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APRESENTACAO

Farmacia e Biomedicina integram o time das ciéncias da saude que constituem
nas areas que estudam sobre a vida, a saude e a doenca. No qual focam na manutencéo
e na melhoria da saude para o individuo, grupos especificos e comunidades.

A obra “Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes” consiste de uma série de livro
(E-book) de publicagao da Atena Editora, em seus 28 capitulos de artigos cientificos
do volume I, a qual abordam tematicas atualizadas de diferentes ambitos que vao
desde relatos de casos até a analise de medicamentos, plantas e microbiologia, entre
outros.

Sendo assim, almejamos que este livio possa contribuir com informagdes
pertinentes e atualizadas para os estudantes e profissionais da area de farmacia e
biomedicina, oportunizando a ampliagdo dos conhecimentos sobre o tema.

Desejamos a todos uma boa leitura!

Leticia Bandeira Mascarenhas Lopes
Tiago Sousa Melo
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CAPITULO 18

PREDICAO DA ABSORCAO PASSIVA DE FARMACOS
POR MEIO DA PERMEABILIDADE DETERMINADA

IN VITRO UTILIZANDO O ENSAIO EM MEMBRANA
ARTIFICIAL PARALELA (PAMPA)

lara Dévula Tiso Tana
Universidade Federal de Ouro Preto, Escola de
Farmacia

Ouro Preto — Minas Gerais
Tamires Guedes Caldeira

Universidade Federal de Ouro Preto, Escola de
Farmacia

Ouro Preto — Minas Gerais
Renata Rodrigues Lima

Universidade Federal de Ouro Preto, Escola de
Farmacia

Ouro Preto — Minas Gerais
Dénia Antunes Saude Guimaraes

Universidade Federal de Ouro Preto, Escola de
Farmacia

Ouro Preto — Minas Gerais
Jacqueline de Souza

Universidade Federal de Ouro Preto, Escola de
Farmacia

Ouro Preto — Minas Gerais

RESUMO: A biodisponibilidade de farmacos
veiculados em formas farmacéuticas soélidas
orais de liberagcdo imediata esta relacionada
com as propriedades de solubilidade e
permeabilidade do farmaco ao longo do trato
gastrintestinal (TGI). Diversos modelos in
vitro tém sido empregados na determinagao
e caracterizacdo da permeabilidade, como
0 ensaio de Permeabilidade em Membrana
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Artificial Paralela (PAMPA) que estima a
absorcéo passiva transcelular de moléculas a
partir de suas caracteristicas fisico-quimicas. O
presente capitulo tem o objetivo de descrever a
determinacdo da permeabilidade de farmacos
pelo modelo in vitro PAMPA, bem como expor
as variagOes da técnica, suas caracteristicas e
dificuldades, apresentando também exemplos
de experimentos realizados com farmacos.
Para isso, foi realizada busca bibliografica
em banco de dados

e PeriddicosCapes,

como Science Direct
artigos
entre 1998 a 2018. Vinte e sete artigos que

selecionando

descreveram a técnica foram encontrados.
Estes mostraram as variagbes de diversos
paréametros durante o ensaio de predicdo da
permeabilidade no TGl, na pele e na barreira
hematoencefalica e apresentaram os cuidados
e as limitagcbes do ensaio. O PAMPA é uma
técnica rapida, simples, considerada capaz
de prever a absorcdo de farmacos em varias
regibes do organismo por meio do ajuste de
variaveis inerentes ao estudo e, principalmente,
de proporcionar resultados correlacionaveis
O PAMPA também
possui cuidados que devem ser levados em

aos demais modelos.

consideragdo como forma de evitar fontes de
erro.

PALAVRAS-CHAVE: ensaio PAMPA,
permeabilidade, PAMPA permeabilidade.
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ABSTRACT: The bioavailability of drugs conveyed in solid oral forms of immediate
release is defined as the fraction of the administered dose which is absorbed intact
in the systemic circulation and is related to the solubility and permeability properties
of the drug along the gastrointestinal tract (GIT). Several in vitro models have been
employed in the determination and characterization of permeability, such as the Parallel
Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA), which estimates the transcellular
passive absorption of molecules from their physicochemical characteristics. The
aim of this chapter is to describe the determination of the permeability of drugs by
the in vitro model PAMPA, as well as to expose the variations of the technique, its
characteristics and difficulties, also presenting experiments with drugs as examples.
For this, a bibliographic search was carried out in a database such as Science Direct
and PeriodicosCapes, selecting articles between 1998 and 2018. Twenty seven papers
describing the technique were found, showing variations of several parameters during
the GIT permeability prediction test, skin and the blood-brain barrier and presented
the care and limitations of the trial. PAMPA is a fast, simple technique considered to
be able to predict the absorption of drugs in various regions of the body by adjusting
variables inherent to the study and mainly to have results obtained correlated to the
other models. PAMPA also has care that should be taken into account as a way to avoid
sources of error.

KEYWORDS: PAMPA assay, permeability, PAMPA permeability.

11 INTRODUCAO

A absorcao de um farmaco a partir de formas farmacéuticas solidas administradas
por via oral ocorre quando ha sua dissolugao nos liquidos do trato gastrintestinal (TGI)
e a sua permeacdo através das membranas intestinais até a chegada a corrente
sistémica.

Varios s&o os fatores que alteram a absorgéo, tais como: fatores fisiologicos,
fatores inerentes ao proprio farmaco como suas caracteristicas fisico-quimicas e
fatores relacionados a forma farmacéutica. A velocidade e a extens&o da absorcéao de
um farmaco, administrado por via oral, leva em consideracéo trés pilares essenciais:
a solubilidade do préprio farmaco, a permeabilidade através das membranas e a
velocidade de dissolucéo a partir da forma farmacéutica. Logo, quando existe uma alta
solubilidade e permeabilidade do farmaco, somado a uma dissolugéo rapida a partir
da forma farmacéutica, quantidade adequavel a dose do farmaco atinge a circulagéo
sistémica em velocidade apropriada e, consequentemente, pode ser distribuida e
chegar ao local de acao para cumprir seu efeito terapéutico (AMIDON et al., 1995).

Devido a estes fatores, a determinacdo da permeabilidade se faz necesséria,
uma vez que o farmaco solubilizado nos liquidos biolégicos deve atravessar as células
das membranas intestinais para ser absorvido.

Aclassificagcao da permeabilidade do farmaco estaindiretamente ligada a extenséo
da sua absor¢ao (da fracdo absorvida da dose) ou a velocidade de transferéncia de
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massa através da membrana intestinal e esta diretamente relacionada com a sua
estrutura molecular e com as caracteristicas fisicas e bioquimicas das membranas
(FDA, 2017).

As barreiras fisiolégicas do corpo humano, seus transportadores, bem como
as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco sao parametros que influenciam a
permeabilidade (GONCALVES et al., 2009).

Existem varios métodos para a determinacédo da permeabilidade de farmacos a
fim de prever a absorgéao in vivo. Dentre eles, os métodos mais difundidos s&o: métodos
in vivo em seres humanos que sao estudos de biodisponibilidade absoluta, estudos
de balanco de massa e estudos de perfusao intestinal; métodos de perfuséao intestinal
in vivo ou in situ em um modelo animal adequado; métodos in vitro utilizando secdes
de tecidos intestinais de origem humana ou animal e cultura de células. Normalmente
sédo empregadas células de adenocarcinoma de célon humano (Caco-2), células
Madin-Darby de rim canino (MDCK) e células TC-7, que sao subclones isolados das
células Caco-2. Para a avaliagdo preliminar da permeabilidade podem ser utilizados
também sistemas artificiais, como o ensaio de permeabilidade em membrana artificial
paralela (PAMPA) e métodos in silico, que empregam programas computacionais
para a previsao da permeabilidade de acordo com a estrutura quimica da substancia
(BUENO e RECH, 2009; SOUZA et al., 2007; BALIMANE et al., 2000).

Dentre os métodos citados para a determinacdo da permeabilidade, o ensaio
PAMPA se destaca por ser uma técnica simples, rapida e de baixo custo, que pode
gerar informacgdes sobre o carater lipofilico, o estado de carga em diferentes valores
de pH e a solubilidade do farmaco (KANSY et al., 1998).

Proposto por Kansy e colaboradores em 1998, o ensaio PAMPA baseia-se em
sistemas artificiais compostos por lipideos, utilizados nos estudos de previsdo da
absorcéo passiva de farmacos. A avaliacéo da permeabilidade de farmacos é realizada
de modo transcelular, dado que ndo ha expressao de transportadores.

Diante disto, este trabalho visa reunir informagdes sobre 0 que é e como realizar a
determinacao da permeabilidade de farmacos pelo modelo in vitro PAMPA, discutindo
as caracteristicas e as dificuldades do emprego da técnica, apresentando exemplos
de experimentos realizados com farmacos.

2| METODO

Foi realizada busca bibliografica em bancos de dados, como Science Direct e
Peridédicos Capes, utilizando as palavras-chaves “PAMPA permeability”, “PAMPA
assay” e “permeability”. Artigos cientificos contendo informacbes sobre a técnica,
publicados entre 1998 a 2018, foram coletados.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Constituicao do sistema para a realizacao do ensaio PAMPA

Natécnica, duas placas de 96 pocos acopladas assemelham-se a um “sanduiche”.
Uma placa é chamada de compartimento doador, na qual a substancia a ser avaliada
esta solubilizada em tampao, com pH variando de 3,0 a 10,0 mimetizando o lumen
intestinal, e a outra placa é denominada compartimento receptor, a qual recebe
apenas solucéo tampéo, usualmente com pH 7,4 mimetizando a corrente sanguinea.
Na base do compartimento receptor existe um filiro, geralmente composto de
polivinildifluorideno (PVDF), impregnado por lipideo dissolvido em solvente orgéanico,
0 qual gera uma membrana que mimetiza a mucosa intestinal. Durante a realizagao do
ensaio, o farmaco em solucao migra do compartimento doador para o compartimento
receptor por difusdo passiva (KANSY et al., 1998; REIS, 2013; AVDEEF, 2005).

Durante a busca bibliografica, vinte e sete artigos que descreveram 0 ensaio
PAMPA, bem como aqueles que avaliaram a permeabilidade no TGl, na pele e barreira
hematoencefélica e que mostraram variacdes de diversos paréametros durante o
ensaio, foram selecionados.

Para a realizacdo do ensaio PAMPA diversas variagdbes dos parametros da
técnica sao permitidas, conforme o que se deseja estudar. Os solventes n-dodecano,
n-hexadecano e 1,7-octadieno podem ser usados para a avaliagéo da permeabilidade
no TGI. Na barreira hematoencefalica, podem ser usados os solventes n-dodecano e
n-hexadecano. Os analogos sintéticos da ceramida, colesterol, 4cido estearico e uma
mistura de 70% de 6leo de silicone com 30% de miristato de isopropila (IPM) sdo usados
para a determinacao da permeabilidade na pele. A composicao lipidica apresentou alta
variabilidade, podendo conter lecitina de ovo ou soja, dioleifosfatidilcolina (DOPC),
solucéo lipidica extraida a partir de cérebro suino (Porcine Polar Brain Lipid - PBL),
Oleo de silicone e IPM, e mistura de fosfolipideos, na proporcéo de 2 a 20%. O pH
usado nos compartimentos variou de 4 a 8. O tempo de incubagao das placas variou
de 2 a 18 horas com ou sem agitacéo. A temperatura variou de 21°C a 37°C. Os
volumes utilizados nos compartimentos doador e receptor variaram de 150 pL a 300
ML (KANSY et al., 1998; ZHU et al., 2002; WOHNSLAND e FALLER, 2001; OTTAVIANI
et al., 2006; AVDEEF et al., 2001; BERMEJO et al., 2004; DI et al., 2003; SUGANO et
al., 2001; SINKO et al., 2012; SCHNEIDER, 2013).

3.2 Calculos de permeabilidade e correlacao com absorcao

Para a analise dos resultados é realizado o calculo de permeabilidade efetiva
(Equagéo 1), que leva em consideragdo os seguintes parametros: V, = volume do
compartimento doador; A = area da membrana; t = tempo de incubacao da placa em
segundos; T_ = tempo necessario para saturar a membrana; €_= porosidade aparente
do filtro de PVDF (NIELSEN e AVDEEF, 2004); r, =raz&o do volume dos compartimentos
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doador e receptor; C,(t) e C,(0) = concentragdes em mol/mL das amostras presentes
no compartimento receptor ao final do ensaio e no compartimento doador no tempo
zero, respectivamente (AVDEEF, 2003; REIS, 2013).

L 2303V ( 1 )10 L1t G
f T T A=t )e, \l+r, /) 0BT T TRy, Cp(0)

Equagéo 1 — Férmula para o calculo da Permeabilidade efetiva (P_,)
Aequacao 2 permite a avaliagéo da possivel retencéo do farmaco nas membranas

e se esta retencao ird acometer no resultado do céalculo de permeabilidade (AVDEEF,
2003).

Mp(p) My (t)
RM =1- —
IT.ID(O) InD(O)
Equacéo 2 — Formula para o célculo da quantidade de farmaco retido na membrana

Os valores calculados de permeabilidade efetiva sdo entdo comparados a
valores obtidos de farmacos previamente estabelecidos como padrbes de alta e baixa
permeabilidade e, assim, pode-se concluir acerca da permeabilidade e processo de
absorcéo da substancia estudada. Um farmaco é considerado de alta permeabilidade
quando a extensdo da sua absorcdo em humanos for igual ou superior a 85%, de
acordo com FDA, EMA, OMS e ANVISA (FDA, 2017; WHO, 2006; EMA, 2010; BRASIL,
2011).

3.3 Cuidados e limitacoes do ensaio PAMPA

Certos cuidados durante a realizacao do ensaio PAMPA sao fundamentais, uma
vez que alguns parametros podem alterar os resultados de permeabilidade obtidos.

3.3.1 Composicao das membranas artificiais

A membrana artificial usada nos ensaios PAMPA por Kansy, Senner e Gubernator
(1998) é composta por um filtro de PVDF hidrofébico impregnado por componentes
lipidicos dissolvidos em solventes orgéanicos. A composicdo da membrana €
amplamente utilizada da mesma maneira, porém pode ser alterada. Com isso, a
escolha da composicao das membranas selecionadas para a realizacdo do ensaio
possui influéncia no resultado final, uma vez que a regulacao da fluidez da membrana
afeta as caracteristicas de transporte transcelular (MEDDINGS e THEISEN, 1989).
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3.3.2 Integridade das membranas artificiais

E necessario certificar que a membrana ndo sera rompida durante a realizacdo do
ensaio. A integridade da membrana é fundamental para garantir robustez do método,
provando que as fragdes permeadas na técnica ndo sejam provenientes de danos
a membrana (SCHNEIDER, 2013). A integridade da membrana é avaliada antes e
apo6s o experimento contribuindo para a eliminacdo de uma fonte de erro durante a
execucao do ensaio.

3.3.3 Composicéo e tipos de filtros

Kansy e colaboradores (1998) idealizaram o ensaio PAMPA utilizando um filtro
hidrofébico (PVDF) impregnado por lipideo dissolvido em solvente organico. Esse tipo
de filtro forma membranas estaveis e resistentes a excipientes e agitacado. Porém, a
geometria dos poros desse filtro facilita a retencéo dos farmacos na membrana.

Comisso, pesquisas jaforam realizadas utilizando o PVDF hidrofilico, aumentando
a permeacao das substancias e reduzindo o tempo de incubacéo das placas (ZHU et
al., 2002).

3.3.4 pH e composigdo dos meios dos compartimentos doador e receptor

Os meios dos compartimentos doador e receptor geralmente sdo solugdes
tamponadas que mimetizam os fluidos sanguineo e intestinal. O pH do compartimento
doador é fundamental no coeficiente de correlacédo (AVDEEF et al., 2007).

N&ao ha muitos estudos que certificam a condicéo de pH ideal e de acordo com
Avdeef e colaboradores (2007), a correlagdo pode diminuir com o acréscimo de novas
moléculas, principalmente se os farmacos incluidos n&o possuirem transporte passivo.

Comumente, o uso de um gradiente de pH é usado na técnica. Para o
compartimento doador o pH pode variar de 3,0 a 10,0 e no receptor o pH mantém-se,
frequentemente em 7,4 (AVDEEF et al., 2005).

O uso de co-solventes nos compartimentos doador e receptor tem sido empregado
para aumentar a solubilidade de compostos altamente lipofilicos, como o co-solvente
DMSO. Porém, a afinidade do composto lipofilico pelo tamp&o aumenta na presenca
de co-solventes, gerando valores de permeabilidade menores do que aqueles onde o
co-solvente nao é utilizado (SUGANO et al., 2001; DREASSI et al., 2009).

3.3.5 Camada de agua estacionaria

A camada de agua estacionaria, corresponde a uma camada de agua, muco e
glicocalix e tem a caracteristica de ser rigida, adjacente a parede intestinal, podendo
ser uma barreira para a permeacao por difusdao passiva (THOMSON et al., 1984).
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A fim de reduzir a espessura da camada de agua estacionaria no ensaio PAMPA,
Wohnsland e Faller (2001) e Avdeef, Nielsen e Tsinman (2004) propuseram 0O USO
de agitadores magnéticos que realizavam rotacéo individual nos pocos das placas e
conseguiam diminuir significativamente a camada de agua estacionaria.

No entanto, empregando consideracéo feita em 1995 por Adson e colaboradores,
a agitacado durante o ensaio PAMPA pode ser ineficaz devido ao fato do agitador
magnético individual agitar somente um dos lados dos compartimentos.

3.4 Aplicacoes do ensaio PAMPA

O ensaio PAMPA é um modelo in vitro que pode prever a absor¢ao in vivo de
farmacos ja existentes, de novas moléculas candidatas a farmaco e de substancias
bioativas. E normalmente empregado para a determinacéo da permeabilidade no TGl,
na pele e barreira hematoencefélica e também na comparacéao de resultados obtidos
com aqueles decorrentes de outros modelos.

