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APRESENTACAO

A Universidade Feevale, por meio do Seminario de Pds-Graduacdo, busca estreitar a relacao
entre a pesquisa e a pds-graduacdo, fomentando debates e divulgando projetos e resultados de
pesquisas em diferentes areas tematicas, que mobilizam o ensino, a pesquisa e a extensdo na propria
instituicdo e em institui¢cGes nacionais e estrangeiras.

O Seminario de Pés-Graduacdo — SPG é uma atividade de estimulo a producgdo e a
socializacdo do conhecimento entre estudantes e professores de poOs-graduacdo, considerando,
também, sua relagcdo com a comunidade. Nessa perspectiva, 0 evento contribui para o fortalecimento
da cultura, da criatividade, da inovacdo e da especializacdo académica, consolidando a realizacdo de
estudos avancgados.

Além de ter como foco os projetos e resultados de pesquisa, 0 Seminario de P6s-Graduagdo é
um momento privilegiado para a troca de experiéncias, o aprofundamento tedrico, a construcdo de
redes, a discussdo acerca da aplicagdo do conhecimento e da relagdo entre a universidade e a
sociedade. Dessa forma, possibilita o intercAmbio entre os pesquisadores e 0s programas de pds-
graduacdo, ampliando os espagos de discussdo académica de qualidade, contribuindo tanto para
melhorar a performance da pesquisa quanto para o desenvolvimento de pesquisas e parcerias
interinstitucionais e internacionais.

Com o objetivo principal de oportunizar a divulgacdo dos avancos cientificos e tecnoldgicos
gerados por alunos da pés-graduacdo, a edicdo de 2018 do evento contou com a submissdo de 271
trabalhos, 238 de estudantes da Feevale, 23 de alunos de outras instituicdes de ensino superior do pais
e 10 de instituigdes estrangeiras. Para a publicagcdo nos anais do evento foram aceitos 244 trabalhos,
que estdo assim distribuidos, considerando a area de formagdo de seus proponentes: 6 tiveram origem
na especializa¢do; 131, no mestrado; 60 no doutorado, e 47 em outras categorias.

Dessa forma, o Seminario de Pos-Graduacdo Feevale contribui para promover o
aperfeicoamento dos participantes, o desenvolvimento do espirito investigativo individual, a realizagédo
de atividades de pesquisa e a disseminacdo dos conhecimentos produzidos, estimulando a formacéo de
recursos humanos para a pesquisa, entendendo que o conhecimento advém de uma pratica em
permanente construcao.

Como resultado de mais uma edicdo do evento, espera-se o fortalecimento da
indissociabilidade entre Ensino, Pesquisa e Extensdo, por meio da circulacdo dos avangos do
conhecimento, com vistas a formacéo de profissionais com um perfil inovador e que contribuam para
0 desenvolvimento regional.

Jodo Alcione Sganderla Figueiredo
Pro-reitor de Pesquisa, P6s-graduacédo e Extensdo

Ana Carolina Kayser
Assessora de Pos-Graduacéao

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

SUMARIO

CIENCIAS AGRARIAS — CIENCIAS AGRARIAS 17
EFEITOS DE DIFERENTES METODOS DE COINOCULACAO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE
CRESCIMENTO NO CULTIVO DE ARROZ IRRIGADO 18
MONITORAMENTO DAS CONCENTRACOES DE NUTRIENTES NA AGUA DE IRRIGACAO DE UMA
LAVOURA DE ARROZ NO MUNICIPIO DE CACHOEIRINHA/RS 24
ORIZICULTURA IRRIGADA: MITIGACAO DE IMPACTOS NOS RECURSOS HIDRICOS ATRAVES
DE BOAS PRATICAS AGRICOLAS E DO ATENDIMENTO A LEGISLACAO AMBIENTAL 32

CIENCIAS AGRARIAS — MEDICINA VETERINARIA 38
ATIVIDADE ANTIVIRAL DE SAPONINAS DE Q. SAPONARIA MOLINA FRENTE AO MAYARO
VIRUS 39
AVALIACAO DA VARIABILIDADE DO GENE NEF DO VIRUS DA IMUNODEFICIENCIA E A SUA
CORRELACAO COM A PROGRESSAO A AIDS 48
AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIVIRAL DE TRES LIQUIDOS IONICOS FRENTE AO
ADENOVIRUS. 61

CIENCIAS BIOLOGICAS - CIENCIAS BIOLOGICAS 70
AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DE UMA FRACAO PURIFICADA DE SAPONINAS DE
QUILLAJA BRASILIENSIS FRENTE AO VIRUS DA FEBRE AMARELA 71

CAMADAS DE CRESCIMENTO EM ESPECIES ARBOREAS DA MATA ATLANTICA SUBTROPICAL
80
DIAGNOSTICO DE GESTAO DE RESIDUOS SOLIDOS REALIZADO EM UMA CASA DE FESTAS

INFANTIS EM NOVO HAMBURGO/RS 87
FREQUENCIA DE SNPS DE FOXP3 EM PACIENTES HIV POSITIVOS NOS DIFERENTES TEMPOS DE
PROGRESSAO A AIDS 94
CIENCIAS DA SAUDE - EDUCACAO FIiSICA 103
INDICES PREDITIVOS PARA ABANDONO DE UM PROJETO DE REABILITACAO PULMONAR 104
CIENCIAS DA SAUDE - ENFERMAGEM 111
COMPARATIVE STUDY OF THE HOME HEALTH CARE DIGITALISATION OF ELDERLY PEOPLE IN
BRAZIL AND FINLAND 112
GESTAO E LIDERANCA EM ENFERMAGEM: PERCEPCOES DOS ENFERMEIROS QUE ATUAM EM
UM HOSPITAL DE MEDIA COMPLEXIDADE 117
HOME HEALTH CARE AND GERONTECHONOLOGY: SYSTEMATIC REVIEW 125
LESOES POR PRESSAO: GERENCIAMENTO DOS CUIDADOS E DOS CUSTOS 131
REFLEXOES DAS RESIDENTES DE ENFERMAGEM ACERCA DA POLITICA DE SAUDE DO HOMEM
NO RIO GRANDE DO SUL 139
RELACAO DA DEPRESSAO E O MARCADOR DE ESTRESSE OXIDATIVO (8-OHDG) NO PROCESSO
DE ENVELHECIMENTO BEM SUCEDIDO 144

RELATO DE EXPERIENCIA DAS RESIDENTES DE UM PROGRAMA DE RESIDENCIA
MULTIPROFISSIONAL ACERCA DA ESTRUTURAGAO, INAUGURACAO E IMPLEMENTACAO DE
UMA UNIDADE DE PRONTO ATENDIMENTO DA REGIAO DO VALE DO RIO DOS SINOS/RS 149

CIENCIAS DA SAUDE - FARMACIA 153
AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA, MUTAGENICA E ANTIOXIDANTE DO EXTRATO
AQUOSO DE CISSUS SICYOIDES 154
AVALIACAO DA EXPOSICAO A COCAINA EMPREGANDO AMOSTRAS DE SANGUE SECO EM
PAPEL 162
AVALIAGCAO DE METODOS ALTERNATIVOS PARA EXPOSICAO DE EXTRATOS AQUOSOS
VEGETAIS EM CULTIVO CELULAR 170
AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES PORTADORES DE DOENCAS CRONICAS
E USUARIOS DE OMEPRAZOL 175

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

inovamundi

AVALIACAO DOS NIVEIS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM DOENTES CRONICOS USUARIOS DE
PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO DO VALE DO SINOS 183
COMPARAGCAO DE METODOS PARA DETERMINAGCAO DE VANCOMICINA EM PLASMA
HUMANO 190

DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE LECITINA DE SOJA E DE MONO-OLEATO DE
SORBITANO PARA INCORPORAGAO DE VORTIOXETINA E AVALIACAO DE TOXICIDADE 195
DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINAGCAO DE S-

FENILMERCAPTURICO POR LC-MS/MS 203
DESPRESCRICAO: UMA ALTERNATIVA INOVADORA AOS DANOS CAUSADOS PELO USO
INAPROPRIADO DE MEDICAMENTOS 211
DETERMINACAO DE LIiTIO EM MANCHAS DE SANGUE SECO EM PAPEL POR ESPECTROMETRIA
DE ABSORCAO ATOMICA COM FORNO DE GRAFITE 219
ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES INTERNADOS PARA TRATAMENTO DE DEPENDENCIA
POR ALCOOL, COCAINA E CRACK 227
ESTUDO COMPUTACIONAL DA INTERACAO DE LIQUIDOS IONICOS COM A PROTEINA C DO
VIRUS MAYARO 234
METODO OTIMIZADO PARA AVALIACAO DE ETIL PALMITATO EM CABELO COMO
BIOMARCADOR DO USO CRONICO DE ETANOL UTILIZANDO CG-EM-MEFS-HS 242
MONITORAMENTO TERAPEUTICO DE PACIENTES COM CANCER DE PROSTATA RESISTENTE A
CASTRACAO TRATADOS COM ABIRATERONA: UMA REVISAO 249
MONITORAMENTO TERAPEUTICO DE VANCOMICINA POR DISPOSITIVO DE
MICROAMOSTRAGEM DE ABSORCAO VOLUMETRICA: VALIDACAO DE METODO 257
NANOTECNOLOGIA E NANOTOXICOLOGIA NA BUSCA DE NOVOS ANTIDEPRESSIVOS ISRS:
UMA REVISAO 262
CIENCIAS DA SAUDE — MEDICINA 271
AVALIACAO DO POTENCIAL ONCOLITICO DE ENTEROVIRUS ANIMAIS FRENTE A CULTIVOS
PRIMARIOS DE TECIDOS NEOPLASICOS PULMONARES DE SERES HUMANOS 272
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS EM LESOES CONDRAIS GLENOIDAIS: USO EXCEPCIONAL
278
O USO DA VENTILACAO MECANICA NAO INVASIVA DURANTE A INSUFICIENCIA
RESPIRATORIA AGUDA EM UMA UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA 285
TRATAMENTO DO PACIENTE HIV/AIDS: ADESAO E PREVENCAO COMBINADA 292
CIENCIAS DA SAUDE - NUTRICAO 299
PERFIL NUTRICIONAL DE ALUNOS DE UMA ESCOLA DE ENSINO FUNDAMENTAL NA REGIAO
DO VALE DO RIO DOS SINOS, RS. 300
CIENCIAS DA SAUDE - SAUDE COLETIVA 305
DESCRIPCION DE LA RELACION ENTRE TRASTORNO DE DEFICIT ATENCIONAL Y
PROPIOCEPCION, EN NINOS DE LA COMUNA DE COQUIMBO CHILE 306
AVALIACAO DE UM PROTOCOLO DE MOBILIZACAO PRECOCE EM UMA UNIDADE DE TERAPIA
INTENSIVA 312
DADOS EPIDEMIOLOGICOS HIV/AIDS: COMPARACAO ENTRE RIO GRANDE DO SUL E BRASIL
321

EFECTOS DE UNA INTERVENCION KINESICA CARDIORESPIRATORIA EN PACIENTES
PEDIATRICOS CON CANCER HEMATOLOGICO 327
FISIOTERAPIA NO POS-OPERATORIO DE LAPAROTOMIA EXPLORADORA APOS CHOQUE
HEMORRAGICO POR FERIMENTO DE ARMA BRANCA EM ABDOMEN - RELATO DE CASO 348

ENGENHARIAS - ENGENHARIAS 356
ANODIZACAO DE ZAMAC 5 INJETADO SOB PRESSAO 357
DESENVOLVIMENTO DE UM GERADOR SINCRONO TRIFASICO DE iMAS PERMANENTE DE 7,5
KW 363

EVALUATION OF THE CORROSION APPLIED TO REINFORCEMENT STEEL IN MORTARS
CONTAINING ELASTOMERIC PARTICLES IN WEIGHT PROPORTIONS BETWEEN 1.5% AND 5% 369

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

inovamundi

O EMPREGO DO EAD NOS TREINAMENTOS DE SEGURANCA DO TRABALHO: ESTUDO DE CASO
NA INDUSTRIA PETROQUIMICA 372
OSMOSE INVERSA: ALTERNATIVA PARA O TRATAMENTO DE EFLUENTES PETROQUIMICOS379
PREPARAGAO DE FILMES POLIMERICOS VIA SOL GEL COM CARGAS INORGANICAS

APLICADAS EM PLACAS METALICAS 385
TRANSFERENCIA DE INFORMAGAO EM UM ESCRITORIO DE PROJETOS DE ENGENHARIA: O
PRESENTE E O FUTURO ATRAVES DA INDUSTRIA 4.0 391
MULTIDISCIPLINAR - BIOTECNOLOGIA 400
CATTLEYA INTERMEDIA E SUAS MICORRIZAS: COLECAO DE FUNGOS DO LABORATORIO DE
BIOTECNOLOGIA VEGETAL DA FEEVALE 401
IMOBILIZACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE EM DIFERENTES SUPORTES 408
MONITORAMENTO DE BROMELIAS REINTRODUZIDAS: SOBREVIVENCIA E
DESENVOLVIMENTO DE VRIESEA INCURVATA 416
MULTISCIPLINAR — CIENCIAS AMBIENTAIS 425
A IMPORTANCIA DA LIBRAS EM ESCOLAS PROXIMAS DE AREAS DE RISCOS AMBIENTAIS 426
ARELACAO DAS MUDANGCAS CLIMATICAS E DA POLUICAO DO AR NA SAUDE 434
ANALISE DA FUNCAO METABOLICA DE BRANQUIAS DE PROCHILODUS LINEATUS APOS
EXPOSICAO A AGUAS DO RIO DA ILHA 442
ANALISE DE SERIES HISTORICAS DE DADOS HIDROLOGICOS DA BACIA HIDROGRAFICA DO
RIO PARDO 449

APLICACAO DO PROTOCOLO DE AVALIACAO RAPIDA EM TRES PONTOS DO RIO DOS SINOS 455
AVALIACAO DA ECOTOXICIDADE DE SEDIMENTOS DE TRES AFLUENTES DO RIO PARANHANA

ATRAVES DE BIOENSAIOS COM EISENIA FETIDA 462
AVALIACAO DA EFICIENCIA DA TYPHA DOMINGENSIS PARA ABSORCAO DE METAIS TRAGO POR
MEIO DE UM SISTEMA DE BANHADOS CONSTRUIDOS FLUTUANTES 471
AVALIACAO DA VIABILIDADE VIRAL POR ICC-QPCR EM AMOSTRAS DE SEDIMENTO DE
DIFERENTES BACIAS HIDROGRAFICAS NO RIO GRANDE DO SUL. 476
AVALIACAO DE METAIS TOXICOS NO SEDIMENTO DO RIO DOS SINOS 485
AVALIACAO DO RISCO DE INFECCAO POR MASTADENOVIRUS HUMANO PARA AGUAS DE
RECREACAO DO SUL DO BRASIL 492
AVALIACAO DO SISTEMA DE LOGISTICA REVERSA DE PNEUS INSERVIVEIS NUM MUNICIPIO
DO VALE DO RIO DOS SINOS 500
AVALIACAO DOS EFEITOS OCASIONADOS PELA EXPOSICAO AO CROMO HEXAVALENTE EM
MODELO ANIMAL 508
AVALIACAO IN SITU DA GETOXICIDADE E DA QUALIDADE DA AGUA DO RIO GRAVATAI, RS,
BRASIL 517
CAFFEINE LEVELS AS A PREDICTOR OF HUMAN MASTADENOVIRUS PRESENCE IN SURFACE
WATERS - SINOS RIVER BASIN - BRAZIL 525
COMPARACAO DE TECNICAS MOLECULARES PARA DETECCAO DE MASTADENOVIRUS
HUMANOS EM AMOSTRAS AMBIENTAIS 533
CONDICOES METEOROLOGICAS E A FREQUENCIA DE MOSQUITOS VETORES DE
ARBOVIROSES EM AREAS URBANAS NO RIO GRANDE DO SUL 540
CONSUMO CONSCIENTE: UMA ABORDAGEM PARA A MINIMIZACAO DOS RESIDUOS DE COPOS
DESCARTAVEIS GERADOS EM UMA UNIVERSIDADE COMUNITARIA 549
CORPO DOCENTE DO COLETIVO EDUCADOR AMBIENTAL DE NOVO HAMBURGO/RS:
FORMAGCAO DOS PROFESSORES E PERCEPCAO DE SUAS PRATICAS EDUCATIVAS 557
CULTIVO IN VITRO DE CYATHEA CORCOVADENSIS (RADDI) DOMIN (CYATHEACEAE) EM
DIFERENTES MEIOS 565
DESENVOLVIMENTO DE PROCESSO HIBRIDO DE ELETRO-OXIDAGCAO/OSMOSE REVERSA PARA
TRATAMENTO DE ESGOTO 574
DIAGNOSTICO AMBIENTAL DA GERACAO DE RESIDUOS SOLIDOS EM UM SALAO DE BELEZA
583

DIAGNOSTICO SOCIOAMBIENTAL DA VILA DIEHL (NOVO HAMBURGO): PREOCUPACOES
DIANTE DA POSSIBILIDADE DE DESASTRES AMBIENTAIS 589

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

inovamundi

ESTABILIDADE DE VIRUS ZIKA (ZIKV) EM SUPERFICIES POROSAS SOB TEMPERATURA
CONTROLADA 596
FENOLOGIA DE CTENITIS SUBMARGINALIS (LANGSD. & FISCH.) CHING (DRYOPTERIDACEAE) EM
AMBIENTES DE FLORESTA COM ARAUCARIA NO SUL DO BRASIL 601
GENOTOXICIDADE INDUZIDA POR CONCENTRACOES AMBIENTALMENTE RELEVANTES DE
CLORETO DE MANGANES 608
GERMINACAO DE TYPHA DOMINGENSIS EM LIXIVIADO DE ATERRO DE RESIDUOS SOLIDOS
URBANOS 617
GESTAO DE RESIDUOS SOLIDOS EM UM CONSULTORIO ODONTOLOGICO 622
GESTAO DOS RESIDUOS EM CLINICA VETERINARIA — UM ESTUDO DE CASO NA CIDADE DE
TAQUARA/RS 630
IDENTIFICACAO E DESTINACAO DE RESIDUOS DE UMA MARMORARIA NA CIDADE DE NOVO
HAMBURGO/RS 637
IMPLEMENTACAO DE NESTED RT-PCR PARA TRIAGEM DE FLAVIVIRUS EM POOLS DE
MOSQUITOS 644
INDICE DE QUALIDADE DO AR COM BASE NA AVALIACAO DA TOXICIDADE DOS EXTRATOS
DE MATERIAL PARTICULADO 650
INFECCIOSIDADE DE MASTADENOVIRUS HUMANO EM AMOSTRAS AMBIENTAIS COLETADAS
NO LITORAL NORTE DO RIO GRANDE DO SUL 656
LA INVESTIGACION AMBIENTAL EN LA LICENCIATURA EN TURISMO DE LA UNIVERSIDAD DE
HOLGUIN 661
LEGISLACAO AMBIENTAL EM UMA CERVEJARIA ARTESANAL 673
MACROINVERTEBRADOS DO MESOLITORAL DE PRAIAS ARENOSAS, LITORAL NORTE, RIO
GRANDE DO SUL 682
MADEIRA PLASTICA: UM ESTUDO DE CASO DE COMO AGREGAR VALOR A RESIDUOS SOLIDOS
688
MASTADENOVIRUS COMO BIOINDICADOR DO IMPACTO AMBIENTAL NO USO E OCUPA(;AO
DO SOLO 695
MONITORAMENTO DO ARROIO LUIZ RAU ATRAVES DA UTILIZACAO DE PARAMETROS
QUANTITATIVOS E QUALITATIVOS 703
O DESCARTE DE RESIDUOS SOLIDOS DOMICILIARES USADOS EM INSULINOTERAPIA 710
O PRINCIPIO DA FUNCAO SOCIAL DA PROPRIEDADE PUBLICA: UM OLHAR SOBRE AS
DECISOES DOS TRIBUNAIS DA REGIAO SUL, STFE STJ 716
O PROCESSO DE PRODUQAO DA CERVEJA ARTESANAL E SEU POTENCIAL IMPACTO
AMBIENTAL 725
O SOLO E A IMPORTANCIA DA MANUTENCAO DAS COMUNIDADES BACTERIANAS 733
PERCEPCAO AMBIENTAL SOBRE UM ATERRO SANITARIO GAUCHO 740

PERCEPCAO DOS PROFISSIONAIS DA SAUDE NO MANEJO DOS RESIDUOS SOLIDOS DA SAUDE
NAS UNIDADES DE SAUDE DA FAMILIA NO MUNICiPIO NOVO HAMBURGO — RS- BRASIL 746

PESQUISA DE BACTERIOFAGOS EM ESGOTO 756
PRODUCAO DE MEMBRANAS ION-SELETIVAS CATIONICAS A BASE DE PPO PARA APLICACAO
EM ELETRODIALISE REVERSA 764
PROPOSTA ALTERNATIVA A INCINERACAO: INCORPORACAO DE RESIDUO PROVENIENTE DA
DESTILACAO DE DIMETILFORMAMIDA NO SOLO 772
REFLEXOS DO PROJETO DE LEI N°6299/2002 E QUALIDADE AMBIENTAL NA SOCIEDADE DE
RISCO 780
SAMAMBAIAS E LICOFITAS OMO SUPORTE A RESOLUCAO 33/94 PARA DETERMINACAO DE
ESTAGIO DE SUCESSAO EM FLORESTA OMBROFILA MISTA 788
VIABILIDADE TECNICA E ECONOMICA DA UTILIZACAO DE AGUA PLUVIAL EM TORRE DE
RESFRIAMENTO 796
MULTIDISCIPLINAR — ENSINO 803

DIFERENTES METODOLOGIAS E O ENGAJAMENTO EM UMA ATIVIDADE DE POPULARIZAGCAO
DE NEUROCIENCIAS: EXPERIENCIA DA SEMANA NACIONAL DO CEREBRO NA UNIVERSIDADE
FEEVALE 804

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

inovamundi

O CENTRO DE EDUCACAO AMBIENTAL AUGUSTO KAMPFF: UMA EXPERIENCIA COMO
DIFUSOR DE PRATICAS EDUCATIVAS E SOCIOAMBIENTAIS BUSCANDO O PENSAMENTO

COMPLEXO 811
MULTIDISCIPLINAR - INTERDISCIPLINAR 817

A CIDADANIA NA FORMAGAO DE JOVENS NA POS-MODERNIDADE: REFLEXOES SOBRE

OUTRAS FORMAS DE INCLUSAO/EXCLUSAO 818

A CULTURA ORGANIZACIONAL PARA A GESTAO DA INOVAGAO NA GERAGAO DE IDEIAS 825
AEDUCAGCAO AMBIENTAL MBYA-GUARANI: RELATO DE UMA EXPERIENCIA ARTISTICA COM

INDIGENAS DO RIO GRANDE DO SUL 833
AFLEXIBILIZACAO DA LEGISLACAO TRABALHISTA E ACONTRATACAO DE PESSOAS COM
DEFICIENCIA 840
A FORMACAO DE DOCENTES E APOTENCIALIDADE DA PERSPECTIVA DE GENERO E ETNICO-
RACIAL NOS CONTOS DE FADAS 847
AMIDIATIZACAO E O IMAGINARIO SOCIAL NA RELIGIAO CRISTA 854
A PERSONAGEM MACHADIANA DOM CASMURRO: UM MISTO DE FAUSTO, OTELO E MACBETH
859
ARELACAO DOS DISCURSOS DA MiDIA ACERCA DAS JUVENTUDES E SEUS CORPOS 866
A TECNOLOGIA DE REALIDADE VIRTUAL COMO ALIADA AO TRATAMENTO DE PACIENTES
COM TRANSTORNO DE DEFICIT DE ATENCAO E HIPERATIVIDADE (TDAH) 874
ATEMATICA DOS DIREITOS HUMANOS E POLICIA NA REVISTA UNIDADE 880
A UNIVERSIDADE COMO ESPACO E AGENTE PROMOTOR DA CRIATIVIDADE 888
AVIDA EM CANTO: ROMPENDO OS SILENCIOS DA VELHICE FEMININA 896
ADAPTACAO DE UM JOGO DIGITAL ENTRE PLATAFORMAS: UM PROCESSO DE
DESENVOLVIMENTO 903
APLICACAO DE TECNICAS DE MACHINE LEARNING NO AUXILIO A PREVENCAO DE SUICIDIOS
EM REDES SOCIAIS NA INTERNET 911
ARTETERAPIA COMO PRATICA DE REINVENCAO DO CUIDADO DE MULHERES COM
FIBROMIALGIA:; RELATO DE EXPERIENCIA 919
AS REPRESENTACOES SOCIAIS DA CIDADE DE MANAUS EM CINZAS DO NORTE 925
AS TECNOLOGIAS VESTIVEIS COMO INTEGRANTES DA INDUSTRIA CRIATIVA 932
AVALIACAO DA PERCEPCAO CORPORAL EM IDOSOS E ARELACAO COM A SINDROME DA
FRAGILIDADE 939
CAPITAL SOCIAL: LEITURAS DE OBRAS DE ROBERT PUTNAM E RONALD INGLEHART:
SINGULARIDADES E CONTRAPONTOS 944
DAY OF THE WOMAN: GENERO FEMININO E VIOLENCIA SEXUAL NO CINEMA 951
DESORDENS PSICOLOGICAS EM TEMPOS MODERNOS QUE PREJUDICAM A SAUDE DO
TRABALHADOR: A FIGURA DO ASSEDIO MORAL 957
DIREITO HUMANO AO TRABALHO, ECONOMIA POPULAR SOLIDARIA E DIMINUICAO DE
IMPACTO AMBIENTAL 963
ENTRE LIVROS, MULHERES E SEUS OBJETOS DE PENTEADEIRA 970
GESTAO DE RESIDUOS SOLIDOS EM UM COMERCIO DE ALIMENTOS DE PEQUENO PORTE 990
HOMOTRANSFOBIA: UM HORROR QUE NAO CHOCA A SOCIEDADE BRASILEIRA 998
IMAGINARIO E REPRESENTACAO NO DOCUMENTARIO “INTERVENCAO NA CIDADE:
MILITARIZACAO DO MEDO” 1006
INCLUSAO: CONCEITO E PRATICA EM RELACAO AOS ALUNOS COM DEFICIENCIA NO ENSINO
SUPERIOR 1011
INTERDISCIPLINARIDADE NA TERAPIA INTENSIVA: BUSCANDO A COMUNICAGCAO EFETIVAE
HUMANIZACAO NO CUIDADO 1018
INTERVENCOES URBANAS E MIDIAS LOCATIVAS: PRODUCAO DE NARRATIVAS EM UM
CONJUNTO DE IMAGENS 1023
LEIS DE INCENTIVO AO APROVEITAMENTO DE AGUA DA CHUVA E UM ESTUDO DE
PERCEPCAO DE MORADORES DE SAPIRANGA/RS 1029
LESAO MEDULAR: A AUTOACEITACAO NA CONDICAO DE USUARIO DE CADEIRA DE RODAS
1037

MEMORIA E IDENTIDADE: ALEGORIA BRASILEIRA EM LEITE DERRAMADO 1046

weirx ©  Msicredi

CAPES



&

inovamundi

METODOS DE AVALIACAO DA POSTURA EM IDOSOS: 1053
UM ESTUDO BIBLIOMETRICO DA PRODUGCAO CIENTIFICA DA BASE DE DADOS BVS 1053
METRICAS PARA DESENVOLVER O PROCESSO DE SELECAO DE PROJETOS 1059
MOVIMENTO SLOW NA GASTRONOMIA E NA MODA: REFLEXOES INTERDISCIPLINARES
ACERCA DO TEMA 1064
MUSICOTERAPIA COMO ESTRATEGIA DE HUMANIZAGCAO NA UTI DO HOSPITAL DE CAMPO
BOM DR LAURO REUS 1070
O CONTRATO DE COMUNICACAO DO COLONO ITALIANO ATRAVES DA OBRA "O QUATRILHO"
1076
O CRISTIANISMO EM SOCIEDADES COMPLEXAS 1083
O DESENVOLVIMENTO DE UM JOGO PARA ENSINO DE CULTURA ORGANIZACIONAL - “A
FABRICA DE CEBOLAS” 1089
O DESIGN COMO CORINGA NA INDUSTRIA CRIATIVA 1097
O ENVELHECIMENTO DA POPULACAO LGBT: SOLIDAO, EXCLUSAO E CARENCIA 1103
O REFLEXO DA DANCA COMO POTENCIALIZADOR NA INDUSTRIA CRIATIVA NA CIDADE DE
NOVO HAMBURGO - RS 1111
O USO DA ANALISE DE CONTEUDO COMO METODOLOGIA PARA ANALISE DE CORPUS
COLETADOS NO TWITTER 1119
O VIDEO NO VIDEO: EUTENHO, EU MOSTRO, EU POSSO 1126
PESQUISA QUALITATIVA: ESTRATEGIAS METODOLOGICAS PARA A COMPREENSAO DAS
SUBJETIVIDADES E DIVERSIDADES. 1133
POLITICAS DE EDUCACAO E INCLUSAO: REFLEXOES PERTINENTES 1140
PROJETO RODAS PARA QUE TE QUERO RODAS — CONCESSAO DE CADEIRA DE RODAS PARA
PESSOAS COM DEFICIENCIA EM URUGUAIANA 1146

PROPOSICAO DE METODOLOGIA PARA DETERMINACAO DE H,S NO AR EM ESTACOES DE
TRATAMENTO DE EFLUENTES INDUSTRIAIS, UTILIZANDO AMOSTRADORES PASSIVOS 1152

REFLEXOES SOBRE O CARATER SIMBOLICO DA MODA DE BRECHOS 1159
SABERES TRADICIONAIS E MODA COMO AGENTES DE PROMOCAO DE MULHERES
QUILOMBOLAS 1167
SOCIALIZACAO DA PESSOA CADEIRANTE: A PARTICIPACAO EM GRUPO FECHADO DE
FACEBOOK 1174
SOFTWARE E SUA RELACAO COM A INDUSTRIA CRIATIVA 1182
TURISMO ARQUEOLOGICO NA CRIUVA, CAXIAS DO SUL/RS 1190
UM CORPO “EXCENTRICO”: IDENTIFICACOES DO HOMEM NEGRO NA REVISTA EDUCACAO
PHYSICA (1939-1944) 1200
USO DO CELULAR E DA INTERNET DE IDOSOS QUE PARTICIPAM DO PROGRAMA ESPORTE E
SAUDE NA MELHOR IDADE NO MUNICIPIO DE DOIS IRMAQS, RS 1206
VIOLENCIA CONTRA IDOSOS: UMA REVISAO INTEGRATIVA 1215
VOLUNTARIADO EMPRESARIAL E SUAS CONTRIBUICOES NO DESENVOLVIMENTO DE
PESSOAS 1224
MULTIDISCIPLINAR — MATERIAIS 1232
AVALIACAO DO POTENCIAL DE RESIDUOS DE EVA EXPANDIDO NO USO COMO AGENTE
PIGMENTANTE 1233
CIENCIAS HUMANAS — ANTROPOLOGIA / ARQUEOLOGIA 1241
“NEGRO ERA AQUILO, ERA SOFRIDO NAO TINHA VEZ”: NARRATIVAS DE TRABALHADORES
NEGROS DO VALE DOS SINOS 1242
DIFERENCA, DIVERSIDADE E TOLERANCIA 1249
UM PASSEIO NAS PERSPECTIVAS HISTORICAS E LEGAIS DO GRAFFITI NO BRASIL 1256
CIENCIAS HUMANAS - EDUCACAO 1262
A ADOCAO DA REALIDADE MISTA NA EDUCACAO PROFISSIONAL: UM ESTUDO DAS
POSSIBILIDADES E ESTRATEGIAS 1263

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

inovamundi

CONECTIVISMO, ROBOTICA, STEM, B-LEARNING: ESTRUCTURACION DE UN CURSO DE
GEOMETRIA EN SEPTIMO GRADO PARA FORTALECIMIENTO DE COMPETENCIAS

PROFESIONALES 1269
EDUCAGCAO E DIREITOS HUMANOS: A INVISIBILIDADE DOS MAUS-TRATOS EMOCIONAIS NA
FORMAGCAO DOCENTE 1277

HERRAMIENTA DIDACTICA PARA MODELAR PROBLEMAS DE CONSERVACION EN CIENCIAE
INGENIERIA MEDIANTE ECUACIONES DIFERENCIALES PARCIALES LINEALES HIPERBOLICAS

DE PRIMER ORDEN 1283
FORMACION INICIAL DE LOS DOCENTES DE CIENCIAS NATURALES. MONOGRAFIA DE
ESTUDIO DE CASO. 1291
GESTION DEL CONOCIMIENTO EN LA FORMACION DE ESTUDIANTES DE EDUCACION
SUPERIOR PARA INTEGRAR EL SABER CON EL HACER 1299
HISTORIA DA AFRICA, IDENTIDADE E CULTURA AFRO-BRASILEIRA NA ESCOLA: UMA
ANALISE DO PROJETO ARUANDA - AVOZ DA JUVENTUDE NEGRA. 1309
ICTS AND SECOND LANGUAGE LEARNING 1315
INTERVENCAO PSICOPEDAGOGICA NO AMBITO INSTITUCIONAL: CONTRIBUICOES PARA A
CONSTRUCAO DE UMA ESCOLA INCLUSIVA 1323
LA ENSENANZA DE LA CINEMATICA APOYADOS EN LAS TIC 1334
LABORATORIO DE INFORMATICA NA ESCOLA: REFLEXAO SOBRE AS PRATICAS
PEDAGOGICAS 1341
MODELO SOCIAL NA PERSPECTIVA DA EDUCACAO INCLUSIVA 1348
O DESIGN COMO FERRAMENTA NO AUXILIO DA EDUCACAO DE CRIANCAS DEFICIENTES
VISUAIS 1355

CIENCIAS HUMANAS - HISTORIA 1362
A CAMPANHA DE NACIONALIZACAO ATRAVES DAS NOTICIAS DE PERIODICOS DO VALE DO
RIO DOS SINOS 1363
AS FIGURAS ARQUETIPICAS DO FEMININO REPRESENTADAS DENTRO DA MUSICA GAUCHA

1371
CENARIOS MONTADOS, POSES ENGESSADAS: ELEMENTOS DA CULTURA VISUAL E DA
HISTORIA DA EDUCACAO EM RECORDACOES ESCOLARES 1379
COLECAO DE VIDEOS GRANDES CIVILIZACOES: UMA FERRAMENTA DIDATICO-PEDAGOGICA
NO ENSINO E APRENDIZAGEM DE HISTORIA 1386
EMANCIPACAO POLITICA DE PAROBE-RS 1393
SILENCIOS E INVISIBILIDADES: A RECEPCAO DA LEI 10.639 E DA EDUCACAO DAS RELACOES
ETNICO-RACIAIS POR PROFESSORES DA EDUCACAO BASICA 1400

CIENCIAS HUMANAS - PSICOLOGIA 1408
APRATICA DE MINDFULNESS ATRAVES DO USO DE APLICATIVOS MOVEIS: UMA ANALISE DAS
FUNCOES 1409
ANALISE DA PRODUCAO CIENTIFICA DO Il CONGRESSO BRASILEIRO DE GERONTECNOLOGIA

1415
DETERMINANTES DE LA PERCEPCION DE RIESGOS DISENO Y VALIDACION DE UN
INSTRUMENTO PARA EXAMINARLOS 1421
GESTAO DO PLANO DE CONTINGENCIA DE DEFESA CIVIL MUNICIPAL: UM ESTUDO EM SAO
LEOPOLDO (2014-2018) 1427
MEMORIA OPERACIONAL EM IDOSOS QUE PARTICIPAM REGULARMENTE DO CURSO DE
INCLUSAO DIGITAL NO MUNICiPIO DE NOVO HAMBURGO/RS 1435
O CONCEITO DE PULSAO EM PSICANALISE: O SUJEITO E SUA PLASTICIDADE 1442
PESSOA COM DEFICIENCIA: O LUGAR DO SUJEITO NO CONTEXTO SOCIAL DO BRASIL 1448

CIENCIAS HUMANAS - SOCIOLOGIA 1456
“QUERO SEMPRE COMPRAR UM NOVO QUANDO PAGO O VELHO”: UM ESTUDO SOBRE
SMARTPHONES E JUVENTUDES 1457

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

inovamundi

CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS — ADMINISTRACAO PUBLICA E DE EMPRESAS, CIENCIAS

CONTABEIS E TURISMO 1463
AREVISAO DO POSICIONAMENTO ORGANIZACIONAL PARA INOVAGCAO DE PRODUTO E
MARKETING EM PEQUENA INDUSTRIA DE MOVEIS SOB MEDIDA 1464
ANALISE DE INDICADORES DE RISCO DE CREDITO NO SISTEMA FRANCHISING 1473
CULTURA ORGANIZACIONAL E LIDERANGCA E SEUS EFEITOS SOBRE A SAUDE DO INDIVIDUO

1481

ECOINOVAGAO E MARKETING VERDE NA INTERNACIONALIZAGAO DE EMPRESAS 1487
ETNOGRAFIA NA ATIVIDADE DE CONSULTORIA EMPRESARIAL 1493
EVIDENCIAGAO DE PRATICAS DE GESTAO DE CUSTOS DURANTE A FORMAGAO DE PRECOS
EM MINIMERCADOS. 1500

GRAMADO CRIATIVA: A CIDADE TURISTICA COM ASPIRAGCOES DE CIDADE CRIATIVA 1508
INOVAGAO E GESTAO DO CONHECIMENTO NO SETOR DE DESIGN DAS INDUSTRIAS

CALCADISTAS DO VALE DOS SINOS 1515
MODELO DE SELECCION, EVALUACION Y AJUSTE DE PORTAFOLIOS DE ACCIONES COMUNES
INSCRITAS EN BOLSA A PARTIR DE MINERIA DE DATOS 1524
PATRIMONIO CULTURAL E TURISMO CULTURAL: AREGIAO DO ALTO DOURO VINHATEIRO,
EM PORTUGAL 1543
CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS - ARQUITETURA, URBANISMO E DESIGN 1550
AMBIENTE CONSTRUIDO E CULTURA 1551

ESTIMULOS E OBSTACULOS A CRIATIVIDADE NA METODOLOGIA DE PROJETO DE MODA 1558
MODA AUTORAL COMO PROPOSTA DE ARTE E SUSTENTABILIDADE NA INDUSTRIA CRIATIVA
1565
PORTO ALEGRE: ESTUDOS DE RESILIENCIA EM RELACAO AS INUNDACOES E ENCHENTES 1570
VALORES ORGANIZACIONAIS E A INFLUENCIA NA CRIATIVIDADE — EVIDENCIAS EMPIRICAS

EM UMA INDUSTRIA DE MODA 1585
CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS - COMUNICACAO E INFORMACAO 1593
A IMAGEM PUBLICITARIA IMPRESSA EM UM FAST FOOD VEGETARIANO 1594
APARTICIPACAO DOS CROWDSOURCERS AUDIOVISUAIS EM PLATAFORMAS
COLABORATIVAS: O CASO DO HITRECORD 1600
AREPRESENTACAO FEMININA NA SERIE DEMOLIDOR: ANALISE DA PERSONAGEM KAREN
PAGE 1606
BARTHES E O TRICAMPEONATO GREMISTA NA CAPA DA ZH 1613
COWORKING NO BRASIL: O PONTO DE VISTA DE COWORKERS 1619
EXPLORANDO A SURFACE E A DARK WEB ATRAVES DA GROUNDED THEORY 1627
MAPEAMENTO SISTEMATICO DE LITERATURA: IMAGENS EM SITES DE REDES SOCIAIS E
DIVERSIDADE CULTURAL 1634
O GENERO NA GASTRONOMIA: UMA ANALISE DOS PERFIS NA REVISTA PRAZERES NA MESA
1649
O LUGAR DO AFETO: ESTUDO DAS OCUPACOES CULTURAIS COMO ELEMENTOS DE
MUDANGCA NO ESPACO URBANO 1656
O MERCADO CINEMATOGRAFICO: A JORNADA DO HEROI EM RELACAO A
REPRODUTIBILIDADE TECNICA DE WALTER BENJAMIM 1661
POS-GRADUACAO EM COMUNICACAO: UMA ANALISE DAS AREAS DE CONCENTRACAO
PREDOMINANTES 1667
REDES SOCIAIS E TELEVISAO EM TEMPOS DE CONVERGENCIA: ESTUDO DE CASO DA
FANPAGE DA “MALHACAO — VIVA A DIFERENCA” 1674
REFLEXAO SOBRE O DISCURSO DA MARCA COURO FINO NO DIA DAS CRIANCAS 1682
UM RETRATO DO ECOSSISTEMA DE COLABORACAO ONLINE NACIONAL: ANALISE DOS
ULTIMOS ANOS DA PLATAFORMA CATARSE 1688
CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS - DIREITO 1696

weirx ©  Msicredi

CAPES




&

inovamundi

A GESTAO DO NIT E APROTECAO DOS DIREITOS INTELECTUAIS DA INOVACAO PRODUZIDOS
NA UNIVERSIDADE: UM ESTUDO DE CASO 1697
A INCLUSAO DAS PESSOAS COM DEFICIENCIA NO MERCADO DE TRABALHO: ESTUDO DE
CASO DO PROJETO INOVE DA UNIVERSIDADE FEEVALE 1705
A INSERCAO DO CONSORCIO PUBLICO COMO INTEGRANTE DO SISTEMA NACIONAL DO MEIO
AMBIENTE - SISNAMA 1712
AVALIACAO DO PLANO DE GERENCIAMENTO DE RESIDUOS DE UMA INDUSTRIA DO SUL DO
BRASIL A LUZ DA LEI 12.305/2010 1719
DIREITO, DESACORDOS E DEMOCRACIA 1725
A TERCEIRA VIA DE JEREMY WALDRON 1725
ESPACO ESCOLAR COMO LOCUS PRIVILEGIADO PARA APROMOCAO DE PRATICAS
ALIMENTARES NUTRITIVAS E SEGURAS: UM ESTUDO DE CASO 1732
EXTINCAO DO CONTRATO DE TRABALHO: CONTRATO ESPECIAL DO ATLETA DE FUTEBOL
PROFISSIONAL 1740
MUDANCAS CLIMATICAS E REFUGIADOS AMBIENTAIS: VULNERABILIDADE CARECEDORA DE
AMPLA PROTECAO JURIDICA 1747
POLITICAS PUBLICAS A PARTIR DE ACOES DO PODER JUDICIARIO E SOCIEDADE CIVIL COMO
FORMA DE REDUZIR A VIOLENCIA DOMESTICA 1754
TEMPO DE ESPERA DO PROCESSO: FiSICO E VIRTUAL WAITING TIME OF THE PROCESS:
PHYSICAL AND VIRTUAL 1760
CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS - ECONOMIA 1768
A IMPORTANCIA DO CROWDFUNDING PARA A INDUSTRIA CRIATIVA 1769
CIENCIAS SOCIAIS APLICADAS - PLANEJAMENTO URBANO E REGIONAL / DEMOGRAFIA
1776
APOLITICANACIONAL DOS RESIDUOS SOLIDOS SOB A PERSPECTIVA DA PROBLEMATIVA
AMBIENTAL E DA INCLUSAO SOCIAL 1777

DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE TRABAJO Y SALUD DEL PERSONAL DE
LABORATORIOS UNIVERSITARIOS COMO ESTRATEGIA DE INTERVENCION DE RIESGOS

LABORALES. 1784
METODOLOGIA DE MODELAGEM: SIMULACAO DE CENARIOS URBANOS 1803
LINGUISTICA, LETRAS E ARTES — ARTES 1811
3247 FOTOGRAFIAS E VIDEOS DE 2017 NO APARELHO CELULAR: VIDEOINSTALACAO 1812
A CULTURA DA MEMORIA: FOTOGRAFIA 1820
A IMPORTANCIA DOS ESPACOS MULTICULTURAIS PARA A INDUSTRIA CRIATIVA 1826
ARTE PELA MODA: ANALISE DA RELACAO ENTRE ARTE E MODA NA ERA DO CAPITALISMO
ARTISTA 1833
ARTETERAPIA - UM CONVITE A NOSSA CRIANCA INTERIOR. POR UMA GERACAO DE
CRIANCAS E ADULTOS MAIS CRIATIVOS, RESILIENTES E AUTOCONFIANTES. 1840
LIVRO DE ARTISTA E O ESPACO DA RESISTENCIA: UMA ANALISE DA ETICA ANIMAL ATRAVES
DA IMAGEM. 1847
AS IMPLICACCosTAOES DO CONTEXTO NO SUJEITO CRIATIVO 1854
LIVRO DE ARTISTA E O ESPACO DA RESISTENCIA: UMA ANALISE DA ETICA ANIMAL ATRAVES
DA IMAGEM. 1860
VIOLENCIAS COTIDIANAS: EXPERIMENTOS FOTOGRAFICOS COMO REGISTRO DE
EMPODERAMENTO FEMININO 1867
LINGUISTICA, LETRAS E ARTES — LINGUISTICA E LITERATURA 1874
A BUSCA VS. O RESGUARDO DE INFORMACOES ACERCA DOS CRIMES EM INTERROGATORIOS
POLICIAIS: UM OLHAR SOB A PERSPECTIVA DA FALA-EM-INTERACAO 1875
A LEITURAE O JORNAL NA SALA DE AULA 1882
ASPECTOS COMPOSICIONAIS DE HIBISCO ROXO: ANALISE DOS ELEMENTOS CONSTITUTIVOS
DO NiVEL DO DISCUSRO 1888

weirx ©  Msicredi

CAPES




<.

inovamundi

“CAN YOU UNDERSTAND THIS?”: ACONSTRUCAO DO ENTENDIMENTO NO CONTEXTO DE
SALA DE AULA DE LINGUA INGLESA 1895
FRAMES SEMANTICOS “PRO-MULHER” EM AUDIENCIAS PUBLICAS SOBRE ABORTO NO
SENADO BRASILEIRO 1902
LETRAMENTO EMERGENTE DE ALUNOS COM TRANSTORNO DO ESPECTRO AUTISTA (TEA):
UM MAPEAMENTO BIBLIOGRAFICO 1911
MULTIMODALIDADE APLICADA A AQUISICAO DE LINGUA INGLESA 1919
O ENSINO DE LINGUA PORTUGUESA: PRODUGAO DE TEXTOS COLABORATIVOS NO GOOGLE
DOCX 1927
O PERFIL DE LEITURA DOS PROFESSORES DO 3° ANO DE ENSINO FUNDAMENTAL 1934
RECONHECENDO PERSONAGENS: A ENUNCIAGAO DE VIOLENCIA EM CAPITAES DA AREIA, DE
JORGE AMADO 1940

e A sicred

CAPES




()

<.

inovamundi

CIENCIAS AGRARIAS — 1
CIENCIAS AGRARIAS

ivie © b Sicred

CAPES




&

inovamundi

EFEITOS DE DIFERENTES METODOS DE COINOCULACAO DE
BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO NO CULTIVO DE
ARROZ IRRIGADO

Rafael Nunes dos Santos, FEEVALE?
Dusan Schreiber, FEEVALE?

Palavras-chave: Azospirillum. Oryza Sativa L. Promotores de crescimento. Rizébios
INTRODUCAO

O nitrogénio (N) é o nutriente de maior impacto na cultura do arroz em termos de
resposta a adubacdo (SCIVITTARO et al., 2004). Contudo, este elemento pode ser facilmente
perdido, principalmente pelos processos de lixiviacdo, volatizacdo e desnitrificacdo, o que
pode contribuir para incrementar os custos de producao e os riscos de impactos negativos no
ambiente como: a contaminacdo do lencol freatico com derivados de N (nitrato e nitrito) e a
emissdo do gas estufa oxido nitroso (N20).

Diante disso, tem-se buscado tecnologias que contribuam para o uso mais eficiente de
fertilizantes nitrogenados. Neste contexto, uma das alternativas possiveis € a inoculacdo de
plantas com bactérias promotoras de crescimento. Estes microorganismos sdo capazes de
colonizar a superficie das raizes, a rizosfera, a filosfera, e os tecidos internos das plantas
contribuindo para que estas se desenvolvam (DAVISON, 1988; KLOEPPER et al., 1989).
Dentre as principais bactérias estudadas com este proposito estdo as do género Rhizobium e

Azospirillum.

As bactérias do género Rhizobium sdo conhecidas principalmente pela simbiose que
realizam com as raizes das leguminosas e pelo processo de fixacdo bioldgica de N (FBN) que
advém desta interacdo. Todavia, estudos tém demonstrado que os rizObios apresentam
também potencial de colonizar plantas da familia das poaceas, atuando como promotores de
crescimento destas culturas. Neste caso, a promocao de crescimento esta associada a fatores
como: aporte de N via fixacdo biolégica, maior absorcdo de nutrientes e a producédo de fito-
horménios (BANERJEE et al., 2006).

! Mestre e doutorando em Qualidade Ambiental pela Universidade Feevale. Pesquisador do Instituto Rio
Grandense do Arroz.

2 Doutor em Administracdo pela UFRGS. Pesquisador e Professor do Programa em Qualidade Ambiental da
Universidade Feevale.
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Outro promotor de crescimento que vem sendo estudado sdo as bactérias do género

Azospirillum. Estes microorganismos promovem o desenvolvimento vegetal principalmente
pelo processo de fixacdo biologica de N e pela produgdo de auxinas (STEENHOUDT &
VANDEREYDEN, 2000).

Além do uso isolado destes microorganismos, o uso da coinoculagdo na promogéo do
desenvolvimento vegetal tem sido objeto de estudos, principalmente em espécies leguminosas
(PERES et al., 2016). Esta técnica consiste no uso de combinacGes de diferentes estirpes de
microorganismos, com 0 objetivo de se obter um efeito sinérgico, ou seja, a obtencdo de

resultados produtivos superiores em relagdo ao uso destes de forma isolada.

No Brasil, j& se realiza a coinoculagdo de cinco bactérias associativas
(Gluconacetobacter  diazotrophicus,  Herbaspirillum  seropedicae,  Herbaspirillum
rubrisubalbicans, Azospirillum amazonense e Burkholderia tropica) na cultura da cana-de-
acucar (OLIVEIRA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006). Da mesma forma, a coinoculacao
de estirpes de Azospirillum j& é utilizada comercialmente para as culturas do milho, trigo e
arroz (HUNGRIA et al., 2010; MAPA, 2011).

Em relacdo aos métodos de aplicacdo dos inoculantes a base de bactérias promotoras
na cultura do arroz, existem duas formas principais de aplicacdo: via semente, antecedendo a
semeadura, e via pulverizacdo nos estadios iniciais de desenvolvimento das plantas. Apesar
destas serem as recomendacgdes atuais, poucos estudos avaliaram o efeito de diferentes
métodos de coinoculacdo na produtividade de plantas de arroz.

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito da inocula¢do combinada
(coinoculacéo) de estirpes de Rhizobium com estirpes de Azospirillum, bem como o impacto
do uso de diferentes métodos de aplicacdo deste inoculante misto na produtividade de plantas
de arroz.

Para atender aos objetivos deste trabalho, um experimento foi conduzido em condicdes
de campo no municipio de Cachoeirinha, regido arrozeira da Depressdo Central do Estado do
Rio Grande do Sul, em um Gleissolo Haplico Distréfico tipico, de textura franco-argilosa
(STRECK et al., 2008). Anteriormente a instalacdo do experimento, a area encontrava-se ha
trés anos em pousio. O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com
quatro repeticdes. Para a formulacdo do inoculante misto utilizou-se bactérias promotoras de
crescimento do género Rhizobium (UFRGS Lc348) e do género Azospirillum (Abv5 e Abv6).

