





Editora chefe
Prof? Dr® Antonella Carvalho de Oliveira
Editora executiva
Natalia Oliveira
Assistente editorial
Flavia Roberta Bardo
Bibliotecaria
Janaina Ramos
Projeto grafico
Camila Alves de Cremo
Daphynny Pamplona
Gabriel Motomu Teshima 2022 by Atena Editora
Luiza Alves Batista  Copyright © Atena Editora
Natalia Sandrini de Azevedo  Copyright do texto © 2022 Os autores
Imagens da capa Copyright da edicao © 2022 Atena Editora
iStock Direitos para esta edicdo cedidos a Atena
Edicdo de arte  Editora pelos autores.
Luiza Alves Batista Open access publication by Atena Editora

Todo o contelido deste livro esta licenciado sob uma Licencga de Atribuicdo
@ Creative  Commons.  Atribuicao-Nao-Comercial-NaoDerivativos 4.0

Internacional (CC BY-NC-ND 4.0).

0 conteudo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sdo de responsabilidade
exclusiva dos autores, inclusive nao representam necessariamente a posicao oficial da Atena Editora.
Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos créditos aos autores,
mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Todos os manuscritos foram previamente submetidos a avaliacdo cega pelos pares, membros do
Conselho Editorial desta Editora, tendo sido aprovados para a publicagdo com base em critérios de
neutralidade e imparcialidade académica.

A Atena Editora é comprometida em garantir a integridade editorial em todas as etapas do processo
de publicacado, evitando plagio, dados ou resultados fraudulentos e impedindo que interesses
financeiros comprometam os padrdes éticos da publicacdo. SituagOes suspeitas de ma conduta
cientifica serdo investigadas sob o mais alto padrao de rigor académico e ético.

Conselho Editorial

Ciéncias Biologicas e da Salide

Prof? Dr? Aline Silva da Fonte Santa Rosa de Oliveira - Hospital Federal de Bonsucesso
Prof® Dr? Ana Beatriz Duarte Vieira - Universidade de Brasilia

Prof® Dr® Ana Paula Peron - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana

Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr® Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias


https://www.edocbrasil.com.br/
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4513496Y0&tokenCaptchar=03AGdBq2458SPEQEODzlpQokb908t-TrS0q2mqXiZD6E_s0Whm3-17m2vEy8T6m32llHGBw7IUUXUsDXsYl2ifZ6ylcJRVOwOu41x4ehDsFw5_UQnamyfWyea7fLGzOKX3erqFJvpeKNM5UCMiHww_gNsPDkpu45SBAl3Nq6SyjzbG9FK0SW5tkk0wxo1jwdXUwwqU_DekSrQRdbJEQr0_jmFvIxARjUZ6fb9LY216FLc2QY4i3famcP4_1ctxdQ9cS_w4WEzZWjNkOG0MmGd_Jgkv1mdc8xbWO9eSYAhq1o7MmLZN7Dy5LyJHpiOE0vwQKextWR30f6uvJLxQN6skwsQqnbHZqC82FAYK_4-VHMFabZ96ihZ_uNcsQ5koyhFJTSX9fuEZESvQkrnt3gn3XRWpa3ZyAErKG4F4IyARHmQxM3d6Y6JCW5RIg-Z1Tul4zl7gV9b55T2pKoT3r6Kn2SA27jtUyzT-zw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do;jsessionid=EC728E48AFE16A98FFC773D5A8602CDB.buscatextual_0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do;jsessionid=EC728E48AFE16A98FFC773D5A8602CDB.buscatextual_0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do;jsessionid=3C9AE197E57189A69901A5CA9DA477A9.buscatextual_0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4267496U9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773603E6
http://lattes.cnpq.br/5082780010357040

Prof. Dr. Cirénio de Aimeida Barbosa - Universidade Federal de Ouro Preto

Prof® Dr? Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr® Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof® Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira
Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof® Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondénia

Prof Dr? lara Lcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Aderval Aragao - Universidade Federal de Sergipe

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof® Dr® Juliana Santana de Curcio - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Livia do Carmo Silva - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Maurilio Antonio Varavallo - Universidade Federal do Tocantins

Prof? Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof® Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof® Dr® Sheyla Mara Silva de Oliveira - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Suely Lopes de Azevedo - Universidade Federal Fluminense

Prof® Dr® Vanessa da Fontoura Custédio Monteiro - Universidade do Vale do Sapucai