O ensaio PAMPA e as células Caco-2 tém sido comumente utilizados para a
avaliacao da permeabilidade in vitro de novas moléculas. Li e colaboradores (2008)
realizaram ensaios comparativos entre atividade e permeabilidade. A atividade foi
expressa pela razao do coeficiente de inibicao (Ki) pela concentracéo inibitéria a 90%
(1C90), Ki/IC90, e a permeabilidade foi relacionada a taxa de permeacdo usando os
modelos de permeabilidade em células Caco-2 e PAMPA. Os resultados mostraram
uma correlagdo entre Ki/IC90 e PAMPA de r?=0,76, enquanto que a correlacdo
observada entre Ki/IC90 e permeabilidade em células Caco-2 foi de 0,29 (Li et al.,
2008). Estes dados sugerem que, para alguns farmacos que possuem a via passiva
como modo de permeacéo, o ensaio PAMPA pode ser mais preditivo do que a técnica
de permeabilidade em células Caco-2.

Bermejo e colaboradores (2004) realizaram ensaios de permeabilidade
intrinseca utilizando dezessete fluoroquinolonas. Nesta pesquisa, os filtros de PVDF
foram impregnados com 20% de lecitina em n-dodecano e foi avaliada a existéncia de
correlacao entre os resultados obtidos a partir dos ensaios PAMPA e aqueles obtidos
a partir de modelos de perfusdo em intestino de ratos e a partir de cultura de células
Caco-2 (BERMEJO et al., 2004). Os resultados mostraram que o PAMPA e a cultura de
células Caco-2 foram igualmente capazes de mimetizar os resultados obtidos in vivo
em ratos, demonstrando assim que 0s resultados obtidos com o ensaio PAMPA sao
plenamente equiparaveis a outros modelos.

Caldeira e colaboradores (2017) avaliaram a solubilidade em equilibrio e a
permeabilidade da substancia bioativa eremantolida C. A permeabilidade foi analisada
por método in silico e também in vitro pelo ensaio PAMPA. As condicdes do ensaio
PAMPA foram: temperatura a 37°C, agitacao a 50 rpm por 5 h. O compartimento doador
foi composto por uma solucéo de eremanolida C em tampao pH 6,8 e o compartimento
receptor consistiu em tampéao fosfato pH 7,4. Eremantolida C teve seus resultados
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de permeabilidade efetiva comparados aos farmacos furosemida e cloridrato de
propranolol, farmacos geralmente usados como padrdo de baixa e alta permeabilidade,
respetivamente. A permeabilidade efetiva da eremantolida C foi de 30,40x10° cm/s,
cerca de trés vezes maior do que o cloridrato de propranolol (9,23x10°¢ cm/s). Os
resultados mostraram que eremantolida C € uma substancia de alta permeabilidade, o
que foi corroborado com resultados obtidos in silico (CALDEIRA et al., 2017). O ensaio
PAMPA prevé a absorcdo de substancias in vivo com base nas suas caracteristicas
fisico-quimicas e possui resultados correlacionaveis com modelos computacionais
que fazem o uso do mesmo método.

A combinacao entre ensaio in vitro (PAMPA), in situ (perfusdo de cérebro de
rato) e o uso de descritores moleculares in silico, resultou em um estudo realizado
por Dagenais e colaboradores, 2009, que originou o chamado in combo-PAMPA. Este
modelo foi capaz de prever a permeabilidade passiva de dezenove farmacos através
da barreira hematoencefalica, na auséncia de efluxo mediado pela glicoproteina P-gp
(DAGENAIS et al., 2009). A permeabilidade pela barreira hematoencefalica pode ser
prevista pelo ensaio PAMPA de maneira satisfatoria.

Sinké e colaboradores (2012) propuseram o ensaio PAMPA utilizando membranas
impregnadas com diferente proporcdes de analogos sintéticos da ceramida, colesterol e
acido estearico (analogas a cetramidas presentes no estrato corneo) em uma pesquisa
com sete farmacos. Essa pesquisa teve como objetivo encontrar um modelo de facil
padronizacéo, alta reprodutibilidade e custo beneficio superior a metodologias ex vivo
para estimar a penetracdo de um farmaco através das barreiras da pele (SINKO et al.,
2012). O método PAMPA apresentou boa correlacéo para estudo de permeabilidade
de farmacos e cosméticos. Além disso, o0 ensaio demonstrou ter correlacéo satisfatoria
com dados in vivo.

41 CONCLUSAO

Estudos prévios mostraram que o ensaio PAMPA, assim como qualquer técnica,
possui cuidados e limitacbes que devem ser avaliadas previamente a um experimento
a fim de evitar fontes de erros indesejaveis. Este ensaio permite de forma rapida o
calculo da permeabilidade efetiva de farmacos e substancias biologicamente ativas,
que ocorre pela via passiva de absorg¢ao transcelular. Isto o torna um modelo muito
pertinente para avaliagcdo ou triagem prévia de um grande numero de substéncias
(KANSY et al., 1998). Com as variac¢des das caracteristicas do lipideo, o PAMPA pode
predizer a absorcao de farmacos em varias regides do organismo mediante o ajuste
de variaveis referentes ao objetivo pretendido.

O ensaio PAMPA, assim como qualquer técnica, possui cuidados e limitagcdes
que devem ser avaliadas previamente a um experimento a fim de evitar fontes de
erros.
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RESUMO: As causas das malformacdes podem
ser genéticas, ambientais ou multifatoriais.
Os agentes teratogénicos sdao ambientais e
podem ser fisicos, quimicos ou biolégicos.
Economicamente, o estado de Roraima se
utiliza de atividades garimpeiras, agricolas e
pecuarias, sendo que os produtos poluentes
dessas atividades como os metais pesados
e agrotéxicos sao lancados frequentemente
nos solos e rios. Essa pratica abusiva leva a
contaminacgao de peixes, plantagdes, bem como
pastagens destinadas aos rebanhos. Assim,
rotineiramente a populacdo de Roraima esta
sendo exposta aos teratdgenos, incluindo as
gestantes. O objetivo deste estudo foi conhecer
as principais malformagbes congénitas em
criancas do estado de Roraima. Trata-se de
um estudo observacional descritivo, no qual
foram consultados prontuarios do Centro
de Referéncia de Saude da Mulher e do
Hospital Materno Infantil Nossa Senhora de
Nazaré dentre o periodo de trés anos. Além
disso, foram convidadas para participar da
pesquisa gestantes de fetos com e sem
malformagdes congénitas atendidas no Centro
de Referéncia de Saude da Mulher. Foram
analisados 569 prontuarios e aplicadas 50
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fichas epidemiologicas, destes, 88 possuiam criangcas com malformacdo congénita.
Dentre as malformacbes, 72,7% foram malformacdes isoladas, 11,3% malformacdes
associadas, 9,1% malformacgdes multiplas e 6,9% sindromes genéticas. As principais
malformagdes congénitas observadas nessa populagéo foram as anomalias do sistema
nervoso (39,8%) e as cardiovasculares (25%). Acredita-se que os resultados obtidos a
partir dessa pesquisa, oferecerdo subsidios para propor medidas que visam aumentar
o conhecimento da populagéo sobre os defeitos congénitos no estado de Roraima.
PALAVRAS-CHAVE: Embriologia; Gravidez; Anormalidades congénitas.

ABSTRACT: The causes of the malformations can be genetic, environmental or
multifactorial. Teratogenic agents are environmental and may be physical, chemical
or biological. Economically the state of Roraima uses garimpeiras, agricultural and
livestock activities, and the pollutants of these activities, such as heavy metals and
agrochemicals, are frequently released in soils and rivers. This abusive practice
leads to contamination of fish, plantations, and pastures for herds. Thus, the Roraima
population is routinely being exposed to teratogens, including pregnant women. The
objective of this study was to know the main congenital malformations in children of the
state of Roraima. This is a descriptive observational study, in which the medical records
of the Reference Center for Women’s Health and the Maternal and Child Hospital
Nossa Senhora de Nazaré were consulted within the three-year period. In addition,
pregnant women from fetuses with and without congenital malformations attended at
the Reference Center for Women’s Health were invited to participate in the study. A
total of 569 medical records and 50 epidemiological records were analyzed, of which
88 had children with congenital malformation. Among the malformations, 72.7% were
isolated malformations, 11.3% were associated malformations, 9.1% were multiple
malformations and 6.9% were genetic syndromes. The main congenital malformations
observed in this population were abnormalities of the nervous system (39.8%) and
cardiovascular abnormalities (25%). It is believed that the results obtained from this
research, will offer subsidies to propose measures that aim to increase knowledge of
the population about the congenital defects in the state of Roraima.

KEYWORDS: Embryology; Pregnancy; Congenital abnormalities.

11 INTRODUGCAO

Malformacgéo congénita diz respeito a “um defeito morfoldégico de um érgéo, parte
dele ou de uma regiao maior do corpo resultante de um processo do desenvolvimento
intrinsecamente anormal”. Esta, afeta negativamente o desenvolvimento normal
da crianca, e em muitos dos casos, traz graves prejuizos a sua saude (MOORE;
PERSAUD; TORCHIA, 2016).

As malformacbes podem ser resultantes de fatores genéticos, ambientais ou
multifatoriais (HOROVITZ; LLERENA-JR; MATTOS, 2005). Os defeitos congénitos
ocasionados por fatores genéticos podem ter origem a partir das anomalias
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cromossémicas numéricas ou estruturais e através de genes mutantes (PATIL; RAO;
MAJUMDAR, 2014). Os teratdégenos estéo inseridos dentro dos fatores ambientais,
contudo, a maioria das malformacdes decorrentes dos agentes teratogénicos podem
ser evitadas desde que ndo haja a exposi¢cdo materna (SCHULER-FACCINI et al.,
2002; GILBERT-BARNESS, 2010; MOORE; PERSAUD; TORCHIA, 2016).

Esta determinado que o momento critico para a gestante frente aos agentes
teratogénicos ocorre durante o pico da diferenciagéo celular e da morfogénese do
embrido (GILBERT-BARNESS, 2010). Porém, ainda que se saiba que o periodo
critico se refere a fase embrionaria, é imprescindivel lembrar que algumas substéncias
podem desempenhar um papel teratogénico mesmo quando empregadas depois
deste periodo (ZOMERDIJK, et al. 2014; BOLTMAN-BINKOWSK, 2016). Ja a heranca
multifatorial & determinada por uma combinac&o dos fatores genéticos e ambientais
(SCHULER-FACCINI et al., 2002).

A investigagdo epidemiolégica, contextualizada sobre as malformacgodes, esta
relacionada com a determinacdo de como as anormalidades especificas podem
associar-se com determinada circunstancia, condicéao, tempo e lugar (KALTER, 2003).
No Brasil, os estudos epidemioldgicos sobre 0 assunto sao reduzidos e se baseiam
principalmente em dados hospitalares (NUNES et al., 2010; LIMA et al., 2018).

No estado de Roraimaaindanao existemestudosdisponiveis sobre otema, embora
os individuos residentes nesta regido estejam interagindo direta ou indiretamente com
varios tipos de ambientes propicios ao desenvolvimento destas anormalidades. Nessa
regidao do pais, observa-se a presenca de areas de garimpo, onde existe elevada
concentracao de metais pesados (DINIZ; SANTOS, 2005), uma diversidade de plantas
esta inserida neste espaco da Amazdnia setentrional, sendo frequentemente, algumas
espécies, consumidas pela populagao local na forma de remédios caseiros (LUZ, 2001),
e a propria flora da regido de Roraima e o clima propiciam a proliferagcédo de mosquitos
que transmitem agentes infecciosos, tais como os virus causadores da Dengue, Zika e
Chikungunya (MANIERO et al., 2016). Diante da importancia dos defeitos congénitos
na populacdo em geral e pela escassez de trabalhos no Estado, o presente estudo
teve por objetivo conhecer as principais malformag¢des congénitas em criangas do
estado de Roraima.

2| METODOLOGIA

Trata-se de um estudo observacional descritivo que foi aprovado pela Diretoria
de Ensino e Pesquisa (DEP) do Hospital Materno Infantil Nossa Senhora de Nazaré
(HMINSN), pela Diretoria do Centro de Referéncia de Saude da Mulher (CRSM) e pelo
Comité de Etica em Pesquisa em seres humanos da Universidade Federal de Roraima
— CEP/UFRR (2.366.062).

Inicialmente, foi realizado um levantamento de dados de prontuarios de um
periodo de trés anos (2015-2018), no HMINSN e no CRSM para averiguar os tipos
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de malformacgdes presentes no estado de Roraima. Além disso, foram convidadas
para participar da pesquisa gestantes de fetos com e sem malformagdes congénitas
atendidas no CRSM. As participantes selecionadas receberam explicacao detalhada
sobre o0 objetivo do estudo e a seguir, foram convidadas a assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido e o termo de assentimento, quando necessario. Apos
a assinatura, as gestantes foram submetidas a uma ficha de dados epidemiologicos.

Gestantes menores que 12 anos de idade e maiores do que 45, bem como o
grupo de vulneraveis (pacientes indigenas, portadoras do virus da imunodeficiéncia
humana e imigrantes) foram excluidas desta pesquisa. Os dados dos prontuéarios do
HMINSN e do CRSM, mais as informacdes coletadas das gestantes foram analisadas
através do programa Microsoft Excel.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 569 prontuarios do periodo de 2015 a 2018 no HMINSN e no
CRSM de recém-nascidos com algum grau de comprometimento apds o parto e foram
aplicadas 50 fichas de dados epidemioldégicos em gestantes atendidas no CRSM.
Desses prontuarios e fichas, 88 (14,2%) apresentavam criancas com malformacao
congénita.

Para facilitar a andlise, as anomalias foram classificadas em quatro grupos:
malformacdes isoladas, malformacbes associadas, malformagbes multiplas e
sindromes genéticas. As isoladas sdao as anomalias que afetam um unico sistema, as
associadas comprometem dois sistemas e as multiplas afetam trés ou mais sistemas
do corpo humano (FONTURA; CARDOSO, 2014).

Sessentaequatro (72,7%) dosindividuos acometidos apresentaram malformacdes
isoladas, 10 (11,3%) malformacdes associadas, 8 (9,1%) malformag¢des multiplas e 6
(6,9%) casos de sindromes genéticas (grafico 1).

Distribuicao das Malformacgodes

MM SG MA
9,1%  6.9% 11,3%

oMl o= MA = MM =55

Grafico 1: Distribuicdo das malformacdes congénitas de acordo com 0s grupos

*Ml= malformacdes isoladas, MA= malformacdes associadas, MM= malformacdes multiplas e SG= sindromes

genéticas.
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A partir desses dados pode-se observar ainda que os casos de anomalias que
afetam o sistema nervoso séo prevalentes entre as criangas nascidas em Roraima,
representando 39,8% (N=35) do total de malformagbes congénitas. Entre as
malformacgdes do sistema nervoso, 80% (N=28) se manifestaram de forma isolada,
17,1% (N=6) em associacao e 2,9% (N=1) mdultipla.

As malformacgbes congénitas que afetam o sistema cardiovascular ganharam
um segundo papel de destaque na pesquisa, atingindo 25% (N=22) da populacéo
estudada. Sendo que 63,7% (N=14) se apresentaram de forma isolada, 22,7% (N=5)
em associacao e 13,6% (N=3) multipla. Todas as informacbes supracitadas estao
inseridas na tabela 1, juntamente com os dados das demais malformagdes encontradas

no estudo.
Sistema/area comprometido N° N° N° N° %
com a malformacéao Mi MA MM Total (n°88)

Neurolégico 28 6 1 35 39,8
Cardiovascular 14 5 3 22 25
Craniofacial 6 4 3 13 14,8
Parede abdominal anterior 9 1 1 11 12,5
Geniturinaria 4 3 1 8 9,1
Gastrointestinal 3 1 2 6 6,8
Osteomuscular - - 5 5 5,7
Pulmonares - - 2 2 2,3
Cisto
Abdominal i i 2 2 2.3

Tabela 1: Distribuicdo das malformacgdes congénitas encontradas em Roraima, Brasil

*Devido a presenca de malformagdes associadas e multiplas, a soma do n. total e do percentual final difere do
namero absoluto (n.88) de casos.

Com relagdo aos pacientes que apresentaram sindromes genéticas (tabela 2),
nao foi possivel definir os tipos de alteracdes fisioloégicas que eles apresentaram ao
nascimento, devido a escassez de informacgdes nos prontuarios médicos.

Sindromes genéticas Ne (N°6) %
Down 3 49,9
Noonan 1 16,7
Turner 1 16,7
1

Osteocondrodisplasia 16,7

Tabela 2: Distribuicdo das sindromes genéticas

Esses achados se assemelham aos encontrados no bercéario anexo a Maternidade
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
onde os pesquisadores também constataram que as malformacgdes neuroldgicas foram
prevalentes (PIMENTA; CALIL; KREBS, 2010). No entanto, Pimenta e colaboradores
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determinaram que as anomalias do sistema urogenital foram a segunda causa de
malformacdes entre a populacdo estudada, porém, ambos os estudos trazem as
anomalias craniofacias como a terceira causa de malformagbes entre as criancas.
Outro estudo que se aproxima do realizado em Roraima, demonstra que os defeitos
do sistema cardiovascular, seguido das alteracbes do sistema nervoso central,
sdo as principais causas de obtido de recém-nascidos e menores de um ano com
malformacgdes congénitas no estado de Pernambuco (ARRUDA; AMORIM; SOUZA,
2008).

