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Prefacio

Desde sua primeira edicdo, o Simpdsio de Biotecnologia estimula o compartilhamento de
informacdes e a construcdo de conhecimento em sintonia com os interesses do pais e do
mundo, com foco na definicdo de estratégias de aplicabilidade das pesquisas biotecnoldgicas
no desenvolvimento de fdrmacos, produtos e servicos para saude.

Reunindo pesquisadores de renome, a sexta edicdo do Simpdsio recebeu o nome oficial de
“Simpdsio On-Line de Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo em Biotecnologia” e aconteceu entre os
dias 13 e 15 de abril de 2021. O evento visou compartilhar informacdes sobre o
desenvolvimento de farmacos, os estudos sobre venenos animais, a importancia dos Nucleos
de Inovacdo Tecnoldgica e o soro anti-COVID, desenvolvido pelo Instituto Vital Brazil e seus
parceiros. O simpdsio, alids, privilegiou os debates a respeito do virus Sars-CoV-2, causador da
Covid-19.

As palestras foram transmitidas ao vivo pelo canal do YouTube do Instituto Vital Brazil — e
ainda estdo disponiveis no canal', com convidados nacionais e internacionais, que
compartilharam suas experiéncias nas areas de inovacdo tecnoldgica, desenvolvimento de
novos medicamentos e produtos e processos que englobem as ciéncias. O evento teve mais de
3 mil visualizagbes, ao todo. Marca registrada desse encontro, a multidisciplinaridade é o
caminho facilitador que permite transformar ideias em inovag¢des, permitindo o avancar da
humanidade.

Este volume relne todos os trabalhos técnico-cientificos submetidos e aprovados, bem como
os apresentados pelos palestrantes. E o resultado da selecdo feita pelo Comité Técnico-
Cientifico do evento. Como praxe do Simpdsio, os melhores trabalhos apresentados foram
premiados.

Vocé pode obter mais informacgodes sobre o evento em
http://www.vitalbrazil.rj.gov.br/biotecnologia

Esperamos que todos contribuam, de alguma forma, com o engrandecimento da ciéncia.

1 0 evento inteiro pode ser conferido pelo link https://www.youtube.com/playlist?list=PLvdAV-
MmnvsxE HKFaCGhm4dsBXyrJ6YS




PROGRAMACAO



iy

BIOTECNOLOGIA .

2021

Dia 13 de abril de 2021

14h: Abertura — Marcia Antunes (Diretora Industrial do Instituto Vital Brazil)
www.youtube.com/watch?v=00iQeDhMNQw

14h30: O papel dos NITs na biotecnologia - Ana Claudia Oliveira (ABIFINA)
www.youtube.com/watch?v=xSykZGZZg-4

15h: O acesso ao patrimdnio genético e a biotecnologia - Danilo Ribeiro de Oliveira (UFRJ)
www.youtube.com/watch?v=mKI-WZjohM4

15h30: A¢Ges Estratégicas em Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo - Marcelo Morales (MCTI)
www.youtube.com/watch?v=ha78XVUHY3U

Dia 14 de abril de 2021

14h: A Synthetic Metalloproteinase Inhibitor Derivative From Natural Naphthoquinones -
Paulo Melo (UFRJ)
www.youtube.com/watch?v=ihD30t3tg-E

14h30: Uso de compostos obtidos de venenos de serpentes como perspectiva terapéutica
para o controle da Encefalomielite Autoimune Experimental: Propriedades
imunomoduladoras potencializadas pela silica Sba-15 - Gisele Picolo (Instituto Butantan)
www.youtube.com/watch?v=9qlEkevfWXw

15h: Biotecnologias da reproducdo animal e sua aplicacdo na saude humana - Angelo Burla
(UENF)
www.youtube.com/watch?v=n32eqgeVjlCo

15h30: Peptideos Naturais e Sintéticos Derivados de Peconhas de Aracnideos, como Fontes
de Novos Farmacos - Maria Elena de Lima (Instituto de Ensino e Pesquisa da Santa Casa de
Belo Horizonte)

www.youtube.com/watch?v=3rkfviNg4GE

Dia 15 de abril de 2021

14h: Vacina de spray nasal para a COVID-19 - Marco Antonio Stephano(USP)
www.youtube.com/watch?v=nzdEJdJngiU

14h30: Mesa Redonda: Desenvolvimento dos soros, vacinas e medicamentos para combate
a Covid-19 - Luis Eduardo Ribeiro da Cunha (Instituto Vital Brazil), Marcelo Strauch (Instituto
Vital Brazil), Tulio Lima (UFRJ), Jerson Lima (UFRJ)
www.youtube.com/watch?v=VVbjR-Ogn2U

16h30: Encerramento - Marcelo Strauch (Instituto Vital Brazil) -
www.youtube.com/watch?v=VVbjR-Ogn2U
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Doutora em Biotecnologia Vegetal pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Bidloga
formada pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), tem experiéncia nas areas
de Biotecnologia, Propriedade Intelectual, Inovagdo e Biodiversidade. Atualmente, é
consultora autébnoma de entidades e empresas como Fiocruz, CBPF, INT, LNCC, CETEM, UFRJ,
Phytobios, Centroflora, entre outras, e professora colaboradora no Curso de Especializagdo em
Gestado da Inovagdo da Fiocruz.

E-mail de contato: consultoria.tecnica@abifina.org.br
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O papel dos Nucleos de Inovagao Tecnoldgica (NITs) na biotecnologia

Ana Claudia Dias de Oliveira

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade do planeta. Apesar dessa caracteristica, a
utilizacdo e transformacdo de tais ativos naturais na geracdo de riquezas, especialmente
através da promocdo das biotecnologias, ainda pode ser considerada modesta frente ao
potencial nacional. De acordo com seus recursos naturais e seu grau de desenvolvimento
tecnoldgico, os paises apresentam interesses especificos, e muitas vezes divergentes, na
protecdo a biodiversidade e as inovagdes biotecnoldgicas. Especialmente a partir do avanco da
biotecnologia, a questdo da biodiversidade deixa de ser meramente ecoldgica, tornando-se
tema central nos debates econGmicos e cientificotecnoldgicos entre nagdes. As condi¢Ges
brasileiras para pesquisa e desenvolvimento da biotecnologia sdo promissoras, seja pela
producgdo cientifica seja pelo fato de o Brasil ser o pais com a maior biodiversidade do mundo.
Entretanto, o desenvolvimento académico e industrial no tema ainda é lento. H& volume
crescente de producdo cientifica, mas ainda ha escassez de inovagdes. A cultura de
propriedade intelectual ainda é incipiente, hd pouco incentivo a fixacdo de doutores em
empresas, baixo envolvimento de universidades e empresas com a cultura patentaria e um
volume pouco expressivo de projetos cooperativos. A posicdo fragilizada do Brasil pode ser,
em parte, explicada pelo fato de a Lei 9.279/96 (LPI) vedar o patenteamento de seres vivos e
partes dos mesmos. Entretanto, atualmente é possivel considerar que a interpretacdo dessa
vedacdo ndo é tdo restritiva assim, sendo permitido o patenteamento de produtos
biotecnoldgicos, desde que ndo sejam mera diluicdo, no caso de extratos, que ndo sejam
encontrados na natureza e que preencham todos os requisitos e condi¢des de
patenteabilidade. De acordo com levantamento feito pelo INPI em margo de 2021, o tempo
médio de decisdo na area de biotecnologia, contado a partir do depdsito, era de
aproximadamente 9 anos. Na drea de biofarmacos esse tempo aumenta para quase 10 anos.
Um setor onde as inovag¢Oes surgem a cada dia, surge a necessidade ainda mais urgente de
apoio pelos Nucleos de Inovagdo Tecnoldgica (NITs). Os NITs podem apoiar de diversas formas,
através da busca, do apoio e da disseminagdo de conhecimento, através da promoc¢do de uma
cultura de inovagdo permanente e através da transformacdo do conhecimento cientifico em
resultados praticos. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi analisar as fragilidades
relacionadas ao ambiente de inovagao em instituicdes de pesquisa e desenvolvimento na area
de biotecnologia para evidenciar como os NITs podem apoiar os pesquisadores e os
funcionarios da instituicdo. Algumas das formas de apoio que podem ser executadas pelos
NITs sdo prospecgao tecnolédgica de patentes e de artigos cientificos, avaliagdo patentaria de
invencBes propostas, analise de mercado e observagcdo da concorréncia, apoio a criacdo de
parcerias estratégicas, apoio na elaboracdo de contratos entre empresas e universidades,
auxilio na elaboracdo de projetos para captacdo de recursos, aplicacdo de técnicas
direcionadas ao setor especifico da instituicdo, por exemplo, brainstormings, questionamentos
de suposicdes, desenhos de cenarios e técnica de Scamper aplicada a produtos e processos e,
finalmente, capacitagGes em prospeccdo tecnoldgica, elaboragdo de projetos, criacdo de banco
de ideias, inovagdes da bancada e do campo ao mercado, redagao de patentes e técnicas de
negociac¢do. O incentivo as parcerias pode ocorrer através da interacdo entre a instituicdo e o
mercado e através da disponibilizagcdo de informacGes sobre as pesquisas em desenvolvimento
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na instituicdo que possam ser de interesse das industrias. Além disso, podem ser criados
bancos de know-how, nos quais os pesquisadores podem disponibilizar suas habilidades nos
diferentes setores de interesse, bancos de projetos de pesquisa, os quais poderdo conter
pesquisas ainda na fase embrionaria para possiveis parcerias e um banco de prestacdo de
servicos, no qual os pesquisadores podem inserir testes e uso de equipamentos em parceria
com a industria. Através de reuniGes periddicas com os pesquisadores da instituicdo e de a¢Oes
de apoio como as citadas anteriormente, é possivel criar e manter um ambiente propicio a
inovagdo, em que haja um ciclo de gerac¢do de ideias e criacdo e protecao de novos produtos e
processos biotecnoldgicos, além da atragao de parcerias e projetos cooperativos.

Palavras-chave: Inovacdo, NIT, Biotecnologia, Patentes, Capacita¢des

Assista a palestra inteira em www.youtube.com/watch?v=xSykZG7Z7g-4
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Biotecnologias da Reprodu¢ao Animal e sua Aplicagao na Saude
Humana?

Angelo José Burla Dias

As biotecnologias da reprodugdo animal tém sido amplamente utilizadas nos ultimos anos,
contribuindo para um importante aumento de produtividade nos rebanhos. Notadamente,
todo esse progresso no desenvolvimento de técnicas como a inseminacdo artificial, a
transferéncia de embrides, a producdo in vitro, a micromanipulacdo de embrides, assim como
0 avanco nas técnicas de edi¢do génica, permitiram o desenvolvimento da transgénese animal,
tornando possivel o nascimento de animais capazes de secretar moléculas de interesse para a
industria farmacéutica veterindria e humana. O presente resumo fornece informacdes sobre a
histdria, estagio atual e a participacdo de varias biotécnicas reprodutivas, de forma integrada,
na producdo de biofarmacos de interesse para a saude humana.

A inseminac¢do artificial foi a primeira das biotécnicas reprodutivas a ser utilizada
comercialmente. Baseia-se na introducdo de sémen no Utero de uma fémea em estro,
utilizando-se de instrumentos adaptados as caracteristicas anatémicas do sistema genital de
cada espécie.

A primeira inseminac¢do artificial com sucesso foi realizada pelo monge italiano Lazaro
Spallanzani, que em 1779 inseminou uma cadela, utilizando uma seringa para deposicao do
sémen, o que resultou no nascimento de trés filhotes (MARTINS et al.,, 2009). Seguindo os
mesmos principios do Spallanzani, em 1799, John Hunter conseguiu a primeira gestacao
humana decorrente da inseminacdo artificial (Herman, 1981).

Porém a grande expansdo da inseminacdo artificial sé aconteceu apds a descoberta do glicerol
como agente crioprotetor (Polge et al.,, 1949), o que permitiu a estocagem dos
espermatozoides por longos periodos de tempo, quando mantidos em nitrogénio liquido (-
196°C). Apesar dos grandes avangos nessa area, como o desenvolvimento da técnica de
sexagem de espermatozoide por citometria de fluxo, a dificuldade de criopreservacao de
sémen equino, suino e ovino, ainda persiste. Atualmente a inseminacgdo artificial é utilizada em
uma grande variedade de espécies, mas seu maior uso se deu na espécie bovina, na qual em
2020, foram comercializadas cerca de 24 milhdes de doses de sémen no Brasil.

A ampla difusdo da inseminacgao artificial estimulou o desenvolvimento de outras tecnologias
como a transferéncia de embrides (TE). Esta técnica permite o incremento do nimero de
descendentes de uma fémea, devido a inducdo do aumento do nimero de ovulagdes por ciclo
estral, estimulado pela administracdo de hormonio foliculo estimulante (FSH). Em espécies
mono-ovulatdrias como a bovina, a TE permite uma producdao média de 18-20 crias por ano, o
que traz um grande beneficio para o progresso genético.

O primeiro relato de uma transferéncia de embrides foi feito por Walter Heape, em 1890,
transferindo embriGes de coelha. Em bovinos, as primeiras transferéncias com sucesso foram

! Trabalho de co-autoria de: Alvaro Fabricio Lopes Rios (Centro de Biociéncias e Biotecnologia Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro — UENF), Glaucia Mota Braganca (Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias), Luis Fonseca Matos
(Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias), Maria Clara Caldas Bussiere (Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias),
Paula Magnelli Mangiavacchi (Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecudrias).




" BIOTECNOLOGIA &0 AR
» 2021

[

realizadas pela equipe do Dr. Willett, em 1951, com a transferéncia de embriGes de cinco dias
obtidos em matadouro.

No inicio da década de 70, no entanto iniciaram-se os primeiros programas de transferéncia
em bovinos, utilizando a coleta dos embriGes por via cirlrgica. Para isso as doadoras tinham
que ser mantidas sob anestesia geral, em decubito dorsal, para que se fizesse a exteriorizacao
do utero. Tais condig¢des limitavam muito a difusdo da técnica. Trabalhos do Dr. Rowe et al.
(1980), no entanto permitiram o estabelecimento da técnica ndo-cirurgica, o que permitiu a
coleta dos embriGes nas préprias fazendas.

Com o advento da ultrassonografia na reprodugdo bovina, muitos estudos sobre a dinamica
folicular foram realizados, fornecendo importantes informacgdes para melhoria dos protocolos
de controle do ciclo estral de doadoras e receptoras de embrido, assim como dos protocolos
de superovulagcdo, o que veio a contribuir para o aumento dos resultados obtidos com o
tratamento superovulatdrio e das taxas de gestacgao.

No final dos anos 1980, enquanto a transferéncia de embrides vinha se expandindo
mundialmente, nasceram os primeiros bezerros produzidos totalmente in vitro (FUKUDA et al.,
1990). Devido a sua capacidade de produzir um grande numero de embrides, o
desenvolvimento de iniUmeras pesquisas contribuiu para o estabelecimento de protocolos que
lancaram as bases para o estabelecimento comercial da producgdo in vitro de embriGes (PIV)
em bovinos.

A PIV envolve a obteng¢do dos ovdcitos imaturos, a sua maturacao, fertilizacdo e cultivo dos
embrides em condi¢cdes laboratoriais até o estidgio de blastocisto, momento em que os
embrides encontram-se aptos para serem transferidos para o Utero de uma receptora. Por
essa técnica, uma fémea é capaz de produzir cerca de 100 embrides por ano, o que contribui
decisivamente para o melhoramento genético, devido a maior pressdo de selegdo. A
incorporagdo das tecnologias de sexagem de sémen e de selecdo genOGmica deram novo
impulso a PIV e contribuiram para aumentar ainda mais a participagdo desta biotécnica no
melhoramento genético (Sirard, 2018).

A PIV é também uma d6tima ferramenta para estudo de eventos bioldgicos relacionados a
maturacdo ovocitdria, capacitacdo espermatica, fertilizacdo e desenvolvimento embrionario
inicial.

No Brasil, esta técnica encontrou condi¢Ges adequadas para sua difusdo, chegando o pais a ser
0 maior produtor mundial de embrides produzidos in vitro. Em 2008 o Brasil produziu 86% dos
embrides PIV em todo o mundo. Em 2017, o Brasil foi responsavel pela producdo 345.528
embrides PIV, perdendo a lideranca para os Estados Unidos (Viana, 2018).

Devido a capacidade de producdo de grande numero de embrides, a PIV tem importante
participacdao no desenvolvimento de outras biotécnicas reprodutivas como a clonagem e a
transgénese.

A clonagem por transferéncia nuclear de células somdticas (SCNT) tem sido utilizada na
multiplicacdo de animais de elevado potencial genético, na preservacdo de espécies em
extin¢do, e como ferramenta para produgdo ou multiplicacdo de animais transgénicos.

A técnica se baseia na transferéncia do nucleo de uma célula do animal que se deseja clonar,
para o interior de um ovécito maturado, o qual teve seu nucleo previamente removido, com o
objetivo de gerar um animal geneticamente idéntico ao animal doador do nucleo. O grande
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progresso nessa area observado nos ultimos anos fez com que surgissem empresas que
disponibilizam esse servigco aos criadores fazendo com que animais de varias espécies sejam
gerados por essa técnica.

Atualmente, embrides bovinos produzidos por SCNT podem se desenvolver ao estagio de
blastocisto numa taxa similar aqueles produzidos por fertilizagdo in vitro. No entanto, a taxa de
desenvolvimento a termo é muito baixa, devido ao elevado percentual de perdas embrionarias
e fetais. Além disso, os bezerros clonados apresentam peso aumentado e elevada taxa de
mortalidade ao nascimento (Akagi et al., 2013). Meireles et al. (2008) descreveram taxas de
nascimento de aproximadamente 7% para as fémeas e 12% para os machos.

As falhas de desenvolvimento apresentadas por embrides produzidos por SCNT tém sido
relacionadas a anormalidades na reprogramacao epigenética do status diferenciado do nucleo
da célula somdtica, para o status totipotente das células embriondrias. O melhor
conhecimento sobre os mecanismos que controlam a reprogramagdo dos genes e as
alteracOes epigenéticas ao longo da vida do embrido clonado ird contribuir para o aumento da
eficiéncia da técnica, o que tera um impacto positivo também na transgénese mediada por
SCTN.

A transgénese constitui uma importante ferramenta para a industria farmacéutica,
biomedicina e producdo agricola e as pesquisas nessa area tém se concentrado em quatro
objetivos principais: produzir animais resistentes a enfermidades; melhorar caracteristicas
importantes para a producdo animal; produzir érgdos para transplantes em seres humanos; e
obter animais transformados em biorreatores de proteinas humanas na glandula mamaria. A
utilizacdo de animais transgénicos como biorreatores representa uma alternativa promissora
para a producdo de proteinas recombinantes de elevado valor bioldgico a saide humana.

A modificacdo genética das células/embribes pode ser realizada por diferentes métodos,
sendo 0s mais comuns: a microinjecao pronuclear, a transducao lentiviral, a eletroporacao e a
transferéncia de DNA por lipossomos. Apds o advento da CRISPr, a microinjec¢do citoplasmdtica
passou a ser outra alternativa importante para a produgdo de animais transgénicos. A
clonagem por transferéncia nuclear tem sido uma alternativa eficiente para aumentar os
rendimentos da técnica, pois permite a utilizacdo de células doadoras de nucleo, oriundas de
cultivos celulares que sabidamente expressem o transgene de interesse (Bressan et al., 2008).

O principal fator limitante da transgénese, independentemente da técnica de transfeccao
utilizada é a baixa eficiéncia, o que torna o processo caro e laborioso. A microinjecdo
pronuclear, por exemplo, a mais comumente utilizada, produz aproximadamente 2% de
camundongos transgénicos, 0,1- 0,5% em suinos e um numero ainda menor de caprinos,
ovinos e bovinos.

Atualmente algumas estratégias para aumentar a taxa de incorporacdo do transgene tém sido
desenvolvidas, incluindo as zinc finger nucleases (ZFNs), as transcription activator-like effector
nucleases (TALENs) e as clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR-
associated (CRISPR/Cas). Esses sistemas guiam as nucleases para o sitio insercdo do transgene,
0 que aumenta a eficiéncia do processo (Wijshake et al., 2014).

Apesar dos melhores resultados alcangados na producdo de animais transgénicos nas ultimas
décadas, a eficiéncia da técnica ainda baixa. Melhorias nas técnicas de edi¢do génica e também
na eficiéncia das biotecnologias reprodutivas ligadas a transgenia, podem auxiliar no aumento
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dos indices de producdo desses embrides, contribuindo para a reducdo dos custos de
producao de animais biorreatores.
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O acesso ao patrimdnio genético e a biotecnologia®

Danilo Ribeiro de Oliveira

Um histérico mundial de exploragdo indiscriminada do meio-ambiente e de expropriacdo
indevida do Patriménio Genético (PG) e/ou do conhecimento tradicional associado (CTA), sem
reparticdo justa e equitativa de beneficios, resultou na assinatura em 1992 da Convencdo
sobre a Diversidade Bioldgica (CDB), durante a Conferéncia das Nagdes Unidas sobre o Meio
Ambiente e o Desenvolvimento (EC0O-92), prevendo a necessidade de conservacdao da
biodiversidade, utilizagdo sustentavel de seus componentes e partilha justa de beneficios,
além de reconhecer a soberania dos estados sobre os seus recursos naturais. Atualmente, a
CDB foi suplementada por um acordo internacional, denominado Protocolo de Nagoya,
ratificado por pelo menos 130 paises. (SECRETARIAT OF THE CONVENTION ON BIOLOGICAL
DIVERSITY, 2011).

No Brasil o primeiro instrumento juridico a regular sobre o acesso ao PG, ao CTA e a reparticdo
de beneficios, a Medida Proviséria n2 2186-16/2001, foi publicado as pressas apds um acordo
suspeito de bioprospeccdo de micro-organismos do solo amazobnico, envolvendo uma
farmacéutica suica e uma organizacdao social brasileira, considerado lesivo a soberania
nacional. Contudo, a MP 2.186/01 causou diversos efeitos colaterais, fazendo com que
pesquisadores brasileiros chegassem a ser taxados de “biopiratas” e vivessem uma
“bioparanoia”, pela burocratizacdo da pesquisa e receio de processos administrativos e
judiciais, bem como pelas dificuldades de compreender e se submeter a legislacdo que exigia
‘autorizacOes prévias’ para acesso ao PG e ao CTA. No dmbito da MP foi criado o temido
Conselho de Gestdo do Patriménio genético, o CGEN, como d6rgdo de cardter deliberativo e
normativo, se tornando a autoridade nacional do Ministério do Meio Ambiente, competente
para decidir sobre as solicitagdes de acesso ao PG e ao CTA, ou mesmo para realizar denuncias
de eventuais irregularidades ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis, mais conhecido pelo acrénimo (IBAMA).

