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Resumo

Neste projeto propomos o aperfeigoamento e continuidade das atividades do Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Fluidos
Complexos (INCT-FCx), com a missdo de congregar profissionais das areas de fisica, quimica, biologia, farmacia, medicina,
engenharia biomédica, matematica e estatistica, em torno de problemas que requeiram um enfoque multidisciplinar envolvendo
fluidos complexos, para gerar conhecimentos de fronteira, dissemina-los no ambiente académico e divulga-los a sociedade. Os
fluidos complexos sdo sistemas formados por varias moléculas que se auto-agregam e geram constituintes basicos com diferentes
escalas de tamanho, dando origem a propriedades caracteristicas. Esta proposta do INCT-FCx foi precedida do Instituto do Milénio
de Fluidos Complexos, que focalizou as atividades em cristais liquidos, coloides magnéticos e fluidos biolégicos, seguida doINCT-
FCx, que teve énfase em agregados supra-moleculares de interesse bioldgico, principalmente membranas e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) além do assunto dos cristais liquidos e ferrofluidos. Este projeto pretende focalizar as atividades propostas em
sistemas multi-componentes que apresentam auto-agregagdo molecular em condi¢des termodinadmica especificas, como os cristais
liquidos, nanoparticulas e coloides magnéticos, micelas, lipossomas e vesiculas, surfactantes, complexos surfactantes-membranas,
surfactantes-proteinas e surfactantes-DNA, e lipoproteinas de alta e baixa densidade. Incorporamos a esta proposta novos
pesquisadores, potencializando a atuag@o da rede formada na area de Fluidos Complexos. As atividades de pesquisa terdo énfase
em (i) materiais/sistemas modelo, em condi¢des fisico-quimicas controladas em laboratdrio, que visam a obten¢do de relagdes
entre estrutura e atividade ou fungéo bioldgica e a dindmica das interfaces, a fim de entender as interagdes moleculares que
produzem o comportamento complexo; (ii) novos materiais, que serdo desenvolvidos, sintetizados e caracterizados com finalidade
de aplicagdes tecnoldgicas e médicas; e (iii) materiais bioldgicos, em particular lipoproteinas de baixa e alta densidade, que visam
aplicacdo em medicina e imunologia. O projeto foi dividido em 3 subprojetos, que serdo apresentados em sec¢des subsequentes, e
tém os seguintes marcos: (i) desenvolvimento de conhecimento em fisica basica: investigar as fases nematicas biaxiais na escala
microscopica e elucidar se as micelas apresentam simetria ortorrombica; estudar efeitos de superficie e organizagdo molecular em
sistemas com ordem liquido cristalina; estudar e compreender a seletividade i0nica interfacial de micelas e como isso altera suas
propriedades; recriar a partir de membranas-modelo situagdes que sdo encontradas em células de seres vivos; confeccionar
membranas-modelo ¢ propor mecanismos de agdo litica e possiveis caminhos para a obtengdo de novos farmacos; estudar
propriedades fisicas e fisico-quimicas de diversos tipos de membranas-modelo, caracterizando-as estruturalmente e descrevendo
suas interagdes com biossensores fluorescentes, peptideos microbianos, surfactantes e proteinas; propor novos modelos tedricos,
estatisticos ou atomisticos em multiescala, e ferramentas computacionais para estudar as interagdes de sistemas supramoleculares
de alta densidade e predizer situagdes pouco acessiveis aos experimentos; (ii) desenvolvimento de aplicagdes tecnoldgicas como:
displays, materiais inteligentes com cristais liquidos, particulas coloidais com ordem liquido cristalina, fases nematicas biaxiais
termotropicas em filmes finos, dispositivos eletro-dpticos, elastdmeros dopados com particulas magnéticas e corantes para o
controle mecanico via campos externo; carreadores que controlem a entrega de farmacos e outros materiais, incluindo material
genético para células, visando a terapia genética com complexos DNA-surfactantes; e materiais biocompativeis visando implantes
sintéticos através do estudo da adesdo de proteinas em substratos solidos; (iii) desenvolvimento de novos materiais através da
sintese e caracterizagdo de nanoparticulas, coloides magnéticos e peptideos microbianos com aplicagdes biomédicas; (iv)
caracterizagdo de aspectos fisiopatologicos, diagndsticos e de aplicagdo pratica, envolvendo principalmente o tratamento das
doengas cardiovasculares e de neoplasias: desenvolver novos métodos de diagndstico das doengas cardiovasculares utilizando
técnicas de fisico-quimica, em particular técnicas de Optica ndo-linear, lipidomica e ressondncia magnética nuclear; utilizar vetores
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de droga para o tratamento das doengas cardiovasculares relacionados as lipoproteinas de transporte do colesterol nos seres
humanos; disponibilizar no Brasil uma metodologia de analise do plasma humano, por meio da ressonincia magnética nuclear,
que forneca de maneira rapida e barata o perfil das lipoproteinas.