Diferente dos resultados encontrados para o estado de Roraima, mas que
se destaca por se repetir em outros Estados (Sao Paulo, Rio de Janeiro, Paran3,
Pernambuco, Maranhé&o e Ceara) brasileiros, é a categorizacao em primeiro lugar das
malformacgdes osteomusculares, seguidas das alteragdes neurologicas (NASCIMENTO
et al., 2006; GUERRA et al., 2008; MELO et al., 2010; SILVA et al., 2011; RODRIGUES
et al., 2014; FONTURA; CARDOSO, 2014). A partir desses dados, € possivel inferir
que a distribuicao das malformacgdes ocorre de forma variada, de acordo com a area
de estudo. Além do mais, pode-se observar que essa variagao ocorre até mesmo em
localizacdes diferentes dentro de um mesmo Estado (MELO et al., 2010; POLITA et
al., 2013). Isso se da devido ao ambiente em que a gestante esta inserida, bem como
sua carga genética e habitos de vida, visto que o risco para se gerar uma crianga com
malformacédo pode ser genético, ambiental ou multifatorial (HOROVITZ; LLERENA-
JR; MATTOS, 2005).

Quando analisamos as principais malformag¢des encontradas em Roraima, pode-
se deduzir que o ambiente (fauna e flora), as préaticas laborais (garimpo, agricultura
e pecuaria) e a cultura (uso de plantas medicinais) do Estado estao influenciando
direta ou indiretamente no desenvolvimento dessas anomalias (LUZ, 2001; DINIZ;
SANTOS, 2005; MANIERO et al., 2016). Afinal, o sistema nervoso e o cardiovascular
se desenvolvem de forma complexa e prolongada, tornando-se suscetiveis a erros
do desenvolvimento tanto no periodo embrionario como fetal (MOORE; PERSAUD;
TORCHIA, 2016).

41 CONCLUSAO

Pode-se observar que as principais malformac¢des encontradas em criancas
do estado de Roraima acometem o sistema nervoso e cardiovascular. Acredita-se
ainda que os resultados obtidos a partir dessa pesquisa, oferecerdao subsidios para
propor medidas que visam aumentar o conhecimento da populacéo sobre os defeitos
congénitos em Roraima.
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RESUMO: A leishmaniose visceral € uma
patologia de interesse mundial, pois seus
portadores apresentam elevadas taxas

de morbimortalidade. Nas Américas e no
Mediterraneo, o principal agente etioldgico
causador dessa doenca € a Leishmania
infantum, parasita intracelular obrigatério
transmitido através do repasto sanguineo
das fémeas dos flebotomineos, que tem a
capacidade de disseminar nos érgaos internos
do hospedeiro, gerando graves complicacoes.
Dentre os modelos animais utilizados para
estudo desse parasita, destaca-se o murino.

Estudos mostram que, nessa infeccao,
linhagens distintas de uma mesma espécie
podem apresentar diferentes respostas

imunologicas. Apesar dos recentes avancos,
ainda ha necessidade de novas estratégias
de controle e tratamento dessa doenca.
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Sendo assim, o presente trabalho avaliou diferentes respostas imunolégicas em
macrofagos intraperitoneais obtidos de camundongos Balb-c e C57BI/6 infectados in
vitro com Leishmania infantum, a fim de observar quais respostas se associam mais
aquelas observadas no organismo humano. As metodologias empregadas foram as
especificas para cada variavel analisada. A producao de IL-6, MCP-1, TNF-a e ROS
foram significativamente maiores nos macrofagos provenientes da linhagem C57BI/6
quando comparado a linhagem Balb-c. Assim, pressupde-se que os camundongos da
linhagem C57BI/6, apresentam capacidade de controlar de forma eficaz a leishmaniose
visceral causada pela L. infantum em virtude da producéo acentuada de citocinas pro-
inflamatorias e intermediarios reativos do nitrogénio. Por outro lado, evidenciou-se que
a linhagem Balb-c foi mais susceptivel ao desenvolvimento da doenga, se mostrando
melhor opg¢ao para estudos em que a replicacédo e desenvolvimento do parasita se
fazem necessario.

PALAVRAS CHAVES: Leishmania infantum, Macréfagos, Balb-c, C57BI/6.

ABSTRACT: Visceral leishmaniasis is a worldwide interest pathology because of its high
morbidity and mortality rates. Leishmania infantum is the most common etiological agent
in the Americas and Mediterranean. It is an obligate intracellular parasite transmitted
by the female sandfly and has the ability to disseminate to internal organs. One of the
best models to study this disease is the murine model. Studies show that different
strains of the same leishmania may present different immune responses. Even with all
the recent findings there is still a need for new strategies for control and treatment of
this disease. Thus, the present study consists of the analysis of different immunological
responses in phagocyte strains obtained in Balb-c and C57BI/6 mice infected in vitro with
Leishmania infantum, in order to observe which responses are associated more with
those observed in the human organism. Our findings demonstrated that the production
of IL-6, MCP-1, TNF-a and ROS were significantly higher in macrophages from the
C57Bl/6 lineage when compared to the Balb-c lineage. Regarding NO production,
there was no significant difference between the two strains. Based on the findings in
question it is assumed that mice of the C57BI/6 lineage present the ability to effectively
control visceral leishmaniasis caused by L. infantum due to the fact that it produces
more proinflammatory cytokines by controlling infection. However, the Balb-c strain is
more susceptible to the development of the disease, showing a better option for studies
in which the replication and development of the parasite is necessary.

KEYWORDS: Leishmania infantum, Macrophages, Balb-c, C57BI/6.

11 INTRODUCAO

As leishmanioses s&o um conjunto de doencas causadas por cerca de 20
protozoarios do género Leishmania, os quais sdo transmitidos durante o repasto
sanguineo da fémea do flebotomineo no mamifero (DE FREITAS et al., 2016).
Clinicamente as leishmanioses sao divididas em quatro formas, sendo elas a
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leishmaniose cuténea, cutanea difusa, mucocutanea e a leishmaniose visceral (LV)
(AKHOUNDI et al., 2016). Em 2016 foram registrados 220 mil novos casos dessas
doengas no mundo, sendo 20 mil casos da LV (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2018)

A LV é a forma mais agressiva da doenca e se nao tratada tem chance de 95%
de Obito (READY, 2014)a neglected tropical disease. These parasitic protozoans are
usually transmitted between vertebrate hosts by the bite of blood sucking female
phlebotomine sand flies. This review focuses on the two parasites causing most human
visceral leishmaniasis (VL. Ela € causada pelos parasitos do complexo L. donovani,
sendo a L. donovani o agente etiolégico na india e Africa Central e a L. infantum
nas Américas, Oriente Médio, Asia Central, China e mediterraneo (PALATNIK-DE-
SOUSA; DAY, 2011)surveillance and control of cross-species disease, education, and
research into disease pathogenesis, diagnosis, therapy and vaccination. The concept
encompasses the human population, domestic animals and wildlife, and the impact that
environmental changes (‘environmental health’. Durante muito tempo, acreditou-se
qgue essa doencga era causada por trés espécies: Leishmania donovani (L. donovani),
L. infantum e Leishmania chagasi (L. chagasi). Entretanto, L. infantum e L. chagasi
foram consideradas como sendo uma unica espécie, por compartilharem do mesmo
material genético (MOMEN; GRIMALDI JUNIOR; DEANE, 1987).

Diferentemente das espécies que causam lesdes cutédneas, em que a proliferacéo
dos parasitos permanece contida no local da lesdo, na leishmaniose visceral esses
protozoarios tém a capacidade de disseminar para outros érgaos como figado, baco
e medula 6ssea, gerando problemas graves como hepatoesplenomegalia, febre
alta, pancitopenia e hipergamaglobulinemia. Essas alteragdes sao consideradas os
sintomas mais caracteristicos da fisiopatologia da doenca (FORESTIER, 2013).

A transmisséo da Leishmania ocorre por meio do repasto sanguineo da fémea
hematéfaga do flebotomineo (GOMES et al., 2018). Ao se alimentar de um hospedeiro,
uma fémea saudavel pode ingerir fagocitos infectados, os quais se rompem no
interior de seu intestino médio, liberando formas amastigotas que logo se dividem e
transformam em formas promastigotas (NEVES, 2016). O sangue ingerido é envolto
pela matriz peritréfica, a qual se rompe entre 48 e 72 horas ap0s a alimentacéo e libera
essas formas, que migram para o intestino anterior do inseto, tornando-se formas
promastigotas metaciclicas, as quais sao infectantes para o hospedeiro vertebrado. Ao
realizar o repasto, as formas infectantes presentes no intestino anterior do inseto entram
em contato com o sangue do hospedeiro definitivo e 14 podem ser internalizadas por
fagocitos e se diferenciarem em formas amastigotas (BATES, 2007; NEVES, 2016).

Os macrofagos sé@o células do sistema imune inato, responsaveis por diversas
funcbes do organismo como a fagocitose - processo essencial para a reciclagem
de nutrientes, homeostase do organismo (ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H; PILLAI,
2012), defesa contra patdgenos, producdo de citocinas, apresentacdao de antigenos
as células da imunidade adaptativa, entre outras (ABBAS, A. K.; LICHTMAN, A. H;
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PILLAI, 2012). Esse tipo celular é encontrado em todos os tecidos, e se desenvolvem
a partir de células mieldides na medula éssea (SIEWEKE et al., 2013).

A L. infantum encontra no interior dos macréfagos um lugar ideal para sobreviver,
pois apds escaparem do sistema fagocitico dessa célula, estas tém a sua disposicéo
0s nutrientes necessarios a sobrevivéncia e proliferacdo dentro do organismo
(FLANNAGAN; COSIO; GRINSTEIN, 2009).

Ao observar esse processo mais detalhadamente, como ja foi descrito por estudos
anteriores, ap0s a inoculacéo da L. infantum pelo flebotomineo, o parasito é fagocitado
pelos macréfagos do tecido. Embora muitos deles sejam destruidos pelos mecanismos
defagocitose, alguns escapam do poder microbicida do fagolisossomo, transformando-o
em um vacuolo parasitéforo que abriga o parasito (LODGE; DESCOTEAUX, 2008).
Depois de alojados nesse vacuolo, os parasitos se transformam em amastigotas, as
quais séo capazes de se multiplicar por fiss&o binaria. A partir do momento em que a
célula hospedeira fica sobrecarregada por parasitos, esta sofre apoptose e libera as
formas amastigotas que contaminam outros macréfagos (REAL et al., 2014). O ciclo
de vida é concluido quando um flebotomineo ingere sangue contendo amastigotas ou
fagocitos infectados (ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

Sabe-se que, assim como em inumeras outras infec¢des, as células do sistema
imune inato sdo cruciais para uma resposta imunoldgica eficaz (ABBAS, A. K;
LICHTMAN, A. H; PILLAI, 2012). Na resposta imunolégica gerada pelos macréfagos
durante as primeiras horas da infeccéo por Leishmania spp., 0s principais mecanismos
observados séo a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS) (FANG, 2004; ILES; FORMAN, 2002). Esse processo €
rigorosamente regulado pelo organismo e tem como finalidade eliminar o patégeno
sem danificar, ou danificando o minimo, a célula hospedeira. Este sofre influéncia
direta do processo de fagocitose, envolvendo varias enzimas. Dentro desse contexto,
€ observado que a enzima sintase induzida do Oxido nitrico (INOS) é de suma
importancia, sendo responsavel pela producado de NO nos fagolisossomas (RITTER,;
FRISCHKNECHT; VAN ZANDBERGEN, 2009; ROSSI; FASEL, 2018).

E sabido que os parasitos Leishmania spp. apresentam um escudo de
lipofosfoglicano (LPG), o qual € capaz de gerar maior resisténcia frente aos mecanismos
imunoldgicos, principalmente aqueles mediados pelos macrofagos no fagolisossoma
(CARNEIRO et al., 2018). Ademais, estudos ja mostraram que esse parasito apresenta
a capacidade de secretar e induzir os macrofagos a produzirem arginase, que compete
com iNOS, regressando a producao de NO. No final do processo, é observado que os
macrdfagos produzem os nutrientes essenciais para a sobrevivéncia e desenvolvimento
dos parasitos, além de deixarem de produzir intermédios para elimina-los (GAUR et
al., 2007).

A ativacédo adequada dos macroéfagos elimina o parasito, enquanto o oposto leva
a reacao inflamatéria crénica (BRANDONISIO et al., 1996). Ha estudos que mostram
gue nessa fase da infeccao, os parasitos modulam os macréfagos a ponto de impedir

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 20




que este seja ativado, criando um reservatorio de infeccéo que é protegido do ataque
imunoloégico (JANEWAY, CHAERLES A.; TRAVERS, PAUL; WALPORT, MARK;
SHLOMCHIK, 2001).

Evidéncias demonstram que o parasito tem a capacidade de modular o
metabolismo mitocondrial do macréfago infectado. Tal fato pode ser explicado pela
L. infantum sequestrar o eixo SIRT1-AMPK (do inglés: AMP-activated protein kinase
- histone/protein deacetylase), fazendo com que, durante a infeccéo, os macrofagos
mudem de um metabolismo glicolitico inicial para uma fosforilagao oxidativa (MOREIRA
et al., 2015).

Estudos indicam que quando ha presenca concomitante de LPS com o
parasito Leishmania spp., as células de defesa séo capazes de combaté-lo melhor,
principalmente no ambito da producdo de NO, gerando melhores resultados na
resposta imune, e consequentemente, na reducdo da carga parasitaria (PANARO et
al., 2001).

Apesar de serem observados estudos que visem cada vez mais a compreensao
de como a Leishmania spp. € capaz de modular as respostas imunoldgicas dos
macroéfagos, é perceptivel que o conhecimento das respostas das citocinas derivadas
de macréfagos e os mecanismos moleculares envolvidos ainda sao limitados e
necessitam de mais estudos para serem melhor compreendidos (LAPARA; KELLY,
2010).

Sabe-se que para eliminacdo do parasito nos macrofagos, sao indispensaveis a
producao de citocinas e quimiocinas pro inflamatérias como a IL-6, TNF-a e MCP-1,
as quais sao capazes de gerar recursos imunolégicos capazes de eliminar ou atenuar
a infeccao no interior dessas células. Porém, estudos ja mostraram que os parasitos
L. infantum apresentam a capacidade de impedir ou atenuar de forma significativa a
producédo desses mecanismos (ARANGO DUQUE; DESCOTEAUX, 2015; LAPARA;
KELLY, 2010; TEIXEIRA et al., 2006).

O extenso uso de camundongos em estudos in vivo e 0 uso de suas células em
estudos in vitro se deve a popularidade e sucesso na pesquisa biomédica. Esse fato
pode ser explicado pela existéncia de uma grande colecéo de linhagens endogémicas
e pela facilidade de manipular a forma de acasalamento, gerando uma prole com um
gendtipo altamente parecido, facilitando o estudo de variaveis (SZATKIEWICZ et al.,
2008). Também € importante destacar a simplicidade de manté-los, outra vantagem
desse modelo (GUENET, JEAN-LOUIS; BONHOMME, 2003).

Dentre os modelos mais utilizados na pesquisa in vivode parametros imunolégicos
- ou nao - da infeccéo por Leishmania spp., destaca-se o murino. Sabe-se que 0s
organismos reagem de forma distinta quando expostos a espécies diferentes de
Leishmania spp.. Entretanto, diferentes espécies de camundongos produzem respostas
distintas, frente a diferentes variaveis da infeccdo, mesmo quando acometidos
pela mesma espécie do patdbgeno, como o aqui estudado. Com isso, acentua-se a
importancia de conhecer essas diferencas, a fim de que o pesquisador seja capaz de
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determinar um modelo experimental adequado ao estudo que se pretende realizar
(LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

Camundongos das linhagens Balb-c e C57BI/6 s&o hospedeiros experimentais
importantes para estudos frente o desenvolvimento da doenca e testes vacinais
(NATALE, C. C.; SEIXAS, P. M.; DE ALMEIDA, 2016). Contudo, € essencial conhecer
as limitacbes e beneficios que cada linhagem apresenta quanto a infeccédo do
microrganismo estudado, para que as pesquisas que seréo posteriormente realizadas
sejam com os melhores modelos experimentais possiveis.

2| METODOLOGIA

2.1 Animais

Trata-se de estudo do tipo experimental, no qual foram utilizados macréfagos
provenientes de camundongos das linhagens Balb-c e C57BI/6, com idade entre 6 € 8
semanas, sendo cinco animais de cada linhagem. Os camundongos foram obtidos no
biotério central da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) e os experimentos
realizados no laboratério de Imunoparasitologia da mesma Universidade, em Uberaba,
Minas Gerais. O trabalho foi submetido e aprovado pelo comité de ética da UFTM,
registrado sob o0 n° 23085.002402/2018-99.

2.2 Obtencao dos macrofagos e infeccao

Para obtenc&o dos macréfagos, inoculou-se pela via intraperitoneal de cada
camundongo, 1 mL de Tioglicolato a 4%, aplicado no lado direito inferior do periténio.
Apbs 72 horas, os animais foram eutanasiados e as células presentes no compartimento
peritoneal, coletadas através de lavado intraperitoneal, utilizando-se 3 mL de meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) estéril. O lavado coletado foi centrifugado a
400 G, durante 10 minutos, e ressuspenso em meio RPMI suplementado com 5% de
Soro Fetal Bovino (SFB) (RPMI 5%) na concentragdo de 2x106/ml.

Apos, 2x105 macrofagos foram adicionados as placas de microtitulacdo e
mantidos nas seguintes condi¢coes: sem estimulo (Meio), estimulados com 1ug/mL de
LPS (LPS), na presenca de L. infantum CEPA IOCL2906 MOI 3:1 (L. infantum), e na
presenca concomitante de L. infantum e LPS, nas condi¢gbes descritas anteriormente (L.
infantum+LPS). As culturas foram mantidas a 37°C, 5% CO2 por 4h, para quantificacéo
de ROS e NO, e por 24h, para quantificacdo de NO, TNF-q, IL-6 e CCL-2 (MCP-1).
Apéds cada tempo, os sobrenadantes foram recolhidos e armazenados a -20°C para
posterior analise

2.3 Quantificacao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)

A producéo de Espécies Reativas de Oxigénio foi avaliada pela marcacéo
intracelular com a sonda DCFDA (10uM/poco) sensivel especialmente aos radicais
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hidroxilo e peroxido de hidrogénio. Posteriormente, foram adicionados aos pogos
de cada placa estimulos especificos, conforme descrito anteriormente. A producéo
de ROS foi avaliada ap6s 4 horas, mediante fluorescéncia emitida em 517 nm, ap6s
excitacao em 488 nm, em leitor de microplacas EnSpire multimode plate reader.