Prof? Dr® Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr? Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco


http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4767996D6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4574690P9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4751642T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4125932D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4785541H8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4707037E3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4721661A9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730006H5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4799345D2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4431074H7
https://orcid.org/0000-0002-5205-8939
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4421455Y9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4777457H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4732623J3&tokenCaptchar=03AGdBq24iB-Pof08yPIxT6yxqim-Gnz-Y1IERLxwCNF6X8B9QzolzMoUtSDkPD6WZqA3yZ9AocEA-Ms1KKdTiOsRHg3DhIQwGo4ezaV3L0m_jo_oNAt2bpDjn-YYZVFAVh_wflb5D7E2YzRSy1Owzi0PkDAULG_dxn3s8nGd7OI4JiQUTInBUYirVwP-tlf_CP0AcGDIRSR6_ywnG_r5InTp1TG4mF2qZpMSWM8YklIs672ldbN7qYBYirnIjtrefebeiYbxomms41FywGx-yEcO10Ztb8x6DRdgHU_a6cXS8Z5k5ISxMK1MurH5TXXMv9GTYdgr_kZ6P2pZflXWlKOY_cNoCwIwSPAUTQ1VJR-fpO869k8oAgy1VpCxPKUoVcP6Vb9d4XrDijweLhiAXfO1_iH0V6LyUyw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730979Y6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4770360J4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4177965H7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4762258U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4769144H2&tokenCaptchar=03AGdBq24Yxzjqjp7LskrufFVo0QrNAEv_wS-y9Yis7IH_xN8FImtn8T7wzW4CuISziPu87d95GO0da-CoAH7yG2-Z2mAJEQjgvyA7RGZsPKjEBx32rZJKmJkeRFMazOtWfpab87pjaC_XpeRceOifpsHXhAnXcuOqREUS4W1iUHMb0B_kvJKY7FRdnJRer3EHn5Ez_79p0cFso7UE5Ym0ET4ptZXWlpQ4RcrS0hQDiJS-IDoKSOxiaCZF9pFNEWki2O6bRejqfEqUlEGc3UTwcq_vkXTUgvNSnjeSCGbS09fo5UGVZP1Q1YNrzuIHhujGsB_BvTjjlC7fLNxfU2r2qpuzV9xULL7P5sLJPBFGqY_mZQuN-2tBIEujGguY81LwJm0GB4sgtmYJDc-JU-tiU1QrsExBI9_OKg
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://lattes.cnpq.br/1353014365045558
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4469747P8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4227371A7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4417033E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4723835T5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208877H4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4467061D7&tokenCaptchar=03AGdBq267s04IEVTMOWiqwurh_lBmUoi-vS7BW6P--0eLLmrOX3otZcGuK9_kzkerITV0xTmMad5fjY73BQjeAr5HU9a3VsN-BCAhIdFq3Bt2GghD1Sac4QbYFTuCxGCEajtFe9GBasPKJhvDIpQspDMnFXYyXhHAERpCeeFfUl-iWYu92wzV213OW5WT39pXNY-Eox-fBJemXlD4lUsNjSNqJhZOaj3MQ-6ZihaP2Bg1nKJ0H9sKrRw-M0ZFfilSGsFeVwe3HiyIPVrLdZmeB7rN1ldWt1HHwAcgJKtUFD_QaprpSqT135HrPW6GG3n5UBd7lKNvk0MnETJZHSV49UlnpJDy3cXwa7ZZu2KGU4X3fIN6o1YHVJzMsQXodx0lT8nC0uhPIUElyD694XgZv0L-mmWMl1PrDw
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4208106A6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4728374J9&tokenCaptchar=03AOLTBLSd782i965vCUhSY1Tf89Z5X-2c8WmQvb5mB04zomll-Y2szBLd81HYsfkufWR-gBq5feMUL2LWVFOYezaaB_N8HJrg444SriTsScGQwNgFRlNqEFWVKgyr2LcdZC3TwBSOhFrHcx-fB9E_MLK9TEcuTIrweDsrLptGONUQHuGFs0w5Tq8zQpUJ1oBPW9PWJ8VOWknBRF_vyVj1043dMF4u7HT9lUeOC53CV1mxxrgJEBlXqXYuUVzFKRNUjZtRAg0W3aGDTT2BjW1kOtBkozSKnk_ZrFpMuxqzujBD_5zoN8hKsmKWbn3uvYuw3FAHhvtXhc6GbwtFn3NTSeOo1d4iFG-ODet7uvVFJJSRSVuPPDEtHMRVcm082SntHNs8rB_cBPJmK54nRqSxougSpTfA7kq3Zjn_SoOeKo22R-2b_C9U4nAfxhKkzip5nV4cA1A13DrZ2vOSMGmMiBVqvhhr5ywn6Quy_pPEuWwca5XKP15frqfeIQiObr5VsyngYyyE7JyIDfhQ1UDigdsGHLGH2ZEl_Y1Mf83-z6bui470oWfCD8hBgg9UBOgnyvJ91B6S1qDi
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4750685J6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4773701H6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4496674E1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4765517P4&tokenCaptchar=03AGdBq25L0ZeMenyvmbGxNKYMxIjTZE_z2C_MkOvUgthueD01gklc0ZTmcWYcnYkybfPMYonWrO6eO724-9ItpTYdLDvhGTCcartqOGt8BGblsu2kRVj0OY8DQZLY6SoGSTCfW9q6VtakFtQdluBPvPtQ2AxvjIwU-4lb5tiksAVt6oPhWe5S6V8XzRbPzussTkPtBJxx0-7feaS45R6KjgjmrVx-3CehyCnPDSMrlAaVtSKj9y3LNtUAHB05sbCL8JhdZLKsaXzJ4wOYHcT6L0kX2WipKTwj9uC0ILrBsOLBKqmKNw9YscHOTJUkXWTNGWZiPXCBdG5qgwPVjYeCX3DN1Nkz6ZfIyMOFs45XAi7fzyWo2GydjhoBktYm_9oIKPeSP2eTA07gAtlODiAOhtyRYDb_9X7gs-EZ-ybLGFTzQME-HmjOtfOAGWQinEMQ_cBP5fT9Cfj9dCED77E_dXydXoIDyEoDWg
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4708470J3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4241566A7