Introducao

O relatdrio aqui apresentado traz os principais resultados obtidos pela equipe na investigagio dos
temas do nosso Projeto.

Neste quinto ano de atividades do novo INCT-FCx ¢ possivel notar os progressos na sinergia entre
os enfoques e membros da equipe do Instituto. O total de trabalhos publicados no periodo foi de 176 artigos.
Foram publicados 9 artigos em periddicos de divulgacdo internacional com participacdo de mais de um
Grupo do INCT.

Apesar dos problemas trazidos pela pandemia da COVID-19, que reduziu significativamente nossa
mobilidade entre laboratdrios ¢ acesso aos proprios laboratorios, descrevemos, a seguir, os principais
resultados das pesquisas por nos desenvolvidas, enfatizando aquelas em que houve a colaboragdo efetiva
de membros de diferentes Grupos do INCT. O relatério traz os assuntos de pesquisa nos quais as interacdes
e interdisciplinaridade procurou ser evidenciada.

Ha 4 anexos a este relatdrio: I) explicita a producdo cientifica, a formagdo de estudantes e
informacdes complementares; 1) traz a lista de seminarios do Instituto proferidos de forma online no
periodo; III) Relatério sobre gestdo de dados; IV) Solicitagdo de prorrogagdo do projeto e programa de
atividades.

O CNPq resolveu complementar os recursos dos INCTs, recompondo o corte de 30%
efetuado por ocasido da divulgacio do resultado da chamada em 2017. Assim, romperam a paridade
anteriormente estabelecida com as FAPs de para cada RS 1 do CNPq, as FAPs colocariam RS 1.
Além dessa recomposicio orcamentaria, o CNPq prorrogou a vigéncia dos atuais INCTs até 2024
(especificamente, 30/11/2024). Apresentamos ao Conselho um projeto de pesquisa e de aplicacio
desses recursos para os proximos 2 anos da prorrogacio (anexo IV a esta solicitacio, que foi
aprovado pelo CNPq). Dessa forma, solicito 2 Fundacéo a prorrogacio da vigéncia do nosso INCT
de Fluidos Complexos, sem custos adicionais para a FAPESP, acompanhando a prorrogacio
concedida pelo CNPq. Cabe ressaltar que a pandemia de COVID-19 prejudicou bastante nossas
atividades de laboratério e de intercimbio de docentes e estudantes de graduacio e pés-graduacio.

1) Sintese dos principais resultados alcancados no periodo

a) Eventual fator protetivo para as LDLs promovido por terapias hipolipemiantes e
antiplaquetarias

Os pesquisadores, pds-doutores e estudantes pds-graduacdo e graduagdo) envolvidos neste
trabalho sdo: Zahra Lotfollahi, Ana P. Q. Mello, Francisco A. H. Fonseca, Luciene O.
Machado, Maria C. Izar, Nagila R. T. Damasceno, Cristiano L. P. Oliveira, Antonio M. F.
Neto.

