apresentou aumento no grupo CLM em relagdo ao C (p= 0,01559) e AlA (p= 0,0317). Ainda, o grupo
CHNM também apontou aumento quando comparado ao C (p=0,0079), AlA (p=0,0079), e CN (p=0,0079).
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Figura 1 = Andlises histoldgicas e imunohistoquimicas = (4) PAS; secretoras de mucinas neutras (B) Alcian Blue pH 1.0; secretoras
de sulfornucinas (C) Alcian Blue pH 2.5, secretoras de sialomucinas. (D) Proliferagio celular, Ki-67 (E) Semtonina. Legenda: (a) diferenca
estatistica em relac8o ao grupo C; (b) diferenca estatistica em relacio ao grupo AlA (c) diferenca estatistica em relacio ao grupo CL; (d)
diferenga estatistica em relag8o ao grupo CH.

4. DISCUSSAO

Mo presente estudo ndo houve alteracdo significativa nos niveis de espécies reativas de oxigénio
(EROs). no entanto os resultados indicam um desequilibrio redox pois houveram alteragbes de enzimas
antioxidantes endégenas como SOD e CAT. A fim de proteger os tecidos de lesbes oxidativas, o corpo possui
sistemas enzimaticos antioxidantes endégenos, como as enzimas SOD e CAT (15). A reducdo da atividade
da SOD aconteceu nos grupos AlA e CN. Aredugdo no grupo CN pode ainda ser interpretada como um sinal
de gue os niveis de radicais superéxidos foram controlados pela curcumina, diminuindo a necessidade dessa
enzima. Por outro lado, houve aumento da CAT em todos os grupos em relagio ao grupo C. Estes resultados
podem indicar gue o Hz0: pode estar sendo produzido por outras fontes altemativas como as enzimas NADPH
oxidases (16). Contudo a redugdo da CAT nos grupos fratados com MTX podem ser devido a capacidade do
MTX de eliminar diretamente os radicais livres, particularmente o superdxido (Oz+-). reduzindo a quantidade
de Hz0:(17).

A diminuicdo da afividade da GST também aponta para uma menor demanda de mecanismos de
detoxificacdo, provavelmente devido a reducdo geral de danos oxidativos (18). Aliado a isso, o aumento dos
niveis de GSH nos grupos CN e CLM pode estar relacionade a capacidade da curcumina em estimular
enzimas como a glutationa redutase (GR). que regeneram a GSH(19).
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Varios fatores podem afetar a bameira protetora de muco produzida pelas células caliciformes
epiteliais. Trés principais tipos de células caliciformes sdo encontfradas no intestino delgado: As células que
produzem mucinas neutras (PAS+), cuja fungdo € a protegdo da superficie epitelial, absorgdo de nufrientes e
a eliminagdo de produtos indesejaveis; células produtoras de Sialomucinas cuja secregdo apresenta grupos
terminais de acido sialico responsaveis por sua acidez e baixa viscosidade e células produtoras de
sulfomucinas de carater também acido com grupos sulffato em sua estrutura oferecendo maior viscosidade.
Em nosso estudo as sulfomucinas ndo apresentaram alteragdo em nenhum grupo. As mucinas neutras
somente o grupo CLM maostrou aumento quando comparado com o grupo CL podendo aumentar a protecio
do epitelio. Ja as sialomucinas tiveram aumento nos grupos de MTX com associagdo de Curcumina livre ou
nanoemulsdo comparados com as monoterapias de curcumina, demonstrando que o MTX em Associagio e
capaz de aumentar as células que produzem muco mais fluido, podendo deixar a barmeira mais susceptivel.

A proteina Ki-67 é produzida exclusivamente por células que estdo em processo de divisdo ativa e se
encontra no ndcleo, onde fica o DNA da célula(20). Alguns estudos sugerem gue baixas doses de MTX (0,5
mg/kg/dia) induzem apoptose significativa nas criptas intestinais, no entanto, resultam em menor
hipoproliferagdo. A dose ufilizada em nosso estudo foi de 1 mg/Kg semanalmente, sendo a dltima dose
administrada trés dias antes da eutanasia, desta forma podemaos inferir gue o aumento da proliferagdo celular
pode estar relacionado com um efeito rebote, o qual poderia ndo ser encontrado em um periodo maior apds
a administracio do MTX. Ja com doses mais altas de MTX (até 50mg/kg) levam auma apoptose prolongada,
reducdo da proliferagdo de células das criptas e danos estruturais (21).

A serotonina (5-HT) € um neurctransmissor importante relacionado ao estimulo das contragdes
peristalticas e secretorias poés-prandial (22). O aumento do indice de células produtoras de serotonina nos
grupos CLM e CNM pode estar relacionado com a administragio do MTX principalmente associado com a
curcumina, visto que o MTX causou hiperplasia das celulas enteroenddcrinas. o gue pode afetar a motilidade
e a funcdo intestinal(23).

5. CONCLUSAO

Apesar de ndo terem sido observadas mudancas expressivas nos niveis de espécies reativas de
oxigénio, os dados sugerem desequilibrio redox no intestino dos ratos com artrite. A combinacdo da curcumina
com metofrexato mostrou alterages nas populagfes de células epiteliais essenciais para a barreira protetora.
Pesquisas fuluras serdo essenciais para compreender os mecanismos que podem afetar a barreira epitelial
tendo em vista seu papel como um dos fatores promotores da AR, para o desenvolvimento de estratégias
para o seu fratamento.
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1. INTRODUCTION

The genus Acinetobacter is characterized by coccobacilli short pleomorphic, Gram negative, strictly
aerobic, catalase positive, oxidase negative. nonfermenters of glucose (1). Different species of
Acinetobacter can be found in nature, soil, water, plants, animals, and effluents (2-3). While in humans, they
are opportunistic pathogens, present in the microbiota of the skin, mucosa, and respiratory secretions,
causing infections mainly in immunocompromised individuals (4).

Acinetobacter baumannii is the most important species, especially in the hospital environment,
where it stands out for its high resistance to antimicrobials, includingcarbapenems. Carbapenem-resistant A.
baumannii (CRAb) has been responsible for about 20% of cases of infections in intensive care units (ICU)
and 7% of infections in patients using medical equipment. Infections include skin and soft tissue infections,
urinary tract infections, meningitis, bacteremia, and pneumonia (5). CRAb can persist in the hospital
environment, spread due to its tolerant to desiccation, and have the ability to resist long-term resistance on
abiotic surfaces and form biofilms (6).

The ability to form biofilms has been associated with genes that promote adhesion to surfaces, as
well as resistance to desiccation, increasing their persistence in the environment and, consequently,
increasing the risk of infections (6-7). In bicfilm, bacteria are highly organized and developing mutualism
relationship, thus dewveloping a high resistance to the extemal environment, which also applies fo
anfibacterials (8). The genesbap,csulocus,adeFGH, ompA, abalof A. baumannii have been associated not
only with biofilm formation, but also some appear to influence antibacterial defense, further increasing the
resistance of its sessile form. Thus, this characteristic suggests a link between biofilm formation and reduced
antibacterial effectiveness (5).

In addition to the virulence factors, CRAb is part of ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, A. baumannii, Pseudomonas aeruginosa,and Enterobacter species), a group
of microorganisms that pose a global threat to human health and is a therapeutic challenge (10). Since 2018,
before the COVID-19 pandemic until today (2024), the World Health Organization (WHO) has classified
CRAb as a priority for research into new antimicrobials, as it camies resistance to several antibiotic classes
(11-12). Due to the multdrug-reistant (MDR) strains of A. baumannii, treatment has been compromised, since
anfimicrobial options have been restricted. Polymyxin has become one of the drugs of choice, but it has high
toxicity, in addition to the emergence of strains resistant to polymyxins and tigecyclines called XDL
(Extensive Antimicrobial Resistance) (13).
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In 2019,the Food and Drug Administration(FDA) approved a new cephalosporin cefiderocol, for the
treatment of urinary fract infectionsand in 2020 for pneumonia acquired in the hospital environment and
through mechanical ventilation, caused by metallo -B- lactamase - producing F. aeruginosa as well as in
CRADb (14). Furthermore, in 2023 the FDA also approved the use of Sulbactam-Durlobactamto treat the
same infections as cefiderocol, but caused by antimicrobial-sensitive A. baumannii (15). However, The

Brazilian Health Regulatory Agency (ANVISA), for use in Brazil, has approved none of these drugs.
Therefore, an alternative would be the combination of antibacterial drugs that can be synergistic and thus
enable therapeutic success.

Given the role of A. baumannii in severe ICU infections, it is crucial to evaluate the synergism
between different therapeutic doses of meropenem (MEM) and polymyxin B (PB). as well as the impact on
biofilm formation in CRAD isolates resistant to PB (CRAB-PER).

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Bacterial samples

CRAb-PMBR isolates were selected from clinical samples collected from patients admitted to the
Regional University Hospital of Maringa(HUM) and characterized into different clusters through molecular
typing. The identification of hospital isolates and the antimicrobial susceptibility profile were performed by
automated biochemical methods BD Phoenix® (Becton and Dickinson, Sparks, USA). The study was
approved by COPEP-4.808.018.

2.2. Broth microdilution technique
2.21. Inoculum preparation

After 18 hours of growth on Tryptic Soy Agar (TSA) plates, 3 to 5 isolated colonies of A. baumannii
were transferred fo tubes containing 3 mL of Mieller-Hinton broth (DIFCO, Becton Dickinson and
Company/USA) — CMH. The bacterial suspension was homogenized, and turbidity was adjusted to
approximately 1.5x10° colony forming units (CFU/mL comresponding to 0.5 on the McFarland scale).

2.2.2. Test execution

After preparation of the inoculum, a 50pL aliquot was transferred to a tube containing 5 mL of cation-
adjusted Muoeller-Hinton broth — CMHCA. After homogenization, 50 pL were transferred to a 96-well
microdilution plate containing CMHCA with different concentrations of MEM and PB antimicrobials. The
plates were incubated aerobically at 35°C for 16 to 20 hours. After this period, the plates were read to
determine the minimum inhibitory concentration (MIC) and the results were interpreted according to the
sensitivity criteria for Acinefobacter spp. established by the Brazilian Committee for Sensitivity Testing
(BrCast) (16).

2.3. Molecular typing of samples

TypingwasperformedontheseCRAb-PBR isolatesusingenterobacterialrepetitiveintergenic consensus
polymerasechainreaction (ERIC-PCR). Isolateswith a similarityand DICE coefficient =083 (17)
wereconsideredpartofthesame cluster.
2.4.Time-kill curve methodology

The test was performed with tubes containing 10%-10" CFU/ mL of each isolate that were placed in
contact with the pure and combined antimicrobials at peak and valley concentrations of MEM and PE based
on the dinical for infravenous regimens: MEM 2 g/iday (peak, 40.9 mg/L; valley, 4.3 mg/L) and PB 25,000
Ufkg/day (peak - 6.44 mg/L; valley - 2.4 mg/L) in CMHCA medium. At6 h, 12 h and 24 h of exposure of the
isolates to the pure drugsand their combinations aliquots of the bacterial suspensions were removed, diluted,
plated and after 24h the CFU/ mL were determined. The tests were performed in duplicate. The mean CFU
count per mL was then determined at each time point and the results converted to log10 were plotted on a
graph of time by the CFU/ mL count in log10. Synergism was considered positive when there was a
reduction of = 2 log10 of CFU/ mL in the antimicrobial combination in relation to the most active pure
bacterial agent
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2.5. Detection of biofilm production with and without antibacterials

The detection of biofilm production was wverified in the presence of MEM and PB and without
anfibiotics, at the same concenfrations as the time kill curve test The test was performed in 96-well
polystyrene plates containing bacterial isolates (= 10°CFU/ mL) and nutrient broth that were incubated at
35°C for 24h, 48h, and 72h. At each time point, the absorbance (580 nm ) was measured after staining the

biofilm with crystal violet, with a mean absorbance (pAbs) z 0.1 being positive (18). The entire experiment
was performed in triplicate.

3. RESULTS

CRAb-FBR isolates were recovered and typed by ERIC-PCR, resulting in five distinct clusters. The
first isolate from each cluster was chosen to perform the time-kil curve and biofilm formation methodologies.
Regarding the sensttivity of the isolates to PB and MEM, they presented MIC of 4, 8, 32 and = 64 mg/L for
PB and MIC 216 ma/L for MEM in all isclates.

In the biofilm test, the average absorbances at the valley and peak concentrations of the isolates is
shown in Figure 1. The majority (4/5) of the isolates demonstrated high biofilm formation capacity with the
average absorbance (g Abs = 2.70 nm), with the highest formation detected in 48 h (p Abs = 325 nm). All
isolations except isolated Ac623 formed biofilm even at high doses of antibiotics. In this isolate (AcB23)in
which biofilm formation was null in 24 h without and with low concentrations of MEM. The average
determined among all times, at the MEM trough concentration, there was a reductionof 15.6% (p Abs 2.81 to
2.38) in the biofilm formation capacity; while at the peak the reduction was 49.64% (p Abs 2.58 to 1.30).the
valley concentration of MEM, there was a 15.6% reduction (p Abs 2.81 to 2.38) in the biofilm formation
capacity, while at the peak the reduction was 45.64% (p Abs 2.58 to 1.30). The addition of PB at the trough
concentration demonstrated less reduction in biofilm production (p Abs 2.74) when compared to MEM at the
trough. Surprisingly, the higher PE concentration stimulated biofilm formation by 1% (p Abs 2.57 to 2.58).

The time kill curvetechnigue was performed in duplicate and the mean in log10 was calculated,
which can be seen in Table 1. The pure valley concenfrations in all isolates did not show any effective
activity. However, the frough concentrations with the combination of drugs delayed growth without observing
synergism. Mo significant activity was seen in the pure peak concentration. In the antimicrobial combination
of the peak concentrations of both antimicrobials, synergism was observed in all isolates, with a reduction =
2 log10 of CFU/ mL, in relation to the most effective pure drug (PB peak), with growth retardation in the first 6
hours and maintaining inactivity in the subsequent hours.

pAbs of Peak Concentrations
pAbs of Valley concentrations
]

AL o 'i h [ bk

[ MEM C+ MEM C+
MEM P3 MEM 4ih
Time
WAITE wASS wACATE wACEYY =AY

Figure 1. Average absorbance of isolates in
trough and peak contraction of antibacterials at 24, 48 and72 hours

Time
BALZTE WACHH wACHTE WACHED » ACE2D

C+: Control of biofilm production of the isolate withoutantimicrobials; pAbs: average absorbance.
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Table 1. Average log10 concentrations at peak and trough of isolates at times 0, 6, 12, and 24 hours

Microorganism @ Condition Time
(CRAb-PBR) | From the Test

Toh

Mo antibiotics
MEM peak
MEM valley
PB valley

PB peak

PB valley +MEM
valley
PE peak +MEM
peak

Mo antibiotics
MEM peak
MEM valley
PB valley

PE peak
PB valley +MEM
valley

PB peak +MEM
peak

Mo antibiotics
MEM peak
MEM valley
PB valley

PB peak

PBE valley +MEM
valley
PEB peak +MEM
peak

Mo antibiotics
MEM peak
MEM valley
PE valley

PB peak

PBE valley +MEM
valley
PE peak +MEM
peak
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Mo antibiotics
MEM peak
MEM valley
PB valley

PB peak

PB valley +MEM
valley
PE peak +MEM
peak

4. DISCUSSION

A. baumanni is an opportunistic pathogen of extreme importance in the hospital environment, since
it is associated with skin and soft tissue infections, urinary tract infections, meningitis, bacteremia,
pneumonia, mainly in ICUs, and is associated with a high mortality rate (1-3). Several factors contribute to
this, including its ability to survive on surfaces for long periods and form biofilms. We can also highlight its
high resistance to antimicrobials, mainly carbapenems, and its difficulty in treatment, making polymyxins and
carbapenems the last line of choice, with combination therapy as an altemnative (6).

Qur study demonstrated that synergism occurred only in the antimicrobial combination between PE
and MEM at the highest concenfration, that is, at the peak, while lower concentrations, whether in
combination or alone, were ineffective in eliminating CRAb-PBR.There are publications in the literature
where the combination between these two drugs against CRAbwas evaluated, including a guidelinefrom the
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases(ESCMID) (19-20), which even
discourages treatment with this combination. The data obtained in this study partially agree with these
authors, since we worked with isolates resistant to both antibacterials (MEM and PB) and found that in fact at

low doses (valley) there is no possibility of synergism, but at high doses there is. Thus, in view of our results,
we can demonstrate that synergism is dependent on the concentration of antimicrobials, since there was
only effectiveness in combating the microorganism at the peak serum concentration of the two antibiotics
tested in combination.