Frente ao desconhecimento e a inaceitabilidade gerada pela bucrocratizagdo, a maioria da
comunidade académica brasileira, subordinada a MP, “ficou a deriva”. A Unica excec¢do foi a
comunidade de pesquisadores ligados as areas de ciéncias basicas de biodiversidade, tais
como zoologia, botanica, ecologia, que se organizaram e, através de didlogos com
representantes do MMA, conseguiram regulamentar suas pesquisas através da Resolugdo
CGEN n2 21/2006. Este marco legal destacava explicitamente que pesquisas basicas na area de
diversidade, bem como pesquisas epidemioldgicas e para formacdo de cole¢des bioldgicas, ndo
estavam relacionadas a exploragdo econémica, e desta forma estavam dispensadas da
obtencdo de autorizagdo de acesso a componente do patrimonio genético. Desta forma,
pesquisa em taxonomia, filogenia, epidemiologia molecular, ecologia, e utilizacdo de
informacgdes de bancos de dados publicos de sequéncias genéticas estavam fora do ambito da
burocratizacdo imposta pelo marco legal.

As empresas farmacéuticas, cosméticas, alimenticias, de insumos ativos, dentre outras,
também se viram prejudicadas pela legislacdo, a maioria delas por desconhecer, ou mesmo

! Trabalho de co-autoria de: Ana Claudia Dias de Oliveira (ABIFINA); Marcelo Weksler (Museu Nacional).
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por ndo compreender ou conseguir se adequar, terminaram sendo taxadas de biopiratas,
conforme matéria publicada em 2012 em Jornal nacional de alta circulacdo, intitulada “O Cerco
a Biopirataria” (FARIELLO, 2012). Contudo, esse fato se deu exclusivamente com empresas e
produtos comercializados no Brasil, causando prejuizos a economia, geracdo de emprego e
renda, bem como para as pesquisas biotecnoldgicas, conforme destaca Oliveira (2013) em que
inimeras Patentes internacionais continuaram a ser depositadas envolvendo espécies vegetais
nativas do Brasil, mesmo apds publicacdo da CDB.

Para minimizar tantos problemas, a Lei 13.123/2015 substituiu a MP possibilitando, na maioria
dos casos, o ‘cadastro das pesquisas envolvendo PG em andamento’ sem a necessidade mais
de ‘autorizacdo prévia’, com excecao a ‘remessa de PG’ ao exterior e a ‘divulgacdo de
resultados’ que se exigiam um cadastro prévio. Foi criado desta forma um limbo juridico-
burocratico, devido a falta de do sistema nacional de registro instituido pela Lei, fulcral a
realizacdo dos cadastros, o Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen), foi disponibilizado apenas em novembro de
2017.

Embora o MMA entendesse que a “Nova Lei da Biodiversidade” (BRASIL, 2015) que passou a
ser agil, facil, e com regras claras, além de incentivar e legalizar a pesquisa, diversas das
limitacOes da Lei e do SisGen, ndo foi esse o entendimento para a Comunidade Académica
(ALVES, 2018). No caso do SisGen, o sistema trazia erros e lacunas que dificultavam o cadastro,
principalmente de atividades de pesquisa envolvendo grande nimero de espécies, pesquisas
com micro-organismos e metagenoma, no caso de auséncia de identificacdo de local de
obtencdo da amostra ou espécimen, dentre tantos outros problemas, que novamente,
diversas resolucbes e orientagdes técnicas precisaram ser publicadas para auxiliar ao
cumprimento da Lei e do Decreto, e na real efetuacdo dos cadastros. Apesar dessas novas
publicacGes para disciplinar o atual marco legal, ainda ha a necessidade de disponibilizacdo de
uma nova versao do SisGen, o tdo esperado SisGen 2.0, prometido desde 2017.

Mas, a tdo sonhada desburocratizacdo de fato funcionou? Bem, vejamos que o conceito de
acesso ao patrimdnio genético é entendido como “‘pesquisa’ ou desenvolvimento tecnoldgico
realizado sobre amostra de patriménio genético”, e que o Conceito de Pesquisa envolve
qualquer “atividade, experimental ou tedrica, realizada ‘sobre’ o PG ou CTA, com objetivo de
produzir novos conhecimentos, por meio de um processo sistematico de construcdo do
conhecimento que gera e testa hipdteses e teorias, descreve e interpreta fendmenos e fatos
observaveis”, a partir dai toda e qualquer pesquisa, que direta ou indiretamente, use dados ou
informacdes oriundas de patrimoénio genético e conhecimento tradicional associado, passam a
estar sob a égide da Lei 13.123/15, inviabilizando a publicacdo de uma resolucdo de
equivaléncia a Res. CGEN 21/06.

Ou seja, inumeros pesquisadores que desenvolviam suas atividades na pesquisa com
taxonomia, filogenia, epidemiologia molecular, ecologia molecular, utilizacdo de informacdes
de bancos de dados publicos de sequéncias genéticas (Ex: GenBank), se viram repentinamente
no ambito da legislacdo de acesso ao PG e ao CTA. Tal mudancga, em geral, foi vista como algo
desprovido de beneficios e justificativas, que ndo fosse apenas a prdopria burocratizacgdo, ja que
esses pesquisadores ja fazem inUmeros cadastros para suas pesquisas, como SisBio, CEUA,
CITES etc.

Para os micro-organismos, quaisquer bactérias, fungos ou virus que sejam isolados em
territério nacional fazem parte do nosso patrimdnio genético e, em caso de fins de pesquisa ou
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desenvolvimento tecnoldgico, estd no dmbito da Lei 13.123/15. Logo, no inicio de 2020,
qguando um turista chegou ao Brasil contaminado com o virus sars-cov-2, essa mesma amostra
ao ser isolada aqui, passou imediatamente a ser PG brasileiro, e para identificacdo no exterior,
submetida a todos os tramites de remessa, incluindo Termo de Transferéncia de Material
(TTM).

Outro fato curioso é que, antes considerdvamos valida a Orientacdo Técnica n? 09/13 que
determinava que “parasitas, pragas e vetores de doencgas para atividades biolégicas ndo é
acesso ao PG na MP 2.186-16/01”, mas com os novos conceitos de patrimdnio genético,
pesquisa e acesso ao patrimonio genético, todo o micro-organismo (ou organismo animal
também) utilizado apenas como alvo terapéutico, passa a ser considerado acesso ao PG pela
Lei 13.123/15. Mas, quantos pesquisadores conseguiram tomar consciéncia disso no Brasil?
Quais foram as a¢bes nacionais de conscientizacao e esclarecimento dessas mudangas? No
estudo de caso realizado por Vieira (2020), cerca de 50% dos micro-organismos utilizados em
pesquisas realizadas em dissertacdo e teses de 2 programas de pds-graduacdo passava a partir
de 17 de novembro de 2015, inicio da vigéncia da Lei 13.123/15, a estar no dmbito da Lei. Ou
seja, um grande numero de pesquisas e pesquisadores que possivelmente estdo irregulares ou
ilegais.

N3do obstante disso, outro problema se agrava relacionado com o Conhecimento Tradicional
Associado, pois ndo estava claro na MP 2.186/01 o acesso ao CTA a partir de fontes
secunddrias. Contudo, na legislacdo atual tudo mudou, com o conceito de Acesso ao CTA
relacionado a “Pesquisa ou desenvolvimento tecnoldgico sobre conhecimento tradicional que
possibilite ou facilite o acesso ao patrimoénio genético, ainda que o CTA tenha sido obtido por
uma fonte secundaria (ex.: feira, publicacdo, inventario, filme, artigo cientifico etc.)”. A partir
dai, qualquer pesquisa realizada de acordo com saberes populares (ou conhecimentos
tradicionais amplamente difundidos), precisaria de consentimento prévio e informado? Por
exemplo, uma instituicdo do Rio de Janeiro que irda pesquisar o guaco (Mikania glomerata
Spreng.), planta de conhecimento tradicional difuso, amplamente conhecida e utilizada, neste
caso, qual seria a melhor estratégia? Realizar um consentimento prévio e informado em um
mercado popular no Rio de Janeiro, ou buscar dar rastreabilidade as comunidades tradicionais
que poderiamos primeiramente identificar o uso da planta como expectorante na literatura?
Essa pergunta é importante, pois muito se vislumbra de que grande parte das pesquisas
basicas ou aplicadas resultardo em desenvolvimento tecnoldgico e produtos, mas isso nem
sempre acontece. Alids, na maioria das vezes ndo acontece. Portanto, é necessdrio pensar em
maior rastreabilidade no que tange a legislacdo, do que uma visdo irreal e ingénua, bucdlica e
indcua da biodiversidade nacional, que impede o avango das pesquisas e do desenvolvimento
tecnoldgico com a biodiversidade local.

Logo, ja se deixa a pergunta, serd necessario mais quantas anistias para que se pense em uma
legislacdo focada de fato nas diretrizes da CDB e no Protocolo de Nagoya, bem como na
Constituicdo federal, sem que se prejudique o pais, submetendo-o a légica colonialista de
sempre? Ao trabalhar essa questdo com seriedade, podemos migrar aos poucos de um
protagonismo no fornecimento de commodities para fornecimento de produtos
biotecnolégicos. Mas, o atual arcabouco legal ndo deve comprometer as atividades de
colegBes bioldgicas e a cooperacgdo internacional em pesquisa bdsica em biodiversidade. No
minimo, as autoridades brasileiras devem isentar a pesquisa sem fins econdmicos de encargos
burocraticos desnecessarios.

Palavras-Chave: Patrimonio Genético, Burocracia, Pesquisadores, Cadastro, SisGen.
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iy

BIOTECNOLOGIA VY4

2021

Gisele Picolo

Doutora em Farmacologia pela Universidade de Sdo Paulo (USP). Formada em Biologia pela
Universidade Presbiteriana Mackenzie, atualmente é pesquisador cientifico do Instituto
Butantan e Diretora do Laboratdrio Especial de Dor e Sinalizagdo. Atua, ainda, como
pesquisadora principal do Centro de toxinas, resposta-imune e sinalizacdo celular da FAPESP, e
como pesquisadora colaboradora do Centro de exceléncia na descoberta de novos alvos
moleculares (CENTD), uma parceria entre o Instituto Butantan, a FAPESP e a Farmacéutica
GlaxoSmithKline.

E-mail de contato: gisele.picolo@butantan.gov.br




-

: ®
"o d BOTECNOLOGIA 4 4 A
» 2021

Uso de compostos obtidos de venenos de serpentes como perspectiva
terapéutica para o controle da Encefalomielite Autoimune Experimental:
Propriedades imunomoduladoras potencializadas pela silica Sba-15*

Gisele Picolo

Introdugdo: A esclerose mdultipla (EM) é uma doenca inflamatdria, autoimune e
desmielinizante do sistema nervoso central (SNC), que acarreta diversas alteracdes sensoriais,
cognitivas e motoras. Os sintomas mais comuns incluem fadiga, déficit visual e sensorial,
fraqueza, disfun¢Ges urinarias, espasticidade, problemas de coordenacdo motora, entre outros
(PETZOLD, 2002). Dentre as alteragOes sensoriais, a dor esta presente em grande parte dos
individuos (EHDE, 2006). E uma das doencas neurolégicas mais comuns diagnosticada em
jovens adultos que desenvolvem doencga autoimune neuroinflamatéria, e ndo tem cura, sendo
que as terapias disponiveis sdo capazes apenas de estabilizar o quadro clinico e atrasar a
progressdo dos sintomas motores. Sabe-se que células do sistema imune participam
ativamente na patogénese e progressdo desta doenca pelo ataque "a bainha de mielina e
neuroinflamacdo, acarretando dano tecidual, desmielinizacdo e morte neuronal (EL-BEHI;
ROSTAMI; CIRIC, 2010) Assim, faz-se necessdrio o estudo de novas drogas para o tratamento
desta doencga. Venenos e toxinas animais tém sido considerados uma rica fonte na busca de
candidatos a fdrmacos, uma vez que esses componentes em geral podem exibir seletividade e
afinidade para uma grande variedade de alvos em sistemas fisiologicos (LEWIS; GARCIA, 2003).
Nesse sentido, estudos utilizando compostos isolados de venenos crotalicos, particularmente
crotoxina (CTX) e crotalfina (CRO), indicaram suas propriedades analgésicas, anti-inflamatérias,
imunomoduladoras e antitumorais (MACHADO, 2014. SAMPAIO, 2010). Contudo, a utilizacdo
de peptideos e toxinas animais ainda apresenta restricGes ligadas a toxicidade e baixa
biodisponibilidade, entre outros. Compostos nanoestruturados mesoporosos ordenados sao
de grande interesse para as ciéncias e tecnologias, uma vez que, dentre outras propriedades,
quando utilizados como veiculo protetor de biomoléculas podem diminuir a toxicidade e
favorecer a resposta imunoldgica de diversos imundgenos (YANG; COOMBS; OZIN, 1997).

Objetivos: Portanto, nossos objetivos foram avaliar os efeitos da CRO e da CTX na
encefalomielite autoimune experimental (EAE) induzida por MOG35-55, um modelo animal de
EM, quanto a dor, comprometimento motor e alguns parametros neuroinflamatérios
envolvidos nessa doencga, bem como avaliar o papel da silica SBA-15 em diminuir o efeito
téxico da CTX e potencializar seu efeito antinociceptivo e imunomodulador.

Métodos: A EAE foi induzida por imunizagdo de camundongos fémeas C57BL/6 com adjuvante
incompleto de Freund contendo 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis e 200 ug de MOG35-
55. Imediatamente apds e 48 horas depois da imuniza¢do, os animais receberam injecao
intraperitoneal (i.p.) de toxina pertussis (300 ng). Os animais foram acompanhados
diariamente quanto ao desenvolvimento dos sinais clinicos de acordo com o seguinte escore:

! Trabalho de co-autoria de: Morena Brazil Sant’Anna (Instituto Butantan), Aline Carolina Giardini ((Instituto
Butantan), Nathalia Bernardes Teixeira ((Instituto Butantan), Flavia Souza Ribeiro Lopes (Instituto Butantan), Louise
Faggionato Kimura (Instituto Butantan), Marucia Chacur (Universidade de Sdo Paulo), Rosana de Lima Pagano
(Hospital Sirio-Libanés), Vanessa Olzon Zambelli (Instituto Butantan), Osvaldo Augusto Sant’Anna (Instituto
Butantan).
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0, auséncia de sintomas; 1, perda do ténus da cauda; 2, paralisia parcial dos membros
posteriores; 3, paralisia total de membros posteriores; 4, paralisia total dos membros
posteriores e parcial dos anteriores; 5, diminuicdo da responsividade ou morte (eutandsia). O
limiar nociceptivo foi determinado pelo modelo de von Frey eletronico. A proliferacdo e
diferenciacdo de células T CD4+ foram analisadas por citometria de fluxo. A atividade neuronal
(usando anticorpo anti-Egrl), a ativacdo da microglia (anticorpo anti-lbal) e de astrécitos
(anticorpo anti-GFAP) foram avaliadas na medula espinal por imunohistoquimica; o nivel de
expressao dos genes ou a liberagdao das citocinas foram avaliados por PCR em tempo real ou
por ensaios imunoenzimatico; o infiltrado inflamatério foi avaliado por coloragdo com
hematoxilina e eosina. A espessura da mielina no nervo ciatico foi investigada usando
microscopia eletronica de transmissdo. A fun¢cdo muscular foi determinada através da forca de
contracdo do musculo. Resultados: A crotalfina acarretou reversao parcial da hiperalgesia
induzida pela EAE e diminuiu a intensidade dos sinais clinicos em comparag¢do com animais
controles. A CRO reduziu, na medula espinhal, a imunorreatividade a Egr-1 (marcador de
atividade neuronal), CD11-b (marcador de microglia / macrdfagos) e GFAP (marcadores de
astrdcitos) induzida por EAE. Além disso, aumentou a IL-6 e reduziu a expressdo do TNF-a e o
infiltrado inflamatdrio na medula espinal. O tratamento foi capaz, ainda, de prevenir a reducdo
na espessura da bainha de mielina no nervo periférico observada no grupo ndo tratado. Em
relacdo a CTX, esta foi capaz de reduzir a proliferacdo de células T CD4+ , de diminuir a
diferenciacdo dessas células em Th1l e Th17 e aumentar a diferenciacdo em Treg, in vitro. A
crotoxina inibiu a liberagcdo de IL-17A e IFN-y no plasma de animais portadores de EAE e
também inibiu a atividade da microglia no SNC dos animais apds a imuniza¢do. Quando
complexada a silica nanoestruturada SBA-15, a toxicidade da crotoxina diminuiu enquanto
seus efeitos imunomoduladores foram potenciados. Ainda, o complexo CTX:SBA-15, mas nao
CTX, evitou a atrofia induzida por EAE e a perda da fun¢ao muscular.

Conclusdes: Esses resultados reforgcam o efeito imunomodulador da crotoxina e da crotalfina,
confirmando o efeito de ambos em um modelo de doen¢a neurodegenerativa. Esses dados
elucidam parte dos mecanismos envolvidos na melhora observada no quadro clinico dos
animais, pela atenuac¢do da neuroinflamacdo induzida pela EAE, apontando estes compostos
como agentes promissores para o controle da MS. Os resultados reforcam ainda a utilizacao da
silica nanoestruturada SBA-15 como veiculo protetor para compostos biolégicos.

Palavras-chave: Encefalomielite Autoimune Experimental, Neuroinflamagdo, Crotalfina.
Crotoxina, Silica SBA-15

Apoio Financeiro: FAPESP (2011/17974-2, 2013/07467-1, 2015/01254-1, 2017/17844-8),
CNPQ (467211/2014-0) and CAPES (Finance Code 001).
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Um Soro Anticovid-19 para Imunizagao Passiva Terapéutica desenvolvido
contra a Proteina S Trimérica

Jerson Lima Silva

A pandemia de COVID-19 tem resultado no colapso dos sistemas de saude publica, tendo
levado ao ébito de mais de 380 mil brasileiros até abril de 2020. Mesmo com o uso de vacinas
de eficiéncia comprovada, ainda ha necessidade de alternativas terapéuticas, especialmente
para os pacientes que necessitam de internacdao. Na busca por terapias eficazes em combater
os efeitos mais graves desta doenca, diversos tratamentos de imunizagdo passiva tém sido
testados, incluindo o uso de plasma de convalescente de COVID-19 e de anticorpos
monoclonais. De modo semelhante ao que se prop&e com a utilizacdo do plasma de individuos
convalescentes, as globulinas hiperimunes equinas tém potencial capacidade de conferir
imunidade passiva para individuos expostos ao SARS-CoV-2. Estas imunoglobulinas podem ser
obtidas a partir da imunizacdo de animais, sendo os equinos os mais utilizados, e sao
direcionadas ao tratamento de diferentes doencgas, como a neutralizacdo de venenos ofidicos,
e na profilaxia pds-exposicdo de doencgas infecciosas como o virus da raiva. Recentemente,
através da parceria da UFRJ com o Instituto Vital Brazil, FIOCRUZ e IDOR, desenvolvemos um
produto a base de globulina hiperimune anti-SARS-CoV-2 a partir da imunizacdo de equinos
contra a proteina S trimérica viral, responsavel pelo reconhecimento e ligagdo do virus com os
receptores das células hospedeiras. As andlises demonstraram que este produto possui uma
capacidade de neutralizacao viral 150 vezes mais potente do que o plasma convalescente de
doadores. Para prevenir eventuais efeitos colaterais, a imunoglobulina IgG foi digerida com
pepsina e purificada por precipitacdo fracionada para eliminar fragmentos Fc, um processo
que é usado industrialmente para a producdo de imuniza¢do passiva com concentrados de
F(ab')2 contra raiva, tétano e venenos de cobra. O lote clinico de F(ab')2 produzido sob Boas
Praticas de Fabrica¢cdo (GMP) na planta industrial do IVB demonstrou alto titulo neutralizante.
Quando inoculados em camundongos, a atividade de neutralizacdo do F(ab')2 foi detectada
mesmo trés dias apds a injegdo, indicando uma meia-vida apropriada para intervengao
terapéutica. Essa preparacdo de imunoglobulina hiperimune também teve efeito neutralizante
nas variantes P1 e P2, que preocupam pela alta prevaléncia no Brasil. Estes resultados ddo
suporte a um ensaio clinico (cédigo ClinicalTrials.gov: NCT04573855) para avaliar a seguranca e
eficacia desta preparagdo F(ab')2 de cavalos em pacientes hospitalizados. O objetivo do ensaio
clinico de fase I/Il é avaliar a seguranga e potencial eficacia da utilizacdo deste produto no
tratamento de pacientes com COVID-19 internados em fase inicial da doenga, que nao
precisem de suporte ventilatdrio invasivo.

Assista a palestra inteira em www.youtube.com/watch?v=VVbjR-Ogn2U
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Desenvolvimento de soro anti SARS-CoV-2 {F(ab’)2 de IgG}, a partir de
plasma de equinos hiperimunizados, como estratégia terapéutica contra
o COVID-19.

Luis Eduardo Ribeiro da Cunha

Resumo: O Instituto Vital Brazil, uma Instituicdo de Ciéncia e Tecnologia subordinada a
Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro, tem como missdo realizar e promover estudos
e pesquisas nos campos farmacéutico, biolégico, econébmico e social, visa melhorar as
condi¢bes da producdo, do controle de doencas e da organizagao e utilizacdao dos servicos de
saude. Com isso e, em meio ao novo cenario pandémico mundial, os pesquisadores desta
instituicdo propuseram pesquisar e desenvolver um novo soro heterélogo que pudesse auxiliar
na terapéutica anti-covid 19, reduzindo as taxas de transmissao viral e o nimero de d6bitos. O
Instituto possui know how em producdo de soros hiperimunes a partir de plasma de cavalos
imunizados. Desde que seu fundador desenvolveu método especifico para tratamento dos
acidentes ofidicos, as etapas de pesquisa e desenvolvimento avancaram muito na produgdo de
outros soros para acidentes com aranhas, escorpides e abelhas, bem como para raiva e tétano,
etc. Com isso iniciou a pesquisa e o desenvolvimento do soro anti-Covid 19, utilizando como
antigeno uma fracdo do virus SARS-CoV-2, a proteina S, produzido pelo LPPM/UFRJ, parceira
como entidade de pesquisa em universidades. Foi desenvolvido um antigeno viral potente
antigenicamente que, quando inoculado em cavalos, foi capaz de gerar anticorpos
neutralizantes especificos. Ao processarmos o plasma obtidos desses equinos, nos mesmos
moldes de fabricacdo dos demais soros hiperimunes do IVB, foi obtido um concentrado de
imunoglobulinas purificado (IFA) com capacidade neutralizante superior ao plasma humano
convalescente em até 150 vezes.