Cabe ressaltar aqui a sinergia atingida pela equipe, uma vez que médicos, fisicos,
imunologistas e nutricionistas desenharam o experimento, coletaram dados por meio de diferentes
técnicas experimentais, discutiram esses resultados e participam das analises finais visando as
conclusdes.




Este trabalho é um spin off do estudo por nds realizado com pacientes infartados e
submetidos a terapias hipolipemiantes e antiplaquetarias, descrito no relatdrio anterior.

O objeto de estudo foi abordado por meio de diferentes técnicas de analise, tanto as usadas
em biomedicina, quanto da Fisica da Matéria Condensada. Essa abordagem multidisciplinar ¢
inédita na literatura e produziu resultados muito interessantes.

Amostras de solugdes de LDL de pacientes normolipidémicos, separadas em nosso
laboratorio, foram colocadas em contato com duas substancias, utilizadas naquelas terapias. As
moléculas testadas foram a ticagrelor (tica) e clopidogrel (clop) (Figs. ale a2).
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Figura al: Molécula do ticagrelor (a) e do clopidogrel (b).

Em alguns experimentos, as concentragdes utilizadas procuraram reproduzir aquelas
presentes nos pacientes tratados apos o infarto, a saber: tica — 800 ng/mL e clop — 15 ng/mL. Em
outros, as concentragdes foram variadas.

Propriedades oOpticas ndo-lineares de amostras de LDL foram examinadas por meio da
Varredura-Z (Z-scan) para verificar o estado oxidativo dessas lipoproteinas. Experimentos de
optica linear também foram realizados com as LDLs dos pacientes para determinar a quantidade
de betacaroteno nessas particulas em diferentes tempos de incubagdo e concentragdo das
moléculas-teste durante a intervengao.
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Figura a2: Amostras dopadas com clop com diferentes concentragdes em mg/mL, em diferentes tempos de
incubacdo. (a) absorbancia em 484 nm. (b) amplitude pico-vale em um experimento de Varredura-Z.

A figura a2 traz a absorbancia em 484 nm e a amplitude pico-vale em um experimento de
Varredura-Z para solu¢do de LDL com clop, em diferentes concentragdes e tempos de incubagao.
Nas concentragdes de clop que reproduzem o que o paciente recebe apds o infarto, em funcéo do
tempo de incubagdo, mostramos na Fig. a3 a e b a absorbancia em 484 nm e a amplitude pico-
vale.
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Figura a3: Amostras dopadas com clop, com diferentes concentragdes em ng/mL, em diferentes tempos de
incubacdo. Experimentos efetuados em condi¢des experimentais diferentes (Aug, Sep, July) revelaram a
importancia da padronizacdo de procedimentos de separacdo da LDL e didlise. (a) absorbancia em 484 nm. (b)
amplitude pico-vale em um experimento de Varredura-Z.

Um importante resultado obtido foi o estabelecimento de padrdes especificos de separagao
das LDLs e de dialise das amostras (para a retirada do sal colocado na centrifugacdo seriada). A
reprodutibilidade dos resultados foi atingida apenas apos essa cuidadosa padronizagao.
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Figra a4: Amostras dopadas com tica, com diferentes concentragdes em ng/mL, em diferentes tempos de incubag@o.
Experimentos efetuados em condi¢des experimentais diferentes (Aug, Sep, July) revelaram a importancia da
padronizagio de procedimentos de separagdo da LDL e dialise. (a) absorbancia em 484 nm. (b) amplitude pico-vale

em um experimento de Varredura-Z.

Experimentos semelhantes foram realizados com tica, com resultados preliminares
reportados na Figura a4.

Em ambos experimentos com as moléculas-teste, o sinal de Varredura-Z se mostrou
bastante fraco. O processo de didlise efetuado nas amostras para a retirada do sal parece estar
causando uma perda de particulas de LDL, o que diminui o sinal de Varredura-Z. Estamos em
fase de discussdo da necessidade da dialise nesse estudo e, caso realmente essa etapa se mostre
essencial, o processo dever ser otimizado para evitar essa perda de particulas.