Furthermore, the virulence factors influencing therapeutic success must also be considered and one
of the factors addressed by this study was the formation of biofilm, which all isolates formed biofilm and only
one of them did not form it in the first 24h. Thus, in addition to the high resistance of these CRAb-PER
isolates, we saw that they have the ability to form biofim. The most interesting thing we reported that the
different concentrations of MEM and PB did not prevent the formation of biofilm; contrariwise, high doses of
PE stimulated its formation, corroborating data from the literature (21).

The data demonstrated that it is important to know which drug and its concentration are responsible
for biofilm formation. High doses of them are required for them to be effective against biofim formation. In
addition, there is a need to test more combinations in biofilm formation in order to visualize the behavior of
the antimicrobials tested, but mainly of PE.

5. CONCLUSION

Owr results suggest that high therapeutic doses of MEM and PB, when combined, may be effective
in the treatment of infections caused by CRAb-PBR. Furthermore, we can demonstrate that both MEM and
PE do not interfere with biofilm formation and that the second drug, respectively, may stimulate biofilm
formation, which is a concem and requires further investigation.
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1. INTRODUCTION

Cervical cancer is an extremely deadly disease, with its incidence increasing every year. It ranks 4th
in incidence among women and, sadly, is also the 4th most common cancer causing deaths1). Treatment is
challenging and offers low chances of success because interventions are limited to chemotherapy and
radiotherapy, both of which are extremely aggressive to the patient, and, in some cases, surgery is an option
when possible. (2-7).

In response fo this scenario, the search for more efficient treatments with fewer adverse effects has
emerged, with the use of nanotechnology, particularly magnetic nanoparticles. as a strategy in recent years.
These particles can be used as drug nanocarriers, reducing the negative and systemic effects of traditional
medications. (8-12).

A strategy that has gained fraction is the use of magnetic nanoparticle-induced hyperthermia. This
option could become viable because tumor cells tolerate lower temperatures than non-tumor cells, and working
within this range has shown promising results in some studies. (13-16).

The present study aims to evaluate the synthesis and characterize the formation of magnetic iron oxide
nanotubes, as well as assess the cytotoxicity of these nanoparticles on HelLa tumor cells.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Synthesis of the nanotubes

The synthesis was performed hydrothermally, following the protocol by Dias, C, et al. (3). using a
reactor made of stainless steel on the outside shell and Polytetrafiuoroethylene (PTFE) as the inside reaction
medium, a polymer capable of withstanding high temperatures and pressure. 80 mL of distilled water was
added to the reactor. F or the solid reagents, 0.006 g of Monobasic Sodium Phosphate (NaHPO,), Sinth, 0.004
g of Anhydrous Sodium Sulfate (Na;S0,), Sinth, and 0.440 g of Ferric Chloride Hexahydrate (FeCl;-6H:0),
Exodo Cientifica, was added to the reactor. The reactor containing the solution was sealed and placed in an
owven, maintained at 220°C for 48 hours. After completion and cooling to room temperature, a red powder
precipitated at the bottom of the reactor was obtained, which was collected and dried in an oven at 100°C.

2.2. Characterization
The morphology ofthe samples was evaluated using TEM (Transmission Electron Microscopy) —JEOL

JEM 1400, Research Support Central Complex, COMCAP — UEM, Maringa, PR. The samples were deposited
on grids containing a thin film of formwvar (EMCN).

2.3. Vibrating sample magnetometer (VSM)

Magnetization measurements were carried out using a homemade Vibrating Sample Magnetometer
(WSM). Using the V5SM, magnetization measurements were taken as a function of the applied magnetic field
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at room temperature (~300 K}, which allowed us to identify the magnetic behavior of the structures. The
samples (in powder form) were deposited on a support and analyzed at room temperature.

2.4. X-ray diffraction (XRD)

The XRD measurements were performed on the synthesized samples to identify the crystallinity of the
structures obtained and the presence of hematite phases in the materials. The measurements were taken
using a Shimadzu — XRD7000 equipment, with a copper target (Cu-Ka). The samples were dispersed on a
sample holder with isopropyl alcohol, and after drying, the analyses were conducted at room temperature.

2.5. Cellular viability in tumor cell line

To evaluate cytotoxiciy, a cell viability assay was performed using the MTT assay (34,5
dimethylthiazol-2-yl]-2 5-diphenyltetrazolium bromide) on Hela cell lines. Hela cells were cultured in DMEM
{Dulbecco's Modified Eagle Medium) supplemented with 10% fetal bovine serum, then trypsinized and placed
in a 95-well plate with a cell concentration of 2.5 x 10° cells per well. After 24 hours, the treatment was added,
containing 1000 pM, 500 pM, 100 pM, 50 pM, and 10 pM of NTs, and the control group received no freatment.
All treatments were repeated in triplicate. The treatment lasted for 48 hours, with the plate incubated at 37°C.
After this, the wells were washed with phosphate buffer (PBS), and 50 pL of MTT was added to each well and
incubated for 4 hours. After this time, the MTT was remowved, and 150 pL of DMSO was added to each well,
and the plate was shaken, followed by absorbance reading at 570 nm.

2.6. Statistical analysis

The statistical analyses of all assays were performed using analysis of variance (one-way ANOWVA),
with a = 0.05, p <0.05,and n= 3.

3. RESULTS

The synthesis resulted in a red powder containing iron oxide nanoparticles (hematite), which were
observed through TEM analysis. As shown in Figure 1, the nanoparicles resemble tubes with a cylindrical
shape, approximately 300 nm in length and 50 nm in diameter, with an observable hollow space inside,
demonstrating that the synthesis was successful in forming nanostructures with the expected morphology.

Figure 1. Images of hemailte nanotubes under fransmission electron microscopy, magnified at 20,000x (&)
and 30,000x (B). JEOL JEM 1400, COMCAP — UEM.

The similarity between the experimentally obtained peaks and those provided in the crystallographic
data file (JCPDF 00-033-0664) provides strong evidence that the material contains hematite in its structure,
as well as the fact that the obtained peak widths indicate that the material's structure is crystalline.
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Figure 2. X-ray diffraction pattern of hematite nanotubes, Shimadzu — 7000, with copper tube (Cu-Ka), group
for the development and innovation of multifunctional devices — UEM.

The magnetization curve shown in Figure 2, verified at room temperature, reveals the behavior of an
antiferromagnetic structure. with a magnetization of 0.75 emu/g for a field applied at an intensity of 14 kOe.
The antiferromagnetic nature prevents the achievement of saturation magnetization at 14 kOe at room
temperature. Additionally, the existence of a coercive field Hc around 500 Oe and a remanent magnetization
of Mr =02 emu/g was observed. These results, along with the verification of a non-zero hysteresis area, reveal
the existence of an amount of energy stored in the tube at the end of a hysteresis cycle, due to the small
movement of the material's magnetic moments when the field was applied.
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Figure 3. The magnetic hysteresis curve for the nanotubes, showing the magnetization as a function of the
intensity of an applied magnetic field.
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The MTT assay, conducted on Hela tumor cells at concentrations of 1000 pM, 500 pM, 100 pM, 50
ph, and 10 pM, after 48 hours of treatment, showed no decrease in cell viability, with no statistical significance
or visible reduction observed with the treatment.

HelLa

T

Cell Viability (%)
0
e
|

Figure 4. Cell viability of HelLa cells exposed to different concentrations of nanctubes.

4, DISCUSSION

The synthesis performed in this work resulted in the production of hematite nanoctubes using the
previously mentioned concentrations. However, the morphology of the nanoparticles alone is not sufficient for
them to achieve the desired hyperthermic effects. According to a study that developed more than one form of
nanoparticle, including nanotubes and nanorings, it was necessary to carry out a second stage in the synthesis
of these structures to result in the formation of magnetite nanoparticles. This redox treatment preserves the
tubular structures, but the magnetic properties change significantly.

This result can be observed with the hysteresis curve in the VSM analyses, as magnetite
nanoparticles, has different magnetization than hematite nanotubes, and possess greater magnetic saturation,
as observed in the work of Dias, C. (3), which makes them capable of generating much more heat and
potentially more suitable for hyperthermia treatments.

The results from the X-ray diffraction analyses demonstrated consistency with what is expressed in
the literature, where it is possible to observe characteristic peaks of small structures, indicating the presence
of nanoparticles and iron oxide composition, suggesting the formation of hematite. This information is relevant
in demonstrating the success of the synthesis in forming iron oxide nanotubes.

The cell viability analyses, after 48 hours, showed that treatment with the nanoparticles alone did not
reduce cell viability, which indicates that the iron oxide nanoparicles themselves do not exhibit cytotoxic
effects. This may be explained by the fact that these nanoparticles are made of iron oxide, a component
present in the human body.
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5. CONCLUSIONS

The hydrothermal synthesis proved to be effective in producing nanotubes, forming structures that can
be used as nanocarriers, as they do not exhibit apparent cytotoxicity. However, in order to achieve their
magnetic hyperthermic effects, further steps are required to promote the formation of magnetite, along with
more studies to evaluate their cytotoxic effects and thermal properties.
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1. INTRODUGAO

Toxoplasma gondii € um protozoario coccideo infracelular causador da toxoplasmose.Este parasito
possui a capacidade de infectar peixes. anfibios, répteis, aves e mamiferos. impactando a reproducdo animal
ao aumentar a ocorréncia de abortos, resultado de alteragbes nos gametas ou no processo gestacional. Na
populagio humana, esta zoonose tamb&m causa impactos na salde publica por desencadear alteracbes
neurolégicas, reprodutivas e oculares tanto em pacientes imunocompetentes quanto imunocomprometidos

{1).

O sistema reprodutor & responsavel pela fungio sexual, e no caso das fémeas ele também esta
envolvido na funcgdo gestacional e lactacional (2). Em roedores, este sistema constitui-se por vagina, tubas
uterinas, Utero e ovarios (3). Apesar de varios estudos avaliando o impacto da toxoplasmose gestacional,
pouco se sabe sobre seus efeitos na morfologia dos 6rgdos da reproducao.

A literatura menciona que o T. gondi pode desencadear falhas reprodutivas tanto nas fases aguda
ecrinica da infecgdo justificando que isso ocorre devido a instabilidade da placenta ou mesmo ma formagao
fetal (4-7). Um estudo descreve que o parasito pode induzir alteragdes na histologia e organizagio dos
foliculos ovarianos em cameiros infectados com taguizoitos da cepa CPG (8). Outro mecanismo associado
& a diminuicdo de atividade do eixo hipotaldmico-hipofisario-gonadal favorecendo restrigdo de crescimento
intrauterino, partos prematuros, malformacgdes, abortos ou natimortos (9).

Assim, o objetivo deste trabalho € examinar os efeitos das fases aguda e cronica da toxoplasmose
nos ovarios, tubas uterinas e GOteros de camundongos fémeas em idade reprodutiva. Analisar essas
alteracbes pode fornecer insights sobre os mecanismos envolvidos nas falhas reprodutivas induzidas pelo T.
gondii, e possibilitar o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais eficazes. Para garantir a preciso
dos resultados, os animais foram eutanasiados na fase de estro do ciclo estral, o que minimiza as variacgSes
associadas ao eixo reprodutivo e garante que todos os animais estejam em idade reprodutiva.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Delineamento experimental e obtengdo das amostras

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissao de Etica no uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa (CEUA/UEM) sob n°. 6688181121. Foram utilizados camundongos fémeas da
linhagem C57BL/6 com 60 dias de vida. Elas foram aleatoriamente distribuidas em grupo controle ou GC,
nogual recebeu salina via gavagem e no grupo infectado ou G, no qual recebeu 1000 oocistos esporulados
de

T. gondii da cepa (ME-49) por gavagem. Apos 5 dias da infecgdo experimental, 8 animais de cada
grupo, foram submetidos a eutanasia constituindo os grupos controle (GC5) e infectado (G15) para avaliagao
dos impactos da fase aguda da infecgdo. Apds 60 dias de infecgdo, os outros 8 animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia constituindo os grupos controle (GC60) e infectado (GIG0) para avaliagio dos
impactos da fase cronica da infecgdo. Todos os animais foram pesados para o célculo do ganho de peso
corpéreo (peso inicial - peso final). A fase do ciclo reprodutivo foi averiguada através da coleta de material
para esfregaco vaginal, sendo gue neste estudo foram incluidos os animais em estro (21). Apds eutanasia,
os orgdos da reproducdo (ovarios, tubas uterinas e (tero) foram dissecados, pesados e fixados em
methacarn por 24h. Em seguida, as amostras foram desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Ao menos 4 cortes semi-seriados de 5pm foram obtidos em micrétomo rotativo (LEICA
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RM 2145),coletados em laminas de vidro e reservados para coloragio ou imuno-histoquimica. Todas as
analises foram realizadas com auxilio de cAmera CoolSNAP acoplada ao microscopio de luz (Olympus BX50)
e conectada ao sistema de captura de Image-Pro Plus versSo 4.5.029 para posterior interpretacdo ou
quantificagdo de estruturas.

2.2. Analises Morfologicas e quantitativas

A tecnica de coloragdo por hematoxilina e eosina possibilitou avaliagdo da histoarguitetura dos
orgaos reprodutores, além da quantificagdo e classificagdo dos estagios de desenvolvimento dos foliculos
ovarianos. A quantificagio folicular total procedeu-se pela contagem de fodos os foliculos presentes na
regido cortical ovariana de cada grupo experimental. A quantificagio folicular diferencial, por sua vez, seguiu
critérios padronizados na literatura (10). Ambas foram executadas de forma manual.

A citoquimica por picrosirius-red foi utilizada para localizar e quantificar as fibras colagenas tipo | e
tipo lll presentes no tecido conjuntivo. Para esta analise, foi empregada microscopia optica (objetiva de 20 x)
associada a um sistema de polarizagdo de imagens. Mesta técnica, utiliza-se das propriedades de
birrefringéncia dos colagenos, no qual os tons de wverde indicam fibras colagenas do tipo I,
vermelhofamarelo como tipo |. A mensuracao foi realizada no ovario com o auxilio do software Image-Pro
Plus® versfo 4.5.0.29. Os resultados estdo expressos pela razio: R= (mensuracido da area de
interesse/mensuragao da area total)*100.

A coloragdo com azul de toluidina foi empregada para avaliagdo de infiltrado inflamatorio e
quantificagdo dos mastocitos. Para esta analise foram quantificados todos os mastocitos presentes em pelo
menos 20 campos microscopicos obtidos na objetiva de 40xde amostras do ovario. Os resultados estdo
expressos em nimero de mastocitos por mm?.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Delineamento experimental e obtengdo de amostras

O protocolo experimental foi aprovado pela Comiss3o de Etica no uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa (CEUAJUEM) sob n. 6688181121. Foram utlizados camundongos fémeas da
linhagem C57BL/6 com 60 dias de vida. Elas foram aleatoriamente distribuidas em grupo controle ou GC,
noqual recebeu salina via gavagem e no grupo infectado ou Gl, no qual recebeu 1000 oocistos esporulados
de

T. gondii da cepa (ME-49) por gavagem. Apos 5 dias da infecgdo experimental, 8 animais de cada
grupo, foram submetidos a eutanasia consfituindo os grupos controle (GC5) e infectado (G15) para avaliagdo
dos impactos da fase aguda da infecgdo. Apos 60 dias de infecgdo, os outros 8 animais de cada grupo foram
submetidos a eutanasia constituindo os grupos controle (GCE0) e infectado (GIB0) para avaliacio dos
impactos da fase crbnica da infeccdo. Todos os animais foram pesados para o calculo do ganho de peso
corpéreo (peso inicial - peso final). A fase do ciclo reprodutivo foi averiguada através da coleta de material
para esfregaco vaginal, sendo que neste estudo foram incluidos os animais em estro (21). Ap6s eutan asia,
os 6rgdos da reproducdo (ovarios, tubas uterinas e utero) foram dissecados, pesados e fixados em
methacarn por 24h. Em seguida, as amosfras foram desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e
incluidas em parafina. Ao menos 4 cortes semi-seriados de 5um foram obtidos em micrétomo rotativo (LEICA

RM 2145),coletados em laminas de vidro e reservados para coloragdo ou imuno-histoquimica. Todas as
analises foram realizadas com auxilio de cAmera CoolSNAP acoplada ao microscopio de luz (Olympus BX50)
e conectada ao sistema de captura de /mage-Pro Plus versio 4.5.028 para posterior interpretagdo ou
guantificagdo de estruturas.
2.2. Analises Morfologicas e quantitativas

A tecnica de coloragdo por hematoxilina e eosina possibilitou avaliagdo da histoarquitetura dos
orgaos reprodutores, além da quantificagdo e classificagdo dos estagios de desenvolvimento dos foliculos
ovarianos. A quantificagdo folicular total procedeu-se pela contagem de todos os foliculos presentes na
regido cortical ovariana de cada grupo experimental. A quantificagio folicular diferencial, por sua vez,
seguiucritérios padronizados na literatura (10). Ambas foram executadas de forma manual.
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A citoguimica por picrosirnius-red foi utilizada para localizar e quantificar as fibras colagenas tipo | e
tipo lll presentes no tecido conjuntivo. Para esta analise, foi empregada microscopia optica (objetiva de 20 x)
associada a um sistema de polarizagdo de imagens. Mesta técnica, utiliza-se das propriedades de
birrefringéncia dos colagenos, no qual os tons de verde indicam fibras colagenas do tipo |,
vermelho/amarelo come tipo I. A mensuragdo foi realizada no ovario com o auxilio do software Image-Pro
Plus® wersdo 4.5.0.29. Os resultados estdo expressos pela razio: R= (mensuracdo da drea de
interesse/mensuracdo da area total)*100.