Os tratamentos aplicados foram os seguintes: T1 (testemunha) — aplicacdo da dose de 94 kg
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hat de N sem inoculagio (70% da dose recomendada de 135 kg ha*); T2 — aplicacéo da dose

de 135 kg ha® de N sem inoculacio (100% da dose recomendada); T3 — aplicacdo da dose de
94 kg ha de N (70% da dose recomendada de 135 kg ha*) com aplicagdo inoculante misto
via semente; T4 — aplicacio da dose de 94 kg ha™ de N (70% da dose recomendada de 135 kg
ha') com aplicacdo inoculante misto via aspersédo entre os estadios V3 e V4 da cultura; T5 —
aplicacdo da dose de 94 kg ha' de N (70% da dose recomendada de 135 kg ha?) com

aplicacdo inoculante misto via semente e via aspersao entre os estadios V3 e V4.

A semeadura do arroz, cultivar IRGA 430, ocorreu em 24/11/2015. A densidade de
semeadura utilizada foi de 120 kg ha de sementes, com espagamento entrelinhas de 0,17 m e
profundidade de semeadura de 3,0 cm. A adubacéo na semeadura consistiu de 16, 68 e 108 kg
ha! de N, P,0s e K20, respectivamente, utilizando-se 400 kg ha da férmula 04-17-27 para
expectativa de resposta Muito Alta a adubacdo (SOSBAI, 2016). A adubacdo nitrogenada em
cobertura com uréia (46% de N) foi realizada com a aplicacdo 2/3 da dose entre os estadios
V3 e V4, segundo escala de Counce et al. (2000) e o restante entre os estadios V7 e V8, antes
da diferenciacdo da panicula. O inicio da irrigacdo ocorreu entre os estadios V3 e V4, com a
manutencdo de uma lamina de 4gua com cerca de 7,5 cm de altura, durante todo o ciclo de
cultivo. Entre os estadios R7-R8, quando a maior parte dos gréos se apresentava no estado
pastoso a farinéceo, realizou-se a supressao da irrigacéo.

O controle de doencas, pragas e plantas daninhas foi efetuado conforme as
recomendacdes técnicas para a cultura do arroz irrigado no Sul do Brasil (SOSBAI, 2016). A
inoculacdo das bactérias promotoras de crescimento ocorreu no momento da semeadura
(aplicacdo do inoculante misto via sementes) e entre os estadios V3-V4 da cultura do arroz
(aplicacdo do inoculante misto por aspersdo). Na ocasido da maturacao fisioldgica das plantas
de arroz determinou-se a produtividade de grdos nos diferentes tratamentos avaliados. Os
dados foram submetidos a analise da variancia (ANOVA), seguida do teste de contrastes
(p<0,05).

DESENVOLVIMENTO

Os resultados de rendimento de grdos de arroz nos diferentes tratamentos avaliados
s&o mostrados no Grafico 1. Em relacéo aos resultados do teste de contraste (p<0,05), estes se

encontram na Tabela 1.
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Gréafico 1 — Rendimento de graos da cultivar IRGA 430, submetida a duas doses de nitrogénio
(94 Kg hal e 135 Kg ha) em combinagdo com a aplicagdo de um inoculante a base de
bactérias promotoras de crescimento (estirpe UFRGS Lc348 de Rhizobium e as estirpes Abv5

e Abv6 de Azospirillum) aplicadas por diferentes métodos.

Tratamentos QM Pr>Fc “
T3XT5 406.125.000 0.9772
T4XT5 87.153.125.000 0.6763
T3XT4 75.660.500.000 0.6971
T5X(T3 + T4) 33.152.666.667 0.7963
TIX (T3+T4+T5) 68.478.520.833 0.7111
T2X (T3 + T4+ T5) 965.885.020.833 0.1798
T1XT2 103.248.450.000 0.1666
Erro 476.011.683.333 /

Tabela 1 - Descricdo dos contrastes ortagonais, quadrado médio e P valor.

A produtividade de grdos dos tratamentos inoculados, T3, T4, T5, que receberam 70%
da dose recomendada de (N), ndo diferiram estatisticamente da produtividade de grdos do
tratamento ndo inoculado, T1 (o qual recebeu a mesma dose de N). Da mesma forma, ndo foi
observada diferenca estatistica dos tratamentos inoculados, T3, T4, T5, que receberam 70%
da dose recomendada de (N), em comparagdo ao tratamento que recebeu 100% da dose
recomendada (T2), e nas demais comparagOes de contrastes realizadas (T3XT5, T4XT5,
T3XT4 e T5X T3 e T5). Diante de tal resultado, pondera-se a hipdtese da elevada fertilidade
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natural do solo presente na area de conducdo do experimento, principalmente pela nédo

diferenga estatistica obtida entre os tratamentos (T1XT2).

Quanto a coinoculacao, néo foi verificado efeito do uso desta pratica no rendimento de
grdos de arroz, bem como do método de aplicacdo. Resultados distintos foram obtidos em
estudos anteriores. Nas Filipinas, foi observado um aumento de 16% na produtividade de
gréos de plantas de arroz inoculadas com rizdbios (PENG et al. 2002). Na India, uma pesquisa
identificou maiores rendimentos de grdos de plantas de arroz inoculadas com rizébios, bem
como maior volume de massa seca da parte aérea e das raizes (MISHRA et al., 2006). Porém,
ambos estudos citados foram realizados em condi¢éo de casa de vegetagdo. Em condicdes de
campo, investigacdes anteriores também observaram auséncia de promocédo do rendimento de
grdos de arroz inoculados com bactérias promotoras de crescimento (BODDEY et al., 1995;
SASAKI et al., 2010, SOUZA et al., 2012).

CONSIDERACOES FINAIS

Diante da relevancia do tema, é importante a realizacdo de mais investigacbes com
este proposito, principalmente na conjuntura atual, na qual tem se verificado sucessivos
aumentos nos custos de fertilizantes nitrogenados, bem como uma baixa valorizacdo da saca
de arroz. Além disso, tal estratégia pode propiciar ganhos ambientais, pela menor necessidade
de N via fertilizacdo quimica, e consequentemente, pela reducdo dos riscos de impactos
indesejaveis de seus derivados no ambiente. Até o presente momento persiste a necessidade
de uma maior compreensdo sobre qual a metodologia mais adequada para este tipo de
experimento em condicdes de campo. Neste sentido, um dos aspectos a ser investigado é a
necessidade ou nédo da individualizacdo das unidades experimentais por taipas, evitando-se,

assim, o uso generalizado da ldmina de &gua de irrigacéo.
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~ MONITORAMENTO DAS CONCENTRACOES DE NUTRIENTES NA
AGUA DE IRRIGACAO DE UMA LAVOURA DE ARROZ NO MUNICIPIO
DE CACHOEIRINHA/RS

Rafael Nunes dos Santos, FEEVALE?
Annette Droste, FEEVALE?

Palavras-chave: Arroz irrigado. Nutrientes. Contaminacéo hidrica.
INTRODUCAO

No estado do Rio Grande do Sul (RS) séo cultivados anualmente mais de 1 milhdo de
hectares, sendo a totalidade da &rea irrigada pelo método de inundagdo das lavouras. Devido a
importancia da agua para a producdo orizicola, as lavouras sdo comumente cultivadas
proximas aos mananciais hidricos, o que pode gerar riscos de contaminagdo destes recursos
naturais por residuos de agrotéxicos e por nutrientes presentes nos fertilizantes (MACEDO &
MENEZES, 2004).

Quanto aos nutrientes, 0 aumento da producéo de arroz em regides de clima temperado
tem gerado preocupacdes (IRRI, 2010), principalmente relacionados aos riscos de 24
contaminacdo hidrica por nitrogénio (N) e fosforo (P). Estes nutrientes podem degradar a
qualidade da agua, afetando a vida aquatica e comprometendo a sua potabilidade
(CARPENTER et al., 1998). Esta situacdo pode representar riscos a salde humana, através da
producdo de toxinas por algas em corpos hidricos eutrofizados e por maleficios causados por
altas concentracbes de derivados de N (nitratos), os quais podem contribuir para o
desenvolvimento de doencas crénicas (USEPA, 2009).

Por outro lado, a0 mesmo tempo em que as lavouras de arroz podem representar
riscos de impactos ambientas aos recursos hidricos, quando mal manejadas, as plantas de
arroz séo capazes de absorver nutrientes da dgua, atuando como uma espécie de filtro. Nesta
perspectiva, alguns estudos avaliaram o efeito do cultivo de arroz irrigado na absorcdo de
nutrientes. Nakasone et al. (2003) constataram que as plantas de arroz podem remover altas
guantidades de N quando este nutriente € introduzido em arrozais através da agua de
irrigacdo. Resultados semelhantes foram obtidos por Furtado (2002), que constatou que entre
0 20° e 40° dia de irrigacdo de uma lavoura de arroz, as concentragdes de N, P e potéssio (K)

1 Mestre e doutorando em Qualidade Ambiental pela Universidade Feevale. Pesquisador do Instituto Rio
Grandense do Arroz.

2 Doutora em Genética e Biologia Molecular pela UFRGS. Pesquisadora e Coordenadora do Programa de Pés-
Graduagdo em Qualidade Ambiental da Universidade Feevale.
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na 4gua passaram a ser menores no interior da area de cultivo em relacdo ao ponto de

captacao.

Diante da elevada extensdo da producdo agricola de arroz no RS, é relevante obtencgéo
de informacdes sobre os efeitos desta cultura nos teores de nutrientes na agua de irrigacao
visando, assim, contribuir a preservacdo da qualidade da &gua dos corpos hidricos adjacentes.
Novas investigagdes com este propdsito se justificam devido aos novos avangos tecnoldgicos,
como o lancamento de cultivares mais responsivas a N, 0 que acarretou em um aporte de
maiores doses deste nutriente nas lavouras de arroz. Assim, 0 presente estudo teve como
objetivo avaliar as concentragdes de nutrientes N, P, K na &gua de irrigacdo de uma lavoura
de arroz manejada conforme as recomendacdes da pesquisa para a cultura (SOSBAI, 2016).

Para tal, um experimento foi conduzido em condi¢cbes de campo na Estacéo
Experimental do Arroz (EEA) do Instituto Rio Grandense do Arroz (IRGA) no municipio de
Cachoeirinha, regido arrozeira da Depressao Central do Estado do Rio Grande do Sul.

A semeadura da unidade experimental (lavoura) foi realizada no dia 24 de outubro de
2016, conforme a época recomendada para o RS (SOSBAI, 2016). A dimenséo da lavoura foi
de 15x25m. Foi utilizada a cultivar IRGA 424 RI na densidade de semeadura de 100 kg ha*
de sementes, com espacamento entrelinhas de 17,0 cm e profundidade de semeadura de 3,0
cm. A adubagdo na semeadura consistiu de 16, 68 e 108 kg ha? de N, P,0s e KO,
respectivamente, utilizando-se 400 kg ha da férmula 04-17-27 para expectativa de resposta
muito alta a adubacdo (SOSBAI, 2016). A adubacdo nitrogenada em cobertura com ureia
(46% de N) foi dividida, conforme cada dose, em duas épocas de aplicacdo, sendo 2/3 entre
os estadios V3 e V4, segundo escala de Counce et al. (2000), imediatamente antes da
aplicacdo dos herbicidas e da entrada de agua, e o restante entre os estadios V7 e V8, antes da
diferenciacédo da panicula.

O inicio da irrigacdo ocorreu entre os estadios V3 e V4, com a manutencdo de uma
l&mina de agua com cerca de 7,5 cm de altura, durante todo o ciclo de cultivo. Entre os
estadios R7-R8, quando a maior parte dos grdos se apresentava no estado pastoso a farinaceo,
realizou-se a supressdo da irrigacdo. O controle de doencas, pragas e plantas daninhas foi
realizado conforme as recomendagfes técnicas para a cultura do arroz irrigado no Sul do
Brasil (SOSBALI, 2016).

A 4gua oriunda do rio Gravatai foi captada na coordenada 29°57°16,38°S e

51°07°28,28°’0 deste curso hidrico através de um sistema de bombeamento. Posteriormente,
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esta foi transferida ao canal de irrigagéo principal da EEA do IRGA. A irrigagdo da lavoura

de arroz abastecida com agua do rio Gravatai ocorreuatravés do uso de bombas, sendo o
bombeamento realizado do canal principal (coordenada 29°56°38,57°’S e 51°07°15,90°°0)
para o interior da area de cultivo.

Para a andlise das concentracdes de N, P e K foram coletadas trés amostras de dgua
por lavoura de arroz, totalizando seis amostras por periodo de coleta. As coletas foram
realizadas no periodo de 18/11/2016 a 30/02/2017, com frequéncia semanal. A primeira coleta
ocorreu durante a entrada da agua de irrigacdo nas lavouras, sendo as seguintes, amostradas
na lamina de irrigacdo de cada lavoura de arroz, de forma aleatéria. O volume de &gua
coletado foi de 1 L por amostra. A coleta, a conservacdo e o transporte ocorreram em
conformidade com Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA
etal., 2012).

As analises laboratoriais foram realizadas pelo Laboratdrio de Solos e Aguas da EEA
do IRGA, em Cachoeirinha. O nutrientes K foi analisado por espectroscopia de absorgédo
atdbmica (Varian, AA-240FS), e o nutriente P por espectrometria molecular UV-VIS (Pro-
Analise, V-1200). Para o N, utilizou-se o método Kjeldahl. As determinacbes das
concentracbes destes nutrientes nas amostras de agua foram realizadas conforme a
metodologia estabelecida por Tedesco et al. (1995).

DESENVOLVIMENTO

As concentracdes de N, P e K na agua de irrigacdo durante o periodo de
monitoramento da lavoura variaram nos seguintes intervalos: N entre 6,31 e 0,08 mg L, P
entre 1,81 e 0,14 mg L e K entre 16,11 e 0,01 mg L™* (Figura 1).

Para o nutriente K, as maiores concentracfes foram observadas nas primeiras trés
semanas apods o inicio do monitoramento. Esta elevacdo pode estar associada a dissolucdo do
potassio presente na adubacdo de base da cultura do arroz, uma vez que 0s sais de potassio
utilizados na formulacédo destes fertilizantes sdo altamente soltveis (CETESB, 2012).

Quanto ao nutriente P, as concentragdes observadas foram, em geral, elevadas.
Somente apos a sexta semana de monitoramento, estas foram menores que o limite legal de
0,05 mg L™ estabelecido pela legislagdo vigente (CONAMA, 2005). Concentracdes elevadas
de P na lamina d’4gua de lavouras de arroz sdo esperadas em razdo do aumento da
disponibilidade do nutriente pelo alagamento do solo. Nestas condi¢Ges, o P torna-se mais

solvel devido a uma série de mecanismos como: hidrolise de fosfato de Al e Fe, dissolucéo
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de minerais contendo P, dessor¢do de P de argila e redugdo da PO férrica para as formas
ferrosas mais soltveis (PATRICK & KHALID, 1974; DE DATTA, 1981). Isso torna o P mais

disponivel para ser absorvido pelas plantas. Assim, a diminuicdo das concentracGes de P na
lamina de agua esta possivelmente associada a captacdo deste elemento pelas plantas, sendo
esta reducdo ja constatada anteriormente (CHO et al., 2008). Além da absorcédo pelas plantas,
podem ter contribuido para a reducdo de P na agua de irrigacdo: a formacgdo de complexos
estaveis com minerais de P, Ca, Al e Fe no solo e a ligacdo de P a matéria organica do solo
(CARPENTER, 1998; MCDOWELL et al. 2001).

No que diz respeito ao N, as maiores concentragdes foram observadas nas amostras da
segunda coleta, sendo 6,34 mg L o médio valor obtido. Estas elevadas concentracdes na
segunda coleta estdo provavelmente associadas a aplicacdo de 222 kg ha de ureia no dia 18
de novembro de 2016. Apos, verificou-se que, de um modo geral, os valores de N da agua de
irrigacdo tenderam a diminuir a medida que a plantas se desenvolveram. Considerando que o
N é o nutriente requerido em maior quantidade pela cultura do arroz (SCIVITTARO &
MACHADO, 2004), este comportamento possivelmente estd associado a sua absorcdo pelas
plantas.

Resultados semelhantes foram obtidos anteriormente. Furtado (2002) constataram
concentragfes mais elevadas nas amostras de aguas coletadas apds a aplicacdo da adubacéo
nitrogenada, com posterior queda das concentragdes ao longo do periodo de cultivo.
Concentracfes mais elevadas de N na lamina de agua de irrigacdo no inicio do ciclo do arroz
foram também observadas em investigacdes anteriores (CHO et al., 2008; CHEN et al., 2013).

De acordo com Maclean et al. (2013), as concentracdes de N e P na dgua de drenagem
de campos de arroz podem ser reduzidas em resposta a capacidade deste agroecossistema de
remover estes nutrientes. No presente estudo, as concentracfes destes na agua de irrigacdo
tiveram, em geral, os seus valores reduzidos ao longo do ciclo do arroz. Resultados
semelhantes foram obtidos em monitoramentos realizados nos municipios de Camaquéd e
Cachoeirinha no RS (RECHE et al., 2016). Furtado (2002), em avaliagdes com o intuito de
comparar a qualidade da agua no canal de irrigacdo (oriunda do Rio Gravatai) com a
qualidade da &gua no interior da lavoura de arroz, observou que as concentracBes dos
nutrientes (NPK) foi superior no interior da area de cultivo em relagdo a 4gua de entrada no
inicio do ciclo da cultura. Porém, apos vinte dias do inicio da irrigacdo, a concentracdo de
nutrientes passou a ser maior na agua no canal de irrigagdo em relacdo ao interior da lavoura

de arroz, estando tal resultado associado a capacidade desta graminea de absorver nutrientes
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da agua. Alem disso, esta reducdo das concentracBes de nutrientes observadas pode ter

ocorrido em resposta ao efeito de diluicdo, pois foi observada uma elevada precipitacdo

pluvial durante o periodo do monitoramento.
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Figura 1. Concentracdes de N, P e K nas amostras de agua em uma lavoura de arroz no
municipio de Cachoeirinha/RS. Amostras de &gua coletadas no periodo de novembro de 2016
a fevereiro de 2017, com frequéncia semanal.

Os dados de precipitacdo mensal acumulada durante o ciclo da cultura do arroz do
experimento a campo e a precipitacdo normal climatologica do municipio de Porto Alegre no
periodo de 1961 a 1990 constam na figura 2.
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Figura 2. Precipitagdo mensal acumulada durante o ciclo da cultura do arroz do experimento
em campo e precipitacdo normal climatolégica do Brasil do municipio de Porto Alegre, no
periodo de 1961 a 1990. Fonte: EEA IRGA e INMET 2017.

Para os meses de dezembro, janeiro e fevereiro, os valores da precipitacdo mensal
observados foram respectivamente 16,4 mm, 88 mm e 38,3 mm superiores em relacdo a
precipitacdo normal climatoldgica (INMET, 2017) para o municipio de Porto Alegre.
CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos indicaram que as concentragcdes de nutrientes na lamina da
agua de irrigacdo, tiveram, em geral, os seus valores reduzidos ao longo do ciclo do arroz,
estando tal fato provavelmente associado a capacidade das plantas de absorverem nutrientes, e
ao efeito de diluicdo decorrente da elevada precipitacdo durante o periodo de estudo. De
acordo com os resultados, o adequado manejo da &gua de irrigacdo pode contribuir para
mitigar impactos indesejaveis da cultura nos recursos hidricos. Neste sentido, deve-se evitar o
contato da agua de irrigacdo das lavouras com os corpos hidricos adjacentes até trés semanas
apos o inicio da irrigacdo, pois nesse periodo as concentracbes de nutrientes sdo mais
elevadas. Podem contribuir para tal, praticas como o isolamento externo da lavoura com
taipas para conter extravasamentos pelo excesso de precipitacdo e a ndo drenagem desta no
inicio do ciclo da cultura. Por fim, diante da magnitude a producdo de arroz no RS se faz

necessario a realizacdo de novos estudos sobre os efeitos desta cultura na qualidade da agua.
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Nesta perspectiva, é relevante a realizacdo de monitoramentos mais abrangentes, podendo

estes serem realizados em cursos hidricos de bacias hidrograficas, principalmente em
ambientes aquaticos que sdo utilizados tanto para a producdo de arroz como para O

abastecimento publico.
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INTRODUCAO

O estado do Rio Grande do Sul (RS) é o principal produtor nacional de arroz
contribuindo com mais de 70% do volume de producdo deste cereal. Neste estado, s&o
cultivados anualmente mais de 1 milhdo de hectares, sendo a totalidade desta area irrigada

pelo método de inundagéo.

De acordo com o Censo elaborado pelo IRGA (2005), as principais fontes de irrigacédo
no RS sédo: agudes e barragens (47,2%); rios, riachos e arroios (32,4%); lagoas (19,8%) e
outras fontes (0,6%). Além de suprir a demanda hidrica da planta, a irrigacdo por inundacéo
contribui para incrementar a disponibilidade de nutrientes, diminuir as variacdes térmicas no

solo e aumentar a eficiéncia do controle de plantas daninhas (RECHE ET AL., 2016).

Devido a importancia da dgua para 0 manejo da cultura, as lavouras de arroz sao
comumente cultivadas proximas aos mananciais hidricos, os quais, por sua vez, estdo
geralmente proximos a zonas frageis como areas de preservacao permanente. Tal fato, quando
associado a adocdo de praticas de manejo ndo recomendadas, pode contribuir para o
incremento dos riscos de contaminacao destes recursos naturais por residuos de fertilizantes e
agroquimicos (MACEDO E MENEZES, 2004).

Neste sentido, além da adog¢do de boas praticas agricolas, o cumprimento da legislacédo
ambiental vigente contribui para a contencdo dos riscos ambientais decorrentes da producao
de arroz irrigado. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo apontar as possiveis

causas de impactos ambientais da atividade orizicola irrigada nos recursos hidricos, bem
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como demonstrar de que forma a adocdo de boas préaticas agricolas e o atendimento da
legislacdo vigente podem contribuir para a mitigacéo destes.

Para atender aos objetivos deste trabalho, a pesquisa realizada seguiu uma
abordagem qualitativa, através de pesquisa bibliografica de legislacGes, artigos cientificos,
boletins técnicos e sites de instituicbes governamentais ligadas a area de preservacao

ambiental
DESENVOLVIMENTO

O uso de agua pela agricultura é responsavel pela utilizacdo de 69% do volume total
dos recursos hidricos oriundos de rios, acudes, lagos e aqliferos, sendo os 31% restantes
utilizados pelas industrias e usos domésticos (PAZ et al., 2000). Assim, € relevante a adogdo

de estratégias que contribuam para o uso de um menor volume deste recurso na agricultora.

Apesar da cultura do arroz irrigado apresentar maior demanda hidrica do que as
demais, houve significativos avancos na eficiéncia do uso da agua desta nas Ultimas décadas.
No inicio de 1970 para se produzir quatro toneladas por hectare de arroz utilizava-se cerca de
15.000 m? de agua. Atualmente é possivel a obtencdo de elevados rendimentos, acima de dez
toneladas por hectare, com o uso de 8.000 m3 de &gua, havendo potencial de reducdo deste
volume (ANA, 2009).

Estes avancos na eficiéncia no uso da agua se devem, dentre outros fatores, ao
desenvolvimento de cultivares com alto potencial produtivo, e as melhorias nas praticas
agricolas como: sistematizacdo do terreno, supressdo da irrigacdo quinze dias apds o
florescimento pleno, aplicacdo de nitrogénio (N) e herbicidas nos estadios mais precoces da
cultura (em V3 e V4) e o reaproveitamento da agua de irrigacdo nas partes mais baixas das
lavouras (MUNDSTOCK, 2011). A sistematizacdo permite o uso de uma lamina de agua
baixa (5-10 cm), enquanto que a supressdo da irrigacdo diminui o tempo de inundacdo das
lavouras. Assim, ambas propiciam a reducdo do volume total de agua utilizado na cultura do
arroz. Ja as demais préticas citadas incrementam a eficiéncia do uso da agua, pois ha um

maior rendimento de gréos por volume de agua utilizado.

Além da quantidade, a qualidade da agua também se encontra no centro das discussdes
ambientais sobre os impactos da orizicultura irrigada nos ambientes aquaticos. Os principais
riscos de degradacdo da qualidade da &gua por esta atividade estdo associados a liberacéo de

agrotoxicos e fertilizantes aos corpos hidricos. Neste sentido, 0 manejo adequado também
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minimiza possiveis contaminacgdes, sendo que a recomendacdo geral determina a nédo retirada

da &gua do interior da lavoura de arroz antes de 30 dias apds a aplicacdo de adubos ou de
agrotoxicos. Outro aspecto com potencial risco de contaminacdo diz respeito a retirada da
agua de irrigacdo das lavouras de arroz cultivadas no sistema pré-germinado (semeadura em
solo alagado). Neste caso, a retirada da &gua é realizada logo ap6s a aplicacdo de fertilizantes
e defensivos agricolas com intuito de haver uma maior fixacdo das plantas. Tal fato, além de
aumentar o volume de &gua, devido a necessidade de reposicdo da agua de irrigacdo,

possibilita que os insumos aplicados entrem em contato com os mananciais hidricos.

Outras medidas que podem contribuir para a mitigacdo de possiveis impactos
ambientais causados pela orizicultura nos recursos hidricos dizem respeito a preservacao de
areas frageis e a adocdo de boas praticas na aplicacdo e no descarte de embalagens de
agrotoxicos. As (APPs), instituidas pelo segundo Codigo Florestal do Brasil (Lei 4.771/1965),
constituem as principais areas juridicamente protegidas no pais. Atualmente a lei 12.651
estabelece a largura de mata ciliar a ser deixada nas margens de cursos hidricos, dentre eles
rios, riachos e arroios. No cultivo de arroz irrigado, esta vegetacdo desempenha um
importante papel na conservacdo da qualidade da agua, pois é capaz de agir como um filtro
para os residuos de fertilizantes e agrotéxicos, minimizando os riscos de estes atingirem as
aguas. Além disso, hé a reducdo dos riscos de assoreamento dos leitos dos corpos hidricos.
Neste sentido, a preservacdo e a recomposicado da vegetacdo ciliar em conjunto com a adogéo
de préticas conservacionistas de manejo de solo contribuem para a diminuicao deste problema
(ARNOLD et al., 2004).

Em relacdo aos cuidados a serem tomados na aplicacdo de agrotoxicos, no caso de
aplicaces aéreas, além do respeito as condi¢des ambientais, € fundamental a ndo aplicacao de
agrotoxicos a menos de 250 metros de mananciais hidricos (Instrucdo Normativa do MAPA
n° 02/2008). Para o cumprimento destes limites, a fiscalizacdo do uso de agrotdxicos pelo
poder publico é imprescindivel, sendo esta uma competéncia estadual (Lei 7.802/1989). Outro
aspecto importante diz respeito ao adequado destino das embalagens de agrotéxicos para que
estas ndo atinjam os corpos hidricos. Apds serem armazenadas dentro das propriedades rurais,
pelo periodo maximo de um ano, as embalagens de agrotoxicos devem ser encaminhadas a
um posto de recolhimento especializado. No Brasil, a logistica reversa destas embalagens é
realizada Instituto Nacional de Processamento de Embalagens Vazias (INPEV), sendo que no

estado do RS, existem 29 locais de recebimento destes recipientes. O dever do adequado
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destino das embalagens de agrotoxicos pelos usuérios esta previsto na Lei Federal n® 9974/00,
promulgada em junho de 2000 e regulamentada em 2002. Esta legislacdo determina que 0s
usuarios sdo responsaveis pela devolucdo das embalagens de agroquimicos aos locais de

compra, 0S quais, por sua vez, devem destina-las aos fabricantes.

Quanto ao processo de regularizacdo da atividade orizicola perante a legislacdo
ambiental, sdo exigidos dos produtores de arroz irrigado: o licenciamento ambiental e a
outorga de uso da agua. Atualmente estas autorizacdes sdo requeridas pelas instituicoes
bancéarias, dentre outros requisitos, para a liberacdo de crédito agricola. O licenciamento
ambiental foi instituido pela Politica Nacional do Meio Ambiente (Lei n® 6.938/1981). J& o
licenciamento ambiental especifico para a atividade de irrigacdo teve inicio com a Resolugédo
237/1997 do CONAMAJ/RS, a qual regulamentou o licenciamento ambiental por estado.
Posteriormente 0 CONAMA aprovou a Resolugdo 284/2001, dispondo sobre o licenciamento
de empreendimentos de irrigacdo. Em relacdo a outorga de uso da &gua, esta foi instituida
pela Lei n® 9.433/1997 como um dos seis instrumentos da Politica Nacional de Recursos
Hidricos, tendo como objetivo assegurar o controle quantitativo e qualitativo dos usos da agua

e o efetivo exercicio dos direitos de acesso a ela (ANA, 2013).
CONSIDERACOES FINAIS

Nas Ultimas décadas houve avancos significativos em relacdo as melhorias nas praticas
de manejo da cultura do arroz irrigado no RS, bem como em relacéo a legislagcdo ambiental
associada a esta atividade. Apesar disso, diante do constante aumento da demanda por
alimentos, sera cada vez mais necessario conciliar maior producdo agricola com o uso
racional dos recursos naturais. Neste contexto, a difusdo das praticas de manejo mais
sustentaveis ja existentes, aliadas ao desenvolvimento de novas tecnologias sdo fundamentais.
Além disso, a fiscalizacdo do cumprimento das legislacfes associadas a esta atividade pelo
poder publico pode contribuir para mitigar condutas que sejam lesivas a0 meio ambiente.
Cabe referir, ainda, a importancia de o poder publico estimular a implementacdo de projetos
que visem o0 armazenamento de dgua para irrigacao na orizicultura, principalmente em bacias
hidrograficas nas quais os conflitos pelo uso da agua séo constantes, como € o caso das bacias

hidrograficas dos Sinos e do Gravatai.
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INTRODUCAO

Isolado pela primeira vez em 1954 do sangue de pacientes febris em Trinidad e
Tobago, o Mayaro virus (MAYYV), arbovirus patogénico para humanos, é um agente viral
envelopado, com genoma constituido de RNA fita simples ndo segmentado com polaridade
positiva, possui simetria icosaédrica, mede aproximadamente 65 nm de didametro e € membro 39
da familia Togaviridae, género Alphavirus (ANDERSON et al., 1957; AUGUSTE et al.,
2015; POWERS et al., 2001). O MAYYV ¢ dividido em dois gendtipos: genotipo D, que inclui
a maioria dos isolados, de 1954 a 2003, e o genotipo L, limitado aos isolados brasileiros
(POWERS et al., 2006). Os mosquitos do género Haemagogus sdo considerados o0s principais
vetores deste virus, embora outros vetores alternativos, como o Aedes aegypti, também
tenham sido descritos (AZEVEDO et al., 2009; LONG et al., 2011; TERZIAN et al., 2015).

A primeira epidemia causada por MAYV no Brasil ocorreu em 1955, em uma aldeia
situada no estado do Pard (CAUSEY; MAROJA, 1957). De dezembro de 2014 a janeiro de
2016, um total de 343 casos humanos suspeitos foram notificados como resultado da infec¢éo
por MAY'V no Brasil, em que 5,3% eram do Estado de Goias (MS, 2016).

A sintomatologia da infeccdo por MAYV é representada por sinais e sintomas
semelhantes aos da dengue, por esse motivo muitas vezes diagnosticada incorretamente. Os
sintomas incluem febre alta, cefaleia, dores epigastricas, artralgia, mialgia, vomitos, diarreia,

erupcdes cutaneas, além da possibilidade de cronicidade das dores articulares (COIMBRA et
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al., 2007; FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; TESH et al., 1999). A melhor forma de

prevencao € evitar regides endémicas e o contato com 0 mosquito vetor, pois, até 0 momento,

0 tratamento para febre Mayaro, é sintomatico, ndo existindo ainda nenhuma vacina ou
farmaco antiviral disponivel. Sendo assim, estudos com o objetivo de descobrir farmacos
eficazes para o controle das infec¢des causadas por este virus permanecem relevantes.

Como fonte promissora de compostos com acdo antiviral, os produtos naturais sao
amplamente estudados, totalizando atualmente 75 relatos de diferentes derivados vegetais
com efetiva acdo antiviral (LIN; HSU; LIN, 2014). As saponinas, descritas com atividade
antiviral e outras acdes bioldgicas, sdo moléculas de origem vegetal, presentes em diversas
espécies de plantas, constituidas por uma aglicona (triterpénica ou esteroide) e uma porcao
osidica, conferindo natureza anfifilica e caracteristicas emulsificantes (GAETE-GARRETON
et al., 2010). Atualmente, a principal fonte industrial desses metabolitos sdo as cascas de Q.
saponaria Molina, espécie nativa da floresta chilena, rica em saponinas, de nucleo
triterpénico com uma ou duas cadeias de agUcar (monodesmosidicas ou bidesmosidicas,
respectivamente) (MARTIN; BRIONES, 2000; SCHLOTTERBECK et al., 2015). O principal
mecanismo de acdo antiviral proposto para estas saponinas relaciona-se a sua interacdo com o
colesterol da membrana celular, aumentando a fluidez da membrana e acarretando em um
descontrole das atividades enzimaticas. Assim, as saponinas podem estar atuando sob
proteinas celulares impedindo a ligacdo especifica dos receptores virais (BANGHAM,;
HORNE, 1962; BEI et al., 1998; RONER et al., 2007; RONER; TAM; BARRAGER, 2010).

Diante do exposto, 0 objetivo geral deste trabalho foi avaliar a possivel atividade
antiviral, in vitro, de uma fracdo comercial de saponinas das cascas de Q. saponaria Molina,
denominada Quil-A®, frente a0 MAYV. Os objetivos especificos incluem a avaliagio da
citotoxicidade da fragdo comercial Quil-A® nos periodos de 24 horas e 48 horas e avaliacio
da sua potencial atividade antiviral contra 0 MAYV pelo ensaio de inibicdo do efeito
citopético (ECP).

Para isso, o potencial citotdxico de Quil-A® foi avaliado pelo ensaio de viabilidade
celular de MTT (brometo 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio), conforme
protocolo padronizado no Laboratério de Citotoxicidade da Universidade Feevale, de acordo
com Fotakis; Timbrell (2006) e Mosmann (1983). Para tanto, células da linhagem Vero
(provenientes de rim de macaco verde africano - Cercopithecus aethiops) foram plaqueadas

em microplacas de 96 cavidades. Transcorridas 24 horas de incubagdo o meio de manutencéo
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(Minimum Essential Medium — MEM) foi retirado e adicionado 150 pl de dilui¢Ges seriadas

de Quil-A®, de 0,02 pg/ml a 40 pg/ml, em triplicata, e o controle celular (somente com

MEM) em duplicata (figura 1), as placas permaneceram sob incubacéo pelos periodos de 24
horas e 48 horas. Transcorrido o periodo padronizado, tanto as diluicdes das substancias em
teste quanto o MEM do controle celular foram aspirados e adicionados 50 pl de MTT. Apo6s
esta etapa, as placas permaneceram por 2 horas em estufa, permitindo a redugéo do MTT (de
coloracdo amarela), no interior da mitocéndria de células vivas, através da clivagem da
enzima succinato desidrogenase, em cristais de formazan, resultando na coloracdo purpura.
Em seguida o MTT foi aspirado e o dimetilsulfoxido (DMSO) foi acrescentado sob as
monocamadas celulares. A absorbancia foi aferida em espectofotdbmetro de microplacas,
empregando-se como branco o DMSQO. Para o célculo da concentracao citotoxica para 50% da
monocamada celular (CCso) os valores de absorbancia obtidos para cada concentracdo de
Quil-A® foram transformados em percentual (%) em relagio aos controles celulares, os quais
foram considerados 100% viaveis. Por fim, através da analise de regressdo os valores de CCso
foram calculados considerando os resultados obtidos em trés experimentos independentes,

tanto para 24 horas quanto para 48 horas de exposicao.

Figura 1 — Exemplo do ensaio de citotoxicidade em microplaca de 96 cavidades.

O Diluigdes seriadas de Quil-A® O DMSO (branco)
O Controle celular
Fonte: Proprio autor.

No que tange a avaliagdo da atividade antiviral da fracdo de saponinas, o ensaio de
inibicdo do ECP foi empregado. Para isso, as células VVero foram previamente plagueadas em
microplacas de 96 cavidades, ap0s 24 horas o meio de cultivo celular foi aspirado e
adicionado as monocamadas 50 pul de diluicdes seriadas dos virus + 50 pl de MEM. A placa

foi incubada por 1 hora em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO: e a seguir adicionada
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quantidade suficiente para (qsp) 150 pl de solugdo de Quil-A® + MEM. Nas cavidades

destinadas a titulacdo viral, diluicBes virais seriadas sem tratamento e no controle celular
foram adicionados gsp 150 pl de MEM. No controle de citotoxicidade foi adicionado gsp 150
ul da fracdo, apds esta etapa a placa entdo foi incubada por 48 horas. A quantificacao do titulo
viral foi realizada pelo método de Spearman & Karber e a seguir compararam-se os resultados
obtidos na presenga e auséncia da fracdo, a fim de determinar a possivel atividade antiviral. A

figura 2 demonstra esquematicamente como o experimento foi realizado.

Figura 2 - Representacao esquematica da microplaca de 96 cavidades utilizada para realizagao do
ensaio antiviral pelo método de inibicao do efeito citopatico.

COO0S, | | |
000009, . .
00 00000e | |
‘ooooqgggpooo

O Diluigdes virais seriadas sem tratamento O Controle celular
© Diluigdes virais seriadas com tratamento de Quil-A® © Controle de citotoxicidade
O Pogos sem manipulagéo 42

Fonte: Proprio autor.

DESENVOLVIMENTO

A citotoxicidade é conjunto de alteracdes da homeostase celular, que leva a uma série
de modificacdes, que interferem na capacidade adaptativa das células, bem como na sua
sobrevivéncia, reproducdo e realizacdo de suas fungbes metabolicas normais (BARDONE,
1977; EISENBRAND et al., 2002). Substancias, sejam sintéticas ou oriundas de produtos
naturais, possuem a capacidade, em concentragdes especificas, de causar estes efeitos sob
células de cultivo, portanto é de fundamental importancia a avaliacdo do potencial citotoxico
da substancia teste anteriormente aos ensaios de avaliacdo da sua possivel acdo antiviral.
Assim, avaliacdo deste parametro oferece maior seguranca na utilizacdo destes compostos as
células, garantindo que a atividade antiviral seja determinada sem interferéncia da toxicidade.

Diante do exposto, os ensaios de avaliagdo da citotoxicidade de Quil-A® frente as
células Vero foram conduzidos previamente a avaliacdo antiviral. Os valores de CCso obtidos
nestes experimentos foram de 18,11 pg/ml para exposigédo por 24 horas e 13,24 pg/ml para 48
horas, com base na anélise de regressdo ndo linear (sigmoide) considerando trés experimentos
realizados de forma independente. Na figura 3 € possivel observar as curvas de regresséo de

acordo com os tempos de exposicao.
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Figura 3 - Citotoxicidade de Quil-A® em células Vero durante: 24 horas (A), 48 horas (B).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados supracitados demonstram alta toxicidade in vitro de Quil-A® e frente as
células Vero. Esta caracteristica citotoxica de saponinas esta relacionada com a sua interacao
com bicamadas lipidicas das células podendo resultar na morte celular. Relatos indicam que
as saponinas de Q. saponaria Molina aumentaram significativamente a morte por apoptose,
como mecanismo de morte desta células, da linhagem CHO-K1 (células provenientes de
ovario de Cricetulus griseus) em concentra¢des na faixa de 12 a 50 pg/mL expostas por 72
horas (ARABSKI et al., 2012). Em virtude de sua toxicidade frente células provenientes de
carcinomas, compostos ricos em saponinas de Q. saponaria Molina sdo descritas como
agentes terapéuticos para o tratamento e prevencdo de doencas cancerigenas (Wang, 2005).
Um dos primeiros estudos demonstrando o potencial antitumoral das saponinas foi conduzido
com Qui-A®, em que a fragdo prolongou a sobrevivéncia de camundongos com leucemia
(EBBESEN; DALSGAARD, 1976).

Posteriormente ao estabelecimento das concentracdes seguras da fracdo de saponinas
em células Vero, os ensaios de avaliacdo da sua atividade antiviral foram conduzidos com
base no método de diluicdo limitante (tissue culture infection dose — TCIDso), que se
fundamenta na capacidade de avaliar ECP visiveis na linhagem celular permissiva a infeccao
pelo virus (SMITHER et al.,, 2013). Com o objetivo de aferir a acdo anti-MAYV da
substancia em teste, experimentos de inibicdo do ECP foram utilizados, observando as
alteracdes celulares causadas pelo virus nos pogos de controle viral (sem tratamento) frente a
presenca ou auséncia destas mesmas modificacfes nas cavidades que foram infectadas com o
indculo e posteriormente tratadas com Quil-A®.

Os resultados obtidos em um experimento do ensaio de inibigdo do ECP utilizando

diferentes concentragdes ndo toxicas de Quil-A® (6 pg/ml, 5 pg/ml e 4 pug/ml), demonstraram
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efeito antiviral, conforme visto na tabela 1, com reducéo de 4, 3 e 2 logs, respectivamente,

dos titulos virais encontrados nos tratamento com a fracdo em relagéo aos titulos calculados
no controle viral.

Tabela 1 - Titulos de MAYV encontrados no ensaio de inibicdo do efeito citopatico com Quil-A®.

Concentracao (ug/ml) Titulo com tratamento (DI) Titulo no controle viral (DI)
6 1,78 x 10? 1,78 x 108
5 5,60 x 10° 1,00 x 108
4 3,16 x 10* 1,78 x 108

Fonte: Dados da pesquisa.

Diante do exposto, a fracdo de saponinas, em baixas concentracdes, foi capaz de inibir
0 ECP do MAYYV, evidenciando um potencial mecanismo de ac¢do frente as diferentes etapas
do ciclo de replicacdo deste virus ou desempenhando papel protetor sob a célula hospedeira
que, consequentemente, resultam na impossibilidade do MAYYV de completar sua replicacdo e
causar o ECP.

Resultados semelhantes foram obtidos por dois extratos de Q. saponaria Molina, que
demonstraram atividade antiviral, in vitro, contra seis virus diferentes: vaccinia virus, herpes
simplex, varicela zoster, virus da imunodeficiéncia humana, rotavirus e reovirus. Um destes
extrato inibiu, in vivo, a infeccdo pelo rotavirus (RONER; TAM; BARRAGER, 2010; TAM,;
RONER, 2011). Segundo esta pesquisa, 0 mecanismo de a¢éo antiviral destas saponinas sob
os virus estudados se mostrou na afinidade da aglicona com o colesterol das membranas
celulares, acarretando na desnaturacdo de proteinas e, desta forma, impedindo a ligacdo
especifica dos receptores virais com as proteinas das células essenciais para sua ligagao.

Todavia o presente trabalho realizou a avaliagao inicial da acdo anti-MAY'V da fracdo
comercial Quil-A®, sendo assim considerando que as saponinas sdo descritas com diferentes
modos de acdo sob diversos microrganismos, é de suma importancia para inferir seu

mecanismo de ag¢do sob o MAYYV estudos adicionais com este objetivo.

CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou a alta citotoxicidade da fragdo comercial de saponinas
de Q. saponaria Molina, Quil-A®, frente as células Vero, com exposi¢do de 24 horas e 48
horas. Adicionalmente evidenciamos acdo anti-MAYV desta fracdo, reduzindo
expressivamente os titulos virais. Estes achados antivirais necessitam da realizagdo de, pelo

menos, mais duas repeticOes, visto que os resultados apresentados sdo referentes a um
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experimento. Porém, apesar disso, é possivel inferir potencial efeito inibitorio de Quil-A® sob
a replicacdo do MAYV em células Vero.

Diante dos dados, a continuidade do estudo, no intuito de avaliar 0 mecanismo de a¢éo
desta fracdo e testes in vivo torna-se interessante, visando comprovar a fragio Quil-A® como

potencial farmaco com atividade anti-MAYYV.
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1. INTRODUCAO:

O fator negativo (Negative regulatory factor — Nef) estar compreendido entre os denominados
“ndo essenciais”, uma vez que pode ser excluido sem anular completamente a capacidade do
virus de se replicar. O Nef tem merecido destaque por estar atribuido a ele a capacidade de
aceleracao da progressao clinica para a AIDS (Acquired Immunodeficiency Syndrome). Essa
caracteristica pode ser correlacionada com a gama de polimorfismos de pacientes cuja
progressao da doenca ja é conhecida, isso, em tese, poderia permitir uma melhor estimativa da
velocidade de progressdo de pacientes recem infectados.

Com isso haveria uma adequacdo das terapias, podendo-se selecionar individualmente o
momento de maior beneficio para o inicio dos antirretrovirais, até mesmo com a possibilidade
de influenciar as politicas de salde publica que norteiam o tratamento dos milhdes de
infectados pelo HIV.

O objetivo geral deste estudo é avaliar o papel da diversidade do gene Nef na modulacdo da
resposta imune durante a infec¢do pelo HIV e progressao para a aids.

Os objetivos especificos incluem: a) identificar as variaces do gene Nef de virus oriundos de
pacientes com progressdo conhecida, rapida (PPR) ou lenta (PRL); b) investigar mutacdes
conhecidas como a T138Q, assim como regides codificantes de motifs funcionais, tais como
N-Miristoilacéo, regido de clivagem proteolitica, motif rico em prolina, regido &cida, dileucina
e motif FPD; c) verificar a associacdo de variagdes do gene Nef com PPR ouPPL; e d)
correlacionar a variabilidade genética do gene viral Nef com polimorfismos genéticos
humanos em genes do sistema imune previamente investigados na populacdo do estudo.

Para esta realizacdo dessa pesquisa serdo analisadas 96 amostras, previamente coletadas, de
sangue de diferentes pacientes infectados com HIV-1 (DE MEDEIROS et al., 2017). As
coletas foram realizadas entre 2011 e 2013 apds revisdo de prontuarios médicos provenientes
de um hospital localizado na cidade de Porto Alegre, RS, extremo sul do Brasil. Os pacientes
foram divididos em PPRs e PPLs com base em contagem absoluta de células CD4+, periodo
sintomatico/assintomatico, histéria clinica e administracdo de TARV. A realizacdo desse
estudo foi aprovada pelo Comité de Etica, sob protocolo 12/2010 —CEP-FEPPS/RS- 12/2010
PADCT. Desses, 20 pacientes foram categorizados como PPRs e 56 como PPLs. Pacientes
soropositivos para 0 HIV-1 com contagem de linfécitos T- CD4+<300 células/mm3 por trés
anos consecutivos apdés o primeiro diagndstico foram categorizados como PPRs. Pacientes
com HIV com contagem de linfécitos T-CD4+>500 células/mm3 por oito anos consecutivos e
sem quaisquer sintomas na auséncia de TARV foram categorizados como PPLs. A contagem
de células CD4+foi determinada em intervalos de 6 meses. Vale ressaltar que este parametro
esta de acordo com as diretrizes brasileiras vigentes no pais em 2013 para a manipulagdo de
pacientes HIV +. As Diretrizes do Ministério da Saude para o tratamento com antirretrovirais
indicava que a iniciacdo de terapia antirretroviral (TARV) deveria ser iniciada para pacientes
HIV-1 sintomaticos e assintomaticos com contagens de células T-CD4+ abaixo de 350
celulas/mm3 e/ou carga viral persistentemente elevada (NP, 2012).

H& possibilidades de acrescentar amostras de pacientes que frequentam o Servigo de
Atendimento Especializado (SAE) de Novo Hamburgo/RS, Brasil que participam de outro
estudo ainda n&o publicado. Células Mononucleares do Sangue Periferico (PBMCs) foram
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isoladas das amostras de sangue conforme descrito em estudo anterior (DE MEDEIROS et al.,
2017).

Para a extracdo do DNA viral foi utilizado o Kit BioPur®, a partir de um volume inicial de
200uL de amostra, conforme protocolo descrito pelo fabricante. A eluicdo final foi realizada
em microtubos livres de DNAse/RNAse, onde 0s mesmos estdo armazenados e mantidos a -
80 °C ate posterior processamento. O gene completo, com um tamanho de amplicon de 620
nucleotideos, serd amplificado com dois conjuntos de primers. Para a primeira rodada de
amplificacdo  serdo  utilizados os  primers, em  sentido externo  (50-
ATTAGAGTTAGGCAGGGATA-30) e sentido inverso externo (50-
CTGGTCTAACCAGAGAGACACAGAGC-30), e para a segunda rodada, sentido interno
(50-AATGGGTGGCAAGTGGTCAA-30) e sentido inverso interno (50-AGCAGTCTTT
GTAGAACTC-30) (KUMAR et al., 2006). Toda vez sera utilizada uma cepa laboratorial
conhecida, a ser definida, como controle interno para determinar a mutagdo criada pela
amplificacdo. O gene Nef serd amplificado utilizando Reacdo em Cadeia da Polimerase
(Polymerase Chain Reaction - PCR), previamente padronizado (DELIDOW et al.,1993). As
condicgdes da PCR tanto para a externa como para a interna, foram 95° C por 2 min, seguidos
por 30 ciclos a 95° C por 1 minuto, 55° C por 1 minuto e 60° C por 1 minuto. A amplificacéo
dos produtos de PCR sera verificada por eletroforese num gel de agarose a 1,5%.

O sequenciamento automatizado de nucleotideos amplificados produtos de PCR sera feito
com o Kit de sequenciamento de ciclo BigDye Terminator (Applied Biosystems, EUA). Os
produtos serdo sequenciados usando um sequenciador de DNA capilar (Analisador Genetico;
Applied Biosystems, EUA). As sequéncias serdo analisadas para 0s picos correspondentes no
eletroferograma do analisador de sequéncia (3130 9 I; ABI). A analise da sequéncia sera
realizada a partir de ambas as extremidades do gene. O alinhamento de multiplas sequéncias
sera feito usando o Clustal X versdo 2.0.10 (http://ebi.ac.uk/ pub / software / clustalw2 /
2.0.10 /) ap6s separacdo e correcdo de substituicdo maultipla. Distancia entre nucleotideos e
diversidade genética entre pacientes A distancia entre nucleotideos e a diversidade genética
entre pacientes sera calculada usando MEGA (versao 5.05; http: // www.megasoftware.net/).
Relacéo de substitui¢do sindnima / ndo sindnima (dS / dN). A razdo das taxas de proporc¢éo de
substituicdo de sindnimo para ndo sindnimo ajudam a caracterizar e analisar codons e regides
de proteinas que evoluem sob selecdo positiva. Uma razdo de dS / dN >1 indica selecdo
purificadora e conservacdo de aminoacido devido a restricGes estruturais e funcionais,
enquanto dS / dN < 1 sugere a diversidade de aminoacidos que conferem uma vantagem na
sobrevivéncia (GASCHEN et al, 2002). A a razdo dS / dN sera calculada usando o método
SNAP (SNAP, 2018 - Synonymous Non-synonymous Analysis Program - Programa de
Analise Sindnimo-N&o Sindnimo).

A andlise estatistica sera realizada através do teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher
(FISHER, 1922) para comparar a distribuicdo das diferencas de nucleotideos nas sequéncias
de Nef e a distribuicdo dos polimorfismos entre os progressores rapidos e lentos. Todas as
analises serdo realizadas usando os programas SPSS (IBM® SPSS - Software de Analise
Preditiva). Um valor de p <0,05 sera considerado estatisticamente significativo.

2. DESENVOLVIMENTO:
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O virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency Virus - HIV) é um virus
mundialmente distribuido responsavel pela pandémica Sindrome AIDS (METZNER, 2016).
Estima-se que atualmente 36,7 milhdes de pessoas se encontrem infectadas pelo virus (WHO,
2017).