Abstract: The Vital Brazil Institute, a Science and Technology Institution under the State Health
Secretariat of Rio de Janeiro, has the mission of carrying out and promoting studies and
research in the pharmaceutical, biological, economic and social fields, aiming to improve the
conditions of production, control disease and the organization and use of health services. With
this in mind, and in the midst of the new worldwide pandemic scenario, the researchers at this
institution proposed to research and develop a new heterologous serum that could assist in
anti-covert therapy 19, to evaluate the rates of viral transmission and the number of deaths.
The Institute has expertise in the production of hyperimmune sera from the plasma of
immunized horses. Since its founder, specific method for treating snakebites, as research and
development steps have advanced a lot in the production of other serums for accidents with
spiders, scorpions and bees, as well as for rabies and tetanus, etc. development of anti-Covid
19 serum, using as antigen a fraction of the SARS-CoV-2 virus, protein S, produced by LPPM /
UFRJ, a partner as a research entity in universities. An antigenically potent viral antigen was
developed that, when inoculated in horses, was able to generate specific neutralizers. When
processing the plasma chosen from these horses, in the same molds as the other IVB
hyperimmune sera, a purified immunoglobulin concentrate (IFA) with neutralizing capacity
superior to convalescent human plasma was found up to 150 times.

Introdugdo: Em dezembro de 2019, na provincia de Wuhan, na China, emergiu uma nova
variante de virus SARS-CoV, chamado de virus da sindrome respiratéria severa aguda
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coronavirus (SARS-CoV-2), causador da doenca do novo coronavirus 2019 (COVID-19), que esta
assolando o mundo por conta da eficiéncia de propagacdo sem precedentes. Apresenta
altissimo numero de casos de 6bitos, podendo chegar a 50% quando se considera pacientes
graves que necessitam de unidade de tratamento intensivo (UTI). A epidemia por SARS-CoV-2
passou a ser considerada uma pandemia, uma vez que mais de 180 paises reportaram casos de
COVID-19. O SARS-CoV-2 ja é responsavel por mais mortes do que a soma total do SARS e
MERS-CoV, com mais causalidades diarias que continuam a aumentar. Segundo a Organizagado
Mundial de Saude, até o dia 18 de marco de 2021, mais de 130 milhdes de casos foram
confirmados, com 2.842.135 milhdo de mortes decorrentes da COVID-19 no mundo
(https://covid19.who.int/). No Brasil, até marco de 2021, foram confirmados mais de
13.000.000 casos sendo 330.000 obitos decorrentes da COVID-19 (letalidade média 2,4%)
(https://covid.saude.gov.br/).

Diversos grupos de pesquisa tém estudado diferentes estratégias de vacinagdo e tratamento
contra SARS-CoV-2, entretanto, ainda ndo ha um tratamento clinico completamente eficaz e
seguro. As vacinas que ja passaram por todos os estdgios de ensaios clinicos e aprovadas pelas
agéncias sanitdrias contra a COVID-19, tanto com registro especial ou definitivos, para
prevencdo sdo eficazes contra o coronavirus, sendo uma necessidade para que a populacdo
seja protegida contra essa infec¢do.

SARS-CoV-2 é um virus da familia Coronaviridae, cujo material genético é representado por
uma fita simples de RNA. Aproximadamente 29 tipos de proteinas virais ja foram identificadas,
sendo as proteinas “S “e “N” de maior relevancia. A proteina “S” é a responsavel pela ligacdo
do virus na célula hospedeira, por meio da interagdo do seu dominio de ligacdo com o receptor
viral(RBD) com o receptor da enzima conversora |l de angiotensina (ACE2) de células humana.

Além de seu papel crucial na ligacdo ao receptor e entrada viral, a glicoproteina “S” tem papel
importante na indugdo tanto de resposta humoral quanto celular contra o SARS-CoV. No caso
do SARS-CoV, o principal epitopo imunodominante foi mapeado para a regido SD1
(aminoacidos 528-635) da por¢do S1 da glicoproteina S. J& no caso do SARS-CoV-2, estes
epitopos ainda ndo foram mapeados. Apesar da glicoproteina S do SARS-CoV-2 apresentar alta
similaridade (76%) com a mesma proteina do SARS-CoV, ja foi demonstrado que soros de fase
de convalescéncia de pacientes SARS e COVID-19 possuem neutralizagdo cruzada limitada.
Além disso, os principais monoclonais que se ligam ao RBD e neutralizam o virus SAR-CoV
falharam em neutralizar SARS-CoV-2.

Estes resultados demonstram que apenas alguns epitopos, cujo reconhecimento leva a
neutralizagdo, sdo comuns as duas proteinas, ressaltando assim a importdncia de se
reconhecer os principais dominios alvos de neutralizagdo da glicoproteina “S” do virus SARS-
CoV-2.

Justificativa: A COVID-19 é uma doenga causada pelo coronavirus SARS-CoV-2, que apresenta
um quadro clinico que varia de infecgBes assintomaticas a quadros respiratérios graves. De
acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), a maioria dos pacientes com COVID-19
(cerca de 80%) podem ser assintomaticos e cerca de 20% dos casos podem requerer
atendimento hospitalar por apresentarem dificuldade respiratéria e desses casos
aproximadamente 5% podem necessitar de suporte ventilatério para o tratamento de
insuficiéncia respiratoria.

O Instituto Vital Brazil (IVB) fundado em 1919, pelo médico e cientista Vital Brazil Mineiro da
Campanha, na cidade de Niteréi (RJ), desde entdo, mantém sua tradicdo como ator
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importante, nas esferas federal e estadual, em questdes relativas a Saide Publica. O IVB é uma
Instituicdo de Ciéncia e Tecnologia subordinada a Secretaria Estadual de Saude do Rio de
Janeiro e cumpre papel estratégico no desenvolvimento tecnolégico e na assisténcia
farmacéutica no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS). Entre seus principais objetivos,
destacam-se a producdo de medicamentos essenciais, entre eles os imunobioldgicos (pp soros)
e a producdo de medicamentos estratégicos, de alta complexidade, para programas do
Ministério da Saude.

O Instituto Vital Brazil € um dos trés laboratoérios oficiais de producdo de soros hiperimunes do
Brasil e um dos 46 produtores mundiais, contribuindo para a potencialidade de producao de
soros hiperimunes na regido das Américas. Possui como uma de suas missdes a pesquisa, o
desenvolvimento, a producdo e a inovacgao, relacionados a soros hiperimunes.

O IVB possui o registro junto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) dos soros
Anticrotalico, Antibotrépico, Antibotrépico/Crotalico, Antibotrdpico/Laquético,
Antiescorpibnico, Antitetanico, Antirrabico e desenvolve o soro Antiapilico, atualmente em
Estudo Clinico de Fase I/II.

E neste contexto que o IVB adentra ao novo cendrio mundial de pandemia de COVID-19, na
tentativa de corroborar com o desenvolvimento de um novo soro hiperimune especifico,
seguro e eficaz.

Objetivos: Trabalhar em agGes emergenciais para o desenvolvimento de estratégias de
imunizacdo ativa contra a COVID-19, através de abordagens terapéuticas com soroterapia, por
meio da obtencdo de soro/imunoglobulina anti-SARS-CoV-2 de forma heterdloga em cavalo.
Realizar ensaios clinicos, entendendo que é necessdria uma acdo tanto preventiva como
terapéutica, combinando imunoterapia com compostos antivirais.

Método: Foram utilizadas metodologias de POPE modificado para producdo de soros e
métodos de pré-clinicos “in vitro” e “in vivo", que fazem parte da expertise das equipes
integrantes desse desenvolvimento (IVB; UFRJ; FIOCRUZ e IDOr). Técnicas e protocolos de:
Imunizacdo de cavalos; avaliacdo da producdo de IgG anti-SARS-CoV-2 em cavalos por testes
de ELISA e de neutralizagdo PRNT90 e 50; testes de desafio em modelos de animal (Hamster
gold), estudo da estrutura de agregados e estudos clinicos fase I/I1.

Consideracdes sobre o novo soro: Trata-se do uso da mesma plataforma de producdo de
varios soros, que consistem na obtencdo e purificacdo dos fragmentos F(ab’)2 de IgG equina.
Apds formulacdo e envase do IFA, sdo usados como medicamento em humanos; tipos: soros
antirrabico; antitetanico; antibotropico; anticrotalico; antibotrépico-laquético;
antilatrodéctico; antiescorpionico; antiapilico.

Com relacdo a essa plataforma de producdo de soros baseados em fragmentos F(ab’)2 de IgG
equina do IVB, ressaltamos que tem um histérico de mais de quatro décadas de uso seguro e
eficaz, sem registro de rea¢Ges adversas graves. Estimamos em cerca de dois milhdes de
tratamentos, com os diversos soros, fornecidos ao SUS/MS, de forma segura e eficaz.

Impactos esperados: Este desenvolvimento é inovador e de vanguarda na busca de um
medicamento contra o virus SARS-CoV-2. Outra caracteristica marcante é a atuacdo em
ambientes multidisciplinar e multinstitucional, que torna factivel a sua execug¢do. O projeto
estd articulando pesquisadores de areas distintas do conhecimento cientifico, de diversas
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instituicdes publicas e privada de pesquisa brasileiras. Objetivamos, sempre, alcangar
resultados de aplica¢do imediata no ambito do Sistema Unico de Satde (SUS).

As principais relevancias do produto desenvolvido, nos campos cientifico, social e econémico
sdo, respectivamente: proporcionar um medicamento 100% nacional que permita auxiliar na
recuperagao de pacientes acometidos pela COVID-19, sendo uma opg¢do terapéutica em casos
de contaminacgédo por virus SARS-CoV-2, em pacientes que apresentem sintomas moderados ou
graves.

CONFIRA AS ETAPAS DE DESENVOLVIMENTO DO SORO:
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Peptideos Naturais e Sintéticos Derivados de Pegonhas de Aracnideos,
como Fontes de Novos Farmacos!

Maria Elena de Lima

O Brasil abriga uma das maiores biodiversidades do mundo, correspondendo cerca de 20- 22%
da biodiversidade mundial (Swart et al., 2011). Nesse contexto, diversos produtos podem estar
contidos nessa imensa riqueza, dentre eles potenciais novos farmacos. O mercado mundial
global de fdrmacos movimenta anualmente em torno de 1,1 trilhdes de délares americanos,
com aproximadamente 35% destes obtidos direta ou indiretamente de recursos naturais
como: plantas (25%), microrganismos (13%) e animais (3%) (Calixto, 2019).

No grupo dos animais, os pegonhentos sdo bastante estudados durante a histdria da
humanidade e suas peconhas? (coquetéis de diferentes substdncias, incluindo sais,
aminodcidos, proteinas, peptideos, aminas, dentre outros) sdo ricas fontes de moléculas
promissoras para a obtenc¢dao de novos farmacos. Como exemplo, a descoberta de peptideos
hipotensores presentes na pe¢onha da serpente jararaca (Bothrops jararaca) por Sérgio
Henrique Ferreira (1934-2016) na Universidade de S3o Paulo, em Ribeirdo Preto, SP, foi de
grande relevancia. Estes peptideos inibem a enzima de conversdo da angiotensina (ECA), o que
leva a reducdo do efeito vasopressor da angiotensina (Ferreira, 1965). Estes estudos serviram
de base para o desenvolvimento do medicamento anti-hipertensivo captopril pela
multinacional Squibb. Outros exemplos temos Exenatide® e Ziconotide®. O Exenatide® (Byetta)
é a versao sintética do exendine-4, um peptideo de 39 residuos de aminoacidos, encontrado
na saliva do lagarto monstro de Gila (Heloderma suspectum), isolado por John Eng in 1992.
Exenatide® foi aprovado em 2005 nos Estados Unidos e é usado para tratar diabetes tipo 2.
Ziconotide® é um andlogo sintético do peptideo de 25 residuos de aminoacidos w-conotoxina
MVIIA, isolado do veneno do molusco marinho Conus magus, nos anos 80, por Michael
Mclntosh do grupo de Baldomero Olivera na Universidade de Utah, USA. Esse peptideo é um
potente analgésico e bloqueia canais de calcio do tipo N (Cav2.2) e foi aprovado pelo FDA em
2004 para uso na clinica no tratamento da dor.

! Trabalho de co-autoria de: Julio César M. de Brito (Fundagdo Ezequiel Dias), Carolina Nunes da Silva (Faculdade de
Farmacia - UFMG), Pablo Victor M. dos Reis (Instituto de Ciéncias Bioldgicas — UFMG; Instituto de Quimica - USP),
Leonardo Fuscaldi Silva (Faculdade de Farmacia - UFMG), Joaquim Teixeira de Avelar Jr (Instituto de Ciéncias
Bioldgicas — UFMG), Daniel Moreira dos Santos (Instituto de Ciéncias Bioldgicas — UFMG; Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular - Universidade Federal de Sdo Jodo Del-Rei), Marcella N. Melo-Braga (Instituto de
Ciéncias Bioldgicas — UFMG), Lays Fernanda N. Dourado (Faculdade de Farmacia - UFMG), Daine Boff (Instituto de
Ciéncias Bioldgicas — UFMG), Elaine Maria Souza-Fagundes (Departamento de Fisiologia e Biofisica — ICB/UFMG),
Jarbas Magalhdes Resende (Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG), Vera Lucia dos Santos ((Instituto de Ciéncias
Bioldgicas — UFMG), Flavio Almeida Amaral (Instituto de Ciéncias Bioldgicas — UFMG), Rodrigo Verly (Departamento
de Quimica, FACET, Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri), Adriano M.C. Pimenta ((Instituto de
Ciéncias Bioldgicas — UFMG), Valbert N. Cardoso (Faculdade de Farmacia — UFMG), Armando da Silva Cunha-Jr
(Faculdade de Farmacia — UFMG), Simone Odilia A. Fernandes (Faculdade de Farmacia — UFMG).

2 O termo pegonha ¢é utilizado para as substincias (“venenos”) que sdo liberadas/injetadas por aparato
especializado do animal, ex. telson nos escorpides, presas nas serpentes, arpdo no Conus, dentre outros. E
frequente o uso do termo “veneno” como sindnimo, embora esta diferenca deva ser entendida adequadamente.
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Nosso grupo vem estudando varios peptideos derivados de diferentes pegonhas, com foco em
aracnideos e o seu potencial biotecnolégico. Como exemplo, os principais peptideos estudados
incluem aqueles com atividade antimicrobiana (para revisdo ver Melo-Braga et al., 2021,
Santos et al.,, 2010, Reis et al., 2018, Fuscaldi et al., 2021), analgésica (Freitas et al, 2016,
Emerich et al.,, 2016, Pacheco et al., 2016) anticancer (Abdel-Salam et al.,, 2018),
potencializadora da fungdo erétil (Silva et al., 2015, 2019), anti-glaucoma (Silva et al., 2020),
dentre outras atividades. Esses peptideos sdo nativos ou derivados das peconhas de duas
aranhas, Lycosa erythrognatha e Phoneutria nigriventer (Fig.1)

Figura 01: Aranhas, cujas
peconhas geraram peptideos
utilizados neste trabalho. (Fotos:
Daniel Santos).

Os objetivos gerais de nossos estudos envolvem o isolamento, a caracterizagao, e o estudo do
modo de acdo de peptideos naturais de peconhas de aracnideos, bem como de derivados
sintéticos modificados ou ndo, com potencial terapéutico. Nessa apresentacdo daremos foco
aos peptideos antimicrobianos e a um peptideo com potencial para tratamento do glaucoma.

As metodologias utilizadas podem ser encontradas nos trabalhos citados ao longo desse texto
e envolvem a purificacdo de peptideos antimicrobianos da peconha da aranha Lycosa
erythrognatha (Fig.1) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sequenciamento de
aminoacidos por técnicas de espectrometria de massa (MALDI-ToF), a sintese quimica em fase
solida (FMOC), a caracterizagdo estrutural por dicroismo circular (CD) e ressonancia magnética
nuclear (RMN), o alinhamento com outros peptideos listados em bancos de dados verificando-
se possiveis identidades e, finalmente, o estudo da atividade e toxicidade em modelos in vitro
e in vivo (ver Santos et al., 2010, Reis et al, 2018, Fuscaldi et al., 2021). Estudos de formulagdo
e modificacdo como uso de ciclodextrinas, encurtamento, acetilagdo, substituicdo de
aminoacidos, retirada de aminoacidos e PEGuilagcdo foram feitos em alguns desses peptideos
com o propdsito de melhorar sua seletividade (Brito et al, 2020, Fuscaldi et al., 2021, Reis et al,
2018).

As metodologias utilizadas podem ser encontradas nos trabalhos citados ao longo desse texto
e envolvem a purificacdo de peptideos antimicrobianos da peconha da aranha Lycosa
erythrognatha (Fig.1) por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sequenciamento de
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aminodcidos por técnicas de espectrometria de massa (MALDI-ToF), a sintese quimica em fase
solida (FMOC), a caracterizagdo estrutural por dicroismo circular (CD) e ressonancia magnética
nuclear (RMN), o alinhamento com outros peptideos listados em bancos de dados verificando-
se possiveis identidades e, finalmente, o estudo da atividade e toxicidade em modelos in vitro
e in vivo (ver Santos et al., 2010, Reis et al, 2018, Fuscaldi et al., 2021). Estudos de formulacdo
e modificagdo como uso de ciclodextrinas, encurtamento, acetilagdo, substituicio de
aminodcidos, retirada de aminoacidos e PEGuilacdo foram feitos em alguns desses peptideos
com o propdsito de melhorar sua seletividade (Brito et al, 2020, Fuscaldi et al., 2021, Reis et al,
2018). O peptideo denominado PnPP-19 (Phoneutria nigriventer potentiator peptide, 19 aa) é
um derivado minimizado, que foi obtido baseando-se na estrutura da toxina PnTx2-6 da
“aranha armadeira”, Phoneutria nigriventer, foi sintetizado por fase sdlida e sua estrutura
secunddria foi caracterizada por CD. Esse peptideo foi testado in vivo (ratos) em modelo de
glaucoma e quanto a toxicidade, em membranas corioalantéides de galinhas, e se mostrou
promissor para essa aplicagao clinica (Silva et al., 2020).

As sequéncias de aminodcidos dos principais peptideos discutidos nesse trabalho, sdo
apresentadas na tabela a seguir:

Tabela 1 - Peptideos derivados das pegonhas das aranhas L. erythrognatha (1,2,3, 4) e Phoneutria

nigriventer (5)
Peptideo Estrutura priméiria Massa (Da) | No. aa
l. LyeTx | H-AIWLTALKFLGKNLGKHLAKQOLAKL 52 28319 25
2, LyeTxl-b AcIWLTALKFLGKNLGKLARQUL AKL-5m3 2.759.29 24
3 LyeTx1-bPEG AclW I.'I'.\.I.h'lI.{:I\'N!.likl..\ﬁ{)lﬂlkl.ﬂ.m ~4.726.0 4
4. LyeTxI mnAK H-IWLTRALKFLGENLGRK-5HI 1.828.13 16
5. PnPP-19 24856 19
AcGERROYFWIAWYKLANSKK-NH2

*QOs grupos destacados correspondem as modificagOes feitas nos peptideos.

Os resultados foram divididos quanto a aplicagcdo clinica e sdo mostrados nos seguintes
topicos:

1. Peptideos antimicrobianos: O primeiro peptideo com atividade antimicrobiana obtido
por nosso grupo foi purificado do veneno da aranha Lycosa erythrognata (Santos et al., 2010) e
denominado LyeTx| (massa molecular = 2831,9 Da). Este peptideo foi sequenciado, sintetizado
e sua estrutura secundaria foi caracterizada como um alfahélice por dicroismo circular e por
RMN. O peptideo apresentou atividade antimicrobiana significativa sobre algumas espécies de
bactérias Gram positiva (Staphylococcus aureus, MIC = 3,79 uM) e Gram negativa (Escherichia
coli = MIC 7,81 uM) e em fungos (Candida krusei, MIC = 26,30 uM e Cryptococcus neoformans,
MIC = 13,20 uM). LyeTxl alterou a permeabilidade de lipossomos (L-alfa-phosphatidylcholine,
POPC) de maneira dose-dependente. Nos lipossomos POPC contendo também colesterol ou
ergosterol, a permeabilidade devida a acdo do peptideo, decresceu cerca de cinco vezes ou
ndo alterou, respectivamente. A estruturacdao do peptideo em alfa hélice foi menor na
presenca de colesterol, o que indica menor interagdo do mesmo com membranas contendo
este composto. Estes resultados sugeriram que as membranas bacterianas, que sdo
desprovidas de colesterol, sdo alvos preferenciais para o peptideo. Por outro lado, em
presenca de ergosterol, o esterol presente nos fungos, a permeabilidade ndo alterou, o que é
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importante para a interacdo com estes micro-organismos. LyeTxl apresentou atividade
hemolitica, mas em mais alta concentracdo (ED50 — 1,39.10-4 M), que as observadas para
atividade antimicrobiana (na ordem de micromolar).

Em estudos posteriores trabalhamos também com derivados modificados de LyeTxl (ver
tabela). O derivado LyeTx I-b difere do peptideo original pela dele¢cdo de um residuo de
histidina e pela acetilagdo no seu N-terminal (tabela 1) e apresenta uma leve curvatura em sua
estrutura de alfa-hélice. Este derivado mostrou significativa atividade em bactérias
plancténicas, Gram negativas e Gram positivas, sendo 10 vezes mais ativo que LyeTxl em E.coli
(MIC = 0,71 umol/L versus 7,81 umol/L para LyeTxl) (Reis et al., 2018), sendo que em S. aureus
os MICs foram compardveis para os dois peptideos. LyeTxI-b foi testado também in vivo e
comparado ao antibidtico clindamicina, num modelo de artrite séptica em camundongos.
Tanto o peptideo como a clindamicina, reduziram sensivelmente o pool de bactérias (S.
aureus) na cavidade interarticular do joelho do animal, a migracdo de células imunes, o nivel
de IL-1b e de CXCL1. Entretanto, a concentracgdo terapéutica do peptideo (0,03 nmol) foi cerca
de 200 vezes 5 inferior a do antibidtico (7 nmol), indicando sua maior poténcia. Em um teste
de nocicepgdo (Von Frei) em camundongos, LyeTxl- aumentou o limiar, sugerindo efeito
antinociceptivo nos animais infectados. O peptideo também preveniu o dano da cartilagem,
diminuindo a perda de proteoglicanos. Portanto, LyeTxI-b mostrou ser um modelo potencial
para o desenvolvimento de novos antibidticos contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas.