A coloragdo com azul de toluidina foi empregada para avaliacdo de infiltrado inflamatério e
guantificagdo dos mastécitos. Para esta analise foram guantificados todos os mastocitos presentes em pelo
menos 20 campos microscopicos obtidos na objetiva de 40xde amostras do ovario. Os resultados estdo
expressos em numero de mastocitos por mme.
2.3.Analise Imuno-histoguimica de proliferagédo celular

Cortes de 5 pm foram submetidos a recuperagao antigénica usando fratamento térmico com tampao
citrato (pH 6,0). Apds a lavagem em tampao fosfato (pH 7,4), houve o bloqueio das ligagdes inespecificas
com perdxido de hidrogénio a 8% em metanol por 10 min, seguido por 1% de albumina de soro bovino
(BSA) por 1 hora. As laminas foram entdo incubadas ovemight a 4°C com anficorpo primario para
proliferagdo celular (PCNA; PAASSTIMID1, 1:100). Apos lavagem com tampdo fosfato, foi adicionado
anticorpo secundario (polymer conjugate n#878963, 1:100). A revelagdo da reacdo foi realizada com
tetracloridrato de 3.3'-diaminobenzidina e as lAminas foram contrastadas com hematoxilina. A quantificacio
do PCMA foi realizada em 10 fotomicrografias por animal (objetiva de 40x) no qual, para obtencio da medida
relativa referente as células-positivas para o marcador utilizado, realizou-se a razdo: R = (fotal de nicleos
imunomarcados [ total de nicleos epiteliais)*100. As contagens foram executadas no ovario com auxilio do
software Image-Pro Plus® versio 4.5.0.29.

2.4. Analise estatistica

A distribuicdo foi analisada no software BioEstat 5.08 para a verificagdo do tipo de distribuigdo.
Os dados foram comparados entre os grupos utilizando o teste t-student e apresentados como media e
desvio padrdo com o auxilio do Software GraphPad Prism versdo 5.01. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significantes.

3. RESULTADOS

Ainfecgdo bem como o periodo experimental transcorreram sem alteragbes relevantes. Nao houve
diferenca significativa na avaliagio comparativa do peso corpéreo bem como o peso dos drgdos reprodutores
(dados ndo mostrados).

Ma analise morfologica, tanto na fase aguda quanto na fase crdnica, ndo houve grandes alteragtes
estruturais na arquitetura das gonadas, Uterofovario entre os grupos. Especificamente o ovario apresentou-
se organizado em duas regides: a) o corex localizado na porgdo periférica do drgdo constituida por tecido
conjuntivo denso e recoberto pelo epitélio germinativo, ou seja, epitélio simples cibico; e b) a medular
localizada no centro da gdnada consfituida de tecido conjuntivo, vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos.
Ma regido cortical foram observados os foliculos ovaranos em diferentes estagios de desenvolvimentc
(figura 1A-D).
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Figura 1. (A-D) Fotomicrografias coradas em hematoxilina e eosina do ovario de animais do grupo
controle (GC) e infectado (Gl) na fase aguda (5 dias) e cronica (60 dias da infecgéo). (C) regidao cortical,
(M) regido medular, (F) foliculos ovarianos, (Ep) epitélio de revestimento do owvario, (VS) vasos
sanguineos do estroma ovariano. Aumento de 40x. (E-P) Graficos representativos da quantificagao

dos foliculos ovarianos. Dados apresentados como média £ SEM; n=4; *p<0,05.

A fase aguda da infecgdo ndo alterou a quanfidade dos foliculos total ou diferencial dos foliculos
ovarianos. Entretanto, houve um aumento de 32% no ndmero total de foliculos nos ovarios dos animais do
GI60 em comparagio ao GCBO0 (figura 1K). Além disso, houve um aumento no nimero de foliculos em
desenvolvimento (primarios, secundarios). sendo acompanhada por uma redugdo de 40% nos foliculos nos

foliculos maduros (figura 1M-N e P). Foliculos com células da granulosa desorganizadas, ovdcitos e zona
pelicida degenerados estiveram presentes nos ovarios Gl de ambos os periodos experimentais estudados.

Com o intuito de avaliar comparativamente o desenvolvimento folicular, as amostras de owvario foram
submetidas a imuno-histoguimica para PCMA para a gquantificaco da proliferagdo celular. Notou-se nicleos
PCMA-positivos tanto no estroma quanto na regido de tecas ou granulosa dos foliculos de todos os grupos
(figura 24). Nao houve diferenga deste parametro entre GC5 e GI5, no entanto, na fase cronica da infecgdo
houve um aumento de 35% na taxa de proliferagdo celular de GIG0 em relagdo a GCB0 (figura 2B-C).
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Figura 2. (A) Fotomicrografias ilustrativas da imuno-histoquimica para proliferagéo celular (PCNA), no
gual as setas indicam nidcleos imunomarcados. Aumento 400x. (B-C) Graficos representatives da
guantificagdo dos foliculos ovarianos. Dados apresentados como média £ SEM; n=4; *p<0,05.
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4.DISCUSSAO

Meste estudo, a infecgio pelo T. gondii foi estabelecida pela inoculagio via gavagem de oocistos
esporulados da cepa ME49 em camundongos fémeas. Como o parasito ndo possui caracteristicas tintoriais
proprias que permitam distingui-lo no HE foram empregadas técnicas de detecgdo de taquizoitos no lavado
peritoneal e de cistos no encéfalo dos animais infectados, como ja descrito por Dubey (11).

Mo intuito de minimizar a influéncia da variagio hormonal do ciclo estral, esta pesquisa se concentra
na fase esfro, cujo interferentes internos/externos potencialmente podem impactar a fungdo gonadal por
causa da ovulagdo e da formacgdo de foliculos (3). Estudos prévios sugerem que o T. gondii pode causar
transtornos reprodutivos (12,13), assim este estudo contribui para melhor compreensdo destes impactos no
ovario de fémeas adultas e reprodutivas.

Mao houve alteragdo no peso dos animais ou dos orgdos reprodutivos. Também ndo foram
observadas mudancas na histoarguitetura do ovario, sendo mantido a organizagdo gonadal em cortical e
medular. Outros trabalhos descritos na literatura também enconfraram resultados semelhantes ao nosso,
apesar de utilizarem outros modelos animais (14, 15).

Sabe-se que a presenca do T. gondii pode influenciar na atividade do eixo reprodutivo, denominado
eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. e assim alterar a taxa de sinteselliberacio de hormbnios esteroides
que por sua vez pode impactar no desenvolvimento folicular (9). Neste estudo. a quantificacdo dos foliculos
ovarianos demonstrou gue o T gondii impactou na distribuicdo folicular pelo cértex ovariano. Também foi
observado um aumento no ndmero de foliculos recrutados (primarios/secundarios) acompanhados da
reducio numérica nos foliculos maduros, o que sugere atraso no desenvolvimento folicular no GIB0. Pode-
se inferir gue o T. gondii impactou a morfofisiclogia ovariana efou o eixo reprodutive, conforme ja descrito
por oufros estudos (15,16). Além disso, a presenca de foliculos contendo células da granulosa
desorganizadas. ovécitos e zona pelicida degenerados também pode explicar o menor niamero de foliculos
maduros nos ovarios do GIG0. Al-Ghezy et al. (2016) demonstrou que o T. gondii € capaz de reduzir
significativamente 0 FSH e o LH aléem de impactar na fisiclogia do eixo reprodutivo. Desta forma, ele pode
promover desregulagdo hormonal e influenciar a maturagao folicular ovariana e a ovulagdo, o que justificaria
as alteragbes foliculares observadas neste estudo.

Embora ndo tenha sido observado presenga significativa de infitrados inflamatorios,
desorganizacio tecidual ou ateragdo quantitativa na populagdo de mastoécitos, houve alteragdo do estroma
ovariano, evidenciado pela diferenca de proporgdo entre as fibras colagenas entre os grupos. Vale ressaltar
que a técnica utilizada para identificar os mastdcitos, os caracteriza pela propriedade de metacromasia de
seus granulos. Assim, o resultado desta quantificacdo deve ser observado com cautela, pois no caso de
infecgdo ativa & os mastocitos estarem degranulados, estes ndo seriam identificados. Os mastécitos,
juntamente com os macréfagos, tém papel importante na resposta inflamataria local. Inclusive a literatura
descreve que a toxoplasmose pode induzir ao aumento no nimero de macrofagos e desta forma também
influenciar na organizacdo estromal e nas atividades reprodutivas (17).

O aumento na proporgao de fibras colagenas tipo-l e tipo-lll no estroma ovariano, evidenciado na
fase cronica da infecgdo pode indicar um processo adaptativo na resposta tecidual a infecgio prolongada
pelo T. gondi. Um dos mecanismos sugerido pela literatura para explicar este aumento & que a liberagao de
interleucina-1 pelos macrofagos (18) induz proliferagdo de fibroblastos e assim, aumento de sintese das
fibras colagenas. O aumento na taxa de proliferacio celular, evidenciado pelo PCMNA também reforga esta
hipétese. Inicialmente as fibras depositadas sdo imaturas (do tipo-lll), mas gradualmente vio sofrendo
remodelagGes durante a fase de reparo tecidual ou reorganizacio estromal em fibras maturas ou do tipo-l
{19). Outro estudo do nosso grupo também demonstrou que o T. gondii impacta a deposicdo destas fibras,
apesar de ser em intestino de ratos e utilizar modelo experimental diferente (20).

5.CONCLUSAO

A morfologia owvariana e o desenwvolvimento folicular dos camundongos fémeas foram
significativamente impactados pela infecgdo por T. gondii, principalmente na fase cronica da infeccdo. Estas
descobertas demonstram que os efeitos do parasito sobre o sistema reprodutor sdo complexos e que é

necessario realizar novos estudos que investiguem os mecanismos interferentes na funcdo ovariana e na
fertilidade.
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1. INTRODUCTION

Fungal infections hawe emerged as a crtical public health concern, gaining the attention of
international healthcare organizations. Notably, Candida infections have been prioritized by the WWHO among
the pathogens listed as a high-priority concern (1). Since, candidemia remains a serious threat to hospitalized
patients and increases healthcare costs (2). Despite the continuous efforts to identify new antifungal agents
with enhanced spectrum and efficacy, the mortality and morbidity rates for these infections have exceeded
40% (3). In general, invasive candidiasis affects critically il and immunocompromised patients with prolonged
hospitalization and exposure to invasive medical procedures, broad-spectrum antimicrobial use, and
immunosuppression (4). Management of these infections is critical, as delays in treatment initiation are strongly
associated with increased mortality (3).

Globally, the incidence of fungal infections varies geographically (3, 5), although the increasing
incidence of the species known as Candida non-C. albicans (CNCA) is known to be a global phenomenon (G).
The distribution of Candida specdies involved in candidaemia is changing. Even though C. albicans remains
the most commaon, it is responsible for 38% to 54% of these infections in Europe, the USA, and China. Its
incidence has exhibited a notable change, resulting in an important clinical scenario. Currently, CNCA are
responsible for more than 50% of cases of invasive candidiasis. In this scenario, the most prevalent species
are Nakaseomyces glabratus (formerly known as C. glabrata), Candida parapsifosis complex and Candida
tropicalis (4, 7. 8). In Asia, the most prevalent species were N. glabratus and C. tropicalis (9), showing from
these epidemiological studies an increase in candidemia caused by CNCA. In Europe, C. parapsilosis
infections are on the increase, while in the USA it is N. glabratus infections (2, 5, 9).

The identification of CNCA is essential for the proper management of fungal infections. Emerging
species such as N glabratus, Pichia kudravzewi (formely know as Candida krusei), and C. tropicalis have
shown high resistance to commonly used antifungals such as triazoles and echinocandins. This directly
impacts the therapeutic choice, because while C. albicans generally responds well to fluconazole, other
species may be infrinsically resistant or dewvelop resistance during treatment In addition, these non-albicans
species are becoming more prevalent, especially in immunocompromised populations and in hospital settings,
which increases the need for accurate diagnoses in order to administer effective and targeted treatments (10).

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Epidemiological analysis

The data was collected from the medical reports of clinical samples identified by Hospital Regional
Universitario de Maringa (HUM) in the period from May 2018 to May 2023. This study has already been
approved by the Standing Committee on Ethics in Research with Human Beings Humans (document No.
2,748,843 of 06/02/2018). The present work was carried out with full confidentiality of information. All reported
fungal infection samples were identified and analyzed retrospectively. Information about the patients with
fungal infection was collected, namely. age, sex, material collected, co-infection, and fungal species.

2.2. Fungal species identification
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The fungal species were previously identified by the microbiology department of the Clinical Analysis
Laboratory at the University Hospital (LAC/HUM) using the automated method (PHOENIX/BD). The fungal
identification was confirned by fime-of-flight mass spectrometry (MALDFTOF MS).

2.3. Statistical Analysis

Data were analyzed with Excel ® and Prism 8.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA). The
analysis was performed by statistical software R &.

2.4. Budgets and funding sources

The materials for the tests were provided by the researchers of the Medical Mycology Laboratory of
the State University of Maringa by Fundacio Araucaria — process n. 001/2016 (Application of the MALDI-TOF
MS methodology for the diagnosis of fungal infections in SUS patients). Glassware, culture media and plastic
materials, were used.

3. RESULTS
3.1. Incidence

This study aimed to evaluate the distribution of Candida species responsible for fungal infections in
University Hospital from May 2018 to May 2023. A total of five hundred and twenty-four Candida isolates were
analyzed, as shown in Figure 1. C. albicans (43.32%) was the most frequent species isolated, followed by .
glabratus (31.63%). C. fropicalis (15.65%), and others Candida spp. (8 40%). The distribution of species did
not change during the four years analyzed. It is noteworthy that, despite the absence of a statistically significant
difference, the number of cases of fungal infections increased during the period of the pandemic.

Figure 1. Percentage distribution of the type of fungus isolated according to the years.

Percentage per year
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| | | | ] |

Other Candida spp. - & 5 n o 10 2

Candida tropicalis —

Nokaseomyces glabratus -

Percentage per yeast

Candida albicans - 32 47 B4 16

| 1 | |
2012 2020 2021 2023
Year

N. glabratus was the second most frequently isolated CNCA (31.63%), higher than C. tropicalis
(15.65%). And this is a point to highlight because the gradual increase of N. glabrafus infections over the years
was not observed, maybe due to the short period of this study. Punctually, in the year the pandemic started,
forty-six cases of N glabratus infection were observed, but this did not remain in the following year. Despite
the rising trend of CNCA species over the years, this analysis is not statistically significant individually for each
species. The proportions of isolates of each Candida species within each year have not changed (Figure 2). It
should be noted that the observation peried is short and the remark must be done with care.
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Figure 2. Distribution of the Candida spp. isolated according to the years.
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3.2. Patient demographics

The majority of cases of Candida infections, regardless of species, have occurred among women
(64.69%). However, when we analyze the results considering the species. The percentages might be as high
as 71.85% when it involves M. glabratus infection. A more sophisticated analysis via multinomial regression
can assess whether the chances of observing a particular fungus compared to a reference are higherin women
(339) and men (185). Empirically, this information can be extracted from the table above.

Table 1. Distribution of isolates by gender (Female or Male).