O HIV é um virus envelopado, com 120 nm de didmetro pertencente a familia Retroviridae,
subfamilia Orthoretrovirinae do género Lentivirus (BLUT, 2016). E um virus com altas taxas
replicativas e mutagénicas, apresentando durante sua replicacdo a formacdo de um DNA
intermediario através da atividade da enzima transcriptase reversa (RT) que transcreve o
genoma de RNA para DNA; permitindo entdo ao genoma viral integrar-se ao genoma do
hospedeiro pela acdo da enzima integrase (IN), tornando-se assim parte do DNA celular, e
consequentemente toda célula infectada do hospedeiro replica-se concomitantemente ao
genoma do HIV (RATNER et al., 1985; WAIN-HOBSON, 1989). Além disso, o HIV interage
com as células-alvo do hospedeiro através de moléculas de superficie celular, incluindo
células CD4+ e correceptores de quimiocinas (CXCR4, CCR5) (HO et al., 2008).

Os virions do HIV contém duas cépias de um genoma de RNA, denominado de genoma
diploide, com tamanho aproximado de 10kb (ZHU et al., 2006). Muitos genes codificados
ainda possuem funcdo desconhecida, entretanto, alguns genes merecem destaque devido seu
papel na inducdo da resposta imune do hospedeiro, entrada na célula ou mesmo sendo
responsaveis pela constitui¢do viral, sendo eles: Gag (antigeno nucleo especifico do grupo),
Pol (polimerase) e Env (envelope). Ja o gene de fator negativo (Negative regulatory factor —
Nef) estd compreendido entre os denominados “ndo essenciais”, pois podem ser excluidos
sem anular completamente a capacidade do virus de se replicar (KESTLER et al., 1991).
Embora grandes delecGes sejam raras, discretos polimorfismos ligados a taxa de progressdo
sdo mais comuns e pode afetar uma variedade de funcdes (WALKER et al., 2007). O gene
Nef codifica uma pequena proteina de membrana, a proteina de regulacdo de efeito negativo,
que realiza interacbes com diversas proteinas celulares e pode levar ao aumento da replicacdo
viral e evasdo imune, além de influenciar muitas proteinas hospedeiras, incluindo as
moléculas de sinalizacdo celular (WEISS, 1993).

O Nef possui atividade na aceleracdo da progressdo clinica para a aids, através da
downregulation de CD4+, a qual se correlaciona com o aumento da patogénese viral
(STODDART et al., 2003), downregulation do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) classe I, assim como atuacdo na infectividade viral, replicacdo viral, remodelamento
de actina e disseminacéo viral (ARIEN et al., 2008). Essas func¢des sdo realizadas através de
conjuntos de aminoacidos altamente conservados presentes na proteina NEF. Variacdes nestes
conjuntos foram extensivamente estudadas, mutacdes ou inversdes de carga absoluta desses
aminoéacidos sao responsaveis por prejudicar a estabilidade e funcédo proteica (GEYER et al.,
2001).

A evolugéo da infecgédo pelo HIV apresenta uma variagdo entre os pacientes infectados; sendo
classificados de acordo com o tempo de progressédo: pacientes PPR, intermediarios (PPI) e
PPL e os nédo progressores (PNP) (KIRCHHOFF et al., 1999). A classificacdo se baseia na
contagem de células CD4+, carga viral (CV), duracdo do tempo do quadro assintomatico até
tornar-se um paciente sintomatico e o inicio da terapia antirretroviral (TARV). A maioria dos
individuos infectados pelo HIV (70-80%) apresentam a progressao intermediaria da doenca
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com aumento da CV, declinio das células T-CD4+e desenvolvimento de doencgas oportunistas
relacionadas a aids de 6 a 10 anos ap0s contrairem a infec¢do pelo HIV (PANTALEO et al.,
1996). Cerca de 10 a 15% dos pacientes infectados pelo HIV sdo PPR, apresentando uma
contagem de células T-CD4+<300 células/mm3 em um periodo de até 3 anos desde o Ultimo
teste soronegativo (FLORES-VILLANUEVA et al., 2003); entretanto numa pequena parcela
de pacientes (1-5%) o HIV parece ser menos patogénico e ndo ha progressdo aparente. Por
defini¢do, os PPL permanecem assintomaticos, com uma contagem de células CD4+>500
celulas/s/mm3 e uma CV baixa ou indetectivel na auséncia de qualquer TARV por pelo menos
10 anos (RODES et al., 2004).

Ainda que desconhecido o motivo da progressao lenta, ou mesmo da ndo-progressdo, ha
hipdteses de que a interacdo de multiplos fatores ligados ao virus ou ao hospedeiro sejam 0s
responsaveis pelo fendmeno (SAKSENA et al., 2001), incluindo-se a variabilidade genética
do virus, susceptibilidade do hospedeiro, funcdo imunoldgica e co-infecgdes. Quanto aos
fatores virais: carga viral, capacidade de evasdo do sistema imune e auséncia de antigenos
reconheciveis tornam o HIV um agente infeccioso mais ou menos eficiente (KOOT et al.,
1993; RUTHERFORD, 1994). Dentre os fatores virais, delecOes totais e substituigdes
especificas em seu gene Nef sdo encontrados em alguns PPLs (KIRCHHOFF et al., 1999;
GEFFIN et al., 2000).

3. CONSIDERACOES FINAIS:

N&o hé estudos sobre a variabilidade deste gene nesta regido do pais e este estudo traz a
perspectiva de enriquecer o conhecimento sobre o HIV, tanto da perspectiva local quanto
global, através de uma melhor compreensdo do seu diagndstico e principalmente para o
tratamento.
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1. INTRODUCAO

Os liquidos idnicos (LIs) séo sais organicos, compostos inteiramente de ions. Possuem
um ponto de fusdo abaixo de 100°C e encontram-se, portanto, em estado liquido em uma
ampla faixa de temperatura. Quando na forma sélida, em temperatura ambiente, podem ser
denominados sais imidazoélicos (Sls). Apresentam, ainda, alta condutividade elétrica e baixa
volatibilidade, ndo séo inflamaveis e sdo sollveis em varios agentes organicos. Esse conjunto
de carateristicas confere a essas moléculas alta estabilidade térmica e quimica (FERRAZ et
al., 2011; TORIMOTO et al., 2010). Algumas moléculas de LIs podem possuir um anel
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imidazol, o que contribui ainda mais para o interesse cientifico por esta classe. O imidazol
possui acles bioldgicas conhecidas, sendo componente estrutural de histaminas e histidinas
(CHAWLA; SHARMA; SHARMA, 2012). Este anel ainda pode ligar-se a uma variedade de
enzimas e receptores em sistemas bioldgicos, envolvendo interac@es de hidrogénio, ion-dipolo
e efeitos hidrofobicos, entre outras forcas moleculares (ZHANG et al., 2014). Algumas
pesquisas demonstram que determinadas moléculas de Lls sdo capazes de inibir a acdo

enzimatica, por exemplo, da acetilcolinesterase (ARNING et al., 2008).

Ainda neste contexto, vém se abordando o potencial ativo dos LlIs, onde ha um
crescimento no relato de suas atividades antimicrobiana (DALLA LANA et al., 2015;
SCHREKKER et al., 2013; HOUGH-TROUTMAN et al., 2009), anti-biofilme (BERGAMO
et al., 2015; CARSON et al., 2009) e até mesmo antitumoral (KUMAR & MALHOTRA,

2009). Sua aplicacédo nestas areas, pode ocorrer principalmente pelo rearranjo correto de ions,
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promovendo um incremento no carater lipofilico, facilitando assim a permeabilidade em
membranas biologicas (SCHREKKER et al., 2013; FERRAZ et al., 2011). Recentemente

Fister e colaboradores (2017) avaliaram a acdo virucida de alguns LIs frente a fagos, onde a

atividade encontrada € relacionada a possivel ocorréncia de desnaturacdo proteica
(interferindo no capsideo viral), no entanto os autores afirmam que outros ensaios sdo

necessarios para esta hipotese.

Paralelamente a isto, o Human mastadenovirus C (Adenovirus humano sorotipo 5,
AdV5) é um virus ndo envelopado, com capsideo icosaedrico e com genoma DNA dupla fita
linear (FLORES, 2007). O AdV5 pertence ao subgrupo C de Adenovirus humanos, e é capaz
de causar infec¢des no trato respiratério superior (KOJAOGHLANIAN, FLOMENBERG &
HORWITZ, 2003). Atualmente ndo existe nenhum farmaco aprovado pelo Food and Drug
Administration para uso no tratamento do adenovirus humano (FDA, 2016). Deste modo,
propusemos avaliar o potencial antiviral de trés LIs com diferentes tamanhos de cadeia
alquila, frente ao AdV5. Para tanto, foram realizados ensaios de citotoxicidade de maneira a
predizer as concentracdes teste para realizacdo do ensaio de reducdo do numero de placas e

avaliacdo do potencial antiviral.

Primeiramente os compostos cloreto de 1-n-hexadecil-3-metilimidazoil [C16MImCI],
cloreto de 1-n-octadecil-3-metilimidazoil [C18MImCI] e cloreto de 1-butil-3-metilimidazoil
[BMImCI] foram sintetizados no Laboratério de Processos Tecnoldgicos e Catalise, Instituto
de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), sob coordenagdo do
Prof.° Dr.° Henri S. Schrekker. Todos os métodos sdo descritos na literatura e os dados

espectrais estdo de acordo com os dados ja reportados previamente (Schrekker et al., 2008).

A linhagem celular utilizada, A549, é oriunda de um carcinoma de epitélio pulmonar
da espécie Homo sapiens. A linhagem foi cultivada em meio DMEM (Dubellco’s Modified
Eagle’s Medium, Sigma®) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma®). As
culturas foram mantidas em atmosfera imida a 5% de CO; e a 37°C, em sistema semiaberto
(condicéo padrdo). Para a realizac¢do dos ensaios de citotoxicidade, as celulas foram semeadas

em densidade de 3 x 10% células por pogco, em microplacas de 96 pocos e mantidas em
condicdo padrdo. Apds 24 horas, o meio padrdo foi substituido por meios de exposicdes,
preparados em DMEM com 10% SFB, nas concentragdes de 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10 e

100 uM, em quadriplicatas. As placas foram incubadas por 120 horas, a manutencdo do meio
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de exposicdo a cada 48 horas. Células de controle negativo foram mantidas em condicao

padrdo, e as células de controle positivo foram expostas a peréxido de hidrogénio 1%

(Synth®) 2 horas imediatamente anteriores aos ensaios de citotoxicidade.

A funcionalidade mitocondrial foi avaliada pelo método de redugdo do sal metil
tetraz6lio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difeniltetraz6lio). Foram
adicionados 8 pL de MTT (5 mg/mL, Sigma®) em cada poco, apds 2 horas de incubacédo, ao
abrigo da luz, em condicdo padrdo, o meio foi retirado dos pocos e adicionou-se 200 pL por
poco de dimetilsulfoxido (DMSO, Nuclear®). Apds, realizou-se a leitura das respectivas
absorbancias em espectrofotometro a 570 nm. A avaliagdo da viabilidade lisossomal ocorreu
através da incorporacdo do ensaio de incorporacdo do corante vermelho neutro (VN).
Transcorrido o periodo de exposicao, o meio foi substituido por 200 uL. de DMEM sem soro
contendo 50 pg/mL de VN (Sigma®). Apbés 3 horas de incubacdo em condicdo padrdo,
retirou-se 0 meio dos pogos e realizaram-se trés lavagens com tampéo fosfato salino (PBS).
Posteriormente foram adicionados 200 pL por po¢o de CaCl, 1% em Formaldeido 0,5%
(Nuclear®, Synth®), e por fim adicionou-se 200 pL por poco de Acido Acético 1% em
Etanol 50% (Nuclear®, Quimica Moderna®). As microplacas foram agitadas durante 10
minutos, e a leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm.

Para andlise estatistica dos dados obtidos, as absorbancias obtidas foram analisadas
por meio do teste ANOVA de uma via seguido de pos-teste Duncan, com nivel de
significancia 5%. Os resultados foram expressos em relacdo ao controle negativo. Os valores
de CC50 (concentracdo citotdxica 50%) foram estimados através do método de ajuste dos
minimos quadrados, que prevé a menor distancia quadrada da curva e o ponto dos dados

experimentais.

Posteriormente as células foram semeadas a uma densidade de 1,5 x 10° células por
poco, em placas de 6 pocos, e foram mantidas em condicdo padréo por 24 horas. Suspensdes
virais ja tituladas foram descongeladas, e diluicdes contendo 50 UFP/mL foram realizadas.
Apds, o meio foi removido e adicionou-se 500 pL da diluicdo viral (exceto no controle
celular) e incubou-se por 1 hora. Posteriormente foram adicionados 2500 pL por pogo de
diferentes concentragOes dos compostos (para C16MImCI e C18MImCI de 0,20; 0,10; 0,05 e
0,02 uM, e para BMImCI de 25; 12,50; 6,25 e 3,12 uM), estabelecidas conforme resultados
do CC50, em solugdo 50:50 (v/v), com DMEM 2X suplementado (2% PSA, Sigma®, 2%
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Piruvato de sodio, Sigma®, 2% Cloreto de Magnésio, Exodo® e 4% SFB) e Bacto Agar
(BD®). Os controles viral e celular foram mantidos com solugéo 50:50 pura. As placas foram
mantidas em incubacdo por 120 horas. Ao final do periodo de incubacdo os meios foram
removidos dos pocos, as células foram fixadas e coradas com solucdo de cristal violeta 0,4%
(Synth®), etanol 12% (Quimica Moderna®) e fenol 0,1% (Sigma®). Posteriormente, foram
realizadas as contagens dos numeros de placas de lise formadas em cada poco; as
porcentagens de inibicdo de replicacdo viral em cada concentracdo dos compostos testados

foram determinadas em relacéo aos controles virais, conforme equacao abaixo.

V1o , ~ , n? placas X100
Inibicio da replicacio viral = ——
controle viral

Onde: n° de placas diz respeito ao n° de placas de lise contadas em
cada uma das concentracgdes testadas para cada composto.

2. DESENVOLVIMENTO

Os resultados dos CC50, calculados a partir dos testes de citotoxicidade, estdo
dispostos na Tabela 1. O composto BMImCI apresentou a menor citotoxicidade, enquanto
C16MImCI apresentou a maior. Na literatura discute-se a relacdo entre o tamanho da cadeia
carbdnica e a toxicidade provocada pelos LIs, onde alguns autores ressaltam que quanto maior
0 seu comprimento maior a toxicidade (PHAM; CHO; YUN, 2010; STOLTE et al., 2007; e
WANG et al., 2007). De fato, os compostos testados com as cadeias maiores (C16MImCI e
C18MImCI, com 16 e 18 carbonos respectivamente) apresentaram uma citotoxicidade muito
mais pronunciada do que o composto com a menor cadeia (BMImCI, com 4 carbonos).
Quanto a via de toxicidade, BMImCI é o unico que expressa de forma mais evidente uma via
em especifico, neste caso a lisossomal, pois apresou citotoxicidade nas concentracGes testadas
apenas para o ensaio de VN. De modo geral, o mecanismo de toxicidade dos LIs, ainda nao
foi muito bem esclarecido. Enquanto, alguns estudos evidenciam danos a membrana
(RADOSEVIC et al., 2013; CORNMELL et al., 2008), outros evidenciam o potencial
apoptotico destas moléculas (WANG et al., 2007; KUMAR et al., 2011).

Tabela 1: Valores de CC50 para A549, pra ambos os ensaios MTT e VN,
obtidos através do método de ajuste dos minimos quadrados.

CC50 M

Compostos MTT VN
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C16MImCI 0,05 0,08
C18MImCI 0,17 0,21
BMImCI >100 54,80

LIs que possuem um anel imidazol e uma longa cadeia alquila, possuem um grupo de
cabeca hidrofilica carregada e com uma cauda hidrofébica, conferindo a estas moléculas uma
natureza anfifilica (GARCIA et al., 2013; BOWERS et al., 2004; CORNELLAS et al., 2011).
A partir disto, presume-se que alguns LIs possam assumir um comportamento similar aos dos
surfactantes catidénicos convencionais (CORNELLAS et al., 2011). Este carater anfifilico
contribuiria, também, para uma interacdo com membranas bioldgicas (SCHREKKER et al.,
2013; FERRAZ et al., 2011; CORNMELL et al., 2008). Deste modo, a alta citotoxicidade
também pode ser explicada por tais caracteristicas.

Tabela 2: Resultados para os ensaios de reduco de placa, exibidos em percentual em relacdo ao controle para AdV5.

% de reducdo de UFP de AdV5

Concentragbes % Concentragbes % Concentracbes %
0,20 uM -1 0,20 uM 2 25 uM 5
O O S
E 0,10 uM 18 E 0,10 uM 16 = 12,50 uM 15
=> > S
= 3 o
O 0,05 uM 7 O 0,05 uM 6 6,25 uM -2
0,02 uM -1 0,02 uM -2 3,12 uM 2

Quanto aos resultados de reducdo do nimero de placas, nenhum dos compostos
apresentou efeito antiviral, com inibi¢cdes abaixo de 20% (Tabela 2). Até o presente momento,
nenhum estudo semelhante a este foi encontrado. No entanto, como referenciado
anteriormente, um estudo evidenciou a capacidade virucida de LIs frente a fagos, que
possuem caracteristicas diferentes dos virus que infectam célula animal, ndo sendo mensurado

no estudo a reducéo de replicacédo viral (FISTER et al., 2017).
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Acreditamos que mesmo sendo baixos, os valores de reducdo do numero de placas

podem estar relacionados a possivel interagdo dos LIs com a membrana plasmatica. Ja que, a
integridade desta depende da interacdo hidrofobica entre o nucleo hidrofébico da bicamada
lipidica e as porcbes hidrofobicas de aminodcido em proteinas, quando estas sdo
incompativeis, ocorre uma distorcdo elastica da matriz lipidica, podendo afetar
potencialmente a funcdo de proteinas e interagdes proteina-proteina (NICOLSON, 2015).
Neste caso, poderiam interferir na ligacdo do virus aos seus respectivos receptores,
impossibilitando a adsorcdo viral. A entrada na célula do AdV5 ocorre por endocitose,
processo que também pode ser alterado por danos a integridade da membrana, uma vez que 0s
processos de fusdo e direcionamento de vesiculas dentro das células depende de um certo grau
de composicao e acilacao dos lipideos (NICOLSON, 2015).

3. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos foi possivel estabelecer a citotoxicidade de duas vias,
para trés LlIs com diferentes tamanhos de cadeia alquila na linhagem celular A549,
evidenciando que os compostos com maior numero de carbonos possuem maior toxicidade,
em comparagdo com os de menor cadeia. Além disto, estimamos o potencial antiviral frente
ao AdV5, e embora ndo tenha sido identificada ac¢do antiviral, nossos resultados mostram-se
importantes na avaliacdo de uma classe de moléculas em acessao cientifica. Este trabalho esta
incluso em um projeto maior, o qual visa a avaliacdo de diferentes LIs em outras familias
virais, além da Adenoviridae, para avaliar o comportamento destas moléculas frente a virus

com diferentes caracteristicas, bem como LlIs de diferentes composi¢des estruturais.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL DE UMA FRACAO
PURIFICADA DE SAPONINAS DE Quillaja Brasiliensis FRENTE AO
VIRUS DA FEBRE AMARELA

Eduardo Artur Troian?, Juliane Deise Fleck?, Simone Gasparin Verza?

Palavras-Chave: Antivirais, arbovirus, glicosideos.

INTRODUCAO

Os avancos em farmacognosia permitiram a elaboracdo de diversos farmacos com
acdo antimicrobiana, anti-inflamatdria, antifingica e também antiviral a patir de diferentes
espécies vegetais. Ndo obstante, também foi possivel o reconhecimento de moléculas
bioativas oriundas de processos de extracdo e purificacdo de plantas (DO et al., 2007;
ORHAN, 2014). Um exemplo remete aos avancos quanto aos estudos das propriedades 71
bioldgicas das saponinas (GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007).

Saponinas sdo metabolitos secundarios de diferentes espécies vegetais que
estruturalmente apresentam um nucleo hidrofobico esteroidal ou triterpénico, denominado
aglicona, no qual associam-se um ou dois residuos de acucar, resultando em estruturas
monodesmosidicas ou bidesmosidicas, respectivamente. S&o moléculas anfifilicas que exibem
afinidade por membranas celulares, ocasionando alteragdes conformacionais (BOTTCHER,;
DRUSCH, 2017; DE GROOT; MULLER-GOYMANN, 2016). Como consequéncia da
interacdo com a célula, relatam-se diversas propriedades bioldgicas, como acdo sobre o
sistema imune e atividade antiviral (BOTTCHER; DRUSCH, 2017; CHEN et al., 2017; DE
GROOT; MULLER-GOYMANN, 2016; KARTHIK et al., 2016; MARCIANI, 2015). As
saponinas de Quillaja saponaria Molina sdo as mais extensivamente estudadas, em especial

uma fracio comercial denominada Quil-A®. O viés do seu uso remete-se a obtencdo destas

1Bacharel em Biomedicina e mestrado em Virologia pela Universidade Feevale.

’Doutora em Ciéncias Farmacéuticas pela UFRGS. Docente do Mestrado Académico em Virologia, do Mestrado Académico em Toxicologia e Anal
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saponinas, uma vez que as principais fontes sdo cascas de Q. saponaria. Desta forma, a fim de

evitar a depredacdo da espécie, buscam-se fontes alternativas. A espécie congénere Quillaja
brasiliensis, nativa da regido sul do Brasil vem sendo estudada uma vez que suas saponinas
sdo estruturalmente semelhantes as de Q. saponaria e obtidas a partir das folhas, constituindo
uma fonte renovavel (CIBULSKI et al., 2016; DE COSTA et al., 2014; WALLACE et al.,
2017; YENDO et al., 2015).

No que refere-se a atividade antiviral, acredita-se que ocorra inibicdo da sintese de
DNA e RNA, rompimento de envelope e capsideo viral; e bloqueio da ligacdo do virus a
célula hospedeira (JASSIM; NAJI, 2003; RONER et al., 2007). H& relatos de atividade
antiviral para saponinas de diversas espécies vegetais frente a diferentes familias virais
(HAYASHI et al., 1997; RATTANATHONGKOM et al., 2009; RONER et al., 2007; ZHAO
et al., 2008). Neste contexto, as saponinas apresentaram atividade antiviral frente a virus
envelopados, porém ndo hé relatos frente ao virus da Febre Amarela (YFV). Este patdgeno é
membro da familia Flaviviridae, género Flavivirus. Como material genético, apresenta uma
fita simples de RNA polaridade positiva envolta por um envelope viral (BREDENBEEK et
al., 2003; JORGE et al., 2017). Uma vez que ndo ha relatos na literatura de farmacos que
possuam acdo antiviral frente ao YFV, os tratamentos disponiveis sdo de suporte aos sintomas
(MANSO et al., 2015; PACCA et al., 2017). Neste contexto, buscou-se avaliar a atividade
antiviral de uma fragdo purificada de saponinas de Q. brasiliensis denominada Fragdo B
frente ao YFV e também da fragio comercial de saponinas de Q. saponaria Quil-A®.

Para tanto, a Fracdo B, obtida de Q. brasiliensis foi gentilmente cedida pelo professor
doutor Fernando Ferreira Chiesa (Universidade da Republica do Uruguai — UDELAR), a
partir de Convénio Institucional pré-estabelecido. A Fracdo B entdo foi ressuspensa em Meio
Essencial Minimo (MEM) (Vitrocell, Brasil) em diferentes concentragcdes. As solugdes foram
posteriormente filtradas utilizando membrana esterilizante polietersulfénica (PES) (Millipore,
Irlanda) de 0,22um de poro. Uma vez estéril, a fragdo foi utilizadas imediatamente, € 0
volume restante armazenado em ultra freezers no Laboratdrio de Microbiologia Molecular da
Universidade Feevale (LMM). Para os estudos de citotoxicidade e antivirais, empregou-se a
linhagem celular VERO (proveniente de rim de macaco verde africano) por serem
permissivas a replicagdo viral. A manutencdo destas foi feita em MEM suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e incubadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% CO.. O
YFV 17DD, disponivel no estoque do LMM, foi propagado em células da linhagem VERO,

seguindo o protocolo adaptado de Figueiredo (1990). O titulo do virus foi obtido por meio do
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ensaio de diluigdo limitante (TCIDso). Para tanto, foi preparada uma placa de 96 cavidades

com 100pL de células VERO na concentragéo de 1,5x10° células/mL, de forma que as quatro
primeiras e as quatro Ultimas cavidades recebessem a suspensdo celular, bem como as duas
cavidades centrais. A microplaca permaneceu sob incubacdo por 24 horas em estufa a 37°C
com atmosfera de 5% de CO,. Finalizado o tempo de incubacdo, foram realizadas dilui¢des
seriadas da suspensdo viral em MEM na proporc¢éo de 1:10, as quais foram adicionadas no
volume de 50uL a microplaca. As cavidades correspondentes aos controles celulares foram
tratadas com MEM puro. A microplaca foi novamente incubada por cinco dias para que
ocorresse replicacdo viral, sendo observada diariamente. A leitura foi realizada em
microscopio invertido e o titulo viral expresso como a reciproca da maior diluicdo capaz de
produzir efeito em 50% do cultivo celular, utilizando a metodologia de contagem de
Spearman & Kérber (RAMAKRISHNAN, 2016).

A determinacdo da citotoxidade da Fragcéo B de saponinas foi realizada pelo ensaio de
viabilidade celular de Metil Tiazol Tetrazolio (MTT), de acordo com as metodologias
descritas por Mosmann (1983) e Fotakis e Timbrell (2006). Para tanto, preparou-se uma placa
de 96 cavidades com células VERO na concentracio de 1,5x10° células/mL, e esta foi
incubada por 24 horas em estufa & 37°C com atmosfera de 5% de CO2. No dia seguinte
retirou-se 0 MEM e adicionou-se uma solugdo de MEM com Fracdo B em diferentes
concentracOes a placa, sendo novamente incubada sob as mesmas condi¢des. A avaliacéo foi
realizada nos tempos de 24 horas (avaliacdo da toxicidade aguda) e 5 dias (avaliacdo da
toxicidade prolongada de acordo com o tempo de replicacdo do YFV). Transcorrido o periodo
de incubacéo, foram adicionados 50 pL de uma solucdo de MTT (1mg/mL) por cavidade em
sala escura para evitar a fotélise do MTT. Em seguida, as microplacas foram envoltas em
papel aluminio e novamente incubadas sob as mesmas condi¢des por 2 horas. Finalizada a
incubacdo, o sobrenadante fora descartado e entdo adicionados 150uL de DMSO
(dimetilsuféxido) para dissolver os cristais de formazano (oriundos da metabolizacdo do MTT
na mitocondria). Como branco foi utilizado DMSO puro. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro de microplacas com comprimento de onda 570 nm. As porcentagens de
células viaveis foram calculadas tendo em vista a dose resposta desencadeada pela Fracdo B
em relacdo ao controle celular. As concentragdes citotoxicas para 50% do tapete celular
(CCsp) foram determinadas a partir de regressdo ndo-linear utilizando modelo logistico de

regresséao.
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A avaliagdo da atividade antiviral por reducdo do efeito citopatico foi realizada

conforme protocolo de titulacdo por diluicdo limitante. Todavia, para este ensaio, apos a
adicdo da suspensdo viral, incubou-se a microplaca por duas horas, sendo homogeneizada a
cada 15 minutos. Transcorrido este periodo, retirou-se todo o conteudo das cavidades e
adicionou-se 150 pL de uma solugéo de meio com Fracdo B em todas cavidades de um lado
da placa (referentes ao ensaio antiviral) e em quatro cavidades do controle celular (referentes
ao controle de citotoxicidade). No controle celular e nas cavidades com virus (referentes a

titulacdo) adicionou-se 0 mesmo volume de MEM puro. A leitura foi realizada em
microscopio invertido e o titulo foi expresso como a reciproca da maior diluicdo capaz de
produzir efeito em 50% do cultivo celular. Foi calculado o titulo viral referente a titulacéo

viral e ao tratamento com a Fracdo B, empregando-se 0 método de Spearman & Karber.

DESENVOLVIMENTO

A titulacdo viral foi realizada conforme padronizacdo prévia. O virus estava na 112
passagem em células VERO, e o titulo viral médio de 3,02 x 10° TCIDso/mL. O teste de
citotoxicidade foi realizado com exposicdo aguda (24 horas) e prolongada (considerando o
tempo de replicacdo do YFV, padronizado em cinco dias) tanto para Quil-A® quanto para
Fracdo B. O ensaio de exposic¢do aguda resultou em valores de concentracdo citotoxica para
50% do tapete celular (CCso) de 18,11 e 25,05ug/mL, respectivamente. No que tange a
exposicdo prolongada, observou-se valores de CCso de 9,27 e 13,1ug/mL, respectivamente.
Com base nestes resultados, optou-se por testar a atividade antiviral das fracOes a partir da
concentracdo de 4pg/mL uma vez que nesta concentragdo as células apresentaram viabilidade
acima de 90% para ambas fracGes.

Os ensaios antivirais para Fracdo B e Quil-A® demonstraram que estas fracbes de
saponinas ndo apresentaram atividade antiviral frente ao virus da febre amarela. Os dados
referentes aos titulos virais obtidos pelo ensaio antiviral por inibicdo do efeito citopatico estdo

descritos na tabela 1.

Tabela 1: Titulos virais obtidos a partir do ensaio de inibicdo do efeito citopatico em células
VERO.

Antiviral Titulacao
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Fracdo B (4pug/mL) 2,47x10° 4,39x10°
Quil-A® (4ug/mL) 7,83x10° 1,65x10°

CONSIDERACOES

Silveira e colaboradores (2011) avaliaram a toxicidade de Quil-A® e de outra fracio de
Q. brasiliensis, denominada QB-90, em células VERO empregando o ensaio de MTT, e
relatando que enquanto 50ug/mL de Quil-A® destruiu aproximadamente 80% do tapete
celular ap6s exposicdo de 48 horas, a mesma concentracdo de QB-90 resultou em viabilidade
superior a 90%. Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram auséncia de viabilidade
celular para a concentracdo de 25ug/mL tanto para Quil-A® quanto para Fracdo B em um
periodo cinco dias. Considerando que Silveira e colaboradores (2011) realizaram avalia¢do de
citotoxicidade por um periodo de 48 horas apenas, a maior toxicidade evidenciada no presente
trabalho pode estar relacionada ao maior tempo de exposicdo a que as células foram
submetidas. A diferenca no que tange a toxicidade das fracbes de Q. brasiliensis
provavelmente remete-se ao fato de que as fragdes diferem quanto a seu teor e composigéo de
saponinas.

Em 2010, Roner e colaboradores avaliaram o mecanismo da acdo antiviral de extratos
de saponinas de Q. saponaria frente ao Rotavirus e Reovirus. As saponinas nao apresentaram
atividade virucida frente a estes virus ndo-envelopados, porém atuaram no bloqueio da
infeccdo em células previamente tratadas. Sabendo-se que as saponinas de Q. saponaria
possuem uma cadeia lateral composta por um aldeido associado a aglicona e esta apresenta
estrutura anfifilica (BOTTCHER; DRUSCH, 2017), especula-se que seja este 0 mecanismo
antiviral. Isto é, alterando a conformacdo da membrana celular, o virus teria 0 processo de
adsorcdo prejudicado, acarretando na reducgdo da suscetibilidade das células a infec¢do (TAM,;
RONER, 2011). Mesmo com relatos de atividade antiviral para um extrato aquoso obtido a
partir de Q. saponaria frente a virus envelopados (vaccinia, HSV-1, virus da varicela-zoster,
HIV-1 e HIV-2) e ndo envelopado (Reovirus) (RONER et al., 2007), ndo se observou
atividade de Quil-A® e de Fracdo B frente ao YFV. Considerando que Roner e colaboradores
(2007) ndo relataram agdo virucida para os virus testados, acredita-se que as saponinas ndo
interagem com o envelope viral, descartando-se este mecanismo de a¢do. Também se destaca

que nenhum dos virus suscetiveis a atividade antiviral do extrato avaliado pelos autores
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pertenciam a familia Flaviviridae, tampouco a mesma chave de classificacdo de Baltimore. A

comparagdo da atividade antiviral entre virus envelopados e n&o-envelopados deve ser
estabelecida com cautela, uma vez que o mecanismo viral avaliado pode sofrer alteracdo em
funcdo da presenca de envelope viral. Por fim, tendo em vista a acdo das saponinas nas

células, a avaliacdo do pré-tratamento poderia elucidar a auséncia de atividade frente ao YFV.

vk @ b sicred

CAPES

76




&

inovamundi

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

BOTTCHER, S.; DRUSCH, S. Saponins — Self-assembly and behavior at aqueous
interfaces. Advances in Colloid and Interface Science, mar. 2017.

BREDENBEEK, P. J. et al. A stable full-length yellow fever virus cDNA clone and the role
of conserved RNA elements in flavivirus replication. Journal of General Virology, v. 84, n.
5, p. 1261-1268, 2003.

CHEN, M. et al. Interaction of saponin 1688 with phase separated lipid bilayers. Biochimica
et Biophysica Acta (BBA) - Biomembranes, v. 1859, n. 7, p. 1263-1272, 1 jul. 2017,
CIBULSKI, S. P. et al. Novel ISCOMs from Quillaja brasiliensis saponins induce mucosal
and systemic antibody production, T-cell responses and improved antigen uptake. Vaccine, v.
34,n.9,p. 1162-1171, 2016.

DE COSTA, F. et al. Alternative inactivated poliovirus vaccines adjuvanted with Quillaja
brasiliensis or Quil-A saponins are equally effective in inducing specific immune responses.
PLoS ONE, v. 9,n. 8, p. 1-7, 2014.

DE GROOT, C.; MULLER-GOYMANN, C. C. Saponin Interactions with Model Membrane
Systems - Langmuir Monolayer Studies, Hemolysis and Formation of ISCOMs. Planta
Medica, p. 1496-1512, 2016.

DO, Q. T. et al. Reverse pharmacognosy: Identifying biological properties for plants by

77

means of their molecule constituents: Application to meranzin. Planta Medica, v. 73, n. 12,
p. 1235-1240, 2007.

FIGUEIREDO, L. T. Uso de células de Aedes albopictus C6/36 na propagacdo e classificacdo
de arbovirus das familias Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae e Rhabdoviridae. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 23, n. 1, p. 13-18, 1990.

FOTAKIS, G.; TIMBRELL, J. A. In vitro cytotoxicity assays: Comparison of LDH, neutral
red, MTT and protein assay in hepatoma cell lines following exposure to cadmium chloride.
Toxicology Letters, v. 160, n. 2, p. 171-177, 2006.

GUCLU-USTUNDAG, O.; MAZZA, G. Saponins: Properties, Applications and Processing.
Critical Reviews in Food Science and Nutrition, v. 47, n. 3, p. 231-258, 29 mar. 2007.
HAYASHI, K. et al. Inhibitory Activity of Soyasaponin Il on Virus Replication in vitro.
Planta Medica, v. 63, n. 02, p. 102-105, 4 abr. 1997.

JASSIM, S. A. A.; NAJI, M. A. Novel antiviral agents: a medicinal plant perspective.

st 2 Sicredi

CAPES



&

inovamundi

Journal of Applied Microbiology, v. 95, n. 3, p. 412-427, set. 2003.

JORGE, T. R. et al. Isolation and characterization of a Brazilian strain of yellow fever virus
from an epizootic outbreak in 2009. Acta Tropica, v. 166, p. 114-120, 2017.

KARTHIK, S. et al. Quillaja saponin: A prospective emulsifier for the preparation of solid

lipid nanoparticles. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 147, p. 274-280, 2016.
MANSO, P. P. DE A. et al. Yellow Fever 17DD Vaccine Virus Infection Causes Detectable
Changes in Chicken Embryos. PLoS Neglected Tropical Diseases, v. 9, n. 9, p. 1-17, 2015.
MARCIANI, D. J. Is fucose the answer to the immunomodulatory paradox of Quillaja
saponins? International Immunopharmacology, v. 29, n. 2, p. 908-913, 2015.
MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: Application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of Immunological Methods, v. 65, n. 1-2, p.
55-63, 1983.

ORHAN, I. E. Pharmacognosy: Science of natural products in drug discovery. Biolmpacts, v.
4,n. 3, p. 109-110, 2014.

PACCA, C. C. et al. Thiosemicarbazones and Phthalyl-Thiazoles compounds exert antiviral
activity against yellow fever virus and Saint Louis encephalitis virus. Biomedicine and 8
Pharmacotherapy, v. 87, p. 381-387, 2017.

RAMAKRISHNAN, M. A. Determination of 50% endpoint titer using a simple formula.
World Journal of Virology, v. 5, n. 2, p. 85, jan. 2016.

RATTANATHONGKOM, A. et al. Evaluation of chikusetsusaponin 1Va isolated from
Alternanthera philoxeroides for its potency against viral replication. Planta Medica, v. 75, n.
8, p. 829-835, 2009.

RONER, M. R. et al. Antiviral activity obtained from aqueous extracts of the Chilean
soapbark tree (Quillaja saponaria Molina). Journal of General Virology, v. 88, n. 1, p. 275-
285, 1 jan. 2007.

RONER, M. R.; TAM, K. I.; KIESLING-BARRAGER, M. Prevention of rotavirus infections
in vitro with aqueous extracts of Quillaja Saponaria Molina. Future Medicinal Chemistry, v.
2,n.7,p.1083-1097, jul. 2010.

SILVEIRA, F. et al. Quillaja brasiliensis saponins are less toxic than Quil A and have similar
properties when used as an adjuvant for a viral antigen preparation. Vaccine, v. 29, n. 49, p.
9177-9182, 2011.

st 2 Sicredi

CAPES



&

inovamundi

TAM, K. I.; RONER, M. R. Characterization of in vivo anti-rotavirus activities of saponin

extracts from Quillaja saponaria Molina. Antiviral Research, v. 90, n. 3, p. 231-241, jun.
2011,

WALLACE, F. et al. Analysis of an immunoadjuvant saponin fraction from Quillaja
brasiliensis leaves by electrospray ionization ion trap multiple-stage mass spectrometry.
Phytochemistry Letters, v. 20, n. April, p. 228-233, jun. 2017.

YENDO, A. C. A. et al. Irradiance-based treatments of Quillaja brasiliensis leaves (A. St.-Hil.
& Tul.) Mart. as means to improve immunoadjuvant saponin yield. Industrial Crops and
Products, v. 74, p. 228-233, 2015.

ZHAO, Y. L. et al. Anti-hepatitis B virus activities of triterpenoid saponin compound from
Potentilla anserine L. Phytomedicine, v. 15, n. 4, p. 253-258, 2008.

79

st 2 Sicredi

CAPES




&

inovamundi
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INTRODUCAO

Plantas lenhosas podem apresentar ritmos sazonais de crescimento, provocados por fatores
ambientais ou enddgenos. A sazonalidade no crescimento, normalmente, afeta a morfologia dos 80
tecidos das plantas, provocando alteragdes na estrutura e tamanho dos elementos anatdémicos, que em
seccédo transversal configuram um padrdo de sucessivos circulos concéntricos ao redor da medula,
denominados camadas de crescimento (FAHN et al., 1981; VETTER & BORTOSSO, 1988; COSTA
et al., 2009).

Plantas com camadas de crescimento distinguiveis podem servir para a realizacdo de estudos
dendrocronolégicos, ou seja, estudos de analise temporal de camadas de crescimento do lenho. Séries
temporais podem prover importantes informagdes e conhecimentos para 0 manejo e a conservagédo de
espécies arbdreas e de seus ecossistemas, bem como sobre variagdes pretéritas do clima e de outras
caracteristicas ambientais (VETTER & BORTOSSO, 1988; JACOBY, 1989; LISI et al., 2008).

Considerando que o conhecimento sobre a ocorréncia de camadas de crescimento, bem como
sobre os fatores que desencadeiam a sua formacdo, ainda é limitado quando se trata de plantas
tropicais e subtropicais (TOMAZELLO FILHO et al., 2009), o objetivo geral deste estudo foi verificar
e descrever a anatomia macroscopica de camadas de crescimento em 15 espécies arbdreas no Sul da

Mata Atléntica, a fim de prospectar espécies passiveis de anélise dendrocronoldgica.
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Setenta e cinco individuos, pertencentes a 15 espécies e 11 familias foram amostrados em um
fragmento de Floresta Estacional Semidecidual Subtropical. As espécies foram selecionadas por terem
ampla distribuicdo nesse tipo florestal e serem abundantes no local de estudo. A area de estudo
(29923°57°'S, 51°06°47°"W) localiza-se na Encosta Nordeste da Serra Geral do Rio Grande do Sul, no
Municipio de Nova Petropolis, a uma altitude de 170m. O clima regional é Cfa, segundo classificacdo
de Kdppen-Geiger, imido, com invernos frios e verdes quentes (PEEL et al., 2007). De acordo com
dados meteoroldgicos de 2017, as medias da temperatura minima e maxima foram de 15,6°C e 25,7°C,
respectivamente e a precipitacdo média mensal foi de 148,4mm (IRGA, 2017).

Foram selecionados cinco individuos adultos de cada espécie, preferencialmente de fuste
retilineo e sem injUrias aparentes no caule e copa. A retirada de amostras para a analise da estrutura
anatémica transversal do lenho foi feita com auxilio de sonda de Pressler, de didmetro interno de
5,Amm. As amostras foram tomadas do fuste na altura de 1,3m a partir do solo, dois raios por
individuo.

As amostras foram fixadas em suportes, identificadas, secas e polidas com lixa (de grdo 80 a
2000) de acordo com a metodologia usual para analises dendrocronoldgicas. Com auxilio de lupa com
aumento de 40x, foram inspecionadas no plano anatdmico transversal possiveis caracteristicas
macroscopicas relacionadas a delimitacdo de camadas de crescimento. As estruturas e 0s marcadores
das camadas foram descritos segundo o comité IAWA (1989).

As camadas de crescimento das espécies do estudo foram classificadas em: indistintas,
guando ndo foram observadas varia¢fes anatdmicas que delimitassem ciclos de crescimento; distintas
com limites nitidos, quando haviam variagBes anatdmicas evidenciando ciclos de crescimento,
normalmente delimitadas por transi¢cfes abruptas entre as camadas adjacentes; distintas com limites
difusos, quando haviam varia¢Ges anatdémicas evidenciando ciclos de crescimento, normalmente

delimitadas por transi¢Oes graduais entre as camadas adjacentes.

DESENVOLVIMENTO

Os estudos sobre o crescimento cambial em arvores tropicais (BOTOSSO & VETTER, 1991;
ALVES & ANGYALOSSY-ALFONSO, 2000; CALLADO et al., 2001, COSTA et al., 2013) e
subtropicais brasileiras (TONINI et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2009; SPHATELF et al., 2010;
KANIESKI et al., 2017; REIS-AVILA & OLIVEIRA, 2017) tém demonstrado que a maior parte das
espécies apresenta anéis de crescimento, geralmente associados a sazonalidade de condicdes

climéticas.

Em espécies de clima temperado, 0 cAmbio cessa sua atividade nos periodos em que a
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temperatura diminui, no final do verdo, até o inicio da primavera, quando retorna a atividade cambial.
Nas regifes tropicais, a temperatura mantém-se relativamente elevada ao longo do ano, porém
periodos sazonais de baixa precipitacdo ou de inundagdo podem induzir a dorméncia cambial
(VETTER & BORTOSSO, 1988; 1989; JACOBY, 1989). Nos subtrépicos, variagbes sazonais de
temperatura e do fotoperiodo podem induzir a dorméncia e definir anéis de crescimento de forma
similar aos observados em arvores das regides temperadas (JACOBY, 1989; YANEZ-ESPINOSA et
al., 2006; MORALES et al., 2004; FIGUEIREDO-FILHO et al., 2008; KANIESKI et al., 2012;

2013).

A anélise anatdmica macroscopica mostrou que 11 espécies do estudo apresentaram camadas
de crescimento distintas (Tabela 1). Dentre estas, sete apresentaram camadas distintas com limites
nitidos e quatro apresentam camadas distintas com limites difusos. Quatro espécies ndo apresentaram

camadas de crescimento.

Tabela 1: Descricdo dos marcadores anatbmicos macroscopicos das camadas de crescimento de 15

espécies arboreas de Floresta Estacional Semidecidual Subtropical, Rio Grande do Sul, Brasil.

Téaxon Caracteristicas anatdmicas das camadas de crescimento
BIGNONIACEAE Camadas de crescimento distintas com limites nitidos
P q i h definidas por parénquima axial marginal e variagdo no
acaranda micrantha didmetro e espessamento das fibras.

Cham.

EUPHORBIACEAE Camadas de crescimento distintas com limites difusos
Alchornea triplinervia definidas pela variagdo no didmetro das fibras.

(Spreng.) Mill. Arg.

ERYTROXILACEAE Camadas de crescimento indistintas.
Erythroxylum argentinum

O.E. Schulz

FABACEAE

: Camadas de crescimento indistintas.
Erythrina falcata
Benth. Camadas de crescimento distintas com limites nitidos
marcadas por uma conspicua faixa de parénquima axial
marginal.
Camadas de crescimento distintas com limites nitidos
definidas por parénquima axial marginal e variagdo no
didmetro e espessamento de fibras.

Machaerium stipitatum
(DC.) Vogel
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Parapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan

LAURACEAE

Camadas de crescimento distintas com limites nitidos,
definidas pela variagdo no diametro e espessamento das
fibras.

Camadas de crescimento distintas com limites nitidos,
definidas pela variacdo no diametro e espessamento das
fibras.

Camadas de crescimento distintas com limites difusos,
definidas pela variagdo no didmetro das fibras.

Nectandra megapotamica
(Spreng.) Mez

Nectandra oppositifolia
Nees & Mart.

Ocotea puberula (Rich.)
Nees

MALVACEAE

Camadas de crescimento distintas com limites nitidos,

marcadas por uma conspicua faixa de parénquima axial 83
marginal.

Luehea divaricata Mart.

MELIACEAE

Cabralea canjerana (Vell.) Camadas de crescimento indistintas.

Mart Camadas de crescimento distintas com limites nitidos,

Cedrela fissilis Vell. definidas por parénquima axial marginal, vasos em
padrdo semi-poroso e variagdo no diametro e
espessamentos das fibras.

MORACEAE

Maclura tinctoria (L.) D. Camadas de crescimento indistintas.

Don. ex Steud.

SALICACEAE

. ) Camadas de crescimento indistintas.
Casearia sylvestris Sw.

SAPINDACEAE

Camadas de crescimento distintas com limites nitidos,
definida pela variacdo no didmetro e espessamento das
fibras.

Cupania vernalis Cambess.

As espécies em que foram observadas camadas de crescimento com limites distintos
apresentaram como principais marcadores dos limites das camadas o0 espessamento e/ou variagdo no

didmetro das fibras no lenho tardio e a presenca de uma faixa de parénquima marginal. Camadas ou
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anéis demarcados pelo espessamento e achatamento radial das fibras, frequentemente associado ao
parénquima marginal constituem os marcadores mais comuns nas espécies tropicais (WORBES,
1989). A presenca de parénquima marginal é a caracteristica mais segura que define o limite de um
anel de crescimento (LISI et al., 2008), sendo 0 marcador observado na maior parte espécies do estudo

gue apresentaram camadas distintas com limites nitidos.

A presenca de camadas de crescimento distintas foi observada na maior parte das espécies
selecionadas (73%). Este elevado percentual sugere a existéncia de uma sazonalidade na atividade
cambial de espécies arbdreas em condicdes climaticas subtropicais, possivelmente provocada por
variacdes de temperatura e/ou fotoperiodo, uma vez que ndo se observam periodos de estresse hidrico

periddicos na regido.

O resultado obtido neste estudo contribui para consolidar a ideia de que tanto as espécies
arbdreas tropicais como subtropicais apresentam crescimento sazonal do cdmbio. A diferenga entre o
crescimento sazonal destas espécies estaria nos fatores ambientais determinantes, que seriam a
precipitacdo nas florestas tropicais e a temperatura e o fotoperiodo nas florestas subtropicais (ALVES
& ANGYALOSSY-ALFONSO, 2000; DUNISCH et al., 2003; DUNISCH, 2005; LISI et al., 2008;
YANEZ-ESPINOSA et al., 2006; VENUGOPAL & LIANGKUWANG, 2007; OLIVEIRA et al., 84
2009).

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo demonstrou que a maior parte das espécies do estudo apresentaram camadas de
crescimento distintas, sugerindo uma sazonalidade no crescimento secundario de espécies arbdreas em
clima subtropical Umido. C. fissilis, C. vernalis, J. micrantha, L. divaricata, M. stipitatum, N.
megapotamica e P. rigida apresentaram camadas de crescimento distintas com limites nitidos,

constituindo um grupo de espécies com possivel potencial dendrocronolégico.
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DIAGNOSTICO DE GESTAO DE RESIDUOS SOLIDOS REALIZADO EM
UMA CASA DE FESTAS INFANTIS EM NOVO HAMBURGO/RS

Camila da Costa®
Vanusca Dalosto Jahno?

Dusan Schreiber®

Palavras-chave: Casa de festas. Gestdo de residuos. PNRS. Residuos solidos.

1 INTRODUGAO

Em 1950, a populagcdo mundial girava em torno de 2,5 bilhdes de habitantes. Em
2005, este numero aumentou para 6,5 bilhGes e, a ndo ser que as taxas de mortalidade crescam
consideravelmente, cerca de 10 bilhdes de pessoas habitardo o planeta até o fim deste século.
O aumento do consumo de produtos de servicos estd diretamente ligado ao crescimento
populacional, resultando na geracdo de residuos. Qualquer material indesejavel ou descartado
gue ndo seja gasoso ou liquido é chamado de residuo solido. Eles sdo produzidos direta ou 87
indiretamente pelo homem e refletem em desperdicio dos recursos naturais, poluicdo e
degradacdo ambiental (MILLER, 2007; DE OLIVEIRA, 2018). A resolu¢do 5 do CONAMA
define residuo sélido como qualquer residuo em estado sélido e semi-sélido, resultantes de
atividade industrial, doméstica, hospitalar, comercial, agricola, de servico e de varricdo
(CONAMA, 1993).

No Brasil, a Lei 12.305/10, Politica Nacional de Residuos Solidos (PNRS),
regulamentada a partir do Decreto n° 7.404 de 23/12/2010 (Brasil, 2010), buscando uma
melhor gestdo do que é descartado pela populagdo, primeiramente diferenciou os residuos
(aquilo que pode ser reciclado/reaproveitado) dos rejeitos (aquilo que ndo pode ser
reciclado/reaproveitado). Dentro dos residuos sélidos, atribuiu classes aos tipos de residuos,
para tornar a gestdo mais assertiva por parte do setor publico e privado. Além disso, a

! Bacharel em Publicidade e Propaganda, Mestranda do PPG em Qualidade Ambiental pela Universidade
Feevale.

2 Doutora em Medicina e Ciéncias da Salde pela PUCRS, professora do PPG em Qualidade Ambiental pela
Universidade Feevale.

3 Doutor em Administragdo pela UFRGS, coordenador do Mestrado em IndUstria Criativa, professor do PPG em
Qualidade Ambiental na Universidade Feevale.
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Resolugdo n° 348/2004 do CONAMA, estabelece que o gerador é responsavel pelo

gerenciamento dos residuos e ainda sinaliza que o objetivo prioritario é a ndo geracdo de
residuos e, secundariamente, a reducdo, reutilizacdo, reciclagem, tratamento dos residuos
solidos e a disposicdo adequada dos rejeitos (Brasil, 2002).

H& uma crescente tendéncia de celebrar aniversarios, principalmente infantis, em casas
de festas, atraindo um grande publico e concentrando um volume considerdvel de pessoas em
cada evento. O presente trabalho se faz relevante pois estes estabelecimentos se multiplicaram
no municipio de Novo Hamburgo, tornando-se muito populares principalmente para a
realizacdo de festas como as de aniversarios, formaturas ou confraternizagbes corporativas.
Quanto mais pessoas, mais residuos sdo gerados, em especial neste tipo de estabelecimento
que gera diversos tipos de residuos solidos.