2.4 Quantificacao de Oxido nitrico (NO)

Para a dosagem do 6xido nitrico, foi utilizada a reac¢do colorimétrica de Griess,
gue consiste na deteccéo de nitrito, resultante da oxidacado do NO nos sobrenadantes
de cultura, previamente coletados nos tempos de 4 e 24h. Adicionou-se a uma
placa de 96 pocos 50 uL do sobrenadante de cultura, seguido do mesmo volume
do reagente de Griess. Para a confec¢cdo de uma curva-padréo, procedeu-se com
diluicbes seriadas de nitrito de sédio. ApOs incubacéo de 10 minutos ao abrigo da luz,
a leitura no espectrofotometro (FACSCalibur) foi realizada a 450 nm.

2.5 Dosagem de citocinas e quimiocinas

O método utilizado para a quantificacdo destas foi o Cytometric Bead Array
(CBA). Essa técnica permite a dosagem de um conjunto de citocinas e quimiocinas
na mesma amostra. Neste trabalho foram quantificadas: IL-6, MCP-1 e TNF-a. O
principio da andlise consiste na juncao de diferentes beads com anticorpos de captura
para cada analito que se deseja dosar. As beads que se ligam as citocinas/quimiocinas
emitem fluorescéncias de intensidades diferentes para cada variavel pesquisada. A
quantificacdo das mesmas foi realizada através da citometria de fluxo, que captou
as diferentes fluorescéncias de cada tipo de citocina/quimiocina, e reportou as
concentracdes em relagao a curva padrao confeccionada paralelamente com citocinas
e quimiocinas recombinantes.

2.6 Analises estatisticas

Todas as andlises foram realizadas considerando a producéo das culturas na
presenca de L. infantum, subtraida da producéo de seu respectivo controle basal: L.
infantum - Meio e L. infantum+LPS — LPS. As analises estatisticas foram realizadas
no ambiente de desenvolvimento integrado para calculos estatisticos e graficos “R”
(https://lwww.r-project.org/) por meio dos algoritmos dedicados do pacote Stats versdo
3.6.0 (R CORE TEAM, 2018).

As analises estatisticas foram realizadas no ambiente de desenvolvimento
integrado para célculos estatisticos e gréaficos “R” (https://www.r-project.org/) por meio
dos algoritmos dedicados do pacote Stats versao 3.6.0 (R CORE TEAM, 2018).

As dosagens de cada uma das variaveis quantitativas — NO, citocinas e
quimiocinas — foram submetidas ao teste de Andlise de Variédncia com dois fatores
(ANOVA two-way) para indicar dependéncia das variaveis qualitativas Linhagem e/ou
Estimulo. Prosseguiu-se, entdo com o teste a posteriori utilizando-se o teste de Tukey
Honest Significant Differences (Tukey HSD) para localizar os padrdes das diferencas
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com intervalo de confianga = 95% (p valor <0,05).

A média da resposta aos diferentes tratamentos em cada fator foi tracada em
gréficos de interacéo bidirecional utilizando-se os algoritmos do pacote ggpubr versao
0.1.0 (KASSAMBARA, 2018).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sabe-se que a resposta imunoldgica da leishmaniose in vivo e in vitro depende,
dentre outros fatores, de um delicado equilibrio de moléculas efetoras e varias citocinas
e quimiocinas, pré e anti-inflamatérias (LOEUILLET; BANULS; HIDE, 2016). Neste
sentido, a susceptibilidade aumentada ao parasito L. infantum dos camundongos da
linhagem Balb-c ja foi descrita em alguns estudos. Achados da literatura demonstraram
que a capacidade de producado de citocinas anti-inflamatérias como a interleucina 4
(IL-4) e interleucina 10 (IL-10) por esses camundongos é significativamente maior
(ROLAO et al., 2007). Complementar a este estudo foi evidenciado que a linhagem dos
camundongos C57BI/6 é mais resistente a leishmaniose visceral quando comparado
ao Balb-c, tanto os infectados por L. donovani quanto por L. infantum (BODHALE, N.
P.; PAL, S.; KUMAR, S.; CHATTOPADHYAY, D.; SAHA, B.; CHATTOPADHYAY, N.;
BHATTACHARYYA, 2018). Contudo, o efeito desta infeccdo nas células onde esta
infeccdo se desenvolve e a caracterizacdo de pontos especificos que podem ser
impactados diferencialmente entre estas linhagens ainda necessitam de estudos.

3.1 A infeccao por L. infantum modula diferencialmente a producao de ROS e

Oxido nitrico em camundongos Balb-c e C57BI/6

Apos a infecgcdo com L. infantum macréfagos derivados de camundongos Balb-c
e C57BI/6 tiveram sua capacidade de gerar ROS inibida, tanto na infeccéo isolada
com L. infantum quanto na infecgcdo concomitante com LPS (Figura 1A). Embora os
animais Balb-c tenham demonstrado uma maior tendéncia de inibicao desta producéo,
nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada. Por outro lado, ambas
as linhagens foram capazes de produzir NO ap0és a infecgdo com L. infantum, de forma
crescente, com aumento de cerca de 10 vezes entre 4 horas e 24 horas pos infecgcéao
(Figura 1B). Cabe ressaltar que ambas as linhagens produziram quantidades basais
equivalentes de ROS e NO, sem diferenca estatisticamente significativa (Dados nao
mostrados).
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Figura 1 - Produgédo de ROS e Oxido nitrico ap6s infec¢iao com L. infantum.

Producao de ROS (A) e Oxido nitrico (B) apos infeccéo por 4 e/ou 24h de macrofagos peritoneais de
camundongos Balb-c (n=5) e C57BI/6 (n=5) com L. infantum (MOI 3:1) e L. infantum (MOI 3:1) + LPS (1ug/ml).
Resultados expressos pela variagdo da producéo entre macréfagos infectados e seus respectivos controles nao

infectados (L. infantum - Meio e L. infantum+LPS — LPS). Diferencas significativas se p<0,05.

Ja é sabido que células fagociticas — incluindo macréfagos - infectadas com
parasitos do género Leishmania spp. apresentam capacidade de produzir ROS durante
a fagocitose, em busca de elimina-los ou controla-los, tanto in vitro quanto in vivo.
(BRUNE et al., 2013). A deficiéncia na producdo desse mecanismo de defesa pode
ser induzida pelos préprios parasitos, incluindo L. infantum, transformando o ambiente
celular e tornando-o mais propicio a replicacédo e vivéncia destes dentro das células
(MALLINSON, DAVID J; COOMBS, 1989; PHAM; MOURIZ; KIMA, 2005).

A producdo de NO, é outra varidvel que esta diretamente relacionada com a
atividade anti-leishmanicida dos macréfagos, bem como esta descrita em estudos
anteriores, 0s quais mostraram que a morte de parasitos do género Leishmania spp.
pode ser um evento associado a sua regulagao positiva (MILLS et al., 2000). Dentro
desse contexto, ha estudos como o realizado por Alvarez de Celis e colaboradores, em
2015, sugerindo que a diminuicao da producao de efeitos imunolbgicos, capazes de
combater a infeccao por Leishmania spp., pode estar associado a uma maior producao
de proteinas capazes de modular essas respostas. Em nosso estudo foi demonstrado
que a produgdo de NO néo teve correlacéo com as linhagens, fato também evidenciado
por Van Den Kerkhof e colaboradores em 2018 (VAN DEN KERKHOF et al., 2018).
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3.2 Macréfagos de camundongos C57BI1/6 sao melhores produtores de citocinas

e quimiocinas apés infeccao com L. infantum

Nossos dados apontam que embora macréfagos derivados de camundongos
Balb-c e C57BI/6 tenham producdo similar de espécies reativas de oxigénio e Oxido
nitrico, diferem substancialmente na producdo de citocinas e quimiocinas chaves
nos mecanismos microbicidas de macréfagos e no direcionamento de mecanismos
posteriores de imunidade adaptativa.

Em relacdo ao TNF-a, observamos que camundongos C57BI/6 pruduzem
quantidades significativamente maiores desta citocina apdés a infeccdo com L.
infantum, p=0,04, que animais Balb-c (Figura 2A). De forma surpreendente,
macro6fagos estimulados concomitantemente com LPS, um classico indutor de TNF-q,
nao apresentaram diferengas estatisticamente significativas ap6s a infeccdo com L.
infantum, aparentemente devido a redugcédo na producdo por animais C57BI/6 em
relacdo a infeccdo sem adicéo de LPS.

A producgdo de IL-6 foi significativamente aumentada nos animais C57BI/6 em
relacdo aos Balb-c, tanto na infeccdo somente com L.infantum, p=0,02, quanto na
infeccdo concomitante ao estimulo com LPS, p=0,04 (Figura 2B). Nao observamos
diferencas significativas entre a infeccdo apenas com L.infantum e juntamente com
o estimulo com LPS. Similarmente, a producdo de CCL-2, quimiocina previamente
denominada MCP-1 e relacionada com recrutamento de monécitos, células dendriticas
e células T, foi significativamente aumentada nos macrofagos derivados de animais
C57BI/6 infectados com L. infantum, p=0,007, e infectados com L. infantum + LPS,
p=0,03 (Figura 2C). Cabe ressaltar que, da mesma forma que para TNF-a e IL-6,
estas diferencas nao foram devidas a producao basal, sem diferencas significativas
entre as linhagens nas condi¢cbes sem estimulo ou estimuladas com LPS (dados néao
mostrados).
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Figura 2 - Producéo de TNF-a, IL-6 e CCL-2 apés infeccdao com L. infantum.

Producédo de TNF-a (A), IL-6 (B) e CCL-2 (C) ap6s infeccao por 24h de macréfagos peritoneais de camundongos
Balb-c (n=5) e C57BI/6 (n=5) com L. infantum (MOI 3:1) e L. infanfum (MOI 3:1) + LPS (1ug/ml). Resultados
expressos pela variagcao da produgéo entre macréfagos infectados e seus respectivos controles néao infectados
(L.infantum - Meio e L. infanfum+LPS — LPS). Diferencas significativas se p<0,05.

O TNF-a pode ser produzido por macréfagos ativados, linfécitos ou mondcitos,
sendo o LPS o principal estimulo para sua producéo (BINGHAM, 2002). Ainda, o
TNF-a, através de receptores especificos, pode gerar a apoptose da célula (ABBAS,
A. K.; LICHTMAN, A. H; PILLAI, 2012), fato que pode contribuir para a eliminagéo dos
parasitas L. infantum e impedir a disseminacao da infeccao.

Estudos demonstram que niveis moderados de TNF-a contribuem para a protecéo
do hospedeiro de maneira sistémica e que a producéo de TNF-a é fundamental para
a protecao na leishmaniose visceral, especialmente nas células do figado de modelos
animais murinos (KAYE et al., 2004). Ainda, o estudo de Arango Duque e Descoteaux
(2015), demonstrou que algumas proteinas de membrana estdo relacionadas com
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a secrecao dessas citocinas ou a inibicdo delas, apontando que o parasita tem a
capacidade de inibir esses receptores, e consequentemente a producado dessas
citocinas, fazendo com que a doenca se desenvolva de forma sintomética (ARANGO
DUQUE; DESCOTEAUX, 2015).

A IL-6 configura-se como uma citocina pré-inflamatéria (ABBAS, A. K
LICHTMAN, A. H; PILLAI, 2012) de grande valia na resposta imunolégica contra a L.
infantum, e sua producéo ja foi descrita em diversos estudos. No estudo de Lapara e
Kelly (2010), foi avaliada a producéo de diversas citocinas nas culturas de macrofagos
em infec¢bes por Leishmania spp. durante a estimulagdo do receptor do tipo Toll-4
(TLR4) (LAPARA; KELLY, 2010). Entretanto, foi mostrado que pelo menos diante a
estimulagéo, especificamente do TLR4, a IL-6 ndo foi suprimida nesses macréfagos.

Segundo a literatura, a quimiocina CCL-2 é responsavel por atracao dos
monocitos da corrente sanguinea para os tecidos (macrofagos), promovendo aumento
da inflamacgao no local desejado. Sua producéo é induzida apds indugao por estresse
oxidativo, citocinas ou fatores de crescimento (BEALL et al., 1996; COCHRAN;
REFFEL; STILES, 1983; DESHMANE et al., 2009). Na reposta imunologica frente
a L. infantum, como mostrado no estudo de (ROUSSEAU et al., 2001), uma maior
producédo de MCP-1 estd diretamente correlacionada a uma melhor resposta
imunoldgica protetora frente a este parasito. Outro estudo (TEIXEIRA et al., 2006)
relata que a MCP-1 apresenta a capacidade de induzir mecanismos anti-leishmanicida
in vitro em macrofagos humanos infectados por L. Infantum, através de mecanismo
regulador mediado pelo éxido nitrico. Nossos dados apontam para a hipétese de que
a capacidade da linhagem C57BI/6 de controlar melhor a infec¢ao esta relacionada
com esta quimiocina (BODHALE, N. P.; PAL, S.; KUMAR, S.; CHATTOPADHYAY, D.;
SAHA, B.; CHATTOPADHYAY, N.; BHATTACHARYYA, 2018).

41 CONCLUSAO

O presente estudo aponta que as diferencas no desenvolvimento da infeccéo
com Leishmania infantum entre camundongos C57BI/6 e Balb-c s&o, pelo menos em
parte, devidas a forma com que macréfagos derivados desta linhagem respondem
apos a infeccao. De maneira geral, observamos que ambas as linhagens sofrem
prejuizo na producdo de ROS, embora mantenham a capacidade de produzir NO,
moléculas essenciais para a acdo dos mecanismos microbicidas. Contudo, ha
uma substancial diferenca na capacidade destas células de produzir citocinas e
quimiocinas relacionadas com os eventos iniciais da infeccao - TNF-a, IL-6 e CCL2,
sendo os animais C57BI/6 os grandes produtores destas moléculas. Com base em
nossos dados, € possivel conjecturar que a ja sabida susceptibilidade da linhagem
Balb-c em desenvolver a forma sintomatica e progressiva da leishmaniose visceral,
quando comparada a linhagem C57BI/6, pode estar relacionada com estas diferencas.
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Obviamente, ndo podemos ignorar que a resposta imune durante a infecgdo por
L.infantum é resultado de complexas interacées entre parasito e sistema imune e
compreende intricadas relagdes entre células. Neste sentido, nosso estudo aponta
mecanismos que podem estar relacionados com o estabelecimento dos parasitos
nestas linhagens de camundongos e estudos das repercussdes destas diferencas in
vitro e in vivo devem ser realizados.
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RESUMO: O carbonato de calcio (CaCO,)
€ utiizado em produtos cosméticos,
principalmente em dentifricios, com funcao
abrasiva. Para verificar a qualidade fisico-
quimica destas pastas € necessaria
caracterizacdo e quantificacdo de carbonato
de calcio. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver método analitico para quantificar
o carbonato de calcio em dentifricios utilizando
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a técnica de analise termogravimétrica (TGA).
O CaCQ, foi inicialmente quantificado por
titulacdo complexométrica com EDTA, conforme
a Farmacopeia Brasileira 5% e, posteriormente,
a TGA foi realizada. Os resultados das analises
foram comparados estatisticamente por testes
pareados. Os resultados das propor¢cdes de
CaCO8 nos cremes dentais de diferentes
marcas, determinada pelos dois métodos

analiticos, demostraram concentracdes
estatisticamente semelhantes. Portanto, a TGA
mostrou-se um método alternativo simples,
rapido e eficaz para quantificar o CaCO, em
dentifricios e pode ser facilmente adotado pelas
industrias.

PALAVRAS-CHAVE: Dentifricios, Carbonato

de Célcio, Termogravimetria.

ABSTRACT: Calcium carbonate (CaCO3) is
used in cosmetic products, mostly dentifrices,
with an abrasive function. In order to verify
the physical-chemical quality of such pastes,
calcium carbonate should be characterized
and quantified. This paper aimed to develop an
analytical method to quantify calcium carbonate
in dentifrices using Thermogravimetric Analysis
(TGA). CaCO3 was
complexometric titration with EDTA according

initially quantified by

to the Brazilian Pharmacopoeia 5th Edition and
subsequently TGA was performed. The results
of the analyses were statistically compared by
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paired tests. The results of the CaCO3 proportions in toothpastes of different brands,
determined by those two analytical methods, demonstrated concentrations that were
statistically similar. Therefore, TGA proved to be a simple, rapid and effective alternative
method to quantify CaCOS in dentifrices and can be easily adopted by industries.
KEYWORDS: Dentifrices, Calcium Carbonate, Thermogravimetry.

11 INTRODUCAO

Cremes dentais tém sido usados desde a antiguidade e sdo um dos elementos
de higiene indispensaveis para prevenc¢ao de doencas encontradas na cavidade bucal
(ERSOQY et al., 2008; DAVIES et al., 2010), como a carie e a periodontite, que tém
como fator etiolégico principal o biofilme dentario (LINDHE, 2005), uma estrutura
firmemente aderida as superficies dentarias, que contém quantidades significativas de
microrganismos (VIEIRA et al., 2010).

Componentes abrasivos s&o essenciais para garantir a remo¢ao de biofilme
dentario e manchas das superficies dos dentes (MARTINS et al., 2012). O carbonato
de célcio é o abrasivo mais comumente utilizado em pastas de dente. Algumas
propriedades deste componente sao o aumento induzido do pH da placa dentaria, dos
niveis de calcio da placa e a participagéo no processo de remineralizagéo (DAVIES et
al., 2010). Nos ultimos anos, a demanda por produtos que promovem o clareamento
dos dentes aumentou significativamente. Dentifricios contendo carbonato de célcio
como sistema abrasivo s&o cada vez mais incorporados a novas formulagdes a fim de
atender as demandas, gerando assim, um mercado bastante competitivo. (COSTA,
2011).