Ciéncias biologicas: génese na formacgao multidisciplinar 2

Diagramagdo: Camila Alves de Cremo
Corregdo: Yaiddy Paola Martinez
Indexagdo: Amanda Kelly da Costa Veiga
Revisdo: Os autores
Organizadora: Alana Maria Cerqueira de Oliveira

Dados Internacionais de Catalogagé@o na Publicagao (CIP)

C569 Ciéncias bioldgicas: génese na formagao multidisciplinar 2 /
Organizadora Alana Maria Cerqueira de Oliveira. -
Ponta Grossa - PR: Atena, 2022.

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader
Modo de acesso: World Wide Web

Inclui bibliografia

ISBN 978-65-5983-841-7

DOI: https://doi.org/10.22533/at.ed.417221701

1. Ciéncias biolégicas. I. Oliveira, Alana Maria Cerqueira
de (Organizadora). Il Titulo.
CDD 570

Elaborado por Bibliotecaria Janaina Ramos - CRB-8/9166

Atena Editora

Ponta Grossa - Parana - Brasil
Telefone: +55 (42) 3323-5493
www.atenaeditora.com.br
contato@atenaeditora.com.br



http://www.atenaeditora.com.br/

DECLARACAO DOS AUTORES

Os autores desta obra: 1. Atestam nao possuir qualquer interesse comercial que constitua um conflito
de interesses em relacgdo ao artigo cientifico publicado; 2. Declaram que participaram ativamente da
construcao dos respectivos manuscritos, preferencialmente na: a) Concepcao do estudo, e/ou
aquisi¢ao de dados, e/ou analise e interpretacao de dados; b) Elaboragao do artigo ou revisao com
vistas a tornar o material intelectualmente relevante; c) Aprovagao final do manuscrito para
submissao.; 3. Certificam que os artigos cientificos publicados estdo completamente isentos de dados
e/ou resultados fraudulentos; 4. Confirmam a citacao e a referéncia correta de todos os dados e de
interpretacoes de dados de outras pesquisas; 5. Reconhecem terem informado todas as fontes de
financiamento recebidas para a consecucao da pesquisa; 6. Autorizam a edigao da obra, que incluem
os registros de ficha catalografica, ISBN, DOl e demais indexadores, projeto visual e criagao de capa,
diagramacao de miolo, assim como langamento e divulgacdo da mesma conforme critérios da Atena

Editora.