O objetivo geral do presente trabalho é investigar como ¢é feita a gestdo dos residuos
solidos gerados em uma casa de festa localizada em Novo Hamburgo, no Rio Grande do Sul.
Além disso, os objetivos especificos sdo verificar quais as dificuldades enfrentadas pelo
estabelecimento durante o processo de gestdo e indicar formas de tornar a gestdo mais
assertiva, colaborando principalmente com a reducao do volume de residuos gerados.

Este trabalho é um estudo de caso que, conforme Ventura (2007), se caracteriza pela
investigacdo de um caso especifico, bem delimitado e contextualizado em tempo e lugar.
Para a construgdo do artigo, foi realizada uma pesquisa bibliografica que, de acordo com Gil
(1989), se faz necessaria em toda e qualquer pesquisa, seja na etapa dos estudos exploratérios,
da formulacdo do problema de pesquisa, ou quando na comparacdo dos dados com o0 marco
tedrico que da sustentacdo a pesquisa.

O estabelecimento analisado foi visitado no dia 9 de junho de 2018, onde foi possivel
fazer um levantamento de dados sobre como € a rotina da gestdo dos residuos solidos, no que
diz respeito ao tipo de residuo gerado, quantidade, manejo, armazenamento e descarte. Para
isto, foi realizada uma entrevista roteirizada a partir de um questionario com 10 perguntas,
que foi aplicado ao proprietario onde verificou-se as principais dificuldades encontradas na
gestdo dos residuos sélidos realizada atualmente, possibilitando um diagnéstico e indicacédo
de possiveis alternativas, que possam contribuir com a diminuigdo dos residuos sélidos

gerados e uma melhor gestdo do volume que € produzido.
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2 DESENVOLVIMENTO

As celebracdes sempre fizeram parte da histdria da sociedade, porém, recentemente
ouve uma migracdo das festas de aniversario que, tradicionalmente eram realizadas em
ambiente doméstico, para o espagos comerciais, conhecidos como buffets ou casas de festa.
De acordo com Grava (2004), este movimento se deu em virtude de uma busca por maior
comodidade por parte dos anfitrides e resultam em maior hospitalidade. Os buffets sdo muito
utilizados atualmente para atividades ligadas ao lazer pois unem a gastronomia com
atividades de recreacdo. (Ribeiro et. al. 2004)

Além das fotografias e lembrangas dos bons momentos proporcionados pelas
celebracgdes, o que fica apos o final das festas sdo embalagens, copos plasticos, balbes, restos
de alimentos, garrafas pet e inUmeros outros residuos que tem o volume proporcional a
quantidade de pessoas convidadas. A gestdo destes materiais pode trazer muitas duvidas,
ainda mais no caso deste segmento, onde existem diferentes tipos de residuos solidos sendo
produzidos diariamente.

O municipio de Novo Hamburgo, local onde se encontra o objeto da analise, possui
um Plano Municipal de Gestdo Integrada de Residuos, onde é prevista a diminuigdo dos
residuos sélidos através da inibicdo do consumo supérfluo e do desperdicio de recursos.
Priorizando as ac¢Ges conforme a ordem que segue: a nao geracao, a reducdo, a reutilizacdo, a
reciclagem, o tratamento dos residuos sélidos e a disposicao final ambientalmente adequada
dos rejeitos, visando a reducdo de residuos destinados ao aterro sanitario, atualmente,
localizado no Municipio de Minas do Le&o/RS. (PLANO MUNICIPAL DE GESTAO
INTEGRADA DE RESIDUOQS, 2017).

O estabelecimento analisado é uma casa de festas infantis localizada no centro de
Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul e foi escolhida por conveniéncia. A casa possui 3
funcionarios fixos e cerca de 15 pessoas que sdao chamadas de acordo com a demanda de
festas, entre recepcionistas, recreacionistas, segurangas e garcons, que trabalham como
prestadores de servicos, de maneira autbnoma. O local apresenta uma area de 780m2 e uma
estrutura para acomodar até 100 pessoas. Com uma média de 10 festas realizadas
mensalmente, os residuos que a casa gera sao classificados quanto a origem como residuos de
estabelecimentos comerciais e prestadores de servi¢cos ou também como domiciliares, em sua
maioria ndo-perigosos (Brasil, 2010).

De acordo com o proprietério, € descartado cerca de 2 a 3 sacos de 100 litros de lixo

seco (com aproximadamente 10kg de residuos em cada saco) mais uma quantidade menor de
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lixo orgénico, que séo colocados em sacolas de supermercado (com aproximadamente 4kg de

residuos em cada sacola) e sdo descartados no lixo normal, sendo coletados pelo caminh&o de
lixo, que passa diariamente nesta zona da cidade, na parte da noite. Os residuos séo
armazenados em sacos plasticos de lixo e sdo colocados em um deposito na parte de tras do
estabelecimento. Como a coleta ocorre diariamente, 0s sacos permanecem por volta de um dia
neste local.

Toda a equipe é responsavel pelos residuos, que sdo recolhidos constantemente
durante as festas. A orientacdo é de ndo deixar os cestos de lixo com acimulo de material,
principalmente nos banheiros, em virtude do possivel cheiro que este tipo de material
proporciona.

Uma das maiores dificuldades relatadas pela casa de festas € a destinacdo correta dos
residuos, pois a maior parte do que é descartado é destinada automaticamente a coleta
seletiva. Por este motivo, os residuos foram listados na tabela 1, onde também é indicado a
destinacdo realizada pelo estabelecimento e a destinacdo sugerida ao estabelecimento pelo

autor conforme a PNRS e Plano Municipal de Gestdo de Residuos.

Tabela 1: Residuos sdlidos gerados pelo estabelecimento e sua destinagdo

Residuo solido Destinacdo realizada pelo

estabelecimento Destinagédo sugerida

. Cooperativa de
x Coleta seletiva .
Embalagens de papeldo reciclagem

. Cooperativa de
Coleta seletiva .
Embalagens de papel reciclagem

. Cooperativa de
Coleta seletiva P

Embalagens plasticas reciclagem
Guardanapos de papel usados Coleta seletiva -
Baldo Coleta seletiva -
Copos plasticos Coleta seletiva -
Copos de isopor Coleta seletiva -

. Cooperativa de
Coleta seletiva .
Papel de presente reciclagem

Cooperativa de

Doacéo .
reciclagem

Garrafas pet
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Talheres plasticos Coleta seletiva -

Pratos descartaveis Coleta seletiva -

Luvas de latex Coleta seletiva -
Coleta seletiva Compostagem

Filtro com p6 de café

Resto de reforma Tele entulho Eco ponto municipal

Papel higiénico Coleta seletiva -

Latas de tinta (*) Coleta seletiva Retorno ao fornecedor

Saquinhos de cha Coleta seletiva Compostagem

Fraldas descartaveis Coleta seletiva -

Pontos de coleta em
Retorno ao fornecedor

Lampadas (*) supermercados
Pontos de coleta em
. Retorno ao fornecedor
Baterias (*) supermercados
. Cooperativa de
- Empresa privada .
Eletrénicos reciclagem

(*): Residuos perigosos
91

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Conforme visto na tabela 1, existem diferentes alternativas a coleta seletiva, que
podem diminuir parte dos impactos que os residuos geram nos aterros sanitarios. Os residuos
que apresentam maior volume como as embalagens, garrafas pet, copos e pratos plasticos
podem ser destinados as cooperativas do municipio, o que contribui para a diminuicdo do
volume depositado nos aterros e promove a economia solidaria. Os residuos sélidos organicos
poderiam ser compostados, conforme é orientado pelo municipio (PLANO MUNICIPAL DE
GESTAO INTEGRADA DE RESIDUOS, 2017). O estabelecimento possui espago externo
com canteiros e algumas plantas decorativas na parte interna e na entrada, que poderiam se
beneficiar da compostagem.

Além das sugestbes de destinacdo, foram discutidas alternativas para reduzir a
utilizacdo de copos de isopor para servir cha e café, substituindo por xicaras de vidro ou
louga. O municipio de Novo Hamburgo disponibiliza no site da Secretaria do Meio Ambiente
(https://semam.novohamburgo.rs.gov.br) informagdes detalhadas sobre a coleta seletiva, com
horéarios, locais e categorias de coletas. No site também aparecem recomendagdes e

orientagdes sobre outros tipos de residuos e reciclagem.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Conforme analisado, concluiu-se que algumas das dificuldades relatadas estdo
relacionadas a falta de informacdo e auséncia de um dialogo eficiente entre 0 municipio e a
empresa, pois muitas das duvidas relatadas constam no Plano Municipal de Gestéo Integrada
de Residuos, como € o caso dos pequenos volumes de restos de obra que podem ser entregues
em um dos Eco pontos do municipio, que recebe até um metro cubico de residuos da
construcdo civil, dispensando o servico de tele entulho utilizado pela empresa analisada.

As pessoas estdo sempre gerando residuos, direta ou indiretamente. No caso dos
estabelecimentos comerciais, muitos dos residuos sao produzidos em virtude da praticidade,
como é o caso dos copos plasticos e guardanapos de papel. Em uma casa de festas, muitos
residuos também sdo gerados por motivos estéticos, como € o caso da decoragdo, que pode
conter papel, plastico, isopor e latex, como é o caso dos baldes, que tem uma vida Util
curtissima, sendo descartados a cada evento.

Inimeros diagndsticos ambientais apontam para a relacdo das a¢cdes antropicas com a
diminuicdo da qualidade ambiental. As empresas tém um papel significativo dentro do
consumo de recursos naturais e geracao de residuos solidos, por este motivo, a educacao
ambiental é uma necessidade urgente em diferentes segmentos da sociedade, principalmente
dentro das organizacfes. Orientar as empresas a repensar, recusar, reduzir, reutilizar, reciclar
e reintegrar seus residuos sélidos € um caminho valido, embora tenha como obstaculo a
caréncia de uma cultura de responsabilidade socioambiental, que retira a responsabilidade do
gerador de residuos assim que o caminhdo leva para longe o que ndo tem mais utilidade.

Apesar de inimeras alternativas para o descarte de residuos, que muitas vezes causa
duvida e dificulta uma destinacdo correta, 0 que deveria ser prioritariamente estabelecido
culturalmente é a ndo geracdo de residuos, evitando o consumo de recursos naturais, e
direcionando os investimentos empregados em agdes mitigatdrias para opgdes voltadas a
melhora da qualidade ambiental.
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1. INTRODUCAO

No ano de 2014, devido a um crescente aumento de casos registrados de infeccles e
morte em decorréncia a infeccdo pelo HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana), foram
anunciadas metas para a resposta global a esta infeccdo, onde é proposto que até o ano de
2020, 90% das pessoas que vivem com HIV conhecam seu estado sorolégico, 90% das
pessoas soropositivas facam uso da terapia antirretroviral e 90% das pessoas em tratamento
estejam com carga viral suprimida, na perspectiva de que em 2030 a epidemia pelo HIV possa
ser reduzida a uma doenca endémica de baixo nivel (JAMIESON et al., 2016). Contudo, de
acordo com estimativas da UNAIDS no ano de 2017, houveram cerca de 1,8 milhdes de
novas infec¢bes pelo HIV em todo mundo. Apesar de dados demonstrarem uma reducdo de
47% de novas infeccbes em criancas de 2010 a 2016, e uma pequena queda de novas
infeccbes em adultos nesse mesmo periodo, 0 numero de novas infecgdes apresentados em
2016 foi bem expressivo, assim como 0 numero de mortes relacionadas a aids em todo o
mundo.

O HIV infecta células do sistema imune, principalmente linfécitos T CD4+, levando a
uma baixa da imunidade do hospedeiro. O curso clinico desta infeccdo ocorre em trés
estagios: a viremia aguda, fase de laténcia e a aids (CHAKRABORTY, 2014). No inicio da
infeccdo, 0 virus pode ser detectado no sangue do hospedeiro, e, ap6s essa fase, ocorre uma
gueda da carga viral no sangue, ficando préximo a niveis indetectaveis, caracterizando assim

a fase de laténcia. Ainda nesta fase, ha uma diminuicdo de células T CD4+ seguida de uma
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inversdo da proporcéo de células T CD4+/ CD8+. Ao se atingir uma contagem de células T

CD4+ abaixo de 200 célulass/mm3 somado a pelo menos uma infecgdo oportunista, confirma-
se 0 diagnostico de aids (COSTIN, 2007; UNAIDS, 2017).

Devido a grande variabilidade de tempo e a maneira como ocorre a progressdo para a
aids nos individuos soropositivos, a literatura tem dividido estes pacientes em grupos.
Pacientes que seguem o curso normal sdo classificados como progressores tipicos ou
crénicos, com desenvolvimento da aids entre o terceiro e nono ano de infecdo. Aqueles que
apresentam a doenca antes do terceiro ano sdo considerados progressores rapidos, e 0s que
apresentam a doenca ap6s ao décimo ano de infe¢do sdo considerados progressores lentos
(CASADO et al., 2010). Ainda ha um pequeno grupo capaz de controlar espontaneamente a
carga viral abaixo do limite de deteccdo por longos periodos sem o uso da terapia, grupo
conhecido como “controladores de elite". Estima-se que a frequéncia destes pacientes sejam
de 0,15 a 1,5% de todos os pacientes que vivem com o HIV (PROMER & KARRIS, 2018).
Esta variabilidade no tempo de progressao da infec¢do pode estar associada a diversos fatores,
dentre eles, a diversidade genética do hospedeiro. Desde a descoberta da delecdo de 32pb do
CCRS5 (CCR5A32) e a sua influéncia na progresséo da infecgdo pelo HIVV (DEAN et al.,1996),
diversos polimorfismos tém sido avaliados dentro deste contexto (LAMA & PLANELLES,
2007; NIKOLOVA et al., 2011; MEDEIROS et al., 2017; VALVERDE-VILLEGAS et al.,
2017).

Estudar polimorfismos em células responsaveis pela regulacdo imunoldgica é de
grande valia, uma vez que estas células também sao alvos de replicacdo do HIV (DEGAFFE
et al.2015). As células T regulatorias (Tregs) sdo um subconjunto de células T CD4+ que
desempenham um papel importante nas infecgbes, modulando as respostas imunes do
hospedeiro e evitando a imunidade excessiva (BROERE & FEMKE et al., 2011; LOPEZ-
ABENTE et al., 2016). Estas células regulam as respostas imunes durante infeccfes virais e
sdo capazes de limitar os efeitos imunopatoldgicos em tecidos e células durante estas
infecges (KARKHAH; JAVANIAN; EBRAHIMPOUR, 2018). Desequilibrios na
diferenciacdo ou nas funcdes das células Tregs tém sido relatados como a principal causa de
doencas autoimunes e inflamatérias em seres humanos e animais (SAKAGUCHI &
YAMAGUCHI, 2008).

O gene FOXP3, localizado no cromossomo X, codifica um fator de transcricdo que
determina a identidade, regula o desenvolvimento, manutencgéo e funcdo das celulas Tregs. A

proteina produto deste gene é capaz de ativar a transcricdo de outras proteinas que
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caracterizam as Tregs para que assim elas exercam a sua fungdo de modulagéo do sistema
imune (LOPEZ-ABENTE et al., 2016). Polimorfismos em FOXP3 podem alterar, quantitativa

ou funcionalmente, o fator FOXP3, causando uma disfuncdo das células Tregs e
consequentemente ocasionando o desenvolvimento de doencas autoimunes (D’ AMICO et al.,
2013). Os polimorfismos rs3761548 e rs2280883, de FOXP3, tém apresentado associacOes
significativas para a susceptibilidade a doencas autoimunes, alergias e infertilidade (RUAN,
ZHANG e ZHANG, 2016; WU et al., 2013). Devido a importancia deste gene para as células
moduladoras da resposta imunoldgica, supomos que polimorfismos que podem possuir um
potencial de alterar, a quantidade ou a funcédo, do fator de transcrigdo das principais células
imunorreguladoras poderiam influenciar a progressao da infec¢do pelo HIV, uma vez que
estas células também sdo alvos de replicacao do virus (SUCHARD et al., 2010; DEGAFFE et
al., 2015).

O objetivo deste estudo foi estimar as frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos rs3761548 (A/C) e rs2280883 (C/T) localizados em introns do gene FOXP3
em pacientes HIV positivos divididos em dois grupos progressores a aids. Estas andlises
preliminares fazem parte de um trabalho maior que visa analisar uma possivel associacdo
entre os polimorfismos e o tempo de progresséo a aids.

Amostras do estudo - O servigco de doencas infecciosas do hospital nossa senhora da
Conceicdo em Porto Alegre, Brasil, trata cerca de 5.000 pacientes com HIV soropositivos. Em
2011 a 2013, os historicos clinicos de mais de 3.500 individuos infectados pelo HIV-1 foram
retrospectivamente revistos e foram selecionados sujeitos com perfis clinicos especificos. Os
critérios iniciais de selecdo incluiam a possibilidade de estimar a soroconversdo por um teste
HIV negativo anterior conhecido. Adicionalmente, os pacientes elegiveis deveriam ter o
seguimento clinico regular apds o diagnéstico positivo. Os pacientes com recomendacfes de
terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) até 3 anos apds a soroconversdo foram
classificados como progressores rapidos (PRs); aqueles que permaneceram sem
recomendacdo para iniciar HAART (devido a contagem de células T CD4+ > 350
células/mms) para > 5 anos apds o diagndstico positivo (soropositividade) foram seguidos e
classificados como progressores lentos (PLs) se estes permanecessem sem recomendacéo para
uso HAART em pelo menos 8 anos.

Os 356 HIV-1 positivos adultos selecionados foram auto identificados como sendo de
descendéncia europeia ou africana. As discussdes sobre os critérios de classificacdo baseados
na cor da pele utilizadas no Brasil estdo bem documentadas (VALVERDE-VILLEGAS et al.,
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2017). A classificacdo de progressdao a aids foi realizada de acordo com dados clinicos e

laboratoriais longitudinais, incluindo contagem de células T CD4+, cargas virais plasmaética,
teste soronegativo do HIV, primeiro teste de HIV soropositivo, contagem inicial de células T
CD4+, dados de estagio clinico no momento da coleta de amostras e prescricdo da HAART.
Individuos HIV-positivos foram classificados como PRs ou ndo-PRs (PNRs) segundo o
tempo de progressdo. Como mencionado anteriormente, PRs foram sujeitos que tinham
recomendacdo para iniciar HAART dentro de 3 anos de soroconversao devido a contagem de
células T CD4+ < 350 células/mm?3 (OLSON et al, 2014).

Todos os outros pacientes foram incluidos no grupo PNRs: os PLs, controladores de
elite (CEs) e individuos HIV positivos com > 3 anos de seguimento independente de
recomendacdo de HAART. Os PLs foram definidos como sujeitos HIV positivos
assintomaticos para > 8 anos de seguimento ap0s o diagnostico, com contagem média de
linfocito T CD4+ de 500 células/mm3 e carga viral plasmatica de <10.000 cépias/mL ao longo
dos anos na auséncia de HAART. CEs eram individuos com niveis indetectaveis de RNA
viral (<50 copias/mms3) que mantiveram a contagem de células TCD4+ > 500 células/mm3
para > 5 anos (POROPATICH e SULLIVAN, 2011). E importante ressaltar que no Brasil, as
Diretrizes para o tratamento com os Antirretrovirais do Ministério da Salde indicam que o
inicio da terapia antirretroviral altamente ativa (HAART) deve ocorrer tanto para 0s pacientes
HIV-1 sintoméaticos e assintoméaticos com contagens células T CD4+ abaixo de 350
células/s/mm? e/ou uma alta carga viral persistente (PROGRAMA NACIONAL DE DST E
AIDS, 2012).

Extracdo de DNA e Genotipagem - O material genético (DNA) das amostras foi
extraido a partir de sangue total, pelo método de extracdo Salting Out (LAHIRI e
NURNBERGER, 1991) e armazenado em freezer a -20°C. As amostras foram diluidas a
partir de suas concentrac@es iniciais com agua ultrapura para uma concentracdo final de DNA
de 10-20 ng/ul e apo6s foram quantificadas em um bioespectdmetro (Eppendorf
BioSpectrometer®) segundo o manual do fabricante. As amostras foram amplificadas e
genotipadas por gqPCR, utilizando o equipamento (StepOne® - Applied Biosystems®). A
deteccdo dos polimorfismos rs3761548 e rs2280883 do gene FOXP3, foram realizadas por
sondas TagMan® cujos ensaios e sequéncias estio apresentadas na tabela 1, adquiridos pela
Thermo Fisher Scientific. As reacdes de gPCR foram realizadas com 10-20 ng de DNA por
reacdo e Quatro G Master Mix para PCR em tempo real (TagMan®) com Rox (2X). As

condigcdes de temperaturas para o gPCR foram: 95°C por 10 minutos para ativagdo de
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enzimas, 95°C por 15 segundos para a desnaturacdo da dupla fita e 60°C por 1 minuto para o

anelamento dos primers e extensdo do DNA, no total de 40 ciclos alternando entre

desnaturacdo e anelamento/extensao.

Tabela 1. Ensaios adquiridos para detec¢do dos polimorfismos escolhidos no estudo.

Sequéncias
Gene  SNP Ensaio

GGTGCTGAGGGGTAAACTGAGGCCT[T/G]JCAGTTGGGGAGAGAGCCAGAACCAG
FOXP3 rs3761548  C_27476877_10

GGGTGTTACAAGGAAAGGTTGGGAA[T/C]IGGTGCCCAGTTGGGGGTGTATTGAC
FOXP3 rs2280883  C_15874601_20

Analises estatisticas - As varidveis categoricas sdo descritas em proporcGes e as
variaveis continuas sdo expressas como média (desvio padrao [DP]) utilizando o teste “t de
Student”. As frequéncias genotipicas foram estimadas por tabulacdo cruzada. O cumprimento
das expectativas para o equilibrio Hardy-Weinberg (Hwe) foi avaliado por X? (qui-quadrado), 98
e as frequéncias alélicas foram avaliadas em todos os SNPs usando uma tabela de

contingéncia 2x2 para o teste exato de Fisher.

2. DESENVOLVIMENTO

As caracteristicas demograficas das populacdes do estudo estdo apresentadas na tabela
2. N&o foram observadas diferencas significativas entre as médias das idades dos progressores
rapidos e ndo-réapidos, bem como, ndo foram observadas diferencas entre as categorias sexo e

etnia para estas duas variaveis.

Tabela 2. Caracteristicas demogréficas de individuos HIV positivos.

N° individuos (%)? PRs vs PNRs
Caracteristicas
PRs (n=40) PNRs (n=145) Valor p
Idade média + DP 40,5+ 11,6 40,9+9;8 0,8427
Sexo*

Feminino 27 (67,5) 107 (74,9)

0,4697
Masculino 13 (32,5) 36 (25,2)
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Figura 1. Frequéncias genotipicas e analise
do qui-quadrado para PRs versus PNRs.

80+

Hm PRs
60- PNRs
® 40-
20 I I
0- T T Il T T L
CC AC AA TT TC cC
rs3761548 rs2280883
p=0,8932 p=0,5223
Etnia*
Branco 24 (64,9) 89 (63,1)
0,9966
Nao-branco 13 (35,1) 52 (36,9)

4Porcentagens sdo baseadas em dados conhecidos; PRs, progressores rapidos; PNRs, progressores no-
rapidos. *Dados faltantes (2 individuos com sexo ndo identificado, 7 individuos com sem dados de etnia).

Figura 2. Frequéncias alélicas e analise do 99

qui-quadrado para PRs versus PNRs.

80+ mm PRs
PNRs
60+
52 40-
20+ I
ol ' ' '
C A T C
rs3761548 rs2280883
p=1,0000 p=0,4568

Na tabela 3 e figuras 1 e 2, observam-se as frequéncias genotipicas e alélicas dos dois SNPs
estudados nos grupos progressores rapidos (PRs) e ndo rapidos (PNRs). Todas frequéncias
genotipicas do presente estudo encontram-se em equilibrio de HW. O genétipo TT do
rs2280883 parece estar mais prevalente em PNRs, no entanto, ndo foram encontradas
significancias estatisticas tanto para a frequéncia genotipica quanto alélica. Para o rs3761548
observa-se uma maior prevaléncia de heterozigotos em PNRs, porém essa diferenca se perde
ao olharmos para a frequéncia alélica. Contudo, ambas as frequéncias, genotipicas e alélicas,

néo apresentaram diferencas significativas.
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Tabela 3. Frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs de FOXP3 nos grupos estudados e analise do qui-
quadrado.

dbSNP ID Gendtipo PRs n(%) PNRs n(%0) Valor p
n= 38 n= 138
cC 22 (57,9) 71 (54,4)
AC 9(23,7) 48 (34,8) 0,8932
rs3761548 AA 7(18,4) 19 (13,8)
C 53 (69,7) 190 (68,8)
A 23(30,3) 86 (31,2) 1,0000
n= 34 n= 133
TT 18 (52,9) 78 (58,6)
TC 10 (29,4) 36 (27,1) 0,5223
rs2280883 cC 6 (17,6) 19 (14,3)
T 46 (67,6) 192 (72,2)
C 22 (32,4) 74 (27,8) 0,4568

3. CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo estimamos as frequéncias alélicas e genotipicas para dois polimorfismos
de FOXP3, gene com papel importante na funcdo e manutencdo de ceélulas
imunomoduladoras. N&o foram observadas diferencas significativas nas frequéncias dos SNPs
entre 0s grupos progressores, rapidos e ndo-rapidos. Contudo, estas analises sdo preliminares

e nos fornecem dados para mais andlises estatisticas que serdo realizadas posteriormente.
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INTRODUCAO

O Programa de Reabilitacdo Pulmonar (PRP) € um dos tratamentos para pacientes com
doenca respiratéria cronica. Ele tem como principais desfechos a melhora da qualidade de
vida e a tolerancia ao exercicio fisico do individuo (COSTA, et al. 2014).

O programa se desenvolve em trés sessGes semanais, com duracdo de 2 horas cada,
durante trés meses, iniciando com aquecimento de membros superiores e inferiores por meio
de diagonais funcionais, em seguida fortalecimento muscular global e treinamento aerébico
em esteira ergométrica, ambos com evolucdo progressiva, por fim o desquecimento com
alongamentos da musculatura (ZANCHET, VIEGAS, LIMA, 2005; COSTA, et al. 2014).

Todavia sabe-se que o PRP ndo melhora a funcdo pulmonar do individuo, mas sim
melhora as alteracbes musculoesqueléticas e a sensacdo de dispneia. Os sintomas
respiratorios, levam o pneumopata a uma incapacidade fisica, causado por uma alteracdo na
funcdo pulmonar. (NASCIMENTO, IAMONT]I, JARDIM, 2013; GOLD, 2018).

Sabendo dos beneficios para os participantes, ainda temos altas taxas de desisténcia do

PRP, sendo que os estudos mostram que essa taxa pode chegar a 50%, dentre as principais
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causas de abandono destacam-se fatores socioecondmicos, entre elas a a situagéo financeira

para 0 acesso ao centro de reabilitacdo, ou questdes familiares nas quais o paciente precisava
ficar em domicilio. A piora das comorbidades pré existentes e exacerbagdo da doenca também
contribuem para essa taxa (ELLIOT, et al. 2004; VETORAZZI, 2006; SOHANPAL, et al.
2012).

Segundo Santana et al. (2010), o tabagista ativo tem menor aderéncia ao programa
comparado aos ex-tabagistas. Embora ambos os grupos tenham melhora nos ganhos
funcionais e na qualidade de vida. Outros estudos apontam como formas de desisténcia do
programa razdes sociais no qual impediam o paciente de comparecer ao local de reabilitacao,
a piora clinica da doenca e falta de interesse (COSTA, et al. 2014; SOUSA, RUAS, VOLPE,
2014).

O objetivo geral deste estudo foi identificar os principais fatores de abandono no PRP,
como objetivos especificos foi tracar o perfil clinico da amostra e correlacionar as variaveis
pré e pés o PRP com os fatores de abandono.

Este estudo foi do tipo transversal, de paradigma quantitativo, o local para a execugéo
foi no projeto de extensdo de reabilitacdo pulmonar em uma Universidade da regido do Vale
do Rio dos Sinos. O PRP existe desde 2002, onde possui um banco de dados com um total de
427 pacientes de ambos 0s sexos, através dos critérios de inclusdo, participaram deste estudo
62 pacientes 45 a 81 anos, com diagnéstico clinico predominantemente de DPOC, que
participaram do projeto de extensdo de Reabilitacdo Pulmonar da Universidade Feevale.

Este foi um estudo de coleta de informagfes em banco de dados, sendo a populagédo
todos os pacientes do banco de dados do PRP, que se enquadrassem nos seguintes critérios de
inclusdo: possuir o perfil clinico completo, apresentar a espirometria e 0 Teste de Caminhada
dos 6 minutos (TC6’), questionario Medical Research Council (MRC), Inventario de
Ansiedade de Beck (BAI), Inventario de Depressdo de Beck (BDI), Saint George's
Respiratory Questionnaire (SGRQ), porém o paciente que nao apresentasse o TC6’ final (pos
reabilitagcdo) foi considerado abandono ou néo concluinte.

Na andlise dos dados foi utilizada a estatistica descritiva através dos valores absolutos
(n) e relativos (%), escores minimos e maximos, médias e desvios-padrdo. Para identificar
quais varidveis sao preditoras de abandono ou permanéncia ao PRP utilizou-se a anélise
univariada e multivariada. Todos os procedimentos estatisticos foram executados no software
IBM SPSS Statistics (versdo 24), com nivel de significancia estabelecido em p < 0,05.
DESENVOLVIMENTO
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Participaram deste estudo 62 pacientes sendo 32 (51%) individuos do género

masculino e 30 (48%) do género feminino, na faixa etéria de 45 a 81 anos com média de
idade de 66,75+8,22 anos. Sendo o principal diagndstico clinico a DPOC (90%) e na
espirometria obtivemos uma média do indice de Tiffeneau (IT) 53,30+20,18, que associado
ao VEF,% 45,48+20,14 caracterizou a amostra como DPOC grave. Destes 9 (14%)
individuos abandonaram o programa e 53 (85%) concluiram o PRP.

Sobre a taxa de desisténcia do PRP, o presente estudo apresentou uma taxa de 14,51%,
em uma revisdo sistematica, apresentou uma taxa menor ou igual a 30% na grande maioria
dos estudos analisados, dentre os motivos analisados encontrados estdo: alteragdes no estado
de salde, condicBes socioeconémicas e desmotivacdo. Porém em relacdo a adesdo de modo
geral, é alta, com uma taxa de 85,48% de permanéncia, indo ao encontro com um estudo onde
0 mesmo encontrou uma taxa de concluséo de 77% (ELLIOT, et al. 2004; SOHANPAL, et al.
2012; MONTEIRO e PITTA, 2012).

A qualidade de vida foi avaliada através do SGRQ que analisa o impacto da doenca
respiratéria na salde do pneumopata, encontra-se no dominio total uma média de
46,84+17,95. Obteve-se como pontuagdo do BAI de 11,26+8,62 classificando-se em leve, e
BDI de 10,16+9,58 se enquadrando no minimo, niveis elevados de ansiedade e depressdo
estdo associados a ndo concluséo do PRP.

Com relagdo a dispneia, foi analisado a pontuacdo do MRC, obteve-se de média
2,09+1,31, sendo quanto maior a pontuacdo maior a sensacdo de dispneia. Sabe-se que um
dos principais desfechos do PRP € a melhora da capacidade funcional do individuo, que pode-
se quantificar por meio da distancia percorrida no TC6’, onde proporciona uma analise global
dos sistemas respiratério, cardiaco e metabdlico deste paciente. Neste estudo obteve-se como
média da distancia percorrida no TC6’ de 384,03+130,08 metros.

Abaixo a Tabela 1 onde relacionamos as variaveis entre os dois grupos, grupos
abandono e permanéncia, para identificar os principais fatores que podem interferir no
desfecho dos pacientes no PRP.

Tabela 1 — Anélise das variaveis preditoras de abandono de um PRP para pacientes
portadores de DPOC

Univariada Multivariada
Variavel OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
Pack Year 0,99 (0,988-1,03) 0,26 0,99 (0,84-1,11) 0,62

st 2 Sicredi

CAPES

106




&

inovamunadi
Exacerbagao 095(055-1,64) 0,85 1,68 (0,21-13,7) 0,62
MRC 152 (1,02-187) <001 083 (0,29-2,30) 073
Distancia TC6min 099 (0,99-1,00) 0,13 0,99(0,97-0,99) 0,03
Diferenca Borg 106(093-1,22) 036 057 (0,23-1,45) 023
Diferenga FC 098(0,97-1,00) 010 093 (0,83-1,04) 018
Dnerena Borg 103(081-129) 081 0,81 (0,40-1,62) 0,54
Sintomas 101(1,00-103) 005 1,02 (0,94-111) 0,65
Impacto 101(1,00-1,03) 004 1,04 (0,92-1,18) 0,54
Total SGRQ 102(1,00-1,03) 002  093(0,77-112) 0,44
BAI 104(0,99-108) 008 094 (0,81-1,08) 034

Ao analisar as variaveis que poderiam influenciar no desfecho do PRP, abandono ou
permanéncia, este estudo apresentou cinco varidveis com diferencas estatisticamente
significativas entre o paciente abandonar ou permanecer no PRP: MRC (p < 0,01), distancia
percorrida no TC6’ (p = 0,03), SGRQ no dominio sintomas (p = 0,05), impacto (p = 0,04) e
total (p = 0,02).

CONSIDERACOES FINAIS

O estudo teve como objetivo identificar os principais fatores de abandono no PRP,
como objetivos especificos foi tracar o perfil clinico da amostra e correlacionar as variaveis
pré e pos o PRP com os fatores de abandono.

Com base nos resultados apresentados a amostra apresentou maior nimero de
individuos do género masculino com média de idade de 66,75+8,22 anos, tendo como
principal diagnoéstico clinico DPOC.

Observa-se que apesar dos desfechos positivos que o programa oferece aos pacientes,
como reduzir os sintomas relacionados a doenca, melhora da sensacdo de dispneia, melhora
da qualidade de vida e do condicionamento fisico, além de diminuir os riscos de exacerbacao
e hospitalizacdes, ainda ocorrem desisténcia do programa chegando a 14,51% dos pacientes.

Mostrou-se como preditor de abandono com diferenca estatisticamente significativa as
variaveis MRC (p < 0,01), distancia percorrida no TC6’ (p = 0,03), uma pior qualidade de
vida pontuada no questionario SGRQ no dominio sintomas (p = 0,05), impacto (p = 0,04) e
total (p = 0,02). Pacientes que apresentam uma diminui¢do na qualidade de vida, referindo
mais sintomas, como a dispneia tendem a desistir do programa, em contrapartida quanto
maior a distancia percorrida no teste a menor a chance de desisténcia do programa, a

diminuicao.
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Destaco a importancia de novos estudos abordando preditores de desisténcia no PRP,

com o intuito de prevenir ou prever novos abandonos, agindo de forma preventiva, para que a

partir disto diminua esta taxa.
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1 HEALTH CARE DIGITALISATION

Today digitalisation is a large part of the lives of everyone of us. The important thing is that
the artificial intelligence and technology doesn’t replace our own brain’s capacity, but rather e
supports and more on our way to think and act. High-quality investigations as well as the
results of the study are a key factor in the decision-making process, activities and increase in
technology that is not intended to produce us resentment, but on the contrary. It is amazing
how the vast majority of humanity has received almost everywhere in the information
explosion and a range of facilities to support their thinking. The smartphone has become the
most common form of work and leisure time equipment over a ten years period. We have
learned how to use, straight forward way to artificial intelligence in our daily activities, work
and leisure time. The biggest part of our life and of our activities is in digital format, where
all the important events of life are stored and distributed, and everyone else can see those

things (HONKANEN, 2017).
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The terminology used in the digitalisation in the health care sector is very diverse.
Home care terms are used in Gerotechnology, welfaretechnology and socialtechnology. The
future of digital solutions support elderly at home and facilitates a home care nurse or other
caregiver. The future of technology is not going to replace humanity, but increases the
survival of an elderly person in everyday life. Technology is intended to make it easier to
increase elderly quality of life, acces to sevices, as well as to improve cost-efficiency
(IKONEN, 2013).

Around the world in an unprecedented knowledge has made it possible to respond to
the succesful prevention of disease, health-care cost of mitigation as well ase the patient’s
commitment to their own care. It is a challenge to develop the digitaltechnology so that it
serves the users of health care and services in the best way it possible. Digitalisation requires
a great deal of works with different companies, so that product development and new
innovations are more closely associated with hospitality. With digitalisation example power
of health care services, quality, inclusion and security will benefit in many ways.
Digitalisation has, of course disadvantages and on the reverse side. The increase of
technology could increase costs and there is a risk of different cyber threaths, software
problems and errors of using the various intel and remote devices (MAKELA; MAKIJARVI,
2017).

2 ELDERLY AND TECHNOLOGY

The production and distribution of information and services through information
technology is a growing trend. Society and comapnies offering more and more services and
information, which is accessible only through the computer and the internet. Aging and
technology in the context of an elderly and dear ones lead service association and the
association of geriatric centre, the joint of KAKATE project (the user convenient technology),
which has been operating in 2010-1014. The project has published a number of studies on the
subject.

Service centers in more than 75 years old living in Helsinki, in which questions were
answered 23 elderly, had a mobilephone the most common technology solution. It was 77%
of the respondents (WESSMAN; ERHOLA; MERILAINEN-PORRAS; PIEPER; LUOMA,
2013). KEKATE project as well as the LahiVerkko project joint research 75-89 aged Finnish,
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9% had a mobilephone and a third internet connection at their disposal. The study interviewed
a sample of 600 elderly, which is the size of 75-89 aged set in Finland (NORDLUND;
STENBERG; LEMPOLA, 2014).

81% of elderly, who has internet connection told that they was looking for information

on the internet. 73% of the elderly, who is using internet told, that their bank transactions is
part of a network and someone close person helps with their bank transactios. Almost 70% of
elderly people, who is using the web, also use email. This showed KAKATE, as well as
LahiVerkko project joint research. When examining the entire content of this research, it turns
out that 24% of people aged 75-89 use the internet to search for information, 22% of bank
transactions and 21% of the e-mail use (NORDLUND et al., 2014).

Technology can improve the quality of life of the different ways to communicate or
bringing in new ways to do transactions. On the other hand, it may also impair their quality of
life, which is difficult to understand the necessary technological things. Technology, what is
designed for elderly should be life-management and self-supporting. It should take into
account the needs of an aging population. Most of elderly, would feel more comfortable
handling face-to-face issues than on the internet (WESSMAN et al., 2013; HEIKKINEN;
JYRKAMA:; RANTANEN, 2013).

3 OBJECTIVES

Our thesis is telling about elderly digitalisation services in Finland and elderly health
care system and services in Brazil. Objectives are produce the information about digital
services in Finland and elderly health care system and services in Brazil and Finland. Our
purpose is sort out elderly’s opinion and what kind of digital solutions they would feel useful.

In Brazil we would like to find out what are the conditions to use digital services.

Our thesis is qualitative research, where the observation material is collected by
questionnaire (the questionnaire is translated into portuguese in Brazil). We are searching
information about digital solutions effectivenes and opportunites in elderly home health care.
We are making comparative research between Finland and Brazil. The target group is elderly,
which are over 75 years old in Finland and Brazil and they are still living at home. The group
is formed about elderly whose MMSE (Mini-Mental State Examination) will be 25-30/30 and
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they don’t have diagnose of any kind of memory disorders. Questionnaires are made for about

6 elderly/country.

Our research tasks: What kind of digital services home living elderly over 75 years old
in Finland and Brazil think it might be useful with their health care? What kind of health
services and digital solutions over 75 years old have offer in Brazil? How to implement

customer-oriented service when digital solutions are involved?

4 CONCLUSION

In principle our assumption is that between Finland and Brazil there are different life
expectancies and starting point for elderly care. Finland is ahead of Brazil in technological
development of nursing. We also considered that elderly people, who is born in 1920-1930,

doesn’t have much of interest to use technological solutions.

It is only possible,that in the 40’s and younger elderly are more likely to use
technological solutions. In Finland, digital solutions are increasingly being developed and
services are expanding to home care clients. We are looking in our work the elderly customers

perspective, using technology at home health care and also digital services ethical principles.
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1. INTRODUCAO: A temética abordada neste estudo refere-se a Gestdo e Lideranca
em Enfermagem. Estudou-se o caso de um Hospital Geral de Média Complexidade,
Filantrépico, da Regido do Vale do Sinos. Foram comparados 0s processos de gestdo e
lideranca dos enfermeiros na instituicdo, com as teorias desenvolvidas pelos autores
pesquisados.

O tema desta pesquisa justifica-se pela necessidade de a Enfermagem trabalhar como
lider na busca de resultados, tanto assistenciais quanto econdmicos e financeiros. Nota-se que,
na pratica diaria, os enfermeiros encontram dificuldades no exercicio gerencial e, muitas
vezes, demonstram ndo perceber a importancia do conhecimento administrativo necessario
para uma assisténcia de qualidade e para um melhor posicionamento profissional no mercado,
tornando desarticuladas a gestao e a assisténcia. O enfermeiro, mesmo em funcao assistencial,
sera sempre lider, tendo em suas médos a responsabilidade pelo planejamento do cuidado e
pela conducéo da equipe de Enfermagem articulada com a equipe multidisciplinar, portanto,
quanto mais conhecimento tiver sobre gestdo e lideranca, melhores resultados alcancara. E
importante investigar este tema a medida que pesquisador deseja contribuir para o sucesso da
gestdo exercida pelos enfermeiros e para o alcance de melhor qualidade assistencial. Tem
importancia a busca de estratégias de aproximacdo com a direcdo, para crescimento dos
enfermeiros na lideranca. O tema em questdo também ¢é significativo para a comunidade
académica, pois é pouco pesquisada a gestdo como contribuicdo para a melhor assisténcia,
bem como para os hospitais, cada vez mais pressionados pelo mercado. O enfermeiro deve ser
0 gestor da unidade de negdcio, agindo alinhado a Dire¢do e seguindo as diretrizes
estratégicas da instituicao hospitalar.

Este estudo teve como objetivo geral analisar as percepcdes sobre o processo de gestdo
com enfoque no papel de lideranca dos enfermeiros assistenciais de um hospital de média

complexidade. Como objetivos especificos: identificar como os enfermeiros
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assistenciais percebem seu papel de lideres junto & equipe de trabalho e as demandas

gerenciais da institui¢do; verificar os elementos que facilitam e/ou dificultam o processo de
gestdo e de lideranca dos enfermeiros; e evidenciar os elementos que possibilitam uma maior
articulacdo entre os enfermeiros e a direcdo do hospital.

Os procedimentos metodoldgicos utilizados para embasar este estudo caracterizaram-
se pela pesquisa, quanto a natureza, aplicada, quanto ao objetivo, explorat6ria, quanto aos
procedimentos técnicos, bibliogréafica, com estudo de caso e pesquisa participante. Utiliza-se a
abordagem qualitativa para analise dos dados, cuja coleta se deu sob a forma de dinamica de
grupo focal, realizada em trés encontros. A populacdo estudada foi formada pelos enfermeiros
atuantes na instituicdo que totalizou doze profissionais. Foram escolhidos para a amostra 0s
enfermeiros com, ao menos, seis meses de trabalho no hospital, totalizando nove
profissionais. As reunides aconteceram dentro da estrutura do hospital, sendo cada uma
referente a um objetivo especifico. Com a ciéncia de todos os participantes, 0s encontros
foram gravados para posterior transcricao.

2. DESENVOLVIMENTO: A Instituicdo onde ocorreu o estudo é um Hospital
Geral, de média complexidade, com 50 leitos, filantrépico, da Regido do Vale do Sinos.
Contava com 140 funcionarios, sendo a enfermagem o grupo de maior representatividade. O
hospital atende Clinica Médica e Cirargica, Emergéncia, Saude Mental e é referéncia para
cinco municipios, atendendo 90% pelo SUS — Sistema Unico de Saude e 10% particulares e
outras operadoras de saude. A equipe de enfermeiros do Hospital era composta por doze
enfermeiros, sendo um de sexo masculino e onze do sexo feminino. Entre os nove
participantes da pesquisa estavam enfermeiros entre 0s 25 e os 47 anos de idade. Quanto ao
tempo de trabalho na instituicdo, 55% dos participantes estavam ha trés anos ou mais e 0s
demais enfermeiros h4 menos de um ano. Do grupo, 60% possui pos-graduacdo e 40%
graduados. A pesquisadora é enfermeira, atuava como Coordenadora de Enfermagem e era
membro da Direcao.

Os dados coletados através da dindmica de grupo focal foram transcritos e separados
nas seguintes categorias: lideranca, tomada de decisdo, educacdo, conhecimento, trabalho em
equipe, pessoas, organizacao, apoio da coordenagdo e comunicagéo.

As categorias: lideranca, tomada de decisdo, educacdo, conhecimento, trabalho em
equipe e comunicacao surgiram em resposta a pergunta: como vé seu papel de lider? Os
fatores que facilitam ou dificultam a gestdo citados foram: pessoas, trabalho em equipe,

organizacdo da instituicdo, apoio da coordenacdo e comunicacdo. As estratégias de
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aproximacgédo entre enfermeiros e direcdo destacadas foram: apoio da coordenacdo e

comunicacgdo. O dado mais relevante foi a comunicagéo, estando presente em resposta a todos
0s objetivos da pesquisa, ou seja, aparecendo como papel do lider, entre os fatores que
facilitam ou dificultam a gestéo e lideranca do enfermeiro e foi citada como uma estratégia
em destaque para a aproximacao de enfermeiros e diregéo.

Ao serem questionados sobre seu papel como lider, os enfermeiros participantes da
dindmica de grupo focal destacaram a lideranca como organizagéo, orientacdo, lideranca do
trabalho em equipe, vendo-se como abelha rainha, expresséo utilizada no sentido de ser um
guia, alguém seguido por seus liderados.Assim como os participantes do grupo anteriormente
citados, enfermeiras entrevistadas em um estudo de Christovam et al. (2006), sobre a visdo
administrativa do enfermeiro, ressaltaram as atividades de lideranca, na figura do gerente,
como caracteristica necessaria para desenvolver eficazmente suas atividades administrativo-
gerenciais no sentido da melhoria da assisténcia. Elas usaram, com frequéncia, nas suas
respostas, a palavra coordenacdo, referindo-se a operacionalizacdo do cuidado. Ribeiro et al.
(2006), em um artigo de reflexdo, amplia essa visdo, observando a mudanca de um papel do
enfermeiro, de supervisao e execucao de cuidados mais complexos, para a ocupacao frequente
de cargos atrelados a capacidade de lideranca, com habilidade de conseguir 0 maior nimero
de participantes no processo, de ganhar confianga e de conduzir de forma equilibrada um
grupo heterogéneo, transmitindo seguranga na tomada de decisoes.

A tomada de decisdo também apareceu nas respostas de como os enfermeiros veem
seu papel de lider. As falas retrataram, ainda, que os enfermeiros a percebem como algo
relevante. Na visdo do grupo, o enfermeiro, como lider, é responsavel pela tomada de deciséo.
A tomada de decisdo é fundamental no trabalho do enfermeiro, sendo almejado como
competéncia nas diretrizes curriculares do curso de graduacdo em Enfermagem. O trabalho
dos enfermeiros fundamenta-se na capacidade de tomar decisdes, dispondo-se do uso
adequado, eficacia e custo-efetividade, da forca de trabalho, de medicamentos, de
equipamentos, de procedimentos e de praticas. Para esse fim, eles devem possuir
competéncias e habilidades para avaliar, sistematizar e decidir as condutas mais adequadas,
baseadas em evidéncias cientificas (BRASIL, 2001).

A educacdo da equipe também apareceu como funcgéo do lider: a educacédo aparece no
grupo também como papel do lider enfermeiro, visdo confirmada em estudos de: Silva e
Seiffert (2009) e Bezerra et. al. (2012). Esses trabalhos, porém, ampliam a visdo, ndo

colocando o enfermeiro como Unico responsavel pela educacdo da equipe, mas como
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articulador com todos os envolvidos, sendo essa uma responsabilidade compartilhada entre

equipe de Enfermagem e instituicdo, envolvendo as diferentes areas de conhecimento. E
importante o papel do enfermeiro também na promocdo da satisfacdo pessoal de seus
liderados. A visdo tecnicista e o trabalho da Enfermagem, muitas vezes realizado de forma
fragmentada, fazem emergir a educagdo continuada como primordial para auxiliar no
distanciamento do modelo assistencial que aliena os profissionais, substituindo-o por um local
que promove satisfacdo e capacitacdo pessoal (AMESTOY et al., 2009).

A categoria conhecimento ganhou evidéncia como papel do lider e, também, como
ferramenta indispensavel para uma boa lideranca. O enfermeiro necessita de atualizacéo
continua de seu conhecimento, pois exerce a funcdo de lider da equipe e gerente de
instituicGes hospitalares, sendo visualizado como referéncia para seus colaboradores. Dessa
forma, o conhecimento pode ser apontado como caracteristica a ser desenvolvida pelo
enfermeiro-lider. (AMESTOY et. al., 2009).

Na visdo do grupo sobre seu papel como lider, o enfermeiro € parceiro, trabalhando
em equipe. O companheirismo também aparece como elemento que facilita a lideranca do
enfermeiro. O trabalho da equipe de enfermagem pode ser visto como interdependente, pois o
cuidado de Enfermagem depende da integracdo entre todos os profissionais, tendo a
comunicagdo como aliada importante (BROCA; FERREIRA, 2012). O enfermeiro deve saber
conduzir, organizar o trabalho da equipe, pois o lider é percebido como ponto de apoio,
alguém que estimula a equipe a desenvolver seu potencial (DOVERA; SILVA, 2011).

A categoria de maior relevancia foi a comunicacao, aparecendo em todos 0s encontros
do grupo focal. A comunicacdo foi vista como papel do lider, sendo um elemento com
potencial de facilitar o processo de gestdo ou de dificulta-lo, também foi a estratégia de maior
destaque para aproximar enfermeiros e direcdo, sendo citada de diversas formas, porém com o
mesmo sentido. Enfermeiros gerentes integrantes de um estudo de Santos et al. (2011)
afirmaram que a comunicacgdo é fundamental para o gerenciamento em Enfermagem, vendo o
enfermeiro como alguém com funcdo articuladora e mediadora na realizacdo do cuidado. O
estudo concluiu essa importancia para a Enfermagem enquanto pratica social, baseada na
produgéo, circulacéo e troca de informagdes que envolvem o contexto hospitalar.

Enfermeiros de um Hospital Universitario consideram a comunicagdo como um de
seus principais instrumentos de trabalho, ato inerente as suas atividades de gerenciamento.

Também a observam como algo importante no processo de aproximar a enfermagem dos
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demais profissionais para o alcance de objetivos comuns (SANTOS et al., 2011), opinido ja
encontrada nos estudos de (LOPES NETO, 2002) e (CORNIANI et al. 2000).

Uma comunicacdo falha, conforme apresentado por Santos et al. (2006), atrapalha o

caminho da relacdo, quando predominam as decisdes injustas e inadequadas, que impedem a
convivéncia com a equipe e promovem desconfianga, inimizade e desrespeito entre 0s
liderados. A aproximagdo com a equipe ¢ fundamental e um “baldao” na comunicagdo pode
gerar desconfianca e temor. Uma falha na comunicacdo, uma situacdo ocorrida e nao
transmitida para outro membro da equipe, pode ocasionar um entendimento equivocado entre
profissionais ou até afetar o cliente, interferindo no seu tratamento e prejudicando sua
recuperagdo (BROCA; FERREIRA, 2012).