Contudo, € fundamental verificar a qualidade dessas pastas empregando métodos
analiticos capazes de, especificamente e seletivamente, indicar a concentragcéo
de carbonato de calcio presente no produto acabado. Para essa quantificacdo, as
industrias cosméticas podem empregar métodos de ensaios quimicos farmacopéicos
e/ou de publicacbes que possuem credibilidade cientifica, desde que demonstrem,
através de validacao, que os métodos de analise executados conduzam a resultados
confiaveis (INMETRO, 2003).

A andlise termogravimétrica (TGA) tem sido utilizada em estudos de matérias-
primas de uso cosmético e no desenvolvimento, producéo e controle de qualidade
de produtos cosméticos acabados (SILVA et al., 2007). A TGA fornece informacdes
com relacdo as variagdes de massa em funcdao do tempo e/ou temperatura sob
determinadas condi¢coes atmosféricas. Os experimentos sdo executados por meio de
uma termobalanca de elevada sensibilidade, reprodutibilidade e resposta rapida as
variacoes de massa (WENDLANDT, 1974; MATOS E MACHADO, 2004).

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método analitico para
quantificar o carbonato de calcio em dentifricios, utilizando a técnica de anadlise
termogravimétrica.
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2| METODOLOGIA

Inicialmente, realizou-se a validagé&o, de acordo com os parametros estabelecidos
pela Resolucdo RE n° 899/2003, do método de titulagdo complexométrica com EDTA,
conforme a Farmacopeia Brasileira 52 Ed. Em seguida, o carbonato de célcio contido
em 9 dentifricios de diferentes marcas foi quantificado por intermédio deste método
validado.

Os mesmos 9 dentifricios foram analisados por termogravimetria. A TGA foi
realizada sob atmosfera de nitrogénio (fluxo de 100 mL min™'), taxa de aquecimento de
10 °C min', até temperatura de 900 °C. Este método (PILLOT® et al., 2014) consiste em
medir o didxido de carbono (CO,) emitido por uma amostra quando ela é termicamente
decomposta (600 a 800 °C) durante um aquecimento monitorado. A desestabilizacao
térmica do carbonato de calcio produz a seguinte reacao:

CaCO, - CaO + CO,

Como os carbonatos emitem CO, durante sua desestabilizagdo, é possivel
quantificar a quantidade de carbonato inicialmente presente na amostra apés uma
completa decomposicéo térmica. Também é possivel distinguir carbonatos e matéria
organica, porque quando os carbonatos sao termicamente decompostos com um fluxo
de ar (entrada de oxigénio), eles ndo produzem monoxido de carbono (CO), enquanto
a oxidagdo da matéria organica produz CO e CO, por combustao na presenga de
oxigénio. Portanto, conhecendo a massa de CO, liberada durante a desestabilizagéo,
€ possivel deduzir a massa do mineral.

Os resultados das analises foram comparados estatisticamente por testes
pareados.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO:

Teor de Carbonato de Calcio (%)

Método

TG

29,7+2,6 32,6£1,9 [29,4+1,1|31,7¢2,2 | 29,4+1,9 | 34,9+1,2

TiC

26,9+1,2 29,5+0,9 |26,9+0,8 | 28,4+1,1 | 27,2+1,3 | 29,6+0,9
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Tabela 1 - Resultado das analises de diferentes cremes dentais através de dois métodos para
dosar carbonato de calcio e valores de t calculado e t tabelado:

TG: Analise Termogravimétrica; TiC: Titulometria de complexacgéo; P: Pasta dental

Os resultados das proporgées de CaCO, nos cremes dentais de diferentes
marcas, determinada pelos dois métodos analiticos, demostraram concentracdes
estatisticamente semelhantes. O produto 3, por exemplo, teve o teor de CaCO,
determinado por titulometria de complexacéo de 26,90% =+ 0,8; ja por TGA o teor foi
de 29,36% =+ 1,3. Os dentifricios 7, 8 e 9 ndo apresentaram nenhuma quantidade de
carbonato de calcio na sua composicéo, resultado este que ja era esperado por estes

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 | P8 | P9 | tlcal] | t[0,05;8]

0,0077 | 1,8600




dentifricios serem destinados ao uso infantil e ndo conter CaCO, conforme descrigao
qualitativa de componentes. Além disso, quando se compara uma metodologia com
a outra através do tratamento estatistico de t-Student, € possivel afirmar que néo ha
diferenca significativa entre os valores encontrados (t calculado: 0,0077<t tabulado:
1,860) com intervalo de confianga de 95%. Ou seja, os teores de CaCO, determinados
por TGA nao se diferem daqueles encontrados quando se utilizada a metodologia
farmacopeica.

41 CONCLUSAO

A metodologia proposta para quantificagdo de carbonato de calcio em cremes
dentais demonstrou ser especifica, linear, precisa, exata e robusta na faixa de trabalho.
Portanto, o método de doseamento desse composto através da termogravimetria é
adequado, seguro e confiavel além de possuir baixo custo e ser rapido, podendo entao
ser uma alternativa para as industrias e laboratorios no controle da qualidade.
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RESUMO: Este trabalho apresenta a um
software voltado para area de saude. Tem por
finalidade facilitar o acesso ao banco de dados,
assim como o cadastro de novos candidatos
a doacédo de sangue. O objetivo € tornar mais
dinamico e rapido o processo de recrutamento
dos doadores.

PALAVRAS-CHAVE:
sangue, hemocentro.

software, doacao de

ABSTRACT:This article presents the creation
of a software intended for health care. The
purpose is to facilitate access to the database,
as well as the registration of new candidates
for blood donation. The goal is also make more
dynamic and fast donor recruitment process.
KEYWORDS: Software, Blood donation
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11 INTRODUCAO

Hemocentro s&o instituicbes sem fins
lucrativos responsaveis pela arrecadacdo e
distribuicdo de sangue, seus componentes
e hemoderivados para hospitais publicos e
privados.

De acordo com a repérter da Agéncia
Brasil, Paula Lamboisierre, a demanda por
sangue e derivados esta cada vez maior, porém
poucos brasileiros doam devido a falta de
informacgao e a falta de uma boa comunicagéo
entre 0 hemocentro e o doador[1]. O software
Rede de ajuda entre amigos foi desenvolvido
para melhorar a eficiéncia e aumentar o numero
de doacdes.

O software em questao tem o objetivo de
fazer a checagem e a analise dos doadores
de sangue. Com a criacdo de um banco de
dados, o hemocentro pode selecionar e entrar
em contato com os doadores de uma forma
mais eficiente, visto que de acordo com o Luis
Guilherme Barrucho da BBC Brasil ( British
Broadcasting Corporation, em portugués
Corporacéo Britanica de Radiodifuséo), apenas
1,8% [2] da populagao brasileira doa sangue e
esse numero se deve principalmente pela falta
de comunicacéao entre o doador e 0 hemocentro.
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2| VISITA AO HEMOCENTRO

Foi realizada, no dia 18 de agosto de 2015, uma visita ao Hemocentro de Pouso
Alegre — MG. A responsavel pelo hemocentro, Solange Forcione Assis, apresentou as
salas de preparacao e armazenamento do sangue, 0s equipamentos utilizados, assim
como o processo de doacgao e o pessoal envolvido nesse mecanismo. Foi relatada
a importancia deste hemocentro, que atende 9 (nove) Assisténcias Hemoterapicas,
13 (treze) Agéncias Transfuncionais, atendendo 52 (cinquenta e dois) municipios do
Sul de Minas Gerais, com uma populacao estimada de um milhdo de habitantes. Em
média consegue atender 1.200 (mil e duzentos) candidatos a doagao por més.

Posteriormente foi apresentado o processo realizado para a doacéo de sangue.
O tipo sanguineo dos doadores é armazenado em um arquivo e as informacbes
pessoais em outro. Isso dificulta a selecédo e o contato com os possiveis doadores,
principalmente em caso de emergéncia. Foi constatado também que o sistema atual
ndao contém nenhum recurso que avise se a pessoa esta impedida temporaria ou
permanentemente de doar. Por exemplo, no caso de gravidez, doencas, ou viagens
prolongadas.

Foi fornecido o material de apoio utilizado para a conscientizagao da populacéao.
Este material serviu de apoio para o desenvolvimento do software. As figuras 1 mostra
a versao 01 da cartilha explicativa que é distribuida pelo hemocentro, publicada em
outubro de 2014. A figura 2 apresenta a cartilha com os requisitos necessarios para a
realizacédo da doacéao de sangue.

Figura 1: Cartilha explicativa do hemocentro, versao 01.
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Figura 2: Cartilha de requisitos para a realizagédo da doagao de sangue.

31 0 SOFTWARE

O software foi desenvolvido no banco de dados MySQL e possui uma interface
Java.
O MySQL foi escolhido pelos seguintes motivos:

« Tem cbdigo aberto e funcionar em um grande numero de sistemas operacio-
nais: Windows, Linux, FreeBSD, BSDI, Solaris,Mac OS X, SunOS, SGl, etc.;

- E reconhecido pelo seu desempenho e robustez e também por ser multi-ta-
refa e multi-usuario;

Portabilidade (suporta praticamente qualquer plataforma atual);

Compatibilidade (existem drivers ODBC, JDBC e .NET e mddulos de inter-
face para diversas linguagens de programacgao, como Delphi, Java, C/C++,
Python,Perl, PHP e Ruby);

+ Excelente desempenho e estabilidade;

+ Pouco exigente quanto a recursos de hardware;
+ Facilidade de uso;

« Ser um Software Livre;

A ficha de preenchimento é a mesma ja utilizada no hemocentro, porém o
programa contara com alguns filtros, como por exemplo: cidade, faixa etaria, sexo,
tipo sanguineo entre outros. Isso contribui para a eficiéncia da localizagdo do doador.
Os dados serao cadastrados no mesmo banco de dados e contard com a permissao
do candidato. A ficha também contém um espacgo destinado para aqueles doadores
que estao temporariamente impossibilitados de doar sangue.
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O programa tem interface de facil entendimento, tornando o processo agil para
0 operador.

A figuras 3 mostra a imagem da primeira etapa do cadastro, contendo as
informacbes pessoais como: nome, endereco e telefone, dentre outras. A figura 4
apresenta a interface dos filtros: Tipo sanguineo, Cidade e Idade.

CADASTRO Se=
E—

7 parte -

RAede Do Audn antma Amigos

Figura 3: Imagem da 1? etapa do cadastro.

o

@

O Tipo Sangiines

Figura 4: Imagem da interface dos filtros.

4| FUNCIONAMENTO DO SOFTWARE

O software terd uma interface simples e auto-explicativa, ndo sendo necessario
um alto conhecimento em informatica para manusea-lo.

O cadastro sera divido em etapas. A primeira etapa € composta por informacées
basicas, para a identificacdo do paciente (Figura 3). A segunda etapa é composta por
informacgdes sobre a saude do doador, contendo as seguintes informacdes: data da
ultima doac&o, peso, se contraiu alguma DST, se contraiu doenca de Chagas, se ja

contraiu Hepatite apds os 11 anos, se possui alguma doencga cardiovascular, se faz
uso de medicamentos diariamente e 0 motivo.

Capitulo 22




Apos a realizagdo do exame teste, o paciente sera classificado com apto ou
ndo para a doagao de sangue, se houver alteragdes no exame, a segunda etapa sera
atualizada com as informacdes do exame.

Para a selecéao de pacientes serdo utilizados filtros que tornam a procura mais
eficiente (Figura 4). Apé6s a localizagao dos possiveis doadores, ira aparecer na tela
as informacdes para contato, sendo preservada a segunda etapa do cadastro. Caso
o doador localizado ndo possa doar sangue, 0 operador tera como classifica-lo como
nao apto para a realizagdo da doacéo, escrevendo o motivo e por quanto tempo (caso
o doador esteja doente, amamentando ou gravida). Assim em uma proxima selecao
este paciente nao ficara visivel ao operador.

Os filtros foram escolhidos de acordo com a necessidade do hemocentro
pesquisado, podendo ser alterados de acordo com a necessidade.

51 APLICACOES

O software tem como principal aplicagao o uso no hemocentro de Pouso Alegre,
porém ja foi verificada a possivel implementacdo em outros hemocentros. Como
exemplo, o hemocentro de Pogos de Caldas que foi visitado em novembro de 2015 e
foram verificados os mesmos problemas.

Também pode ser possivel, com algumas modificacbes no software, 0 uso em
outras areas do hospital. Por exemplo para o banco de dados de medula éssea.

6 | CONCLUSAO

Otrabalhoressalta os aspectos do software Rede de ajuda entre Amigos, programa
aplicado na area de doacédo de sangue. Também foi abordado seu desenvolvimento
e funcionamento. O software contribui na eficiéncia do hemocentro e na qualidade de
atendimento ao doador.

Apbs o término do software, foram feitos testes com doadores ficticios e
simulagdes nos filtros de busca, o que comprovou a eficiéncia do programa.
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RESUMO: Através da tecnologia do DNA
recombinante, varias opc¢oes terapéuticas
foram introduzidas na medicina, possibilitando
tratamento para doencas que nao podem
ser tratadas por drogas convencionais. Essa
tecnologia envolve a clonagem de DNA exdgeno
em Escherichia coli. Sendo assim, o objetivo
deste trabalho é apresentar a eletroporacao,
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uma técnica de transformacédo genética em
E. coli com um conjunto de plasmideos de
diferentes aplicagdes. Essa técnica foi realizada
com a cepa TOP10 previamente submetida a
um processo de eletrocompeténcia. A bactéria
foi submetida a campo elétrico de alta voltagem
em eletroporador, na presenca do plasmideo,
que foi incorporado ao citoplasma das células
transformantes. Uma incubagdo em meio LB
liquido a 37°C por 1h foi realizada, seguido
de centrifugacdo e uma nova incubacéo a
37°C por 16 h. O antibi6tico do meio seletivo foi
escolhido de acordo com a marca de resisténcia
do plasmideo transformado. Apds o crescimento
em meio sélido, uma col6nia transformante foi
inoculada em meio LB liquido seletivo a 37°C
por 16 h. A cultura liquida foi centrifugada e o
precipitado foi empregado na purificagdo dos
plasmideos clonados, processo denominado
“miniprep”. A partir da execucao da técnica foi
possivel a obtencéo de plasmideos puros, sem
contaminagdo no processo de extracdo, e em
maior numero. Portanto, foi possivel concluir
gue a técnica é de facil execugao e apresenta
alta eficacia para a clonagem de plasmideos
em E. coli.

PALAVRAS-CHAVE: DNA recombinante.
Eletroporacéo. E. coli. Cepa TOP10. Miniprep.

ABSTRACT: Through the recombinant DNA
technology many therapeutic options have been
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introduced into medicine, making it possible to treat diseases that can not be treated
by conventional drugs. This technology involves the exogenous DNA cloning into
Escherichia coli. The objective of this study is to introduce the electroporation which
is a technique of genetic transformation on E. coli with a set of diffenrent application
plasmids. This technique was performed on a TOP10 strain previously submitted to a
electrocompetence process. The bacterium was submitted to a high voltage electric
field in electroporator, in the presence of the plasmid, which was incorporated into
the cytoplasm of the transforming cells. A incubation in liquid LB medium at 37°C for
1h was performed. After that a centrifugation and another incubation at 37°C for 16h
was performed. The antibiotic from the selective medium was chosen according to
the resistance tag of the transformed plasmid. After the growth on solid medium, a
transformed colony was inoculated in liquid selective LB medium at 37°C for 16h. The
liquid culture was centrifuged and the precipitate was used on the cloned plasmid
purification, a process known as “miniprep”. Through the execution of the technique
was possible to obtain pure plasmids with a higher number and without contamination
of the extraction process. Therefore we conclude that the technique is easily executed
and presents high efficacy to clone plasmids on E. coli.

PALAVRAS-CHAVE: Recombinant DNA. Electroporation. TOP10 E. coli. strain.
Miniprep.

11 INTRODUCAO

Um gene pode ser caracterizado como uma sequéncia de DNA que contém
toda a cadeia de nucleotideos necessarios e suficientes para a produgédo de um
produto correspondente. Qualquer fragmento de DNA pode ser clonado, a mais
simples destas maneiras envolve a inser¢cdo de um fragmento de DNA particular no
DNA gendmico purificado de um elemento genético que se autorreplica — plasmideo
(ALBERTS et al., 2010).

Podemos considerar que, com o inicio do século XXI, devido a grande evolugéao
na tecnologia do sequenciamento genético, foi possivel identificar uma parte
consideravel de determinadas sequéncias constituidas por segmentos de DNA
com capacidade de movimentar-se dentro de genomas ou mesmo entre diferentes
genomas e células. Esses segmentos s&o chamados de elementos genéticos méveis
(ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014). Entre esses elementos genéticos méveis
podemos citar os plasmideos, sendo estes extracromossémicos e capazes de se
replicar autonomamente. Contudo, apesar de obter a capacidade de se replicar de
forma independente, por estarem fisicamente dissociados dos cromossomos, esses
elementos ainda precisam se utilizar das mesmas enzimas que replicam o genoma da
célula hospedeira (ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2014).