DECLARAGAO DA EDITORA

A Atena Editora declara, para os devidos fins de direito, que: 1. A presente publicagao constitui apenas
transferéncia temporaria dos direitos autorais, direito sobre a publicacao, inclusive ndo constitui
responsabilidade solidaria na criacao dos manuscritos publicados, nos termos previstos na Lei sobre
direitos autorais (Lei 9610/98), no art. 184 do Cdédigo Penal e no art. 927 do Cddigo Civil; 2. Autoriza
e incentiva os autores a assinarem contratos com repositorios institucionais, com fins exclusivos de
divulgagao da obra, desde que com o devido reconhecimento de autoria e edicao e sem qualquer
finalidade comercial; 3. Todos os e-book sao open access, desta forma nao os comercializa em seu
site, sites parceiros, plataformas de e-commerce, ou qualquer outro meio virtual ou fisico, portanto,
esta isenta de repasses de direitos autorais aos autores; 4. Todos os membros do conselho editorial
sao doutores e vinculados a instituicdes de ensino superior pablicas, conforme recomendacao da
CAPES para obtenc¢ao do Qualis livro; 5. Nao cede, comercializa ou autoriza a utilizacdo dos nomes e
e-mails dos autores, bem como nenhum outro dado dos mesmos, para qualquer finalidade que nao o

escopo da divulgacao desta obra.



APRESENTACAO

O Livro “Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz ao leitor
vinte capitulos de relevada importancia na area de Genética, Citogenética, Imunologia,
Parasitologia, Quimica medicinal, Saude publica e Ecologia. Entretanto, caracteriza-se
como uma obra multidisciplinar que engloba diversas areas da Ciéncias biolégicas.

Os capitulos estdo distribuidos em tematicas que abordam de forma categorizada e
multidisciplinar a Ciéncias biologicas , as pesquisas englobam estudos de: mapeamentos
genético, citogenético, sequenciamento, genética e educacéo ,analises forenses , doencas
genética, eugenesia classica, engenharia genética, analise por PCR, cultura de células de
linfoma e leucemia, salde mental, resposta imune, vacinagdo contra a covid-19, virus
Sars-Cov-2, métodos de extracdo de lipidios ,levantamento taxonémico, morfologia vegetal,
eficiéncia de inseticidas , quimica medicinal, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas (EM), problematica
ambiental e de saude publica, poluentes emergentes e biodiesel.

A obra foi elaborada primordialmente com foco nos profissionais, pesquisadores
e estudantes pertencentes as areas de Ciéncias biologicas e Ciéncias da Salde e suas
interfaces ou areas afins. Entretanto, € uma leitura interessante para todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area.

Cada capitulo foi elaborado com o propésito de transmitir a informacgéao cientifica
de maneira clara e efetiva, em portugués, inglés ou espanhol. Utilizando uma linguagem
acessivel, concisa e didatica, atraindo a atencéo do leitor, independente se seu interesse é
académico ou profissional.

O livro Ciéncias biologicas: Génese na formagao multidisciplinar 2”, traz publica¢des
atuais e a Atena Editora traz uma plataforma que oferece uma estrutura adequada, propicia

e confiavel para a divulgacéo cientifica de diversas areas de pesquisa.

Alana Maria Cerqueira de Oliveira
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RESUMO: Arthrographis kalrae é um fungo
termodimoérfico que causa uma sindrome
neurolégica complexa e lesdes em diferentes
6rgaos em camundongos. E umfungo considerado
raro em humanos, porém em diferentes paises ja
foi descrito em diversas manifestagdes clinicas
humanas, como ceratites, sinusites, meningites,
eumicetoma e onicomicoses. Considerando que
na literatura ha poucos estudos sobre os fatores
de viruléncia e a patogenicidade de A. kalrae,
0 objetivo deste estudo foi analisar a resposta
imunopatologica de macrofagos infectados com
células planctdnicas e com biofilme de A. kalrae.
Para isto, foi realizado ensaio de biofilme em
placas de poliestireno em diferentes tempos
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de incubacéo (4, 12, 24, 36 e 48 horas), com quantificacdo da biomassa total através da
coloragéo de cristal violeta. Para avaliagdo da resposta imunopatologica, macréfagos RAW
264.7 foram tratados e/ou infectados de acordo com os seguintes grupos: sem tratamento
e/ou infecgdo, infectados com células planctdnicas, infectados com células de biofilme,
tratados com LPS, tratados com LPS e infectados com células planctonicas e tratados com
LPS e infectados com células de biofilme por 15, 24 e 48 horas. Em seguida, a producéo
de o6xido nitrico (ON) foi quantificada através do método de Griess. Para analise estatistica,
assumiu-se como significativo p-valor < 0,05. Através deste estudo, obtivemos os seguintes
resultados: a formacao in vitro de massa de biofilme de A. kalrae aumenta com o decorrer do
tempo; ocorre inibicdo na produgéo de ON pelos macréfagos infectados por A. kalrae na sua
forma plancténica (p<0,0001), sendo esta inibicao ainda maior com as células de biofilme em
relacdo a sua forma planctonica (p<0,0001). Concluimos pelo estudo que o fungo A. kalrae
induz supresséo na producéo de ON pelos macréfagos infectados por A. kalrae, e que essa
supresséo pode ser intensificada na sua forma de biofilme, evidenciando desta forma um de
seus mecanismos de patogenicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Células plancténicas, Fatores de viruléncia, Oxido Nitrico.