O Dr. Lionel Gamarra, do Hospital Israelita Albert Einstein, seu grupo e colaboradores sdo os
responsaveis pelas pesquisas relatadas a seguir (b — d).

b) Nanocompdsito de vidro bioativo/SPIONS superparamagnético e altamente bioativo e sua
potencial aplicag@o na hipertermia magnética

As vitroceramicas bioativas magnéticas sdo biomateriais aplicados para hipertermia
magnética no tratamento do cancer 0sseo, tratando assim o tumor dsseo além de regenerar o 0sso
danificado. No entanto, combinar alta bioatividade ¢ magnetizacdo de alta saturagdo continua
sendo um desafio, uma vez que a etapa de tratamento térmico empregada para crescer as fases
magnéticas também estd relacionada a perda de bioatividade. Aqui, propomos um novo
nanocomposito feito de nanoparticulas de 6xido de ferro superparamagnéticas (SPIONs) dispersas
em uma matriz de vidro bioativo derivado de sol-gel, que ndo necessita de nenhum tratamento
térmico para cristalizagdo das fases magnéticas. A bioatividade e as caracterizagdes in vitro
mostram que tais nanocompdsitos apresentam propriedades formadoras de apatita semelhantes ao
vidro original altamente bioativo, além de serem osteoindutivos. Esta metodologia é uma nova
alternativa para produzir materiais bioativos magnéticos para os quais as propriedades magnéticas
dependem apenas da qualidade das SPIONs utilizadas na sintese. Com isso, esses nanocompodsitos
podem ser reconhecidos como uma nova classe de materiais bioativos para aplicagdes no
tratamento de cancer 6sseo por hipertermia, além de evidenciar interagdes intermagnéticas de
nanoparticulas dentro do nanocompdsito (Figs b1, b2 e b3).
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Figura b1: Caracterizagéo estrutural de nanocompositos de BGFe: a) Padrio de difragdo de DRX dos
nanocompositos em comparagdo com SPIONs , ICDD 1-075-1609 (Fe 3 O 4) e BG. (b—¢): Medidas de tamanho de
particula por DLS: b) BG; ¢) BGFe10; d) BGFe20; ) BGFe30. f) Esquema da formagdo da fase vitrea na auséncia

(imagens superiores) ou presenga (imagens inferiores) de SPION.
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Figura b2: Andlise de superficies de vidro BG e nanocompdsito BGFe antes e apds imersdo em solugdo SBF por 1 e

7 dias. Coluna da esquerda: resultados de XRD de BG (a), BGFe10 (d), BGFe20 (g) e BGFe30 (j). Coluna do meio:

analise FTIR de BG (b), BGFe10 (e), BGFe20 (h) e BGFe30 (k). Colunas da direita: andlise FTIR (em uma faixa de

zoom) dos grupos funcionais fosfato de BG (c), BGFel0 (f), BGFe20 (i) e BGFe30 (1). m) Quantificagdo de fosfato
derivada da analise de grupos funcionais de fosfato.
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Figura b3: Caracterizacdo magnética dos nanocompdsitos: a) curvas de temperatura corporal (300 K) MH; b) curvas
ZFC-FC; c) curvas das ZFCs sobrepostas intencionalmente para melhor visualizagdo de seu alargamento; d) ensaio
calorimétrico sob campo magnético para nanocompdsitos e seus controles (ou seja, a mesma fracdo massica de



SPION dispersa em agua); e) ilustracdo representativa do tamanho do cluster SPION nos diferentes nanocompositos
de BGFe.