Os plasmideos tornaram-se ferramentas de uso essencial nas técnicas de
biologia molecular devido a suas caracteristicas, tais como: s&o autorreplicaveis; séo
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maleaveis; possuem estabilidade; sdo multifuncionais (WATSON, 2015). E importante
mencionar que a base de conhecimento para utilizagdo dos plasmideos vem da
observacdao de um processo de recombinacao genética natural, como o que ocorre
em bactérias. Os plasmideos mais usados na tecnologia do DNA recombinante sao
aqueles que replicam em E. coli a informacao genética responsavel pela codificacao
de antigenos com aplicagédo vacinal, como sera discutido mais a frente, & realizada
a clonagem e propagacéao em linhagens de E. coli, um habitante inofensivo de nossa
microbiota intestinal. Utilizados como vetores de clonagem, estes plasmideos foram
otimizados com a remocéao de partes desnecessarias de plasmideos naturais de E.
coli, contendo agora somente as regides essenciais para a clonagem do DNA: uma
origem de replicacéo - estrutura que possibilita a replicacao do DNA plasmidial dentro
da célula inserida; um marcador que permite a selecdo — geralmente é um gene de
resisténcia a farmaco; uma regido a qual fragmentos de DNA exégenos podem ser
inseridos; Regido Promotora - projetado para recrutar maquinaria transcricional
de um determinado organismo ou grupo de organismos (LODISH, 2014; ADDGENE,
2017).

Além de obter uma classificacao funcional, por serem ferramentas utilizadas na
recombinacdo de DNA, os plasmideos também apresentam uma classificacdo de
acordo com sua aplicacéo em laboratorio. Os mais conhecidos dentre esses tipos séo:
os vetores de clonagem, responsaveis pelo aumento da quantidade de plasmideos;
e 0s vetores de expressdo, 0s quais sao responsaveis, além da clonagem, pela
expressao da proteina sintetizada a partir do gene alvo, ou pelo préprio estudo das
utilidades do gene em si. A diferenca estrutural entre esses dois tipos de vetores
consiste na presenga de uma regido promotora, nos vetores de expressao, permitindo
a transcrigéo e traducéo do gene nele inserido (ADDGENE, 2017).

Pela sua maneabilidade, os plasmideos sdo os vetores de exceléncia para a
clonagem de genes ou fragmentos de DNA especificos, apesar de também serem
usados na construcao de bibliotecas de genes, hoje em dia a clonagem tem interesses
multiplos no ambito da engenharia genética, tais como isolamento de um
gene particular, parte de um gene, ou regido de um genoma e producdo de um RNA
particular e proteinas moleculares em grandes quantidades (WATSON, 2015).

A tecnologia do DNA recombinante engloba a alteragéo genética de um material,
externo ao organismo, e a insercao deste material alterado no organismo para que
caracteristicas sejam obtidas em organismos vivos ou em seus produtos. Sendo
assim, essa tecnologia envolve a insercao de um fragmento de DNA a partir de uma
sequéncia genética desejada, através de um vetor apropriado (KHAN et al.,2016).
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2 | MATERIAL E METODOS / METODOLOGIA

2.1 Material necessario

Agua ultra pura; Glicerol; DNA para transformacéo (vetor com ou sem inserto);
E. coliDH5a eletrocompetente; Meio liquido LB (Cloreto de sodio, extrato de levedura,
triptona ou peptona); Cubas de eletroporacao; Eletroporador (Gene Pulser Xcell);
Placas com meio LB e o antibiético apropriado para selecado dos transformantes, de
acordo com o vetor utilizado (Ampicilina, Canamicina e Clorofenicol) e outro qualquer
agente de selecéo, por exemplo: X-Gal, para os vetores que o possuem; Demais
instrumentos para pipetagem/banho de gelo; GET (25mM Tris-HCI pH 8,0; 10mM
EDTA; 50mM Glicose); Acetato de amoénia; Isopropanol; Etanol; TE (10mM Tris-HCI
pH 8,0; 0,1imM EDTA); Solugcao de lise (100uL de SDS 10%, 200uL de NaOH 1M,

700uL de H20 ultra pura autoclavada).

2.2 Método de preparo de células de E. coli eletrocompetentes.

O processo de inducdo de competéncia ao processo de eletroporacéo para
Escherichia coli se inicia através da inoculacdo de uma coldnia dessas bactérias
em 50mL de meio LB (Luria-Bertani) com 0,5% de NaCl, realizando o crescimento a
37°C e 200 rpm, overnight, em uma incubadora. No dia seguinte, & necessario separar
1mL de meio LB, antes de inocular, para ser utilizado como branco nas medidas de
densidade 6ptica a 600nm em espectofotébmetro. Logo apds, ocorre a transferéncia
de 2,5% da cultura crescida para 1L de meio LB (dividido em volumes de 500mL em
dois erlens de 2L), realizando a incubacédo a 37°C e 200rpm, até atingir DO 0,6 a
600nm. Apds esse processo, deve-se esfriar os frascos em gelos de 15 a 30 minutos
e centrifugar por 20 minutos a 4000 rpm em centrifuga refrigerada, removendo com
cuidado os sobrenadantes apés centrifugacado e ressuspender as células em 1L e
agua ultra pura estéril e gelada, realizando uma nova centrifugagao por 20 minutos
a 4000rpm e 4°C. Novamente deve-se descartar o sobrenadante e ressuspender as
células cuidadosamente em 10mL de glicerol 10% estéril e gelado, realizando uma nova
centrifugacao por 10 minutos a 4000rpm e 4°C. Por fim, deve-se descartar novamente
o sobrenadante e ressuspender as células cuidadosamente em 2 a 3mL de glicerol
10% gelado e estéril, fazendo com que as células permane¢gam bem concentradas,
aliquotar 40uL de células em microtubos de 500uL estéreis e gelados, mantendo-os
sempre em gelo, e estocar a -80°C.

2.2.1 Método de execugdo de transformacéo de E. coli por eletroporagéo.

O procedimento deve se iniciar com a esterilizacdo das cubetas com etanol e
deixa-las secando no fluxo laminar. Enquanto ocorre a secagem das cubetas, deve-
se manter microtubos contendo 40uL de E. coli DH5a eletrocompetente em banho de
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gelo. Assim que as cubetas estiverem secas também devem ser mantidas em banho
de gelo, sendo o restante do processo realizado dessa forma, em baixa temperatura.
Terminando esses preparos iniciais, deve-se pipetar 1 ou 0,5uL do DNA para
transformacao no microtubo contendo a bactéria eletrocompetente e homogeneizar o
material.

Apo6s ahomogeneizacgéo, o conteudo presente no microtubo deve sertransferido
para a cubeta (contendo aproximadamente 41L) e deve ser levado ao eletroporador,
em banho de gelo. Antes de colocar a cubeta no eletroporador é necessario verificar
se existe a presencga de bolhas na cultura liquida, realizar retirada das bolhas presentes
através de movimentos bruscos, e retirar o excesso de umidade presente nas placas
metalicas da cubeta. O pulso aplicado na cubeta deve ser ajustado entre 1800 e
2000V no eletroporador.

ApoOs a eletroporacdo o material deve ser levado de volta ao fluxo laminar, em
banho de gelo, onde sera adicionado 1mL de meio LB a cubeta e depois seré transferido
0 meio liquido com as células eletroporadas para um novo microtubo, estéril. Dessa
forma, as células eletroporadas séo colocadas na incubadora a 200rpm e 37°C por
uma hora, no minimo, para que as células bacterianas possam produzir as proteinas
contidas no plasmideo e a sua selecdo em meio sélido possa ocorrer.

Sendo assim, apds o periodo de incubacédo, 100uL das células contidas no
microtubo devem ser plaqueadas em meio LB solido seletivo de acordo com aresisténcia
conferida pelo plasmideo, para crescimento apenas das bactérias transformadas. A
incubacao das placas deve ser mantida a 37°C por 16h em estufa.

E importante pontuar que a corrente elétrica gerada para ocorrer a abertura de
poros dentro das células bactériadas foi utilizada segundo o protocolo pré-estabelecido
do equipamento, Gene Pulser Xcell, o qual configurava os seguintes parametros:
1800V, 25uF, 200Q), utilizando uma cubeta de 0.1cm, um volume de células de 20uL e
um pulso de decadéncia exponencial. O meio LB utilizado foi feito a partir de cloreto
de sodio, extrato de levedura, triptona (Kasvi) e agar (apenas no meio sélido).

2.2.2 Inoculacdo das bactérias transformadas

ApOs o crescimento das bactérias em placas de meio LB sélido, uma colénia foi
retirada para que pudesse realizar seu crescimento em meio liquido. Para realizar a
transferéncia de uma col6nia isolada é necessario a utilizacdo de um fluxo laminar, de
tubos de ensaio de 10mL e palitos de dente autoclavados.

Sendo assim, foi executada a transferéncia de uma col6nia isolada, a partir da
utilizacao do palito de dente autoclavado para retirar a colénia do meio de cultura, para
o tubo de ensaio contendo 10mL de meio LB liquido e 10pL do antibiético especifico,
segundo o plasmideo utilizado, deixando o palito em contato com o meio. O tubo de
ensaio, entdo, € levado para a incubadora, onde deve ser mantido em uma rotacao de

200rpm e 37°C, overnight.
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2.2.3 Extracdo dos plasmideos replicados

Apbs o crescimento das bactérias em meio liquido, o contetdo presente no tubo
de ensaio € transferido para microtubos de 2mL e centrifugado por 5 minutos a
13000rpm.

Ao fim da centrifugacéo, o sobrenadante presente no microtubo foi retirado e o
conteudo ainda restante no tubo de ensaio foi transferido para o microtubo para uma
nova centrifugacdo, nos mesmos parametros. O processo € repetido até que todo o
volume contido no tubo de ensaio tenha sido transferido e centrifugado no microtubo,
realizando a retirada do sobrenadante.

Apé6s todas as centrifugacbes é adicionado 100uL de GET ao microtubo,
ressuspendendo o pellet com uma pipeta. Adiciona-se 300uL de solucdo de lise,
depois da ressuspensao, realizando a mistura do material por inverséao, gentiimente,
em temperatura ambiente e por no maximo 5 minutos. Em seguida é adicionado
300uL de acetato de aménia 7,5M, realizando uma mistura rapida e vigorosa por
inversdo. O material, entdo, é levado para centrifugacao a 13000rpm por 10 minutos,
transferindo-se o sobrenadante, ap0s a centrifugacédo, para um novo microtubo de
1,5mL. Sendo assim, deve-se adicionar 700L de isopropanol e deixar o material em
repouso no freezer durante, no minimo, 30 minutos.

ApOs o periodo de repouso, o material € novamente centrifugado a 13000rpm, a
4°C, por 10 minutos, ocorrendo a remoc¢ao do sobrenadante logo em seguida para
a adicao de 300pL de etanol 70% gelado, homogeneizacao gentil e nova centrifugacao
do material a 13000rpm, a 4°C, durante 3 a 4 minutos. Em seguida, retira-se o
sobrenadante e o tubo é colocado, aberto e na posicéo horizontal, na estufa, a 37°C,
durante 10 a 20 minutos para a secagem do pellet. Por fim, o material é ressuspendido
em 50uL de TE e é acrescentado 1uL de RNase a 10mg/mL (DNAse free) ao tubo
contendo o material a 37°C por 30 minutos.

2.2.4 Eletroforese

Ao fim do processo de extracdo do DNA dos plasmideos contidos nas células
bacterianas, foi realizado uma eletroforese do DNA desses plasmideos para verificar
a pureza do conteudo. Esse processo € importante pois caso haja alguma falha no
processo de extracdo, pode haver apresentacdo de outros contetdos além do DNA
dos plasmideos no produto final.

A eletroforese foi realizada a partir da preparacao de um gel de agarose (0,8%)
e de uma cuba para eletroforese, montada segundo o fabricante (Kasvi). O tampéao
tae, composto de 4,84g de Tris Base, 1,14mL de acido acético glacial, 2mL de EDTA
0,5M pH 8,0 e ddH20, foi utilizado na preparagéo do gel e na corrida. Os parametros
utilizados na corrida foram: 80V, por aproximadamente 1h. Foi utilizado o gel red
como corante no gel de agarose, em uma proporcao de 1:100.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apartir da execucao do método de eletroporacao nas bactérias eletrocompetentes
produzidas no laboratorio de Citotoxicidade do Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento
de Medicamentos (NPDM), localizado na Universidade Federal do Ceara (UFC),
seguindo o protocolo padrao ja estabelecido dentro do laborat6rio, podemos afirmar que
a transformacéo das bactérias pelos plasmideos utilizados, os quais s&o considerados
variacoes de pET e pGEM, foi bem sucedida, assim como o processo de extracao pela
miniprep, como podemos observar na eletroforese realizada (Figura 1), sinalizando
um resultado positivo.

Figura 1: Da esquerda para a direita, considerando a primeira banda como o peso molecular:
pET28aGST-tev; pETDuet-1; pET28aSUMO; pETTEVplus; pETTEV; pMAL-c4X; pGEX-
4T1; pET7-GroES; pET-Blue2; pET3a; pET11d; pET29a; pcDNA3.1/Neo; pcDNA3.1/Hygro;
pcDNAS3.1/Hygro-myc; pcDNA3.1/Hygro-His6; pcDNA3-FLAG; pcDNA3-FLAG-GFP; pGEM-

mKO2.

Na manutencéo da saude e tratamento de doencas, existem varias formas da
tecnologia do DNA recombinante ser aplicada. A terapia génica pode ser utilizada
também em combinagcdo com a terapia medicamentosa e, segundo testes, pode
oferecer protecdo as células tronco hematopoiéticas da quimioterapia por agentes
alquilantes contra glioblastoma (KHAN et al., 2016).

Assim como descrito por Vilela (2007), o uso da tecnologia do DNA recombinante
para a producdo de anticorpos contra um antigeno especifico € totalmente possivel,
através da técnica de clonagem génica e manipulagcdo da expressao proteica em
E. coli. O procedimento de producéo é relativamente simples e menos oneroso do
gue aquele envolvido na obtencédo de proteinas recombinantes (DINIZ, 2010). A
aplicagao destatecnologia consiste basicamente em escolher uma imunoglobulina
e posteriormente empregar a metodologia para fundir o DNA codificante da regiao
variavel da cadeia pesada do anticorpo com o DNA codificante para a regido constante
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(SCALLON, 2006).

A tecnologia do DNA recombinante pode ser usada através de diferentes
estratégias, a depender do objetivo que se pretende alcancar. Na producao de vacinas
€ possivel realizar a producéo de proteinas recombinantes em sistemas heterdlogos,
com E. coli, manipulagao genética para a insercao de genes que codifiquem antigenos
e imunizac&o com plasmideos recombinantes (DINIZ, 2010).

A producdo de anticorpos monoclonais através da técnica também pode
ser realizada, em que serdo produzidos anticorpos cujos alvos serdo proteinas de
membranas e receptores de membranas (FILPULA, 2007). O uso terapéutico de
anticorpos monoclonais em pacientes com tumores solidos tem demonstrado uma
taxa maior de sucesso com o0s anticorpos especificos para o Fator de Crescimento
Endotelial Vascular (VEGF) e para o Receptor do Fator de Crescimento Endotelial
(EGFR) (SCOTT, 2012).

Outra aplicacéo desta tecnologia refere-se ao desenvolvimento de receptores
antigénicos quiméricos (CARs) expressos em células T. Esses receptores, compostos
por dominios anticorpo-ligante conectados com dominios que ativam as células
T, podem superar a tolerancia admitindo que células T respondam a antigenos de
superficie celular. Sendo assim, estudos realizados por Tey (2007), foram capazes de
verificar a reatividade de células apresentando esses tipos de receptores contra o
tumor, utilizando um CAR de CD30 para Doenca de Hodgkin refrataria, assim como
CAR direcionado a GD2, expresso no virus Epstein-Barr. A partir desses estudos foi
introduzida uma técnica de transplantacao de células T reativas a tumores por meio
da expressao de receptores antigénicos quiméricos contra o tumor, obtendo também
um gene indutor de apoptose para uma fung¢ao suicida casos essas células T venham
a gerar reatividade contra o hospedeiro (doenca do enxerto contra o hospedeiro) (TEY
et al., 2007; LAM et al., 2013).

Citocinas sao polipeptideos que regulam a resposta inflamatoria e a resposta
imune de um individuo, provendo sinais importantes de patologias na fisiologia de um
organismo. Elas fazem parte de um grupo de mediadores relevantes dentro de uma
rede complexa e coordenada que rege as repostas inflamatdrias, além de exercerem
acbes pleiotropicas, séo produzidas por uma grande quantidade de células e séo
capazes de realizar trabalhos terapéuticos no organismo (NAVARRO-GONZALEZ,
2008). Citocinas que estao relacionadas a ativacdo ou a proliferacédo das células
do sistema imune podem ser usadas como estratégia para induzir o aumento da
resposta desejada de uma vacina de DNA. Em estudos feitos por Diniz (2010),
desenvolveram uma terceira versao das vacinas de DNA para tumores induzidos por
HPV-16, coadministrada de plasmideos que expressam as citocinas IL-12 ou GM-
CSF em combinagcdo com os plasmideos que expressam a E7 ou E7TEGE5 de HPV-
16 fusionados a gD de HSV-1. Através desta abordagem, obteve- se resposta de
imunizacdo méaxima, ou seja, foi obtido um efeito protetor terapéutico de 100% nos

camundongos usados no experimento.
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Em uma revisdo feita por Baigent (2002), ele apresenta dados do uso de
Interleucina-2 recombinante humana (Proleucina®) no tratamento de Carcinoma
Metastatico Renal (CMR) e de Melanoma Metastatico (MM), em subgrupos de
pacientes de CMR e MM obteve-se, respectivamente, respostas completas e duraveis
de aproximadamente 7% e 6%, afirmando que estudos realizados dizem que pacientes
tratados coma Proleucina®viveram pormais de 10 anos apés o tratamento. A substéancia
nao possui efeito antitumoral, ao invés disso, acredita-se que ela estimula o sistema
imune a reconhecer as células tumorais como células “estrangeiras”. As células
tumorais frequentemente desenvolvem mecanismos para passarem despercebidas
pelo sistema imune, o qual confunde células sadias com células mutadas.

A utilizacdo de RNAs de pequena interferéncia (siRNA) também & capaz de
gerar receptores de células T (TCRs) de atividade antitumoral aumentada, através
da recombinacdo genética utilizando vetores genéticos. Essa maior atividade ocorre
pela eliminacéo ou reducéo de expressao de componentes enddgenos que ajudam
a diminuir o despareamento desses receptores, sem mencionar que genes de TCR
podem ser utilizados para redirecionar células T contra uma variedade de antigenos
antitumorais (KERSHAW; WESTWOOD; DARCY, 2013).