Isolates

C. albicans

N. glabratus

C. tropicalis

Other Candida spp.
Total

Female
135 (25.76%)
127 (24.24%)

49 (9.35%)
28 (5.34%)
338 (64.69%)

Male
92 (17.56%)
44 (8.40%)
33 (6.30%)
16 (3.05%)
185 (35.31%)

Total
227 (43.32%)
171 (32.63%)
82 (15.65%)
44 (8.40%)

224 (100%)

Regarding the variables type of isolate and age (categorized in [0.47), [47 62), [62.75) and [75.98))
the data do not show an association between type of isclate and age group. The distribution by type of isclate
versus age group is shown in the table below. The categorization was made from the percentiles of 25%, 50%,
and 75%, whose values are 47, 62, and 75 years, respectively. It is possible to observe that almost 60% of
patients were older than 62 years old. It is notable that when analyzed separately by species, the patients
affected by N. gfabratus infections contributed to this percentage since 63.15% of infections caused by N.
glabratus occurred in patients older than 62 years. For C. albicans and C. tropicals, this percentage is 58.15%
and 40.24%, respectively. Another point to emphasize is the frequency of C. fropicalis patients under & years
old (6/13 patients, 46.15%). On the other hand, C. albicans 30.77% (413 patients) of this population group.

Table 2. Distribution of the type of isolate according to age (0 to 47, 47 to 62, 62 to 75, 75 to 98 years).

Isolates

[0 - 47)

[47 - 62)

[62 - 75)

[75 -98]

Total

C. albicans

N. glabratus

C. tropicalis

Other Candida spp.

51 (9.73%)
23 (4.39%)
22 (4.20%)
11 (2.10%)

44 (8.40%)
40 (7.63%)
17 (3.24%)
6(1.15%)

72 (13.74%)
51 (9.73%)
19 (3.63%)
12 (2.28%)

60 (11.45%)
57 (10.88%)
24 (4.58%)
15 (2.86%)

227 (43.32%)

179 (32.653%)
B2 (15.65%)
44 (8.40%)

Total

107 (20.42%)

107 (20.42%)

154 (28.39%)

156 (29.77%)

524 (100%)
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3.3. Candidemia

On the bloodstream infections prevalence changes (Table 3). It is possible to observe that even though
C. albicans continues to be the most prevalent in this infection site (37.74%), it is followed by C. tropicalis
(26.42%) and N. glabratus (20.75%). Despite the number of cases not being elevated, it is important to highlight
a difference (~10%) in the prevalence found in 2018 (15.09%). and 2019 (18.87%), and the other years (2020
- 24.53%; 2021 — 28.30%).

Table 3. Distribution of the isolate in blood samples.
Isolates 2018 2019 2020

2021 2022 2023 Total

C. albicans
N. glabratus
C. tropicalis

Other Candida spp.

4 (7.55%)
3 (5.68%)
0 (0.00%)
1(1.89%)

3 (5.66%)
2(3.77%)
4 (7.55%)
1(1.89%)

4 (7.55%)
4 (7.55%)
3(5.66%)
2(3.77%)

7(13.21%)
2 (3.77%)
5 (9.43%)
1 (1.89%)

2(3.77%)
0 (0.00%)
2(3.77%)
3 (5.86%)

0 (0.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)
0 (0.00%)

20 (37.74%)
11 (20.75%)
14 (26.42%)
8 (15.09%)

Total

8 (15.09%)

10 (18.87%)

13 (24.53%)

15 (28.30%)

7(13.21%)

0 (0.00%)

53 (100%)

4, DISCUSSION

In light of the ever-evolving candidemia epidemiology specialty landscape worldwide with vital
implications for the management of this infection, continuous observation, especially in previously under-
investigated geographic areas, is primordial. An accurate estimate of the global burden of fungal infections
caused by Candida spp. is difficult to assess because long-term surveillance data are limited and highly
heterogeneous (2, 3, 11). A systematic review of the literature described such variations in different patient
populations and disease severity, with different local practices and antifungal drug use in Greece (12), and in
other European countries (13), to emphasize the importance of constant monitoring and surveillance.
Considering the current literature, this is a very important study to work out the fungal infection incidence in
Maringa, along with the sensitivity spectrum profiles of Candida spp. to fluconazole.

Simultaneously. a progressive increase in the incidence rate of CNCA species is consistent with the
current global epidemiological trends (2). The most prevalent CNCA in Lebon is N glabratus (14), similar to
Europe (15), India (16), Brazil (17), China (18), and in other parts of the world (19), being assodiated with the
increase of mortality (14). This result is not in line with data from Greece (3) and Latin America (20). The
reasons for the variation in the incidence of N glabratus as the etiology have not been determined, but may
be related to azole exposure, patient age, underlying condition, geographic location, or other unknown factors

20).

= The higher prevalence of this infection in women than men in this study is consistent with Candida
spp. being the major cause of vaginal infections, with at least 75% of women having at least one case in their
lifetime (21). Furthermore, women are more likely to seek medical care, particulady for reproductive and
gynecological health, which may increase the diagnosis and treatment of candidiasis. Additionally, older
women may be more exposed to risk factors such as prolonged antibiotic use, menopausal hormonal changes,
and comorbidities affecting the immune system such as diabetes (22) . In addition, with increasing age, a
significant trend towards an increase in the proportion of infections caused by M glabratus have been
described (20), which corroborates the result of this work, which more than 55% of patients were older than
62 years old. This increase is not just imited to the incidence, but also the risk of mortality (20). Even though
N. glabratus is considered the most frequent CMCA in several studies targeting blood samples (23), this study
shows a predominance of C. albicans , as expected, together C. tropicalis, discording from cument studies
(24).
5. CONCLUSION

Although C. albicans remains the most frequent among dlinical isol ates, the increase of CNCA is a fact

the increase in other species is a fact that has been described in several studies, comoborating our study.
While C. parapsilosis and C. tropicalis remain the two most commonly reported CNCA species in patients with
candidemia, there is an emerging trend of N. glabratus in specific populations. To better characterize the
epidemiology of fungal infections by Candida in Brazil, further studies are warranted.
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1. INTRODUGAO

A pandemia da doencga do coronavirus 2018 (COVID-19) foi oficialmente declarada em Margo de 2020
pela Organizagdo Mundial de Sadde (OMS), sendo o agente efioldgico o wirus SARS-CoV-2 (1). A
disseminagio global do SARS-Cow2 trouxe muitas incertezas relacionadas ao bindmio salde-doenca de
publicos especificos, como as gestantes e puerperas (em até 45 dias apoés o parto). Essas tém maior
probabilidade de deserwolver COVID-19 grave comparadas as demais mulheres, com aumento na taxa de
intermagdo em unidade de terapia intensiva (UTI), necessidade de oxigenoterapia, wentilagdo mecanica e
mortalidade (2). Além disso, as gestantes, ao apresentar as manifestagdes clinicas da doenga estdo
predispostas a um risco maior de complicagbes obstétricas, tais como: parto prematuro, obito fetal,
abortamento, eclampsia, entre outros (3). Assim, uma vez que foi estabelecida a ligagdo entre gravidez,
incidéncia de COVID-19 grave e complicagbes obstétricas, foi fundamental incluir gestantes como grupos
prioritarios nas campanhas de vacinacdo (3,4).

A vacinagio contra COVID-19 em gestantes induz rapidas respostas de anticorpos, com producdo de
anticorpos IgM e lgG, com predominio da sorocomersdo para lgG. Esse efeito desejado nfo & obsenado no
curso natural da infeccdo por SARS-CoV-2, que tende a produzir respostas mais graduais (5). Aléem disso, os
titulos de IgG aumentam significativamente com a segunda dose e posteriores aplicagbes de reforgo do
imunizante ().

A vacinagdo contra COVID-19 em gestantes induz rapidas respostas de anticorpos, com producio de
anticorpos IgM e IgG, com predominio da sorocomersdo para IgG. Esse efeito desejado ndo é obsenado no
curso natural da infeccio por SARS-CoV-2, que tende a produzir respostas mais graduais (5). Além disso, os
titulos de lgG aumentam significatimmente com a segunda dose e posteriores aplicagbes de reforgo do
imunizante ().

Com base nisso, o esquema vacinal preconizado pelo Ministério da Sadde, segue a aplicagado de duas
doses do imunizante com intenalo de quatro semanas entre a primeira e a segunda dose em gestantes; apos
quatro meses & orientado que se faga outras duas doses de reforgo, também com intenalo de quatro meses
entre elas (6,7). Visto isso, mesmo que a gestante possa iniciar o esquema vacinal em qualquer periodo da
gestacgdo, & aconselhavel a tomar as primeiras doses logo no primeiro timestre gestacional (12), para se fazer
possivel no pré-natal a aplicagdo de todas as doses, pois a imunidade adaptativa € mais significativa apos a
vacinagio de reforgo e esta ligada a uma melhor transmiss&o de anticorpos pela placenta (8,9,10).

A transferéncia de lgG matema para o feto & influenciada por varios fatores, incluindo o nivel de IgG
matema e a idade gestacional. A lgG matema & transferida atraves da placenta para o feto em desemwhimento
a partir de 10 a 12 semanas de gestacdo, sendo a maior parte da IgG transferida nas dltimas 4 semanas (11).
Imunoalobulinas laG foram encontradas em 98.5% dos recém-nascidos de maes aue comoletaram duas doses
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de vacinagio Pfizer-BioNTech comparados com 43,6% de neonatos de mées que receberam apenas uma dose
do mesmo imunizante (12,13). Além do numero de doses da vacina contra a COVID-19, o intenalo de tempo
entre a vacinagdo da mie e o nascimento da crianga mostrou-se associado acs niveis de titulos de anticorpos
IgG e sua taxa de transferéncia placentaria (14)..

Outra va importante na transferéncia de anticorpos da mée para o recem-nascido & por meio do
aleitamento matemo. O leite matemo & um fluido nutricional valioso, rico em fatores imunomoduladores e
imunoprotetores como citocinas, receptores soliveis e anticorpos matemos (15). Estudos recentes detectaram
anticorpos especificos anti-SARS-Cow-2 no leite de maes que tiveram COVID-18 (16), assim como, a presenca
de anticorpos Igh e IgG no leite de maes que foram vacinadas contra a doenga (17).

Dessa forma, este estudo teve o objetivo de avaliar a transferéncia transplacentaria e pelo leite humano
de anticorpos IgG contra SARS-CoV-2 em recem-nascidos prematuros de gestantes wacinadas contra
COWVID-19, atendidas no Hospital Universitario Regional de Maringa (HUM).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Selegio de individuos

Foram incluidos no estudo quarenta recéem-nascidos prematuros atendidos e intemados na
UTkneonatal do Hospital Universitario Regional de Maringa, do Estado do Parana, cujas mées foram vacinadas
contra COVID-19 durante o pré-natal. Foi awaliado o esquema vacinal contra COVID-189 das méaes, se
enquadrando para o estudo aguelas que tiveram o esquema vacinal completo ha, no minimo, 15 dias do parto
pré-termo ou esquema vacinal incompleto, pois, devdo ao parto prematuro, ndo receberam todas as doses dos
imunizantes de acordo com as recomendacfes do Plano Macional de Imunizagdo contra COVID-19 do
Ministério da Sadde. .

2.2. Coleta de dados clinicos e laboratoriais

Para a coleta dos dados clinicos, foi realizada a abordagem das maes durante o periodo de
intermamento do RN e comidadas a participarem da pesquisa de forma a responder um questionario composto
por perguntas como sexo e idade gestacional do RN, va de pario, peso ao nascimento, idade matema,
numero de gestagdes e intercoméncias clinicas no pré-natal.

Os dados laboratoriais do RM como glicemia, eletrdlitos, hemograma e leucograma , bem como outros
dados clinicos complementares, foram coletados através de prontuarios médicos. As maes que concordaram
em participar do estudo assinaram o Termo de Consentimento Live e Esclarecido (TCLE).

2.3. Coleta de dados vacinais da mae

Os dados de vacinagio contra a COVID-19 das mées incluidas no estudo foram coletados a partir da
aplicagdo de um guestionario no gual indagou-se periodo de imunizagio no pré-natal, plataforma vacinal,
guantidade e intenalo entre as dose e uso de medicagbes imunossupressoras. A comprovacdo da vacinagio
se deu mediante a apresentagdo e analise da carteirinha de vacinagio da mae. Aquelas que ndo souberam
responder ou na impossibilidade de apresentar a careirinha de vacinagdo, tiveram o esquema wacinal
averiguado através do sistema e rede de armazenamento de dados da Secretaria da 15® Regional de Saode do
Parana.

2.4. Coleta das amostras de soro dos RNs e leite humano

As amostras de soro dos neonatos prematuros para a dosagem de anticorpos lgG contra SARS-Cow-2
foram adhindas de aliquotas restantes da utilizagio para os exames de rotina laboratorial e armazenadas no
laboratorio de andlises clinicas do HUM.

As amostras de leite humano (LH) para dosagem de anticorpos especificos anti-SARS-Cow-2, se deu
com o leite humano ordenhado cru (LHOC) e leite humano pasteurizado (LHP), ambos da propria méae,
fornecidos aos pesquisadores pelo Banco de Leite Humano (BLH) do HUM.
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2.5. Detecgdo de anticorpos IgG anti SARS-CoV-2 em amostras de soro e leite humano

A deteccdo de anticorpos especificos para proteinas do SARS-CoV-2 no soro do neonato e no leite
humano sera realizada utilizando o kit LABScreen™ COVID Plus (One Lambda, Thermo Fisher Scientific) de
acordo com instrugdes do fabricante. A leitura foi efetuada no equipamento Luminex® 100V200TM (Luminex) e
a interpretacdo dos dados pelo software HLA Fusion wers@o 4.5. Este teste apresenta sensibilidade e
especificidade de 100% e 98,6%, respectivmmente, na awaliagio semi-guantitatia de anticorpos
anti-SARS-CoV-2 alw-especificos: anti-S (dominio extracelular), anti-51 (dominio 51), and-52 (dominio 52),
anti-RBD (dominio do receptor de ligagdo) e anti-N (proteina do nucleocapsideo), bem como de anticorpos
especificos para o dominio 51 da proteina S de outros coronavirus (HCo\V-229E, HCoV-HKU1, HeooW-NLB3,
HeoW-0C43, MERS-CoV e SARS-CoV).

3. RESULTADOS

Os resultados qualitativos do perfil clinico ao nascimento dos RN prematuros atendidos pelo HUM
demostraram maior prevaléncia de nascimento do sexo feminino (57,5%). via de parto cesariana (62,5%), com
idade gestacional (IG) entre 32 e 36 semanas (55%), predominantemente com baixo peso ao nascimento
(75%), entretanto, 95% estavam com o peso de nascimento adequado para a idade gestacional (AIG),
conforme a tabela 1. .

Por sua vez, a analise descritiva dos dados laboratoriais ao nascimento dos RN prematuros atendidos
pelo HUM (tabela 2), evidenciou alteragdes na glicemia como hiperglicemia e hipoglicemia, 45% e 25%,
respectivamente. Disturbios hidroelectroliticos tambem foram obsenados com predominancia de hiponatremia
(75%) e hipocalcemia (35%). Além do mais, o leucograma revelou linfopenia em 27.5% dos nascimentos
prematuros.

Da mesma forma, a andlise qualitativa do perfil clinico das gestantes atendidas pelo HUM na admissao
para o parto (tabela 3), demonstrou que 45% delas havam idade entre 26 e 35 anos, seguidos de 27,5% com
idade entre 18 e 25 anos, 15% idade superior a 35 anos e 12,5% menores de 18 anos. Em relago ao nimero
de gestagdes, a maioria eram multiparas (42,5%) seguido de primiparas (37,5%). Além do mais, as principais
intercorréncias clinicas durante o pré-natal foram pré-eclampsia e eclampsia. 37.5% e 45%, respectivamente.