EFFECT OF Arthrographis kalrae’s BIOFILM IN THE IMMUNE RESPONSE OF
INFECTED MACROPHAGES

ABSTRACT: Arthrographis kalrae is a thermodimorphic fungus that causes a complex
neurological syndrome and damage to different organs in mice. It is a fungus considered
rare in humans, but in different countries it has been described in several human clinical
manifestations, such as keratitis, sinusitis, meningitis, eumycetoma and onychomycosis.
Considering that in the literature, there are few studies on the virulence factors and
pathogenicity of A. kalrae, the aim of this study was to analyze the immunopathological
response of macrophages infected with planktonic cells and with A. kalrae biofilm. For this, a
biofilm assay was performed on polystyrene plates at different incubation times (4, 12, 24, 36
and 48 hours), with quantification of the total biomass through crystal violet staining. To assess
the immunopathological response, RAW 264.7 macrophages were treated and/or infected
according to the following groups: without treatment and/or infection, infected with planktonic
cells, infected with biofilm cells, treated with LPS, treated with LPS and infected with planktonic
cells and treated with LPS and infected with biofilm cells for 15, 24 and 48 hours. Then, the
production of nitric oxide (NO) was quantified by the Griess method. For statistical analysis,
p-value < 0.05 was assumed to be significant. Through this study, we obtained the following
results: in vitro biofilm mass formation of A. kalrae increases over time; there is inhibition of
NO production by macrophages infected by A. kalrae in its planktonic form (p<0.0001), and
this inhibition is even greater with biofilm cells in relation to its planktonic form (p<0.0001).
We conclude from the study that the fungus A. kalrae induces NO production suppression by
macrophages infected by A. kalrae, and that this suppression can be intensified in its biofilm
form, thus evidencing one of its pathogenicity mechanisms.

KEYWORDS: nitric oxide, planktonic cells, virulence factors.
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11 INTRODUGCAO

O fungo Arthrographis kalrae foi descrito primeiramente em 1939 por Cochet como
Arthrographis langeroni e por Tewari e Macpherson (1971) como Oidiodendron kalrai.
Posteriormente, Sigler e Carmichael (1983) juntaram as duas espécies e reclassificaram
a espécie como Arthrographis kalrae (SIGLER; CARMICHAEL, 1983; TEWARLI;
MACPHERSON, 1971). Este fungo pertence ao filo Ascomycota, classe Euascomicetos,
ordem Eurotiales e familia Eremomycetaceae (SIGLER; CARMICHAEL, 1983).

A. kalrae € um fungo termodimérfico que se apresenta na fase filamentosa/micelial
a 25°C. Esta fase é caracterizada por hifas septadas com artroconidios ovais a redondos
em cadeia na extremidade dos conidiéforos. A 37°C este fungo se apresenta na fase
leveduriforme caracterizada por células ovais ou elipticas podendo estar misturadas com
blastoconidios, artroconidios e até hifas septadas (PICHON et al., 2008). A fase micelial
predomina no tecido infectado (TEWARI; MACPHERSON, 1971).

Foi demonstrado que camundongos infectados com a fase leveduriforme de A.
kalrae apresentam sindrome neurolégica complexa, com hiperirritabilidade, ataxia, giros e
saltos. As lesdes causadas pelo fungo (infilirado inflamatério e necrose) foram encontradas
nos rins, cérebro e bago. Nestes 6rgéos, e também no figado e pulmdes foram encontrados
artroconidios, blastoconidios e/ou fungos na fase leveduriforme (TEWARI; MACPHERSON,
1968).

A. kalrae é considerado um patégeno raro em humanos, porém este fungo ja foi
descrito em diferentes manifestagbes clinicas em humanos, como ceratite (PERLMAN;
BINNS, 1997; TING et al., 2020), eumicetoma (DEGAVRE et al., 1997), sinusite (PONIKAU
etal., 1999), meningite (CHIN-HONG et al., 2001) e onicomicose (VOLLEKOVA; LISALOVA,
POCZOVA, 2008; SUGIURA: HIRONAGA, 2010). Também ha relatos de endocardite (DE
DIEGO CANDELA et al., 2010), infecgdo de cérnea em paciente em uso de lentes de
contato (THOMAS et al., 2011) e infecgdo pulmonar (VOS et al., 2012) envolvendo este
patégeno, podendo ser fatal.