A partir de estudos realizados pelo grupo de pesquisadores de Kim (2006), foi
realizada a producéo de um peptideo rico em arginina que pode atuar como carreador
de siRNA. Segundo esse grupo de pesquisadores, o Fator de Crescimento Endotelial
Vascular (VEGF) pode ser inibido por esse siRNA desenvolvido. Para localizar
tumores ativos também desenvolveram um carreador de gene bioredutivel conjugado
com o peptideo NGR, o qual pode ser revelado por imagem e poderia ser utilizado
para direcionar plasmideos para o local do tumor, mas ainda existem duvidas se a
expressao ocorreria (KIM et al., 2006; SON et al., 2012; LAM et al., 2013).

Inumeros dados tém sido acumulados acerca de miRNAs, constantemente eles
estdo envolvidos em diferentes processos celulares de diferenciacao, proliferacao,
sobrevivéncia e morte programada. Desse modo, ndo € novidade que alteracdes
na expressao e na funcdo de miRNA estejam relacionadas ao desenvolvimento de
estados neoplasicos em um organismo. Genes classicos podem ser superexpressos ou
silenciados de acordo com seu papel no desenvolvimento do cancer e anormalidades
em suas expressdes e fungdes podem ser associadas como marcadores tumorais
(PASCULLL, 2015).

Diferentes niveis de expressao de miRNA podem ser encontrados em diferentes
tecidos sadios e em tecidos tumorais, como no caso de cancer de mama, colorretal,
glioblastoma, adenocarcinomas, entre outros (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015).
Sobretudo, a literatura tem demonstrado que o fenétipo do cancer é caracterizado por
uma redugao geral de miRNA em relacéo a tecidos sadios, o que corrobora sobre o
papel do miRNA na manutencéo e diferenciacao celular e homeostasia do organismo
(PASCULLLI, 2015).

O uso de injecdes peri-tumorais de miRNA no tratamento de camundongos
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com tumores de prOstatas apresentou bons resultados na reducdo do crescimento
tumoral em comparacéo ao grupo controle (ISCAIFE, 2016). Uma série de estudos
sobre ganho e perda de fungdo génica em combinacdo com a predicdo de alvo
demonstraram que alteracdes na expresséo de miRNAs podem afetar nao somente o
processo tumorigénico, mas também a sensibilidade celular as drogas. Desse modo,
0 uso da tecnologia do DNA recombinante para producéo de sequéncias génicas que
tenham como alvo miRNAs e os mecanismos que cercam os RNAs enddgenos podem
representar um vasto campo para o desenvolvimento de novas terapias contra o
cancer, como por exemplo, o anticorpo monoclonal Herceptin® representa o primeiro
medicamento alvo-especifico para pacientes com cancer de mama que possuem
mutacéo no gene HER-2 (BERINDAN-NEAGOE et al., 2015)

41 CONCLUSAO

O método de eletroporacéo € altamente eficaz, ja que a maioria das bactérias
foram capazes de ser transfectadas pelo processo, e de simples execucgao, dependendo
somente de treinamento nas técnicas para a realizacdo do método e um pouco de
conhecimento tebrico sobre 0 assunto para que seja executado de forma eficiente,
segundo o protocolo.

A partir dos experimentos realizados, foi capaz de entender que existem alguns
interferentes no processo de eletroporacéo, pois mesmo com o cuidado de realizar a
tirada de bolhas presentes no meio e enxugar as placas metélicas ainda assim pode
ocorrer uma falha no processo e a corrente ser conduzida pelo meio.

As regras de biosseguranca também podem ser consideradas um importante
parametro para a obtencdo de resultados positivos, pois quando ndo sédo bem
executadas podem acontecer acidentes ou ocorréncia de resultados inesperados
enquanto quando bem executadas geralmente o resultado esperado é alcancado.
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RESUMO: A Maytenus ilicifolia, popularmente
conhecidas como espinheira-santa ou cancrosa,
pertence a familia Celastraceae possuindo 55
géneros e 850 espécies espalhadas nas regides
tropicas e subtropicas do mundo. Diversas
atividades farmacoldgicas sao atribuidas a
planta como antiacido, antiespasmaédico,
antiinflamatorio e cicatrizante. Também é usada
no tratamento de Ulceras pépticas e gastrite
cronica. O objetivo deste trabalho foi analisar
0 uso da Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia)
no tratamento de pacientes com problemas
gastrointestinais. Este estudo constitui-se de
uma revisao bibliogréfica, fundamentada em
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dados gerados pela literatura cientifica, no
qual se realizou uma consulta nas bases de
dados Lilacs, Scielo e PUBMED utilizando
artigos originais e de revisdo de 2003 até a
data presente, nos idiomas portugués e inglés.
Estudosiniciais revelaram que Maytenus ilicifolia
contém compostos bioativos que mostraram
potente acdo antitumoral e antileucémica em
doses muito baixas. Entretanto, seu uso mais
popular € no tratamento de Ulceras, indigestao,
gastrites crbnicas e, dispepsia, pois observou-
se que extratos hexano e etilacetato de
Maytenus ilicifolia promovem um aumento do
volume gastrico e do pH no estdmago, além
da acado anti-ulcerogénica e antiinflamatoria.
Foi observado que o extrato de folhas de
Maytenus ilicifolia reduz a secrecao acida na
mucosa gastrica de ras, com efeito semelhante
ao medicamento cimetidina. A partir da analise
dos dados, pode-se observar que a Maytenus
ilicifolia é capaz de ajudar no tratamento de
pacientes com problemas gastrointestinais
devido ao seu efeito gastroprotetor como forma
de melhorar a terapéutica do paciente.

PALAVRAS-CHAVE:
problemas gastrointestinais; anti

Maytenus licifolia;

ulcerogénica.

ABSTRACT: The Maytenus ilicifolia, popularly
known as espinheira-santa or cancrosa, it
belongs to the family Celastraceae possessing
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55 goods and 850 dispersed species in the tropical areas and subtropicas of the world.
Several pharmacological activities are attributed to the plantas antacid, antiespasmédico,
anti-inflammatory and cicatrizant. It is also used in the treatment of ulcers pépticas
and chronic gastritis. The objective of this work was to analyze Espinheira Santa use
(Maytenus ilicifolia) in the patients’ treatment with gastrointestinal problems. This study
is constituted of a bibliographical revision, based in data generated by the scientific
literature, in which took place a consultation in the bases of data Lilacs, Scielo and
PUBMED, using original papers and bibliographical revisions of 2003 to the present
date, in the Portuguese and English languages. Initial studies revealed that they
contain composed bioativos that showed potent action antitumor and anti-leukemic in
very low doses. However, its more popular use is in the treatment of ulcers, indigestion,
chronic gastritis and, dyspepsia, because it was observed that extracts hexano and
ethyl acetate of Maytenus ilicifolia promote an increase of the gastric volume and of the
pH in the stomach, they presented action anti-ulcerogenic and anti-inflammatory. It was
observed that the extract of leaves of Maytenus ilicifolia reduces the acid secretion in
the gastric mucous membrane of frogs, with effect similar to the medicine cimetidina.
Starting from the analysis of the data, it can be observed that the Maytenus ilicifolia
is capable to help in the patients’ treatment with gastrointestinal problems due to its
gastroprotector effect as form of improving the patient’s therapeutics.

KEYWORDS: Maytenus ilicifolia; gastrointestinal problems; anti-ulcerogenic.

11 INTRODUCAO

A Maytenus ilicifolia, popularmente conhecidas como espinheira-santa ou
cancrosa, pertence a familia Celastraceae possuindo 55 géneros e 850 espécies
espalhadas nas regides tropicas e subtrdpicas do mundo. No Brasil € encontrada no
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Diversas atividades farmacolégicas sao
atribuidas a planta como antiacido, antiespasmaodico, antiinflamatorio e cicatrizante.
Também é usada no tratamento de Ulceras pépticas e gastrite cronica. O seu valor
terapéutico é atribuido principalmente aos polifendis (flavondides e taninos) e
triterpenos (CALOU, et al., 2014). A Ulcera péptica € uma doenca crbnica, resultante
de um desequilibrio entre fatores protetores e agressores da mucosa gastrica. Pode
ser causada por multifatores, como por exemplo, fatores genéticos e alcool, mas
esta associado ao uso indiscriminado de AINES e identificacao da Helicobacter pylori
(RUIZ-NARVAEZ, et al., 2018). Estudos apontam que o uso de plantas podem ser
utilizadas para prevencéo e tratamento de doencas gastricas. Entdo, o objetivo deste
trabalho foi analisar 0 uso da Espinheira Santa (Maytenus ilicifolia) no tratamento de
pacientes com problemas gastrointestinais.
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2| METODOLOGIA

Este estudo constitui-se de uma revisdo bibliografica, fundamentada em dados
gerados pela literatura cientifica, no qual realizou-se uma consulta nas bases de dados
Lilacs, Scielo e PUBMED, utilizando artigos originais e de revisao de 2003 até a data
presente, nos idiomas portugués e inglés. Os artigos foram selecionados para esta
pesquisa de acordo com os critérios: abordagem sobre a atividade anti-ulcerogénica de
Maytenus ilicifolia, publicagdo dos ultimos 15 anos e disponibilidade do texto completo.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudos iniciais revelaram que Maytenus ilicifolia contém compostos bioativos
que mostraram potente acéo antitumoral e antileucémica em doses muito baixas.
Entretanto, seu uso mais popular é no tratamento de Ulceras, indigestao, gastrites
cronicas e, dispepsia, pois observou-se que extratos hexano e etilacetato de Maytenus
ilicifolia, promovem um aumento do volume gastrico e do pH no estbmago, além de
apresentar acao anti-ulcerogénica e antiinflamatéria (TABACH & OLIVEIRA, 2003).
Foi observado que o extrato de folhas de Maytenus ilicifolia reduz a secrecao acida na
mucosa gastrica de ras, com efeito semelhante ao medicamento cimetidina (FERREIRA,
et al., 2004). Outros estudos mostram que a planta atua na recomposicao da flora
intestinal e inibicdo de bactérias patogénicas, como laxante, para eliminar toxinas
através dos rins e pele e para regular a producéo do acido cloridrico do estbmago
(JESUS & CUNHA, 2012).

Varios flavondides foram identificados em extratos de Maytenus ilicifolia sendo a
estes atribuidos atividade anti-ulcerogénica pela inibicao da secrecao acida gastrica
tanto in vivo quanto in vitro. Baggio e colaboradores observaram em seu estudo com
a fracéo rica em flavonoéides extraida das folhas de Maytenus ilicifolia uma efetividade
na protecdo contra ulceras agudas e cronicas por inibicao da secrecao acida gastrica.
Nas lesdes agudas induzidas por etanol foi observada uma redugdo significativa com
o tratamento prévio dos animais com o extrato rico em flavondides, no entanto nao foi
observada nenhuma alteracdo nos mecanismos citoprotetores. J& nos animais com
lesdes induzidas por indometacina, farmaco que inibe a producéao de prostaglandinas
- responsavel pela integridade da mucosa gastrica através da inibicao da secrecéo
acida e estimulacéo da secre¢ao de bicarbonato - houve uma protecao significativa da
mucosa dos animais pré-tratados com a fragdo rica em flavondides, indicando assim
acao dos flavonodides da planta no sistema ciclooxigenase-prostaglandina (BAGGIO,
et al., 2007).

Alguns triterpenos relatados em literaturas foram identificados em extratos de
Maytenus ilicifolia, onde sao sugeridos como substancias responsaveis pela terapia
de enfermidades gastrintestinais, como € o caso do friedelan-3-ol e o friedelan-
3-on, destacados no tratamento da ulcera gastrica. Eles foram caracterizados de

Biomedicina e Farmacia: Aproximagdes 3 Capitulo 24




extratos obtidos com etilacetato através de cromatografia gasosa de alta resolugéo e
espectrometria de massas (CALOU et al., 2014).

Em processos de cura de feridas, queimaduras e inflamagdes, os taninos
ajudam na recuperacao, formando uma camada protetora sobre a mucosa ou a pele,
protegendo e favorecendo a recuperacao natural do organismo. No caso na Maytenus
ilicifolia, junto dos Oleos essenciais, 0s taninos, principalmente a epigalocatequina séo
responsaveis por parte dos efeitos gastroprotetores (SANTOS-OLIVEIRA et al, 2009).

Em seu estudo, Tabach e colaboradores observaram que o uso prolongado da
planta nao causou genotoxicidade e nem teratogenicidade, sendo essa planta uma
importante alternativa para o tratamento de Ulceras gastricas devido sua alta seguranca
e eficacia observadas em diversos estudos (TABACH et al., 2017).

41 CONCLUSAO

Diante da analise dos conteudos pesquisados nas bases de dados informadas,
pode-se observar que a Maytenus ilicifolia € capaz de ajudar no tratamento de pacientes
com problemas gastrointestinais devido as suas propriedades antiinflamatéria e
antiulcerogénica - efeito gastroprotetor - como forma de melhorar a terapéutica do
paciente.
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CAPITULO 25

UTILIZACAO DE NEUROPROTETORES FAVORECE
A SOBREVIDA DOS MOTONEURONIOS DA MEDULA
ESPINAL NA ESCLEROSE LATERAL AMIOTROFICA
(ELA) — UMA REVISAO SISTEMATICA E METANALISE

Thais Costa Porto Marinho
Centro Universitario IBMR, Rio de Janeiro, RJ

Angélica Dutra de Oliveira
Centro Universitario IBMR, Rio de Janeiro, RJ

RESUMO: A Esclerose Lateral Amiotréfica
(ELA) € uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pelo acometimento do neurénio
motor superior e inferior, tronco encefalico
e medula espinal, causando
muscular progressiva e atrofia. E uma doenca
multifatorial, caracterizada pela mutacéo
na enzima Cu/Zn superdxido dismutase-1
(SOD1). As causas mais provaveis para
surgimento e desenvolvimento da doenca se
implicam na excitotoxicidade do glutamato,
no entanto, estratégias neuroprotetoras e
neurorregenerativas, surgiram como uma
forma de tratamento promissora na tentativa
de reducdo da progressao da degeneracao
neural. O delineamento metodoldgico seguiu o
modelo PRISMA. Foram utilizadas as bases de
dados: PUBMED, Lilacs, Scielo, Science Direct
e Bireme, sem filtro de data inicial até julho de
2018. Para quantificar os efeitos do tratamento
foi utilizado o tamanho do efeito (g), corrigido
pelo viés (g de Hedge) com IC de 95%. As
metanalises foram aplicadas usando o modelo
de efeito fixo a partir da heterogeneidade
dos tamanhos de efeito. Os neuroprotetores

fraqueza
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utilizados por Tollosa (2011), Crossio (2012)
(2012)
concentracdo do glutamato, diminuindo o

e Lee apresentaram reducdo na
processo inflamatoério e reduzindo os niveis de
agentes oxidantes. Nesse contexto, foi avaliado
os niveis de THA, NF-KB e TNF para avaliar
a possivel neuroprotecdo. A mensuragao do
THA demonstrou efeito -5,67. Em relagdo ao %
NF-KB, 0 mesmo mostrou um efeito 119,19 (p<
0,0001). Por ultimo, a avaliacdo dos niveis de
TNF apresentou um efeito 176,78 (p< 0,0001).
A analise estatistica dos dados demonstrou
que houve reducdo nos niveis extracelulares
de TNF e na ativacdo NF-KB, sugerindo que
a utilizacdo dos neuroprotetores minimizou
a morte neuronal. Sendo assim, sugere-se
que a utilizacdo de neuroprotetores na ELA
promove maior sobrevida dos motoneurdnios
da medula espinal, possibilitando a redugéo do
processo inflamatério e da neurodegeneragao.
No entanto, esses neuroprotetores agem em
diferentes vias, assim a utilizacdo de dois ou
mais neuroprotetores em conjunto poderia
repercutir em resultados diferentes.

PALAVRAS-CHAVES: Esclerose  Lateral
Amiotrofica, ELA, Doenca do neurdnio Motor,
Neuroinflamacéo, Excitotoxicidade.

ABSTRACT: Amyotrophic Lateral Sclerosis
(ALS) is a fatal neurodegenerative disease
characterized by the death of upper and lower
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motor neurons, brainstem and spinal cord, causing a progressive muscle weakness and
atrophy. Its cause is multifactorial characterized by to a mutation in the Cu/Zn-superoxide
dismutase gene (SOD1). The most likely causes for the onset and development of the
disease imply excitotoxicity in the presence of glutamate, however, the neuroprotective
and neurodegenerative strategies emerged as a promising form of treatment in an
attempt to reduce the progression of neural degeneration. The methodological lineation
was performed according to the declaration of the PRISMA, based on articles searched
in the databases: Pubmed, Lilacs, Scielo, Science Direct and Bireme. The search was
limited to English language publications, having no filter from the initial date until July
2018. To quantify the effects of the treatment, the effect size (g), corrected for bias (g
of Hedge) with 95% CI was used. The Meta-analyzes were used using the fixed effect
model of the heterogeneity of effect sizes. The neuroprotectors were used by Tollosa
(2011), Crossio (2012) and Lee (2012), in reducing glutamate, decreasing the action
process and levels of oxidizing agents. In this context, levels of THA, NF-KB and TNF
have been published to assess neuroprotection. A THA measurement showed an effect
-5,67. Regarding %NF-KB, it had a 119.19 (p <0.0001) effect. Finally, an evaluation
of TNF levels showed an effect 176,78 (p <0.0001). A statistical analysis of the data
was restricted in the extracellular domains of TNF and NF-KB, suggesting that the use
of neuroprotectors minimized neuronal death. Therefore, they suggest that the use of
neuroprotectors in ALS promotes a greater survival of the spinal cord motoneurons,
allowing a reduction of the process of combat to neurodegeneration. However,
neuroprotectors act in different ways, as the use of two or more neuroprotectors
together could have repercussions on different results.