Em outro estudo, LyeTxl-b foi formulada como colirio (LyeTxI-b 28.9 mol/L + 0.5% carboxi metil
celulose, em 0.9% NaCl), para tratar ceratites induzida em olhos de coelhos fémeas (New
Zealand), com S.aureus resistente, isolada de olho humano infectado (Silva et al., 2019). Uma
gota da solucdo foi instilada 4 vezes ao dia, em cada olho, durante uma semana. A ceratites
microbiana caracteriza-se por defeito no epitélio da cérnea, com inflama¢do do estroma. A
doenca aguda causa dor e risco de perda ou redugdo da visdo, o que requer rapido diagndstico
e tratamento. LyeTxl-b foi muito eficaz no tratamento de ceratites, com nenhum sinal de
toxicidade ocular, avaliada em membranas corioalantdicas de ovo de galinha e pelo teste de
Draize, e por estudos histopatolégicos da cérnea e de infiltrado cellular (andlise de
mieloperoxidase e N-acetilgucosminidase). LyeTxl-b mostrou-se potente e ndo tdxico, para o
tratamento de ceratites bacteriana resistente, com eficacia antimicrobiana e anti-inflamatoria.

LyeTxl-b mostrou ainda, atividade contra vdrias espécies resistentes de bactérias, mas
apresentou consideravel atividade hemolitica e citoxicidade.

Em outra abordagem, visando-se contornar estas limitagdes (hemodlise e citotoxicidade),
mostradas pelo derivado LyeTxI-b, propusemos PEGuilar este peptideo, visando-se obter uma
molécula menos tdxica e com maior viabilidade sistémica, para uso in vivo (Brito et al., 2016).
A molécula PEGuilada (LyeTxI-bPEG), foi testada in vitro e in vivo em modelo de pneumonia
causada por Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos (CRAB). A PEGuilacdo do
peptideo levou a uma pequena redugdo de sua atividade in vitro nos testes de MIC nos CRABs
com a preservacdo da atividade em biofilme maduro, efeito sinérgico com antibidticos
comerciais e principalmente, preservou a atividade in vitro em presenca de proteases e plasma
e evitou a dessensibilizaggo de CRAB por 21 dias. LyeTxI-bPEG foi testado in vivo
(camundongos) em modelo de pneumonia por CRAB pela via endovenosa e mostrou-se eficaz
por reduzir significativamente, a carga bacteriana no pulmdo dos animais. Além disso, a
PEGuilacdo de LyeTxl-b reduziu em 12 vezes sua atividade hemolitica, em 2 vezes a
citotoxicidade em células HEK-293, 10 vezes em células 6 Vero e 4 vezes a toxicidade aguda em
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modelo in vivo (camundongos). Nesse contexto, esses resultados apontam LyeTx|-bPEG como
antimicrobiano promissor para o tratamento de pneumonia causada por CRAB.

LyeTx | passou por estudo da minimizacdo com a retirada de residuos de aminoacidos de sua
porcdo C-terminal (Fuscaldi et al., 2021). Desse estudo, foram obtidos trés derivados
estudados, LyeTxl mn-K (peptideo de 16 residuos de aminoacidos e com uma Lys a mais na
posicdo 5, vide tabela 1) estruturou-se em alfa-hélice e apresentou vantagens sobre outros
dois derivados minimizados (ndo mostrados), com menor hemdlise e menor citotoxicidade. O
peptideo foi testado no modelo de artrite séptica causada por S. aureus. Para analise
quantitativa, ceftizoxime (CFT) foi marcado com 99Tc (tecnecio) e injetado intravenosamente
nos animais, o que é captado pelo foco infeccioso. As imagens cintigraficas dos animais que
tiveram um dos joelhos tratados e outro que recebeu apenas o veiculo, mostraram claramente
a atividade antimicrobiana do peptideo in vivo, comparado com clindamicina (controle
positivo). A dose do peptideo LyeTxl mn-K que promoveu o efeito antimicrobiano foi cerca de
90 x menor que a da clindamicina, sugerindo seu alto potencial antimicrobiano. O tratamento
também ndo alterou a migragao celular e aumentou o limiar nociceptivo dos animais.

2. Peptideo anti-glaucoma — PnPP-19 (Phoneutria nigriventer peptide, 19 residuos de
aminodcidos) é um peptideo sintético, desenhado a partir da estrutura da toxina PnTx2-6 (48
aa) purificada da pegonha da aranha P. nigriventer. Previamente mostramos que PnPP-19
poténcia a funcdo erétil em ratos e camundongos, e restaura esta funcdo em animais
diabéticos e hipertensos (Silva et al. 2015, 2019)3. Esta potencializacdo é mediada pela
liberagdo de oxido nitrico (ON). Substancias que liberam ON tém surgido recentemente como
novos farmacos potenciais para o tratamento do glaucoma, pela diminuicdo da pressdo
intraocular (P10). Glaucoma é uma doenga crénica ocular que causa progressivo dano ao nervo
otico. A doenca resulta na perda do campo visual e cegueira irreversivel, tendo etiologia
multifatorial. Calcula-se que em 2020 79,6 milhdes de pessoas tiveram glaucoma e que este
numero devera atingir 112 milhdes em 2040.

O peptideo PnPP-19 foi seguro para aplicagdo ocular, ndo mostrando toxicidade. A reducdo da
PIO foi alcangada com a instilacdo de uma Unica gota da solucdo do peptideo. Os resultados
sugerem que PnPP-19 como um indutor da liberagdo de NO, possa aumentar o fluxo de humor
aquoso (HA), evitando assim a progressdo da degeneragdo do nervo 6ptico. Portanto, o
peptideo é um potencial farmaco promissor para o tratamento da hipertensdo ocular®.

Conclusdo: Peptideos naturais e sintéticos derivados de venenos animais, constituem fonte
quase inesgotavel de matéria prima para o desenho de novos farmacos para o tratamento de
diferentes doencas. Nesta apresentacdo destacamos alguns peptideos antimicrobianos
derivados do veneno da aranha Lycosa erithrognata que emergem como potentes antibidticos
contra espécies resistentes de bactérias, uma necessidade premente frente ao aumento
desses micro-organismos, o que tem sido alertado pela Organizacdao Mundial de Saude (OMS),
que podem vir a causar novas epidemias intratdveis, se novos antibidticos ndo forem
desenvolvidos (https://www.who.int/news-room/fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance).
Por outro lado, o peptideo sintético, PnPP-19, desenhado a partir de uma toxina da aranha P.
nigriventer, que ja mostramos ativar a fungao erétil via liberacdo de ON, também mostrou
excelente resultado para possivel tratamento do glaucoma. Esta é uma pequena amostra de

3 Este trabalho foi patenteado e transferido para a empresa Biozeus e devera ser submetido aos testes clinicos.
4 Este trabalho foi patenteado e transferido para a empresa Biozeus e deverd ser submetido aos testes clinicos.
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pesquisas tendo como foco elementos de nossa biodiversidade, uma riqueza imensa a ser
explorada. Entretanto, a possivel viabilidade de aplicagdo destes e de outros produtos como
farmacos, envolve investimento e maior agilidade no nosso sistema de patentes.

Palavras chaves: peptideos antimicrobianos, Lycosa erytrognatha, Phoneutria nigriventer,
Peptideo antiglaucoma, PnPP-19.

Apoio: FAPEMIG, CNPq e CAPES.
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Assista a palestra inteira em www.youtube.com/watch?v=3rkfviNg4GE
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A Synthetic Metalloproteinase Inhibitor Derivative From Natural

Naphthoquinones
(Habilidade de um derivado de quinonas em inibir metaloproteases de pegonhas de serpentes
do género Bothrops)

Paulo A. Melo

Estudamos a inibicdo de substancias naturais e sintéticas nos efeitos induzidos por pegonhas
de serpentes viperideas. Na lesdo tecidual tem especial atencdo os efeitos de venenos de
serpentes do género Bothrops. Estas pegonhas contém enzimas com atividades fosfolipase,
proteolitica, colagenase e hialuronidase que inoculada nos tecidos, induzem, intensa
hemorragia edema e mionecrose. Investigamos usando protocolos in vitro e in vivo, em
camundongos, os efeitos de venenos brutos de serpentes do género Bothrops, e suas
atividades na presenca de quinonas sintéticas, analogos do lapachol. Entre estes andlogos teve
um destaque ou derivado sintético do lapachol (quinona - LQB166) que apresentou
seletivamente atividade antiproteolitica, anticolagenase e nao inibiu fosfolipase A2, in vitro, do
veneno de B. atrox. Nos testes in vivo, antagonizou o edema, a hemorragia induzida pelos
venenos de B. jararaca e B. atrox, sem no entanto, proteger da miotoxicidade induzida pelos
venenos de B. atrox ou B. jararacussu. Esta seletividade marcante de inibicdo destes efeitos
contra estes venenos brutos nos chamou a atengdo para este grupo especial de quinonas.
Estes dados indicam que venenos de serpentes e suas toxinas sdo ferramentas que nos
permitem buscar inibidores enzimaticos com atividades seletivas.

Palavras chaves: Pegonhas de serpentes; Quinonas sintéticas; Lapachol; Atividade de
metaloproteases

Assista a palestra inteira em www.youtube.com/watch?v=jhD30t3tg-E




Ly

BIOTECNOLOGIA .

2021

Marco Antonio Stephano

Doutor em Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica pela Universidade de Sdo Paulo (USP).
Formado em Medicina Veterindria pela Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ),
foi Pesquisador Cientifico do Instituto Butantan, desenvolvendo trabalhos de cunho
tecnolégico para o desenvolvimento de soros e vacinas. Atualmente, é professor do
Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, com foco em pesquisas no desenvolvimento de
processos em soros e vacinas, validacdo de processos biotecnolégicos e de controle de
qualidade de produtos bioldgicos, entre outros.




[ ]

1.0
“ o4 BIOTECNOLOGIA &0 AR
e 2021

Jfﬁ

@

Produgao de vacina para COVID-19 por Spray Nasal

Marco Antonio Stephano
Jorge Elias Kalil Filho?

Em 31 de dezembro de 2019, a OMS (Organiza¢do Mundial da Saude) foi informada de um
conjunto de casos de pneumonia de causa desconhecida detectados na cidade de Wuhan,
provincia de Hubei, na China. Estas pneumonias seriam causadas por um novo coronavirus
denominado SARS-COV-2. A vacinacdao tem sido uma das abordagens mais eficazes de
prevencdo de doencas e é o modo mais econémico de prevenir a morbidade, a mortalidade e
as perdas econdmicas causadas por doengas infecciosas. Mais de 600 milhdes de formulagdes
de vacina s3o agora administradas por injecdes subcutdneas ou intramusculares, de acordo
com registros da OMS. Questdes de seguranca, no entanto, como efeitos adversos locais e
sistémicos e possivel recombinacdo de um organismo enfraquecido em uma espécie virulenta
aumentaram o interesse em vacinas de subunidades ou inativadas. WEINBERGER e
colaboradores (1978) viram que a relacdo de IgG/Albumina era muito baixa nos lavados
broncos alveolares, e aumentam apenas quando da existéncia de uma lesdo ou inflamacgao
pulmonar. Por este motivo, acredita-se que vacinas por via parenteral ou oral ndo tenham a
eficiéncia desejada, ou seja, evitar a infecgdo e a transmissdao do SARS-COV-2, o seu objetivo
sera diminuir as internagdes hospitalares e até mesmo a morte. O objetivo deste estudo é
desenvolver um sistema estavel de entrega de antigeno para imunizacdo nasal usando
nanoparticulas ceramicas associadas a biopolimeros muco penetrantes com parte da proteina
S recombinante do virus SARS-CoV-2 como antigeno, uma vez que a imuniza¢cdo de mucosa
leva a producdo de anticorpos da classe slgA (imunoglobulina A secretora). A prova de
conceito ja foi desenvolvida, porém ainda existe a necessidade do desenvolvimento de ensaios
pré-clinicos (toxicoldgicos), de acordo com a recomendacdes do ICH S6(R1); e o estudo clinico
em participantes humanos, de acordo com diretrizes ICH E6, RDC 55/2010, Resolugdo do
Conselho Nacional de Saude n2 466/2012 e recomendac8es da OMS, para desenvolvimento de
candidatos a vacina para COVID-19.

Introdugao

A vacinagdo tem sido uma das abordagens mais eficazes de prevencdo de doengas e a forma
mais econOmica de prevenir a morbidade, a mortalidade e as perdas econ6micas causadas por
doengas infecciosas, bem como a Unica forma de restaurar as relacées afetivas perdidas pelo
COVID-19. Mais de 174 formulacdes de vacina sdo agora administradas por injecdes
subcutaneas ou intramusculares, de acordo com registros da OMS. Questdes de seguranga, no
entanto, como efeitos adversos locais e sistémicos e possivel recombinagdo de um organismo
enfraquecido em uma espécie virulenta aumentaram o interesse em vacinas de subunidades
ou inativadas. Por outro lado, uma reducdo drastica na eficdcia dessas vacinas é causada pela
falta de fatores de viruléncia, gerando respostas imunoldgicas ruins em geral, apesar de sua
seguranca e melhor definicdo farmacéutica. Portanto, a formulagdo da vacina pode ser
fundamental para o sucesso da vacinagao.

1INCOR/Faculdade de Medicina da USP.
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O sistema imunolégico pode ser dividido anatomicamente e funcionalmente em dois
compartimentos: o compartimento sistémico, incluindo ossos, medula dssea, bago e ganglios
linfaticos; e o compartimento de mucosa, que compreende tecido linfoide, associado as
superficies de mucosa (MALT- Mucosa-Associated Lymphoid Tissue), e glandulas externas
secretoras (Staats et al.,, 1994). Uso de vacinas por via mucosa traz muitas vantagens
(Takahashi et al., 2009); por exemplo: possibilidade de neutralizacdo dos patédgenos na sua
porta de entrada; praticidade no momento da administracdo, exigindo menor qualificacdo de
pessoas para administracdo da vacina; maior aceitacdo dos pacientes, pois ndo se trata de
método invasivo (Van der Lubben et al., 2001); maior facilidade e rapidez na administragao,
principalmente se for necessdria a vacinacdo em massa; diminuicdo dos riscos de injurias e
contaminacgao cruzada (Pratelli et al., 2001), e muito importante: indu¢do de resposta imune
de mucosa, assim como sistémica — no entanto, a expressdo da resposta imune de mucosa vai
depender do tipo de via a administrar a vacina (Negri et al., 2010) (Figura 1).

(u () N 1)\ ﬁ l/] (A jl 1/ ]
Figura 01. Producdo de slgA (IgA secretora dependente da via de administragdo do antigeno.

Fonte: https://doi.org/10.1038/nm1213
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Dentro de todas as imunizagces em mucosas, a imunizacdo intranasal é uma das mais
promissoras; tem reduzida atividade enzimdtica, em comparagdo com outras vias possiveis de
administracdo, como, por exemplo, a via oral; o epitélio nasal é moderadamente permeavel e
ha elevada disponibilidade de locais imunorreativos (Csaba, Garcia-Fuentes, Alonso, 2009)
(Figura 2).
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Figura 02: Mecanismos imunoldgicos da administragdo de antigeno pela via nasal.
Fonte: doi:10.1016/j.addr.2009.11.009, modificado por Yoshida, J.Y 2012

O objetivo deste projeto é desenvolver uma vacina para o SARS-CoV-2, coronavirus
responsavel pelo COVID-19, através da produgdo do antigeno recombinante conjugada a
nanomaterial ceramico, encapsulado em nanoparticula utilizando polimeros biodegradaveis e
biocompativeis com tecido humano para aplicacdo nasal.

Atualmente o antigeno desenvolvido por nossa equipe, consiste na producdo das RBDs
(Recptor-Binding-Domain) das trés novas variantes (Reino Unido, Africa do Sul e Amazonas)
além da RBD da primeira variante circulante no Brasil. Além das RBDs, o antigeno é composto
de 18 streamings (transportador) para células B e T. (Figura 3 e 4).
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Figura 03: Esquema de preparagdo das nanoparticulas para imunizagdo nasal.
Fonte: Incor/FCF/1Q/ — USP/UNIFESP/UNICAMP, 2021 (ndo publicado).
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Figura 04: Microscopia otica (1000X) das nanosparticulas antigénicas para
imunizagdo nasal para o SARS-COV-2

Fonte: Incor/FCF/1Q/ — USP/UNIFESP/UNICAMP, 2021 (ndo publicado)

O presente projeto se encontra na fase final da prova de conceito ou primeira fase dos ensaios
pré-clinicos, onde foi definida a melhor formulagdo e nimero ideal de doses em animais, de
modo a produzir anticorpos neutralizantes para o SARS-CoV-2. Como resultados iniciais desta
etapa obtivemos uma formulacdo adequada para imunizagdo nasal que gera anticorpos
neutralizantes em duas ou trés doses com intervalos de 14 dias.

Resultados obtidos até o momento.
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Em breve serad dado inicio a segunda fase dos ensaios pré-clinicos, neste caso sdo os ensaios
toxicoldgicos que deverdo ser realizados em laboratérios com certificagdo com BPL (Boas
Praticas de Laboratdrio). Estes ensaios determinardo se a formulacdo do produto ndo tera
efeitos toxicos sobre fetos e animais adultos, ndo induzird ao cancer e nem a mutagdo génica
de pelo menos duas espécies de animais, sendo uma nao roedora.

Palavras-Chave: vacina, mucosa, nasal, nanoparticula, resposta imune

Financiamento: FAPESP n2 2020/05256-7; FINEP01.20.000900-MCTI n° CEUA FM/USP: prot n2
1510/202

Assista a palestra inteira em www.youtube.com/watch?v=nzdEJdJngiU
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Producgao e Purificagao da Proteina S de SARS-COV-2 para
desenvolvimento de medicamentos, vacinas e ferramentas de
diagnéstico para COVID-19*

Tulio Macedo Lima

O presente trabalho apresenta os esforgos do Laboratério de Engenharia de Cultivos Celulares
da COPPE/UFRJ junto com colaboradores no combate a pandemia do novo coronavirus. Em
fevereiro de 2020, iniciou-se o desenvolvimento do processo de producdo e purificacdo da
proteina S (do inglés "Spike") do SARS-CoV-2 para desenvolvimento de kits para diagndstico
sorolégicos do tipo ELISA (Alvim et al.; doi: 10.1101/2020.07.13.20152884, 2020). Apds o
estabelecimento do processo de producdo e purificagdo da proteina S, a mesma foi aplicada
para o desenvolvimento de um soro anti-SARS-CoV-2 em parceria com o Instituto Vital Brasil e,
mais recentemente, para uma vacina candidata utilizando a proteina S recombinante.

Inicialmente células HEK 293 foram utilizadas para desenvolver uma linhagem de células capaz
de expressar de forma estdvel o ectodominio soltvel da proteina S através da transfec¢ao da
construcdo génica proposta por Wrapp et al. (doi: 10.1126/science.abb2507, 2020), seguida do
cultivo em meio contendo agente de sele¢do até a criopreservacdo para gera¢do do banco de
células. O cultivo foi otimizado em frascos agitados e escalonado para biorreatores de bancada
e em seguida para biorreatores de 50 litros utilizando bolsas descartaveis.

Paralelamente foi desenvolvido o processo de purificagao da proteina S, onde foram testadas
diversas etapas cromatograficas e de separa¢cdo por membranas. O processo final obtido é
baseado principalmente em uma etapa de cromatografia de afinidade, onde é possivel obter a
proteina com elevada pureza. Foram estudadas também a estrutura da proteina S apds a
producdo e purificacdo e a estabilidade por até 6 meses em diferentes condi¢Ges de
armazenamento.

O teste de diagndstico desenvolvido soroldgico para IgG apresentou sensibilidade superior a
90% apds 10 dias do surgimento dos sintomas e especificidade de 98,4%, validado contra mais
mil amostras clinicas bem caracterizadas. No desenvolvimento da vacina candidata, foram
realizados diversos estudos em animais utilizando diferentes adjuvantes, dosagens e vias de
administracdo, onde foi possivel observar a formacdo de anticorpos neutralizantes em titulos
elevados.

Palavras Chave: Proteina recombinante, Teste sorolégico, ELISA, imunizante

Assista a palestra inteira em www.youtube.com/watch?v=VVbjR-Ogn2U

1 Trabalho de co-autoria de: Daniel Paiva Barros de Abreu, Federico Francisco Marsili, Renata Guimaraes Ferreira
Alvim, Leda dos Reis Castilho; vinculados ao Laboratdrio de Engenharia de Cultivos Celulares — Universidade Federal
do Rio de Janeiro (LECC/UFRJ).
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Os trabalhos premiados foram divulgados no Youtube do Instituto Vital Brazil em forma de
video-posteres.