Nagashima et al. (2016) investigaram a resposta imune celular a A. kalrae no decorrer
da infecgdo murina tendo quantificado niveis de citocinas no soro e em homogenato de
cérebro de camundongos. Os resultados do estudo sugerem que a resposta imune a A.
kalrae modula para o padrédo Th2 da resposta imune celular.

Biofilme € uma comunidade microbiana associada a uma superficie que é capaz
de produzir sua prépria matriz extracelular e apresenta fenétipo distinto das suas células
em suspensao (células planctonicas) (DESAI; MITCHELL; ANDES, 2014). O principal
motivo dos estudos envolvendo a formacgao de biofilme é o fato de que os biofilmes que
crescem em dispositivos implantados para o acompanhamento médico do paciente, como
os cateteres, sdo a principal causa de infec¢bes recorrentes em hospitais. As infecgcbes

recorrentes estao relacionadas com a resisténcia dos biofilmes aos medicamentos (DESAI;
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MITCHELL; ANDES, 2014).

Em relacdo a resposta imune, ha estudos mostrando que a resposta contra células
de biofilme pode diferir da resposta contra células planctonicas. Por exemplo, os biofilmes
de Candida albicans podem resistir a fagocitose por células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) e podem alterar seu perfil de producdo de citocinas (CHANDRA et
al., 2007). O biofilme de C. albicans diminui a produ¢do de TNF-a (citocina que facilita a
ativagao de fagocitos) (KATRAGKOU et al., 2010), IL-6 e MIP13 e aumenta a producéo de
IL-183, IL-10 e MCP-1 por mondcitos (CHANDRA et al., 2007).

Considerando que existem poucos estudos sobre os fatores de viruléncia do fungo
A. kalrae na literatura, este estudo teve como objetivo contribuir para o conhecimento sobre
a patogenicidade de A. kalrae, avaliando-se efeito deste fungo na resposta imunolégica de
macréfagos.

21 MATERIAL E METODOS

Neste estudo foi utilizado o isolado de A. kalrae IFM55165 cedido pelo Centro de
Pesquisa de Fungos Patogénicos e Toxicoses Microbianas da Universidade de Chiba,
Japéo, proveniente de lesdo cutanea de gato. O fungo foi mantido a 37°C em &gar
Sabouraud dextrose 4%, com repiques a cada cinco dias.

O ensaio de biofilme foi realizado como descrito por Pitangui et al. (2012) com
algumas modificagcbes. Leveduras de A. kalrae crescidas em agar Sabouraud dextrose
4% a 37°C por cinco dias foram coletadas e suspendidas em tampéo fosfato-salino (PBS)
0.15 M a pH 7.2 estéril. A suspenséo foi centrifugada a 1512 x g por cinco minutos a
temperatura ambiente e o pellet de fungo foi suspendido em 2 mL de PBS. As células
fungicas foram contadas em camara de Neubauer e a concentracao foi ajustada para 1 x
108 células/mL em RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose. Foram acrescentados 200
ML desta suspensdo aos poc¢os de microplacas de poliestireno de 96 pocos em triplicata
e como controle negativo foram acrescentados 200 pL de RPMI 1640 suplementado com
2% de glicose também em triplicata. Cada microplaca foi correspondente a um tempo de
avaliagé@o, sendo que os tempos avaliados foram: 4h (pré-adeséo), 12h, 24h, 36h e 48h. As
microplacas foram incubadas por 4 horas a 37°C e 5% de CO, para pré-ades&o do biofilme.
ApOs a pré-adesao por 4 horas, o sobrenadante foi removido de cada poco, a biomassa
total de biofilme da placa de 4h foi determinada e nas outras placas foram adicionados 200
uL de RPMI 1640 suplementado com 2% de glicose e 10% de soro bovino fetal (SBF), que
foram novamente incubadas. Foram feitos dois experimentos independentes nas mesmas
condicoes.

A quantificagdo da biomassa total de biofilme foi realizada como descrito por
Brilhante et al. (2015) com algumas modifica¢des. Atingido o tempo de avaliagdo de cada
teste, o sobrenadante foi retirado e os pogos foram lavados 2 vezes com 200 pL de PBS.
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Em seguida, houve fixagdo com 200 pL de metanol por 15 minutos, remogéo do metanol
e secagem por 20 minutos em temperatura ambiente. 200 pL da solugédo de cristal violeta
0,1% foi acrescentada e mantida em cada pog¢o por 15 minutos, depois disso a solugéo
de cristal violeta foi removida e os pogos foram lavados 3 vezes com PBS para retirar o
corante nao fixado. 200 pL de acido acético 33% foram adicionados para liberar o corante
e esta solucgéo foi transferida para outra microplaca para leitura espectrofotométrica a 550
nm, os valores foram expressos em densidade Optica (D.O.).