Tabela 1. Perfil clinico ao nascimento dos recém-nascidos prematuros atendidos pelo
Hospital Universitario Regional de Maringa
Varlavel Frequéncia absoluta (n) Frequéncia relativa (%)
Sexo
Femining 23 575
Mas culing 17 425
Tipo de parto
‘Waginal ars
Cesariana 62,5
Idade gestacional (1G)
28-31 semanas 45
32-36 semanas 55
Peso ao nascimento
Baixo peso 75
Muito baixo peso 25
Peso paraalG
AlG a5
PG 25
GIG 25
AlG: adequado para a idade gestacional, PG: pequeno para a idade gestacional, GIG: grande para a idade gestacional
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Tabela 2. Perfil laboratorial ao nascimento dos recém-nascidos prematuros atendidos pelo
Hospital Universitario Regional de Maringa
Varlavel Frequéncia absoluta (n) Fraquéncia relativa (%)
Glicem la
Hiperglicemia 18 45
Hipoglicemia 10 25
Euglicemia 12 30
Sadlo
Hiponatremia 30 75
Potasslo
Hipocalemia 4 10
Calclo
Hipocalcemia 14 35
Hemograma
Anemia 3 7.5
Leucograma
Leucocitose 5 12,5
Linfopenia 11 275

Tabela 3. Perfil clinico das gestantes atendidas pelo Hospital Universitario Regional de
Maringa

Variivel Frequéncia abs oluta (n) Frequéncia relativa (%)
Idade
< 18 anos 5 125
18-25 anos 1 275
26-35 anos 18 45
> 35 anos 6 15
Gestagoes
Primipara 15 375
Secundipara 8 20
Multipara 17 425
Intercorréncla gestaclonal
Pré-eclampsia 15 375
Ecldmpsia 18 45

4. DISCUSSAO

As intercoméncias gestacionais no pré-natal como pré-ecldmpsia e eclampsia apresentam um risco de
até 7 wvezes para o parto prematuro (18). Essas complicagdes provavelmente foram responsaweis pela maior
parte dos partos prematuros ocormidos no HUM observados neste estudo, embora no se possa afirmar que
tenha sido a Unica causa.

Contudo, em situagbes de urgéncias e emergéncias obstétricas, quando a vida matema-fetal esta
ameagada, o parto passa a ser de interesse da mae e de medicos para salvar ambas as vdas. MNesses
cenarios, a va de parto preferivel @ a cesariana (2), o que comobora com o predominio de cesarianas
obseradas neste estudo.

Mo entanto, o parto prematuro pode ndo ser a melhor conduta para a vida do RM. A prematuridade
pode ser clinicamente prejudicial pela imaturidade de diversos sistemas e 6rgdos. O sistema imunolégico do
RN prematuro & subdesenwhido e produz baixos titulos de anticorpos, deixando-o mais suscetivel a
infecgbes, como a COVID-19 (12). Esse estado imaturo das células imunes puderam ser obsenados em
leucogramas de RN prematuros participantes deste estudo, no qual 12.5% cursaram com leucocitose com
predominio de neutrdfilos e 27,5% apresentaram linfopenia. Os linfocitos sdo células importantes para uma
resposta imune protetora, duradoura e especifica com producdo de anticorpos. Assim a baixa quantidade
dessas células circulantes no sangue do prematuro, toma-o mais dependente de anticorpos matemos, cujos
séo transferidos predominantemente ao final da gestagdo nas Ultimas 4 semanas e pelo leite matemo apds o
nascimento (14,17).

Alem disso, os rins e pancreas de RN prematuros ndo sio completamente desemwhidos, fato que
prejudica a homeostase de eletrélitos como sédio, calcio e glicose (19). Esse desequilibrio hidroeletrolitico foi
obsenado nos dados laboratoriais dos RN pré-termo com destaque para a prevaléncia de hiponatremia (75%).
hipocalcemia (35%), hiperglicemia (45%) e hipoglicemia (25%).
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Visto isso, esse trabalho mostra que a vacinagdo de gestantes contra a COVID - 19 se faz necessaria
como forma de prevengdo, uma wez que estudos ja demonstraram que este grupo especifico apresentam
maiores chances de adquirir COVID - 19 grawe com altas taxas de intemagdes em UTI, complicagdes
obstétricas como eclampsia, parto prematuro e obito fetal (2,3). Além do mais, a vacinagdo & de suma
importancia para uma adequada imunidade passiva fetal atraves da placenta e pelo leite matemo apos o
nascimento.

5. CONCLUSAO

Os nossos resultados sugerem gue a vacinagio de gestantes contra a COVID-19 pode ser um
caminho adjuvante na prevencio de doengas infectocontagiosas como a COVID-19 em RN prematuros, por
promover a imunizagio passiva atraves da placenta e do leite matemo, uma vez que o sistema imunolégico
desses RNs @ imaturo e pouco responsivo. Assim, a dosagem de anticorpos nos RN prematuros ainda sera
realizada com a finalidade de analisar a imunizagdo passiva e reforgar a importancia da vacinagdo contra a
COVID-19 em gestantes.
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Introdugéo: O Lipus eritematoso sistémico (LES) afeta maltiplos sistemas, decorrente de uma
resposta imune desregulada, na qual o sistema imune ataca seus proprios tecidos. Uma das
complicagies mais frequentes da LES é a nefrite lupica (NL) que pode levar & necessidade de
transplante renal. Objetivo: Realizar uma revisao sistematica para avaliar as associages entre
o sistema imune com o desenvolvimento da NL. Material e métodos: A pesquisa foi conduzida
em seis bases de dados (PubMed, Embase, Web of Science, Scopus, LILACS e Cochrane
Library) conforme protocolo PRISMA. Os blocos de pesquisa foram definidos apos a escolha
dos descritores e adaptados para cada base: ("Lupus Erythematosus”, Systemic”) AND ("Lupus
Nephritis®) AND (“Immune System Phenomena’) OR {"Immune System®) AND ("Cohort
Studies"). Resultados: De 142 artigos recuperados, 12 foram incluidos. Resultados mostram
que a concentragdo de neutrdfilos circulantes, a produgéo de NETs (armadilhas extracelulares
de neutrofilos) e o aumento de neutrdfilos de baixa densidade (LDNs) estdo associados a NL, A
analise imuno-histologica mostrou aumento de macrofagos nos glomerulos, enquanto a
atividade de desoxirribonuclease estava significativamente reduzida, comprometendo a
depuragdo do DNA extracelular e intensificando a inflamagdo. Além disso, a quimiocina
CXCL13, envolvida no recrutamento de células B e na formagao de drgaos linfoides terciarios,
foi encontrada em niveis elevados nos rins e sangue de pacientes com NL, correlacionando-se
com a gravidade da doenca e destacando seu papel na perpetuacdo da tolerancia como alvo
potencial para novas terapias. A presenca de anticorpos IgE especificos para DNA de fita dupla
e IgM total foi associada a lesdo glomerular e inflamagao, podendo ser biomarcadores para
monitoramento terapéutico. Conclusdo: Os resultados ressaltam a complexidade e a
heterogeneidade da resposta imune na NL e enfatizam a necessidade de investigacies
adicionais para melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes e identificagio de alvos
terapéuticos e biomarcadores especificos.

Palavras-chave: lipus eritematoso sistémico; nefrite llpica; marcadores imunolégicos.
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Introdugdo: A intolerancia ndo celiaca ao gliten pode promover ruptura da barreira epitelial
intestinal, disbiose e inflamagdo cronica. Alguns estudos, ja demonstraram uma possivel
relacao entre o gliten e a infertilidade feminina, entretanto isto néo esta caraclerizado na
reprodugdo masculina. Objetivo: Investigar se a ingestao de uma dieta com sobrecarga de
glaten influencia a reprodugao masculina. Material e métodos: Trata-se de uma revisao de
literatura narrativa de artigos em portugués e inglés publicados nos Ultimos 3 anos e detectados
nas bases de dados do PubMed, Scielo, BVS e Google scholar. As palavras-chave utilizadas
na pesquisa foram "dieta contendo gliten”, “reprodugao masculing”, “qualidade espermatica” e
“infertlidade’. Resultados: Do lolal de 285 artigos, 162 foram excluidos pela leitura do titulo e
94 apos leitura do resumo, sendo somente 29 artigos disponibilizados gratuitamente na integra
e relacionados ao tema de estudo, A literatura aponta o gliten como um dos principais
disruptores da saude reprodutiva. Ele & um agente pro-inflamatério que interfere na absorgao
de nutrientes importantes para o sistema reprodutor, como ferro, acido folico, vitamina K, B12,
B6. Atua também interferindo na motilidade, produgio e qualidade espermatica, alem de
impactar a producao do liquido seminal. A literatura aponta seus efeitos significativos em
mudangas hormonais, como hipogonodismo, alteragbes na atividade do  eixo
hipotalamo-hipdfise-gonodal devido ao hipoandrogenismo por produgdo excessiva de FSH,
alteragbes em prolactina e testosterona. O efeito pro-inflamatorio do gluten favorece a
cronificagdo de inflamagao pré-existente, impactando também na barreira imunologica e
antioxidante testicular. Conclusao: Os estudos avaliados neste levantamento bibliografico
sugerem que dietas com sobrecarga de gluten atuam coma um importante fator de interferéncia
na saude reprodutiva masculina. Isto ocorre tanto pelo acometimento dos tecidos e fungbes
testiculares quanto pelo desbalango hormonal. Os mecanismos envolvidos neste processo
ainda estdo sendo amplamente estudados no intuite de estabelecer protocolos de
prevengao/intervengao,
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Introdugdo: O uso exacerbado de entorpecentes, licitos ou ilicitos, tem se fornado um grave
problema de satde pablica mundial, com um nimero crescente de usuarios no Brasil, Esse aumento
acarrela diversas consequéncias para o individuo e para a sociedade, O consumo exagerado dessas
substancias afeta o estado mental do usuario, resultando em complicagbes nocivas a saude.
Objetivo: Analisar as notificagfies de intoxicagGes por drogas de abuso no Parand, registradas no
Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satide (DATASUS) entre 2018 e 2023, Material e
métodos: Estudo descritivo e exploratorio, com dados extraidos do DATASUS, referente ao uso de
drogas de abuso nos anos de 2018 a 2023 no estado do Parana. Resultados: No Brasil, foram
notificados 130.520 casos de intoxicagdes por drogas de abuso durante o periodo estudado. Desses,
16.382 (12,55%) ocorreram no estado do Parana. A faixa etaria de 20 a 39 anos apresentou o maior
nimero de notificagbes, correspondendo a 52,28%. Além disso, houve predomindncia do sexo
masculino (74,73%). O uso abusivo foi a circunstancia predominante entre os casos, representando
89,79% do total, quanto ao tipo de exposicdo, a mais significativa foi a exposicio aguda-Gnica
(38,82%). Cascavel foi 0 municipio paranaense com o maior nimero de notificacdes (37,62%),
sequido por Curitiba, com 36,31% das notificagbes. Ao todo, no Parana, foram notificados 14.047
casos de cura sem sequelas e 168 casos de dbitos decorrentes de intoxicacdo, Conclusdo: O
nuimero de casos de intoxicagdo e dbitos é crescente, Assim, as campanhas de prevencdo ao uso de
drogas devem se concentrar, principalmente, no sexo masculino. Medidas preventivas devem ser
implementadas desde a adolescéncia, a fim de evitar o primeiro contato com entorpecentes,
reduzindo a incidéncia de intoxicagbes e, consequentemente, 0 nimero de dbitos relacionados,

Palavras-chave: infoxicagdo; drogas de abuso; saude publica; sistemas de informagéo em saude.
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Introdugdo: A dieta ocidental apresenta diferentes porcentagens de gliten na sua composigdo.
0 gliten é uma familia de proteinas presentes em cereais como frigo, centeio e cevada, A
literatura o descreve como um agente pro-inflamatdrio, capaz de aumentar a permeabilidade
das celulas epiteliais intestinais, impactar na microbiota e também na reprodugao. Objetivo:
Investigar os impactos de uma dieta contendo 70% de gliten no epitélio prostatico, Material e
métodos: (CEUA#6295090221) Ratos Wistar machos foram distribuidos no grupo gluten-free
ou GO (n=5), animais alimentados com dieta sem gliten; controle ou G14 (n=5), cujos animais
receberam dieta padrdo para ratos, contendo 14% de gliten: & grupa gliten ou G70 (n=5) no
qual receberam dieta com 70% de gliten. Apos 100 dias de experimento, os ratos foram
submetidos a eutanasia, a prostata foi dissecada, pesada, fixada em methacam e processada
histologicamente. Cortes de 4um foram corados em hematoxilina e eosina para a histopatologia
e morfometria da altura epitelial no Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29. A analise estatistica
empregou o teste t student, realizada no GraphPad Prism versao 5,01, sendo considerado um
nivel de significancia de 5%. Resultados: A dieta ndo impactou no ganho de peso dos animais,
A histopatologia revelou infilfrado inflamatdrio no estroma prostatico acompanhado de
alteragoes epiteliais, Houve redugdo na altura epitelial em G70 em relagao ao G14, Nao houve
diferenca neste pardmetro entre GO e G14. Conclusdo; Os resultados deste estudo sugerem
que dieta com sobrecarga de gliten impacta o epitélio prostatico. Mais estudos sdo
necessarios para investigar os mecanismos envolvidos neste processo,