"i;{ BIOTECNOLOGIA VY S
2021

Avaliagcdo farmacolégica de dois derivados da Artemisinina como agentes terapéuticos e (0]
sondas fluorescentes para o estudo e tratamento da malaria

Adrielle S. de Morais', Mariana da Cruz B. Silva', Svetlana B. Tsogoeva? Lars Herrmann?,
Christina Mai?, Diogo R. M. Moreira’

TLaboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia, Instituto Gongalo Moniz, FIOCRUZ,
BA, Brasil. 2Organic Chemistry Chair | and Interdisciplinary Center for Molecular Materials
(ICMM), Friedrich-Alexander University of Erlangen-Nlrnberg, Erlangen, Germany

INTRODUGAO: A maléria é uma das principais causas de morte decorrentes de doencas
infecciosas, com impactos significativos no mundo, particularmente na Africa, América do Sul e
Asia. A resisténcia aos antimaldricos disponiveis agravou o cenario mundial do tratamento da
doenga, tornando necessdrio o desenvolvimento de novos agentes com atividade
antiparasitaria. Compostos fluorescentes emergem como potencial para estudo da doencga.
OBIJETIVO: Avaliar o potencial antimaldrico de compostos fluorescentes derivados da
artemisinina, AC11 e AC98, através de modelo experimental murino de supressdo de
parasitemia e compreender mecanismo de incorporacdao e localizacdo da artemisinina no
plasmédio. METODOS: Em uma placa escura de fundo opaco os compostos foram adicionados
(500uM e 100uM) com os diluentes: PBS1X ou BSA1% ou Hb1%. A placa foi lida no fluorimetro
nos tempos de 10min e 24h. Para avaliar a incorporacdo dos compostos pelo plasmédio, foi
realizado um ensaio utilizando citometria de fluxo. Uma solugdo foi preparada contendo
sangue infectado (1:1) (cepa PbNK65) e o composto solubilizado nas concentragdes de 12,3 e
0,75uM. Apds lavagens, foi adicionado o corante de DNA SYTO-61, e a leitura foi feita no
citbmetro (canais Pacific Blue e APC). Por fim, para a eficacia dos compostos, foi utilizado o
modelo de supressdo de parasitemia (teste de Peters), no qual camundongos Swiss Webster
infectados com a cepa GFP do P. berghei foram tratados 3h pds-infec¢do com o AC11 ou AC98
(65 umol/kg), por 4 dias consecutivos. Controles: Artesunato (positivo) e veiculo (negativo).
RESULTADOS: Este trabalho permitiu caracterizar a fluorescéncia do AC11l e AC98 pela
primeira vez, e estes se apresentaram estdveis nas solu¢des testadas e a fluorescéncia foi
detectada nos dois intervalos de tempo, mostrando que a mesma nao é perdida ao longo do
tempo. Foi padronizado o experimento de incorporagcdo do composto pelo plasmddio,
constatando que a 12uM os compostos sdo incorporados por hemdcias infectadas e nao
infectadas. J& em 0,75uM, ha uma incorporacdo seletiva pelas hemacias infectadas. Neste
ensaio, o AC98 demonstrou ter uma captacdo duas vezes maior pelas hemacias. Nos testes in
vivo, 0 AC11 em 65 pmol/kg por via subcutanea foi eficaz em suprimir a parasitemia e reduziu
a mortalidade em 100%, evidenciando um potencial curativo, em comparagao aos grupos
controles. CONCLUSAO: Em suma, os compostos AC11 e AC98 se mostraram ativos frente ao
Plasmodium berghei, forneceram atividade de sonda fluorescente, suscitando a realizacdao de
novos estudos que possam averiguar os mecanismos de a¢do envolvidos na sua atividade.

Palavras-chave: antiparasitario, fluorescéncia, plasmodium.
Financiadores: FAPESB

Veja o video-pdster em https://www.youtube.com/watch?v=MRIVncjbkQs&list=PLvdAV-
MmnvsxVMDgveAvMGn ZgDfC7ER3&index=3
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Potencial Biotecnoldgico da Planta Clusia fluminensis Planch. & Triana contra algumas
atividades toxicas dos venenos do género Bothrops

Aldo Rodrigues da Silva®, Maria Carolina Anholeti®, Marcia Pietroluongo®, Eladio Flores
Sanchezd, Alessandra Leda Valverde®, Selma Ribeiro de Paiva’, Maria Raquel Figueiredo®, Maria
Auxiliadora Coelho Kaplang, André Lopes Fuly®

9Departamento de Biologia Celular e Molecular, Universidade Federal Fluminense, RJ, Brasil;
bFaculdade de Farmdcia, Universidade Federal Fluminense, RJ, Brasil; Fundacdo Oswaldo Cruz,
RJ, FarManguinhos, Brasil, RJ; “Centro de Pesquisa e Desenvolvimento, Fundac¢do Ezequiel Dias,
Belo Horizonte, MG, Brasil; °Departamento de Quimica Organica, Universidade Federal
Fluminense, RJ, Brasil; '{Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal Fluminense, RJ,
Brasil; 8Instituto de Pesquisa em Produtos Naturais, Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ,
Brasil.

Desde a antiguidade o homem sofre com envenenamentos causados por animais
peconhentos, os quais sdo um grave problema de saude publica devido a sua ocorréncia,
gravidade e sequelas. Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude, 420 mil acidentes
ocorrem com serpentes peconhentas, dentre os quais 20 mil resultam em d&bito por ano.
Porém, devido a subnotificacdo, estima-se que mais de 2,5 milhGes de acidentes e 100 mil
mortes ocorram todos os anos. Os locais de maior incidéncia desses acidentes sdo regies
tropicais e subtropicais, paises em desenvolvimento, dreas rurais e regides pobres. No Brasil, o
género Bothrops é responsavel por 87 % dos acidentes ofidicos, e tais acidentes sdo
caracterizados por efeitos sistémicos (hemorragia, disturbios de coagulacdo, insuficiéncia renal
e cardiaca) e locais (dor, edema, sangramento, dermonecrose e mionecrose). O tratamento
preconizado pelo Ministério da Saude é a administracdo endovenosa de soro antiofidico
(soroterapia). Apesar da soroterapia reverter com eficdcia os efeitos sistémicos do veneno no
organismo da vitima, conseguindo evitar por muitas vezes o Obito, ela apresenta algumas
desvantagens, como: efeitos colaterais e a ineficiéncia no combate aos efeitos locais do
veneno. Com isso, ocorre o desenvolvimento de sequelas, e que pode evoluir para amputacdo
do membro atingido. Nesse contexto, sdo necessarias terapias mais especificas e eficientes.
Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial antiveneno de extratos aquosos da folha,
caule e fruto de Clusia fluminensis, espécie vegetal presente em dareas de restinga, contra
alguns efeitos téxicos do veneno das serpentes Bothrops jararaca e B. jararacussu. Os extratos
foram incubados durante 30 minutos a 25 °C com cada um dos venenos, e em seguida as
atividades in vitro (coagulacdo e proteolitica) e in vivo (hemorragica e edematogénica) foram
realizadas. Os resultados mostraram que todos os extratos inibiram as atividades dos venenos
de B. jararaca e B. jararacussu, mas com diferentes poténcias; sendo o extrato do fruto o mais
potente. Além disso, a neutralizacdo da atividade hemorragica e edematogénica dos venenos
foi igualmente alcancada quando o extrato do fruto foi administrado (seja por via oral,
intravenosa ou subcutanea) injetado antes ou depois da injecdao do veneno. Estes resultados
sugerem que os extratos de C. fluminensis podem ser eficazes contra os efeitos toxicos dos
venenos de B. jararaca e B. jararacussu, proporcionando assim uma ferramenta promissora
para o tratamento dos acidentes provocados por tais serpentes.

Palavras-chave: Antiveneno, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Clusia fluminensis

Veja o video-poster em https://www.youtube.com/watch?v=wGudKRxOhQ4&list=PLvdAV-
MmnvsxVMDgveAvMGn ZgDfC7ER3&index=4
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Study of aqueous fraction composition obtained by slow pyrolysis of Licuri residues: potential
inseticide in the control of stored grain pest Rhizopertha dominica

Alexander Ventura®3; Camila Mattos”3; Juliana Andrade™3; Lucca Correa3; Pamella Christina
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'Postgraduate Program in Science and Biotechnology, Institute of Biology (IB), Federal
Fluminense University (UFF), Brazil. Postgraduate Program in Chemistry, Institute of Chemistry
(IC), Federal Fluminense University (UFF), Brazil. 3Laboratory of Pest and Parasite Studies
(LEPP), UFF, IB, Department of Cellular and Molecular Biology, Niterdi, RJ, Brazil. *Laboratory of
Synthesis, Chromatography and Environment (SINCROMA), UFF, IC, Department of Organic
Chemistry, Niterdi, RJ, Brazil. *National Institute of Science and Technology — Molecular
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This work presents the study of the slow pyrolysis process applied to the licuri shell (Syagrus
coronata) to obtain aqueous fractions aiming the use of these products as a fumigant in the
control of stored grain pests, which represents a serious problem for Brazilian agriculture. The
thermal decomposition in the absence of oxygen (pyrolysis), widely used to obtain energy, had
no destination for the aqueous fraction obtained during the process, ending up being
discarded. The aqueous fractions were collected in 5 different fractions. The evaluation of the
biological activity consisted in the observation of the fumigant activity. The method used filter
paper of 2 cm diameter attached to the lid of 40 ml containers, impregnated with 25 uL of
aqueous solution. Then, 20 insects were added, thus constituting the experimental unit.
Mortality was observed every 24 hours for 4 days. The tests were conducted using a total of n =
120 insects for each treatment. Preliminary results of the liquid fractions obtained under
conditions of slow pyrolysis of licuri bark show a promising insecticidal activity against the
stored grain pest Rhyzopertha dominica, reaching values close to 75% mortality in 24H after
treatment and higher than 80% mortality after 96 hours of treatment, thus suggesting a low
residual power. To investigate the chemical composition of the samples, the aqueous fractions
were treated by fractional distillation, liquid-liquid extraction, lyophilization and headspace.
The samples were analyzed using gas chromatography-mass spectrometry (GCMS) to study the
chemical composition and its correlation with the observed biological activity. The high
concentration of acetic acid plays a very effective role in the synergistic process. The furan
derivatives and I-alanine ethylamide (S), in combination with other minorities in aqueous
solution at acidic pH, should have an effective participation in the activity effect observed in
each fraction studied. The activity observed against Rhyzopertha dominica does not come from
phenolic substances, as these are predominantly in the liquid, not in the volatiles. The
hydrocarbons that appear in aqueous fractions probably do not contribute to the observed
activity. Volatile substances that may contribute to the activity are included in the furan
derivatives, ketones/aldehydes and carboxylic acids/esters. However, further studies will be
required for this confirmation.

Keywords: Licuri, slow pyrolysis, stored-grain pests, Rhyzopertha dominica, fumigation

This article was supported by Funda¢do de Apoio a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro
(FAPERJ), Institutos Nacionais de Ciéncia e Tecnologia (INCT-Entomologia Molecular), Conselho
Nacional de Pesquisa (CNPq), Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES).
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Ensaio clinico de fase I/l para tratar envenenamentos por abelhas africanizadas (Apis
mellifera) usando o novo soro Antiapilico
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autoria (*) rui.seabra@unesp.br

RESUMO A seguranca, a dose minima ideal e a eficdcia preliminar de uma nova geragao de
antiveneno Antiapilico (AAP) para tratar envenenamentos por abelhas africanizadas (Apis
mellifera) foram avaliadas. Foi conduzido um ensaio clinico de fase I/Il, multicéntrico, ndo
randomizado, de brago Unico, envolvendo 20 participantes apresentando multiplas picadas. Os
participantes receberam 2 a 10 frascos de AAP com base no numero de picadas, juntamente
com um esquema de tratamento adjuvante, sintomatico e complementar predefinido. O
parametro de avaliacdo de seguranga primario foi a presenga de rea¢des adversas precoces
nas primeiras 24 horas apds o tratamento. A eficacia preliminar através da evolucdo clinica,
incluindo testes laboratoriais, foi avaliada no inicio do estudo e nas quatro semanas seguintes.
Os ensaios ELISA e a espectrometria de massa estimaram a farmacocinética do veneno antes,
durante e apds o tratamento. Vinte participantes adultos, 13 (65%) homens e 7 (35%)
mulheres, com idade mediana de 44 anos e superficie corporal média de 1,92 m2 (mediana =
1,93 m2 ) foram recrutados. O nimero médio de picadas foi de 52,5, variando de 7 a mais de
2.000. A gravidade do envenenamento foi classificada como 80% leve, 15% moderada e 5%
grave. De acordo com o protocolo, 16 (80%) participantes receberam dois frascos de AAP, 3
(15%) seis frascos e um (5%) 10 frascos. Ndo houve interrupgdo do tratamento devido a
eventos adversos agudos e ndo ocorreram reagdes adversas tardias. Dois pacientes
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apresentaram eventos adversos leves, apenas com coceira transitéria na pele e eritrodermia.
Todos os participantes completaram a infusdo em duas horas e ndao houve perda de
seguimento apods a alta. Os ensaios ELISA mostraram concentragdes de veneno variando entre
0,25 ng/mL e 1,479 ng/mL antes do tratamento. Os niveis de veneno diminuiram em todos os
casos durante o periodo de hospitalizagdo. Surpreendentemente, em nove casos (45%), apesar
da recuperacao clinica e sem sintomas, os niveis de veneno aumentaram novamente durante o
atendimento ambulatorial 10 dias apds a alta. A espectrometria de massas mostrou a presenca
de melitina em oito participantes 30 dias apds o tratamento. Considerando os resultados de
seguranca promissores do produto experimental para o tratamento de ataques massivos de
abelhas africanizadas, somados a eficacia na melhora clinica e diminui¢gdo imediata do nivel de
veneno no sangue, o novo soro Antiapilico demonstrou ser seguro para uso humano.

Registro do trial: Numero de teste universal (UTN): U1111-1160-7011.

Numero de registro: RBR-3fthf8 (http://www.ensaiosclinicos.gov.br/rg/RBR-3fthf8/).

Palavras-chave: Antiveneno, Apis mellifera africanizada, ensaio clinico, avaliacdo de seguranga,
ELISA - Enzyme-linked immunosorbent assay
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Caracterizagdao do perfil de anticorpos de individuos cronicamente infectados (Cl) e com
resisténcia induzida por droga (RID) de uma area endémica para Esquistossomose

Autores: Almiro Pires da Silva Neto', Fernanda Maria Lessa Carvalho', Leonardo Paiva Farias’

TLaboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia, Instituto Gongalo Moniz, FIOCRUZ,
BA, Brasil

Resumo: INTRODUGAO: As infecges parasitarias, em especial a esquistossomose e a
ancilostomose, figuram entre os problemas de salde mais importantes nos paises em
desenvolvimento. O desenvolvimento de vacinas para essas infec¢des poderia reduzir
substancialmente a morbidade global associada a estas helmintiases. Infelizmente durante as
ultimas décadas, pouco progresso foi alcancado com os candidatos vacinais testados até agora,
e novas abordagens sdo necessarias para selecionar e testar novos alvos. Estudos realizados
em dareas endémicas sugerem que existem alguns tipos diferentes de resisténcia associados a
infeccdo. Dentre eles destacam-se a resisténcia relacionada a idade, resisténcia a reinfeccdo
apods terapia medicamentosa (RID) e a resisténcia natural (NR) a infec¢do independente de
idade ou quimioterapia. OBJETIVO: Selecionar individuos cronicamente infectados (Cl) e com
resisténcia induzida por droga (RID) de uma drea endémica para Esquistossomose. E em
seguida caracterizar o perfil de anticorpos dos mesmos frente a preparacées antigenas (SWAP
e proteina recombinate TSP-2). METODOS: O presente trabalho caracterizou por ELISA o perfil
de imunoglobulinas (IgG1 e IgG4) de individuos infectados de uma d4rea endémica para S.
mansoni da Bahia contra preparacGes de antigenos solluveis (SWAP) e Membranas do
Tegumento (SmTeg), que apds o tratamento com PZQ (18 meses) apresentaram dois
desfechos: i) individuos que ndo se reinfectaram, classificados como Resistentes Induzidos por
Droga (RID); e individuos que se reinfectaram, classificados como Cronicamente Infectados
(Cl). RESULTADOS E CONCLUSOES: Com os resultados obtidos com os ensaios ELISA, foi
possivel identificar uma assinatura maior do nivel de I1gG1 anti-extrato de tegumento no grupo
DIR. Os soros desses individuos dos dois grupos identificados, serdo utilizados para a parte
final do projeto, no qual pretendemos mapear os epitopos de proteinas do verme que reagem
a esses soros, utilizando a mesma estratégia do estudo com os modelos animais, a fim de
comparar as similaridades e diferencas entre as respostas de humanos.

Palavras-chave: Schistosoma mansoni, Imunologia, Saude Publica.

Financiadores: Fundacdao de Amparo a Pesquisa do Estado da Bahia — FAPESB
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O Cenario do Desenvolvimento de Vacinas de Virus Atenuado contra Zika em Fase de Ensaios
Clinicos

Antonio Wanderson Vieira Gois' (antoniowandersongois@gmail.com); Raphael dos Santos
Cerqueira' (rapha new@hotmail.com); Elvis Paim Ferreira' (elvispaim23@gmail.com); Angela
Machado Rocha? (anmach@gmail.com)

"Faculdade de Medicina da Bahia (FMB/UFBA); 2Programa de Pds-Graduagdo em Propriedade
Intelectual e Transferéncia Tecnoldgica para Inovacdo/Nicleo de Inovagdo Tecnoldgica
(ProfNIT)/(NIT)Instituto de Ciéncias da Saude (ICS)/Universidade Federal da Bahia (UFBA).

A Zika é causada pelo ZIKV, virus transmitido por diversas vias, sobretudo pelo mosquito Aedes
aegypti. A Zika é uma enfermidade tropical capaz de gerar complicacdes leves a severas de
diversas formas, principalmente em fetos em gestacdo. Seus efeitos sdo tdo graves que a
Sindrome Congénita da Zika foi a maior causa da elevacdo da mortalidade infantil no Brasil em
2016". Nesse aspecto, a sociedade tem buscado desenvolver vacinas para prevenir essa
patologia e, assim, uma das formas mais robustas de imunizacdo é através das vacinas
atenuadas, que possuem diversas vantagens sobre as demais. A presente pesquisa é um
mapeamento das candidatas a vacinas atenuadas contra ZIKV em fase de ensaios clinicos, em
humanos. Para tal, foi realizada uma pesquisa, na base de dados ClinicalTrials.gov?, dos termos
“Zika” e “vaccine”, em 15/03/2021. Foram encontrados 29 registros, dos quais somente 2
correspondiam ao objeto de estudo. Nesse viés, as vacinas encontradas estdo em fase de
averiguacdo de seguranca e imunogenicidade, sendo que uma delas é baseada na droga
rZIKV/D4-30-713, que se trata do ZIKV replicativo e recombinante com parte de genoma de
virus da Dengue e, entdo, possui potencial para proteger contra ambas as doencas?, sendo,
portanto, do tipo heterdloga. E isso pode aumentar a imunidade contra a Zika, porque estudos
apontam que infec¢do por Dengue é capaz de reduzir os impactos de uma posterior infec¢ao
de ZIKV#, e vice-versa também?®, o que é muito importante, pois essas enfermidades sdo
essencialmente vetorizadas pelo mesmo mosquito, o Aedes aegypti. Ja a segunda vacina
baseia-se no ZIKV recombinante vetorizado pelo virus do sarampo (MV-ZIKA) atenuado, ou
seja, o virus do sarampo atenuado geneticamente modificado com genes que codificam
proteinas de membrana prM e E do ZIKV, que proporciona excelente imunizagdo em ensaios in
vitro e em animais e é considerada uma estratégia segura e bastante promissora®’. Ademais, a
confianca nas vacinas atenuadas contra Zika é bastante discutivel, por ndo ser recomendada
sua administracdo em gestantes®, justamente os grupos que mais precisam dessa profilaxia,
devido ao risco de reversdo a viruléncia. Entretanto, isso pode ser contornado por aplicacdo
em mulheres ndo gestantes em idade reprodutiva. Em suma, apesar dos problemas, as vacinas
atenuadas ainda assim sdo uma alternativa muito valida e promissora que oferece boas
perspectivas para o enfrentamento a Zika, sobretudo a inovadora rZIKV/D4-30-713, que pode
proteger simultaneamente contra as doencas tropicais Dengue e Zika.

Palavras-chave: ZIKV, Vacinas replicativas, Testes clinicos, Aedes aegypti, Doencas tropicais

Financiadores: Universidade Federal da Bahia (UFBA) e Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq).
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Utilizacdo de Testes Sorolégicos como Ferramenta de Rastreio e Monitoramento
Epidemioldgico do Sars-Cov-2 em um Grupo de Voluntarios da UFF
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Guinle- EBSERH HUGG UNIRIO

Introdugdo: A primeira pandemia viral do século XXI causada por um novo virus da familia
Coronaviridae até entdo desconhecido, denominado SARSCOV-2 causador da COVID-19,
disseminou de forma rapida pelo mundo e estima-se até o presente momento com
113.784.735 casos no mundo, no Brasil o registro 10.517.232 casos confirmados e 254.221
mortes. Apesar de estarmos em pleno século XXI e possuirmos tecnologias avancadas de
combate a infecgBes, algumas viroses emergentes acometeram a populagdo mundial ao longo
dos ultimos séculos. O diagndstico laboratorial representa um papel fundamental para o
monitoramento do SARS-COV-2, seja pela deteccdo direta do virus através de métodos
moleculares e indiretamente por métodos sorolégicos. Objetivo: Investigar a detecgdo de
anticorpos das classes IgM e IgG de SARS-COV-2 em amostras provenientes de docentes,
discentes e colaboradores do Instituto de Biologia da Universidade Federal Fluminense (UFF),
bem como realizar levantamento epidemiolégico da COVID-19 baseado em respostas coletada
por formuldrio online. Resultados: O presente estudo transversal, prospectivo foi conduzido
no Laboratério de Virologia Molecular da UFF, entre os meses de outubro de 2020 a mar¢o de
2021. Foram analisadas 166 amostras de sangue total, obtidas da polpa digital utilizando o
teste imunocromatografico da marca Medtest ® para SARS-COV-2. Um total de 130(78,31%)
amostras, foram ndo reagente 36 (21,69%) reagente, sendo que destas,18(10,84%) reagente
para 1gG,13(7,83%) reagente para IgM e 5 (3,02%) reagente para IgM e IgG. Em relagdo aos
dados epidemioldgicos coletados utilizando o sistema de Formuldrios Google (Google
Forms)51,7% foram do género masculino e 48,3% feminino, com a faixa etdria variando entre
67 a 21 anos. Em relagdo aos voluntdrios que aderiram ao formuldrio 46,6% foram discentes,
10,3% docente e 34,4% colaboradores, sendo o grau de escolaridade apresentado pela maioria
dos voluntdrios de pds graduagdo nivel strictu sensu doutorado (33,9%). Em relagdo a doenga,
foi relatado que a maioria (44,8%) apresentou sintomas entre 3 a 7 dias. Cabe ressaltar que os
voluntdrios testados como reagente para SARS-COV-2, 46,6% foram assintomaticos e 53,4%
apresentaram sintomas leves como febre (54,8%), perda de olfato e paladar (54,8%), dor de
garganta (51,6%) e mialgia (48,4%). Conclusdes: No contexto de saude publica, a busca por
testes soroldgicos, para rastreio de pacientes acometidos pelo SARS-COV-2, configuram como
de grande relevancia neste contexto de pandemia. Além disso, aliar diagndstico e
monitoramento as estratégias preventivas para identificacdo de pacientes sintomdticos e
assintomaticos sdo essenciais para evitar a disseminacdo do SARS-COV-2 na populacgdo.