Para avaliacdo da resposta imunopatolégica, macréfagos RAW 264.7 foram
semeados em placas de cultura de 48 pocos a 1 x 10° células/mL em RPMI suplementado
com 10% de SBF, em um volume final de 500 pL e incubados a 37°C e 5% de CO, por 24
horas para adeséao.

Leveduras de A. kalrae crescidas em 4gar Sabouraud dextrose 4% a 37°C por cinco
dias e células de biofilme (obtidas conforme o ensaio de biofilme descrito acima) de A.
kalrae crescidas por 48 horas foram coletadas e suspendidas em PBS 0.15 M a pH 7.2. As
suspensdes foram centrifugadas a 1512 x g por cinco minutos a temperatura ambiente e
o pellet de fungo foi suspendido em 2 mL de PBS. As células fungicas foram contadas em
camara de Neubauer e a concentracéo de cada suspenséo foi ajustada em 1 x 106 células/
mL.

Depois de 24 horas de adesdo, os sobrenadantes de cultura dos macréfagos
foram retirados e 500 yL de cada suspensao especificada abaixo foram adicionados aos
macro6fagos. Os grupos de macrofagos (n=4) foram os seguintes: Grupo 1, macréfagos em
RPMI (controle negativo); Grupo 2, macréfagos infectados com células plancténicas de A.
kalrae (P); Grupo 3, macréfagos infectados com células de biofilme de A. kalrae (B); Grupo
4, macrofagos tratados com 25 pg de LPS (lipopolissacarideos de Escherichia coli 055:B5,
SIGMA, controle positivo); Grupo 5, macréfagos tratados com 25 pg de LPS e infectados
com células planctonicas de A. kalrae (LPS+P); Grupo 6, macréfagos tratados com 25 pg
de LPS e infectados com células de biofilme de A. kalrae (LPS+B). Estes grupos foram
organizados em trés placas e cada placa foi incubada por 15, 24 ou 48 horas. Atingido o
tempo de infeccéo, os sobrenadantes foram coletados e mantidos a -80°C até o seu uso.

Aprodugéao de 6xido nitrico (ON) foi quantificada pelo método de Griess, ou seja, pelo
acumulo de nitrito presente nos sobrenadantes da cultura de macréfagos. Aliquotas de 50 pL
de sobrenadante de cultura de macr6fagos de cada grupo descrito acima, foram colocadas
em placas de 96 pocos em duplicata para determinacéo de nitrito e, adicionados a elas, o
mesmo volume de reagente de Griess (reagente 1: 50 mg de N-naphthylethylenediamina
em 250 mL de agua destilada; reagente 2: 5 g de acido sulfanilico em 500 mL de HCI 3
M). A concentragao de nitrito foi determinada em referéncia a curva padréo de 250 yM a 0
UM de NaNO, feita em duplicata, em que também foram adicionados 50 pL do reagente de
Griess. A absorbancia foi determinada pela leitura da microplaca a 540 nm em uma leitora

de microplacas. A quantidade de nitrito presente nos sobrenadantes foi determinada em
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relagédo a curva padréo e os resultados foram expressos em pMolar de nitrito.

Foi utilizado teste de normalidade Shapiro-Wilk e em seguida two-way ANOVA com
teste de Tukey para miultiplas comparacdes entre os grupos avaliados. Assumiu-se como
significativo p-valor < 0,05. As andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 6.01
(GraphPad Software, San Diego, California, USA).

31 RESULTADOS

As leveduras de A. kalrae aderiram a superficie de poliestireno depois de 4 horas,
ocorrendo aumento da biomassa total no decorrer do tempo de incubacéo por 12, 24,
36 e 48 horas (figura 1), revelando grande aumento do nimero de células, o que condiz
com a formacdo do biofilme. A forte agregacdo de fungos na placa e a presenca de
estruturas visivelmente compativeis com o biofilme maduro em 48 horas, foi demonstrada
anteriormente por microscopia eletrbnica (SOUZA et al., 2021, artigo submetido a Journal
of Microbiology, Immunology and Infection).