Palavras-chave: dieta; reprodugao; saude humana.
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Introdugao: A leishmaniose tegumentar (LT) ha décadas é tratada com antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e mais recentemente pentamidinas. Esses farmacos exibem limitagGes, como
toxicidade e indugéo de resisténcia. Diante disso, a terapia fotodinamica (TFD) surge como uma
alternativa promissora, com baixos efeitos colaterais e melhorias estéticas. O azul de metileno (AM),
atua como fotossensibilizador na TFD, destaca-se por suas propriedades antimicrobianas e
leishmanicidas. Objetivo: avaliar a atividade anti-Leishmania do AM em nanoformulagao, por meio
de TFD. Material e métodos: para avaliar a toxicidade e propriedades fisico-quimicas do AM,
analises in silico foram realizadas nos softwares SEA (Similarity ensemble approach) Search Server,
e SwissADME® Swiss Drug Design. Para o ensaio de viabilidade celular, promastigotas de L.
amazonensis (2x107 parasitos/mL) foram colocadas em contato com diferentes concentragbes de
AM (800, 160, 32, 6 e 1 pg/ mL) nanoencapsulado (1%). Para cada tempo de incubagéo, uma placa
foi iluminada (2h) e outra mantida proteqgida da luz. Apds 24 e 48 horas a 25°C, 100 pL da solugéo
de XTT (500 pg/mL) ativada com PMS (50 pg/mlL) foi adicionada aos pogos, e as densidades
opticas das coloragbes geradas medidas em especirofotdmetro (450 nm) apds 4h de incubagao. A
concentragdo inibitoria para 50% dos parasitos (IC50) foi estimada por comparagdo com culturas
ndo fratadas. Resultados: a analise in silico do AM demonstrou afinidade com a enzima glutationa
redutase e uma alta probabilidade de ligagao, analises fisico-quimicas e farmacocinéticas
demonstraram solubilidade moderada em agua, otima lipofilicidade, biodisponibilidade e baixa
toxicidade. Além disso, a atividade anti-Leishmania apos 24 e 48 horas de incubagdo com 0
composto, resultou em valores de I1Cs0 6,2 e 1448 pg/ mL, respectivamente. Conclusdo: o AM
apresenta potencial anti-Leishmania, em tempos menores de incubacao parece levar a melhores
resultados, porém, mais estudos sdo necessarios para corroborar essa afirmacao,
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Introdugao: As bioceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP) obtidas de ossos de peixes
sao empregadas como materiais para a regeneracao ossea por sua biocompatibilidade,
bioatividade e osteocondugdo. Estes biomateriais podem ser enriquecidos com outras
substancias, a fim de potencializar seu efeito reparador, como o plasma rico em plaguetas
(PRP), que contém mais de 300 moléculas biologicamente ativas que podem influenciar na
regeneragdo tecidual, O objetivo deste estudo foi avaliar, morfologicamente, a regeneragéo
0ssea em calvaria de ratos apds enxerto de BCP enriquecido ou nao com PRP. Material e
métodos; CEUA/UEM n® 6263280422, Defeitos de tamanho critico (DTC) foram realizados na
calvaria de ratos Wistar machos (peso entre 300-400qg). Os defeitos foram preenchidos com
BCP (controle) ou BCP-PRP (teste) (n=8/grupo). Apos 15 dias, os animais foram eutanasiados,
as calvarias foram removidas, fixadas e processadas para inclusdo em parafina e coloragao
com H&E. O PRP foi obtido de animais de mesma espécie, antes do procedimento cirdrgico.
Resultados: Em ambos os grupos, a analise em microscopia dptica evidenciou o crescimento
de tecido conjuntivo frouxo, vascularizado, preenchendo o defeilo e os espagos entre as
bioceramicas. O crescimento de 0sso novo, por osteocondugéo, ocorreu principalmente a partir
das bordas do defeito. Nucleagbes dsseas foram observadas no centro do defeito e
crescimento 0sseo ocorreu tambeém nos poros dos biomaleriais, por osteocinducao, Nao houve
desenvolvimento de fibrose. Conclusao: Neste estudo, foi possivel concluir que o BCP obtido
de o0ssos de peixe, enriquecido ou ndo com o PRP, foi biocompativel, ostecindutor e
osteocondutor, A regeneragdo 6ssea, neste tempo, foi semelhante em ambos 0s grupos.
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Introdugdo: Os biomateriais & base de fosfalo de calcio representam uma das principais
escolhas para reparo de tecido oOsseo. O Bio-Oss® (osso bovino desproteinizado) é
considerado o padrd3o ouro para a regeneragao Ossea, e & amplamente comercializado e
empregado clinicamente para este fim. Por sua vez, o fosfato de calcio bifasico (BCP), obtido
de ossos de peixe, tem demonstrado excelentes resultados no processo de regeneragao 0ssea
em esfudos experimentais e a avaliagdo da toxicidade sistémica & um dos requisitos para sua
aprovagao por agéncias requladoras. O objetivo deste estudo foi avaliar a toxicidade sistémica
do BCP obtido de ossos de peixes, atraves da analise da morfologia hepatica, apos enxerto
deste material, na forma particulada, em defeitos de tamanho critico na calvaria de ratos,
Animais enxertados com Bio-Oss foram empregados como controle, Material e métodos:
CEUA/UEM n°® 6263280422, Foram empregados ratos Wistar (n=8/grupo), idade 90 dias,
submetidos a craniolomia, sob anestesia geral, e realizacdo de defeito de tamanho critico com
enxerto de BCP (leste) e Bio-Oss (controle positivo). Apos 90 dias, os animais foram
eutanasiados com overdose de anestésico e o lobo hepatico direito foi removido, fixado e
processado para inclusdo em parafina e coloragdo com HE, As calvarias foram empregadas
para esludo da regeneragdo 0ssea. Resultados: A analise histologica do tecido hepatico do
BCP e demonstrou a ocorréncia de hepatdcitos largos com nucléolo evidente, arranjados em
fileiras celulares que irradiavam da veia centro-lobular. Os sinusdides hepaticos formavam uma
rede complexa e a triade portal continha os tipicos componentes morfologicos. Morfologia
semelhante foi observada no parénquima hepatico dos animais enxertados com Bio-Oss.
Conclusdo: Nenhum aspecto morfoldgico que caracterizasse um efeito toxico do BCP fol
observado no figado dos animais que permaneceram por 90 dias com o biomaterial
proveniente de ossos de peixe.
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Introdugdo: As mulheres tém importante participacdo nas atividades rurais e também no cuidado
doméstico, Diariamente podem estar expostas aos agrotéxicos apés a pulverizagdo ou por meio do
contato com objetos e roupas contaminadas. O gene GSTP1 é responsavel pela codificagdo da
enzima glutationa S-transferase Pi 1, relacionada a detoxificagdo celular de xenobidticos. As
mutagdes neste gene podem ter correlagao com o desenvolvimento de neoplasias devido ao uso
cronico de pesticidas. Objetivo: Detectar a ocorréncia de polimorfismo no gene GSTP1 em
mulheres com exposigdo indireta aos agrotoxicos. Materiais e métodos: Este estudo foi realizado
com cinco mulheres residentes na area rural de Marialva.Todos os participantes concordaram com o
TCLE aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (COPEP), CAAE n°
65018017.7.0000.0104, parecer de n° 6.209.432. Amostra de sangue total foi coletada para
posterior extragdo e amplificacdo do DNA, utilizando a técnica da PCR-RFLP, O fragmento de DNA
amplificado pela técnica da PCR foi submelido & digestdo com a enzima de restricdo Alw26l
(BsmAl) por 3h a 55°C, em sequida submefido & eletroforese em gel de agarose a 3,5%.
Resultados: Uma mulher apresentou o gendtipo lle-lle, duas exibiram o gendtipo lle-Val e as
demais o gendtipo Val-Val. Conclusdo: De acordo com o descrito em alguns artigos cientificos, a
ocorréncia de lesdo no DNA é maior em portadores do gendtipo lle-lle, sendo comumente
encontrado em trabalhadores expostos ocupacionalmente acs agrotoxicos. Portanto, existe a
possibilidade de maior risco para o desenvolvimento de cancer e outras doengas cronicas em
mulheres com exposigao indireta aos agrotoxicos e portadoras do gendtipo lle-lle do gene GSTP1.
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Introdugdo: A doenca do Coronavirus de 2019 (COVID-19) € causada pelo virus SARS-Cov=2,
Dentre outros fatores, a severidade da doenga pode ser gerada por caracteristicas imunes
infrinsecas ao hospedeiro. O receptor de reconhecimento de padrdes, conhecido como TLRY
(Toll-like receplor 9), presente em células imunes inatas e celulas epiteliais, participa tanto da
regulagao da resposta imune quanto da resposta inata no combate ao virus. O polimorfismo
rs5743836 do gene TLRY foi associado a varias doengas autoimunes e inflamatorias cronicas,
0 que sugere que esle SNP pode eslar relacionado com casos mais graves de COVID-19,
Objetivo: Avaliar a associagao do polimorfismo rs5743836 localizado no promotor do gene
TLRYS na infecgdo por SARS-CoV-2, Material e métodos: Foi realizado um estudo
caso-controle com 110 pacientes diagnosticados com COVID-19, nos Hospitais Universitérios
de Maringa e de Londrina (CAAE: 38095420.5.0000.0104), sendo 38 casos ndo severos e 72
casos severos ou criticos, O polimorfismo foi genotipado por meio da técnica de PCR-SSP
(Polymerase Chain Reaction Sequence-Specific Primer) e a analise estatistica foi realizada no
software SNPStats. Os grupos foram comparados em relagao ao genotipo e alelos, e valores
de P< 0,05 foram considerados estatisticamente significativos, Resultados: O Teste T mostrou
uma diferenca estatisticamente significativa entre a idade média dos pacientes ndo severos
(49,80 £ 15,08) e severos ou criticos (60,80 + 16,90). Tambem houve diferenga significativa
eslaticamente entre sexo e doenga cardiovascular (CVD). As distribuigbes de frequéncia dos
gendtipos @ alelos do TLRS estavam conforme o esperado pelo equilibrio de Hardy-Weinberg
(p= 0,05). Nao houve associagao entre os diferentes gendtipos relativos ao polimorfismo
rs5743836 e a gravidade da doenga, Na andlise das frequéncias alélicas, o alelo C foi
associado com protecao para gravidade da doenga. Conclusao: O polimorfismo rs5743836 do
gene TLRY esta associado com a gravidade da doenga.
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Introdugéo:; O céncer se demonstra como um problema de salde pablica com propenséo a
aumentar sua incidéncia, globalmente. Com o desenvolvimento do cancer origina-se a
caquexia, A sindrome de caquexia é conslituida pela perda de massa muscular esquelética,
com perda ou ndo de tecido adiposo. Esse distirbio estd relacionado ao desenvolvimento e
progressdo de tumores, dentre seus diversos tipos, uma vez que promove a inflamagdo,

protedlise, autofagia e lipolise dos tecidos afetados. O sistema nervoso entérico (SNE) também
pode ser afetado em decorréncia da caquexia, podendo ter o controle da motilidade e secregéo
alterados. Objetivo: Avaliar os neurGnios nitrérgicos do plexo micentérico imunorreativos a
dxido nitrico sintetase (nNOS) no jejuno de camundongos com céncer no periodo pré-caquético
e caquético. Material e métodos: Vinte e quatro camundongos com 42 dois dias foram
distribuidos em 4 grupos experimentais: C7- Animais controle com 7 dias; PQ7- Animais pré
—caquéticos com 7 dias: C14- Animals conlrole com 14 dias; Q14- Animais caquéticos com 14
dias. Os animais dos grupos PQ7 e Q14 sofreram inoculacdo de 1x106 células de carcinoma
de colon C26. Ao final do periodo experimental o jejuno foi coletado e processado segundo &
técnica imunohistoquimica, para marcacdo de nNOS e posleror andlise morfométrica.
Resultados: A drea dos neurnios do plexo mioentérico apresentou um aumento de 5,97%
(C14 vs C7, p<0,005), houve também um aumento de 6,75% (PQ7 vs C7, p<0,005), 12,74%
(Q14 vs C14, p<0,005). Conclusdo: O desenvolvimento tumoral & a caquexia causaram
alteragoes significativas na area dos neurdnios imunorreativos a nNOS, o que pode prejudicar o
intestino e todo o funcionamento do trato gastrointestinal.
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Introduction: Infections by species of the Fusarium genus have been a significant challenge for both
immunocompromised and immunocompetent patients. Scaffolds are three-dimensional, porous
structures used in tissue engineering to promote the formation of new tissues. Insights have indicated
the potential for applying these structures in the context of Photodynamic Therapy (POT). Objective:
In this study, we tested a scaffold model, impregnated with methylene blue (MB), associated with LED
light at 660 nm, which has strong potential to photoactivate MB, and is also ideal for penetration into
biological tissues. Material and methods: The scaffolds and scaffold liquid solutions contained 1%
F108 copolymer, citric acid and MB at concentrations of 0.03198mg/mL and 8 mg/mL, respectively.
They were supplied by the UEM's Photodynamic Systems Research Center and the F oxysporum
strains were obtained from samples collected at the Clinical Analysis Teaching and Research
Laboratory, approved by the ethics committee (n°2.748.843). A red LED (660nm) was used for
iradiation. The assays was carried out with the scaffolds and the scaffolds liquid solutions
impregnated with MB, and the inoculum standardized at 10° UFC/mL. After incubating for 30 minutes
in the dark, the plate was irradiated at a fluence of 60Jicm®. The antifungal action was assessed by
measuring the fungal inhibition halo and qualtative evaluation. Results: The PDT+scaffolds
liquid+MB solutions, showed antifungal potential, with visible action inhibiting fungal growth.
Additionally, PDT+scaffolds+MB had fungicidal activity against F. oxysporum resulting in an inhibition
halo of 2 cm? after 48 hours of incubation, when compared 1o the contral group Conclusion: This
study characterized the antifungal activity of PDT+scaffolds+MB, and showed promising results (in
vitro) for the use of this therapeutic strategy in the context of F. oxysporum infections.
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Introdugao: As doencas mieloproliferativas, originadas na medula dssea, se desenvolvem
quando ha mutacbes nas celulas maduras da linhagem mieloide e proliferam-se
descontroladamente excedendo as células saudaveis. Essas mutactes podem diferenciar-se de
acordo com o gene no qual essa mutacdo ocorre e sua funcdo. Por conta disso, se fez
necessario o estudo dessas mutacbes genéticas responsaveis pelo desencadeamento de
neoplasias mieloproliferativas. Objetivo: Este estudo teve por objetivo desenvolver primers
para realizar a amplificacdo das regifes interesse clinico do éxon 14 do gene ASXLT,
frequentemente associado a essas mutactes. Materiais e métodos: O projeto foi executado
conforme aprovacao pelo comité de ética em pesquisa com seres humanos da UEM (parecer n®
2.364.250/2017). Para o desenho dos primers foram utilizados os softwares Primer Blast e
Oligo Analyzer. Objetivou-se primers com temperatura de melting de 60 C, 40-60% CG e com
AG maior que -9 kcal/mol para a formacdo de homo, heterodimeros e grampos. Utilizou-se a
metodologia de PCR seguido de eletroforese em gel de agarose com concentracdo de 1%,
ajustes nos volumes de magnesio e DNTPs, temperatura de anelamento e tempo de extensao
foram realizados para obter a amplificacdo do ASXL{. Aléem disso, as amostras analisadas
foram adquiridas do sangue de pacientes através da prestacdo de servico do LIG e o gene
HGH foi utilizado para validar as reactes. Resultados: Considerando o tamanho da regido do
éxon em questdo (=2500nts), diferentes primers foram testados para que a amplificacdo
acontecesse. Dessa forma, para 20ul de volume, obteve-se que o gene amplifica-se em
condigdes nas quais as concentracbes de DNTPs e magnesio sejam de 0,75mM e 1,87mM
respectivamente, com os prnmers QA1TF e QAZR em temperatura de anelamento a 55°C.
Conclusao: Por fim, os resultados obtidos possibilitaram o desenvolvimento de pramers
capazes de amplificar a regido do gene ASXLT.
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Introdugédo: A maior completude dos dados de notificagbes de doengas como a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SRAG) pelos Hospitais Sentinela (HS) influencia diretamente o
monitoramento do Ministério da Sadde (MS) e assim nas suas orientagbes para adogio de
medidas necessarias para seu controle. Objetivo: Analisar a completude das variaveis
sociodemograficas e clinicas das notificagfes de SRAG pelos HS do Estado do Parana no ano
de 2023, Material @ métodos: Este foi um estudo descritivo da completude de variaveis
constantes da ficha de notificagdo do MS para SRAG registrados no Sivep-Gripe/MS, com
preenchimento baseado nos prontuarios meédicos. A completude foi mensurada através da
proporgao de registros preenchidos diferentes de ignorado ou em branco e a frequéncia dos
dados analisada utilizando-se o software R, versao 4.4.1. A completude dos dados disponiveis
foi classificada em: excelente (baixa frequéncia de dados incompletos, ou <5%), boa (5-10%),
regular (10-20%), ruim (20-50%) e muito ruim {>=50%). Resultados: Foram notificados 14,272
casos de SRAG no Parana no ano de 2023, a maioria ocorreu em pessoas com raga branca
(71,4%) e 260 anos (64%). As piores completudes foram regular para febre, tosse, dispneia,
desconforto respiratorio e saturagdo de O, ruim para escolaridade, dor de garganta,
cardiopatia, diabetes e pneumopatias, e muito ruim para asma e imunossupressdo. As
melhores completudes foram boa raga e internagdo em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), e
excelente para suporte ventilatorio, coleta de amostra, resultado do exame molecular para o
agente etiologico, critério de encerramento do caso, classificagao final da SRAG e evolugao.
Conclusdo: Uma classificacdo de completude regular, ruim, e muito ruim foi observada em
dados extremamente importantes para vigilancia de SRAG no Parana, o que possivelmente
deve ter influenciado no seu monitoramento e consequentementa no seu controle no Estado, e
as suas possiveis causas estao em analise.
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Introdugdo: A tuberculose (TB) @ uma das principais causas de morbidade e mortalidade
mundial. Causada por bacilos do Complexo M. tuberculosis, @ mais comumente associada ao
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), transmitido principalmente por via aérea. A TB pode se
apresentar como infecgao latente, com o bacilo inativo, ou como doenga ativa, quando o sistema
imunologico falha em controlar a proliferagao bacteriana. O diagnostico inclui baciloscopia, cultura
de escarro e testes moleculares, O tratamento, que durando em média seis meses, envalve
multiplos antibidticos. A adesao & um desafio, pois o abandono pode levar a resisténcia
bacteriana, exigindo tratamentos mais complexos. Por isso, a busca por novos medicamentos é
essencial. Objetivo: Avaliar a conceniragdo inibitéria minima (CIM) de uma molécula derivada de
semicarbazona contra uma cepa sensivel de Mtb, além de sua agao em bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas, como Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Material e métodos: A CIM foi
determinada pelo método REMA (Resazurin Microtiter Plate Assay), utilizando cepas obtidas na
bacterioteca do Laboratdrio de Bacteriologia Medica da Universidade Estadual de Maringa. A CIM
foi definida como a menor concentragio do farmaco capaz de inibir o crescimento bacteriano em
7 dias para Mtb, em 16-24 horas para E. coli e S. aureus, sob condigbes ideais de temperatura,
Resultados: A CIM para Mtb sensivel foi de 0,25 pg/mL. Para as bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, a substancia ndo apresentou agdo significativa, com CIM <1000 pg/mL,
indicando alta seletividade. Isso sugere que a substéncia é eficaz contra o Mib, com baixa agdo
sobre outras bactérias reduzinde impacto sobre a microbiota ndo patogénica e diminuindo a
probabilidade de efeitos colaterais indesejados. Conclusao: A substancia se mostra promissora
para o tratamento direcionado da TB, desta forma, estudos subsequentes sdo essenciais para
uma avaliagdo mais aprofundada de seu potencial terapéutico.
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Introdugao: Apds avulsdo dentara, recomenda-se a realizagdo de implante para a
manuten¢ao do osso alveolar, entretanto esse procedimento é contraindicado nos individuos
em crescimento. As ceramicas bifasicas (BCPs), constituidas por hidroxiapatita e
B-fosfatotricalcico sdo excelentes substitutos osseos por apresentarem biocompatibilidade e
capacidade de osteoindugao, mas, por serem frageis, sua associagdo com o Nidbio é vantajosa
conferindo resisténcia ao material. Objetivo: Quantificar por método estereoldgico o osso
necformado apds exodontia e enxertia do alvéolo com BCP e BCP/Nb20O5. Material e
métodos: Foram utilizados cortes seriados do dente incisivo superior direito de ratos Wistar,
aos 15, 30, 60 e 120 dias apots exodontia, corados por Azan (CEUA/UEM:9354050517). As
imagens foram observadas com objetiva de 20x. Para a analise quantitativa do osso
neoformado nos grupos BCF, BCP-Nb, e Coagulo, utilizou-se laminas histologicas de 3 ratos
para cada tempo. Foram selecionados 3 cortes de cada animal e cada corte foi virtualmente
dividido em 15 campos de onde foram capturados 5 campos. Empregou-se um sistema-teste
com 130 cruzes em folha de acetato projetado sobre a captura na tela de um notebook
Samsung com zoom de 177%. As intersecgdes das cruzes sobrepostas ac 0sso novo foram
contabilizadas e convertidas em valor relativo de area. Os dados foram submetidos a analise
estatistica (ANOVA, com pos teste de Tukey) pelo GraphPadPrism8.0.1. Resultados: Houve
formagdo dssea ao longo do tempo em cada grupo. Quando comparados os grupos dentro de
um periodo, a maior formagao ocorreu no Coagulo. Os alvéolos preenchidos com BCP e
BCP-Nb apresentaram médias da area de formagao dssea semelhantes (p>0,05). O Nidbio ndo
prejudicou a regeneracdo, que foi semelhante a do grupo BCF. Conclusdo: As cerdmicas
estimularam a osteogénese, o Coagulo foi mais eficiente na regeneragdo ossea; nao houve
diferenga na area de osso neoformado no alvéolo com BCP/Nb205.
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Introduction: The development of scaffolds derived from decellularized tissues has emerged
as a promising approach for tissue reconstruction, biomimetic microenvironments and tissue
repair therapies. Among the several available sources to obtain acellular and non-immunogenic
matrices to modulate as bioactive biomaterials, fetal membranes have been explored.
Therefore, this study aimed to establish an optimized protocol to generate acellular porcine
placental membranes for tissue engineering applications. Materials and Methods: For that,
term porcine placentas (n=5) were decellularized using a combination of detergents (0.1% SDS
and 0.5% Triton X-100) and ultrasonication. To evaluate the decellularization efficiency, DNA
quantification and DAPI staining were performed. To evaluate the scaffolds structure,
histological, ullrastructural and biomechanical analysis were carried oul. Then, samples were
collected for FTIR and Raman spectroscopy for physico-chemical evaluation. Moreover,
samples were sterilized and culiured with 1929 and YS cell lines for 10 days to attest
cytocompatibility in vitro. Cell viability and the interaction between cells and scaffolds were
assessed. Results: DNA quantification revealed a decrease of 90% in the content and DAPI
staining showed nuclei absence. Histological analysis did not show significant alterations in
collagen, GAGs and elastic fibers distribution. Scanning electronic microscopy (SEM) did not
indicate any signs of fiber degradation or signs of cellular debris. Biomechanical evaluation
showed no differences between native and decellularized membranes. Spectroscopy data
showed no alterations in all bands related to collagen, elastin, protecglycans and GAGs content
in the scaffolds compared to the native tissue. Regarding the cellular assays, SEM images
evidenced both cells attached and anchored on the scaffolds, Cell viability rates were also
above 90%, which attested biomaterial's cytocompatibility. Conclusion: In conclusion, the
generated acellular placental membranes had a preserved microstructure, composition, allowed
cell attachment, and survival.
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Introdugdo: O protozodrio Trypanosoma cruzi & conhecido por desencadear a doenga de
Chagas. Um dos mecanismos do parasito para evasao da resposta imune do hospedeiro e
através das vesiculas extracelulares, Neste sentido, a infecgdo pode impactar diferentes
sistemas organicos e ocasionar complicagBes viscerais, como cardiomegalia, megaesdfago e
megacdlon. Porém, ainda sdo escassos estudos investigando seus impactos no sistema
reprodutor. Objetivo: Analisar os efeitos da inoculagio experimental de T. cruzi (clone CL
Brener) na morfologia testicular de camundongos Balb/c. Material e métodos:
(CEUA#5864311022) Os animais foram alocados em trés grupos (n=4): o grupo infectado (Gl)
recebeu a inoculagdo (via intravenosa) de 1x105 tripomastigotas derivados de cultura celular
(clone CL Brener) em solucdo salina estéril (PBS); grupo infectado + VEs (GIV), que recebau
vesiculas extracelulares provenientes do contato de T. cruzi (clone CL Brener) com células de
epitélio intestinal (Caco-2); o grupo controle (GC) no qual houve a auséncia de infecgéo,
recebendo somente solucdo salina estéril. Apds 30 dias de infeccdo os animais foram
submetidos a eutanasia, os testiculos foram pesados e coletados. A morfologia testicular foi
avaliada em cortes corados por hematoxiina e eosina. A avaliagio de proporcao dos
compartimentos testiculares foi investigada pelo método de Weibel. Resultados: Nao houve
alteragao no peso testicular entre os grupos experimentais. A avaliagao histopatologica revelou
presenca de infiltrado inflamatdrio no esiroma testicular, porém sem desencadear alteragao em
sua histoarguitetura quando avaliada pelo método de Weibel. Concluséo: A infeccdo pelo T.
cruzi potencializada por vesiculas extracelulares nao desencadeou alteragdes significativas na
histoarquitetura testicular, Avaliagdo mais detalhada e aprofundada se faz necessario para
investigar os outros aspectos morfoldgicos ndo abordados neste estudo.