Quanto mais transparente for a direcdo com seus lideres, passando informacdes sobre
a gestdo, mais envolvidos no trabalho eles estardo. Na visdo de Guimaraes e Cardoso (2011),
a Enfermagem ¢é a grande aglutinadora das a¢des que tocam o cuidado, qualidade, segurancga,
controle e avaliagdo. O resultado assistencial para o cliente serd maior se a Enfermagem tiver
uma participacdo mais estratégica, ndo apenas executando tarefas. A transparéncia e as
informacBes sdo necessarias para manter a Enfermagem alinhada com as estratégias da
organizago, o que culminara na exceléncia no cuidado. E o enfermeiro que conhece a préatica
assistencial e conhece 0s minimos detalhes dos processos operacionais, bem como esta perto
das expectativas dos clientes (GUIMARAES; CARDOSO, 2011). As participantes de um
estudo de Amestoyet al. (2009) apontaram a comunicacao eficaz como uma virtude essencial
para que o lider possa influenciar pessoas.

3. CONSIDERACOES FINAIS: Este estudo abordou a Gestfo e Lideranca dos
Enfermeiros de um Hospital de Média Complexidade e evidenciou nove categorias: lideranca,
tomada de decisdo, educacdo, conhecimento, trabalho em equipe, pessoas, organizacdo, apoio
da coordenacdo e comunicacdo. A partir da dindmica de grupo focal, com os depoimentos dos
enfermeiros, confirmou-se o que outros trabalhos sobre gestao e lideranca ja apontaram.

O trabalho teve como objetivo geral analisar o processo de gestdo desenvolvido pelos
enfermeiros no seu trabalho cotidiano, buscando estratégias a serem usadas pela direcdo para
que os enfermeiros desenvolvam melhor seu papel de lideranca. Considera-se que o objetivo
foi atingido, pois os enfermeiros demonstraram consciéncia de seu papel como lideres, vendo-
se como guias, ndo so da equipe de enfermagem, mas das equipes que constituem a instituicdo
hospitalar como um todo. Os aspectos destacados no processo de gestéo e lideranga podem

ser trabalhados pela direcdo, desenvolvendo os enfermeiros lideres, bem como as estratégias
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de aproximacgdo, com destaque para a comunicacdo e para 0 papel da coordenacdo de

Enfermagem.

A partir do pressuposto de que quanto melhor o enfermeiro utilizar as ferramentas de
gestdo e aprimorar a sua lideranca, melhor sera o resultado da sua assisténcia, com resultados
positivos para 0 paciente, para a instituicdo e para a sociedade, foram encontradas algumas
forcas que devem ser potencializadas, tais como: a lideranga, a tomada de decisdo, o
conhecimento, o trabalho em equipe e a comunicagdo. O grupo investigado mostrou perceber-
se como alguém que organiza, apoia, da suporte e que detém a visdo do todo. Destacou-se a
tomada de decisdo como parte importante do processo de lideranga, sendo o enfermeiro
aquele que tem palavra decisiva diante da equipe. Além disso, o conhecimento foi citado
COmMO necessario para que o processo decisorio seja assertivo.

O trabalho em equipe surgiu como papel do lider, sendo o enfermeiro aquele que
assume o papel de articulador, parceiro e mediador de conflitos, tendo as pessoas como
facilitadores e, a0 mesmo tempo, dificultadores do processo, considerando a presenca
inevitavel de conflitos e de resisténcia ao novo. A educacdo, instrumento relevante na gestéo,
ganhou pouco destaque, referida somente em relacéo aos técnicos novos. Tal fato mostra que
a educacdo como papel do lider deve ser estimulada na instituicdo. A comunicacdo foi
simbolizada de diversas formas, sendo significativo o fato de os enfermeiros sentirem-se
como porta-voz, da equipe e do paciente.

As estratégias que podem ser utilizadas pela direcdo do hospital para que 0s
enfermeiros assistenciais percebam e desenvolvam seu papel de lideranca destacadas no
sentido de aproximacdo com a direcdo, deram evidéncia a comunicagdo, colocando-a como
chave de todo o processo de gestéo e lideranca. Os enfermeiros valorizam os registros como
forma de comunicacdo e reconhecem que falhas na comunicacdo dificultam o trabalho do
lider. A maior énfase foi para a comunicacéo verbal, ndo sendo citada a linguagem corporal,
que, com certeza, sempre esta presente. Foram destacadas pelos enfermeiros as informacdes,
no sentido de uma direcdo transparente e que mantenha o grupo da lideranca informado sobre
0s projetos, decisdes e dificuldades da instituicdo, algo que deve ser valorizado como
estratégia de aproximacao entre enfermeiros e dire¢do. Outro ponto de aproximacao destacado
foi a Coordenacao de Enfermagem como elo, referéncia e facilitadora do didlogo.

Considera-se como um aspecto relevante o fato de os enfermeiros nédo citarem em seus

depoimentos as atividades de planejamento, tanto em nivel estratégico quanto operacional,
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gestdo de custos e gestdo de materiais e equipamentos. A ndo referéncia pode demonstrar falta

de interesse e distanciamento de tais atividades t&o relevantes na institui¢cdo hospitalar.

Um limitador do estudo foi a ndo participacdo de todos os enfermeiros da instituicéo
no grupo focal. Recomendam-se novas investigacfes sobre o posicionamento dos enfermeiros
quanto a gestdo hospitalar e ao alinhamento da gestdo e assisténcia, para o alcance do melhor
resultado assistencial.
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1 GLOBAL AGING

Aging is a global issue. In year 2010, 524 million people were 65 or older. It is about
8% of the global population. In 2050, the corresponding figures are estimated at 1,5 billion
and it will be 16% of the global population. In the most developed countries aging profile is ;¢
best seen, and also birth rates have declined over the decades.

However, more developing countries will quickly reach developed countries in aging.
For example the same demographic aging that reach more than a century in France will occur
in just two decades in Brazil. In the less developed countries, there is a rush to develop a new
policy and financial security of older people, which covers social and health services for all
needs. In other words, there are a concern that developing countries will grow older before
they will get richer (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011).

In modern times, people live longer. Life expectancy has picked up especially in the
2000°s. Aging and prolonging lifespan will affect social and health care expenditures all over
the world (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; FINDIKAATTORI, 2018).

For example, social and health services in Finland are undergoing change. Finland have a two
year social and health ministry’s top project for 2016-2018. Purpose of this project is to
develop home care for elderly and strengthens family caring for all ages.
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The goal of this project has been to break into an aging society. The targed was to
improve and harmonize customer and service management, elderly support and the content of
services, more specific the rehabilitation of home care and service structures and the
strenghthening of family and caregiver. Digitalisation of public services is a crosscutting
theme in this top project (VOUTILAINEN; NORO; KARPPANEN; RAASSINA, 2016).

2 OBJECTIVES

Purpose to this systematic review was produce information about future home health
care and gerontechnology. Another target was to produce information to our main research. It
is a qualitative research of home health care and digitalisation. The target countries in the
research will be Finland and Brazil, target group will be elderly over 75 years old in both
counties.

The main questions in this systematic review research are: What kind of
gerontechnology solutions there are in elderly home health care? What are elderly’s opinion
about these solutions?

3 METHOD

This research is a systematic review, it consists of science articles. | use Pubmed-
database and | used two main search words; Home health care AND gerontechnology. The
criterion was that publication date was; maximum 5 years old results. It was sorted by; Best
match. These search terms brings 16 results. Most of the articles had keywords like;
gerontechnology, smart homes, home health monitoring, telehealth. After the reading abstract
and keywords there were two articles which were leaving out in this point because this
articles didn’t have common keywords and the abstract were aside from the subject. The
articles that were left out was Predictors of inpatient (neuro)rehabilitation after acute care of
severe traumatic brain injury: An epidemiological study, and Home based training for
dexterity in Parkinson’s disease: A randomized controlled trial. After that I did some research
of “free full text”. Of 16 articles there were 8 articles with a “free full text”.

The reliability is increased by the fact that all research articles have been downloaded
from the Pubmed database. The condition was to take “Full text” and articles were published
within five years.

4 RESULTS

There is still not much evidence that intelligence and home care tracking technology
would be able to predict disease or prevent crashes. Technology should still be developed
(LIU; STROULIA; NIKOLAIDIS; MIGUEL-CRUZ; RIOS RINCON, 2016).

The articles also looked at older people attitudes such as privacy. The research showed
that elderly doesn’t care too much about it as much as younger does. Especially male doesn’t
care so much about privacy. The comfort of the healthcare facilities on the ground is not an
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old age issue, because the first impression on technology solutions are important. Various
wearable smart devices, such as fitness apps and homebased monitoring have taken many
countries in the foothold (CHARNESS; BEST; EVANS, 2016; URBAN, 2016).

Technological devices were not always felt to be useful, for example, intelligent
wireless sensor system IWSS, which was intended to report on health status, was found to be
of little or moderate benefit. Informal ceregivers were satisfied (COHEN; KAMPEL,
VERLOO, 2016).

Smarthames have attracted a lot of interest among scientists. Smarthomes will bring
home the property instead that it would be costly to society and healthcare services would be
more limited (NEF; URWYLER; BUCHLER; TARNANAS; STUCKI; CAZZOLI; MURI,
MOSIMANN, 2015; MAJUMDER; AGHAYI; NOFERESTI; MEMARZADEH-TEHRAN,;
MONDAL; PANG; DEEN, 2017).

In interviews with the elderly, various occupational groups such as health care staff,
leaders, home care and social workers, became aware of their views that technical solutions
make it easier for independent living. Healthcare professionals can also monitor the overall
health of the elderly in real time, discuss and provide feedback (PEEK; WOUTERS;
LUIKX; VRIJHOEF, 2016; MAJUMDER et al., 2017).

Life expectancy has increased over the years and the aging of the population is global.
This will affect the socioeconomic structure and may risk the health and well-being of older
people (MAJUMDER et al., 2017; MARCELINO; LAZA; DOMINGUES; GOMEZ-MEIRE;
FDEZ-RIVEROLA; PEREIRA, 2018). In E-service, older people tested video connectivity,
card games and voice massaging. The results showed that almost everyone was able to
perform the tasks without help. The results of this study were positive (MARCELINO et al.,
2018).

5 CONCLUSION

Technology and technological solutions are developing at very fast, especially in the
most developed countries. Population is aging fast and this burdened by social and health
expenditure. Technology could help with financial problems in social level and also
individual. It also improves healthcare system and could, for example, affect the patient’s
queues positively.

In the care of older people, technological solutions increase the ability to
communicate, manage health and improve safety. In benefits the patient, especially in home
health care, can help to create better conditions for homes of old people, improve safety and
maintain communicate with the outside world. Different technical solutions have come up
with good results, such as Telehealthcare, but some of the solutions have to be still developed.
Not all technical solutions and evaluations have yet to reach the users experience. The
attitudes about technology solutions are not positive in all elderly.

Older people need motivation, guidance and support for technological solutions. For
others, the use of technological solutions are already well known. Concerns about technology
solutions are the training of professionals and families of elderly. Also in the future, the fate
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of the professionals must be thinking. Future research areas could be more likely to available
in elderly who have dementia.
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LESOES POR PRESSAO: GERENCIAMENTO DOS CUIDADOS E DOS
CUSTOS

Magna Birk - Feevale!

Jacinta Sidegum Renner - Feevale?

DESCRITORES: Estomaterapia. Lesdes por pressdo. Enfermagem. Tratamento e Prevencéo.
Gerenciamento de Custos.

INTRODUCAO

A busca pela melhoria da qualidade assistencial prestada ao paciente hospitalizado nédo
depende exclusivamente dos avancos tecnoldgicos e cientificos, mas, principalmente, da
utilizacdo do conhecimento dos profissionais que o assistem, em especial a equipe de
enfermagem. # Por essa razdo, um dos principais desafios da equipe de enfermagem diante do
paciente hospitalizado refere-se a prevencdo das Lesbes por Pressdo — LP, bem como ao
cuidado e tratamento dessas lesdes no periodo de internacdo hospitalar. As LP sempre
demandam grande preocupacdo aos servicos de salde, quer pela elevada incidéncia,
prevaléncia e diversidade de medidas profilaticas e terapéuticas demandadas, quer pelo
aumento da mortalidade, morbidade e custos delas provenientes.?

O NPUAP (National Pressure Ulcer Advisory Panel) define lesdes por pressao como
um dano localizado na pele e/ou tecidos moles subjacentes, geralmente sobre uma
proeminéncia 0ssea ou relacionada ao uso de dispositivo médico ou a outro artefato. A
tolerdncia do tecido mole a pressdo e ao cisalhamento pode também ser afetada pelo
microclima, nutrigdo, perfusdo, comorbidades e pela sua condi¢do.? A organizacio classifica
as lesBes por pressdo em seis estagios distintos, identificados a partir de uma pele integra com
eritema que ndo embranquece até a descoloracdo vermelho escura, marrom ou puUrpura,
persistente e que ndo embranquece.?

A problematica da presenca de UP acarreta resultados negativos para o paciente, tais
como: dor, tratamento adicional e cirurgia, aumento da permanéncia no hospital, mutilagéo,
aumento da morbidade e dos custos. ° Esses resultados podem ser divididos em dois grupos:

1 Enfermeira. Mestranda do Programa de Diversidade Cultural e Inclusdo Social pela Universidade Feevale. E-
mail: meguibirk@feevale.br.

2 Fisioterapeuta. Doutora em Engenharia de Producéo com Enfase em Ergonomia pela UFGRS. Coordenadora
do PPG em Diversidade Cultural e Inclusdo Social pela Universidade Feevale. E-mail: jacinta@feevale.br.
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0s quantificaveis e os ndo quantificaveis. O segundo grupo refere-se a custos relativos a dor,
desconforto, diminuigédo da autoestima, cicatrizes, odor, dificuldade para o autocuidado, entre
outros. ®

No contexto hospitalar, as medidas de prevencdo e tratamento das lesdes por presséo
dependem fundamentalmente da equipe de enfermagem, que tem o papel de liderar e
programar as acdes preventivas. Especificamente dentro dessa equipe esta o enfermeiro que,
além da capacidade de conhecimento cientifico acerca do assunto, necessita desenvolver e
praticar a gestdo dos custos provenientes desse cuidado. Tendo em vista as necessidades das
instituicOes hospitalares em gerenciar de forma eficiente seus custos, a participacdo do
enfermeiro dentro desse processo tem se mostrado fundamental, conforme verificado nos
apontamentos da literatura. No que se refere ao gerenciamento dos custos provenientes da
prevencdo e tratamento das lesGes por pressdo, a participacdo do enfermeiro, como gestor
dessas estratégias, gera uma significativa melhoria nas praticas assistenciais.

Considerando a relevancia do tema lesdes por presséo, cuidado e custos relacionados,
espera-se que esta revisdo integrativa possibilite a discussdo quanto a escolha de estratégias
mais adequadas e de menor custo, ou seja, que enfoquem primordialmente a prevencdo das
LP. Nesse caso, considera-se a estruturacdo de propostas de implementacao e aprimoramento
de condutas ja existentes ou o desenvolvimento de novas estratégias.

Assim, este estudo buscou vincular os pilares assistenciais e de gestdo de custos para
possibilitar, mediante revisdo da literatura, uma discussdo acerca do assunto, para que
estratégias diferenciadas sejam engendradas com a finalidade de diminuir os custos advindos
do cuidado bem como prevenir lesbes por pressdao. Emenda-se a isso que tais estratégias
visem a melhoria na tomada de decisdo acerca dos protocolos institucionais, direcionando-as
para a sustentabilidade econdmica das instituicbes. Desse modo, busca-se solucionar o
problema desta pesquisa — Quais sdo 0s apontamentos da literatura em relagdo a prevencéo e
tratamento de lesGes por pressdo vinculada ao gerenciamento de custos? Tendo-se como base
objetivos focados em analisar custos, e 0 gerenciamento destes, relacionados ao tratamento
das LP e as possibilidades de estratégias de prevencao.

METODO

O presente estudo se caracteriza como uma revisdo integrativa da literatura sobre
cuidados de enfermagem em relacdo a prevencdo e tratamento de lesdes por pressdo,
buscando relacionar estas estratégias ao gerenciamento dos custos da prevencdo e tratamento
das lesbes. Por revisdo integrativa da literatura, entende-se as revisdes sintetizadas dos
estudos ja realizados em determinada area do conhecimento, ou seja, um método de pesquisa
que permite sintetizar e concluir sobre a literatura atual, servindo de suporte para a tomada de
decisdo e melhoria das praticas clinicas em relacdo as lesfes por pressdo. A base de dados da
Biblioteca Virtual da Salde serviu de fonte para esta revisdo, que possibilitou o
estabelecimento de senso critico em relacdo aos estudos, no sentido de buscar a elaboracéo de
novos estudos na area em questao.
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A busca foi realizada nos meses de outubro, novembro e dezembro de 2017,
contemplando a selecdo de 56 artigos relacionados aos descritores, dos quais, apés leitura e
andlise dindmica, foram excluidos 40, por ndo corresponderem a proposta do estudo. Os 16
restantes foram avaliados exaustivamente, sendo ainda dispensados quatro estudos por falta
de compatibilidade com o assunto; restando um total de doze artigos. Ainda, com o objetivo
de refinar a pesquisa, a selecdo dos artigos obedeceu aos seguintes critérios de inclusdo:
Periddicos indexados na Biblioteca Virtual de Saude, artigos indexados pelos descritores:
Estomaterapia. Lesdes por pressdo. Enfermagem. Tratamento e Prevengdo. Gerenciamento de
custos. Além disso, optou-se por artigos publicados em lingua portuguesa, contendo textos
disponiveis na integralidade de contetdo e publicacGes no periodo de 2002 a 2017, e pela
Biblioteca Virtual em Saude (BVS).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizacdo dos estudos teve por base as revisdes de literatura, revisdes
integrativas, artigos extraidos de teses e dissertacdes, pesquisas qualitativas e quantitativas.
Acrescenta-se ainda que, na perspectiva de tornar mais clara a exposicdo dos resultados,
foram elaborados dois quadros, contendo artigos relacionados ao gerenciamento dos custos
(quadro 1) e medidas de prevencéo e tratamento de lesdes por presséo (quadro 2).

Quadro 1. Distribuicdo dos estudos selecionados no que se refere ao gerenciamento de
custos segundo autor, periddico e ano de publicacéo, base de dados, nivel de evidéncia e
recomendacdes/conclusdes
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Autores/ Base de Método NE  Recomendagdes/Conclusdes

Periddico/Ano dados

Moror¢ et al. 10 LILACS Revisdo integrativa \Y A aplicacéo da pratica gerencial do enfermeiro apresenta-se
como uma necessidade para o desenvolvimento de um modelo

Acta Paul Enferm. de gest#o do cuidar.

(2017)

Campos et al. 11 Scielo Pesquisa qualitativa \Y Evidenciou-se a necessidade de estudos mais amplos no campo

Reme— Rev. Min. tipo exploratéria do gerenciamento de custos hospitalares, em funcéo das

Enferm. (2008) necessidades atuais de gestdo por parte dos profissionais
enfermeiros.

Guedes et al.12 Redalyc Reviséo integrativa \Y As recomendaces para melhores préticas do gerenciamento
parecem estar centradas no processo de formagéo dos futuros

REBEN- (2013 enfermeiros. Sugerem oportunizar a vivéncia prética da teoria
gerencial.

Araujo etal. 13 Scielo Estudo observacional e \Y} O estudo conclui que o estadiamento das les6es tem relagéo

analitico direta com o custo dos curativos. Sendo o enfermeiro

Revista da Escola responsavel por préticas cientificas focadas no gerenciamento

de enfermagem da de custos.

USP (2017)

Franciscoetal. 14  Scielo Revisdo da literatura \Y O crescente aumento dos custos hospitalares que possuem
causas multifatoriais, sendo o enfermeiro responsavel pelo

RevEscEnferm gerenciamento destes, ainda no ambiente académico.

USP 2002

Lima 21 Scielo Pesquisa \Y A implantacéo de protocolos institucionais vinculados a pratica

quantitativa/Estudo de gerencial de custos e assistencial dos enfermeiros tem efeito de
Rev. Eletr. Caso prevencéo de lesdes por pressao.

Enf.[Internet]2015
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No que se refere ao gerenciamento de custos relacionados as lesdes por pressdo, percebeu-se
uma formatacdo generalista na maioria dos artigos acerca do assunto, trazendo uma
perspectiva vinculada a lideranca e gestdo, organizacdo do cuidado. O apontamento do
enfermeiro como sendo o responsédvel pela realizagdo do gerenciamento também € fator
amplamente citado nesses mesmos artigos. Chamam a atengédo os artigos do quadro 1, pois
discorrem de forma semelhante sobre o fato de que o enfermeiro seria o profissional
fundamentalmente indicado para o controle e gerenciamento.

Em um primeiro momento, expdem-se aqui alguns dados relacionados aos custos financeiros
envolvidos no processo. Verificou-se um estudo realizado no Reino Unido, que aponta que o
custo anual estimado relacionado ao desenvolvimento de ulcera por pressao varia de £180
milhdes a £2 bilhdes.” Outra pesquisa N0 mesmo pais indica que o custo médio gasto pelo
sistema de salde, nas indenizacfes pedidas, quando houve a ocorréncia deste tipo de lesdo,
foi reportado no valor de £37.295, podendo estender-se até £375.000.°

No &mbito nacional, para pacientes cronicos e acamados internados em hospitais gerais,
pesquisas indicam valores de incidéncia entre 17,7% e 39,8%. No entanto, para pacientes
lesados medulares internados em um hospital-escola, os autores referem a ocorréncia de
tlcera por pressdo em 42,5% dos sujeitos investigados.®

No contexto dos pacientes cirurgicos, pesquisas conduzidas e publicadas na literatura
internacional apontam taxas de incidéncia de LP de 21,2% e 21,5 %.'! Mesmo autor aponta
que, em estudo conduzido na Turquia, os resultados indicam incidéncia elevada de 54,8%. J&
na literatura nacional, o estudo de Pachemskhy demonstra uma incidéncia de 37% de
desenvolvimento de lesdes por presséo. °

Cabe ressaltar a relevancia do enfermeiro como gestor, no sentido de que gestdo e geréncia
sdo sinbnimos e seus significados compreendem a acdo, o pensar e a decisdo. Assim, gestdo,
ou geréncia, pode ser tratada como algo cientifico e racional, do qual se procedem as analises
e relacdes de causa e efeito. Ainda que, compreendida como algo passivel de
imprevisibilidades e de interacdes humanas, o que lhes confere uma dimensao intuitiva,
emocional e espontanea. *°

Desse modo, tomando como norte o apontamento da literatura, entende-se que, na
enfermagem, a gestdo, ou gerenciamento, do cuidado deve ser aplicado a articulacdo entre as
dimensdes gerencial e assistencial no processo de trabalho do enfermeiro. Nesse sentido,
guando o enfermeiro atua na dimensdo gerencial, ele desenvolve acGes voltadas para a
organizacdo do trabalho e de recursos humanos, cujo propoésito é viabilizar as condicdes
adequadas, tanto para a oferta do cuidado ao paciente como para a atuagdo da equipe de
enfermagem. A exemplo das perspectivas dos autores citados anteriormente seguem em
concordancia os demais citados no quadro 1. Destacando-se o enfermeiro, transgredindo a
visdo assistencial.

Quadro 2. Distribuicdo dos estudos selecionados no que se refere a prevencéo de lesdes
por pressdo segundo autor, periddico e ano de publicacdo, base de dados, nivel de
evidéncia e recomendagdes/conclusdes
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Autores/ Basede  Método Recomendagdes/ Conclusdes

Peri6dico/Ano dados

Miyazaki et al. LILACS Artigo v A aplicacéo do teste demonstrou deficiéncia no conhecimento da equipe de

15 extraido de enfermagem em relacéo a Lesdes por presséo e sua prevencgdo. Apontando a
dissertagdo educagdo continuada como estratégia adequada.

Rev. Latino-Am. de mestrado

Enfermagem

(2010)

Salesetal. 16 LILACS Estudo \Y A mensuracéo do risco para o desenvolvimento de leses por pressao e o
descritivo conhecimento da prevaléncia séo estratégias importantes para a elaboragdo

remk — Rev. transversal de condutas de prevencéo e tratamento.

Min. Enferm.

(2010)

Matos et al. 17 Scielo Estudo \Y O estudo demonstrou que os pacientes de UTI sdo mais propensos ao
descritivo/ desenvolvimento de lesBes. A literatura atual corrobora com este achado.

Rev. Eletr. Enf. Abordagem Estabelecer protocolos de prevencéo.

UFG quantitativa

(2010)

Rogenski 18 BVS Artigo \Y O estudo aponta que os pacientes de UTI possuem maior risco para o

) extraido de desenvolvimento de lesdes por pressdo. Demostra diminuigao acentuada da

Rev. Latino-Am. Tese de incidéncia de lesGes por pressdo ap6s protocolo de prevengao.

Enfermagem Doutorado

(2012)

Menegon et al. Scielo Artigo de \Y A implementac&o de protocolo de prevengao e tratamento de lesdes por

19 Revisdo pressdo converge para uma estratégia de qualidade na pratica assistencial.

Rev HCPA

(2007)

Ursietal. 20 LILACS Artigo \Y A ocorréncia de lesdes por pressdo em centro cirdrgico ficou em torno 25%. 135
extraido de Com vistas a reducdo dos custos, implementar protocolos de prevencéo.

Acta Paul tese de

Enferm. Doutorado

(2010)

O quadro 2 mostra uma aproximacdo e uma identificacdo da enfermagem com a préatica
do cuidar; bem como a tomada de decisdo para execucdo da prevencao é defendida com
desenvoltura e apropriacdo do conhecimento. Corrobora com este fato, o interesse em estudos
sobre 0 assunto, uma vez que se identificam teses e dissertacGes sobre prevencdo e cuidados
das LP, o que é indicativo do nivel elevado de interesse pelo tema.

O estudo 19, quadro 2, aponta a mensuragdo do risco ao desenvolvimento de lesGes
como sendo o inicio do processo de prevencdo. O instrumento de avaliagdo mais
extensivamente utilizado para mensurar o risco é a Escala de Braden, por sua eficacia para a
tomada de decisdo das medidas preventivas. !

Destacam-se, também, sugestdes acerca do estabelecimento de protocolos que orientem
condutas e facilitem a tomada de decisdes referentes a medidas eficazes para prevenir o
surgimento de LP nos pacientes anteriormente caracterizados dentro do ambiente hospitalar,
fundamentados na educacdo continuada.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

Este estudo possibilitou conhecer os apontamentos da literatura em relagdo a prevencdo e
tratamento de lesdes por pressdo vinculadas ao gerenciamento de custos. Em termos de
resultados, pode-se inferir que ha dificuldade em se encontrar dados precisos referentes a
mensuracdo destes custos, visto que somente em um dos estudos esta estratégia foi apontada.
Entretanto, encontrou-se consenso no fato de que muitos autores sugerem a gestdo como uma
ferramenta fundamental para a prética do cuidado. Contudo, nos artigos analisados encontrou-
se pouco vinculo entre a gestdo da enfermagem com o gerenciamento dos custos das LP.
Portanto, parte-se do pressuposto da necessidade de pesquisas fundamentadas especificamente
nestas questoes.

No que refere a medidas de prevencdo, os estudos demonstram que parece existir amplo
interesse na producdo sobre o assunto, pois chama atencdo o nimero de teses e dissertaces
acerca do assunto. Entretanto, durante a analise da literatura, no que tange aos custos,
verificou-se que o interesse é menor quando comparado com outras variaveis.

A respeito dos dados coletados nos estudos em relacdo a implementacdo das medidas de
prevencao e tratamento, cabe salientar a conducdo das estratégias por meio de protocolos
fundamentados na literatura e colocados em pratica, na tentativa de padronizar as medidas de
cuidados para a prevencéo de LP. Nesse sentido, a padronizacao de aplicacao destes cuidados
foi referenciada como uma pratica importante. Salienta-se ainda que colocar em pratica 0s
protocolos referentes a prevengdo e tratamento de lesdes esta intimamente ligado ao
estabelecimento de uma prética de educacdo continuada como pilar fundamental para sua
execuc¢do no cotidiano de trabalho.

Por fim, a analise dos artigos mostrou que os resultados sao indicativos para que as areas
afins, principalmente a enfermagem, projetem novas pesquisas acerca do tema, centrando-se
na mensuracdo dos custos oriundos da abordagem terapéutica e tratamento das LP, com o
intuito de contribuir para a melhoria das praticas assistenciais e para o gerenciamento de
custos, assim como, focarem mais na prevencdo e, consequentemente, na possibilidade de
diminuicdo dos custos.
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REFLEXOES DAS RESIDENTES DE ENFERMAGEM ACERCA DA
POLITICA DE SAUDE DO HOMEM NO RIO GRANDE DO SUL
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Palavras-chaves: Educacdo em Enfermagem. Saide do Homem. Educacdo em Saude. Saude.

INTRODUCAO: A Residéncia multiprofissional além de proporcionar ao aluno a
experiéncia no campo de sua formacao, a troca de saberes com a equipe multiprofissional que
a compdem, permite durante sua carga horaria, a possibildiade de estar aprofundando seus
conhecimentos e reflexGes a cerca de diversos assuntos. Em uma disciplina “Legislag¢do e
Politicas de Saude”, do Programa de Residéncia Multiprofissional de Urgéncia e Trauma, na
qual foram abordadas algumas das inimeras politicas publicas em salde existente no Brasil,
foi debatido e refletido acerca da Politica Nacional de Atencdo Integral a Saide do Homem
(PNAISH). A PNAISH tem a funcdo de qualificar a saude da populacdo masculina
englobando as linhas de cuidado integral da atencdo desta populacdo, e ndo somente no

periodo especifico do ano ao qual se destina a satde do homem, o tradicional novembro azul.

! Enfermeira. Residente do Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase
Urgéncia e Trauma.

2 Enfermeira. Residente do Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase
Urgéncia e Trauma.

3 Mestre em educagdo. Enfermeira. Coordenadora do curso de Enfermagem e coordenadora da COREMU do
Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase Urgéncia e Trauma.

4 Mestre em Diversidade Cultural e Inclusdo Social — Professora no Curso de Enfermagem e no Programa de
Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale -

5> Enfermeiro da Fundacdo de Salde de Novo Hamburgo - FSNH. Especialista em UTI e Urgéncia e Trauma.
Preceptor da Enfermagem no Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase
Urgéncia e Trauma.
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OBJETIVO: Relatar a experiéncia das residentes de um Programa de Residéncia

Multiprofissional Urgéncia e Trauma, vivenciada durante um processo de estudo e pesquisa,
desenvolvido em uma disciplina no qual foi abordado os programas existentes em nosso pais

para a populacdo marculina.

METODOLOGIA: Trata-se de um relato de experiéncia sobre uma atividade desenvolvida
em aula de um programa de residéncia multiprofissional Urgéncia e Trauma, que consiste no
estudo e reflexdo das Politicas Publicas em salde existentes no Brasil para a populacdo

masculina.

RESULTADOS E DISCUSSOES: Sabe-se que as politicas pablicas em satde voltadas para
a populacdo masculina ainda sdo muito recente, caminha a passos largos de se tornar rotineira
nos atendimentos realizados na Estratégias de Salde da Familia (ESF) ou nas Unidades
Bésicas de Saude (UBS) dos municipios brasileiros, isto, uma vez que ja de longa data os
estudos voltados a esta populacéo eram raros. Ha relatos que os primeiros estudos realizados
gue abordavam a saude do homem foram na década de 70 nos Estados Unidos, estes eram
voltados Unica e exclusivamente para os problemas de saude, forma curativa, naquela época ja
constava uma desigualdade na atengdo em comparacdo com as mulheres, uma vez que a taxa
de morbimortalidade era muito superior. Ja na década de 90 iniciam-se a busca no processo de
salde-doenca do homem (SCHWARZ, et al. 2012). S6 entdo anos apos, em 27 de agosto de
2009 ¢ instituida a nivel de saide publica e Sistema Unico de Satde (SUS) a Politica
Nacional de Saude Integral do Homem, com o objetivo de englobar todos os aspectos
relacionados a saude desta populagdo, visando organizar, implantar, qualificar e humanizar
em ambito do SUS, a atencdo integral do homem. Sabe-se que a populacdo masculina esta
mais vulneravel e com elevado risco de mortalidade precoce que as mulheres, uma vez que
seu estilo de vida, criminalidade, acidentes de transito, e a ndo adesdo de buscar atendimento
na ESF contribuem para estd finalizacdo (BRASIL, 2009). Os esteridtipos de género
enraizados ha séculos em nossa cultura pratiarcal, potencializam as praticas baseadas em
crencas e valores do que é ser masculino, o ndo adoecimento, ndo demonstrar fraqueza, sao
sinais ainda presentes na realidade de muitos homens, 0 que sugere que 0S mMesmos n&o
busquem pelo cuidado, sendo assim, grande parte da ndo-adesdo as medidas de atengdo
integral por parte do homem € decorrente das variaveis culturais fortemente presente na
realidade brasileira. Os homens tém dificuldade em reconhecer suas necessidades, cultivando

0 pensamento magico que rejeita a possibilidade de adoecer. Além disso, 0s servigos e as
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estratégias de comunicacdo privilegiam as acfes de saude para a crianga, 0 adolescente, a

mulher e ao idoso, tornando a populagdo masculina desprovida de atendimento integral sob o
olhar de que € uma populacdo assim como outra qualquer e que necessita de acompanhamento
de seu processo saude — doenca, buscando o servico ndo apenas para 0 modo curativo
intencional, mas como cuidado e prevencdo de agravos, em todos 0s meses e ndo somente no
més destinada a saude do homem, més de novembro (BRASIL, 2009). A PNAISH considera
que além dos aspectos educacionais, 0s servi¢os publicos de saude sejam organizados a modo
a acolher o homem de forma integral, traz consigo os principios a humanizacao e a equidade,
que implicam na promocdo, reconhecimento e respeito a ética e aos direitos do homem,
obedecendo as suas peculiaridades sécio-culturais. Outro aspecto a ser considerado a respeito
do homem é a violéncia, um fendmeno difuso, complexo, envolvendo fatores culturais,
sociais, politicos e econdnicos que engloba 0 homem o ser mais vulneravel a violéncia, seja
como autor ou vitima, além disso cabe destacar que 0os homens adolescentes e jovens sao 0s
que mais sofrem lesdes e traumas devido a agressoes, e as agressoes sofridas sdo mais graves
e demandam maior tempo de internacdo, em relacdo as sofridas pelas mulheres (SOUZA,
2005). A agressividade esta biologicamente associada ao sexo masculino e, em grande parte,
vinculada ao uso abusivo de alcool, de drogas ilicitas e ao acesso as armas de fogo. Vale
lembrar que o Plano Nacional de Salde no Sistema Penitenciario, instituido pela Portaria
Interministerial n® 1777, de 9 de setembro de 2003, prevé o cumprimento do direito a saude
para as pessoas privadas de liberdade, garantindo acbGes de saude em todos os niveis de
complexidade (BRASIL, 2004). A PNAISH ¢ focada em cinco eixos: acesso e acolhimento,
paternidade e cuidado, salude sexual e reprodutiva, doencas prevalentes na populacao
masculina, prevengéo de violéncias e acidentes. Atualmente com falta de recursos, insumos,
profissionais qualificados nas instituicdes de satde, além, das filas de espera, falta de leitos,
torna o acesso aos servicos de saide um momento turbulento. E fundamental que a PNAISH
seja implementada rotineiramente nos servicos de atencdo basica, intermediaria e terciéria,
uma vez que o acesso a salde é um direito de todos e dever do estado proporcionar em todas
as suas instancias o acompanhamento deste individuo. Ao refletirmos sobre a PNAISH
verificamos que é essencial a divulgacdo da mesma pela midia, fortalecendo as agdes para
suprir as necessidades do publico alvo, afim de aprofundar alternativas para sensibilizar a
populacdo masculina da importancia da prevencdo em saude e efetivar o vinculo com o
servico basico de saude. Campanhas de divulgacdo como uma alternativa de conscientizacdo

da populacdo para buscar o servi¢o. Mas tais agdes como estd devem ser desenvolvidas ndo
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somente em um periodo especifico do ano, como no ocorrido no novembro azul, onde
diversos servicos de salde desenvolvem estratégias para promocao a saude do homem. O
trabalho de prevencdo e promocdo a salde deve ser estimulando durante todo o ano, €
imprescritivel que os profissionais da satde estejam sensibilizados e capacitados para acolher
a populacdo masculina nos diversos estabelecimentos de saude. Entre os profissionais de
salde, o enfermeiro possui um papel fundamental, visto que por vezes torna-se 0 primeiro
profissional a ter contato com o homem, vé-se a necessidade de prosperar este trabalho, e
trazer diariamente 0 homem ao servico de saude, desenvolver nos mesmo o entendimento da
importancia do autocuidado, e ndo somente apds a instalagdo de uma doenca cronica. Visto
que o homem é uma populacdo mais vulneravel as doencas em comparacdo as mulheres,
sobretudo no que se refere a enfermidades graves e cronicas uma vez que ndao buscam pela

prevencdo da saude, vado apenas a busca quando notam que a doenca esta constatada.
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RELACAO DA DEPRESSAO E O MARCADOR DE ESTRESSE
OXIDATIVO (8-OHdG) NO PROCESSO DE ENVELHECIMENTO BEM
SUCEDIDO
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INTRODUCAO
A depressdo é considerada hoje em dia, um problema de satde importante que afeta
pessoas de todas as idades, levando a sentimentos de tristeza e isolamento social que muitas
vezes tém como desfecho o suicidio. Nas idades avancadas ela assume formas, muitas vezes,

dificeis de diagnosticar e de tratar. E muito mais comum em mulheres (MARTINS, 2008).

Os sintomas persistem e interferem na vida cotidiana, e podem incluir: sentir-se triste
ou "vazio"; perda de interesse em atividades favoritas; comer demais, ou nao querer comer
nada; nao ser capaz de dormir ou dormir demais; sentir-se muito cansado; sentir-se sem
esperanca, irritavel, ansioso ou culpado; dores, cdibras e problemas digestivos; pensamentos
de morte ou suicidio. A depressdo é um disturbio do cérebro com vaérias causas, incluindo
fatores genéticos, bioldgicos, ambientais e psicoldgicos. Existem tratamentos eficazes para a

depressao, incluindo antidepressivos, psicoterapia ou ambos (MEDLINEPLUS, 2018).

Na populacgdo idosa é muito comum, a depressao ser sub-diagnosticada e sub-tratada,
principalmente ao nivel dos cuidados de salde primarios. Prevé-se que as consequéncias na
salde publica do sub-tratamento da depressao no idoso irdo aumentar, dado o envelhecimento
crescente da populacdo (MARTINS, 2008).

1Especialista em Terapia Intensiva, Enfermeira, Bolsista do Aperfeicoamento Cientifico do Programa de Pés
Graduagdo em Diversidade Cultural e Incluséo Social.

2 Doutorando do Programa de Pés Graduagdo em Diversidade Cultural e Inclusdo Social.

3 Doutora em Bioquimica Toxicoldgica, Quimica, Programa de Pds Graduacdo em Qualidade Ambiental.

4 Doutor em Biologia Molecular e Genética, Bidlogo.

5 Doutora em Psicologia, Psicéloga, Programa de Pds Graduagdo em Diversidade Cultural e Inclusdo Social.
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O processo de envelhecimento é caracterizado por uma reducdo gradual de funcGes

fisioldgicas. Um dos principais intervenientes neste processo parece ser o estresse oxidativo,
que € definido como um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) e os sistemas antioxidantes. Os radicais livres, na auséncia de defesas antioxidantes
enddgenas, provocam dano oxidativo a macromoléculas celulares (DNA, lipidios e proteinas)
levando ao envelhecimento e doencas degenerativas. De fato, existem muitos tipos de
modificacdes na base oxidativa que podem potencialmente surgir no DNA como resultado do
ataque de ROS. Entre as lesdes de DNA, o 8-OHdG é um dos mais abundantes e bem
caracterizados produtos da leséo oxidativa (LUCERI et al., 2018).

Refletir acerca do processo de envelhecimento bem sucedido nos remete a relacionar
varidveis como depressdo e estresse oxidativo nos idosos. Segundo Palta et al. (2014)
percebe-se que uma associacdo entre depressao e estresse oxidativo tem sido relatada, embora
os achados sejam inconsistentes devido a populacBes clinicas heterogéneas, amostras
pequenas e 0 uso de medidas varidveis de estresse oxidativo. Em relacdo a esta colocacéo
configura-se o objetivo geral deste estudo: analisar a associacéo de depressdo e o marcador de
estresse oxidativo (8-OHdG).

METODOLOGIA

O delineamento deste estudo foi descritivo, quantitativo e transversal. A populacéo
deste estudo foi constituida de idosos residentes no Municipio de Ivoti/RS. A amostra foi
selecionada por conveniéncia dos 5 postos de salde do municipio. Todos os idosos
cadastrados foram convidados a participar e a amostra foi composta por 161 pessoas idosas na
faixa etaria compreendida entre 60 e 79 anos de idade, de ambos os sexos. A média de idade
foi de 67,45 anos com desvio padrdo de 5,57 anos. As faixas etarias foram divididas em duas
classificacbes: 60 a 69 anos (66%) e 70 a 79 anos (34%). Nesta amostra tivemos 29,9% do
sexo masculino e 70,1% do sexo feminino identificando a presenca da feminilizagdo da
velhice. Os instrumentos e as técnicas que avaliaram as varidveis: Escala de Depressao
Geriatrica-GDS-15 e Deteccdo de 8-OHdAG. A analise descritiva da depressao foi realizada
com a amostra total de pessoas idosas. A partir deste resultado a amostra identificada com
depressdo foi analisada atraves do teste de regressdo linear, equacdo para se estimar a
condicional (valor esperado) de uma varidvel, dados os valores de algumas outras variaveis;

com o método Stepwise.
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APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Foram encontrados, nos idosos residentes no Municipio de Ivoti/RS, 1% com
depressdo grave, 12,4% com depressdo leve e 86,7% auséncia de depressdo. Na amostra de
idosos que apresentam depresséo leve e grave foi realizado um estudo de associagdo através
da regressao linear com método stepwise. Nesta analise foi identificada associacdo da variavel
dependente estresse psicossocial com a varidvel 8 OhdG. Este resultado demonstra que em
pessoas idosas com depressdo, quanto maior for o estresse psicossocial maior € o indice de
estresse oxidativo (R?= 0,366). Dados da literatura demonstram a prevaléncia de depressdo no
idoso, relacionam o 8-OHdG com o processo de envelhecimento e doengas como o cancer. O
estudo de Oliveira et al. (2006) verificou a prevaléncia de depressdo em idosos que
frequentam centros de convivéncia. Dos 118 pacientes idosos, 90% eram do sexo feminino; a
maioria tinha entre 60 e 64 anos; e a depressao foi identificada em 31%, 4% apresentaram
depressdo grave. O estudo recomendou a criacdo de programas nacionais com o objetivo de
diminuir sintomas depressivos entre 0s idosos.

Jé& o estudo realizado por Ferreira e colaboradores (2013), com uma amostra composta
de 850 idosos mostrou que as caracteristicas dos idosos com indicativo de depressdo tinha um
predominio do sexo feminino, idades superiores a 80 anos, falta de atividade fisica e a ndo
utilizacdo de alcool.

Os estudos sobre a depressdo verificaram uma maior prevaléncia em mulheres,
incluindo os estudos com idosos. Este entendimento é citado por Medeiros (2010) que fala
gue ndo existem diferencas raciais ou étnicas, contudo, a prevaléncia de depressdo no género
feminino € superior ao masculino, em todas as idades. Dessa forma, novos estudos sobre a
depressdo no idoso podem aumentar o debate sobre os novos desafios a satde publica.

Para Luceri et al. (2018) o estresse oxidativo desempenha um papel importante na
inducdo do dano oxidativo e do comprometimento celular, resultando em um declinio geral
das funcbes fisioldgicas. Foi realizado um estudo para avaliar as alteracdes relacionadas a
idade nos niveis circulantes de espécies reativas de oxigénio (ROS) e antioxidante em ratos
muito jovens (2 meses de idade), jovens (8 meses de idade) e de meia-idade (15 meses de
idade). Além disso, 0 marcador oxidativo de DNA 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG) e
a expressdo das enzimas de reparo de DNA APE1, OGG1 e UNGos genes foram também

medidos. Os resultados demonstram que o dano oxidativo ao DNA, medido com o 8-OHdG,
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foi significativamente maior (cerca de quatro vezes) no figado de ratos mais velhos. O nivel

mais alto de 8-OHdG medido no DNA do figado de 15 meses de idade ratos podem estar,
pelo menos parcialmente, associados a uma maior e uma capacidade reduzida para reparar
danos no DNA durante o processo de envelhecimento. Foi apontada como conclusdo que
durante o processo de envelhecimento a superproducdo de ROS leva a um estado de dano

oxidativo tanto no figado quanto no nivel que ocorre ja na meia-idade.

Wang et. at. (2016) realizaram uma pesquisa para avaliar a correlacdo de
biomarcadores de dano oxidativo do DNA, 8-OHdG, entre sangue e urina e fatores de risco
associados a 80OHdG. A populacdo do estudo foram 92 trabalhadores de escritério com idade
entre 23 e 60 anos. Foi encontrada uma relacdo positiva entre o plasma e os niveis de 8-
OHdG urinario ajustados para sexo, idade, IMC e tabagismo. Os resultados sugerem que
existe uma relacdo positiva entre os biomarcadores de plasma e 0 8-OHdG urinério.

Wu et al. (2017) no estudo para deteccdo de 8-OHdG em leucdcitos periféricos
humanos demonstrou que o nivel de leucécitos 8-OHAG do grupo de pacientes com cancer (n
= 46) é significativamente maior que o de o controle de saude (n = 75). O 8-OHdG no
leucdcito do sangue periférico esta associado a mutagdo e ao risco de cancer. O nivel de 8-
OHdG nos leucdcitos do sangue periférico pode indicar uma resposta a longo prazo ao

estresse oxidativo e ndo na urina.

CONSIDERACOES FINAIS

A depressdao se correlaciona significativamente positivamente com 0s niveis
plasmaticos de 8-OHdG. Dessa forma, por meio desse estudo, pode-se concluir que as
pesquisas demonstram que o 8-OHdG, um biomarcador de dano oxidativo ao DNA, é
extensamente utilizado em estudos, porém ndo relacionado com a depressédo no idoso, 0 que
pode auxiliar no conhecimento do envelhecimento cerebral, assim como nas varias doencas
neurodegenerativas. Fica evidente que a relacdo da depressdo com o estresse oxidativo
constitui um grupo carente de intervencdes especificas que resultem em aumento de sua
sobrevida e melhoria do seu bem estar. Sugere-se entdo que se discuta mais sobre o assunto
tanto com os profissionais e instituicdes como com o0s académicos, para que haja um melhor

entendimento.

Palavras chave: Dano oxidativo. Depressao. ldoso.
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RELATO DE EXPERIENCIA DAS RESIDENTES DE UM PROGRAMA
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Palavras-chaves: Educacdo em Enfermagem. Educacdo em Farmécia. Educacdo em Salde.
Saude.

INTRODUCAO: O Programa de Residéncia multiprofissional tem o objetivo de oportunizar 149

a vivéncia dos residentes em distintos lugares, proporcionando, dessa forma, o entendimento
da dindmica de instituicdes e suas rotinas de trabalho, além da convivéncia com diferentes
profissionais. A residéncia possibilita, também, a troca de conhecimento em diversas &reas,
uma vez que a equipe de profissionais é multiprofissional. Uma das oportunidades
vivenciadas pelas residentes, neste caso uma Farmacéutica e uma Enfermeira, foi a

experiéncia de auxiliar na estruturacdo e na organizacdo de uma Unidade de Pronto

1 Enfermeira. Residente do Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase
Urgéncia e Trauma.

2 Farmacéutica. Residente do Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase
Urgéncia e Trauma.

3 Mestre em educagdo. Enfermeira. Coordenadora do curso de Enfermagem e coordenadora da COREMU do
Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase Urgéncia e Trauma.

4 Farmacéutica. Mestre em Ciéncias Médicas. Docente e tutora do Programa Multiprofissional de Urgéncia e
Trauma (FEEVALE).

5> Enfermeiro da Fundacdo de Salde de Novo Hamburgo - FSNH. Especialista em UTI e Urgéncia e Trauma.
Preceptor da Enfermagem no Programa de Residéncia Multiprofissional da Universidade Feevale — énfase
Urgéncia e Trauma.
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Atendimento (UPA), participando do processo de inauguragdo, bem como do inicio das

atividades de atendimento ao publico. A UPA ja € uma realidade presente no municipio em
questdo, no entanto, foi verificada a necessidade de otimizar o servi¢o. Buscou-se, portanto,
adequar o Pronto Atendimento (PA), ja existente, em outra estrutura fisica, de modo a
aumentar sua capacidade, suprindo a demanda do municipio nesta complexidade de
atendimento, e, assim, transformando e credenciando a atual unidade para uma UPA. A UPA
€ um servico que atua como complementacdo dos demais servicos da Rede de Atencdo a
Saude do municipio, além de ser uma porta de entrada para urgéncias e emergéncias. E um
servigo publico que visa concentrar atendimentos de saude com complexidade intermediéria,
isto é, € 0 "meio" do atendimento, uma vez que Atencdo Bésica é o servico primario, devendo
ser acessada pelo usuario como primeira escolha em casos sem gravidade ou que requerem
acompanhamento, e a Instituicdo Hospitalar é o servico terciario, apta aos atendimentos que
requerem maxima complexidade. Desse modo, a UPA torna=se um servico com fins de
diminuir as filas de esperas nos prontos-socorros dos hospitais, englobando atendimentos
agudos de inicio subito/rapido, situacdes de traumas leves e intermediarios. Os casos
crbnicos, ou seja, aqueles em que e-curse-da doenca e seus sintomas ja se manifestam ha mais
tempo, devem ser atendidos nas Unidades Basicas de Saude (UBS), para assim organizar o

fluxo de atendimento nas unidades de satde do municipio.

OBJETIVO: Relatar a experiéncia e atuacdo das residentes de um programa de residéncia
multiprofissional na organizacdo, estruturacdo, inauguracdo e implementacdo de uma nova

Unidade de Pronto Atendimento da Regido do Vale do Rio dos Sinos/RS.

METODOLOGIA: Trata-se de um relato de experiéncia interdisciplinar de um programa de
residéncia multiprofissional em Urgéncia e Trauma, que consiste na participacdo da
organizagdo e estruturagdo de uma Unidade de Pronto Atendimento. As residentes que
vivenciaram a organizacdo, estruturacdo, inauguracdo e implementacdo de uma nova Unidade

de Pronto Atendimento foram uma enfermeira e uma farmacéutica.