Palavras-chave: SARS-COV-2, COVID-19, teste imunocromatografico, anticorpos IgM e 1gG,UFF.

Agéncias de Fomento: CNPQ, Capes, FAPERJ, Proppi,Fundacdo Euclides da Cunha (FEC) e
FINEP.
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Efeito de derivados sintéticos contra a¢des tdxicas causadas pelo veneno de Bothrops
jararaca e B. neuwiedi
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Os acidentes ofidicos representam um grave problema a sociedade devido a alta taxa de
mortalidade e morbidade. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, os acidentes
ofidicos sdo considerados doencgas negligenciadas e estima-se que, no mundo, cerca de 2,5
milhGes de acidentes ocorram com 130 mil ébitos por ano. No Brasil, aproximadamente
30.000 de acidentes sdo notificados. Os acidentes provocam diversos efeitos locais, como dor,
edema, mionecrose, inflamacdo, e sistémicos como neurotoxicidade, efeitos no sistema
cardiovascular, hemorragia, e com agravamento a morte. O tratamento recomendado pelo
Ministério da Saude é a administracdo do soro heterdlogo (antiveneno), que apresenta
algumas desvantagens como alto custo de producdo e distribuicdo, necessidade de
refrigeracdo para estocagem, reacOes alérgicas em alguns pacientes (febre e choque
anafilatico) e, principalmente, pouca eficdcia na neutralizagdo dos efeitos locais. Esta ineficacia
pode permitir o desenvolvimento da mionecrose, que pode levar a amputacdo e/ou
deformidade do membro acometido pela picada, elevando assim, o indice de morbidade dos
acidentes ofidicos. Por isso, a busca por tratamentos alternativos e/ou complementares é de
extrema importancia. Na literatura existem varios trabalhos relatando o uso de plantas como
antiveneno, contudo poucos trabalhos relatam a a¢do de compostos obtidos por sintese
orgéanica. Sendo assim, objetivo deste projeto foi avaliar a capacidade de seis compostos
sintéticos derivados de triazol (designados de DPO1 a DPO06) na inibicdo das atividades
proteolitica, coagulante e hemolitica induzidos pelos venenos de Bothrops jararaca e B.
neuwiedi. Além da avaliacdo de toxicidade dos sintéticos, in silico, através da plataforma
“OSIRIS Property Explorer”. Os resultados demostraram que os compostos triazdis ndo foram
toxicos e que os compostos DP02, DP03, DPO5 e DPO6 inibiram a atividade coagulante induzida
pelo veneno de B. jararaca e os compostos DP03, DP04 e DP06 pelo veneno de B. neuwiedi. Os
derivados DP03, DP04 e DPO5 inibiram a atividade proteolitica causada por ambos os venenos.
Por fim, todos os derivados inibiram a atividade hemolitica dos dois venenos, destacando um
maior percentual de inibicdo para os compostos DP02 e DPQ5 para B. jararaca e DP0O2 para B.
neuwiedi. Desta forma, podemos perceber que os derivados agem distintamente na inibicdo
das atividades induzidas pelos venenos devido a complexidade e as possiveis variacoes
interespecificas destes venenos, mostrando que cada derivado tem um potencial singular
dependendo do veneno, e que a formulacdao de um coquetel seja mais promissor na inibicdo
completa das atividades tdxicas de venenos de serpentes para uso complementar a
soroterapia.

Palavras-chave: Ofidismo, Acidente Botrépico, Antiveneno, Triazdis, neutralizagao
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Reticulagdo do poli (acido aspartico) para uso em Medicina Regenerativa
Bruna Carolina Dorm’, Eliane Trovatti’
TUniversidade de Araraquara, Araraquara-SP.

Enderecgo para correspondéncia: bdorm@uniara.edu.br

Embora existam uma grande quantidade de produtos disponiveis no mercado, ainda ha uma
grande demanda por materiais com propriedades adequadas para uso em medicina
regenerativa. Os biomateriais podem ser usados, por exemplo, para substituicdo permanente
ou temporaria de um tecido ou érgdo. Quando a substituicdo é temporaria os biomateriais sdo
denominados suportes ou scaffolds e dentre esses tipos de materiais destacam-se os
biomateriais poliméricos, por diversas caracteristicas como: maior biocompatibilidade,
maiores taxas de biodegradacao, baixa ou nenhuma toxicidade, entre outras. A proposta desse
trabalho é, principalmente, o desenvolvimento de novos biomateriais poliméricos e o estudo
das suas principais caracteristicas para uso em medicina regenerativa. Esses materiais serdo
baseados especificamente em reac¢des de Diels Alder devido a sua alta eficiéncia, rapidez e por
serem livres de subprodutos de reacdo, o que para a finalidade de uso em medicina
regenerativa € muito importante. Além disso, ha o propdsito de desenvolvimento de novos
materiais com propriedades adequadas ao uso em condicdo fisiolégica. Nesse sentido, um
polimero de grande interesse é o poli (acido aspartico), sintetizado a partir do aminoacido
acido aspartico e que exibe biodegradabilidade e solubilidade em dgua, tendo sido estudado
seu uso alternativo nas industrias como detergentes e em tratamento de agua. Por essas
caracteristicas também vem sendo estudado para uso biomédico, em crescimento de tecidos e
liberacdo controlada de drogas. Portanto, em um primeiro momento, foi sintetizado o poli
(acido aspartico) a partir do aminoacido acido L-aspartico (C4H2NO4). A sintese ocorreu por
meio de polimeriza¢do térmica em massa do acido aspartico por catalise acida, com produto
intermediario poli (succinimida)(PSI), tratado seguidamente por meio de hidrdlise alcalina. A
caracterizagdo da sintese foi feita a partir de andlises de Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR), Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e cromatografia por
exclusdo de tamanho, que mostraram que a sintese foi bem sucedida. O poli (acido aspartico)
obtido sera modificado quimicamente na préxima etapa experimental, por meio de reacbes de
Diels Alder envolvendo o par furano-maleimida. Essas modificagGes serdo realizadas para que
o polimero seja passivel de estudos quanto a aplicacdo desses biomateriais em medicina
regenerativa.

Palavras chave: Diels Alder, polimeros, scaffolds, biopolimeros
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O Instituto Vital Brazil (IVB), criado pelo médico Vital Brazil Mineiro da Campanha, tem como
uma de suas missdes principais, contribuir para a promog¢do da salde por meio da pesquisa e
da producdo de medicamentos, incluindo soros hiperimunes. As solu¢des de imunoglobulinas
estéreis e heterdlogas tém como fase intermedidria de producdo a purificacdo do plasma de
equinos imunizados com o antigeno de interesse produtivo. Utilizada ha mais de 100 anos,
existe atualmente a necessidade de melhoria das condi¢des de producdao desses soros
hiperimunes, com busca por inovag¢des tecnoldgicas e inser¢cdo de novas etapas de
desenvolvimento produtivo. Com o conceito de que a qualidade e seguranga de um produto
devem ser inseridos desde a etapa de P&D, este trabalho objetiva mostrar como o IVB
desenvolveu o upstream de seu processo produtivo. Para isso, foi estruturada uma darea de
desenvolvimento com sistemas produtivos que permitissem que 0s mesmos processos
industriais pudessem ser reproduzidos em pequena escala de trabalho. Foram produzidos 3
lotes experimentais de imunoglobulinas antibotrdpicas, com volume inicial de 30 litros,
seguindo a mesma ordem de producdo para o lote industrial de 400L, ajustando-se as
matérias-primas para o novo volume. Segundo a Organizacdao Mundial de Saude, o rendimento
de um processo produtivo de imunoglobulinas heterdlogas que utiliza digestdo com pepsina e
fracionamento com sulfato de amonia é em torno de 30 a 40%. Todos os trés novos lotes
produzidos apresentaram taxa de recuperacao satisfatéria, com rendimento médio de 40,8%,
com os respectivos testes de controle de qualidade apresentando resultados analiticos
conforme especificado. Esses dados trouxeram uma maior confiabilidade na execucdo da
etapa upstream de purificagdo das imunoglobulinas, que se mostrou robusta e representativa.
Esse estudo trouxe para o IVB um importante desenvolvimento cientifico, posto que as
pesquisas e inova¢des de processos sdo necessarias a modernizacdo da producdo de soros
hiperimunes, que antes eram impossibilitadas de serem testadas por sé possuir uma area
produtiva fabril. Hoje essas produgdes sdo executadas na nova area de P&D, com a seguranca
de que os resultados obtidos nos estudos de desenvolvimento terdo grandes chances de
serem bem sucedidos quando implementados no downstream dos processos produtivos. Além
disso, o presente estudo possibilita a incorporacdo de novas tecnologias industriais e
desenvolvimento de processos mais rentaveis e eficientes, o que faz com que a instituicdo se
torne mais competitiva, abrindo portas para a busca de mercado consumidor externo.

Palavras Chaves: Pesquisa e Desenvolvimento, upstream, inovac¢do tecnoldgica, medicamento
bioldgico, promocéao da saude
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Cannabidiol (CBD), a non-psychoactive phytocannabinoid from Cannabis Sativa, have received
increasing attention in recent years because of their potential therapeutic benefits, including
neuroprotective, antiepileptic, anxiolytic, antipsychotic, anti-cancer and anti-inflammatory
properties. Therefore, the CBD scaffold has become an interesting option for medicinal
chemists in the development of new drug candidates. In this scenario, the aim of this study was
the design, quantitative analysis of physicochemical properties, pharmacodynamics and
pharmacokinetic of CBD analogues. The 16 analogs proposed were designed using the
PubChem Sketcher V. 2.4°® software. Then, CBD analogs were subjected to different in silico
tools: Molinspiration®; SwissADME®; SwissTargetPrediction® and OSIRIS Property Explorer®.
The physical-chemical data obtained showed that only analogs 4, 5, 7 and 8 did not violate
Lipinski's rule. Pharmacokinetic data showed that compounds 10 and 11 had low oral
absorption and that structures 5, 10-13 and 16 were not permeable to the blood-brain barrier.
Structures 4-9 and 11 did not inhibit the CYP3A4 isoform and structures 1-3, 5-7, 10, 11 and 13-
16 did not inhibit CYP2D6. The data also show that only molecules 9, 11 and 16 have a selective
profile for interactions with CB1/CB2 receptors. In silico toxicity data showed that compounds
10, 11 and 14 are at risk of toxic event in humans. The screening of CBD analogs carried out in
this study shows that compounds 9 and 16 would have a better profile as drug candidates to be
tested later in vitro and in vivo models. It follows that the computational methods employed in
this study allowed the elucidation of pharmacokinetic properties, pharmacodynamics and
toxicological analogs of cannabidiol. Additionally, we found that compounds in the screening
performed 9 and 16 were as shown most promising for further preclinical testing.

Keywords: Cannabidiol, In silico tools, Cannabis Sativa, ADMET.

Veja o video-poster em https://www.youtube.com/watch?v=ivDVsIAVRzU&list=PLvdAV-
MmnvsxVMDgveAvMGn ZgDfC7ER3&index=5




[ ]

A ®
“ o4 BIOTECNOLOGIA &0 AR
» 2021

Jfﬁ

@

Estudo preliminar de novos triazéis contra Trypanosoma cruzi e como inibidores do receptor
P2X7
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Introdugdo: A Doenca de Chagas (CD) é uma doencga negligenciada causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi e afeta milhdes de pessoas, com aproximadamente 6 milhdes de pessoas
infectadas no mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Atualmente, no Brasil,
apenas o benzonidazol estd disponivel para o tratamento dessa doenga. Contudo, esse
tratamento causa efeitos adversos, como por exemplo, descamacdo da pele e rash cutanea,
que induzem a interrupg¢do do tratamento desses pacientes. Consequentemente, é necessaria
a busca de uma nova estratégia terapéutica que tenha menor toxicidade e maior eficacia do
gue o tratamento atual. Em CD, a sinalizacdo purinérgica (ATP e adenosina) ativa uma resposta
inflamatdria. O triptosfato de adenosina (ATP) é encontrado no meio extracellular, em niveis
milimolares, por causa da ruptura de células infectadas pelo parasita. Esses niveis elevados
estimulam a formacdo de poros mediados por receptores purinérgicos, especialmente o
receptor P2X7 que esta relacionado com ativagdo e liberagao de citocinas inflamatdrias, danos
celulares e morte celular. Existem varios antagonistas seletivos para este receptor, porém, eles
nao foram eficazes em ensaios clinicos, o que justifica a busca por novos farmacos. Objetivos:
1. Estudar novos protétipos de triazdis com a¢do contra T. cruzi com testes in vitro; 2. Avaliar
uma nova série de derivados de triazdis com atividade antagonista do receptor P2X7 com
testes in vitro; 3. Investigar a possivel relacdo entre Doenca de Chagas e o receptor P2X7.
Métodos: A citotoxicidade celular in vitro foi testada utilizando macréfagos peritoneais de
camundongos Swiss Webster, que foram plaqueados em placas transparentes de 96 pocos e
mantidos 24 horas a 37 2C com atmosfera de CO2 de 5%. As células foram incubadas com
derivados de triazios de 100 uM, e os pogos somente com células foram mantidos como
controle. Apds 24 horas, foi realizado o ensaio colorimétrico de resazurina e a citotoxicidade
foi expressa em percentual, com o auxilio do programa GraphPad Prism 5. O experimento foi
realizado em triplicata em trés dias diferentes. Resultados: Os compostos TD6, TD8, TD9 e
TD12 reduziram, respectivamente, 5%, 7%, 10% e 6% da atividade metabdlica das células.
Entretanto, os outros compostos ndo interferiram no metabolismo de macréfagos peritoneais,
mesmo em sua concentragdo maxima, indicando que esses compostos apresentam baixa
toxicidade. Conclusdes: Os derivados de triazdis apresentaram baixa toxicidade em células de
mamiferos. No entanto, novos testes sobre toxicidade serdo realizados em células de
mamiferos e contra Trypanosoma cruzi.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Receptores Purinérgicos, Triazois.

Financiadores: CAPES (Coordenacgao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) e CNPq
(Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico).
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Avaliagao in silico das caracteristicas ADMET do flavonol Canferol-3-O-rutinoside
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Frota — UECE - lucassfrota@gmail.com; 3Daniela Ribeiro Alves - UECE -
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SEmmanuel Sousa Marinho — UECE - emmanuel.marinho@uece.br; ®Selene Maia de Morais —
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INTRODUGAO. Canferol-3-O-rutinosidio (C3R) é um flavonol glicosilado que apresenta muitas
propriedades bioldgicas como: antioxidante, inibidor de a-glicosidase e antinociceptivo. O
conjunto de caracteristicas absor¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecado e toxidade (ADMET)
in vivo é utilizado para mensurar o potencial farmacolégico de uma substancia, porém,
demanda maior tempo de andlise e alto custo para a realizagdo. Desta forma, pode-se prever
os resultados através de ensaios in silico. Existem servidores que utilizam metodologias
diferentes para obter os resultados de forma pratica e simples, sendo utilizado neste estudo o
pkCSM. OBIJETIVO. Avaliar as caracteristicas ADMET do canferol-3-O-rutinosidio.
METODOLOGIA. As propriedades ADMET foram calculadas utilizando o servidor pKCSM, que
prevé propriedades farmacocinéticas de pequenas moléculas, trabalhando em assinaturas
estruturais baseadas em graficos. A plataforma trabalha com representacbes matematicas
intuitivas através de certezas, construindo quadros de possibilidades com finalidade de
comparar resultados com os existentes na literatura, assim, sdo selecionados os que mais se
aproximam de outros métodos. RESULTADOS. O C3R atua como substrato de glicoproteina P e
nao possui atividade inibitéria da glicoproteina PI e I, indicando menos eficacia, ja que o
bloqueio da gp-P causa melhoria da eficiéncia anti-neoplasica; Propriedades de distribuicdo:
VDss (1,71 log L/kg), atuando como farmaco basico por possuir volume maior que o corpo
todo. Ndo é capaz de atuar como substrato das CYP2D6 e CYP3A4 ou como inibidor das
CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6, CYP3A4; Sua liberagdo total do organismo prevista é -0,16
log ml/min/kg. Quanto a téxidade, a maxima dose tolerada por humanos é 3,02 mg/kg/dia,
ndo sendo hepatotdxico, nem sensibilizando a pele. Ndo demonstrando toxicidade cronica em
ratos, contudo apresentando toxicidade aguda com dose letal média. atua como inibidor do
hErg Il, apresentando toxicidade a T. pyriformis (0,285 log ug/L) e toxicidade em peixes (6,252
log mM). CONCLUSAO. A partir dos resultados deste estudo pode-se deduzir que a substancia
nado possui hepatotoxicidade, tem baixa absorcdo intestinal, sem toxicidade crénica em ratos,
e com dose maxima em humanos de 3,02 mg/kg/dia. Demonstrando ainda que o uso
farmacoldgico intravenoso com dose ajustada para que seja inferior a dose toxica encontrada
deve ser verificada em avaliagGes in vivo futuras.
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The use of metformin as adjuvant to reverse allantoinreduced cytotoxicity of cisplatin in vitro
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Introduction and objective: Tumor Lysis Syndrome (TLS) is a metabolic disorder that mainly
affects malignant hematological neoplasms patients, and its development is frequently related
to uric acid accumulation (hyperuricemia) due to high DNA degradation during chemotherapy.

Rasburicase® is a recombinant urate oxidase enzyme applied to treat and avoid TLS, converting
urate in allantoin, a compound easily eliminated by the kidneys. However, in a recent study, our
group showed in vitro, that high allantoin concentration, as observed in oncological patients

under rasburicase treatment, reduces cisplatin cytotoxicity in non-small cell lung cancer cell line
(H460). Thus, understanding the importance of maintaining the concomitant use of cisplatin
and rasburicase for oncological patients, mainly for CML patients due the higher incidence of
TLS among these patients, look for adjuvant agents that can restores cisplatin cytotoxicity it is
of great interest. Among these, metformin stands out for its effectiveness, safety, in addition to
others pharmacological parameters already established. Metformin is a biguanide drug used as
first line treatment for type 2 diabetes mellitus (T2DM) patients, due to its anti-hyperglycemic
effect. Beyond the use of metformin to treat T2DM patients, many studies had already
demonstrated the antitumoral effects of metformin either as monotherapy or as adjuvant with
other drugs. We have evaluated metformin’s capacity in restores allantoin-reduced cisplatin
cytotoxicity in the chronic myeloid leukemia cell line (K562) in vitro. Materials and methods:
The cells were maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 10% FBS and 0.5% PS
under 37°C and 5% CO2. For the experiments the cells were treated with metformin (0.1, 0.25,
0.5, 0.6025, 2, 2.5 and 3mM), cisplatin (15, 16.5, 20, 30 and 33uM), allantoin (100 and
200ug/ml) and their combinations under low glucose availability (0.5mM) for 48h. Cell viability,
cell cycle, morphology analysis and NMR spectroscopy were performed. Results and
conclusion: Our results showed that allantoin reduces cisplatin cytotoxicity in K562 cell line;
metformin synergistically increased cisplatin’s cell death; metformin was capable to restore

cisplatin cytotoxicity before reduced by allantoin. We also observed the absence of interaction
between metformin and cisplatin and a possible interaction between metformin and allantoin.
Through the obtained results, we can conclude that metformin exerts its adjuvant effect in
restores cisplatin efficacy reduced by allantoin.

Keywords: Metformin, Cisplatin, Allantoin.
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Receptor P2X7 como ferramenta na permeabilidade de farmacos carregados
Guilherme Pegas Teixeira”2*, Robson Xavier Faria’
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Introdugdo: O receptor P2X7 é um canal ibnico pertencente ao sistema purinérgico. Tem como
seu principal ativador o ATP extracelular e esta envolvido em diversos processos do organismo,
tais como inflamagdo. Em decorréncia de altos niveis de ATP extracelular, o receptor P2X7 é
capaz de induzir a formacdo de um poro de alta condutancia na membrana plasmatica. Este
poro desencadeia um aumento na permeabilidade da membrana para moléculas de até 900
Da para o meio intracelular, caracteristica marcante deste receptor. Muitas moléculas ndo
permeiam espontaneamente a membrana devido a sua carga e tamanho molecular, como por
exemplo alguns corantes fluorescentes. Estudos comprovaram que além do peso molecular,
este poro é permeavel a moléculas de diferentes cargas (+/-) em sua estrutura.
Adicionalmente, alguns farmacos partilham destas caracteristicas, vindo a ter sua acdo
diminuida no que concerne atravessar espontaneamente a membrana plasmdtica. Temos
como exemplo a droga anticancer, doxorrubicina. Objetivo: Avaliar a permeabilidade do
farmaco doxorrubicina mediante a influéncia do poro associado ao receptor P2X7. Método:
Utilizamos o ensaio de avaliagdo de viabilidade por liberagdo de LDH. Para avaliagdo funcional
do receptor P2X7 e subsequente identificacdao e quantificacdo da dexorrubicina no citoplasma,
utilizamos um leitor de placas com filtros para fluorescéncia. Realizamos uma curva de
fluorescéncia da doxorrubicina sozinha, na presenga do Triton X-100 e na presenga do ATP.
Resultados: A doxorrubicina obteve um valor de concentragdo citotéxica que afeta 50% da
populacdo dos macréfagos peritoneais de camundongos (CC50) de 59 + 8 uM apds 24 h de
tratamento. A maior concentracdo testada da doxorrubicina ndo teve efeito téxico apds 1 h de
tratamento. Realizamos uma curva de calibragdo da fluorescéncia emitida pela doxorrubicina
no citoplasma celular. Para tal, tratamos os macréfagos com o detergente Triton X-100 (0.5%)
por 2 minutos na presenca de concentracdes crescentes da doxorrubicina. Em seguida,
realizamos um ensaio funcional do receptor P2X7. Adicionamos o ATP por 20 minutos nos
macréfagos, na presenca do corante fluorescente de 639 Da, o iodeto de propideo. Assim,
asseguramos que nosso modelo estava funcionando adequadamente. Posteriormente,
tratamos as células com ATP na presenca de diferentes concentra¢gées da doxorrubicina.
Observamos um aumento dose-dependente da quantidade intracelular da doxorrubicina.
ConclusGes: Nossos dados mostram que através da estimulagdo do poro associado ao P2X7, os
niveis de doxorrubicina intracelular foram aumentados. Desta forma, o receptor P2X7 pode ser
promissor no auxilio de drogas carregadas, reduzindo a quantidade administrada e
melhorando seu efeito ao organismo.