Palavras-chave: histopatologia; doenga de chagas, método de weibel,
Financiador (es): CAPES / CNPg
Area tematica: Morfologia




SEMINARIOS INTERDISCIPLINARES EM

BIOCIENCIAS E
FISIOPATOLOGIA

PBF-UEM DE OUTUBRO

AS CONSEQUENCIAS COGNITIVAS PROMOVIDAS PELA SINDROME POS-COVID E SUA
CORRELAGAO COM A ALTERAGAO DE PARAMETROS LABORATORIAIS

Juliane Camila Crubelati’, Leficia Naomi Matsumoto', Larissa Ferreira de Oliveira®, Karla
Larissa TrassiGanaza Domingues, Daniele Stéfanie Sara Lopes Lera Nonose®, Aquila Carolina
Fernandes Herculano Ramos Milaré?, Jorge Juarez Vieira Teixeira®, Maria Valdrinez Campana
Lonardoni®

"Académico de Pos-Graduagdo (Mestrado) em Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade Estadual de Maringa,
Maringa/PR

*pcadémico de Pés-Graduagdo (Doutorado) em Biociéncias e Fisiopatologia, Universidade Estadual de Maringd,
Maringa/'PR

'Docente — Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina, Universidade Estadual de Maringa

Introdugdo: Ha relatos de casos de pacientes com COVID-19 que apresentam uma gama de
sintomas cronicos apos a infecgao. Dentro desses sintomas, o comprometimento do status
cognitivo e de memdria caracteriza umas das principais reclamacdes, Objetivos: Realizar uma
revisdo sistematica de literatura para buscar evidéncias que mostrem a relagdo entre o
comprometimento de memoria apds a COVID-19 e as alteragbes laboratoriais associadas.
Material e métodos: A pesquisa, seguindo parametros PRISMA, foi realizada nas bases de
dados Pubmed, Scopus, Web of Science, Embase, Cochrane, EBSCO & LILACS, utlizando
descritores pre-definidos, na qual o bloco 1 referia<se a COVID-19, o bloco 2 a termos de
cognigdo e o bloco 3 para a COVID-longa. Os critérios de inclusdo abrangiam artigos originais
que analisavam amostras bioldgicas de pacientes com alteragdes cognitivas na COVID-longa.
O protocolo da revisao foi registrado no PROSPERO. Resultados: Foram incluidos 35 artigos.
As evidéncias sugerem gue a depuragao imunoldgica retardada do antigeno SARS-CoV-2 e a
maior quantidade ou duracao da carga de anligenu viral no trato respiratdrio durante a
COVID-19 aguda esta diretamente ligada a COVID longa. Pacientes que sofreram hipoxia
durante a fase aguda sdo0 mais susceliveis ao desenvolvimento dos sintomas cognitivos
persistentes. Ademais, a ativacdo da via da quinurenina, bem como alteracdes nos niveis de
proteina C reativa, TNF-p, G-CSF, IFN-o2, IL13, IL15, IL7 e dimero-D também foram
associados & COVID-longa. Em nivel molecular, a presenca de alelos, como o APOE &4, eram
comumente encontrados em pacientes com reclamagbes relacionadas a cognigdo @ memoria.
Par fim, alterages nos niveis de alguns horménios, como o cortisol, podem indicar um possivel
envolvimento adrenal. Conclusdo: E essencial o acompanhamento a longo prazo dos
pacientes que contrairam a COVID-18, ja gue os sintomas desenvolvidos como sequelas
podem ser indicados por alteragdes nos exames laboratoriais e impactar na qualidade de vida
dos mesmos.
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Introdugao: A tuberculose (TB), segunda principal causa de morte por um Unico agente
infeccioso no mundo, atras apenas da COVID-19, Devido ao longo periodo de tratamento,
muitos pacientes abandonam, isso pode resultar na selegdo de linhagens de Mycobacterium
tuberculosis (Mib) com resisténcia aos farmacos antituberculose. A isoniazida (INH) & um dos
principais medicamentos na terapia antituberculosa, mas a resisténcia a este farmaco tem
reduzido a eficacia do tratamento. Diante disso, a sintese de analogos da INH apresenta uma
acao promissora para desenvolvimento de um novo farmaco a ser utilizado no tratamento da
TB. Objetivo: Determinar a concentracao inibitoria minima (CIM) de derivados de INH conltra
Mtb resistentes a INH e multirresistente. Material e métodos: Foram utlizadas M. tuberculosis
H,Rv como cepa padrdo sensivel, cepa resistente, a INH 3360 e multirresistentes 109 e 3614,
pertencentes a micobacterioteca do Laboratorio de Bacteriologia Médica da Universidade
Estadual de Maringa. Os 11 derivados de INH foram sintetizados em parceria com a
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana e a CIM determinada pela técnica Resazurin
Microtiler Plate Assay (REMA). Resultados: A CIM dos derivados de INH contra M.
tuberculosis H:Rv variou de 0,25 - 2 pg/mL. Nas cepas 3360, 109 e 3614 as CIM variaram de
0,25 - 16 pg/mL, 4 a 2,048 pg/mL e 2 a 512 pg/mL, respectivamente, O derivado ACH-01
demonstrou valores de CIMs inferiores a 2 pg/mL, sendo mais baixos em comparagao com os
outros derivados, confra todas as cepas avaliadas. Conclusdo: Os derivados de INH
mostraram atividade antimicrobiana promissora contra M. fuberculosis resistentes a INH, com
CIM variando em valores competitivos quando comparados ao farmaco de referéncia INH.
Embora alguns derivados tenham apresentado maior CIM comparado ao da INH, esses
demonstraram potencial atividade no combate em M. fuberculosis resistentes, abrindo novas
perspectivas para o desenvolvimento de novos farmacos com atividade antituberculosa.
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Introducdo: A hipericina (H) & uma naftodiantrona de origem natural, derivada de plantas da
familia Hypericum com extenso potencial terapeutico, destacando-se sua atividade
antimicrobiana, O composto possui propriedades fotossensibilizadoras, podendo ser associado
a terapia fotodindmica (TFD). Doengas infecciosas parasitarias, fungicas e bacterianas sao
altamente variaveis, endémicas e clinicamente muito relevantes, entretanto, por muitas vezes
as opgoes terapéuticas disponiveis sao defasadas, toxicas ou pouco eficazes. Objetivo:
Realizar uma revisdo sistematica sobre a ago antimicrobiana da H em fungos, parasitos e
bactérias de interesse meédico. Material e métodos: A revisao sistematica utilizou o norteador
de revisdes PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic reviews and Meta-Analyses).
Foram realizadas buscas de artigos nas bases de dados PubMed, Embase, Scopus, Web of
Science, COCHRANE e Lilacs utllizando dois blocos de busca: Bloco 1 (referentes ao
composto) “AND" Bloco 2 (referente aos microrganismos e anti-infectivos), Os artigos obtidos
foram analisados para inclusao por leitura de titulo/resumo e posteriormente por leitura
completa de manuscritos. Apenas artigos experimentais in vivo ou in vitro foram aceitos. Dados
de interesse foram extraidos dos manuscritos aceitos. Resultados: De 305 artigos
recuperados, 51 foram aceitos pela leitura de titulo e resumos e 31 foram incluidos na revisao,
dos quais apenas 7 nao citaram o uso de TFD. A atividade sob parasitos, fungos e bacterias foi
avaliada em 4, 11 e 17 artigos, respectivamente. Varios géneros de fungos e bactérias foram
estudados e apenas parasitos do género Leishmania foram avaliados. Todos os trabalhos
demonstraram algum nivel de eficacia da H sob os microrganismos tanto in vitro quanto in vivo,
sendo mais efetiva a associagao com a TFD e sistemas de entrega de farmacos. Conclusdo: A
H demonstra atividade in vitro e in vivo contra diferentes espécies de parasitos, fungos e
bacterias, especialmente quando associada a TFD, mostrando-se uma boa alternativa
terapéutica.
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Introdugao: Trypanosoma cruzi € o causador da doenga de Chagas, fransmitida pelo inseto
barbeiro. A doenga tem fases aguda e crinica, podendo a ultima levar a complicagbes
cardiacas e digestivas. Durante a infecgdo sdo geradas vesiculas extracelulares (VEs) que
podem alterar a viruléncia e patogenicidade da cepa infectante.Objetivos: Avaliar se a infecgdo
por T. cruzi,na presencga das VEs, causam alteragdes quantitativas das fibras colagenas total,
do tipo | e lll no colon de camundongos. Materiais e métodos: O estudo foi aprovado pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da UEM sob protocolo n®5864311022, Utilizou-se 30
camundongos divididos em seis grupos: um controle e cinco infectados com T. cruzi e
inoculados com diferentes VEs. Apos 23 dias de infecgdo, os camundongos foram
eutanasiados, um segmento do colon foi coletado para andlise histoldgica. Cortes de 5 pm
foram corados com Picrosirius Red. As imagens foram capturadas com & sem luz polarizada,
16 de cada. A analise estatistica confirmou a normalidade dos dados, com ANOVA e pés-teste
de Tukey, considerando 5% de significancia. Resultados: Quando comparado com o grupo
controle ndo infectado, ha diminuigio da area das fibras colagenas tipo | mensuradas em todos
0s grupos e diminuigao de fibras colagenas tipo lll mensuradas nos grupos com vesiculas de
provenientes do cultivo do parasito com a linhagem celular C2C12, Conclusdo: A perda das
fibras colagenas no colon causada pela infecgao por T. cruzi @ um dos fatores principais que
levam aos problemas gastrointestinais na doenga de Chagas. Entender como essa perda
ocorre, a relagdo com as vesiculas extracelulares, e suas implicagdes & crucial para
desenvolver tratamentos.
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Introdugdo: A Eritrosina B (ERI) & um corante rosa-cereja da familia dos xantenos que tem
sido utilizada como fotossensibilizador (FS) no contexto da Terapia Fotodindmica (TFD). Esta
técnica envolve a aplicagdo local ou sistémica de um FS que, ao absorver luz, em
comprimentos de onda especificos, gera espécies reativas de oxigénio, eliminando
células-alvo. InfecgBes por Trichophylon rubrum sdo desafiadoras devido a crescente
resisténcia antifingica, e persisténcia nos sitios de infecgdo como unha e pele. Assim, novas
abordagens antifingicas sao necessarias, MNosso grupo de pesquisa tem acumulado
experiéncia acerca do uso de ERI com acfo antifingica, e este trabalho buscou avaliar a agéo
antifingica da ERI+TFD, isoladamente e no contexto polimérico, almejando aplicagdo deste FS
em nanofibras, caracterizadas como curativos médicos. Material e métodos: T. rubrum (1x10°
Unidades Formadoras de Coldnia/mL), ERI isolada {(100-0,19uM) & associada a polimeros
(F108 e PVA 10%m/V, acido citrico 20%m/ + ERI 100uM) foram testados para avaliagao
antifingica, utllizando Luz LED verde (510 nm)/20 minutos. T. rubrum foi pré-incubado com a
ERI isolada {10 minutos) & associada a polimeros (30 minutos), na auséncia de luz. Para todos
ensaios, os seguintes controles foram usados: ERI na auséncia (+Eri-Luz) ou presenga de luz
(+Eri+Luz) e controle flngico (-Eri-Luz). A menor concentragao capaz de inibir totalmente o
crescimento fungico, foi determinada como Concentragdo Fungicida Minima (CFM) expressa
em Log,, UFC/mL, e analisada por fest f-student com intervalo de confianga de 95%.
Resultados: a ERI isolada inibiu totalmente o crescimento fingico nas concentracoes 100-12,5
UM, e reducdo expressiva do crescimento fungico em 8,25 uM. Adicionalmente, a fotoativacao
da ERI associada a polimeros, mostrou eficiente agao antifingica, eliminando totalmente o
crescimento fingico. Conclus@o: A agdo antifungica da ERI+TFD mostrou promissora
utilizagdo deste FS em nanofibras, que sdo estruturas de curativos com aplicabilidade clinica
importante.
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Introdugao: Micobactérias n@o tuberculosas (MNT) causam infecgbes denominadas
micobacterioses. Atualmente o tratamento & longo, com combinagbes de antimicrobianos que
nem sempre leva a cura do paciente. Portanto torma-se necessario buscar akternativas
terapéuticas para o tratamento dessas micobacterioses. O timol (TIM) vem sendo estudado
devido suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais. Adicionalmente, alguns
estudos com a combinagdo de antimicrobianos com TIM demonstraram agdo sinérgica confra o