RESULTADOS E DISCUSSOES: A Unidade de Pronto Atendimento, como mencionado
anteriormente, € um estabelecimento de saude de complexidade intermediaria, articulado com
a Atencdo Bésica de Saude, Servico de Atendimento Movel de Urgéncia — SAMU e 0 servico
de emergéncia do hospital, sendo uma das portas de emergéncia do municipio. Esta unidade
relatada € uma UPA nivel Il, com a incumbéncia de atender 250 pacientes dia, totalizando 6,5
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mil pacientes més. Sua estrutura é composta por 12 consultorios, 11 leitos de observacao, 3

leitos de urgéncia, 2 leitos de isolamento e 1 sala de imobilizacdo, 1 sala de curativos, 1
farmacia interna e 1 sala de hidratagio/nebulizaco, dentre outros espagos (MINISTERIO DO
PLANEJAMENTO). Apresenta funcionamento ininterrupto e o atendimento é realizado a
livre demanda, ou seja, quando adentrado o servigo, 0 usuario passa pelo acolhimento,
embasado na Politica Nacional de Humanizacdo — PNH, recebendo uma classificacdo de
risco, a fim de organizar o atendimento ao publico bem como priorizar os atendimentos mais
urgentes, que engloba o funcionamento desta unidade. A classificacdo de risco compreende
quatro cores, azul, verde, amarelo e vermelho, sendo a primeira de menor prioridade e a
ultima cor de atendimento imediato. O acolhimento é executado pelo profissional Enfermeiro,
que esta capacitado e apto para realizar esta funcdo, uma vez que o protocolo de classificacdo
de risco é uma linguagem universal para as urgéncias, com 0 objetivo de identificar a
gravidade do paciente e permitir o atendimento rapido, em tempo oportuno e seguro de
acordo com o potencial de risco e com base em evidéncias cientificas existentes. A equipe
assistencial da unidade é multiprofissional composta por trés enfermeiros e dez técnicos de
enfermagem, trés médicos clinicos e dois pediatras por turno, além de farmacéuticos e
atendentes de farmécia, técnicos em radiologia e colaboradores de apoio, como assistentes
administrativos e servicos gerais. A articulacdo deste servico com os demais de saude se da
por meio do apoio diagndstico e terapéutico além de outros de atencdo a satde, por meio de
fluxos logicos e efetivos de referéncia e contra referéncia (BRASIL, 2017). A experiéncia de
participar de um evento social como este certamente foi uma experiéncia Unica e muito
gratificante, visto que ndo é todo dia que ocorre inauguracdo de uma UPA ainda mais se
tratando de um servigo publico e a atual situacdo econdmica que o pais enfrenta. Foi um
trabalho ja idealizado e iniciado por gestBes anteriores, mas cuja finalizacdo e inauguragédo
culminou em 2018. A participacdo na organizacdo e estruturacdo da unidade proporcionou as
residentes a vivéncia e principalmente a nogdo de qudo trabalhoso, burocrético e demorado é
a implementacdo de um novo servico de salde, uma vez que todo esse processo deve atender
resolucdes estabelecidas para tal. Foram realizadas checagens diarias da estrutura, instalacdo
de rede de gases, armarios, pias e balcdes, portas e janelas. Realizaram-se, também, check-
lists para equipar e organizar as salas, garantindo que cada espaco contemplasse o0s itens
necessarios, de acordo com normativa existente para a unidade, bem como capacitagdes e
testes para cada novo equipamento desembalado, como desfibriladores ventiladores

mecanicos, certificando-se do seu funcionamento. Foram muitas pessoas envolvidas durante
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processo de estruturagéo, e organizagdo da unidade, pessoas que por vezes talvez nem se quer

serdo lembradas, mas que carregaram consigo a satisfacdo de ter participado e contribuido
para um momento histérico em um municipio. Durante o periodo de permanéncia das
residentes na unidade foram revisados, atualizados e implementados os Procedimentos
Operacionais Padrdo (POPs) de enfermagem e o Manual de Reconstitui¢cdo, Diluicdo e
Administracdo de Medicamentos Injetaveis, hoje com layout novo, de fécil acesso e
entendimentos pelos profissionais da sadde da instituicdo. Diante desse contexto, ressalta-se a
oportunidade de experiéncia propiciada as residentes de vivenciar e auxiliar na estruturacédo
de um novo servico, além de aprimorar conhecimentos e trocas multiprofissionais,
principalmente no que se refere a parte administrativa desenvolvida no processo da

implementacao desta unidade primordial a saide do municipio.
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AVALIACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA, MUTAGENICAE
ANTIOXIDANTE DO EXTRATO AQUOSO DE CISSUS SICYOIDES

Ana Paula Schmitz?

Aline Maria Weschenfelder?
Magda Susana Perassolo®
Luciano Basso Silva®

Edna Sayuri Suyenaga®

Palavras-chave: Cissus sicyoides, citotoxicidade, mutagenicidade, plantas medicinais.
INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo recursos terapéuticos que vém sendo utilizados por diversas
comunidades ha muitos anos. Esta alternativa terapéutica é reconhecida internacionalmente
pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e nacionalmente pelo Ministério da Salde e a
Agéncia Nacional de Vigilancia em Saude (ANVISA), sendo contemplada em diversas
politicas publicas. No entanto, quando utilizadas de forma inadequada podem provocar
potenciais interagdes, intoxicacoes e até danos celulares. De acordo com Veiga-Junior (2008), 154
ainda ndo ha estudos que esclarecam os perfis toxicologicos e farmacodindmicos de muitas
plantas utilizadas pela populacdo. Sabe-se que as plantas produzem uma variedade de
metabdlitos secundarios como mecanismos de defesa contra predadores e patdgenos que
podem ser responsaveis por efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos em humanos.
Produtos de origem vegetal sdo muito utilizados mundialmente para o tratamento de
enfermidades, entre elas o diabetes (ROSA, BARCELOS e BAMPI, 2012; SANTOS,
NUNES e MARTINS, 2012; AKHARAIY et al., 2017).

A hiperglicemia cronica causada pelo diabetes induz a producdo de radicais livres e a
diminuigéo de defesas antioxidantes. Conforme Dabrowska e Wiczkowski (2017), os radicais
livres também estdo relacionados aos danos ocasionados ao DNA. A utilizacdo de plantas
com alto potencial antioxidante pode prevenir as consequéncias da doenca. Dentre as plantas
utilizadas por pacientes diabéticos, inclui-se a Cissus sicyoides, a qual possui propriedades
capazes de reduzir a glicemia (VIANA et al., 2004; VASCONCELOS, 2007; SALGADO,
MANSI e GAGLIARDI, 2009; SILVA et al.,, 2013). A C. sicyoides pertence a familia
Vitaceae, é uma espécie de trepadeira conhecida popularmente como insulina vegetal, anil-
trepador, cortina-japonesa, uva-brava e possui distribuicdo pantropical (VACONCELOS et

! Mestranda do Mestrado Académico em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas da Universidade Feevale.
2 Académica do curso de Farmécia da Universidade Feevale.
3 Docentes do Mestrado Académico em Toxicologia e Anélises Toxicoldgicas da Universidade Feevale
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al., 2007). Pesquisas farmacoldgicas com diferentes extratos obtidos das folhas de C.

sicyoides também tém indicado efeito ansiolitico, anticonvulsivante, antilipémico,
antitumoral, antidiarreico e anti-inflamatério (VIANA et al., 2004; ALMEIDA et al., 2008;
LUCENA et al., 2010; BESERRA et al., 2016). Trata-se de uma planta medicinal amplamente
utilizada e que ainda ndo possui claramente analisado o seu potencial mutagénico e citotoxico.
Entre os testes empregados para avaliagdo preliminar do potencial mutagénico e citotoxico
das espécies vegetais, destaca-se 0 bioensaio em Allium cepa. Este sistema tem sido utilizado,
pois as raizes da cebola sdo submetidas ao contato direto com a substancia/extrato a ser
testado, permitindo verificar possiveis alteracbes citogenéticas (presenca de Micronucleo -
MN, aberrages cromossdmicas), bem como efeitos citotoxicos por meio do indice Mit6tico
(IM) e da inibicdo do crescimento radicular de A. cepa (FACHINETTO e TEDESCO, 2009;
BEZERRA, DINELLY e OLIVEIRA, 2016). Considerando que a utilizacdo de extratos
aquosos de C. sicyoides como terapia adjuvante no tratamento de diabetes vem sendo
amplamente empregada pela populacéo, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade
citotoxica e mutagénica do extrato aquoso de C. sicyoides por meio do bioensaio em Allium
cepa. Além disso, o estudo buscou caracterizar o perfil fitoquimico da planta bem como o
potencial antioxidante através da técnica de reducéo do ferro (FRAP).

Os espécimes de C. sicyoides foram coletados em Florianopolis em janeiro de 2018. O
material vegetal foi submetido a analise botanica para confirmar a identificacdo. Para a
triagem fitoquimica preliminar foram utilizados métodos colorimétricos e de reaces quimicas
e qualitativas, conforme preconizado por Costa (1994), para a caracterizacdo dos metabdlitos
secundarios das partes aéreas de C. sicyoides. Para avaliacdo da citotoxicidade e
mutagenicidade o extrato das partes aéreas da planta foi preparado pelo método de infusdo
com agua destilada em diferentes concentragdes 2,5 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL. Para a
avaliacdo da citotoxicidade e mutagenicidade foi realizado o bioensaio em Allium cepa
baseado no método de Fiskejo (1985). Foram adquiridos comercialmente bulbos de Allium
cepa, todos da mesma procedéncia, cujo diametro estivesse entre 1,5 e 2 cm. Primeiramente,
todos os bulbos foram preparados e imergidos em aproximadamente 40 ml agua destilada e
foram mantidos em temperatura controlada (21 + 1 °C.), por um periodo de 48 horas para
estimular o desenvolvimento do meristema radicular. Apés este periodo, os bulbos foram
expostos as solucdes teste por um periodo de 24 horas. Os 30 bulbos foram expostos as
concentragfes de 2,5 mg/mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL do extrato aquoso, a solucdo de

paracetamol 800 mg/mL (controle positivo) e agua destilada (controle negativo). Apds as 24
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horas de exposicao, foram utilizadas as trés maiores raizes de cada bulbo para avaliagdo do

seu comprimento que prediz o indice de citotoxicidade geral devido ao efeito inibitorio
provocado pelo extrato no processo de desenvolvimento radicular. As raizes foram medidas
com régua e calculou-se a média dos trés comprimentos. Posteriormente, de 8 a 10 raizes
foram removidas de cada bulbo e fixadas em 3:1 (v/v) etanol:&cido acético em eppendorfs e
estocadas a 4° por 24 horas. No dia seguinte, estas raizes foram transferidas para eppendorfs
contendo etanol 70% e refrigeradas até a confeccdo das laminas. Para a preparacdo das
laminas, foram utilizadas duas raizes de cada cebola, lavadas em agua destilada e submetidas
a hidrolise &cida com HCI 1 N durante 8 minutos em banho-maria a 60° C. Apos, foram
novamente lavadas em agua destilada, coradas com a solugdo orceina-acética 1% em laminas
de microscopia por 1 hora com posterior esmagamento. Para cada bulbo, foram preparadas
duas laminas contendo uma raiz e foram utilizados como parametros para identificacdo de
citotoxicidade e mutagenicidade: (a) indice Mit6tico (IM) através da razdo entre o ndmero
total de células em divisdo e o numero total, expressas em percentual e (b) Frequéncia de
Micronucleos (MN) através da razdo entre o namero de micronucleos em 1000 células. As
laminas foram analisadas em microscopio 6ptico em aumento de 1000x com 6leo de imersao. 156
Os resultados do ensaio em Allium cepa foram comparados utilizando o programa SPSS 24.0
por meio do teste Kruskal-Wallis com um nivel de significancia de P<0,05.

DESENVOLVIMENTO
A Tabela 1 apresenta os resultados do perfil fitoquimico encontrados para os talos e
folhas de C. sicyoides.

Tabela 1 — Perfil fitoquimico das partes aéreas (folhas e talos) de C. sicyoides

Amostras
Metabolito secundario Folhas Talos
Taninos - -
. Bertrand  Mayer Dragendorff Bertrand Mayer  Dragendorff
Alcaloides
+++ ++ ++ +++ ++ ++
Flavonoides ++ +
Saponinas + +
Cumarinas + +
C. fendlicos ++ ++
Antraquinonas - -
Antocianos - -

H. cardiotonicos - -
Legenda: (+) leve (++): moderado (+++): intenso (-): ausente
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N&o foi observada diferenca no perfil fitoquimico entre as folhas e talos. A

caracterizagdo dos metabolitos secundarios das folhas corrobora com outros estudos os quais
identificaram a presenca de flavonoides, alcaloides, cumarinas e taninos (ALMEIDA et al.,
2009; BESERRA et al.,, 2016; VIANA et al., 2004). Entretanto, o presente estudo néo
observou a presenca de antocianos que foi evidenciado em estudos anteriores. Até o presente
momento, ndo foram encontrados estudos que contemplem o perfil fitoquimico dos talos,
sendo esta uma informacao inédita para a espécie.

A Tabela 2 contempla os resultados dos infusos das partes aéreas de C. sicyoides
frente ao bioensaio em A. cepa.

Tabela 2- Médias e desvio padrdo da Frequéncia de MN, do IM e do comprimento da raiz nas
diferentes concentracfes do extrato aquoso das partes aéreas de C. sicyoides frente ao
bioensaio em A. cepa.

Tratamento MN/1000 céls. Indice Mitdtico (%) Comprimento Raiz (cm)

CP 1,1+1,3° 0,4+0,3 2,4 0,3

CN 0,0+0,0° 4,7 £2,0° 2,3+0,5°

2,5mg/mL 0,0 £ 0,0° 30+1,8° 2,1+0,4°

5 mg/mL 0,0 +0,0° 32+15° 2,1+0,6%

10mg/mL 0,0+0,0° 1,2+0,5 1,9 40,3 157
P 0.012 0.001 0.12

Controle Negativo (CN): agua destilada; Controle positivo (CP): paracetamol 800 mg/mL.
Valores apresentados atraves das médias e desvio padrdo dos diferentes  parametros
analisados. Valores com letras diferentes (2°) apresentam diferenca significativa.

A Figura 1 ilustra os Micronucleos em células interfasicas encontrados no tratamento
realizado com o paracetamol 800 mg/mL (A) bem como as profases (B), anafases (C) e
metafases (D) encontradas nos diferentes tratamentos,

A Figura 1 - Diferentes tipos celulares de A. cepa visualizados durante
o ciclo celular das células radiculares.
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Células de A. cepa em aumento de 100x: A — Mlcronucleos em raizes tratadas com
controle positivo; B — Profase; C — Anéfase; D — Metéfase.

Conforme apresentado na Tabela 2 ndo houve reducdo no comprimento radicular entre
os tratamentos (P>0,05) que € considerado um parametro macroscopico de citotoxicidade.
Em relacdo a presenca de MN, o controle positivo foi significativamente diferente dos demais
tratamentos os quais que nao apresentaram estes indicadores prévios de mutagenicidade. Com
relagcdo ao IM, os resultados obtidos no controle positivo com paracetamol e no tratamento de
10 mg/mL de C. sicyoides apresentam um reducdo estatisticamente significativa (P<0,01) na
divisdo celular em relacdo aos demais tratamentos. Este resultado prediz um efeito citotoxico
nestas concentragoes.

Em um estudo realizado por Vicentini et al. (2001), utilizando o sistema A. cepa para
avaliacdo da citotoxicidade de extrato C. sicyoides nas concentracdes 0,07 e 0,7 mg/ mL por
um periodo de 24 horas, ndo causou nenhuma alteracdo no ciclo celular nas células
meristematicas. Em outro estudo realizado por SAENZ et al (2000), foi apresentado que o
mesmo teste utilizando extratos de Agave intermixta e C. sicyoides isoladamente ou em
combinacéo apresentaram algum efeito inibitério na divisdo celular da raiz de A. cepa.

Os testes de citotoxicidade utilizando o sistema vegetal in vivo, como por exemplo, A.
cepa foram utilizados por varios pesquisadores que associaram 0 método as pesquisas em
animais. No entanto, € necessario considerar que os resultados ndo séo transponiveis aos seres
humanos necessitando de estudos complementares. Apesar de ser um teste de facil execucao,
baixo custo apresenta confiabilidade e concordancia com os demais testes (BAGATINI,
SILVA e TEDESCO, 2007).

Em relagdo a atividade antioxidante analisada pela técnica de FRAP, nas
concentragdes de 2,5 mg/ mL, 5 mg/mL e 10 mg/mL obteve-se aumento progressivo com 0s

valores 91,7; 122 e 340,4 respectivamente. Esta caracteristica antioxidante esta relacionada a
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presenca de flavonoides e compostos fenolicos na planta em estudo conforme demonstrado no

perfil fitoquimico. Os compostos polifendlicos podem atuar como agentes redutores,
sequestrantes de radicais livres e quelantes de metais. Esta propriedade é de suma importancia
para reducdo de efeitos causados pela producao dos radicais livres no organismo uma vez que
a hiperglicemia no Diabetes Melitus causa a inducdo de Espécies Reativas de Oxigénio
(EROS) que estd associado as complicagdes clinicas da doenca (KALHIL, PEPATO e
BRUNETTI, 2008). Considerando que o0s metabolitos secundarios podem apresentar
variacOes frequentemente afetadas por condi¢cbes ambientais tais como temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, nutrientes, poluicdo, altitude, patdgenos entre
outros pode haver uma variacdo nos resultados de FRAP entre diferentes amostras. Além
disso, as condicdes de coleta, estabilizacdo e secagem podem ter influéncia nos metabdlitos
secundarios de diferentes plantas da mesma espécie (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

CONSIDERACOES FINAIS

Com base na andlise de citotoxicidade e mutagenicidade em A. cepa as diferentes
concentracdes de C. sicyoides ndo promoveram alteracBes citotoxicas e mutagénicas nos
parametros analisados nas concentragdes de 2,5 mg/mL e 5 mg/mL. Entretanto, o resultado do
IM obtido na concentracdo 10 mg/mL prediz um potencial efeito citotoxico da planta pois ha
uma reducdo na taxa de divisdo celular o que instiga a realizacdo de estudos complementares.
Considerando que, a presenca de aberra¢es cromossémicas também é um indicador de dano
celular, sugere-se estudos complementares que apresentem as alteracdes presentes no ciclo
celular em anéfase e tel6fase. Embora as saponinas apresentem uma gama de atividades
farmacoldgicas, também podem apresentar atividade citotdxica influenciada pelas porcdes
aglicona e glicidica da molécula (PODOLAK, GALANTY e SOLOLEWSKA, 2010). Da
mesma forma, muitos alcaloides exibem atividades citotoxicas e antiproliferativas, mas que
podem ser Uteis farmacologicamente (SHI et al., 2014). Mais estudos relacionados a
toxicidade da C. sicyoides, utilizando técnicas alternativas que produzam resultados
transponiveis aos seres humanos devem ser realizados a fim de elucidar os efeitos toxicos.
Considerando que a populagédo brasileira utiliza a C. sicyoides atrelada ao conhecimento
popular como uma alternativa terapéutica para a reducéo dos niveis de glicemia, mais estudos
sdo necessarios. Apesar de a toxicidade ter sido evidenciada in vitro, estes resultados ndo séo

transponiveis para o0 organismo humano considerando a complexidade do seu metabolismo.
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INTRODUCAO/FUNDAMENTAGCAO TEORICA

A cocaina (COC) é uma das drogas mais utilizadas no mundo e seu uso esta 162
relacionado a efeitos tdxicos relevantes, podendo levar a morte, e a problemas sociais como
violéncia, estupro, assassinatos, entre outros, tornando-a importante alvo para andlises
toxicoldgicas (JOHANSEN et al., 2007; UNODOC-WDR, 2016). A matriz mais comumente
utilizada para a determinacgdo de cocaina e seus metabdlitos € o sangue total, particularmente
em amostras post mortem. Cerca de 40% da COC é hidrolisada a éster metil ecgonina (EME),
metabolito inativo, e também transformada em benzoilecgonina (BZE). Outro produto da
biotransformacdo, é a norcocaina (NCOC), que é farmacologicamente ativa (OGA, 2003,
OGA et al., 2014; CHEN et al., 2016). A associagdo de COC com etanol, a partir de uma
reacdo de transesterificacdo (CHASIN et al.,, 2000), leva a formacdo do metabdlito
cocaetileno (CE) (CHEN et al., 2016). A COC é rapidamente metabolizada in vivo e in vitro,
por isso € muito importante a avaliacdo dos metabolitos da sua biotransformacdo em fluidos
bioldgicos (JAGERDEO et al., 2008).
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Coordenador do Mestrado Em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas.

Amostragem empregando dried blood spots (DBS) representa uma alternativa atrativa
em relacdo a amostra de sangue convencional pela facilidade de coleta, logistica, estabilidade
dos analitos, dentre outras. Pelo fato do DBS ter um alto potencial de estabilizacdo de analitos
fotossensiveis (WILHELM et al., 2014), pois reduz a atividade enzimatica e degradacdo
microbiologica por ser uma matriz seca (ALFAZIL et al., 2008; BOY et al., 2008) e pela
possibilidade de se realizar analises com pequeno volume de amostra, sua utilizagdo se torna
interessante para analises post mortem (ABU-RABIE et al., 2011) e até mesmo para
armazenar pequenas quantidades de amostras de casos fechados, representando assim uma
maneira mais econdmica, simples e demanda de menos espaco para armazenar por mais
tempo (SIMOES et al., 2017).

A amostragem por DBS representa uma alternativa atrativa a amostra de sangue
convencional com grande potencialidade na toxicologia, justificando o desenvolvimento e a

validacdo de ensaios com desempenho compativeis com os requerimentos forenses e clinicos.

METODOLOGIA

Para os ensaios de validacao, sangue total contendo COC, BZE, NCOC, EME e CE foi
aplicado ao papel Whatman 903 e, apds secagem (3 horas), um disco de 8 mm de diiametro
foi cortado em 4 pedagos e extraido com 500 pL da solugdo de padrdes internos (PI1 - BZE-
D3, COC-D3, EME-D3 e CE-D3 10 ng/mL) em metanol:acetonitrila (3:1, v/v). As amostras
foram incubadas por 45 minutos, em temperatura ambiente, sob agitacdo (1000 rpm), e apds,
o solvente foi evaporado a secura (60 °C) e reconstituido com 100 pL de tampdo formiato de
amonia 5 mM pH 3: Acetonitrila com 0,1 % de Ac. Formico (95:5, v/v), uma aliquota de 5 uL
é injetado cromatogrado liquido de ultra eficiéncia com deteccdo de massas em tandem
(UPLC-MS/MS). Os testes usuais de validacdo, linearidade, precisdo, exatidao, estabilidade
de bancada, rendimento da extracdo e seletividade seguiram as recomendacGes das diretrizes
internacionais (FDA, 2001).

O sangue utilizado para o preparo destes ensaios tinham hematdcrito (HCT) 40 %, a
menos que indicado de outra forma. A curva de calibracdo foi na faixa de 5-500 ng/mL, para
todos analitos. Os ensaios de validacdo foram avaliados com as amostras de controle de

qualidade no menor limite de quantificacho (CQLQ) na concentragdo 5 ng/mL, na
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concentracdo baixa (CQB), 15 ng/mL, na concentracdo média (CQM), 200 ng/mL e na

concentracgéo alta (CQA), 400 ng/mL, para todos analitos.

Para avaliacdo da estabilidade térmica em DBS para COC e metabdlitos, amostras de
CQB e CQA foram preparadas e mantidas em temperatura ambiente (TA, 25 °C), 45 °C e -20
°C, e analisadas em triplicata no dia da preparacdo e nos dias 7, 14, 21, 30, 60 e 90 apds
aplicacdo no papel. Ensaios especificos de DBS foram baseados em Antunes et al. (2016),
onde, até o presente momento, foi avaliado efeito hematdcrito sob o rendimento da extracéo,
em amostras de CQB, CQM e CQA. A estabilidade de bancada (AA) foi avaliada nos niveis
de CQB e CQA, por 12 horas em autoamostrador refrigerado. As analises cromatograficas
foram realizadas em um sistema UPLC Acquity I-Class associado a espetrdmetro de massas
triplo quadrupolo (MS/MS) Xevo TQD, com ionizagdo por electrospray, no modo positivo
(Waters, Milford, EUA). A separacdo foi realizada em coluna Agcuity HSS C18 (150 x 2.1
mm x 1.8 um), mantida a 50 °C e a temperatura do autoamostrador foi mantida a 10 °C. As
fases moveis foram de (A) tampdo formiato de amoénio 5 mM pH 3 e (B) acetonitrila
acidificada com 0,1% de &cido férmico, com fluxo de 0,4 mL/min, em gradiente inicial 95:5
(A:B, v/v), com tempo total de corrida de 8 minutos. Os pardmetros da fonte foram:
temperatura da fonte 550 °C, energia do capilar 0,7 kV, gas de dessolvatacdo 1000 L/Hr e
cone de 50 L/Hr. As analises foram feitas em modo de “monitoramento de multiplas reagdes”
(MRM), e os parametros de voltagem do cone e energia de colisdo foram otimizados
individualmente, infundindo solucGes de 1 pg/mL (metanol:acetonitrila, 3:1, v/v), assim como
os ions de quantificacdo/qualificacdo e tempo de retencdo, e serdo apresentados nos resultados
desta qualificacdo. A analise dos dados foi feita através dos softwares MassLynx® e

TargetLynx™, para coleta e processamento dos dados, respectivamente.
RESULTADOS

Os tempos de retencdo, ions de quantificacdo e confirmacéo e energias de colisdo sdo
apresentados na tabela 1, o tempo total de corrida foi de 8 minutos. Ndo foram observados
picos interferentes nos tempos de retencdo dos analitos, demonstrando alta sensibilidade das
condi¢cBes cromatograficas utilizadas. O preparo das amostras foi simples e répido.

Cromatogramas apresentados na Figura 1.

Tabela 1 Condicbes Cromatograficas UPLC-MS/MS
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Tempo de
MRM Cone Energia de
Analito N retencio
(m/z) w) Colisdo (V)

(min)
304,2—105,1 30

CcOoC 45 4,05
304,2—-1822 18
290,1—105,1 33

BZE 30 3,45
290,1->168,1 20
290,1—136 23

NOR 38 4,08
290.1-—>168 s
318,182 28

CE 45 4,32
318,1—196,1 19
200,2—82,1 23

EME 35 0,85
200,2—182,1 17
307,1—-85,1 30

COC-D3 40 4,06
307,1—185,1 20
293,1—=105,0 30

BZE-D3 40 3,45
203,1—=171,1 18
321,1—=85,1 33

CE-D3 40 4,32
321,1—-199,1 19
203,1—=85,1 25

EME-D3 40 0,86
203,1—185,1 18

fons de quantificagéo estdo sublinhados. MRM: multiple reaction monitoring 165

O método desenvolvido foi linear para o intervalo de 5-500 ng/mL para todos analitos.

Os dados de calibracdo apresentaram heterocedasticidade significativa e o fator ponderal

escolhido para todos analitos foi 1/x. Os coeficientes de correlacdo foram superiores a 0,999,

exibindo linearidade aceitavel. Os resultados dos ensaios de validacdo gerais, até 0 momentos,

sdo apresentados na Tabela 2. COC e metabdlitos foram estaveis nos testes de estabilidade de

AA, como mostra a Tabela 2. O teste do efeitos matriz mostraram um pequeno impacto sobre

a ionizacdo e o rendimento da extracdo se mostrou satisfatorio para os analitos, conforme
Tabela 2.

Figure 1 Perfil Cromatografico de COC, BZE, CE, EME, NCOC e
PI’s
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Tabela 2 Parametros gerais de validagéo: precisao, exatid&o e estabilidade de AA, efeito matriz e

recuperagéo.
Precisio (CV Mudanca na
™ Efito Rendimento CONCeNracio
Concentracio Exatidao Matriz d traci na amostra
Analito CQ nominal Intra- Inter- (%) atriz a extragao processada
. . (%) (%) .
(ng/mL) ensaio  ensaio apé6s 12 h no
AA (%)
CQLQ 5 3,11 6,31 108,89 - - -
coc CQB 15 2,68 2,19 104,52 0,93 89,16 -7,49
CQM 200 2,80 4,34 97.54 0,58 88,73 -
CQA 400 1,76 3,27 105,38 1,4 89.36 0,2
CQLQ 5 1,38 7,26 105,56 - - -
BZE CQB 15 2,03 1,83 103,79 -0,35 106,84 0,45
CQM 200 2,44 4,28 99,01 0,35 108,80 -
CQA 400 2,18 3,76 105,04 1,74 106,24 0,24
CQLQ 5 2,13 6,82 108,44 - - -
CE CQB 15 2,72 2,21 104,96 0,20 90,02 -2,50
CQM 200 2,49 3,53 97,19 0,20 91,35 -
CQA 400 2,14 3,28 105,13 1,09 91,58 -1,02
CQLQ 5 3,5 48 113,33 - - -
NCOC CQB 15 2,02 3,13 102,37 0,84 74,45 -3,11
CQM 200 3,0 3,23 94,49 1,65 77,61 -
CQA 400 1,93 4,01 105,38 -8,79 76,78 -1,61
CQLQ 5 3,55 11,65 102,89 - - -
EME CQB 15 3,02 2,49 105,04 -3,23 102,21 -5,15
CQM 200 2,37 3,57 101,28 0,47 97,36 -
CQA 400 2,74 3,37 105,43 -0,02 92,11 -0,58
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CQLQ: controle de qualidade no limite de quantificacdo, CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade
médio, CQA: controle de qualidade alto, AA: auto amostrador

A validacdo especifica de DBS, inclui teste de estabilidade em diferentes
temperaturas, ao qual, até 0 momento, possuimos resultados apenas do dia 7, foi observado
uma perda significativa apenas para EME, como redugdo de mais de 50 % da concentragéo
nominal, em temperatura ambiente e 45 °C, os demais, se mantiveram estaveis. A eficiéncia
da extracdo nao foi afetada pelo HCT% (testado em HCT% 25 e 50), ficando na faixa de 90 —
108%, para todos analitos e controles.

Apos a realizagdo de outros testes, como influéncia do volume e hematdcrito na
exatiddo, esse método sera aplicado a amostras de pacientes ja coletados, para avaliagdo

clinica e forense do método.
DISCUSSAO

Para este estudo, foram utilizados discos de 8 mm, que contem aproximadamente 18
pL (HAHN et al., 2017), e por esse pequeno volume, o emprego se métodos sensiveis, como
UPLC-MS/MS, se faz necessario para uma analise sensivel, especifica e precisa. A
metodologia de extragdo foi simples e rapida, com recuperagdo satisfatoria dos analitos, o que
permite uma quantificacdo sensivel dos analitos, o uso de Pl deuterados compensou de forma
eficiente os erros aleatdrios e sistematicos e as variacdes do efeito matriz e preparo das
amostras (SILVA et al., 2017). Ate o presente momento, 0 método tem se mostrado adequado
para avaliacdo e quantificacdo dos pacientes, com boa linearidade, precisdo, exatidao,

seletividade e recuperacdo dos analitos.
CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo forneceu um método parcialmente validado para determinacdo de COC e
metabolitos em amostras de DBS, usando UPLC-MS/MS. O método sera aplicado em um
estudo clinico e em estudo forense em andamento, para finalizar a validagdo da metodologia

proposta.
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1- INTRODUGAO
A pesquisa com plantas medicinais no pais vem em um crescente nos Ultimos anos,
devido ao apoio da Organizacdo Mundial da Saude além da Politica Nacional de Préaticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) no SUS e da Politica Nacional de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos (PNPMF), ambas publicadas em 2006 (BRASIL, 2015).

O cultivo celular é uma ferramenta alternativa de grande importancia para avaliacdo de 170
xenobioticos em estudos pré-clinicos de toxicidade. Seu custo reduzido e facil manuseio
proporcionam resultados rapidos, servindo muitas vezes como base para ensaios in vivo
(GHAFARI et al; 2015).

Apesar de muito atraente, 0 modelo celular possui limitacbes que se nao forem bem
observadas, inviabilizam os resultados da pesquisa. O cultivo celular mantém os diferentes
tecidos isolados, ndo contando com os compartimentos bioldgicos e nem com o metabolismo
interativo que ocorre naturalmente em um ser vivo. Além disso, os métodos tradicionais de
exposicdo, contam com um contato direto do xenobidtico com o tecido em questdo, nao

mimetizando a realidade de multiplos compartimentos como um todo.
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O cultivo celular é uma ferramenta excelente para anélises pré-clinica de toxicidade de
espécies vegetais, principalmente as comumente utilizadas, as quais ndo possuem relatos
concisos de seguranca e eficacia na literatura. Os estudos relacionados a plantas medicinais no
pais, levam em consideracdo extratos padronizados, adquiridos por metodologias mais
avancas em laboratério, ndo havendo relatos de analise de seguranca no uso dos infusos
(chés) como a populagdo costuma realizar em suas residéncias.

Assim como nos organismos vivos, 0 meio onde as linhagens celulares séo cultivadas
necessita de diversos nutrientes como aminoacidos, proteinas, glicose e fatores de
crescimento, além de uma osmolaridade ideal para a manutengdo das caracteristicas
fisiologicas basicas. Isso torna-se um desafio na exposicdo de extratos aquosos, visto que
diluem o meio de cultivo, gerando uma hiposmolaridade ndo desejada, podendo resultar em
dados equivocados sobre a toxicidade de compostos.

Neste contexto, o objetivo do trabalho é foi avaliar a estabilidade e aplicacdo de um
método de exposicdo de extratos aquosos em cultivo celular.

O extrato aquoso (infuso) foi obtido a partir de folhas de Cymbopogon citratus
(Capim-cidrd), na concentracdo de 2g de planta seca para 150mL de agua fervente, com
abafamento de 5 minutos, segundo instrugdes do Formulario de Fitoterapicos da Farmacopeia
Brasileira 12 edicdo (ANVISA, 2011). Apds a obtencédo do infuso, 0 mesmo serviu de veiculo
para a solubilizagdo do meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) de baixa glicose,
obtendo assim um meio de cultivo com 100% de infuso.

O meio a 100% foi utilizado fresco, apds 7 dias de congelamento e apds 10 dias de
congelamento, com o intuito de verificar o efeito do congelamento sobre sua toxicidade e
estabilidade. A temperatura de congelamento foi de -20°C. A linhagem celular utilizada foi a
VERO (estabelecida a partir do epitélio renal de Cercopithecus aethiops), em ensaio de
exposicdo aguda (24h). O meio DMEM contendo o infuso puro (100%) foi misturado com
meio DMEM puro a fim de obter as concentragdes de 50% e 25%.

Os ensaios de toxicidade aplicados foram o ensaio de redugdo do MTT (1-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan), que avalia a atividade mitocondrial, e 0 ensaio
de incorporagdo de Vermelho Neutro (VN), que indica a viabilidade lisossomal. Além da

citotoxicidade, parametros como pH, aparéncia e odor foram avaliados.

2- DESENVOLVIMENTO
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Dentre os parametros avaliados, o pH do meio, a aparéncia e odor foram observados para

sugerir possiveis degradacdes fisico-quimicas. Além disso a toxicidade expressa em
porcentagem de viabilidade celular foi avaliada através dos ensaios de MTT e VN. Observou-
se no meio com infuso a 100% utilizado fresco uma alta toxicidade, com significativa
diminuigédo de viabilidade celular. Esta toxicidade diminuiu de forma dose-dependente nos
meios com 50% e 25% de infuso. O meio contendo infuso fresco possuia odor caracteristico
do C. citratus, aspecto limpido e pH 7,4. Ocorreu diferenca estatistica no ensaio de MTT
entre o meio de infuso fresco e o 7° dia apos o congelamento nas concentracdes de 100% e
25%. Todas as concentracOes foram significativamente diferentes entre o dia 0 (meio com
infuso fresco) e o dia 10. Ja no ensaio de VN, ndo houve diferenca entre o meio de infuso
fresco (dia 0) e 7 dias de congelamento nas concentracdes de 50% e 25%. O resultado obtido
para todas as concentrac@es foram significativamente diferentes entre o infusos do dia 0 e do
dia 10 (tabela 1).

Apds 7 dias de congelamento o meio contendo o infuso apresentava aspecto levemente
turvo, mantendo o pH em 7,4, e mantendo o odor caracteristico da planta. A maior parte das
concentragfes no ensaios de VN ndo demonstraram diferenca estatistica, mostrando uma
proximidade entre os resultados no dia 0 e no dia 7 neste tempo, servindo de indicativo para

uma possivel validade do mesmo.

O congelamento do meio com infuso por 10 dias para uso posterior influenciou
significativamente na toxicidade, odor e aparéncia. A toxicidade elevada encontrada no meio
com infuso fresco reduziu significativamente ap6s 10 dias de congelamento, demonstrando
que as substancias presentes no infuso responsaveis pela toxicidade sofrem degradacdo. A
aparéncia do meio ap6s 10 dias apresenta turbidez e indicativo de precipitacdo, além da perda
do odor caracteristico do C. citratus. O pH apresentou pouca diferenca, sendo levemente mais
acido (pH 7,0). A perda do odor € indicativa para uma provavel degradacédo dos 6leos volateis
presentes no infuso, no qual o citral é a molécula mais abundante. Por sua vez, o citral é uma
das substancias de forte atividade bioldgica relacionada ao uso do C. citratus (KOUAME et
al; 2016).

A relevancia dos dados obtidos reflete economicamente no laboratério, pois sabe-se da
sensibilidade dos compostos vegetais e da sua alta degradacdo por diversos fatores.

Sucessivas preparacdes de infuso e meio para a aplicacdo nas exposi¢des, principalmente nas
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cronicas, demanda tempo e um custo alto com material, principalmente no que se diz respeito

a esterilizacdo dos mesmos. Por esse motivo, garantir a estabilidade do meio com infuso por

alguns dias é de grande valia para a otimizacdo dos processos, bem como na reducdo dos

custos.
Tabela 1: Resultados obtidos a partir do extrato fresco e congelado
Dia 0 (%) Dia 7 (%) Dia 10 (%) P.0-7 P.0-10
MTT 100% 2,4+0,5 4,0+0,2 76,6+9,1 0,006 0,000
MTT 50% 13,0+3,9 13,9+1,6 80,8+13,1 0,416 0,000
MTT 25% 47,1+3,7 49,2+6,2 76,3+12,2 0,005 0,001
VN 100% 8,1+0,5 10,3+0,2 44,1+4,2 0,001 0,000
VN 50% 19,2422 14,5+1,64 68,78,6 0,179 0,000
VN 25% 45,9420 49,410 74,1+39,1 0,562 0,12

173

*0 valor de P para diferenca estatistica adotado é de 0,05
*Dados obtidos do projeto

3- CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos, observa-se uma clara degradacdo do meio com infuso ao
longo dos dias, mesmo em congelamento. Os resultados sugerem que a amostra possa ser
utilizada antes de 7 dias de congelamento, embora outros experimentos com menor tempo de

congelamento sejam importantes para estabelecer esse periodo com maior seguranca.

Estes dados influenciam no tempo e custo relacionado ao laboratério de citotoxicidade,
pois permitem a otimizacdo na esterilizacdo das amostras, mantendo suas caracteristicas por

alguns dias, servindo para exposi¢des agudas e cronicas.

Apoio financeiro:
Feevale, Capes. Este projeto tem aprovacao no PPSUS edital 03/2017 (CNPq e FAPERGS).
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AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES
PORTADORES DE DOENCAS CRONICAS E USUARIOS DE
OMEPRAZOL
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Palavras-chave: Avaliagdo. Doencas cronicas. Estresse Oxidativo. Omeprazol. Pacientes.

INTRODUCAO

Este estudo investigou a relacdo entre a administracdo de omeprazol e o estresse
oxidativo (EO) em usuarios e ndo usuarios de omeprazol.

Este tema se tornou ponto de interesse por uma série de fatores. O refluxo
gastroesofagico € uma doenca que apresenta incidéncia de 12% no Brasil, 0 que corresponde
a 20 milhdes de individuos portadores e representa grande impacto na qualidade de vida dos
pacientes (HENRY, 2014). As queixas dispépticas sdo responsaveis por 2% a 5% das
consultas ambulatoriais em clinicas gerais, em um centro de atencdo primaria, e 20% a 40%
das consultas de gastroenterologia (ALMEIDA et. al., 2017).

Lancado em 1988 para o tratamento de disturbios gastrointestinais relacionados ao
acido gastrico, o omeprazol rapidamente se tornou um dos medicamentos mais
comercializados da histéria, cuja venda mundial ultrapassou os 6 bilhdes de dolares no ano
2000 (MARTINS e BONATTO, 2014). Estudos para investigar os efeitos de seu uso a longo
prazo ainda sdo poucos, porém a investigacdo para avaliar um possivel papel no aumento de
estresse oxidativo, o que representa danos a funcéo vascular vem aumentando (PINHEIRO et
al., 2016).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi relacionar a administracdo do farmaco

omeprazol com o estresse oxidativo atraves da determinacdo dos niveis de biomarcadores de
estresse oxidativo em portadores de doencas cronicas. Mais precisamente, avaliou-se a

prevaléncia do uso de omeprazol em uma amostra de pacientes portadores de doengas

1 - Mestrandas do Mestrado Académico em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas da Universidade Feevale
2 - Académicas do Curso de Farmécia da Universidade Feevale
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cronicas, 0s niveis de estresse oxidativo em usuarios e ndo usuarios de omeprazol através de
marcadores bioquimicos, comparar estes niveis de estresse oxidativo em ambos 0s grupos e se
estabeleceu uma relacéo destes niveis com o tempo de tratamento com omeprazol.

Para isso, avaliou-se a prevaléncia de uso do omeprazol em 168 voluntarios portadores
de doencas cronicas usuérios dos servicos de saude do municipio de Novo Hamburgo,
atendidos nas clinicas da Feevale e demais interessados. Destes, 55 sdo usuarios de
omeprazol, 111 ndo usuarios de omeprazol e 2 foram excluidos por utilizarem outro inibidor
de bomba protonica.

Foram utilizadas as informagBes obtidas dos questionarios de avaliagdo das
caracteristicas clinicas (idade, peso, altura, tabagismo, tempo de doenca, patologias
concomitantes e uso de medicamentos) e do perfil socio demogréafico (escolaridade e renda
familiar). A partir da coleta de sangue foram realizados os testes laboratoriais. O
malondialdeido (MDA) foi determinado utilizando o método desenvolvido por Antunes et al.
(2008), com corrida cromatogréafica realizada com 50 uL da amostra preparada, em CLAE-
DAD em cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia. A atividade enzimética da glutationa
peroxidase (GSH-Px) foi realizada através do método descrito por Pleban, Munyani e
Beachum (1982). A atividade da GSH-Px foi expressa em U/L de plasma e foi acompanhado
0 decréscimo do NADPH em absorbancia de 340 nm por 3 min (FARAJI, KANG e
VALENTINE, 1987). A dosagem da catalase nas hemacias foi realizada de acordo com o
método descrito por Aebi (1984). A leitura foi realizada em espectrofotbmetro Varian, em
240 nm nos tempos 0 e 15 segundos. Os resultados foram expressos em segundos corrigidos
pela hemoglobina dos pacientes (AEBI, 1984).

E, por fim, o poder antioxidante total foi determinado através do método descrito por
Benzie e Strain (1996) que se baseia no poder redutor do ferro. Para a medida do "poder
antioxidante total" o plasma dos pacientes foi colocado em contato com o FRAP, sendo que
este em baixo pH e com a presenca de antioxidantes se reduz, formando uma coloragéo azul
intensa, monitorada pela medida da mudanca na absor¢édo em 593 nm.

Todos os dados coletados foram armazenados e os testes foram realizados utilizando o
programa SPSS, versdo 25.0. As comparagdes dos niveis de estresse oxidativo entre 0s
usuarios e ndo usuarios de omeprazol e entre as diferentes doses de omeprazol foram
realizadas através do teste U de Mann Whitney. Ja as comparagdes dos niveis de estresse
oxidativo entre os diferentes tempos de uso do omeprazol foram realizadas através de Anova

seguido do teste de Tuckey (post hoc). Os dados foram expressos como percentual, média £
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desvio padrdo ou como mediana e percentil 25 (P25) e percentil 75 (P75) no caso de dados de

distribuicdo ndo normal. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

DESENVOLVIMENTO

Pertencente a classe dos inibidores de bomba de prétons (IBP), o omeprazol, assim
como os demais IBPs, & amplamente utilizado no tratamento de condic¢des clinicas como
Ulceras géstricas ou duodenais e a doenca do refluxo gastroesofagico (MIYAMOTO et al.,
2017; FREEMAN, 2008).

Os efeitos protetores gastrointestinais do omeprazol sdo causados pela agdo inibitdria da
enzima H + / K + ATPase, levando a supressdo da secre¢do de &cido gastrico pelas células
parietais do estbmago (MARAKHOSKI et al., 2017; YANAGIHARA et al., 2015). O
omeprazol sofre um extenso metabolismo hepatico principalmente pelas enzimas do
complexo citocromo P450, CYP2C19 e CYP3A4. E considerado um farmaco seguro quando
administrado corretamente (YANAGIHARA et al., 2015), porém, tal seguranca se torna
questionavel pela auséncia de ensaios clinicos randomizados que avaliem possiveis efeitos
adversos. Estudos recentes demonstraram que a utilizacdo de IBPs pode contribuir para a
deficiéncia de vitamina B12, ferro e magnésio (RAGHUNATH, O’MORAIN, e
MCLOUGHLIN, 2005), além de seu uso a longo prazo estar sendo associado a varios efeitos
adversos, sendo os mais comuns dor de cabeca, nausea, dor abdominal, flatuléncia e diarreia
(ALMEIDA e BARBOSA, 2016), e outras consequéncias potencialmente graves, como
pneumonia, risco de fraturas, trombocitopenia e neoplasias (ABRAHAM, 2012).

Apesar de alguns autores sugerirem que o omeprazol tenha efeito antioxidante
(LAPENNA et al., 1996), estudos demonstraram que o tratamento com o farmaco acarretou a
geracdo de espécies reativas de oxigénio, através da reducdo na ativacao de AhR (receptor aril
hidrocarboneto) (SHIVANNA et al.,, 2015). O estresse oxidativo ocorre devido a um
desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesas
antioxidantes (BARBOSA et al., 2010). Os radicais livres sdo formados em condicdes
fisiolégicas durante o metabolismo do oxigénio, porém, em processos patoldgicos, sdo
produzidos em excesso gerando dano celular ao organismo, questdo que pode ser observada
na patogénese de muitas doengas como aterosclerose, diabetes, doenga de Alzheimer, cancer,
desordens neurologicas, entre outras (SALVADOR e HENRIQUES, 2004). Entre os
principais biomarcadores de estresse oxidativo estdo a catalase (CAT) e a glutationa

peroxidase (GSHpx) que reagem com 0s compostos oxidantes e protegem as células e os
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tecidos do estresse oxidativo, e 0 malondialdeido (MDA), um dos produtos finais resultantes

da peroxidacdo lipidica, cuja medida representa um indice adequado de lesdo tecidual
oxidativa. E ainda pode-se contar com o ensaio FRAP, que mede a capacidade de reducao
férrica do plasma, oferecendo a medida do nivel antioxidante (JANSEN e RUSKOYSKA,
2013; NATALE et al., 2004; PINTO et al., 2002).

Nos grupos estudados, o sexo predominante foi o feminino (usuérios de omeprazol
78,2% e ndo usuarios 86,5%), com prevaléncia de ndo concluintes do ensino fundamental
(usuarios 70,9% e ndo usuarios 47,7%) e renda familiar de 0 a 3 salarios minimos (usuarios
89,6% e ndo usuérios 92,3%). Predominaram em ambos o0s grupos os ndo fumantes (usuarios
83,6% e ndo usuarios 89,2%) e a ndo ingestdo de alcool (usuarios 96,4% e ndo usuarios
98,2%). As principais patologias cronicas apresentadas em ambos 0s grupos e 0s principais

farmacos utilizados estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Principais patologias e medicamentos utilizados de usuérios de servigos de salde do
municipio de Novo Hamburgo/RS no periodo de 2016 a 2017.

Caracteristicas Usuérios N&o usuarios omeprazol
omeprazol (n=111)
(n=55)
Patologias
HAS 42 (76,4%) 51 (45,9%)
Depressao 28 (50,9%) 51 (45,9%)
Dislipidemias 21 (38,2%) 26 (23,4%)
DM 13 (23,6%) 14 (12,6%)
Hipotireoidismo 12 (21,8%) 12 (10,8%)
Farmacos
Fluoxetina 28 (50,9%) 33 (29,7%)
Sinvastatina 24 (43,6%) 24 (21,6%)
Losartana 18 (32,7%) 22 (19,8%)
Hidroclorotiazida 17 (30,9%) 22 (19,8%)
Acido acetilsalicilico 15 (27,3%) 11 (9,9%)
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Metformina 12 (21,8%) 13 (11,7%)
Levotiroxina sddica 8 (14,5%) 13 (11,7%)

DM = diabetes mellitus; HAS = hipertensao arterial sistémica; PAS = pressao arterial sistolica;

PAD = pressdo arterial diastolica.

Os resultados encontrados para os marcadores catalase, FRAP, GSH-px e MDA em
usuérios e ndo usuarios de omeprazol mostraram que ndo houve diferenca significativa nos
niveis dos marcadores comparando ambos os grupos (P <0,05). Porém, nos usuérios de
omeprazol avaliados de acordo com o tempo de uso de omeprazol na mediana (p25 — p75) de
catalase houve um aumento significativo no grupo de usuarios no tempo inferior a 1 ano
(Tabela 2). Os resultados também demonstraram diferencas nos niveis da catalase em

usuarios entre 1 e 5 anos e usuarios entre 6 e 10 anos.

Tabela 2: Diferencas encontradas nos niveis da catalase pelo tempo de uso de omeprazol dos usuarios

de servigos de saude do municipio de Novo Hamburgo/RS no periodo de 2016 a 2017.

Marcadores Inferior a Entre 1 e 5 anos Entre6 Acimade P
1ano (n=26) e 10 10 anos
(n=4) anos (n=12)
(n=15)
3,48 -0,18 0,10 0,16 0,014
Catalase* (0,01 - 43,50) (-2,58 - 0,99) (-1,00 - (-0,75 -
0,78) 2,12)

Método estatistico: Anova seguida de teste de Tuckey. Os resultados estdo expressos como mediana
(P25 — P75). *Diferengas encontradas nos niveis da catalase: inferior a 1 ano: P = 0,009 vs entre 1 e 5
anos: P = 0,009 vs entre 6 e 10 anos: P = 0,015.

Além disso, o resultado de MDA mostrou um aumento significativo na dose de 40mg,
com uma média de 4,31 (1,91 - 6,35), comparada a dose de 20mg, que apresentou uma média
de 1,47 (1,18 - 2,12) como resultado (P = 0,017). Tal resultado foi oposto ao encontrado por
Chanchal et al. (2016) em estudo realizado em modelo animal rato e in vitro, como também
por Ozay et al. (2017) (estudo em modelo animal com rato), os quais demonstraram que 0

omeprazol reduziu o estresse oxidativo pela reducdo do MDA.
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Sabe-se que, como o0 omeprazol, outros farmacos sofrem metabolizacdo hepética pelas
enzimas do complexo citocromo P450, CYP2C19 e CYP3A4. Dessa forma, os medicamentos
utilizados pelos voluntarios também podem estar envolvidos no estresse oxidativo,
interferindo nos resultados encontrados (LINDEN et al., 2007). Dentre estes medicamentos,
0s voluntérios da pesquisa fizeram uso de: amitriptilina, citalopram, fluoxetina, paroxetina e
sertralina.

Salientamos ainda que os resultados encontrados podem ndo ser totalmente
satisfatorios devido ao fato de os voluntarios serem portadores de doencas cronicas, onde
pode ocorrer uma producdo excessiva de radicais livres, ou uma velocidade reduzida da
remocao desses, levando ao dano oxidativo em células e tecidos, como demonstrou o estudo
de Chakrabarti et al. (2016).

Devido ao fato de este estudo ser o pioneiro com este foco de pesquisa, ndo ha ainda
estudos em humanos disponiveis para comparacdo de parametros. Com base nas limitagdes do
nosso trabalho, verifica-se a necessidade de desenvolver estudos com um nimero maior de

sujeitos e com maior proximidade do n entre as doses de 20mg e de 40mg.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados sugerem que o nivel de estresse oxidativo foi significativamente
aumentado em pacientes tratados com doses maiores de omeprazol, comprovado pelos niveis
aumentados do marcador MDA. Pelos niveis reduzidos da enzima catalase, também se sugere
reducdo nas defesas antioxidantes por exposicao prolongada ao farmaco. Porém, estudos mais
aprofundados utilizando grupos mais controlados e sem doencas crnicas sao necessarios para

uma maior confiabilidade dos resultados.

st 2 Sicredi

CAPES

180




&

inovamundi

REFERENCIAS

ABRAHAM, N. S. Proton pump inhibitors: potential adverse effects. Current opinion in
gastroenterology, v. 28, n. 6, p. 615-620, 2012.