Palavras-chave: Poro associado ao P2X7, doxorrubicina, permeabilidade de membrana.

Financiadores: CNPg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) e
FAPERJ (Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro)
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Aplicacdo de solugdes aquosas de solvente eutéticos profundos para novas formulagdes de
minoxidil sulfato
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O minoxidil sulfato é um farmaco relativamente hidrofébico, usado para tratamento de
calvicie, disponivel comercialmente em formulagGes tdpicas hidroalcodlicas ou com
propilenoglicol causadoras de efeitos adversos como prurido e irritacdo local em cerca de 6%
dos usuarios. Diante disso, pretendeu-se estudar uma nova alternativa para a administragao
do farmaco com maiores estabilidade e biodisponibilidade e menos efeitos adversos, mediante
o uso de solventes eutéticos profundos (DES), uma nova classe de solventes — cuja
biocompatibilidade e menor citotoxicidade epidérmica tém sido destacadas pela literatura —
que se define como uma mistura em proporc¢des especificas entre um doador (HBD) e um
aceptor (HBA) de ligagdes de hidrogénio, na qual ocorre uma depressdo significativa da
temperatura do ponto eutético real. Neste trabalho, prepararam-se solu¢Ges aquosas de DES
(75, 62,5, 50 e 25 % m/m), utilizando-se como HBA o cloreto de colina (ChCl) e, como HBD,
acido latico (AL), acido acético (AA) e ureia (U) em propor¢des molares de 1:2 e 1:3, como
formulagGes alternativas para o minoxidil. Com dados de FTIR, pode-se observar que os
espectros das solu¢des de DES preparadas apresentaram bandas coexistentes com as dos seus
materiais de partida e de intensidade congruente a proporcdo de HBD utilizada. Realizaram-se
também analises das propriedades fisico-quimicas das soluc¢des, verificando-se que as solugbes
de DES apresentaram densidade, condutividade e IR préximos ao da dgua (1a 1,16 g/cm3 ;9 a
16 mS/cm; 1,35 a 1,46) e, exceto para as solu¢des de ChCl:U, carater acido (pH de 0,7 a 2). Para
testar o potencial das solu¢Ges como solventes, foram realizados ensaios de solubilizagdo com
o método shake-flash, a 372C, agitacdo constante e umidade controlada por 24 horas. Os
ensaios revelaram que todas as solucdes de DES apresentaram capacidade de solubilizar o
minoxidil sulfato, seguindo a sequéncia: ChCl:U(1:2) < ChCl:U(1:3) < ChCl:AL(1:2) < ChCl:AA(1:2)
< ChCl:AA(1:3) < ChCl:AL(1:3). No geral, a solubilidade decaiu conforme a adicdo de agua,
evidenciando um comportamento de competicdo de ligagdes dos DES entre a agua e o soluto.
Os dados também sugerem que a maior solubilidade do minoxidil estd relacionada a presenca
de mais grupos hidroxila no HBD utilizado, corroborando para a hipdtese de que a
solubilizacdo é governada pela formacdo de ligagdes de hidrogénio entre o minoxidil e o DES.
Diante dos resultados obtidos, as solu¢cdes aquosas de DES mostraram-se um importante
agente hidrétropo para a solubilizagdo do minoxidil, representando um importante avanco na
aplicacdo desses solventes alternativos em formulag¢Ges farmacéuticas.

Palavras-Chave: Solvente eutético profundo, minoxidil sulfato, hidrotropia, formulagGes
aquosas, farmacotécnica.
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A Biotecnologia, a Pés-graduacao e a Surdez: Desafios de acessibilidade e inclusdo ainda a se
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A Biotecnologia permite o desenvolvimento de solugdes sustentdveis para problemas
importantes existentes em diferentes contextos como o da saude (ex: imunobioldgicos na
pandemia COVID-19). Nesse cendrio, mestrandos e doutorandos formados em programas de
pos-graduacdo que tem como tema a Biotecnologia tem a oportunidade de adquirir
conhecimentos sobre técnicas de ponta, experiéncias em plataformas tecnolégicas e analise de
big data no contexto da saide humana. Desses profissionais, dentre os varios perfis correlatos
existentes espera-se, por exemplo, a competéncia necessaria para o desenvolvimento de
diagndsticos e ferramentas de prevengdo de doencas (Biotecnologia Vermelha - Saude) e/ou
de divulgar os conteldos da area (Biotecnologia Laranja — Educacional). Infelizmente esse
universo de formacdo parece ainda nao contemplar acessibilidade suficiente para as pessoas
com necessidades educacionais especiais como a comunidade surda. Vivendo em um universo
onde a Lingua Brasileira de Sinais (Libras) é a primeira lingua de comunicacdo e que ndo
apresenta os sinais referentes a todo o vocabulario pertinente a compreensdo da drea
biotecnoldgica, este trabalho vem apontar limitagdes através da sugestdo de propostas que
possam aumentar a acessibilidade de mestrandos e doutorandos surdos, melhorando a
qualidade de seu atendimento e formagdo na drea de Biotecnologia. Para construcdo dessas
propostas foi realizado um breve estudo de caso envolvendo um doutorando surdo de um
programa de pods-graduacdo brasileiro da area de Biotecnologia com a participacdo de dois
intérpretes, um ex-coordenador de pds da area e um professor de libras, envolvidos e/ou
interessados no processo de acessibilidade da comunidade surda. A analise permitiu diversas
observacoes, indicando ser necessario: a) a criagdo de sinais para a area, b) o investimento na
qualificacdo de intérpretes especializados na tradugdo dessa tematica, c) a interagdo prévia e
integrada de professores e intérpretes, d) a capacitacdio dos gestores das pds para
compreensdao das caracteristicas da comunidade surda (ex: surdo sinalizante x surdo
oralizado), dentre outros. Considerando-se que a literatura internacional aponta que a
diversidade dos pesquisadores (ex: género ou surdez) contribui para o aumento da inovacdo
dos projetos e para o surgimento de novas ideias, o presente trabalho refor¢a ndo sé a
importancia da troca entre ouvintes e surdos na perspectiva da area da Biotecnologia, mas
também a necessidade do desenvolvimento de linhas de pesquisa na subarea da Biotecnologia
Laranja, relacionada a area educacional, que tratem especificamente da inclusdo de pessoas
com necessidades educacionais especiais incluindo a comunidade surda, bem como outros
individuos como os aqueles com altas habilidades e superdotagao.

Palavras Chaves: Biotecnologia, pds-graduagdo, surdez, acessibilidade e doutoramento
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Potencial biotecnoldgico da planta Schwartzia brasiliensis na neutralizacdo das atividades
toxicas dos venenos das serpentes Bothrops jararaca e Bothrops jararacussu
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O acidente ofidico é um problema de saude publica em todo mundo, principalmente nos
paises tropicais, subtropicais e em desenvolvimento. No Brasil, cerca de 87% dos acidentes
ofidicos sdo causados por serpentes do género Bothrops. O veneno das serpentes é composto
por uma mistura de proteinas com muitas propriedades téxico-farmacolégicas, como:
hemorragia, disturbios de coagula¢do, necrose e edema. O tratamento recomendado pelo
Ministério da Saude é a soroterapia, que apresenta desvantagens, como efeitos colaterais
(reacOes alérgicas e anafilaxia) e, principalmente, ndo previne efeitos locais, que por sua vez
podem levar a amputa¢dao, morbidades ou deformidades do membro acometido. Na literatura
cientifica, diversos trabalhos demonstraram o potencial biotecnolégico, farmacoldgico e
antiveneno de plantas. Com base nas suas caracteristicas quimicas e bioldgicas, a espécie
Schwartzia brasiliensis é rica em flavondides e terpenos, com propriedades anti-inflamatéria,
analgésica e antimicrobiana. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade do
extrato aquoso da planta S. brasiliensis em inibir algumas atividades téxicas in vitro
(coagulante, proteolitica e hemolitica) e in vivo (edema e hemorragia) do veneno das
serpentes Bothrops jararaca e B. jararacussu. O extrato da planta foi incubado com os venenos
por 30 minutos a 25°C (protocolo de incubacgdo), e em seguida, as atividades in vivo e in vitro
foram realizadas. Os resultados demonstraram que o extrato da planta foi capaz de inibir
totalmente a atividade coagulante, cerca de 70 % a atividade proteolitica dos venenos de B.
jararaca e B. jararacussu e cerca de 40%, a atividade hemolitica o veneno de B. jararaca. Para
as atividades in vivo, o extrato da planta inibiu cerca de 50 e 70% o edema causado pelos
venenos de B. jararaca e B. jararacussu, respectivamente. E, para a atividade hemorragica, o
extrato inibiu 100% a hemorragia causada pelo veneno de B. jararaca e 77 % pelo veneno de B.
jararacussu. Além disso, no protocolo designado de tratamento, os animais receberam
primeiramente a injecdo de veneno, e 30 minutos depois, o extrato da planta foi administrado
nos animais por via intravenosa, subcutanea ou oral. Neste protocolo, o extrato da planta foi
capaz de inibir a hemorragia causada pelos venenos entre 10 e 70 %. Sendo assim, conclui-se,
gue o extrato aquoso da planta S. brasiliensis possui potencial para o desenvolvimento de uma
terapia antiveneno no tratamento de acidentes ofidicos causados por serpentes das espécies
B. jararaca e B. jararacussu.

Palavras-chave: extrato de planta, soroterapia, acidente ofidico, Bothrops, antiveneno.

Apoio financeiro: UFF-PROPPi, CAPES, CNPq, FAPERJ, IFS
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O estudo da carragenina como base para sintese de novos farmacos com maior seletividade
para o receptor P2X7

Julianne Soares Pereira®2*, Robson Xavier Faria™2.
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Instituto de Biologia, Campus Valonguinho, Niterdi, RJ, Brasil; 2Laboratério de Avaliacdo e
Promocgdo da Saude Ambiental, Instituto Oswaldo Cruz, Avenida Brasil 4365, CEP 21040-900,
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*Autor de correspondéncia: juliannepereira@id.uff.br

Desde quando a carragenina foi descoberta no inicio do século XIX ela vem sendo amplamente
utilizada tanto na industria farmacéutica quanto na alimenticia. Ela é encontrada dentro da
membrana celular das algas marinhas vermelhas e na matriz intercelular entre as fibras
celulésicas. Desde a ultima metade do século XX ela vem sendo estudada com carater
inflamatdrio. Como ja descrito na literatura, a carragenina ativa macréfagos peritoneais para
produzirem citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-1B. Como o receptor purinérgico
ativado pelo ATP, o receptor P2X7 (P2X7R), também pode ativar estes eventos, sugerimos um
possivel papel desse receptor na resposta inflamatdria induzida pela carragenina. Neste
cenario, nosso objetivo foi estudar a acdo da carragenina sobre a funcionalidade do P2X7R no
modelo de peritonite. Realizamos ensaios de peritonite com um antagonista do P2X7R, o BBG,
e a carragenina para estudo desse receptor in vivo. Para simular o modelo de peritonite,
administramos a substancia indutora de inflamacdo, a carragenina, na cavidade peritoneal.
Usamos cinco camundongos Swiss Webster machos com 4 a 5 semanas de idade.
Administramos PBS 1X no grupo de controle. A carragenina (10 mg/kg) e o BBG (25 mg / kg),
foram injetados por via i.p. e observados por 3 horas. Apds a eutandsia com xilazina e
cetamina, 10 mL de PBS 1X contendo EDTA 10 mM foram injetados no periténio e, em seguida,
coletamos 1,5 mL do liquido da lavagem peritoneal para contagem diferencial de leucécitos.
Esses experimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica sob o niumero L043 /
2018. O tratamento com solugdo salina exibiu uma média de 15% de células segmentadas, a
inflamagdo induzida por carragenina aumentou a quantidade de células para 62% e grupo pré-
tratado com BBG teve uma reducdo na contagem diferencial para 10%, apds 3 horas de
tratamento em ambos os grupos. Levando em consideragdo esses aspectos, podemos sugerir
que o aumento de células segmentadas no grupo carragenina possa ser indicativo de um
processo inflamatério mediado via ativagao do receptor P2X7, mas sendo necessarios mais
estudos. Esta pesquisa seria um suporte para se entender melhor o mecanismo de acdo da
carragenina no P2X7R visando entender melhor in vivo a atuacdo deste receptor na peritonite,
para que deste modo através de ensaios in silico possamos averiguar a possivel acdo da
carragenina no receptor P2X7 e propor novos prototipos com acdo agonista neste receptor.

Palavras-chave: Receptores purinérgicos, P2X7, Carragenina. Suporte Financeiro: 10C,
FIOCRUZ, Capes
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Prospecgao farmacocinética do biflavonéide amentoflavona: Um estudo in silico

TLeonardo Soares Freitas — UECE — leonardo.soares@aluno.uece.br ; 2Lucas Soares Frota —
UECE - lucassfrota@gmail.com; 3Daniela Ribeiro Alves - UECE -
alves.danielaribeiro@gmail.com; #Vania Carla de Sousa — UECE — engenheiravania@gmail.com;
SEmmanuel Sousa Marinho — UECE - emmanuel.marinho@uece.br; éSelene Maia de Morais —
UECE - selene.morais@uece.br

DEFINIGAO. Os estudos farmacocinéticos acerca da biodisponibilidade e das interacdes do
composto no corpo humano da amentoflavona, permitem construir modelos apropriados para
interpretar a cinética dessa substancia quando proposta como um farmaco, bem como avaliar
a sua eficacia e toxicidade. A importancia deste biflavondide, deriva do seu vasto potencial
bioldgico como anti-inflamatdrio, antimicrobiano, anticolinesterasico, etc. Desta forma serd
importante avaliar parametros fisico-quimicos relacionados a sua absor¢do no organismo.
OBJETIVO. Analisar a farmacocinética da amentoflavona em relagdo ao seu potencial
farmacolégico. METODOLOGIA. As propriedades de absorgao, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade (ADMET) foram calculadas usando o servidor pkCSM. RESULTADOS. Nos
ensaios de predicdo, em relacdo a absor¢do, a amentoflavona é absorvida pela glicoproteina P,
uma proteina importante que atua como barreira fisioldgica das células, pois esta expulsa
toxinas e xenobidticos para o exterior das células, mostrando que a amentoflavona,
caracterizando o seu carater benéfico as células. Possui também uma absor¢do de 84% no
intestino, mostrando uma boa absor¢do e podendo ser indicada como farmaco via oral. Possui
bons resultados de distribuicdo em permeabilidade na barreira hematoencefdlica e
permeabilidade no sistema nervoso central, com 1,653 e 3,2 respectivamente, com potencial
terapéutico de doengas como mal de Alzheimer, mal de Parkinson, entre outras doencas do
sistema nervoso central. A amentoflavona é metabolizada como substrato da CYP3A4, enzima
muito importante nos mamiferos na metabolizacdo de farmacos, corroborando com o
potencial da mesma. Possui um valor de liberagdo total pelo organismo de 0,484. A dose
maxima tolerada é de 438 mg por dia, tornando-o de baixa toxicidade. Também é capaz de
inibir o gene hERG Il que auxilia na producdo da proteina responsdvel por mediar os
batimentos cardiacos, evidenciando que seu uso pode levar a problemas cardiacos. Porém,
ndo apresentou toxicidades hepatica e epitelial, o que pode direcionar possiveis utilizacdes.
CONCLUSAO. A amentoflavona tem caracteristicas farmacocinéticas relevantes para o seu uso
como medicamento, mesmo demonstrando alguns poucos pontos negativos, revela potencial
para estudos mais aprofundados, visando sua futura utilizagao.

Palavras Chaves: Farmacos, toxicidade, ADMET, amentoflavona.
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Produgdo de Polihidroxialcanoato (PHA) por bactérias bioprospectadas da broca-da-andiroba
(Hypsipyla spp.)

Leticia Cristina Fernandes da Costa', Diana Gomes Gradissimo', Luciana Pereira Xavier

TLaboratério de Biotecnologia de Enzimas e Biotransformagdes, Instituto de Ciéncias
Bioldgicas, Universidade Federal do Para, Belém-PA.

Com os crescentes problemas ambientais causados pelo uso e exploracdo de plasticos
petroquimicos convencionais, alternativas com propriedades fisico-quimicas semelhantes se
fazem necessdrias. Os biopldsticos veem suprir esta demanda, em especial os
polihidroxialcanoatos (PHA), lipideos neutros produzidos por diferentes micro-organismos
como estoque de energia, entre eles bactérias, permitindo a obtencdo de polimeros para
embalagens e até para o setor médico, de forma limpa e sustentavel. Neste cenario o presente
objetiva detectar e quantificar a producao de PHA pela microbiota do intestino da broca-da-
andiroba em estagio larval (Hypsipyla spp.). Foi realizado screening com 14 amostras isoladas
do intestino da larva, sendo 8 amostras bacterianas, ja identificadas por sequéncias da regido
ITS e D1\D2, e as restantes leveduras (registro no SISGEN n2 A5B286D). A prospeccdo inicial se
baseou em teste de fluorescéncia com Nile Red em placas de agar. A fim de se aumentar a
producao de biomassa e de PHA realizou-se cultivo das amostras mais promissoras em meio
TSB suplementado com E2 mineral, medindo-se a biomassa pela absorbancia a 500 nm por 48
horas e quantificacdo de PHA por florescéncia com Nile Red (Spiekermann et al. 1999).
Analisou-se o genoma das linhagens utilizadas no estudo, disponiveis no NCBI, para verificacdo
da presenca de genes da biossintese de PHA de acordo com anotagcdo no RAST. Todas as
amostras bacterianas apresentaram fluorescéncia em placa, indicando a presenca de lipidios
neutros corados pelo Nile Red. Como visto na literatura nenhuma das amostras de levedura se
mostrou apta a producgdo de PHA. Quanto a quantificagdo de biomassa, o meio suplementado
aumentou o crescimento de quatro das 5 amostras testadas, com a amostra U4 apresentando
crescimento maior em TSB, o que diverge do encontrado em U5, outra amostra de Klebsiella
Oxytoca. Até o momento foi quantificada a producdo de lipideos neutros em U5, U6 e U7, duas
espécies de Enterococcus sp., todas cultivadas em meio TSB suplementado. Nesta avaliacdo as
trés amostras apresentaram fluorescéncia relativa similar, média de 31,49+1,35. O genoma de
Klebsiella Oxytoca apresenta 52 sequéncias codificantes (CDS) do metabolismo de acidos
graxos, lipidios e isoprendis, sendo 14 destas atribuidas ao metabolismo de polihidroxibutirato,
indicio que a fluorescéncia observada nesta amostra trate-se de um PHA. O presente trabalho
faz uso do patrimonio genético brasileiro em potencial aplicagdo biotecnoldgica, os resultados
iniciais indicam a producdo de PHA por bactérias amazbnicas sendo as proximas etapas a
otimizagao da produgado e posterior caracterizacdo do biomaterial.

Palavras-chave: Bioprospeccao, Bioplastico, Biopolimero, Protease, Microbiota Financiamento:
PIBIC-AF/UFPA
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Avaliagao in silico do potencial de similaridade a farmacos de flavonoides bioprospectados
por plantas do nordeste

Liz Roberta Silva Lima — UECE — liz.lima@aluno.uece.br; 2Daniela Ribeiro Alves — UECE —
alves.danielaribeiro@gmail.com; 3Vania Carla de Sousa — UECE — engenheiravania@gmail.com;
*Lucas Soares Frota — UECE — |ucassfrota@gmail.com; *Gabriela Marinho Gongalves Franco —
UECE - marinho.franco@aluno.uece.br; ®Emmanuel Silva Marinho - UECE -
emmanuel.marinho@uece.br; ’Selene Maia de Morais — UECE — selene.morais@uece.br

Introdugao: Plantas da regidao Nordeste possuem grande potencial de produgdo de flavonoides
devido as condi¢gdes ambientais as quais estdo inseridos. Os flavonoides sdao uma classe de
compostos bioativos que possuem varias propriedades terapéuticas que tem ganhado
bastante destaque, tais como: antivirais, antibacterianos, anti-inflamatdrios, cardioprotetores,
antidiabéticos, anticancer, antienvelhecimentos e antioxidante. Neste contexto, a investigacao
de flavonoides como novos agentes terapéuticos potencialmente mais seguros e mais
eficientes se faz necessdaria. Objetivos: Com este estudo objetivou-se avaliar flavonoides
encontrados em plantas da regido Nordeste, quanto as suas propriedades fisico-quimicas e
potenciais bioatividades. As substancias avaliadas foram: isoquercitrina, nicotiflorina,
quercetina e rutina. Métodos: As estruturas foram obtidas no repositorio PubChem,
propriedades fisico-quimicas foram calculadas utilizando MarvinSketch e avaliadas segundo os
critérios da “regra dos cinco” (RO5) de Lipinski. Resultados: Os resultados obtidos foram:
isoquercitrina com massa molecular (MM) 464,379, doadores de hidrogénio (DH) 7, aceptores
de hidrogénio(AH) 12 e log P -0,14; nicotiflorina com MM 594,522, DH 8, AH 15 e log P -0,57;
quercetina com MM 302,238, DH 4, AH 7 e log P 2,16; por fim, rutina com MM 610,521, DH 10,
AH 16 e log P -0,87. Compostos semelhantes a farmacos sdao definidos como aqueles que
possuem propriedades farmacodindmicas e farmacocinéticas adequadas para se tornarem um
medicamento, utilizando descritores moleculares como expressdes numéricas para
caracteristicas quimicas. Para tanto, a RO5 possui os seguintes descritores: >5 DH, >10 AH,
massa molecular >500 daltons e log P >5. Valores para MM indicam o potencial molecular de
ser absorvida pelas membranas celulares, Log P e DH e AH indicam suas possiveis intera¢des
intermoleculares, determinando, por exemplo a lipofilicidade ou o potencial antioxidante do
composto. Seguindo estas interpretacdes, a quercetina apresentou os melhores resultados nas
interagdes polares e hidrofilicas, exibindo potenciais efeitos quimioprotetores, bem como sua
solubilidade em agua foi compativel com a especificagdo encontrada na literatura, com bom
potencial de biodisponibilidade de transito entre membranas celulares. A rutina apresentou
menor potencial de biodisponibilidade permeabilidade e integridade para atravessar paredes
bioldgicas. A nicotiflorina apresentou potencial permeavel baixo, mas ainda superior a rutina,
enquanto ambas exibiram potencial atividade antioxidante menor que entre as moléculas
analisadas. A isoquercitrina tem potencial biodisponibilidade semelhante a quercetina.
Conclusdao: Todas as substdncias analisadas podem ser utilizadas em formulagdes
farmacéuticas, devendo ser investigadas em novas avaliagdes mais especializadas. A partir dos
resultados obtidos observa-se a importdncia do estudo de compostos bioativos no
desenvolvimento de inovagao de farmacos.