Complexo Mycobacterium tuberculosis @ MNTs. Objetivo Avaliar atividade de rifampicina (RIF)
combinada com TIM contra Mycobacterium kansasii. Material e métodos: A concentracio
inibitoria minima (CIM) de RIF e TIM foi determinada pelo método resazurin broth microdilution
assay, e a atividade da combinagdo de RIF com TIM, pelo método Resazurin Drugs Combination
Microtiter Assay. A avaliagdo da agdo combinada de RIF e TIM foi calculada pelo indice de
concentragao inibitoria fracionaria (FICI): FICI = (CIM A + B/CIM A) + (CIM B + A/CIM B), sendo
que valores de FICI < 0,5 indica agdo sinérgica entre RIF e TIM, FICI > 0,54 indiferenca e FICI
>4 antagonismo entre RIF e TIM. Adicionalmente foi determinado o fator modulador (FM), sendo

= (CIM A/CIMA + B). Valores de FM = 4 foram considerados significativos para agdo
modulatéria de TIM na atividade de RIF, Resultados: A CIM de TIM foi 256 pg/mL e para RIF
variou de 0,06 - 256 pg/mL. Na combinagéo de RIF com TIM, FICI variou de 0,31 - 0,75 e FM
variou 2 - 32. A combinagdo mostrou efeito sinérgico nas trés linhagens estudadas de M.
kansasii, que apresentavam resisténcia 4 RIF, com reducgdo significativa na CIM de RIF (250
pg/mL para 32 pg/mL). Conclusdo Concluimos que a combinagdo de RIF e TIM mostrou
sinergismo contra linhagens de M. kansasii, tornando promissor a continuidade de estudos do
TIM no tratamento das micobacterioses.
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Introdugédo: O acidente escorpidnico no Brasil é um problema importante de sadde plblica,
devido a rapida evolugio e incidéncia, especialmente em periodos de alta umidade e
temperatura, Os escorpides do genero Tityus, em particular o Tityus serrulatus, conhecido
como escorpido amarelo, sdo os principais causadores de acidentes moderados e graves no
Parana. Objetivo: Fornecer um panorama sobre os acidentes escorpidnicos notificados no
estado do Parana, entre os anos de 2019 a 2023. Materiais e métodos: Os dados foram
extraidos do Sistema de Informagao de Agravos de Notificagdo, com foco nas ocorréncias de
acidentes escorpitnicos dos dltimos 5 anos. As variaveis analisadas foram: faixa etaria,
intervalo entre picadalatendimento, soroterapia, local da picada e acidentes relacionados ao
trabalho, Resultados: Os dados obtidos apontam 22,021 casos notificados, com crescente
numero de casos nos anos analisados, 3.385 notificactes em 2019 e 6.149 no ano de 2023,
Apenas B.6% dos casos tiveram relagdo com a ocupagio dos acidentados, com maior
ocorréncia nas profissdes de pedreiro, trabalhador agropecuario e da agriculiura. As faixas
etarias mais acometidas foram de 40-59 anos (30,97%) e 20-39 anos (30,73%). Além disso, em
76,70% das notificagbes o tempo entre o acidente e o atendimento ocorreu em menos de 1
hora e em 13.45% entre 1 e 3 horas. Os locais anatdmicos com maior incidéncia de picadas
foram os dedos das maos (22,78%), seguidos das maos (2043%) e pes (1897%). A
soroterapia ndo foi necessaria em 92 28% dos casos. Conclusdo: Mos 5 anos analisados
observa-se o dobro de acidentes notificados no ultimo ano (2023) analisado, quando
comparado a 2019, evidenciando uma situacao preocupante, Faz-se necessario maior foco das
autoridades responsaveis quanto a prevengdo e manejo destes acidentes, que podem ser

reduzidos com medidas simples adotadas pela populagéo e Estado.

Palavras-chave: Envenenamento por escorpido; Animais pegonhentos; Salde plblica.
Area tematica: Toxicologia
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ATIVIDADE DO TERMOGEL DE Curcuma longa E OLEO ESSENCIAL DE Pectis
brevipendunculata SOBERE FORMAS PROMASTIGOTAS DE Leishmania (L) amazonensis
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Introdugdo: A leishmaniose tfegumentar & dassificada como uma doenga tropical
negligenciada cujo tratamento atual por vezes nao é eficaz e pode apresentar toxicidade para o
paciente. Sendo assim, se faz necessario a busca por novas alternativas terapéuticas.
Objetivo: Avaliar o potencial terapéutico da combinagdo em termo gel do oleo essencial de
Pectis brevipendunculata e Curcuma longa sob formas promastigotas de Leishmania
{leishmania) amazonensis (LLa). Material e metodos: Foram realizados ensaios sob
promastigotas de LLa. Os termos geis foram adicionados em concentragoes de 17,5 pg/mL a
2,19 pg/mL e 50 pg/mL a 6,25 pg/mL para o OE de Pectlis brevipendunculata e Curcuma longa,
respectivaments. Também foi testado o termo gel pure como controle negativo. As placas foram
incubadas e lidas em 24, 48 e 72h por espectrofotometria apds teste colorimétrico para
avaliagdo de viabilidade mitocondrial. Todos os compostos foram fornecides pelo Laboratério
de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhao. Os dados
quantitativos foram analisados pelo Software Microsoft Excel 2021. Resultados: O termogel
combinado apresentou agdo anti-Leishmania em todos os tempos testados, resultando em uma
porcentagem de morte superior a 88% na maior concentragdo testada, ja nas menores
concentragbes apresentou morte de 24,15%, 2135% e 1040% para 24, 48 e 7Zh
respectivamente, A IC,;, foi de 12,42pg/mL de Curcuma longa com 4,35 pg/mL de OE de Pectis
brevipendunculata para 24h; 9,78ug/mL de Curcuma longa com 3,42 pg/mL de OE de Peclis
brevipendunculata para 48h; e 17 12pg/mL de Curcuma longa com 5,99 pg/mL de OE de Pectis
brevipendunculata para 72h. O termo gel puro ndo apresentou atividade anti-Leishmania.
Conclusdo: A combinagdo do termo gel apresentou agdo anti-Leishmania em todas as
concentrages festadas, apresentando um potencial terapéutico para a LT com potencial efeito
aditivo ou sinergico entre os compostos.

Palavras-chave: leishmaniose tegumentar; Curcuma longa; Pectis brevipendunculata
Financiador (es): Coordenagdo de Aperfeicpamento de Pessoal de Mivel Superior- Brasil
(CAPES)- Codigo de Financiamento 001.
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POLIMORFISMO DO GENE GSTP1 OBSERVADO EM AGRICULTORES FAMILIARES E
SUA RELAGAO COM O CONSUMO DE BEBIDAS ALCOOLICAS
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Introdugdo: Polimorfismo em genes envolvidos no metabolismo de xenobidticos, como a
glutationa S-transferase P1 — GSTP1 pode ter influéncia na agdo genotdxica de alguns
agrotoxicos que podem induzir o estresse oxidativo e acarretar em lesdo no DNA,
principalmente quando a detoxificacdo celular & ineficiente. O consumo de dlcool & um fator de
risco para o desenvolvimento de varios tipos de cancer e sua interagao com os agrotoxicos
pode alterar o material genético do agricultor, Objetive: Avaliar o palimorfismo em relagao a
substituicdo de lle por Val no éxon 5 do gene GSTP1 e o consumo de dlcool entre os
agriculiores. Material e métodos: Estudo observacional-transversal envolvendo 15 agricultores
familiares, sendo 10 etilistas, com consumo semanal de bebidas alcodlicas e 5 nao etilistas.
Todos os participantes assinaram o TCLE aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (COPEP), CAAE n® 65018017.7.0000.0104 parecer de n° 6.209.432. As
informagdes foram coletadas por meio de questiondrio previamente validado e amostras de
sangue foram utilizadas para analise do polimorfismo genético do gene GSTPY, utilizando a
tecnica PCR-RFLP. As informagdes coletadas foram organizadas no Microsoft Excel 2016 e o
p-valor foi calculado pelo teste do qui-quadrado, Resultados: Todos os participantes relataram
contato atual com agrotéxicos e do total de etlistas, 80% apresentaram gendtipo lle-lle,
portanto, podem ter capacidade de detoxificagdo dos xenobioticos diminuida. Enquanto que
entre 0s nao etilistas, 80% apresentaram o gendtipo lle-Val (capacidade de detoxificagdo dos
xenobidticos normal). O efilismo associado a exposicdo ocupacional, foi significativamente
relevante para a ocorréncia de polimorfismos no gene estudado (p<0,05). Conclusdo: Os
agriculiores etilistas e portadores do genodtipo lle-lle podem apresentar maior predisposicdo ao
desenvolvimento de neoplasias, mas deve ser salientado que a utilizacdo de Equipamento de
Protegdo Individual (EPI) também deve ser levada em consideragdo, necessitando de
pesquisas adicionais,

Palavras-chave: alcool, agrotéxicos; GSTP1.
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DESENVOLVIMENTO DE SOFTWARE PARA ANALISE IN-SILICO DA LIGAGAO
HLA-PEPTIDEO: PROVA DE CONCEITO E APLICAGOES NA ESPONDILITE ANQUILOSANTE
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Introdugdo: As moléculas HLA (antigeno leucocitario humano) desempenham um papel
fundamental na resposta imune adaptativa, sendo cruciais para a apresentacio de antigenos a
linfdcitos T. Estudos demonstram uma forte relagdo entre variagdes em genes do HLA e a
patogénese de diversas doengas autoimunes, incluindo a espondilite anquilosante (EA), na
qual o alelo HLA-B*27.05 esta associado a um prognastico mais severo, Ferramentas in-silico
tém se tornado essencials para aprimorar o entendimento da funcdo do HLA, tanto no contexto
de doengas como na area de fransplantes de orgdos. Objetivo: Este estudo teve como objetivo
desenvolver e validar a prova de conceilo de um software para analise in-silico da ligagao
HLA-peptideo, oferecendo uma plataforma para estudos sobre imunogenicidade e interagao
molecular. Material e métodos: O soffware foi desenvolvido na linguagem R (versao 4.2.2)
com interface Shiny, utilizando diversos pacotes e a ferramenta netMHCpan para avaliar a
imunogenicidade das interagbes HLA-peptideo com base no valor de concentragdo inibitdria
(IC50). Como prova de conceito, o software analisou 25 proteinas relacionadas a protedmica
da EA e 25 proteinas humanas aleatdrias (grupo controle), comparando suas IC50 por meio do
teste de Wilcoxon (P<0,05). Os peptideos derivados dessas proteinas foram analisados em
relagao a sua capacidade de ligagio a molecula do HLA-B*27:05. Resultados: A ferramenta
permitiu a analise instantanea de proteinas, fotalizando mais de 18 mil peptideos em interagéo
com o HLA-B27. Apesar da robustez da analise ser comprovada, nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas enfre as IC50 das proteinas do grupo EA em
comparagao ao grupo controle {P=0,45). Conclusdo: Essa analise rapida e simples foi possivel
apenas com o desenvolvimento de novas ferramentas de bioinformatica como essa, e seus
resultados comprovam sua eficiéncia e praticidade para analises de ala complexidade
envolvendo HLA no transplante de 6rgdos e estudo de doengas.

Palavras-chave: MHC; bioinformatica; imunogenética.
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IMPACT OF NUTRITIONAL CONDITIONS ON Candida albicans BIOFILM FORMATION
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Introduction: Candida albicans is a commensal microorganism of the human microbiome; it is
also the most prevalent fungal pathogen of humans. A significant number of infeclions caused
by C. albicans can be attributed to the fungus's inherent ability to form biofilms. Biofilm is the
ability of the microorganism to structure itself in a highly organized way through the formation of
an extracellular polymeric malrix, allowing yeasts to attach themselves to surfaces and become
more resistant to host defense and the action of antifungals. Objective: Evaluate the influence
of the environment to which C. albicans is exposed on its ability to form biofilms (in vitro),
Material and methods: Candida albicans SC5314 at a concentration of 1.10° CFU/mL, was
testing the two culture media with different constitution, Tryptone Soy Broth (TSB) and Roswell
Park Memorial Institute (RPMI), After 2h of incubation at 35°C, the cells were washed and a
new culture medium was added, The plates were incubated at 35°C for 24h, Afterwards, the
biofilm was washed twice and scraped to assess the viability of fungal cells (CFU) and total
mass (cells and matrix) using crystal violet. Results: The number of viable cells in the biofilm in
RPMI (5,58 Log,,CFU/mL) was lower than the in TSE (7,11 Log,,CFU/mL). Interestingly, the
total mass was higher for RPMI (3,80 absorbance of total biomass/em?) compared to the biofilm
formed in TSB (1,45 absorbance of total biomass/cm?®). Conclusion: C. albicans can form
complex biofilms on a variety of substrates under different environmental conditions. Our
hypothesis was confirmed, showing important differences between the biofilms formed in RPMI
and TSB. We can highlight that the greater biomass formed in RPMI can impact the scope of
the research and the biological conclusions, such as modulation of the structure, virulence and
susceptibility of C. albicans.

Key words: Candida albicans; biofilms; culture medium.
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Introdugdo: As doengas cardiovasculares tém sido reconhecidas como a principal causa de
obitos no mundo. Sua presencga pode ser modulada pelos habitos de vida, que correspondem
aqueles modificaveis através de estratégias diversas, dentre eles: peso corporal, alimentacgéo,
sedentarismo e estresse diario. Este Oltimo podendo influenciar o individuo a executar
comportamentos capazes de elevar o risco cardiovascular, como o uso de fumo, bebida
alcodlica; também alterando o padréo de sono. Objetivo: Relatar o perfil de biomarcadores de
risco cardiovascular em voluntarios de meditacao transcendental na Universidade Estadual de
Maringa (UEM). Material e métodos: Estudo observacional de corte transversal-longitudinal,
de amosiragem por conveniéncia, aprovada pelo COPEP sob o numero CAAE
77175724.7.0000.0104. Realizadas analises bioguimicas e descritivas simples. Resultados: A
amostragem foi composta por 63 voluntarios, na idade de 31-50 anos (50,79%), 18-30 anos
(26,98%) e acima de 51 anos (22,22%). Quanto ao sexo, a predominincia foi do sexo
masculino (60,31%). 22,22% (n=14) dos participantes possuiam o habito de fumar e 39,68%
(n=25) utilizavam bebidas alcodlicas. Em relagdo a pratica de atividade fisica, apenas 22,22%
(n=14) realizavam de forma regular. O indice de Massa Corporal foi de 49,20% (n=31) para
sobrepesolobesidade, 46,03% (n=29) para eutrofia e 3,17% (n=2) para subnutrigao. 44,44%
(n=28) apresentaram hipercolesterolemia, 39,68% (n=25) hiperglicemia em jejum, 82,53%
(n=52) niveis de Lipoproteinas de Alta Densidade (HDL) elevados, 22,22% (n=14) para
hipertrigliceridemia e 46,03% (n=29) niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
elevados, Conclusdo: Os achados apontam a presenca de indicadores de risco cardiovascular
na populacao em estudo, A alteracao dos biomarcadores foi associada ao perfil lipidico dos
individuos, podendo estar relacionado aos habitos de vida dos participantes, bem como sofrer
influéncia dos mesmos. Maiores estudos sao necessarios para avaliar a influéncia da pratica da
meditacdo transcendental nestas variaveis.
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