AEBI, H. Catalase in vitro. Methods in Enzimology. 1984; 105:121-7.

ALMEIDA, J. P.; LOPES, A.; BARBOSA, M. P. Hipersensibilidade a inibidores da
bomba de protdes: Um caso raro. Revista Portuguesa de Imunoalergologia, v. 24, n. 1, p. 31-
36, 2016.

ANTUNES, M. V. et al. Estudo pré-analitico e de validacao para determinacéo de
malondialdeido em plasma humano por cromatografia liquida de alta eficiéncia, apds
derivatizacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina. Rev. Bras. Ciénc. Farm. 2008; 44(2):279-87.

BARBOSA, K. B. F., et al. Estresse oxidativo: conceito, implicacdes e fatores modulatorios.
Ver. Nutr. 2010;4(23):629-643.

BENZIE, I. F. F.; STRAIN, J. J. The ferric reducing ability of plasma (FRAP) as a measure
of ""antioxidant power. The FRAP assay. Analytical Biochemistry 1996; 239:70-6.

CHANCHAL, S. K. et al. In vivo and in vitro protective effects of omeprazole against
neuropathic pain. Scientific reports, v. 6, p. 30007, 2016.

181
CHAKRABARTI, S. K. et al. Oxidative stress in hypothyroid patients and the role of
antioxidant supplementation. Indian journal of endocrinology and metabolism, v. 20, n. 5, p.
674, 2016.

FARAII, B.; KANG, H. K.; VALENTINE, J. L. Methods compared for determining
glutathione peroxidase activity in blood. Clinical Chemistry, v. 33, n. 4, p. 539-543, 1987.

FREEMAN, H. J. Proton pump inhibitors and an emerging epidemic of gastric fundic
gland polyposis. World journal of gastroenterology: WJG, v. 14, n. 9, p. 1318, 2008.

HENRY, M. A. C. A. Diagnosis and management of gastroesophageal reflux disease.
ABCD, arg. bras. cir. Dig., 27(3): p. 210-215, 2014.

JANSEN, E., RUSKOVSKA, T. Comparative analysis of serum (anti) oxidative status
parameters in healthy persons. International Journal of Molecular Sciences, v. 14, n. 3, p.
6106-6115, 2013.

LAPENNA, D. et al. Antioxidant properties of omeprazole. FEBS letters, v. 382, n. 1-2, p.
189-192, 1996.

LINDEN, R. et al. Simultaneous determination of omeprazole, hydroxyomeprazole and
omeprazole sulphone in human plasma by isocratic HPLC-DAD: application to the
phenotyping of CYP2C19 and CYP3A4 in brazilian volunteers. Journal of the Brazilian
Chemical Society, v. 18, n. 4, p. 733-740, 2007.

st 2 Sicredi

CAPES



&

inovamundi

MARAKHOUSKI, K. Y. et al. Omeprazole-Domperidone Fixed Dose Combination vs
Omeprazole Monotherapy: A Phase 4, Open-Label, Comparative, Parallel Randomized
Controlled Study in Mild to Moderate Gastroesophageal Reflux Disease. Clinical Medicine
Insights: Gastroenterology, v. 10, p. 1179552217709456, 2017.

MARTINS, R. F.; BONATTO, M. W. Are gastric polyps related to proton pump inhibitors
long term use? GED: gastroenterologia endoscopia digestive, 33(4): p. 134-137, 2014.

MIYAMOTO, S. et al. Gastric Hyperplastic Polyps Associated with Proton Pump Inhibitor
Use in a Case without a History of Helicobacter pylori Infection. Internal Medicine, v. 56, n.
14, p. 1825-1829, 2017.

NATALE, G. et al. Seriate histomorphometry of whole rat stomach: an accurate and
reliable method for quantitative analysis of mucosal damage. Toxicology and applied
pharmacology, v. 174, n. 1, p. 17-26, 2001.

OZAY, R. et al. The protective effect of omeprazole against traumatic brain injury: an
experimental study. World neurosurgery, v. 104, p. 634-643, 2017.

PINHEIRO, L. C. et al. Omeprazole impairs vascular redox biology and causes xanthine
oxidoreductase-mediated endothelial dysfunction. Redox biology, v. 9, p. 134-143, 2016.

PINTO, M. et al. Oxidative stress in Portuguese children with Down syndrome. Down
Syndrome Research and Practice, v. 8, n. 2, p. 79-82, 2002.

PLEBAN, P. A.; MUNYANI, A.; BEACHUM, J. Determination of Selenium Concentration
and Glutathione Peroxidase Activity in Plasma and Erythrocytes. Clinical Chemistry,
1982; 28(2):311-6.

RAGHUNATH, A. S.; O'MORAIN, C.; MCLOUGHLIN, R. C. The long-term use of
proton-pump inhibitors. Alimentary pharmacology & therapeutics, v. 22, p. 55-63, 2005.

SALVADOR, M. e HENRIQUES, J. A. P. Radicais livres e espécies reativas. Radicais
Livres e a Resposta Celular ao Estresse Oxidativo. Ulbra, n. 1. p. 11-33, 2004.

SHIVANNA, B. et al. Omeprazole attenuates pulmonary aryl hydrocarbon receptor
activation and potentiates hyperoxia-induced developmental lung injury in newborn mice.
Toxicological Sciences, v. 148, n. 1, p. 276-287, 2015.

st 2 Sicredi

CAPES

182




&

inovamundi

AVA:LIAC}AO DOS NIVEIS DE ESTRESSE OXIDATIVO EM DOENTES
CRONICOS USUARIOS DE PLANTAS MEDICINAIS DA REGIAO DO
VALE DO SINOS

Tainara Vargas de Oliveiral; César Augusto Mioreli Campos2; Juliana Raquel Raasch3; Diovana

R. Mineto4; Magda Susana Perassolo5; Ana Luiza Zilkoski6

Palavras-chave: Doencas crénicas. Estresse oxidativo. Plantas medicinais.

INTRODUCAO

As doencas cronicas (DC) constituem um dos maiores problemas de salde em nivel
mundial e tém gerado elevado nimero de mortes prematuras, perda de qualidade de vida, com

alto grau de limitacédo e incapacidade em seus portadores (MALTA et al., 2014).

Segundo dados do Ministério da Salde, atualmente no Brasil as DC correspondem a cerca
de 75% das causas de morte (BRASIL, 2011). Dentre as DC que mais tem acometido a
populacdo, destacam-se os acidentes vascular cerebral (AVC), infarto do miocéardio, cancer 183
(CA), doencas respiratorias cronicas (DPOC), hipertensdo arterial (HAS), diabetes mellitus
(DM) e dislipidemias. O controle e a prevencdo das DC se tornaram uma prioridade das

politicas publicas de saide (BRASIL, 2011; MALTA et al., 2017).

Em pacientes portadores de DC héa diversos fatores que interferem na suscetibilidade do
individuo & presenca do excesso de lesfes oxidativas contribuintes para as comorbidades.
Dentre eles se destacam a inflamacéo crénica que favorece a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), também chamados de radicais livres, se caracterizam por grande
instabilidade e altamente reativos (REIS et al., 2008; LUCA; LUCA; CALANDRA, 2013).
Esses fatores favorecem a instalacdo do estresse oxidativo (EO), um estado de desequilibrio
entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante
enddgena (BARBOSA et al., 2008; RANG et al., 2016).

! Graduada em Farmdcia pela Universidade Feevale. Mestranda em Toxicologia e Anélises
Toxicologicas na Universidade Feevale.
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Existe uma grande variedade de antioxidantes naturais que neutralizam as ERO e

previnem o0 dano oxidativo nas membranas bioldgicas. Sdo exemplos de enzimas
antioxidantes enddgenas a superdxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e
a catalase (CAT) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LIU et al, 2006).

Antioxidantes exdgenos séo obtidos através de alimentacdo e suplementagdo, muitos deles
presentes em alimentos como vitaminas (A, C e E). Também s@o encontrados antioxidantes
de origem vegetal presentes em plantas medicinais (PM) como flavonoides presentes no
vinho tinto, uvas pretas, morangos e principalmente no chd verde, muito utilizado na
populacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; LIU et al, 2006; REIS et al, 2008;
BERNATONIENE; KOPUSTINSKIENE, 2018).

Além dos medicamentos utilizados no controle de DC, é muito comum pacientes
realizarem a utilizacdo de PM junto ao tratamento medicamentoso, ou até mesmo tratar suas
doencas a base de chas. (MALTA e SILVA 2013; NOBREGA et al., 2015; ZENI et al.,
2016). Esta préatica representa uma alternativa terapéutica para grande parte da populacdo em
geral, e vem sendo utilizada por muitos portadores de DC, onde na maioria dos casos Sdo

usuarios de polifarmacia.

Porém muitas espécies de PM sdo capazes de produzirem compostos que podem causar
alteracbes metabdlicas prejudiciais ao homem, podendo desencadear diversas reacGes no
organismo (BORGES e OLIVEIRA 2015).

Desta forma, faz-se necessario ter conhecimento sobre os efeitos que as PM podem
causar no organismo destes pacientes, no intuito de promover informacdo e salde. Portanto,
este trabalho teve o objetivo de avaliar parametros de EO em portadores de DC que fazem o
uso de PM.

METODOLOGIA

O presente estudo esta vinculado ao projeto de pesquisa institucional intitulado:
“Plantas medicinais: relacdo entre uso, terapia medicamentosa e estresse oxidativo.”
desenvolvido na Universidade Feevale aprovado pelo comité de ética em pesquisa da
Universidade Feevale (CAAE 62834916.0.0000.5348).
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Todos os participantes assinaram termo de consentimento livre e esclarecido. Foram

selecionados pacientes maiores de 18 anos portadores de DC, que utilizem medicamentos de

forma continua e faziam o uso de PM, de ambos 0s sexos.

Estes responderam aos questionarios de perfil socio demografico e avaliacdo das
caracteristicas gerais como idade, peso, altura, tempo de doenca e medicamentos utilizados.
Outro questionario foi utilizado para obter informagdes sobre as PM utilizadas, quantidade,

frequéncia de uso e indicacdo terapéutica.

Em seguida coletou-se amostra sanguinea que foi processada e aliquotada de acordo com
as analises laboratoriais. A avaliacdo dos niveis de EO foram avaliados através das dosagens
de malondialdeido (MDA), superdxido dismutase extracelular (SOD), catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e poder antioxidante total (FRAP).

Para a determinacdo de MDA utilizou-se 0 método desenvolvido por Antunes et al (2008),
sendo a corrida cromatografica realizada em CLAE-DAD, e os resultados expressos em
HMol. Para a atividade enzimatica da SOD extracelular utilizou-se o kit Fluka 19160
(Steinheim, Germany), baseado no método indireto do azul de nitrotetrazolio (NBT), a leitura
foi realizada em microplacas em espectrofotdbmetro e os resultados foram expressos em % de
inibicdo da SOD. A atividade da CAT foi determinada pelo método descrito por Aebi (1984),
realizando as leituras em espectrofotébmetro em 240 nm nos tempos 0 e 15 s e 0s resultados
foram expressos em s e corrigidos pela hemoglobina dos pacientes. A atividade enzimatica da
GPx foi mensurada através do método descrito por Pleban; Munyani e Beachum (1982), em
absorbancia de 340 nm por 3 minutos. Aos resultados se aplicou uma equacdo e a atividade da
GSH-Px foi expressa em U/L de plasma. O FRAP foi determinado através do método descrito
por Benzie e Strain (1996).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A amostra foi composta por 58 voluntarios, portadores de DC e usuarios de PM. As
caracteristicas gerais e dados antropométricos dos pacientes em estudo estdo apresentados na
Tabela 1.

No presente estudo foi identificado maior prevaléncia do sexo feminino, com idade
média de 61 + 9 anos e a maioria ndo tabagistas. Esse achado pode-se dar pela maior
preocupacao com a salde e 0 acesso a programas de cuidados da saude da mulher, como pré-

natal, prevencdo de cancer de mama, entre outros, deste modo, as mulheres procuram mais 0s

st 2 Sicredi

CAPES

185




&

inovamundi

servigos de saude do que os homens (MOLINA, 2017). No presente estudo, pode-se destacar

esse resultado, pois grande parte da amostra analisada foram mulheres.

Tabela 1. Caracteristicas gerais e dados antropométricos dos 58 pacientes em estudo, na
Regido do Vale dos Sinos, Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brasil.

Variavel Resultado (n = 58)
Sexo

Feminino 52 (89,7%)
Masculino 6 (10,3%)
Idade 61 + 9 anos
30-39 1(1,7%)
40 - 49 4 (6,9%)
50 -59 21 (36,2%)
60 — 69 21 (36,2%)
70-79 10 (17,3%)
80 -89 1(1,7%)
Escolaridade

Fundamental incompleto 38 (65,6%)
Fundamento completo 9 (15,5%) 186
Médio incompleto 1(1,7%)
Médio completo 9 (15,5%)
Superior completo 1(1,7%)
Renda Mensal Familiar

Até 1,0 SM? 26 (44,8%)
De 1,5a 3,0 SM!? 29 (50,00%)
Acima de 3,0 SM* 3 (5,2%)
IMC (kg/m?)? 274
PAS (mmHg)? 122 +£10
PAD (mmHg)* 79+12
Tabagismo

Né&o 49 (84,5%)
Sim 6 (10,3%)
Ex-tabagistas 3 (52%)

1.Salérios minimos; 2.indice de massa corporal; 3.Pressdo arterial sistolica; 4.Pressdo arterial diastolica;

Com base no questionario sobre o uso de PM com finalidade medicinal relatadas pelos
pacientes estdo descritos na Tabela 2. O consumo médio foi de 3,93 (x 1,89) plantas por
individuo. Grande parte dos pacientes do estudo fazem o consumo dessas plantas foi referido
tanto para complemento do tratamento medicamentoso (anti-hipertensivo, antidiabético,

ansiolitico).
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Tabela 2. Principais plantas medicinais utilizadas pelos 58 pacientes em estudo, na Regido do
Vale dos Sinos, Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brasil.

Nome popular Nome cientifico Ne citaces (%)
Cidreira; capim-cidreira; capim-cidro Cymbopogon citratus (DC.) Stapt 24 (41,4%)
Camomila; maganilha Matricaria recutita L. 23 (39,7%)
Poejo Mentha pulegium L. 15 (25,9%)
Macela; marcela Achyrocline satureioides (Lam.) DC. 12 (20,7%)
Horteld Mentha x piperita L. 11 (19,0%)
Boldo; boldo-brasileiro Plectranthus barbatus Andrews 10 (17,2%)
Erva-doce Pimpinella anisum L. 07 (12,1%)
Guaco Mikania glomerata Spreng. 07 (12,1%)
Hibisco Hibisco sabdariffa L. 07 (12,1%)
Insulina Cissus sicyoides L. 06 (10,3%)
Cidrozinho; cidr6 Aloysia triphylla Royle 05 (8,6%)
Funcho Foeniculum vulgare Mill. 05 (8,6%)
Alcachofra Cynara scolymus L. 04 (6,9%)
Ché-verde Camellia sinensis (L.) Kuntze 04 (6,9%)
Espinheira-santa Maytenus ilicifolia (Schrad.) Planch. 04 (6,9%)
Gengibre Zingiber officinale Roscoe 04 (6,9%)
Malva Malva parviflora L. 04 (6,9%) 187
Total de pacientes avaliados 58 (100%)

Alguns facilitadores para a alta incidéncia de uso de PM sdo: a grande diversidade
vegetal encontrada no Brasil, 0 baixo custo associado a terapéutica, grande parte da populagéo
cultiva certas espécies de PM em seus proprios quintais. Em contrapartida, um dos pontos
mais preocupantes é a associacdo que a populacdo faz considerando que a utilizacdo de PM é
inofensiva, por serem naturais e ndo fazem mal a satde (ZENI et al., 2016).

Em relacdo ao niveis dos parametros de EO, ndo foi obtido correlacdo entre o nimero
de PM utilizadas e EO. Os resultados obtidos das analises estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Anélise dos parametros de estresse oxidativos dos 58 pacientes em estudo, na
Regido do Vale dos Sinos, Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brasil.

Parametros Resultado (n = 58)
Catalase (K/s) 1,097

GPx (U/L) 2,05+ 149
SOD (%) 205,17 + 1505
FRAP (uM) 1658,8 + 875
MDA (M) 217+1
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GPx - Glutationa Peroxidase; SOD - Superdxido Dismutase; FRAP - Poder Antioxidante de Redugdo do Ferro; MDA —
Malondialdeido.

CONSIDERAGOES FINAIS

Com os resultados até entdo obtidos, podemos observar que a utilizacdo de PM
concomitante no tratamento de DC é bastante comum entre os pacientes analisados. As PM
mais utilizadas sdo de facil acesso a populacdo em geral, aliado ao com o conhecimento

popular, se tornam cada vez mais utilizadas.

Estes sdo dados iniciais, a perspectiva do estudo é coletar mais dados e amostra de
pacientes portadores de DC que nao utilizam o PM em seu tratamento, formando um grupo
controle do estudo. Além das anélises de EO sera quantificado os niveis de citocinas I1L-2, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-17, INFy ¢ TNF em portadores de DC que fazem o uso de PM e em
portadores de DC que ndo fazem o uso de PM, para tracar o perfil inflamatério destes

pacientes.

Outro ponto a ser destacado, com base nas PM mais utilizadas, sera realizado ensaios
de citotoxicidade nas linhagens celulares v79. o uso de PM e em portadores de DC que néo

fazem o uso de PM.

Apoio financeiro:

Feevale, Capes. Este projeto tem aprovacao no PPSUS edital 03/2017 (CNPq e FAPERGS).
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COMPARACAO DE METODOS PARA DETERMINACAO DE
VANCOMICINA EM PLASMA HUMANO

Nadine Bordin Andriguetti'(Feevale), Natéalia Bordin Andriguetti?(Feevale), Leticia Loss
Lisboa®(Feevale), Roberta Zilles Hahn*(Feevale), Marina Venzon Antunes®(Feevale),
Siomara Regina Hahn®(UPF), Rafael Linden’(Feevale)

Palavras-chave: Creatinina. CLAE-EM/EM. CMIA. Vancomicina.
1 INTRODUCAO

A vancomicina (VCM) é um antibiético glicopeptidico triciclico utilizado no
tratamento de infeccBes causadas por microrganismos gram-positivos, especialmente as que
envolvem Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (MATSUMOTO et al.,
2013). A VCM ¢ eliminada principalmente pela filtracdo glomerular, e sua depuracdo é
altamente correlacionada com a depuracéo da creatinina (CRE) (MARSOT et al., 2012). Com
isso, pacientes com comprometimento da funcao renal apresentam risco de acimulo de VCM
e eventos adversos, principalmente nefrotoxicidade e ototoxicidade. Em decorréncia disso o
Monitoramento Terapéutico de Farmacos (MTF) se faz necessario para maximizar a eficécia,
minimizar a toxicidade e garantir niveis adequados de exposicao a este farmaco (RYBAK et
al., 2009).

A exposicao a longo prazo de moléculas de VCM a temperatura corporal pode levar a
formagéo de quantidades significativas de seu produto de degradacdo biologicamente inativo,
0 CDP-1 (HARRIS; KOPECKA; HARRIS, 1983). O CDP-1 reage de forma cruzada com
anticorpos anti-VCM em imunoensaios ndo especificos, levando a uma superestimacdo do
nivel sérico do farmaco (BACKES; ABOLENEEN; SIMPSON, 1998; BEGG; BARCLAY;
KIRKPATRICK, 1999).

!Bacharela em Biomedicina e mestranda em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas pela Universidade Feevale.
2Mestre em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas pela Universidade Feevale. 3Graduanda em Biomedicina na
Universidade Feevale. “Mestre em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas e Doutoranda em Qualidade Ambiental
pela Universidade Feevale. *Doutora em Ciéncias Médicas (UFRGS), docente na Universidade Feevale. ®Mestre
em Ciéncias Médicas pela UFRGS, Doutoranda em Ciéncias Farmacéuticas na Universidade do Porto (Portugal)
e Docente do curso de Farmécia da Universidade de Passo Fundo. ‘Doutor em Genética e Biologia Molecular
pela PUCRS, docente titular da Universidade Feevale, Coordenador do Mestrado Em Toxicologia e Andlises
Toxicolégicas.
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Atualmente, ndo ha relato do efeito da funcdo renal sobre a comparabilidade das

medidas séricas de VCM feitas pelo imunoensaio de microparticulas quimioluminescentes
(CMIA) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas
sequencial (CLAE-EM/EM).

Considerando isto, este trabalho teve como objetivo a comparacdo das concentragdes
de VCM realizadas pelos métodos CMIA e CLAE-EM/EM em uma grande coorte de

pacientes, estratificados de acordo com os niveis séricos de CRE.

2 METODOLOGIA

Amostras de soro (n = 187) foram coletadas de pacientes internados no Hospital Sdo
Vicente de Paulo (Passo Fundo, Brasil) durante setembro-outubro de 2017 para determinacdes
de rotina de VCM. As amostras de soro foram congeladas e mantidas a -20 °C até a analise.

As concentragdes de CRE foram medidas usando um ensaio cinético (Kovalent,
Niterdi, Brasil), em um sistema Architect c8000 (Abbott Laboratories, North Chicago, EUA).
Calibracao, controle de qualidade e amostras de pacientes sdo rotineiramente processados de
acordo com as instrucoes do fabricante.

As medicdes de VCM foram realizadas pelo CMIA, usando o analisador Architect
i2000 SR e por Cromatografia Liquida (sistema UHPLC Ultimate 3000 XRS) conectada a um
espectrometro de massa triplo quadrupolo (TSQ Quantum Access). As amostras de soro para
injecdo no CLAE-EM/EM foram preparadas por precipitacdo de proteinas.

A concordancia entre as concentracdes séricas de VCM medidas com o CMIA e
CLAE-EM/EM foi avaliada usando andlise de regressdo Passing-Bablok, com intervalos de
confianca de 95 % (95 % IC) calculados para inclinacdo e intercepto. Plotagens de Bland-
Altman foram utilizadas para avaliar as diferencas relativas entre os dois métodos, tracando as
diferencas percentuais em relagdo ao valor médio de vancomicina para ambos 0s ensaios. As
diferencgas relativas médias e os desvios padrdes (DP) das diferencas foram calculados e
dentro de 1,96 DP foram considerados aceitaveis. Para avaliar a comparabilidade clinica das
medidas feitas pelos dois métodos, os resultados foram classificados como terapéuticos (10,0
a 20,0 mg/L), sub-terapéuticos (< 10,0 mg/L) ou acima dos niveis terapéuticos (> 20,0 mg/L),
e a discordancia da classificagdo entre os métodos foi relatada como uma porcentagem. As

analises estatisticas foram realizadas com Medcalc.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos para analise de VCM e CRE foram validados satisfatoriamente de acordo
com as recomendacdes de validacdo de métodos bioanaliticos do Food and Drug
Administration (FDA, 2013).

Para analise de comparagdo das medidas de VCM realizadas pelos métodos CMIA e
CLAE-EM/EM, as 187 amostras de soro foram divididas em 4 quartis de acordo com seus
niveis de CRE.

As medidas de CMIA e CLAE-EM/EM das concentragdes de VCM foram altamente
correlacionadas, com valores de r na faixa de 0,937 a 0,962 ao longo dos quartis. Nenhum
desvio de linearidade foi observado. Um pequeno desvio proporcional foi observado apenas
no quartil 4 (niveis de CRE na faixa de 1,98 — 7,13 mg/dL), com IC 95 % da inclinacdo de
1,0812 a 1,3604, o que nao foi observado para outros quartis. Por outro lado, nenhum viés
sistematico foi observado para todos os quartis. A diferenca média entre as concentracdes de
VCM medidas em CMIA para CLAE-EM/EM foi de -0,68 mg/L para o quartil 1 (variacdo de
-14 a +5,21), +0,70 mg/L para o quartil 2 (variacdo de -9,10 a 27,53) , +1,42 mg/L para o
quartil 3 (variagdo de -7,40 a +9,40) e +6,45 mg/L para o quartil 4 (variacdo de -12,54 a
+28,90).

A maior parte da diferenca entre os dois métodos para a andlise VCM estava dentro do
intervalo de £1,96 desvios-padroes. Os niveis medidos em CLAE-EM/EM foram, em média,
6,3 % maiores que 0s do CMIA no quartil 1, mas 1,0, 8,7 e 15,1 % menores nos quartis 2, 3 e
4. Além disso, o IC 95 % da média das diferencas entre os valores medida por ambos 0s
métodos nos quartis 3 e 4 também mostrou a presenca de uma diferenca sistematica.

Utilizando os critérios arbitrarios para interpretacdo clinica das concentracfes de VCM
como sub-terapéuticas, terapéuticas ou acima dos niveis terapéuticos, 173 de 187 (92,5 %) das
determinagfes tiveram interpretacdes concordantes. A maior taxa de concordancia foi
observada no quartil 1 (97,9 %), onde os niveis de CRE estavam na faixa de 0,32 a 0,59
mg/dL. A taxa de concordancia foi de 89,4, 93,6 e 89,4 % para 0s quartis 2, 3 e 4. As
diferencas na classificacdo foram devidas a superestimacdo das concentracdes de VCM por
CMIA em 4 de 5 amostras no quartil 2, 4 de 4 amostras no quartil 3 e 5 do quartil 5 amostras
no quartil 4.

5 CONSIDERACOES FINAIS
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As concentragdes séricas de VCM medidas por CMIA e CLAE-EM/EM séo altamente
correlacionadas. No entanto, a medida que a concentracdo de CRE aumenta, indicando uma
funcdo renal reduzida, o CMIA superestima as concentracdes séricas de VCM. Em amostras
com niveis de creatinina superiores a 1,98 mg/dL, o CMIA apresenta valores de VCM em
média 15 % superiores aos de CLAE-EM/EM. Os ensaios baseados em espectrometria de
massas para medicdo de VCM sdo alternativas valiosas para superar as questdes inerentes de
reatividade cruzada de imunoensaios, particularmente em pacientes com funcdo renal

deficiente.
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DESENVOLVIMENTO DE NANOCAPSULAS DE LECITINA DE SOJAE
DE MONO-OLEATO DE SORBITANO PARA INCORPORACAO DE
VORTIOXETINA E AVALIACAO DE TOXICIDADE

Caroline Hermann Nodari?, Cristiane Bastos de Mattos?, Simone Gasparin Verza? -
Universidade FEEVALE

Palavras-Chave: Caracterizacdo Fisico-Quimica. Estabilidade. Nanocapsulas. Transtorno
Depressivo Maior. Vortioxetina.

1. INTRODUCAO

Os transtornos depressivos possuem uma alta prevaléncia em todo o mundo, afetando
a qualidade de vida e saude de milhdes de pessoas, em virtude de seus efeitos psicossociais e
econdémicos (LAM et al.,, 2014; WHO, 2017). Por ser a op¢do melhor estudada, os
medicamentos antidepressivos apresentam-se como o alicerce no tratamento do transtorno
depressivo maior e incluem diferentes farmacos, sendo os integrantes das classes dos
Inibidores Seletivos da Recaptacdo de Serotonina e dos Inibidores da Recaptacdo de
Serotonina e Noradrenalina os mais bem sucedidos, permanecendo como tratamentos
farmacoldgicos de primeira linha (DALE, BANG-ANDERSEN e SANCHEZ, 2015; HO,
JACOB e TANGIISURAN, 2017; KOK e REYNOLDS, 2017). Por outro lado, novas

pesquisas para a descoberta e desenvolvimento de antidepressivos foram efetuadas nas
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ultimas décadas e culminaram no lancamento de farmacos gque conjugam a atividade dos
receptores da serotonina com diferentes receptores monoaminérgicos (DALE, BANG-
ANDERSEN e SANCHEZ, 2015; TACIAK, LYSENKO e MAZUREK, 2017).
Especificamente, a vortioxetina tem demonstrado ser uma alternativa terapéutica eficaz no
tratamento do transtorno depressivo maior, além do transtorno de ansiedade generalizada
(SANCHEZ, ASIN e ARTIGAS, 2015; SOWA-KUCMA et al., 2017). O seu mecanismo
multimodal de acdo assinala um perfil antidepressivo diferenciado, em relacdo aos demais
farmacos, rotineiramente, empregados na depressdo (SANCHEZ, ASIN e ARTIGAS, 2015).

1. Especializagdo em Farmécia Hospitalar (IAHCS/RS) e Saude Puablica (GHC/RS). Discente do Mestrado
Académico em Toxicologia e Analises Toxicolégicas - Universidade FEEVALE.

2. Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas pela UFRGS. Professora do Mestrado Académico em Toxicologia e
Analises Toxicologicas - Universidade FEEVALE.

3. Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas pela UFRGS. Professora do Mestrado Académico em Toxicologia e
Anaélises Toxicolégicas — Universidade FEEVALE.
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Mesmo em menor intensidade, quando comparados aos medicamentos convencionais, efeitos

adversos, também, tém sido identificados, como ndusea, vOmito, diarreia, boca seca,
disfuncdo sexual, interrupcdo do sono, além de agitacdo, irritacdo, sonhos anormais, insénia,
cetoacidose e perda de peso (SANCHEZ, ASIN e ARTIGAS, 2015; SOWA-KUCMA et al.,
2017; SUBEESH et al., 2017).

Com o intuito de minimizar a toxicidade, reduzir efeitos adversos, melhorar a
estabilidade, prevenir a inativacdo ou degradacdo, além de aperfeicoar a atividade terapéutica,
novos sistemas nanoterapéuticos de liberacdo de farmacos tem sido desenvolvidos (FRANK
et al., 2015; CRUCHO e BARROS, 2017). As nanocépsulas poliméricas s&o um exemplo
desses novos sistemas de particulas nanométricas direcionadas ao controle da liberacdo e da
distribuicdo do farmaco (POHLMANN et al., 2013). Nesse contexto, o desenvolvimento de
nanocapsulas contendo vortioxetina torna-se uma perspectiva interessante, almejando a
reducéo da toxicidade e dos efeitos adversos decorrentes da utilizagdo. Cabe, ainda, destacar
que, por se tratar de um medicamento de recente inclusdo no mercado, nao estao relatados, em
literatura cientifica, estudos de formulacédo do referido farmaco em nanocépsulas, denotando o

ineditismo do trabalho.

O desenvolvimento das nanocapsulas poliméricas envolve, também, aspectos atrelados
as propriedades fisico-quimicas e ao seu comportamento em sistemas bioldgicos (BULCAO
et al., 2012). Em relacdo ao primeiro aspecto, a caracterizagao dessas propriedades viabiliza o
entendimento da morfologia, distribuicdo, particularidades da superficie, estabilidade e
associacdo do farmaco incorporado as nanocépsulas, sendo primordial durante o
desenvolvimento das mesmas (FRANK et al., 2015; CRUCHO e BARROS, 2017). Quanto ao
comportamento em sistemas bioldgicos, a investigacdo da toxicidade é fundamental, como
etapa prévia para avaliacdo das propriedades biolégicas (BULCAO et al., 2012).

Diante do exposto acima, o objetivo geral do presente estudo compreendeu
desenvolver formulagdes (nanocédpsulas poliméricas brancas) sem adicdo do farmaco
vortioxetina, a partir da utilizacdo dos tensoativos lipofilicos lecitina de soja e mono-oleato de
sorbitano (Span 80®), junto ao polimero poli (e-caprolactona). Entre os objetivos especificos,
ressaltam-se realizar a caracterizacéo fisico-quimica das nanocéapsulas obtidas, em relacao as
suas propriedades fisico-quimicas (pH, didmetro médio das particulas, indice de polidispersédo
e potencial zeta), como também avaliar a estabilidade das mesmas por um periodo de 28 dias.
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Quanto ao farmaco vortioxetina, foram conduzidos testes de solubilidade em 6leo de soja e

em trigliceridios de cadeia média (TCM), antes do desenvolvimento das nanocéapsulas

brancas.

Os procedimentos metodoldgicos adotados incluiram, inicialmente, a realizacdo dos
testes de solubilidade da vortioxetina em 6leo de soja e em TCM, através da adi¢do dos
tensoativos hidrofilico polisorbato 80 (Tween 80®) e lipofilico Span 80®. Tais misturas foram
submetidas a agitacdo magnética, em placa multipontos (150 rotacdes por minuto), durante 24
horas. Decorrido esse periodo, foram submetidas a ultracentrifugacdo (4°C por 15 minutos) e
quantificadas em cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) modelo Finnigan
Surveyor™ Plus System, a partir de diluicGes seriadas de 1:10. Os resultados decorrentes

desses testes de solubilidade nédo serdo apresentados neste trabalho.

ApOs 0s mesmos, iniciaram-se as etapas de desenvolvimento das formulagdes de
nanocapsulas brancas de lecitina de soja e Span 80® pelo método de deposicio interfacial do
polimero pré-formado ou nanoprecipitacdo, conforme descrito, inicialmente, por Fessi et al.
(1989). Na execugdo desse método, a fase orgénica, constituida dos tensoativos lipofilicos
lecitina de soja ou Span 80® (0,02 g), do polimero poli (e-caprolactona) (0,05 g), do éleo
TCM (0,1 g) e dos solventes etanol (7,5 mL) e acetona (7,5 mL), foi mantida numa placa de
agitacdo, com aquecimento superior a 40 °C, durante 15 minutos para a completa dissolucao
de seus componentes. Separadamente, uma fase aquosa foi preparada com o tensoativo
hidrofilico Tween 80® (0,02 g) e agua (30 mL), tendo sido mantida sob breve aquecimento e
transferida para um placa de agitacdo multipontos na rotacdo de 350 rotacGes por minuto.
Apbs a dissolucdo dos componentes da fase organica, verteu-se a mesma na fase aquosa e a
mistura resultante permaneceu, sob agitacdo na placa multipontos, durante 15 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, para eliminar o solvente acetona, a suspensdo
resultante foi submetida a evaporacdo, sob pressdo reduzida (-720 Pa), durante 30 minutos. O
volume final da formulacdo foi ajustado para, aproximadamente, 5 mL. Os experimentos

foram realizados em triplicatas.

A caracterizagdo fisico-quimica foi realizada pelas verificacbes do pH, diametro
médio, indice de polidispersdo e potencial zeta das particulas das formulagdes sintetizadas.
Em relacdo ao pH, o mesmo foi mensurado, diretamente, nas suspensdes de nanocapsulas,

mediante a utilizacdo de potenciémetro calibrado previamente com solugdes tampéao de pH
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4,0 e 7,0. O didmetro médio e indice de polidispersdo (PDI) das particulas foram medidos por

espectroscopia de correlacdo de fétons ou dispersdo de luz dindmica (DLS) no equipamento
NanoBrook 90 Plus®, apos diluicdo de 10 pL das formulacbes em é&gua ultrapura em balo
volumétrico de 10 mL. As leituras foram realizadas em triplicatas, tendo sido calculadas as
médias, desvios padrdo e coeficientes de variacdo percentual para cada formulacéo analisada.
Da mesma forma, o potencial zeta foi determinado por mobilidade eletroforética no
NanoBrook 90 Plus®, através da diluicio de 10 pL das formulagbes, em solugdo aquosa de
cloreto de sodio 1 mM filtrada, num bal&o volumétrico de 10 mL. Das leituras obtidas em
triplicatas do potencial zeta, estimaram-se as médias, desvios padrdo e coeficientes de
variagdo percentual para cada formulagdo analisada.

Por ultimo, realizou-se uma analise de variancia (ANOVA Fator Unico) dos dados das
triplicatas das nanocapsulas brancas de lecitina de soja e Span 80® entre grupos e no mesmo
grupo, a fim de identificar diferengas significativas, estatisticamente, a um nivel de
significancia de 0,05 (p<0,05).

2. DESENVOLVIMENTO

Como sistemas vesiculares nanométricos, as nanocapsulas apresentam um nucleo
envolto por uma parede polimérica estabilizada por um conjunto de tensoativos
(POHLMANN et al., 2013). As propriedades fisico-quimicas e biologicas das mesmas sdo
dependentes dos materiais utilizados e do método de preparacdo empregado (FRANK et al.,
2015). Entre as caracteristicas fisico-quimicas a serem analisadas, destacam-se a morfologia,
o tamanho e a superficie das nanoparticulas, o potencial zeta, o pH, a determinacdo da taxa de
associacdao do farmaco as nanocépsulas e a estabilidade das mesmas (FRANK et al., 2015;
CRUCHO e BARROS, 2017). Ao levar em consideracdo esses aspectos, 0s resultados obtidos
para a caracterizacdo fisico-quimica das nanocépsulas brancas de lecitina de soja e Span 80®
sintetizadas, quanto ao pH, diametro médio das particulas, indice de polidispersdo e potencial

zeta, foram organizados e apresentados nas tabelas a seguir.

Tabela 1 — Formulagdes Lecitina de Soja 25/06/2018
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0Dia 7 Dias 14 Dias 21 Dias 28 Dias
Fl F R Fl R R Fl F R Fl F R Fl F R
DLS(M)  18857£33%6 283+ 1008* 27152537 1T+04 2635+42 L1845 1063738 BAR+1N 2950506 181651006 2348138 A6M+54 16011076 R4 2001310
(V% 18% 480% 25 2% 18% 214% 2% 5500 2T 0145 145 265 0% 646% 5%
PDI 009000  0110@ 04000  00£003  0LL+004 0092001  010:004 01004 0000  0UL+08  00£002 00008 0U:002  011+003 0110003
(V% e 1818 1% W RK NI M 363 b b 1 3% BB 0 218
Potencial Zeta ( -2678+404* -B13:200¢ -BOT+100¢ -BR066 0N1A* LHUAUF U1 NYLLKT BRLOT -BEOL0G -BRLAN0* Q6176 AP0 BATHAR N 3TH
(V¥ 15,08% T46% 46mh 170% 23 9140p 56l 0% 171% 210 1128% 60% 076% g 137
T . - - 15 47 446 1% 40 43 4 34 34 Ly 36 3

Fonte: elaboracédo propria.

Notas: *p < 0,05, DLS (Didmetro Médio das Particulas, CV% (Coeficiente de Variacao Percentual), PDI (indice
de Polidispersdo).

Para as nanocépsulas brancas de lecitina de soja (Tabela 1), constataram-se diferencgas
significativas estatisticamente entre as formulacdes apds o preparo (F = 52,33934; p =
0,000159) e para a formulacdo F1 no decorrer do periodo avaliado de 28 dias (F = 4,399228;
p = 0,026165), quanto a variavel diametro médio das particulas (DLS). J& o potencial zeta foi
0 parametro que apresentou diferengas significativas em todas as formulagdes de lecitina
desenvolvidas, tanto apés o preparo (F = 19,75678; p = 0,002291), quanto para as
formulagdes F1 (F= 44,16904; p = 0,000002), F2 (F = 36,30896; p = 0,000006) e F3 (F =
15,50162; p = 0,000274) ao longo do tempo analisado de 28 dias. O indice de polidispersdo
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(PDI) ndo demonstrou diferengas significativas para as formulagdes avaliadas da Tabela 1.

Tabela 2 - Formulagdes Span 80® 05/07/2018

0Dia 1Diss 14Diss 21 Dias 28 Dias

Fl R R Fl R R Fl R R Fl F R Fl F R

DLS(M) 22006+ 1230 207264630 24800+1204% 21913+1%0 2168+567 25057:602 216%5:1% 21P+264 2316+471 22838 2580155 UTW0+84) 200738 2619563 250401983
CV% 563% 1% 48% 086% 261% 240% 061% 128 193 14T 255% 3% 335% 260% 3%

PDI 010£002  006+00L 011003  008+0001 009004 ~ 010+000  009£0005 012:000  012£005 0112000  009£007  o%2:000 0020004  002:0008 013006
CV% AT 1666% 2 125% 433 1000 5% §3% 4166% 90% T1,T% §3% L 250 3546%

Potencial Zeta  -2446027% -853£270 -B42+246% -BHr00F -pALL08 -D2+36 -BUANF UKBL0Y 04005+ B +08F NP0 BN UMW F2+0%F 580+ 15*
CV% 110% 9145% 694% 000% 238% §73% 16(0% 140% 350% 2% 216% 035% 07% 5% 413%

H 508 502 Sl 506 58 52 4% 1% 45 4% 4% 44 44 43 4

Fonte: elaboragdo propria.

Notas: *p < 0,05, DLS (Didmetro Médio das Particulas, CV% (Coeficiente de Variacio Percentual), PDI (indice
de Polidispersdo).

Os resultados encontrados para as nanocapsulas brancas de Span 80® (Tabela 2)
revelaram, em relacdo ao didmetro médio das particulas, diferencas significativas
estatisticamente entre as formulagdes apo6s o preparo (F = 13,19813; p = 0,006353), embora

ndo tenham sido verificadas tais diferencas para a mesma formulacdo no decorrer do periodo
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considerado. A variavel indice de polidispersdo (PDI), também, ndo demonstrou diferencas
significativas para as formulagGes avaliadas da Tabela 2. Em relagdo ao parametro potencial
zeta, todas as formulacbes apresentaram diferencas significativas, seja ap6s o preparo (F =
38,63549; p = 0,000374), como também ao longo do periodo de 28 dias: F1 (F = 28,89157; p
=0,000017), F2 (F = 44,40758; p = 0,000002) e F3 (F = 33,3822; p = 0,000009).

O potencial zeta e o pH, bem como o tamanho da particula, a massa molar do polimero
e o teor do farmaco, apresentam-se como variaveis de monitoramento da estabilidade de
nanocapsulas (SCHAFFAZICK e GUTERRES, 2003). Sendo assim, os resultados obtidos das
andlises de variancia do potencial zeta para as nanocapsulas brancas de lecitina de soja e Span
80® revelaram que esse parametro é o que mais varia com o decorrer do periodo analisado,
indicando a instabilidade das formulacdes desenvolvidas. Apesar disso, as variaveis diametro
médio das particulas e indice de polidispersdo permaneceram estaveis para as mesmas
formulagdes, ao longo dos 28 dias, embora tenham apresentado caracteristicas distintas entre

elas, apds o preparo, para o diametro médio das particulas.
3. CONSIDERACOES FINAIS

A caracterizacdo fisico-quimica de nanocédpsulas € uma etapa importante para a
avaliagdo da uniformidade e estabilidade de seus componentes, tornando-se essencial a sua
realizacdo, quando ocorrer a incorporacdo do farmaco vortioxetina a esse sistema vesicular

nanomeétrico.
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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE S-FENILMERCAPTURICO POR LC-MS/MS

Andressa Priscila Gomes?, Lilian de Lima Feltraco Lizot?, Marina Venzon Antunes®, Mariele
Feiffer Charao®

Palavras-chave: Acido s-fenilmercaptdrico. Benzeno. LC-MS/MS. Validagdo de método
INTRODUCAO

O ambiente de trabalho normalmente contém uma série de produtos quimicos que se
inalados e absorvidos pelo organismo podem representar um risco potencial para a saude dos
trabalhadores, levando assim ao desenvolvimento de doencas ocupacionais (GONCALVES,
2017). Nesse contexto, trabalhadores que desenvolvem atividades em que ha contato com o
solvente orgénico benzeno sdo extremamente relevantes para a avaliacdo da exposicdo
ocupacional.

Por recomendacdo da Comissdo Nacional Permanente do Benzeno (CNP-Bz) o
indicador bioldgico de exposicdo (IBE) que deve ser utilizado para avaliacdo da exposicdo a
esse xenobidtico é o metabdlito urinario acido trans, trans-mucénico (Portaria n°34/2001).
Entretanto, ainda existem divergéncias na literatura quanto a contribuicdo deste biomarcador,
uma vez que seus niveis podem ser influenciados por diversos fatores externos
(CAMPAGNA, 2014). Em visto disso, a CNP-Bz sugere a dosagem de um biomarcador mais
especifico, o acido S-fenilmercaptdrico, o qual ja é preconizado por agéncias internacionais
como a American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH). Entretanto,
hd a necessidade de metodologias sensiveis para a sua determinacdo, sendo empregadas
normalmente técnicas de cromatografia liquida acoplado a detector de massas em sequencial
(MS/MS) (SCHETTGEN, 2008; GONCALVES, 2017).

!Farmacéutica e biomédica, mestranda em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas pela Universidade Feevale,
2Biomédica, mestranda em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas pela Universidade Feevale, 3Doutora em
Ciéncias Médicas pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Professora na Universidade Feevale,
“Doutora em Ciéncias Farmacéuticas Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Professora na Universidade
Feevale.
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Os resultados deste estudo tendem a evidenciar a importancia da avaliacdo bioldgica

como ferramenta eficaz na promocdo da salde do trabalhador, e apontar o &cido S-
fenilmercapturico urinario, como indicador satisfatorio para estimar a exposicao de benzeno a
baixas concentracGes ambientais.

Considerando que o acido S-fenilmercaptarico é o Unico especifico, mas devido a suas
baixas concentragdes na urina, é requerido o uso de técnicas analiticas sensiveis capazes de
quantificar niveis tracos, um método bioanalitico especifico, eficiente e reprodutivel é
necessario para determinacdo e quantificacdo em urina. Nesta perspectiva, 0 objetivo deste
trabalho foi desenvolver e validar um método bioanalitico para determinacdo de SPMA

urinario por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de massas em sequencial.

METODOLOGIA

As amostras controle e calibradores foram preparados pela a adicdo do padréo do
SPMA em urina de individuo ndo exposto ocupacionalmente ao benzeno. A extracdo foi
realizada em tubos de polipropileno de 5 mL, onde é adicionado 0,5 mL de urina, 50 pL de
padrdo interno (Pl) (SPMA-D5 1ug/mL), 50 pyL de &acido acético glacial 100% e 3mL de
MTBE (Eter Metil- Terc- Butilico). Os tubos foram homogeneizados por 10 minutos e entdo
centrifugados por 5 minutos a 3400 rpm. O sobrenadante (2,7 mL) foi aliquotado para outro
tubo e entdo evaporado em um concentrador de amostras a 60 °C por 90 minutos. O extrato
seco foi retomado com fase mével e entdo injetado em um cromatdgrafo liquido de ultra
eficiéncia com detector de massas em sequencial (LC-MS/MS).

As andlises foram realizadas em um espectrdmetro de massa triplo quadrupolo TSQ
Quantum Access com uma fonte de eletropulverizacdo, acoplado a um sistema Ultimate 3000
XRS UHPLC, controlado pelo software Xcalibur, todos da Thermo Scientific (San Jose,
EUA). A separacdo cromatogréfica foi realizada em uma coluna Kinetex Phenomenex C18
(150 x 4.6 mm) de fase reversa. A fase movel foi constituida de uma mistura de solvente A
(Solugdo Aquosa 0,5%) e solvente B (Acetonitrila) (50:50, v/v) com o seguinte gradiente:
90% A do inicio da corrida até 2 min; 40% A de 6,0 até 7,0 min, seguido de um tempo de
equilibrio de 7,5 até 11,0 min na condic¢éo inicial com um fluxo de 0,4 mL/min. Tempo total
de corrida foi de 13 minutos. A ionizacao foi realizada com fonte electrospray (EIS) no modo
positivo, com voltagem de 5000 V, gas nebulizador nitrogénio com fluxo de 50 Arb, gas

auxiliar nitrogénio com fluxo de 15 Arb, gas de colisdo argdnio, temperatura de vaporizador
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325 °C e temperatura de capilar 220 °C. As transi¢cfes monitoradas por MRM para SPMA e
SPMA-D5 foram: SPMA m / z 238 — 109.1 e 33.3 (quantificagdo); m / z 243 — 345 ¢
114.1. As energias de colisdo foram 53 e 20 e para SPMA 52 e 19 para SPMA-D5.

A linearidade foi realizada pela extracdo em urina contendo 0,010; 0,02; 0,1; 0,25; 0,5;

1; 2; 3 e 5 pg/mL e analisada em 5 dias diferentes. Curvas de calibragdo foram construidas
por célculos da razdo entre a area dos picos dos analitos e a area do padrdo interno (y), e
relacionando essas razdes com concentracdo nominal das amostras de calibracdo (x). A
homocedasticidade dos dados de calibracédo foi avaliada com o teste F com nivel de confianca
de 95%. As curvas foram ajustadas através de regressdo linear empregando-se diversos
fatores ponderais (1/x, 1/x0,5, 1/x2, 1ly, 1/y0,5, 1/y2). Os modelos de calibracdo foram
avaliados pelos coeficientes de correlagao (r) e pelo erro percentual cumulativo (3. %ER).

A precisdo e exatiddo foram avaliadas analisando amostras de controle de qualidade
baixo (CQB, 0,015 pg/mL), controle de qualidade médio (CQM, 0,4 pug/mL) e controle de
qualidade alto (CQA, 4 pg/mL) em triplicata por 4 dias. As amostras foram processadas em
triplicata e repetidas durante 5 dias diferentes. A precisdo intra ensaio (variagdo entre as
analises de um mesmo dia) e inter ensaio (variacao entre os dias analisados), foram calculadas
pela analise de variancia (ANOVA), enquanto que a exatidao foi calculada como percentagem
média obtida do valor tedrico adicionado na amostra. O coeficiente de variacdo (CV %) aceito
para a precisao foi de até 15%, e a exatiddo entre 85 e 115 %. A sensibilidade foi avaliada
analisando o menor ponto de calibracdo (LQ) em triplicata por 3 dias. O coeficiente de
variacdo (CV %) maximo aceitavel intra ensaio e inter ensaio foi de 20 %, e a exatiddo entre
80 % e 120 %.

Para avaliacdo do efeito matriz e rendimento da extracdo foram preparadas trés séries
de amostras controle de qualidade (CQB, CQM e CQA) e extraidas conforme segue: (A)
Solucdes contendo SPMA e padréo interno (SPMA-D5) foram adicionadas a fase movel e
injetadas diretamente no LC-MS/MS de forma que a concentracdo final seja equivalente a
100% da extracdo. (B) Amostras de cinco fontes diferentes foram extraidas sem PI, e
retomadas com SPMA e Pl em fase movel. (C) Amostras de plasma de cinco fontes diferentes
enriquecidas com os controles de qualidade foram extraidas em quintuplicada. O efeito matriz
(ME) em ionizacdo foi estimado com as percentagens de reducdo ou aumento de SPMA e a
area do PI na re-extracdo das amostras enriquecidas com SPMA e PI (B), comparando com a

injecdo direta das solugBes (A), usando o célculo ME= [100%-B/A%]. O rendimento da
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extracdo (RE) foi calculado comparando a area do analito com a &rea do padrdo interno antes
da extracdo (C) e ap0s a extracdo (B), usando a formula RE= C/B%.

RESULTADOS

O tempo total de corrida foi de 13 minutos com tempo de retengdo do SPMA em 9
minutos e do padrédo interno em 8,3 minutos. Na figura 1 sdo apresentados os cromatogramas
obtidos em analises de amostras CQB e CQA monitorados com as transi¢des de quantificacao
SPMA m/z 238 — 109, 1 e PIm/z 243 — 114,1.
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Figura 1: Fragmentos monitorados para 0 SPMA: 109,1 e 33,3 m/z (1.A),
Fragmento do Pl (SPMA- D5):114,1 e 34,5 m/z (1.B); SPMA Controle de
Qualidade Baixo (2.A), PI (SPMA-D5) Controle de Qualidade Baixo (2.B);
SPMA Controle de Qualidade Alto (3.A), Pl (SPMA-D5) Controle de
Qualidade Alto (3.B).