KEYWORDS: Amyotrophic Lateral Sclerosis, ALS, Motoneurons diseases,
Neuroinflammation, Excitotoxicity.

11 INTRODUGCAO

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca neurodegenerativa fatal
caracterizada pelo acometimento dos neurdnios motores superiores (NMS) e inferiores
(NMI), tronco encefalico e medula espinal, sendo de rapida progressao [1,14,15].

A idade média do aparecimento da doenca ocorre entre 50 e 65 anos, além de
possuir um tempo curto de sobrevida, cerca de 3-5 anos. Aproximadamente 5 - 8% dos
casos de ELA sao familiares, e cerca de 20% ocorre devido a uma mutacado no gene
da superdxido dismutase Cobre/Zinco (SOD1) [12,18].

Possui perfil multifatorial e de etiologia desconhecida, com variedade genética
e fatores ambientais. As causas mais provaveis para o desenvolvimento da doenca
implicam a excitotoxicidade na presenca do glutamato, estresse oxidativo, alteracéao
na fungdo mitocondrial e neuroinflamacéo [15].

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso central
(SNC), possuindo grande importancia na cognigcéo, transporte rapido no impulso
nervoso, memoria, movimentacao, sensacéo, além de ser crucial para a plasticidade
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singptica. Os neurdnios do SNC possuem dois tipos de receptores de glutamato: os
ionotropicos e 0 metabotropicos. Os ionotropicos séo divididos em trés grupos: N-metil-
D-aspartato (NMDA), amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionato e Kainato (AMPA/
KA) e os metabotropicos sdo do grupo mGluR, que podem ser mGluR1, mGIuR3 e
mGIluR5 [4,19,20].

A definicao de ionotropico se da devido a ativacao desses receptores através de
ions, ou seja, 0 aumento da concentracao de ions especificos modulara positivamente
a ativacao dos receptores MNDA e AMPA/ KA através do Ca*?e Na*respectivamente.
Ambos se agregam no mesmo complexo proteico transmembranar, dessa forma, a
neurotransmissao mediada pelos receptores iGLURs sao rapidas. [19,20].

No entanto, a ativacdo dos receptores metabotrdpico ocorre por meio de uma
proteina G que ao ser fosforilada desencadeara uma cascata de reacées intracelulares,
possibilitando a ativagdo de canais iénicos localizados na superficie da membrana
plasmatica do neurbnio pds sinapticos, sendo considerada uma neurotransmisséao
mais lenta [19,20].

Segundo Ruggiero e col (2011), os receptores NMDA ficam localizados na
membrana pos sinaptica das sinapses excitatorias e possuem maior permeabilidade
ao Ca*? do que os receptores AMPA e KA. Essa maior permeabilidade ao Ca*?*faz com
gue ele contribua diretamente com mecanismos neurotoxicos.

Na familia dos receptores L-Glu o mais estudado € o NMDA. Em estudos prévios,
receptores L-Glu estéo envolvidos no mecanismo de excitotoxicidade e degeneracéo
neural e isto foi reforcado quando utilizaram injecdo de NMDA intravitrea como um
modelo de lesao in Vivo, estimulando a degeneracdo de células da retina de ratos.
Sendo assim, 0 aumento da concentragcdo do glutamato pode exercer em algumas
situacbes efeitos neurotdxicos que podem induzir a degeneracdo neural. Segundo
Sungyoub e col (2012), a excitotoxicidade causada pelo aumento dos niveis do
glutamato tem se mostrado significativamente importante para a degeneracdo dos
neurdnios motores nesta patologia [13,16,17,19,23,25].

Esta hipotese é sustentada pelo aumento da concentracdo de glutamato
encontrado no fluido cérebro espinal em pacientes com ELA [7]. Isso ocorre devido a
uma diminuicdo da recaptacao do glutamato pelas células da Glia e por transportadores
préprios (GLT-1) presentes nas células neuronais pré-sinapticas e da medula espinal.
A ineficiéncia na recaptacao resulta em uma excessiva concentracdo de glutamato
na fenda sinaptica, ocasionando uma hiperestimulacao dos receptores de glutamato.
Promovendo a elevacéo nos niveis de Na* e Ca?*, podendo promover morte neuronal
(Figura 1) [7,25].
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Figura 1: llustragéo da transmissao glutamatérgica e ativagéo dos receptores NMDA, AMPA/
KA e mGIuR através dos ions Na*?e Ca*2. Apos o estimulo excitatorio, as células da glia e
transportadores proprios do neurdnio pré-sinaptico realizam a recaptacao do glutamato.

Dessa forma, a morte neuronal ocasionada pela excitotoxicidade promove um
quadro neuroinflamatoério. Em contrapartida, as células da Glia quando lesadas, liberam
citocinas pro-inflamatorias, dentre elas interleucina seis (IL-6), interleucina 183 (IL-18,)
fator de necrose tumoral (TNF), interferon gama (IFN-y), Ciclooxigenase 2 (COX2),
prostaglandina (PGE2) e espécie reativa de oxigénio (ROS) [1,5,11,15,18,25].

A sintese desses mediadores pré-inflamatérios e outros mecanismos de
sinalizagao celular presentes na ELA induz a ativagédo do NF-KB. O NF-KB é um fator
de transcricdo nuclear que pode ser ativado através de estresse oxidativo e aumento
dos niveis de Ca*? intracelular, além de estar envolvido na resposta imune inata e
adaptativa [4]. Quando esse fator ndo esta ativado ele se encontra no citoplasma
ligado a uma proteina inibitéria IKB. Esse complexo IKB impede a translocacéo do NF-
KB para o nucleo aonde este sera fosforilado e ativado [5,7].

Inumeros fatores levam a fosforilagdo do IKB, o que é importante para a
sua degradacdo. Dessa forma, depois de fosforilada IKB recebe a adicdo de uma
ubiquitina, sendo enderecada para a degradacgao via proteassoma e resultando na
ativacao do NF-KB. No entanto, para controlar essa ativagao, o NF-KB possui um
inibidor fisiolégico o IKBa. O IKBa se juntara a p50 impedindo que ela esteja livre e se
associe ao NF-KB e consequentemente, translocada para o nucleo [5,7].

Estudos recentes apresentam diversos neuroprotetores, dentre eles o Cape, Bay -
11-7082, Receptor antagonista AMPA/KA [CNQX], Grelina, Antocianina, GFAP-IkBaAA
e GFAP-IkBaAA/SOD1G93A. Estes possuem mecanismos de acédo diferenciados na
contencao daneurodegeneracao e nadiminuicdo do processoinflamatério. Alguns agem
inibindo a ativacdo do NF-KB, na ativacdo microglial e consequentemente, promove
a diminuicao da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios. Outros, competirdao pelo
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mesmo sitio de ligagdo do glutamato, reduzindo o estresse oxidativo e ROS [1,10,15,
21].

Neste trabalho abordamos a acdo dos neuroprotetores interferindo na
excitotoxicidade promovida pelo glutamato e correlacionando com um melhor
prognéstico da ELA. Desta forma, analisamos a efetividade dos neuroprotetores na
contencdo da degeneracado neuronal e a sua possivel eficacia no aumento da sobrevida
dos neurénios motores.

2| METODOLOGIA

A revisdo sistematica foi desenvolvida de acordo com a declara¢do do PRISMA,
com base em artigos pesquisados nos bancos de dados do Pubmed, Lilacs, Scielo,
Science Direct e Bireme. As buscas foram realizadas na lingua inglesa, sem filtro
para data inicial e até julho de 2018. As palavras chaves utilizadas para a realizacéo
da pesquisa foram ELA, Esclerose Lateral amiotréfica, doenca do sistema imune,
desordem imune e neuroinflamacao.

ApOs a elaboracéo das palavras chaves, a busca nas bases de dados apresentou
um total de 1.297 artigos, onde ap06s a analise dos titulos e resumos foram selecionados
100 artigos para a leitura dos artigos integra. ApOs a aplicacéo dos critérios de inclusao,
6 artigos que contemplaram os critérios de elegibilidade, conforme demonstrado na
figura 2.

Dados utilizados na anélise estatistica foram passados para o software Stata
Intercooled 9.2. Os dados foram combinados, e realizamos metanalise com modelo
de efeitos fixos. Para quantificar os efeitos do tratamento foi utilizado o tamanho do
efeito (g), corrigido pelo viés (g de Hedge), com intervalo de confianca (IC) de 95%.
Foram realizados testes de heterogeneidade e viés de publicacdo ap6s analise, e 0s
valores de p <0,0001 e p < 0,05 foram considerados indicativos de heterogeneidade
dos tamanhos de efeito.
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A Metanalise foi realizada para cada indicador presente nos estudos, respeitando

as avaliagdes e de acordo com a disponibilidade de indicadores, visto a existéncia
de lacunas em determinados indicadores. Das analises metanaliticas realizadas

verificam-se todos os valores de P com significancia estatistica (Tabela 1).

Neste estudo, foram observados efeitos dos neuroprotetores na contencao

da neurodegenderacdo no grupo controle e experimental, e a correlagdo com a

porcentagem do numero de neurdnios motores da medula espinal de ratos.

. Paciente Controle Efeito
Indicador Estudos — — M 95%-IC p-valor
Média | +DP | Média | +DP | Geral
Tolosa, 2011 11,6 0,95 13 1,1 -5,67 | [-2,16; -0,64]
THA <0,0001
Lee, 2012 6,65 | 0,515 | 15,76 | 1,25 [-9,79; -8,43]
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[243,57;

Tolosa, 2011 | 376,3 | 31,55 | 1105 | 28,39 | 119,19
% NF-KB 288,03] <0,0001
Crosio, 2012 | 1058 | 6.7 | 358 | 9.2 [57.12; 82,88]
Tolosa, 2011 | 1108.,6 | 139,15| 200 |14345|176,78| [803:91:
1.013,29]
TNE 61 <0,0001
Lee, 2012 | 1652 | 41,05 | 17.8 | 575 168,55

Tabela 1: Andlise descritiva de cada indicador presente nos estudos.

Na auséncia de neuroprotecdo, observamos uma redugcdo do numero de
neurénios motores da medula espinal. O grafico 1 mostra o tamanho de efeito dos
estudos do Tolosa e col e Lee e col, onde comparamos o tamanho de efeito dos grupos
com a presenca de um indutor da degeneragcao threohydroxyaspartate (THA) e na
auséncia de neuroprotecédo. O THA é um inibidor da recaptagao de glutamato, ou seja,
ele inibe o transportador de glutamato induzindo um quadro de excitotoxicidade [15].

A partir da analise do gréafico 1, observamos um efeito geral de — 5,67 indicando
que o grupo com auséncia de neuroprotecdo e com a utilizacdo do THA foi favorecido,
ou seja, na auséncia de neuroprotecdo e com a inducéo da degeneracéo observa-se
uma reducéo do numero de motoneurénios na medula espinal.

Tollosa, 2011 ——

Lee, 2012 HlH

_1.40 [-2.16, -0.64]

-9.11 [-9.79, -8.43]

Efeito -

567 [6.17, -5.16]
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Gréfico 1: Forest Plot com Numero de Neurdnio Motor. Analisando o efeito da redugéo do
Numero de Neur6nio motor da medula espinal, foi observado um efeito negativo -5,67 indicando
uma diferenca significante entre pacientes e controles.

No entanto, na presenca de neuroprotecdo, observamos uma reducao da
ativacado de NF-KB o que promove uma diminui¢do da ativagéo astrocitaria e reducéo
da liberagéo de glutamato. Com a diminuic&o da concentra¢do de glutamato na fenda
sinaptica, modulara negativamente os seus receptores localizados nos neurénios
motores, reduzindo o influxo de Ca*?e Na*, minimizando o efeito da hiperestimulacéo
e da sua excitotoxicidade (figura 2).

No gréfico 2, apresentamos o tamanho de efeito do estudo do Tollosa e col e
Crosio e col, observamos o tamanho de efeito dos grupos com auséncia e presenca
de neuroprotecédo. A partir dessa analise, demonstramos um efeito geral de 119,19,
indicando que o grupo com a presenca de neuroprotecao foi favorecido em relagéo ao
grupo com auséncia de neuroprotecao.
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Gréfico 2: Forest Plot para a porcentagem de NF-KB. Analisando os efeito de cada estudo, o
efeito geral foi igual a 119,19 indicando uma diferenca significante entre pacientes e controles.

Além da reducéo da ativacdo de NF-KB, observamos também uma redu¢éo dos

niveis extracelulares de TNF. Essa reducéo promove uma diminuicéo da ativacao de

NF-KB, o que ira refletir na reducéo da ativacao astrocitaria, na liberacao de glutamato

e consequentemente, uma diminuic&o da ativagcdo microglial (figura 3).
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Figura 3: Inibicdo da ativacdo do NF-KB, ativacao Microglial e hiperestimulacdo dos receptores
de glutamato na presenca de neuroprotecéo (Tolosa e col, 2011; Lee e col, 2012; Crosio e col,

2012).

O grafico 3, mostra uma reducdo dos niveis extracelulares de TNF, onde

analisamos os estudos do Tollosa e col e Lee e col e comparamos o tamanho de

efeito entre os grupo. A partir dessa analise, observamos um efeito geral de 176,78

indicando que o grupo com a presenca de neuroprotecao foi favorecido em relacéo ao

grupo com auséncia de neuroprotecao.
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Grafico 3: Forest Plot do indicador de TNF. Analisando os efeitos de cada estudo e o efeito
geral foi de 176,78 indicando uma diferenca significante entre pacientes e controles.

Dessa forma, podemos concluir, a partir dos dados acima, que na presenca de
neuroprotecao o processo degenerativo € atenuado devido a reducao de fatores proé-
inflamatoérios que induzem o aumento da concentracdo de glutamato e favorecem
o0 quadro neuroinflamatério. Assim, por meio de estratégias neuroprotetoras e
neurorregenerativas € possivel promover uma sobrevida aos motoneurénios da
medula espinal nessa patologia.

4 | DISCUSSAO

O conhecimento sobre a patogénese da ELA tem sido obtido, na maioria das
vezes, a partir de modelos animais com a forma familiar, e este conhecimento tem
permitido desenvolver modelos celulares in vitro para a forma esporadica e estudar as
propriedades de sobrevivéncia destas células, sua interacdo com outros tipos celulares
e a suscetibilidade em condicbes ambientais, que s&o alguns dos fatores envolvidos
na patogénese da doenca [2,9].

As doencas neurodegenerativas agudas e crbnicas possuem a caracteristica
comum de perda de neurbnios por mecanismos originados pela sobreativacdo dos
receptores de glutamato, o qual ocorre por uma excessiva excita¢ao sinaptica mediada
por este aminoéacido, ao que chamamaos excitotocicidade. Por esse motivo, é importante
sabermos 0s mecanismos de receptacao do glutamato por neurénios ou células gliais,
determinando o tempo que o neurotransmissor estara disponivel na sinapse [6, 8].

A expresséo alterada dos transportadores de glutamato na ELA é talvez um dos
melhores exemplos estudados ligando neuropatologia a disfun¢cédo do transportador
glutamatérgico. Em uma série de estudos descobriu-se um aumento nos niveis de
glutamato no liquido cefalorraquidiano, uma diminuicéo na atividade de transporte, e
niveis diminuidos de receptores recaptadores de glutamato em pacientes com ELA,
em comparagdo com um controle ou populacdo de referéncia com individuos que
morreram de doencas nao neuroldgicas [22].

Varias hip6teses foram cogitadas sobre a geracao possivel desta doenca as mais
citadas sao: excitotoxicidade mediada por receptores AMPA, e toxicidade causada por
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ganho de fungdo de SOD1 mutado, o que eleva a geracéo de espécies reativas de
oxigénio [6].

Para muitas doengas do sistema nervoso associadas com expressao alterada
do transportador de glutamato, a atividade (e em alguns casos os niveis de proteina)
foi medida em tecidos periféricos, evidenciando que muitos destes transportadores
Na* dependente ndo s&o exclusivos do sistema nervoso. Na verdade, a atividade do
transporte Na* dependente é mais baixa em plaquetas de pacientes com ELA e os
niveis de glutamato no plasma sé&o mais elevados [22].

Em nosso estudo, Tolosa e Lee, demonstram que a utilizacdo de THA promoveu
a inibicdo da recaptacéo do glutamato pelas células da glia e por transportadores
proprios presentes nas células neuronais pré-sinapticas e da medula espinal. Essa
inibicdo resulta em uma excessiva concentracdo de glutamato na fenda sinaptica,
ocasionando uma hiperestimulagcéo de seus receptores promovendo um aumento do
influxo de Na*e Ca**levando a morte neuronal.

No entanto, quando utilizado a neuroprotecdo, a andlise estatistica dos dados
demonstrou que houve redugéo nos niveis extracelulares de TNF e na ativagcao NF-KB,
sugerindo que a utilizacado dos neuroprotetores reduziu ativacao microglial, astrocitaria
€ minimizou o impacto neuronal.

Devido a importancia da excitotoxicidade glutamatérgica como fator importante
no desenvolvimento da ELA e a inexisténcia de farmacos eficientes para o tratamento,
considera-se fundamental o estudo de drogas que possam reverter esta toxicidade,
através da modulacédo da transmissdo de glutamato. Aléem disso, lesdo causada
por estresse oxidativo parece ser fator patogénico comum nas diversas doencas
neurologicas [24].

Sendo assim, sugere-se que a utilizacdo dos neuroprotetores na ELA teria um
papel importante em promover uma maior sobrevida dos motoneurénios da medula
espinal, possibilitando a reducdo do processo inflamatério, do estresse oxidativo
e da neurodegeneracdo. No entanto, esses neuroprotetores possuem diferentes
mecanismos de acao, assim a utilizacdo de dois ou mais neuroprotetores em conjunto
poderia repercutir em resultados diferentes na contencédo da neurodegeneracao.
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