Figura 1. Cinética da formagao de biofilme por A. kalrae em microplacas de poliestireno determinada
por coloragdo de cristal violeta. Os valores representam a média de dois experimentos independentes.

A quantificagéo dos niveis de ON (figura 2) através do método de Griess e posterior
andlise estatistica mostrou que em 15 horas de infecgao sé houve diferencga entre os grupos
LPS e P, ou seja, o grupo de macréfagos infectados com LPS produziu maior quantidade
de ON que o grupo infectado com células plancténicas. Em 24 e 48 horas de infecgéo, os
grupos de macréfagos LPS+P, LPS+B, P e B produziram uma quantidade menor de ON
que o grupo LPS (p<0,0001) e os grupos LPS+B, P e B produziram uma quantidade ainda
menor de ON que o grupo LPS+P (p<0,0001).
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Figura 2. Produgéo de Oxido Nitrico por macrofagos RAW 264.7. P: macrofagos infectados com células
plancténicas; B: macréfagos infectados com células de biofilme; LPS: macréfagos tratados com LPS;
LPS+P: macré6fagos tratados com LPS e infectados com células plancténicas; LPS+B: macréfagos
tratados com LPS e infectados com células de biofilme. Os asteriscos indicam diferenca estatistica
entre os grupos (p<0,0001).

41 DISCUSSAO

O principal motivo dos estudos envolvendo a formagéo de biofilme é o fato de que
os biofilmes que crescem em dispositivos implantados para o acompanhamento médico
séo a principal causa de infec¢des recorrentes em hospitais (DESAI; MITCHELL; ANDES,
2014). Um caso de endocardite recorrente por A. kalrae foi relatado por De Diego Candela
et al. (2010) em que a paciente precisou passar por varios procedimentos cirirgicos devido
a recorréncia da infecgdo por A. kalrae e foi a 6bito. O uso de uma protese mecanica
pela paciente sugere que o biofilme de A. kalrae pode ter sido a causa da gravidade e
recorréncia da infecgéo.

Assim como diversas espécies de bactérias, espécies de fungos também séo
capazes de formar biofilme. Dentre estes fungos, alguns dos mais relevantes clinicamente
s@o Candida spp. (KOJIC; DAROUICHE, 2004), Aspergillus spp. (BEAUVAIS et al., 2007),
Criptococcus neoformans (ASLANYAN et al., 2017) e Fusarium spp. (IMAMURA et al.,
2008). Além destes, foi demonstrado a formagéao de biofilme por fungos como Histoplasma
capsulatum (BRILHANTE et al., 2015), Paracoccidioides brasiliensis (SARDI et al., 2015)
e mais recentemente por A. kalrae (SOUZA et al., 2021, artigo submetido a Journal of
Microbiology, Immunology and Infection).

As células da imunidade inata como neutréfilos e macréfagos séo protetoras contra
fungos (BROWN, 2011) e estas sdo ativadas quando seus receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs) reconhecem os diferentes componentes da parede celular dos fungos
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(NETEA et al., 2006). No presente estudo, uma linhagem de macréfagos murinos (RAW
264.7) foi utilizada para estudar os efeitos da infeccdo por A. kalrae e diferenciar a resposta
inata dessas células a infeccao por células planctonicas e células de biofilme. Para avaliar
tais respostas, os niveis de ON no sobrenadante de cultura destes macréfagos, foram
quantificados e comparados com os niveis de producdo de ON por macréfagos tratados
com LPS.

Neste estudo, demonstramos que A. kalrae é capaz de inibir a producdo de ON
dos macréfagos. Os macréfagos infectados com o fungo, seja por células planctonicas
ou células de biofilme, produziram uma quantidade menor de ON quando comparado ao
grupo tratado com LPS (controle positivo). Além disso, o biofilme de A. kalrae apresentou
maior capacidade de inibicao durante infeccéo por 24 e 48 horas, pois o grupo tratado com
LPS mais células de biofilme produziu uma quantidade menor de ON que o grupo tratado
com LPS e infectado com células plancténicas. Os grupos infectados apenas com células
planctdnicas ou células de biofilme permaneceram em todos os tempos de avaliagdo com
niveis baixos de producao de ON. O mecanismo pelo qual este fungo inibe a producéo de
ON pelos macréfagos ativados seréo pesquisados posteriormente.

51 CONCLUSAO

Em conclusé@o, o fungo A. kalrae induz supressdo na producdo de ON pelos
macrofagos infectados por A. kalrae, e essa supressao € intensificada na sua forma de
biofilme, evidenciando desta forma um de seus mecanismos de patogenicidade.
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