As curvas de calibracdo apresentaram linearidade adequada, com r superior a 0,999,
inclinacdo 1,0779 e intercepto -0,01001. As curvas foram ajustadas por regressdo linear
usando o fator de ponderacdo 1/x, sendo o que apresentou menor erro relativo (>%ER) (1,66
x 10

Os resultados dos ensaios de precisdo e exatiddo mostraram-se adequados. A precisao
e exatiddo do método foi avaliada em 3 niveis de concentracdo (baixo, médio e alto),
apresentados na tabela 1. Todos os valores de exatid&o estdo dentro do desvio aceito para esse
parametro, variando de 91,4-105,2 % da concentragdo nominal do SPMA. Precisdo intra-
ensaio foi entre 3,97-5,71 % e entre-ensaio entre 1,08 e 5,64 %, também cumprindo com o0s
critérios de aceitacdo. Outra amostra controle contendo SPMA no menor nivel de calibracao
foi preparada para verificar a sensibilidade com o limite de quantificacdo (LQ). A amostra de
LQ apresentou exatiddo de 96,8 %, precisdo intra-ensaio de 10,41 % e entre-ensaio de 5,54 %.
A extracdo liquido-liqguido com MTBE extraiu com eficiéncia 0 SPMA das amostras, com
rendimento médio de 88%. Foi observado efeito matriz significativo, resultando em 69% de
supressao da ionizagdo. Entretanto, considerando que o efeito matriz ocorre também com o

padrdo interno este aspecto é minimizado com o uso do padréo interno deuterado.

Tabela 1 — Precisao e exatidao

Amostra Concentracéo Preciséo (CV %) Exatiddo
controle (ng/mL) Intra-ensaio  Entre-ensaio (%)
LQ 0,01 10,41 5,54 96,80
CcQB 0,015 571 1,08 91,40
CQM 0,40 3,97 4,11 102,75
CQA 4,0 473 5,64

LQ: limite de quantificacdo; CQB: controle de qualidade baixo; CQM: controle de qualidade
médio; CQA: controle de qualidade alto

CONSIDERACOES FINAIS
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Foi desenvolvido e validado um método para a determinacdo de S-fenilmercapturico

em urina humana. As amostras foram preparadas por extracdo liquido-liquido, que
demonstrou ser simples, rapida e de baixo custo. O método apresentou caracteristicas
adequadas para 0 uso no monitoramento ocupacional do benzeno e sera aplicado na avaliacdo

da exposicao ocupacional ao benzeno em voluntarios maiores de 18 anos.
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INTRODUCAO

A farmacoterapia tem um papel fundamental na prevencdo, manutencdo e recuperacao
da salde, contribuindo para a melhora da qualidade de vida da populacdo. O constante
progresso das ciéncias da salde tem possibilitado a introducdo de novos compostos para a
prevencdo e o tratamento de doengas que eram consideradas incuraveis no passado. O uso
irracional dos mesmos, contudo, é um importante problema de salde publica em todo o
mundo, gerando impacto nos resultados clinicos, econémicos e humanistas. A citar, no Brasil,
0 prejuizo social decorrente da utilizacdo incorreta de medicamentos representa mais de 10%
dos custos despendidos em saude (AIZENSTEIN, 2016; REIS et al., 2013).

Com o avangco tecnoldgico e a disponibilidade de inUmeras apresentacdes

farmacéuticas no mercado, a prescricdo de dois ou mais medicamentos torna-se uma pratica
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comum na terapéutica, entretanto, a interacdo entre eles pode resultar em modificaces dos

seus efeitos individuais. As interagdes medicamentosas podem ser benéficas, quando o
sinergismo entre os farmacos resulta em um melhor desfecho clinico, ou se constituir em
Problemas Relacionados a Medicamentos (PRMs), quando ocorre reducdo da eficacia ou
aumento da resposta esperada de um ou mais farmacos, causando efeitos adversos ao paciente
(AIZENSTEIN, 2016).

A polifarmacia, comumente definida como a administracdo de cinco ou mais
medicamentos (SIMOES; SANTIAGO; SIMOES, 2018), representa uma situagio de risco
para a ocorréncia de danos iatrogénicos, sendo que tal risco tem se mostrado proporcional ao
nimero de farmacos utilizados, agravando-se especialmente em pacientes idosos ou com
multiplas morbidades (AIZENSTEIN, 2016; FRAILTY..., 2016). A evidéncia sugere 0 risco
de desenvolvimento de reacBes adversas e interacdes medicamentosas em 6% dos pacientes
que utilizam dois farmacos diferentes e em 13% dos pacientes sob terapéutica com cinco ou
mais farmacos (MESQUITA; NOGUEIRA, 2015).

Muitos 6bitos ocorrem anualmente devido a erros de medicacdo, enfatizando a
importancia de medidas que garantam a seguranc¢a e o uso racional dos medicamentos, além
da necessidade de envolvimento da equipe multiprofissional (REIS et al., 2013). Sob essa
perspectiva, a Organizacdo Mundial de Salde lancou em 2017 uma iniciativa global com o
intuito de reduzir em 50% os danos graves e evitaveis associados a medicamentos em todos
0s paises em cinco anos (SHEIKH et al., 2017).

Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo discutir a tematica desprescricao
como uma alternativa a polifarméacia e aos danos potenciais causados pela utilizacdo
inapropriada de medicamentos, visto que o0s estudos a cerca deste tema ainda s&o
considerados recentes.

De acordo com Prodanov e Freitas (2013), a pesquisa bibliogréfica é elaborada a partir
de materiais ja publicados e tem como objetivo o contato direto com todas as producdes sobre
0 assunto objeto da pesquisa. Desse modo, realizou-se uma pesquisa bibliogréafica nos bancos
de dados BIBLIOTECA VIRTUAL EM SAUDE, PUBMED e SCIELO, bem como em livros
pertinentes. Foram utilizados para a pesquisa os descritores desprescric¢ao, polifarmacia e uso
indevido de medicamentos sob prescricdo em portugués, espanhol e inglés. Dentre o material
encontrado referente ao tema proposto, selecionaram-se 14 publicacbes de texto livre,

compreendendo o periodo de 2010 a 2018.
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DESENVOLVIMENTO

Certas classes de farmacos, isoladamente, sdo passiveis de provocar reacdes adversas
em funcdo de suas caracteristicas intrinsecas. Como as pessoas tendem a viver mais, estao
propicias a coexisténcia de mdultiplas morbidades que requerem diferentes abordagens
farmacoldgicas, resultando na polifarmécia. Os riscos associados a polimedicacdo devem-se,
sobretudo, ao aumento de interacbes medicamentosas, aumento de efeitos colaterais e méa
adesdo terapéutica, com respectivo agravamento das patologias de base. Ademais, em
pacientes polimedicados, uma reacdo adversa a determinado farmaco pode erroneamente ser
interpretada como sintomas de uma nova condicédo clinica (MARTINS, 2013; SHEIKH et al.,
2017; O'MAHONY; CURTIN, 2018).

Nesse contexto, dentre as atividades desenvolvidas por farmacéuticos clinicos, a
revisdo da farmacoterapia desempenha papel fundamental na promocéo do uso racional de
medicamentos, visto que permite a identificacdo, a resolucdo e a prevencdo de problemas
relacionados aos medicamentos (PRMSs) e desfechos negativos associados (REIS et al., 2013).

A prescricdo de um farmaco é formada por inimeros fatores, incluindo diagndstico,
estado geral de saude e circunstancias psicossociais do paciente (SCOTT et al., 2018). Como
esses fatores ndo sdo estaticos, a necessidade de determinada terapia medicamentosa pode
mudar ao longo do tempo, requerendo avaliacdo regular (FRAILTY .., 2016). O que de modo
geral se percebe, entretanto, é que alguns farmacos, sendo bem tolerados, continuam sendo
utilizados por anos com a suposicdo de que estdo servindo para um proposito Gtil (SCOTT et
al., 2015).

Além disso, pode ocorrer a denominada cascata terapéutica, isto €, um novo
medicamento ser prescrito para tratar um efeito secundario associado a outro medicamento,
indevidamente interpretado como sintoma de uma nova condicdo clinica (MESQUITA;
NOGUEIRA, 2015). Um estudo realizado na Australia mostrou que, ap6s a prescricdo de
medicamentos que produziam tontura como efeito adverso, se detectou um aumento na
prescricdo de proclorperazina. O tratamento com esse farmaco, que induz hipotensdo postural,
foi relacionado ao aumento na taxa de hospitaliza¢do por fratura de quadril em quase 50%. A
fratura de quadril esta associada a alta morbidade e mortalidade, destacando-se a este fato o
potencial associado que tem a prescricdo em cascata de provocar sérios danos (NUNEZ;
CIFUENTES, 2012).
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Verifica-se o uso racional de medicamentos quando os pacientes recebem a medicagao

adequada as suas necessidades clinicas, na dose correta, por um periodo de tempo necessario,
e a0 menor custo para si e para a comunidade (REIS et al., 2013; AIZENSTEIN, 2016). Nesse
sentido, a desprescricdo corresponde ao processo sistematico de identificacdo e
descontinuacdo de medicamentos em circunstancias onde danos existentes ou potenciais
superam beneficios existentes ou potenciais. A desprescricdo ndo significa, contudo,
interromper a terapia farmacologica, mas reduzir a dose ou descontinuar aquele medicamento
que perdeu a indicagdo original, que ndo tem eficacia clara ou que ndo se encaixa nas metas
de cuidado do paciente. Assim, tal processo, supervisionado por um profissional de saude,
objetiva gerir a polifarmécia e otimizar o resultado do tratamento instituido, melhorando a
qualidade de vida dos pacientes (FRANK, 2014; SCOTT et al., 2015; FRAILTY..., 2016).

A maioria das terapias preventivas, como medicamentos para tratar hipertenséo,
hiperlipidemias e osteoporose, estabelecem seus beneficios a longo prazo, tornando-se
irrelevantes em pacientes com expectativa de vida limitada. Ainda, as propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas de muitos farmacos sdo alteradas em pacientes com
doencas terminais ou com alto grau de fragilidade, influenciando diretamente a relacao
risco/beneficio do tratamento. Um estudo conduzido nos EUA com pacientes no ultimo ano
de vida indicou que 44% recebeu pelo menos um medicamento inapropriado. Sendo assim, a
desprescricdo poderia reduzir a carga de medicamentos, diminuir o aparecimento de efeitos
adversos e deslocar a abordagem terapéutica do paciente para 0s aspectos que sdo mais
importantes (NUNEZ; CIFUENTES, 2012; FRAILTY..., 2016; ROMERO et al., 2018).

Nos idosos, particularmente, o risco de eventos adversos € aumentado devido as
alteracBes fisioldgicas inerentes ao processo de envelhecimento. Estudos observacionais
documentaram eventos adversos a medicamentos em aproximadamente 15% dos idosos,
contribuindo para problemas de salde, incapacidade, hospitalizacdo e, em alguns casos,
morte. Esse alto nivel de dano iatrogénico exige uma resposta na prescri¢do clinica (SCOTT
et al., 2015; O’'MAHONY; CURTIN, 2018). Além do mais, cerca de um em cada cinco
medicamentos utilizados na populacdo acima de 65 anos pode ser inapropriado, sendo que
este nUmero aumenta em pacientes institucionalizados (ROMERO et al., 2018).

O termo desprescrever foi utilizado pela primeira vez na literatura cientifica em 2003
(FRANK, 2014; REEVE et al., 2015). Apesar de 0 nimero de estudos que investiguem as

causas clinicas e os desfechos associados a esta intervencdo ainda serem limitados, a mesma
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parece ser segura e tem sido relacionada a efeitos positivos sobre mortalidade e quedas,
principalmente (SCOTT et al., 2018).

Garfinkel e Mangin (2010) apresentaram os resultados da aplicacdo de um algoritmo

de descontinuacdo terapéutica em uma populacdo de 70 idosos com média de idade de 82
anos e média de 7,7 medicamentos por individuos: 81% dos farmacos foram suspensos sem
aumento significativo de efeitos adversos ao longo de 13 meses e 88% dos idosos referiram
melhora no estado de saude; 2% dos farmacos foram reintroduzidos devido ao reaparecimento
da indicacdo clinica original; nenhum caso de morte foi relacionado com a suspensdo do
farmaco.

Revisdes sistematicas apontaram que agentes anti-hipertensivos e psicotropicos, como
0s benzodiazepinicos, poderiam ser descontinuados sem danos entre 20 e 100% de pacientes
maiores de 65 anos, sendo a retirada da Ultima classe associada a reducdo de quedas e
melhora da fungéo cognitiva e psicomotora. Em outro estudo observacional, a cessagdo de
agentes anti-hipertensivos inadequados foi relacionada a menos eventos cardiovasculares e
mortes ao longo de um acompanhamento de 5 anos (SCOTT et al., 2015).

Na sua maioria, 0s medicamentos podem ser cessados sem qualquer consequéncia
lesiva ao paciente (ROMERO et al, 2018). No entanto, deve-se atentar para aqueles grupos
farmacoldgicos, em especial betabloqueadores, corticosteroides, benzodiazepinicos e
opioides, cuja retirada subita pode ocasionar sindromes graves de retirada/abstinéncia ou
rebote. Nesses casos, a dose deve ser gradualmente reduzida antes que o medicamento seja
definitivamente suspenso (FRAILTY..., 2016). Nufiez e Cifuentes (2012) sugerem uma
reducdo de cerca de 25% na dose de psicotrépicos a cada més, ajustando a resposta individual
de cada paciente. Tratar-se-ia de um regime conservador adequado a muitos outros
medicamentos passiveis de provocar sindromes de abstinéncia ou rebote.

Uma alteracdo clinica na condicdo geral do paciente pode ndo ser evidente depois da
supressao de algum medicamento. Porém, a qualidade de vida do individuo pode melhorar
consideravelmente, além de custos serem reduzidos e os riscos de interacdes e reacdes
adversas serem eliminados (NUNEZ; CIFUENTES, 2012). O ponto crucial para assegurar
que a desprescricdo seja segura e eficaz € uma avaliacdo precisa da farmacoterapia e um
monitoramento fisiologico adequado, a fim de observar a resposta a retirada do farmaco
(SCOTT etal., 2018).

CONSIDERACOES FINAIS
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A desprescricdo consiste em uma avaliagdo sistematica dos riscos e beneficios
potenciais de cada farmaco para determinado paciente, considerando sua condicédo clinica e
prognostico. Assim, o ato de desprescrever visa evitar ou reduzir a polifarmacia e minimizar
as potenciais iatrogenias medicamentosas e a sobrecarga terapéutica (ROMERO et al., 2018).

Existem poucos estudos que abordam desfechos associados a desprescri¢do, poréem, a
literatura disponivel descreve essa pratica como uma intervencdo multiprofissional, centrada
no paciente, que vem mostrando-se viavel, segura e benéfica. Por se tratar de uma tematica
relativamente nova, demanda pesquisas mais aprofundadas que corroborem para os beneficios
em termos de qualidade de vida do paciente, principalmente quando fala-se de idosos, cuja
fragilidade € inerente ao processo de envelhecimento, pacientes terminais, onde busca-se
sobretudo o conforto, e pacientes com mdltiplas morbidades, na maioria das vezes,
polimedicados.

Cabe ressaltar, entretanto, que a pratica de desprescrever requer maior tempo dedicado
ao cuidado do paciente, bem como habilidades especificas e constante aprendizado, além de
um olhar multiprofissional para apoiar o processo. O papel do farmacéutico clinico torna-se
valioso para otimizar esse trabalho, tendo em vista que é o profissional capacitado para
identificar possiveis interacfes medicamentosas e demais problemas relacionados ao uso
inapropriado de medicamentos, visando evita-los ou amenizé-los.

Como citado na Declara¢ao de Tel Aviv (1999), “o paciente sera mais bem servido
guando farmacéuticos e médicos colaborarem entre si, reconhecendo e respeitando os papéis
de cada um, para garantir que os medicamentos sejam usados de forma segura e adequada,
para alcangar o melhor resultado para a satide do paciente”. Dessa forma, ambos 0s
profissionais devem atuar em conjunto, investigando por que e quando uma terapia foi
iniciada, se o diagndstico foi comprovado, se 0 medicamento foi prescrito para combater
efeitos adversos relacionados a outro farmaco (cascata terapéutica), se 0 medicamento confere
evidente beneficio ao paciente e se existem terapias alternativas ndo farmacoldgicas
disponiveis (SCOTT, 2015).

No que diz respeito a garantia de uma farmacoterapia apropriada e segura, ainda ha
um longo caminho a se percorrer. Com vistas a enfrentar esse desafio, além da
multidisciplinariedade na atencdo a saude, sugere-se a avaliagdo regular dos esquemas
terapéuticos e capacitacdo continuada dos profissionais envolvidos. O desenvolvimento de

protocolos e diretrizes para 0 manejo de doengas, particularmente cronicas, que contemplem
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indicacbes de tratamento, bem como orientacdes gerais que fomentem a prética da

desprescrigdo, podera ser, também, uma estratégia importante.
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INTRODUCAO

O transtorno afetivo bipolar (TAB) é um transtorno de humor que afeta negativamente
a vida das pessoas principalmente no trabalho e na vida social (BRASIL, 2016). Estima-se
que o TAB esteja presente em 1 a 2% da populacdo mundial, sendo mais frequente em
mulheres do que em homens (FELLINGER et al., 2018). O tratamento dessa patologia,
consiste na utilizacdo de farmacos como carbamazepina, lamotrigina, topiramato e acido
valproico, entre outros, sendo o mais eficaz o carbonato de litio (ORUCH et al., 2014).

A dose diéria recomendada para o carbonato de litio é estabelecida conforme o estado
clinico do paciente. A dose inicial proposta é de 900 a 1.200 mg/dia (DUQUE et al., 2017).
Apesar da sua eficacia, o carbonato de litio tem faixa terapéutica estreita, sendo
contraindicado para pacientes com insuficiéncia renal grave, bradicardia sinusal, arritmias
ventriculares graves, insuficiéncia cardiaca congestiva, hipotireoidismo ou hipersensibilidade
ao farmaco (BRASIL, 2016). Além disso ndo deve ser utilizado por gestantes, devido a
probabilidade de causar defeitos cardiacos no feto (ORUCH et al., 2014).

Os efeitos adversos estdo relacionados as caracteristicas farmacocinéticas dos
individuos e as interacbes medicamentosas que favorecem a toxicidade, contribuindo para a
baixa adesdo ao tratamento. Portanto, 0 monitoramento da exposi¢do sistémica ao litio, torna-
se indispensavel, principalmente na farmacoterapia combinada de farmacos (HANEMANN,

2010).
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O monitoramento tem a finalidade de avaliar a eficacia terapéutica e a adesdo ao

tratamento prescrito do ponto de vista correto de doses e intervalos, encorajando o uso do
carbonato de litio durante o tratamento de manutencdo. As amostras devem ser coletadas 12
horas (0,5 h) ap6s a administracdo da Ultima dose, cujo intervalo terapéutico recomendado
para o litio (Li) sérico é de 0,6 a 1,2 mmol/L (ROSA et al., 2006).

O uso de manchas de sangue seco em papel (Dried Blood Spots, DBS) tem surgido
como estratégia de amostragem alternativa no monitoramento terapéutico de farmacos, devido
a sua praticidade na coleta e no transporte. Este método consiste em coletar uma gota de
sangue em papel filtro, possibilitando coletas levemente invasivas, mantendo a estabilidade
dos analitos e inativando os microrganismos possivelmente presentes na amostra, permitindo
0 transporte através do servico postal convencional (de LIMA et al., 2014). Porém as
concentracdes terapéuticas foram estabelecidas a partir dos niveis séricos, tornando a
quantificacdo de litio no sangue total um desafio. Portanto é necessario extrapolar os valores
das concentracdes de litio encontradas em sangue total para os valores das concentraces
séricas, correlacionando ambas as matrizes (CAMUS et al., 2003).

Nesta perspectiva o presente trabalho teve a finalidade de desenvolver e validar um
método bioanalitico que permitisse a otimizacdo do monitoramento terapéutico de pacientes
com transtorno bipolar e em tratamento com carbonato de litio, através do uso de uma
estratégia alternativa a amostragem ao soro, empregando Espectrometria de Absorcao
Atdmica com Forno de Grafite (EAAFG).

METODOLOGIA

As amostras calibradoras e os controles de qualidade foram preparados a partir da
diluicdo de solucdes padrdo de litio em diferentes concentracBes, de forma a obter-se
concentracgdes finais de 0,15 a 3,0 mEq/L, adicionando-se 25 pL de cada solugdo em 475 pL
de sangue. Posteriormente, aliquotas de 50 pL dos calibradores ou controles foram em papel
filtro Whatman 903. A extracdo foi realizada a partir das manchas de sangue seco em papel,
previamente incorporadas com litio. Foram utilizados tubos de polipropileno de 2 mL onde
foram adicionados discos de 8 mm de DBS cortados ao meio e 1 mL de acido nitrico 4,5%.
Os tubos foram homogeneizados em thermomixer por 30 minutos a 25°C e 750 rpm.
Posteriormente 200 pL do sobrenadante foram transferidos para cubetas de injecdo contendo
800 pL de solugéo diluente, dos quais 20 pL foram injetados no EAAFG. A programacao de

aquecimento no forno de grafite, compreendendo as etapas de secagem, pirdlise, atomizagéo e
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limpeza foram ajustadas e seguem conforme descrito na tabela 1. As absorbancias foram

monitoradas em 670,8 nm, com argénio como gas de protecao.

Tabela 1- Programacéo de aquecimento no forno de grafite.

Processo Temperatura Tempo de Tempo na Fluxo int_erno
(°C) rampa (seg) temperatura (seg) (mL/min)
Pré-aguecimento/ 110 2 5 250
Secagem 130 5 5 250
Pirdlise 900 20 20 250
Atomizacdo 2200 0 6 0
Limpeza 2450 1 3 250

A linearidade foi realizada pela extracdo de DBS contendo 0,15; 0,3; 0,6; 0,9; 1,4; 2,2
e 3,0 mEg/L e analisada em 5 dias diferentes. A precisdo e exatiddo foram avaliadas
analisando amostras de controle de qualidade baixo (CQB, 0,25 mEg/L), controle de
qualidade médio (CQM, 1,5 mEg/L) e controle de qualidade alto (CQA, 2,4 mEg/L) em
triplicata por 5 dias. A sensibilidade foi avaliada analisando o menor ponto de calibragédo
(LQ) em triplicata por 3 dias. Para a especificidade foram extraidos 6 amostras de DBS de
diferentes individuos ndo usuérios do carbonato de litio e analisados da mesma forma que as
amostras. A estabilidade das amostras de DBS foi avaliada em diferentes temperaturas (-20,
25 e 42°C) através da extracdo de controles de qualidade baixo e alto em triplicata durante 20
dias.

Também foi avaliada a influéncia do hematocrito (Hct) na exatiddo e no rendimento
da extracdo das amostras de DBS. Para avaliar a influéncia do Hct na exatiddo foram
preparadas amostras de sangue total isentas de litio em diferentes hematdcritos (25, 45 e
55%). As amostras controle foram preparadas em triplicata para cada hematdcrito, enquanto
gue as amostras calibradoras foram de apenas 1 réplica de cada um empregando hematdcrito
de 40% como matriz. A influéncia do Hct no rendimento da extracdo foi avaliada através da
comparacdo das amostras controle de qualidade usando toda a mancha de sangue com 17 pL
em diferentes Hct (25, 45 e 55%) com as solugfes controle de litio. A influéncia do volume
da mancha de sangue na exatiddo foi avaliada atraves da aplicacdo de 3 diferentes volumes
(30, 40 e 60 pL) de cada controle (baixo e alto), extraidos em triplicata. O critério de
aceitacéo foi de 85-115%.

st 2 Sicredi

CAPES

221




&

inovamundi

O estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica em Pesquisa (CAAE

69910317.1.0000.5348). Para a aplicacdo clinica da metodologia foram determinados os
niveis séricos e em amostras de DBS de 30 pacientes maiores de 18 anos com transtorno
bipolar e em tratamento com carbonato de litio. As amostras foram coletadas nas Unidade de
Saude da Familia (USF), Centro de Atencdo Psicossocial (CAPS) ou no Centro Integrado de
Especialidades em Saude (CIES) da Feevale. Todos 0s pacientes assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido antes das coletas, sendo realizadas antes da administracdo
da préxima dose do carbonato de litio, apds 7 dias de uso continuo de dose estavel do
estabilizador. As amostras foram processadas e analisadas. Foram coletadas amostras de
sangue capilar para obtencdo dos DBS e sangue venoso para dosagem sérica do litio (Li).

A coleta de sangue capilar foi realizada com lanceta estéril nos dedos médio ou anular
apos desinfeccdo com alcool isopropilico. A primeira gota foi limpa com uma gaze por conter
grande quantidade de fluido intersticial. Para a amostra de DBS, a gota de sangue foi
depositada, sem contato direto entre o dedo e o papel, sobre espacos determinados no cartdo

de coleta Whatman 903, preenchendo toda a area, sem sobrepor gotas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas foram ajustadas por regressdo linear usando o fator de ponderagdo 1/x,
sendo o que apresentou menor erro relativo (0%). As curvas de calibracdo apresentaram
linearidade adequada, com r superior a 0,99. Os resultados dos ensaios de precisdo e exatidao
mostraram-se adequados. A precisdo e exatiddo do método foi avaliada em 3 niveis de
concentracdo (baixo, médio e alto), preparados com amostra de sangue com Hct 40% séo
apresentados na tabela 1. Todos os valores de exatiddo estdo dentro do desvio aceito para esse
parametro da concentracdo nominal do litio. A precisdo intra-ensaio e inter-ensaio, também
cumprindo com os critérios de aceitacdo. A amostra de controle de qualidade no limite de
quantificacdo (CQLQ) apresentou exatiddo de 106,45%, precisao intra-ensaio de 6,8% e inter-
ensaio de 4,13%, conforme a Tabela 2.

Tabela 2 — Precisao e exatidao

Amostra Concentracao Preciséo (CV %) Exatiddo
CQ nominal (mEg/L) - - (%)
Intra-ensaio Inter-ensaio
CQLQ 0,15 6,80 4,13 106,45
COB 0,25 5,45 7,16 96,53
COoM 1,5 5,24 3,57 101,50
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CQA 2,4 4,2 5,15 108,84

CQLQ: controle de qualidade limite inferior de quantificacdo, CQB: controle de qualidade baixo,
CQM: controle de qualidade médio, CQA: controle de qualidade alto.

O Li se mostrou estavel nas amostras de DBS armazenadas em diferentes temperaturas,
conforme a tabela 3, variando de 87 a 110% sobre o primeiro dia de analise. Os resultados da
avaliacdo da estabilidade indicam que as amostras ndo precisam ser refrigeradas, facilitando o

transporte através de servico postal convencional.

Tabela 3 — Estabilidade do litio nas amostras de DBS

Concentragdo nominal Temperatura

Amostra CQ Dia 9 Dia 15 Dia 20

(mEq/L) (°C)
-20 20 26 87
CQB 0,25 25 95 97 97
42 101 92 89
-20 93 91 110
CQA 24 25 94 20 110
42 93 20 107

O volume de sangue e o rendimento da extracdo das analises, pode ser afetado pelo
Hct. Portanto, foi avaliado o impacto do Hct na exatidao e no rendimento da extragdo, nos Hct
25, 45 e 55%, com trés niveis de controles (CQB, CQM e CQA) (Tabela 4). A exatidao ficou
na faixa de 85-116%, sendo o menor valor observado na amostra controle com Hct no valor
de 25%, devido a menor viscosidade do sangue, no que resulta em um volume menor de
sangue no disco de 8 mm. Por outro lado o maior valor foi observado nas amostras controle
com Hct de 55%, devido ao maior volume de sangue no disco de 8 mm. A exatiddo pode ser
corrigida se o volume de sangue aplicado no papel for fixo, utilizando toda a mancha na
extracao, ou com o conhecimento do Hct do paciente ao fazer-se a corre¢do do resultado pelo
volume obtido com as manchas de 8 mm nos diferentes valores de Hct (15, 18 e 20 pl para
Hct de 25, 45 e 55%, respectivamente). Ao fazer-se esta estimativa, os valores de exatiddo
melhoram para 92 a 105%, sem diferencas proporcionais entre os diferentes Hct.

O rendimento da extracao de litio ficou na faixa de 83-93%, sendo calculado dividindo
a percentagem média das absorbancias das amostras controles pelos valores de absorbancia
das solugBes controles. O rendimento da extragdo ndo foi afetado pelo Hct, porém foi
moderadamente afetado pela concentracdo, sendo pouco maior em concentrag0es mais altas,
entretanto este aspecto ndo afeta a exatiddo do ensaio, visto que os calibradores abrangem

intervalo amplo de concentragdes.
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Tabela 4 — Impacto do Hct na exatiddo e rendimento da extracio
Amostra Concentracao — Exatiddo corrigida ~ Rendimento da
[0) [0)
Het (%) CQ nominal (mEg/L) Exatiddo (%) pelo volume Hct (%) extracdo (%)

cQB 0,25 85 102 83

25 CQM 15 86 103 84
CQA 2,4 85 102 90
CcQB 0,25 92 92 83

45 CQM 1,5 94 94 83
CQA 2,4 105 105 93
cQB 0,25 106 95 89

55 CQM 1,5 113 101 82
CQA 2,4 116 104 90

CQB: controle de qualidade baixo, CQM: controle de qualidade médio, CQA: controle de qualidade alto.

A calibracdo foi preparada pipetando 50 pL de sangue com Li em papel filtro
Whatman 903. Outros volumes de sangue foram testados para mimetizar as variagdes nos 224
volumes das gotas de sangue capilar obtidas nas coletas de pacientes. Ndo houve impacto
significativo na exatiddo das concentragdes de Li medidas em DBS, apresentando valores na
faixa de 88-112%.

Tabela 5 — Influéncia do volume da mancha na exatidéo das concentracdes de litio
Concentragdo nominal

ida 0,
Volume (pL) Amostra CQ (MEq/L) Exatidao (%)

CQB 0,25 98
30

CQA 2,4 88

CcQB 0,25 89
40 Q

CQA 2,4 112

CQB 0,25 107
60 Q

CQA 2,4 110

CQB: controle de qualidade baixo, CQA: controle de qualidade alto

Até 0 momento a metodologia foi aplicada na dosagem de litio em 31 pacientes. As

amostras de DBS dos pacientes apresentaram concentragdes de 0,20 a 0,88 mEg/L com média
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de 0,44 mEg/L. Enquanto que as de soro apresentaram concentracfes de 0,18 a 1,1 mEqg/L

com média de 0,47 mEqg/L, com correlacdo significativa (r = 0,9206, p<0,01).

CONSIDERACOES FINAIS

Foi desenvolvido e validado um método para a determinacdo de litio em DBS. As
amostras foram preparadas por extracdo com acido nitrico 4,5%, que demonstrou ser simples,
rapida e de baixo custo. O método apresentou caracteristicas adequadas para 0 uUSO no
monitoramento terapéutico de litio e esta sendo aplicado em um estudo clinico em andamento.
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ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES INTERNADOS PARA
TRATAMENTO DE DEPENDENCIA POR ALCOOL, COCAINA E CRACK

Samuel Selbach Driest, Marcos Frank Bastiani?, Juliana Raquel Raasch®, Marilia Mottin®*, Kéllin
Caroline Neuhaus®, Rafael Linden® e Magda Susana Perassolo®.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Dependéncia quimica. Desintoxicagao.

INTRODUCAO

Este estudo tem como tema a avaliacdo de biomarcadores de estresse oxidativo em
pacientes internados para tratamento de dependéncia por alcool, cocaina e crack.

Considerando a elevada prevaléncia de utilizacdo de alcool, cocaina/crack no Brasil e
no mundo, o relevante nimero de internacbes decorrentes do uso destas substancias, e seu
impacto sobre o0 orcamento destinado a area da salde, é necessario que estas intervencdes
sejam otimizadas. Para tanto, é imprescindivel que se tenha um conhecimento mais amplo do
impacto que este periodo de desintoxicacdo tem sobre o organismo dos pacientes, levando em
conta andlises de funcdo renal, hepética, parametros fisiologicos e de estresse oxidativo. 227

Assim, o objetivo geral desta pesquisa foi avaliar os parametros de estresse oxidativo
em pacientes antes e ap0s a internacao hospitalar, para tratamento da dependéncia por alcool e
cocaina/crack, correlacionando com sua evolucdo clinica. E como objetivos especificos
adotaram-se: comparar 0s parametros de estresse oxidativo antes e apds o periodo de
internacdo, e comparar 0s exames laboratoriais de funcdo renal e hepatica antes e apds o
periodo de desintoxicacao.

Foram selecionados pacientes que internaram na ala de Saude Mental do Hospital

Sagrada Familia de Sdo Sebastido do Cali, para tratamento de dependéncia por alcool,
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cocaina/crack, maiores de 18 anos, no periodo de margo de 2018 a maio de 2018. Os
pacientes que aceitaram participar do estudo, assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), responderam um questionario sobre a utilizacéo de alcool e drogas, e em
seguida coletou-se amostra sanguinea que foi imediatamente processada e aliquotada de
acordo com os testes laboratoriais previstos, e que foram executados conforme segue:

Catalase: Utilizou-se o método descrito por Aebi (1984), realizando as leituras em
espectrofotbmetro Varian, em 240 nm nos tempos 0 e 15 s e 0s resultados foram expressos em
s e corrigidos pela hemoglobina dos pacientes.

Atividade enzimética da Superdxido Dismutase Extracelular (SOD): Utilizou-se o kit
Fluka 19160 (Steinheim, Germany), baseado no método indireto do azul de nitrotetrazélio
(NBT) e plasma coletado em tubo com EDTA. A leitura foi realizada em microplacas em
espectrofotdmetro e os resultados foram expressos em % de inibicdo da SOD.

Glutationa Peroxidase (GPx): A atividade enziméatica da GPx foi mensurada atraves do
método descrito por Pleban; Munyani e Beachum (1982), em absorbancia de 340 nm por 3
minutos. Aos resultados se aplicou uma equacdo e a atividade da GSH-Px foi expressa em
U/L de plasma.

Malondialdeido (MDA): Utilizou-se 0 método desenvolvido por Antunes et al (2008),
sendo a corrida cromatografica realizada em CLAE-DAD, e os resultados expressos em
puMol.

Poder antioxidante total (FRAP): Foi determinado através do método descrito por
Benzie e Strain (1996) que baseia-se no poder redutor do ferro. O FRAP (ferric
reducing/antioxidante power) ¢ um teste de medida direta de “poder antioxidante total”. Em
baixo pH e na presenca de antioxidantes, o ferro é reduzido, formando uma coloragdo azul
intensa, que foi monitorada em 593 nm.

Os exames laboratoriais referentes a funcédo renal e hepatica (ureia, creatinina, TGO,
TGP, Gama-GT e fosfatase alcalina) foram dosados pelo Laboratério de Biomedicina da
Universidade Feevale. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS,
versdo 24.0. As comparacOes entre os valores antes e ap06s internacdo foram realizadas através
do teste t pareado, adotando nivel de significancia de 5% (p<0,05).

DESENVOLVIMENTO

O sistema de defesa antioxidante tem a funcéo de inibir e/ou reduzir os danos causados

pela acdo deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas ndo-radicais. Tais a¢cdes podem

ser alcangadas por meio de diferentes mecanismos de acdo: impedindo a formagéo dos

st 2 Sicredi

CAPES

228




&

inovamundi

radicais livres ou espécies ndo-radicais (sistemas de prevencdo), impedindo a acdo desses

(sistemas varredores) ou, ainda, favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas
bioldgicas lesadas (sistemas de reparo) (CLARKSON e THOMPSON, 2000).

Usualmente, esse sistema € dividido em enzimatico e ndo-enzimatico, sendo que o
sistema de defesa enzimaético inclui as enzimas Superoxido Dismutase (SOD), Catalase
(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio de mecanismos de
prevencdo, impedindo e/ou controlando a formacao de radicais livres e espécies nao-radicais,
envolvidos com a iniciacdo das reacGes em cadeia que culminam com propagacdo e
amplificacdo do processo e, consequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos
(BARBOSA et al, 2008).

O FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) — Poder Antioxidante de Reducdo do
Ferro é uma alternativa desenvolvida para determinar a reducdo do ferro em fluidos
bioldgicos e solucBes aquosas de compostos puros. Neste teste, as espécies antioxidantes
presentes no plasma sdo mensuradas de forma total e inespecifica (BENZIE e STRAIN,
1996).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo das espécies reativas ao
oxigénio (EROs), porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidacéo
lipidica, que acarreta alteracbes na sua estrutura e permeabilidade (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). Um dos produtos da peroxidacdo lipidica é o Malondialdeido (MDA),
gue possui acdo citotoxica e genotoxica, encontrando-se em niveis elevados em algumas
patologias associadas ao estresse oxidativo (JUNIOR et al., 2005; STEGHENS et al., 2001;
BAGIS et al., 2005), e por este motivo podem ser utilizados como indicadores da agédo dos
radicais livres no organismo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Até o presente momento, foram avaliados 10 pacientes que internaram na ala de satde
mental para tratamento de dependéncia por alcool, cocaina e crack, e suas caracteristicas

gerais estdo apresentadas na tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas gerais

Caracteristicas (n=10)
Sexo
Masculino 90 %
Feminino 10%
Idade (anos) 43 (£11)
Tabagismo
Sim 80%
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Né&o 20%
Motivo da Internacao

Alcool 10%
Crack 40%
Maconha 10%
Mudltiplas drogas 40%
Tempo de internacéo (dias) 24 (£3)

No que diz respeito a avaliacdo de parametros de funcéo renal e hepatica, houve um
aumento significativo nos valores de transaminase glutdmico-oxalacética (TGP) e gama
glutamil transferase (Gama-GT) ap6s o periodo de internacdo, conforme demonstrado na
tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo dos parametros de funcéo renal e hepética

Parametros Internacéo Alta p
Creatinina (mg/dL) 1,17 (0,21) 1,11 (0,16) 0,395
Ureia (mg/dL) 34,70 (14,62) 38,80 (10,97) 0,507
TGO (U/L) 31,40 (17,86) 30,80 (11,99) 0,885
TGP (U/L) 20,70 (9,85) 35,30 (16,98) 0,012*
GAMA-GT (U/L) 35,30 (26,16) 59,30 (39,32) 0,014*
FOSFATASE ALCALINA (U/L) | 75,80 (21,13) 81,20(23,03) 0,330 230

*p<0,05

Ao avaliar os biomarcadores de estresse oxidativo ndo foi possivel encontrar diferenca
significativa entre os valores obtidos no momento da internacdo e ap0s o periodo de
desintoxicacdo (tabela 3).

Tabela 3. Avaliagdo dos parametros de estresse oxidativo

Parametros Internacéo Alta p
SOD (%) 126 (584) 243 (220) 0,529
CATALASE (K/s) 1,53 (4,76) -1,21 (7,54) 0,370
GLUTATIONA PEROXIDASE (U/L) | -1,67(527)  -501(354) 0,178
FRAP (uM) 1301 (309) 1191 (245) 0,474
MDA (UM) 1,707 (0,592) 1,536 (0,167) 0,408

Conforme pesquisa realizada por Correll et al (2015), o uso de substancias
psicotropicas esta ligado ao desenvolvimento de doencas fisicas, como danos hepaticos e
renais. Estes achados ajudam a explicar os resultados encontrados neste estudo, onde o0s
pacientes apresentaram maiores valores de TGP e Gama-GT ap0s o periodo de internacao,

haja visto que para amenizar os efeitos da abstinéncia, cem por cento destes pacientes

D

receberam medicagfes antipsicoticas.
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Dentre 0os medicamentos mais prescritos para 0s pacientes deste estudo, estad a

clorpromazina, que vem sendo apontada como uma substancia comumente associada a danos
hepaticos e aumento de transaminases (MARWICK et al. 2012).

Os resultados obtidos na avaliacdo do estresse oxidativo divergem dos encontrados em
outros estudos, que apontam para diferencas significativas na capacidade antioxidante ap6s a
retida do &lcool, crack/cocaina (ZAPARTE et al, 2015). Esta diferenca pode ser explicada
pelo baixo numero de pacientes avaliados, dificultando o controle de varidveis que
influenciam estes parametros.

Outro fator que pode ajudar a explicar os resultados nos biomarcadores de EO, é a alta
prevaléncia de tabagistas no grupo estudado. Oitenta por cento destes pacientes fumam
regularmente, e diversos estudos ja demonstraram correlacdo entre o habito de fumar e uma
piora na atividade de enzimas antioxidantes associada ainda a aumento de MDA (VAN DER
VAART et al, 2004; ZUO et al, 2014).

CONSIDERACOES FINAIS

Uma analise preliminar dos resultados aponta para uma possivel elevacdo dos
biomarcadores de funcdo hepéatica como TGP e Gama-GT nos pacientes internados para
tratamento da dependéncia por alcool, cocaina/crack. Até o presente momento ndo houve
diferenca significativa nos demais parametros de funcdo hepatica e renal, bem como nos
parametros de estresse oxidativo. Contudo, o nimero de pacientes avaliados ainda é baixo e é
necessario aumentar a amostra para poder verificar possiveis diferencas entre 0s grupos, como
perfil de utilizacdo de substancias e farmacoterapia adotada, e a sua influéncia nos exames

laboratoriais.
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ESTUDO COMPUTACIONAL DA INTERACAO DE LIQUIDOS IONICOS
COM A PROTEINA C DO VIRUS MAYARO
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FUNDAMENTACAO TEORICA

O virus Mayaro (MAYYV) consiste em um dos arbovirus pertencentes a familia
Togaviridae, género Alphavirus, sendo o agente etioldgico causador da febre de Mayaro (DE
OLIVEIRA MOTA et al., 2015). O virus foi descrito pela primeira vez em 1954 no pais
caribenho Trinidad e Tobago e no Brasil, em 1955 ocorreu o primeiro relato atribuido ao
MAYV em um surto desconhecido em individuos situados proximos a Belém, no Para
(ANDERSON, 1957; CAUSEY; MAROJA, 1957). Os mosquitos da espécie Haemagogus

janthinomys sdo considerados vetores primarios ao ciclo de transmissdao para 0 MAYV. No
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entanto, estudos referem a manutencao do ciclo de transmisséo a vetores secundarios como o
Aedes aegypti, reservatorios como primatas ndo humanos, entre outros (DE OLIVEIRA
MOTA et al., 2015).

O MAYYV expressa simetria icosaedrica com aproximadamente 50-70 nandmetros de
diametro e apresenta um envelope glicoproteico. Apresenta genoma RNA fita simples de
sentido positivo com aproximadamente 11.429 nucleotideos responsavel pela codificacdo de
proteinas ndo-estruturais (nsP1-4) e estruturais (capsideo (C), E3, E2, 6K e E1) (LAVERGNE
et al., 2006). A proteina C de MAYYV representa um alvo molecular de interesse para a
descoberta de novos compostos antivirais devido a sua importancia na manutengéo do ciclo
de manutencdo viral. Aminoacidos pertencentes a cavidade hidrofébica na regido carboxi-

terminal da proteina C de Aura Virus foram identificados como um promissor alvo visando a
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interferéncia na sua interacdo com o dominio citoplasmatico da glicoproteina E2 e,
consequentemente, no brotamento dos Alphavirus (AGGARWAL et al., 2012).

N&o existe tratamento especifico aprovado ou vacina disponivel para MAYV e o
aporte é direcionado ao controle paliativo dos sintomas mediante a administracdo de anti-
inflamatorios ndo esteroides, analgésicos e corticoides (CELLA et al., 2018). O planejamento
de farmacos auxiliados por computador representa um importante método alternativo e
complementar, cuja aplicabilidade associada a evolu¢do computacional impacta na reducao
do tempo e valores gastos (CERQUEIRA et al., 2015).

Compostos denominados liquidos ibnicos expressam em sua estrutura base um cation
(imidazol, fosfénio, pirrolidinio, entre outros) e ions inorganicos ou organicos. Caracteristicas
fisico-quimicas como estabilidade térmica, baixa toxicidade, solubilidade aquosa e baixa
volatilidade, conceituam essa classe quimica com potencial inovador frente a diversas
aplicacGes. Avaliagdes quanto a possivel atividade bioldgica demonstraram acéo
antibacteriana (DOCHERTY; KULPA JR, 2005) antifingica (SCHREKKER et al., 2013),
entre outras. Logo, o presente trabalho tem por objetivo a compreensdo das interacfes
moleculares envolvendo a proteina C do virus Mayaro (C MAYV) e dez liquidos i6nicos (08

sais imidazolicos e 02 sais de fosfonio) através de simulaces de ancoramento molecular.
METODOLOGIA

Atualmente nenhuma proteina viral de MAYYV foi estruturalmente elucidada. Frente a
isso, foi realizado o download da sequéncia de residuos da proteina C alocada no repositorio
UniProt (Id: Q8QZ72). Em seguida, a estrutura tridimensional da proteina C de MAYYV foi
construida pelo método de modelagem molecular comparativa com auxilio do programa
Modeller 9v15 (WEBB; SALI, 2014), a partir da estrutura cristalografica da proteina do
Capsideo do virus Chikungunya (CHIKV), depositada no Protein Data Bank sob o cddigo
5H23 e determinada com resolucéo de 2,2 A (SHARMA et al., 2018). O modelo selecionado
foi submetido a avaliacdo estrutural dos parametros estereoquimicos, implementados nos
servidores SAVES (http://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/).

Todas as simulagfes de ancoramento molecular foram executadas com o programa
AutoDock Vina incorporado a interface AutoDockTools (MORRIS et al., 2009). Os
compostos utilizados - 08 sais imidazoélicos (1IS01 — 1S08) e 02 sais de fosfénio (PS01 — PS02)

foram preparados e cargas Gasteiger foram atribuidas pelo proprio programa apés a adi¢do de
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todos os hidrogénios polares na proteina C de MAYV. Foi utilizada uma malha de afinidade

(figura 1) de 30x30x30 pontos com resolucdo de 0,375 A. As coordenadas do centro fora
definidas em 23.458 x 13.158 x 12.015. A ribavirina (RIB) foi submetida aos mesmos testes
computacionais para analise e comparacdo dos resultados, uma vez que foi identificada
atividade antiviral de RIB frente ao virus CHIKV (GALLEGO et al., 2016), agente etioldgico
com semelhanca estrutural ao MAY'V.

Figura 1 - Representacdo da malha de afinidade (caixa) com dimens6es 30 x 30 x 30 realizadas para o
ancoramento molecular

RESULTADOS E DISCUSSAO

O virus Mayaro tem apresentado enorme interesse pela comunidade cientifica devido a
semelhanca estrutural com o virus Chikungunya, co-infeccdo com DENV e, assim, a
possibilidade de desencadear uma epidemia (HOTEZ; MURRAY, 2017). Tendo em vista a
ndo elucidacdo da estrutura tridimensional, a construcdo do modelo da proteina C de MAYV
(figura 2) empregou metodologia semelhante a utilizada por Ferreira et al. (2018). A
construcdo do modelo com base na estrutura da proteina C de CHIKV apresentou 87,42 % de
identidade entre as sequéncias, inclusive com os residuos pertencentes a cavidade hidrofébica
preservados. Conforme Cavasotto; Phatak (2009), modelos que apresentam identidade de
sequéncia acima de 50% sdo considerados precisos e aptos ao planejamento e descoberta de

novos farmacos.
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O modelo da proteina C obtido apresentou qualidade estereoquimica satisfatéria com

percentuais de residuos em regides favorecidas de 98,4%. Um modelo considerado
satisfatorio baseado no grafico de Ramachandran deve expressar nas regides favorecidas um
percentual maior que 90% dos residuos, exceto residuos de glicina por ndo possuirem cadeia
lateral, prolina devido ao Ca estar ligado a cadeia lateral e residuos pertencentes a N ¢ C
terminais por expressarem caracteristicas estereoquimicas diferentes dos demais residuos
(LASKOWSKI et al., 2001).

Figura 2 - Modelo por homologia da proteina C de MAYYV na cor verde (esquerda). Sobreposicao
estrutural modelo-molde nas cores verde-laranja, respectivamente (direita)
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Com base nos dados obtidos nas simulagdes de ancoramento molecular (tabela 1), com
excecdo a PS02 (-3,6 Kcal/mol) e PSO1 (-4,6 Kcal/mol), os demais compostos expressaram

valores superiores de energia de ligacdo comparado a RIB (-5,0 kcal/mol), com destaque para
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ISO1 e 1S02 com -6,1 Kcal/mol. Os principais residuos com possibilidade de interacdo foram:

i) Trp?*? através de ligagdes m-sigma com os compostos 1S01, 1S02, IS03 e 1S04; e m-stacking
com 1S02; ii) Val?*’ mediante ligacdes m-sigma para 1S01, 1S02, 1S03 e 1S05; iii) Lys™,
Lys?* e Asp?® via ligacbes de hidrogénio com 1S04, 1S06 — IS07 e I1SO7 — 1S08,
respectivamente; e iv) Val'?’ e Met*? através de ligacdo de van der Waals com 1S01, PS01 e

entre alquil para PS02.

Tabela 1 — Resultados do ancoramento molecular para os sais imidazélicos (1S01-1S08), sais de fosfénio
(PS01-PS02) e ribavirina (RIB)

Composto Escore Interacdo
(Kcal/mol)
n-alquil? H-bond® van der Waals'
n-stacking® H-C-bond® alquil?
n-sigma’
1S01 -6,1 Trp?4©, val?4'©) - Valt?’® Mett320, 238
Leut®®
1S02 -6,1 Trp242(00) \/a|247() Trp?42@) -
1S03 -5,9 Trp?#2© \Val?47© - -
1504 -5,7 Trp242® Lys*30@ Lyst4@
1S05 -5,8 Cys?61@ va|?4'® - -
1S06 -5,1 His"®) Lys?#4@ Glu78®
1SO7 -5,6 Tyr193(b) G|U181(d), Ly8244(d), _
Asp245(d)
1S08 -5,1 - Lyst7®) Trp242@), -
ASp245(d)
PSO1 -4.6 - - Vali2’®, \ett32()
PS02 -3,6 Tyrt© - Val'?’@, Met!32@),

Tyr157(g)’ Trp242(g)
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RIB -5,0 - Va2’ @ | yst3o@) -
Tyr175(d), Hi 5177(d),
G |y128(e)’ Trp242(e)

Quando comparado a RIB, padrdo de interagdo com Lys'® via ligacGes de hidrogénio
com 1S04 foi observado e distintos modos de interagido com Val*?’, Tyr!™® His'’" e Trp?*?
com o0s demais compostos, exceto 1SO7. Parte dessas interagdes foram observadas no estudo
de Sharma et al. (2018), demonstrando a importancia de Trp?*>(no presente estudo renomeado
para Trp?*? devido aos critérios de homologia) e Lys!*® (renomeado para Lys!®°) via ligaces
de hidrogénio para os compostos etil-3-aminobenzoato e (S)-(+)-acido mandélico. Ja os
contatos Val'¥® (Val'?"), Met'®*(Met'*?), Leu®?(Leu®®), Trp?*(Trp®*?), Val®*°(Val?*) e Cys'®
(Cys'®Y) como aminoécidos responsaveis pela interagcdo na cavidade hidrofébica com os
compostos supracitados mediante o uso do ancoramento molecular frente a proteina C de
CHIKV. Ainda, o0 mesmo padrdo de interacdo na cavidade hidrofébica foi observado nos
estudos de Sharma et al. (2016) e Aggarwall et al. (2017) frente a proteina C do virus CHIKV,

avaliando as interacGes de picolinato e piperazina, respectivamente.

CONSIDERACOES FINAIS

Conforme as constataces in silico do presente estudo, os resultados permitiram
observar as interagdes moleculares entre C MAYYV e dez liquidos iénicos da classe dos sais
imidazolicos e sais de fosfonio, evidenciando modos de ligacdo a residuos localizados na
cavidade hidrofdbica associados a etapa de brotamento viral. No entanto, estudos in vitro sdo
necessarios para avaliar a potencial atividade antiviral destes compostos frente ao virus
MAYYV e, assim, possibilitando otimizar a especificidade, seletividade e etapas que envolvem

0s processos ADME/Tox (absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade).
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