Palavra-chave: Compostos bioativos, Flavondides, Farmacos naturais.

Veja o video-pdster em https://www.youtube.com/watch?v=Ti2Hz320akw&Ilist=PLvdAV-
MmnvsxVMDgveAvMGn ZgDfC7ER3&index=1
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Ensaio clinico de fase I/Il do tratamento de Glceras venosas crénicas com Selante de Fibrina
Heterdlogo derivado de veneno de cascavel
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O Selante de Fibrina Heterdlogo (SFH) consiste em um crioprecipitado rico em fibrinogénio
extraido do sangue de bufalo Bubalus bubalis e uma enzima semelhante a trombina purificada
do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus. Este estudo avaliou a seguranca e
imunogenicidade do SFH, estimou a melhor dose e avaliou sua eficacia preliminar no
tratamento de Ulceras venosas crénicas (UCV). Um ensaio clinico de fase I/1l ndo randomizado,
de bracgo Unico foi realizado em 31 participantes, representando um total de 69 UCVs ativas.
Todas as Ulceras foram tratadas com SFH, 4cido graxo essencial e bota de Unna por 12
semanas. Os desfechos avaliados foram: (1) seguranga primaria, andlises de imunogenicidade e
confirmacdo da menor dose segura; (2) eficacia promissora secunddria, analisando o processo
de cicatrizagdo. A imunogenicidade foi avaliada usando as técnicas de anticorpos séricos
neutralizantes (IgM e 1gG) e ndo neutralizantes (IgA e IgE) contra o produto. A imuno-detec¢do
de anticorpos da classe Igk foi avaliada usando o ensaio Dot-Blot antes e no final do
tratamento. As amostras positivas nos ensaios de Dot-Blot foram subsequentemente
analisadas por western blotting para verificar os resultados. Ndao foram observados eventos
adversos sistémicos graves relacionados ao uso de SHF. Os eventos adversos locais
potencialmente relacionados ao tratamento incluem dor de ulcera (52%), maceragdo peri-
Ulcera (16%), prurido peri-Ulcera (12%), colonizagdo critica (8%), eczema peri-Ulcera (4%), a
abertura de novas Ulceras (4%) e aumento da drea ulcerada (4%). Os anticorpos neutralizantes
e nao neutralizantes nao apresentaram desvios significativos em nenhum dos momentos
avaliados. Os ensaios de Blot mostraram que todos os pacientes apresentaram reacdes
imunoldgicas negativas, antes ou apds o tratamento, com o componente da enzima trombina-
like. Além disso, dois participantes apresentaram reag¢do imunoldgica positiva ao componente
crioprecipitado, enquanto outros dois foram positivos antes e durante o tratamento. Em
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relacdo aos desfechos secundarios de eficdcia preliminar, observou-se cicatrizacdo total e
redugdo significativa da area em 47,5 e 22%, respectivamente. Uma melhoria qualitativa foi
observada nos leitos das feridas de Ulceras nao cicatrizadas. O bioproduto investigacional SHF
mostrou-se seguro e ndo imunogénico com boa eficacia preliminar para o tratamento da UVC,
de acordo com o protocolo e as doses propostas. Um ensaio clinico multicéntrico de fase Il
sera necessario para validar esses achados a fim de registrar o produto junto a ANVISA.

Palavras-chave: Ulcera varicosa, curativos biolégicos, adesivo para tecido de fibrina, cola de
fibrina, selante de fibrina
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Boas praticas de manejo de serpentes pegonhentas em cativeiro para a producao de
medicamentos bioldgico a base de veneno: alcangando replicabilidade e contribuindo para a
industria farmacéutica
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Um dos fatores responsdveis pela falta de reprodutibilidade dos achados pode ser atribuido a
matéria-prima utilizada. Até o momento, ndo ha estudos aparentes examinando a
reprodutibilidade usando venenos para o desenvolvimento de novos medicamentos a base de
toxinas no que diz respeito as politicas das agéncias reguladoras. Por isso, foram implantados
protocolos para a producdo de toxinas animais com qualidade, rastreabilidade e estrito
cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo. Isso exigiu a validacdo da cadeia produtiva
desde a chegada do animal ao biotério, seguida do manejo, alojamento, bem como o
cumprimento dos protocolos de extracdo, liofilizagao e, por fim, de armazenamento, visando a
geracdo de compostos para servir como moléculas candidatas aplicaveis em ensaios clinicos.
Atualmente, para produzir venenos de serpentes de qualidade para subsidiar estudos
reprodutivos, o Centro de Estudos de Venenos e Animais Peg¢onhentos (CEVAP) da
Universidade Estadual Paulista (UNESP), Sdo Paulo, Brasil, possui 449 serpentes microchipadas
por meio de procedimentos operacionais rigidos e padronizados de segurancga, salude e bem-
estar dos animais. As serpentes sdo frequentemente submetidas a exame clinico veterindrio,
tratamento anti-helmintico e antiparasitario. O veneno é extraido individualmente de cada
presa e coletado de cada animal em microtubos plasticos individuais para evitar contaminagao
e para rastreabilidade. Além disso, os venenos sdo submetidos a andlises microbioldgicas e
bioquimicas toxicoldgicas. Vale ressaltar que os investigadores sdo responsaveis por cuidar,
manter e manipular as serpentes e garantir sua saude em cativeiro. Este trabalho contribuird
para a industria farmacéutica com a pratica experimental de toda a cadeia produtiva do
veneno de serpentes necessaria para a geracdo de produtos terapéuticos de qualidade.

Palavras-chave: Serpentes; cativeiro; gestdao sanitdria; procedimentos operacionais padrao;
venenos
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Uso de produtos sintéticos na inibicdo das atividades toxicas causadas por veneno de
serpentes brasileiras
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Os acidentes ofidicos sdo um problema de saude publica em todo mundo, principalmente em
regides socioeconomicamente menos desenvolvidas, e no Brasil, o acidente Bothrdpico tem
grande relevancia epidemioldgica. Os venenos de serpentes sdo formados por uma parte
proteica, principalmente enzimas (metaloproteases, serino proteases, fosfolipases A2, e L-
amino acido oxidase) e uma parte ndo proteica. A parte proteica é responsavel por causar
quadros na vitima como sangramentos, danos cardiacos, necrose, inflamacdo e
ocasionalmente o dbito. O tratamento preconizado atualmente para os acidentes ofidicos é a
soroterapia que busca inibir os efeitos sistémicos e impedir o dbito da vitima. Entretanto, esse
soro necessita de condi¢Oes especificas para ser fabricado e armazenado dificultando o acesso
ao tratamento, além de ndo ser eficaz em neutralizar os efeitos locais da pegonha. Esses
efeitos locais podem provocar sequelas, como deformag¢des ou amputagcdo do membro
acometido na vitima. Dessa forma, é necessario o desenvolvimento de alternativas
terapéuticas que supram a problematica da terapia antiofidica. Os triazdis sdo moléculas
amplamente utilizadas na medicina como farmaco e/ou com potencial na geracdo de farmacos
pela sua estrutura quimica. Além disso, potencial antiveneno ja fora relatado para os triazois.
O objetivo desse estudo foi avaliar a capacidade dos compostos triazdlicos (TRI-30, TRI-31, TRI-
32 e TRI-33) em neutralizar as atividades coagulante e proteolitica do veneno da Bothrops
jararaca. A toxicidade in vitro desses compostos triazélicos também foi avaliada através do
teste de hemocompatibilidade. O veneno de B. jararaca foi incubado com os compostos
triazdlicos por 30 min a 37°C, e em seguida as atividades coagulante e proteolitica foram
avaliadas. No teste de hemocompatibilidade, os compostos triazélicos foram incubados com
uma suspensdo de hemadcias e o grau de lise eritrocitaria (13%) foi avaliada através da
mensuracao da hemoglobina liberada no meio reacional. Os resultados in vitro foram bastante
satisfatdrios visto que os compostos TRI-30 e TRI-31 foram capazes de inibir a coagulacdo do
plasma causada pelo veneno de B. jararaca. Na atividade proteolitica do veneno, todos os
compostos foram capazes de inibir esta atividade em até 85 %. Quanto ao ensaio de
hemocompatibilidade, nenhuma das moléculas apresentou toxicidade nesse ensaio. Esse
projeto demonstra a importancia na busca por novos compostos capazes de neutralizar os
efeitos téxicos causados pelo envenenamento pela serpente B. jararaca.

Palavras Chaves: Bothrops jararaca, envenenamento, triazéis, neutralizagdo
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PEGylation of L-Asparaginase in Microfluid Systems

Mileyde Araujo'; Ariel P. Lima?, Marta L. M. Bejarano?, Mario R. Gongora-Rubio?, Carlota O.
Rangel-Yagui', Jodo H. P. M. Santos"?

Department of Biochemical and Pharmaceutical Technology, University of S3o Paulo, Sdo
Paulo 05508-000, Brazil; 2Institute for Technological Research, Sdo Paulo 05508-901, Brazil

The enzyme L-asparaginase is responsible for converting the amino acid L-asparagine into L-
aspartic acid and ammonia. This enzyme has important applications, especially in the
pharmaceutical industry, where it is employed as an antileukemic biopharmaceutical for the
treatment of acute lymphoblastic leukemia (ALL). In order to improve the performance of
biopharmaceuticals, in recent years, techniques have been developed to improve
biopharmaceuticals by bioconjugation, within these techniques PEGylation stands out. This
technique allows the reduction of immunogenicity, increased solubility and half-life time in
plasma, and greater protection against proteolytic attack. Despite the advantages of
PEGylated biopharmaceuticals, also called biobetters, some limitations associated with
PEGylation reactions need to be addressed, such as: the reduced conversion of the
bioconjugation reaction, a result of the hydrolysis of the reactive PEG, and the reduced
selectivity, resulting in a heterogeneity of PEGylated species formed by parallel reactions
between the reactive PEG and the functional amino acids of the proteins. Both the extent of
conversion and the selectivity of the PEGylation reaction of protein biopharmaceuticals are
highly sensitive to the experimental parameters of the process (such as: reaction time,
PEG:protein molar ratio, stirring and pH). Thus, this innovative study aims to optimize the
bioconjugation reactions of L-asparaginase by applying passive continuous-flow microreactors
in two geometries (i.e crossing-channels with a reduced and high number of sections), aiming
at increasing the PEGylation yield and selectivity of the reaction (monoPEGylation). The
reactive PEG to be used is methoxy-polyethylene glycol carboxymethyl N-hydroxysuccinimidyl
ester (MPEG-NHS) of three molecular masses (10, 20 and 40 kDa). It is intended to compare the
yield of reactions obtained in microfluidics by passive micromixers with those obtained in batch
processes by magnetic stirring in glass vials. The PEGylation reaction in microfluidics, was
conducted in a crossing-channel geometry of the micromixer, in which the inlets will be fed with
syringes, injecting the reactive PEG solution (mPEG-NHS) of different sizes and the solution of L-
asparaginase in 100 mM phosphate buffer (pH = 7.5), in a constant flow rate (20-200 uL.min-1
), so that it results in a more specific residence time and provides a mixture of the reaction
between the reactive PEG and the L-asparaginase in a laminar flow with chaotic advention. The
technology developed in this work by PEGylation in microreactors intends to be transposable to
other biopharmaceuticals an alternative to conventional batch processes with low yield and
selectivity.

Keywords: L-asparaginase, microreactors, PEGylation.
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Mapeamento das Tecnologias Envolvidas nas Vacinas Inativadas contra Zikv em fase de
Testes Clinicos
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O ZIKV é o patégeno transmitido pelo mosquito Aedes aegypti, causando a Zika, virose
associada a diversas consequéncias graves, como malformac&es congénitas. A Zika, declarada
emergéncia mundial em 2016 pela Organizagdo Mundial da Sadde, impulsionou o
desenvolvimento de imunizantes para impedir sua disseminag¢ao, como as vacinas inativadas.
Esse tipo de vacina, amplamente utilizado, é baseado no virus impossibilitado de se replicar e,
portanto, muito seguro e passivel de ser administrado em gestantes, criancas e idosos, que sdo
os grupos de risco para essa patologia. Esse estudo é uma prospecc¢do acerca das tecnologias
envolvidas na producdo das vacinas inativadas contra ZIKV em fase de testes clinicos,
realizados em humanos, encontradas na base de dados ClinicalTrials.gov . A busca foi
realizada em 15/03/2021, através dos termos “Zika” e “vaccine”, resultando em 29 registros,
dos quais, 7 tratavam-se do presente objeto de estudo. Sob esse prisma, todas as vacinas
encontradas estdao na fase 1, que avalia seguranca e imunogenicidade, sdo administradas via
intramuscular e baseiam-se no mesmo método de inativacdo, pelo composto formalina,
variando somente nas dosagens. Apesar de tornar a vacina mais segura, a formalina destroi
epitopos, a menor porg¢do de antigeno com potencial de gerar a resposta imune, diminuindo a
imunogenicidade?. Para contornar essa situacdo, todas as vacinas utilizaram-se do método do
virus inativo e purificado da Zika (ZPIV), que seleciona os virus que melhor preservarem sua
proteina E, principal alvo para memdéria imunolégica®®#. Ademais, todas as vacinas baseadas
em ZPIV contaram com a adicdo de hidréxido de aluminio como adjuvante. Nessa
metodologia, os sais de aluminio interagem por adsor¢cdo dos antigenos e formam uma
emulsdo, liberando-os mais lentamente e apresentando-os as células dendriticas, o que
potencializa a resposta de anticorpos®. Por fim, em comparac¢do aos outros tipos de vacinas, as
inativadas ainda continuam sendo as preferidas a serem desenvolvidas para emergéncias,
como em epidemias do ZIKV, por possuirem bases seguras, amplamente conhecidas na ciéncia
e possuirem menor custo de investimento, o que viabiliza a ado¢do desta estratégia de
imunizacdo em massa. Nesse aspecto, observa-se a necessidade de mais estudos comparativos
de imunogenicidade da formalina com métodos mais atuais de inativacdo do virus, a fim de
determinar a técnica mais imunogénica de inativacdo e reduzir os custos de produc¢do, uma vez
que a formalina pode desnaturar epitopos, o que diminui a diversidade de anticorpos
produzidos e, consequentemente, a amplitude da protecdo contra possiveis variagées do ZIKV.
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Avaliacdo das Atividades Anti-Inflamatéria e Imunomuduladora do Extrato Bruto das
Sementes de Pouteria Caimito (Ruiz E Pav.) Radlk em Camundongos
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Pouteria caimito (Sapotaceae), conhecida como abiu é utilizada na medicina popular para
tratar disenteria, infeccbes pulmonares e maldria. Avaliou-se a atividade anti-inflamatdria do
extrato bruto de Pouteria camito (EBPC) no modelo de hiperplasia cutanea induzida pelo éleo
de créton e a atividade imunomoduladora anti-ovoalbumina de galinha. Nos experimentos in
vivo e ex vivo foram utilizados camundongos BALB/c. Nos estudos ex vivo, células da medula
6ssea (MO) de animais ndo manipulados foram cultivadas na presenca de diferentes
concentragdes (EBPC) e avaliados quanto a expressdao de marcadores de superficie de
progenitores hematopoieticos. Foi utilizado o modelo de dermatite ndo alérgica com
administracdo de 6leo de créton (OC) no pavilhdo auricular. Nos estudos in vivo, os animais
receberam diferentes concentra¢des (EBPC). Para a avaliacdo da a¢do imunomoduladora,
grupos de camundongos receberam ovoualbumina de galinha (OVA) somente ou associada a
diferentes concentra¢Ges (EBPC). Os niveis de anticorpos anti-OVA foram avaliados. A
imunidade celular foi avaliada através da reacdo de hipersensibilidade retardada com a injecdo
intradérmica de OVA no pavilhdo auricular. A concentracdo encontrada (EBPC) in vitro capaz
de matar 50% das células foi de 260,2ug/ml. Foi avaliado o efeito (EBPC) (2500ug/Kg) no
numero de células do sangue periférico (SP), baco e medula éssea (MO). Houve diminuigdo
transitéria no numero de células da MO. Utilizando EBPC (1000ug/Kg) houve uma queda no
numero das células do SP. Houve uma diminuicdo acentuada nas células do bago. Houve
aumento das células da MO. Na imuniza¢do primaria (IP) resultou em um pequeno aumento
dos niveis de anticorpos IgG. Apds a imunizagao secundaria (IS), os animais apenas com OVA
apresentaram elevacdo dos niveis de anticorpos e também os sensibilizados com (OVA+EBPC
na IP e OVA na IS). A reacdo de hipersensibilidade tardia realizada em todos os grupos (com e
sem alternancia de imunizacdo) no 60 2 dia revelou uma discreta e transitéria elevacdo da
espessura do pavilhdo auricular. Os resultados obtidos até o presente momento mostram que
o EBPC na concentracdo de 2500ug/Kg apresenta redugdo transitoria do nimero de células da
medula dssea e altera o parametro de tamanho x granulosidade da populacdo da populagdo
celular em questdo. Nos ensaios realizados com EBPC na concentracdo de 1000ug/Kg, estes
apresentaram uma reducdo transitéria no nimero de células da medula dssea, bago e fémur.
A associacdo do EBPC com OVA reduz moderadamente a resposta humoral secundaria anti-
OVA. O conjunto desses dados é bastante sugestivo de que (EBPC) apresenta uma importante
atividade imunossupressora.

Palavras chave: género Pouteria, atividade terapéutica, imunomodulagao.
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Atividades antioxidante e anticolinesterasica in vitro do 6leo de Rosa rubiginosa
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Introdugdo: Os produtos naturais sdo fontes promissoras na descoberta de agentes
farmacolégicos para o tratamento da Doenga de Alzheimer (DA). Uma das formas para o
tratamento consiste em utilizar inibidores da enzima acetilcolinesterase, aumentando com isto
os niveis de acetilcolina. Dentre os produtos naturais, os éleos sdo importantes fontes de
compostos que inibem a acetilcolinestarase. Rosa mosqueta (Rosa rubiginosa) é um arbusto
selvagem que cresce em algumas areas especificas da Europa Central, Asia Ocidental e regido
andina do Chile. Um dos subprodutos derivados de suas sementes, o dleo, é caracterizado por
uma alta concentracdo do acido graxo (FA) acido alinolénico e uma boa fonte de a- e y-
tocoferdis. O a-tocoferol é um inibidor eficaz da reacdo em cadeia dos radicais livres da
peroxidacgado lipidica, aumentando os niveis de GSH, e também atua como inibidor da proteina
quinase C. O dleo fixo de rosa mosqueta teve uso relatado como aditivo antioxidante,
possuindo elevada concentragdo de vitaminas A, C, B1, B2, E e K, carotendides, minerais como
K, Ca, Na, Fe, Mg, P, compostos fendlicos e flavonoides. OBJETIVO: Analisar atividades
bioldgicas do éleo fixo de R. rubiginosa, avaliando sua capacidade antioxidante e de inibi¢cdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE). Metodologia: As atividades inibitérias da AChE e
antioxidante contra o radical DPPH* foram aferidas utilizando a leitora Elisa BIOTEK, modelo
ELX 800, softwaré Gen5 V2.04.11. Resultados e discussdao: O éleo fixo de R. rubiginosa
mostrou 6timos resultados referentes a atividade inibitoria frente a AChE (CI50 = 17,23 + 0,63
u/mL) quando comparado ao padrdo Galantamina (CI50 = 1,05 + 0,15 pug/mL) e excelente
atividade antioxidante (CI50 = 18,84 + 0,13 ug/mL) quando comparado ao padrdo Quercetina
(CI50 = 1,20 + 0,15 pg/mL), indicando a necessidade de ensaios in vivo para determinar sua
acdo frente a Doenca de Alzheimer. O dleo fixo de R. rubiginosa apresenta acidos graxos
insaturados essenciais, que sdo fundamentais na sintese de membrana celular nervosa, na
regulacdo do colesterol, de neurotransmissores e na atividade enzimatica. Entre os beneficios
a saude atribuidos aos acidos graxos, destacam-se: anticarcinogénese, antiaterosclerose,
alteracdo na composicdo e no metabolismo do tecido adiposo, imunomodula¢do, agdo
antibacteriana e antidiabética. Conclusdao: A composicdo do dleo de R. rubiginosa avaliado é
potencialmente rica em componentes protetores contra radicais livres como a- e y-tocoferdis,
devendo ser investigada para determinar dentre sua composicdo as atividades
antiacetilcolinesterasica e antioxidante dos seus isolados.

Palavras-chave: Oleo fixo, DPPH, Alzheimer, Farmacologia.
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CREDITOS



‘l;{ BIOTECNOLOGIA Vo4
2021

Realizagao

Instituto Vital Brazil

Apoio financeiro
Fundacdao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (Faperj)

Projeto “Simpésio de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo em Biotecnologia”, vencedor do edital
Edital Faperj n? 16/2019 — Programa de Apoio a Organiza¢cdo de Eventos Cientificos,
Tecnoldgicos e de Inovacdo no estado do Rio de Janeiro —2019.02

Proponente do projeto

Marcelo Abrahao Strauch

Comissao organizadora do evento
Carlos Guilherme de Sousa Martins
Claudio Machado

Hugo Chaves Gomes

Livia Nascente

Luana Oliveira da Silva

Marcelo Abrah&o Strauch

Marcelo Moreira

Maria Gorete Carvalho da Silva Teixeira
Roseli de Almeida Santana

Thais Marini

Comité Editorial do evento
Breno Hamdan de Souza
Leide Lene Coelho Ferreira
Leonora Brazil Mas

Luis Eduardo Ribeiro da Cunha

Marcelo Abrahao Strauch

Site do evento
Conteudo — Luana Oliveira, Marcelo Moreira e Thais Marini

Layout - Ana Paula Vieira




“I;{ BIOTECNOLOGIA Vo4
2021

Realizagéo do e-book
Edigao - Thais Marini
Revisdo — Thais Marini, Marcelo Moreira, Roseli Santana e Livia Nascente

Diagramacgao - Ana Paula Vieira