¢) Tecnologia sobre Glioblastoma On-a-Chip para Abordagens Terapéuticas

O presente trabalho teve como objetivo verificar o uso de dispositivos microfluidicos no
processo de implementagao e avaliagdo da eficacia das abordagens terapéuticas no glioblastoma
on-a-chip, proporcionando uma visdo ampla dos avangos até 0 momento no uso dessa tecnologia
e suas perspectivas. Este estudo identificou uma diversidade de glioblastoma on-a-chip para
avaliar abordagens terapéuticas, muitas vezes usando niveis intermediarios de complexidade. O
nivel mais avangado implementou a interse¢do entre diferentes sistemas bioldgicos (figado-
cérebro ou intestino-figado-cérebro), modelo BBB, permitindo estudos in vitro com maior
similaridade genética humana, reprodutibilidade ¢ baixo custo, em uma plataforma altamente
personalizavel (Fig. cl). Algumas terapias alternativas foram relatadas em poucos estudos
(22,6%).

Figura c1: Dispositivos on-a-chip de glioblastoma para abordagem terapéutica utilizada em alguns dos estudos
selecionados desta revisdo sistematica em diversas plataformas para estudo tumoral.

d) Efeito da Terapia Celular e do Exercicio Fisico em um Modelo de AVC, considerando o
homing Celular por Imagem Molecular e Analise Comportamental



O objetivo deste estudo € ver como a combinagdo de atividade fisica com tratamento celular
afeta a recuperagdo funcional em um modelo de acidente vascular cerebral. Imagens moleculares
e nanoparticulas multimodais auxiliaram no rastreamento celular ¢ monitoramento longitudinal
(MNP). A viabilidade de células-tronco mesenquimais (MSC) foi determinada usando um ensaio
de brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5 difenil tetrazolio (MTT) e imagem bioluminescente
(BLI) ap6s transdug@o lentiviral e marcagdo de MNP. Aleatoriamente, os animais foram divididos
em 5 grupos (controle-G1 e experimental G2-GS5). A inducdo do AVC fototrombotico foi
confirmada pela redugdo da perfusdo sanguinea local e cloreto de trifeniltetrazdlio (TTC), e as
CTM nos grupos G3 e G5 foram implantadas apos 24 h, com BLI e imagem de fluorescéncia no
infravermelho proximo (NIRF) rastreando essas células em 28 h, 2, 7, 14 e 28 dias. Durante um
periodo de 28 dias, o G5 também realizou treinamento fisico, enquanto o G4 simplesmente fez o
treinamento. Aos 0, 7, 14 e 28 dias, os animais foram testados funcionalmente usando um teste de
cilindro e um teste de atividade motora espontanea. A internalizagdo de MNP em MSC foi
confirmada usando microscopia de campo claro e fluorescéncia. Em relacdo ao grupo G1, houve
reducdo de apenas 3% da viabilidade celular. Os grupos G2-GS5 apresentaram mais de 69% de
reducgdo da perfusdo sanguinea. O grupo G5 apresentou melhor desempenho ao longo do tempo,
com recuperagdo progressiva da simetria e aumento dos movimentos verticais rapidos. Até 7 dias,
BLI e NIRF seguiram MSC no local danificado, demonstrando um aumento de sinal que pode
estar relacionado a proliferacdo celular no local da lesdo durante a fase aguda do acidente vascular
cerebral. A terapia local de MSC combinada com atividade fisica resultou em melhores resultados
no alivio da disfun¢do motora, principalmente durante o periodo agudo. Quando se trata de
neurorreabilitagdo, essa terapia alternativa pode ser adequada (Figs. d1, d2 e d3).

Figura d1: Avaliagfo da les@o cerebral isquémica focal por fototrombose. ( A ) O sistema de imagem laser speckle

utilizado para avaliacdo da perfusdo sanguinea local; ( B ) O equipamento de laser utilizado induz lesdo isquémica

focal por fototrombose; ( C ) Perfusio sanguinea local basal antes da indug¢do do AVC; ( D) Perfusio local apds a
indugdo do AVC; (E, F) A representacdo grafica da perfusdo sanguinea antes e apds a indug¢do do AVC,
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respectivamente; ( G , H ) Visualizagdo do cranio do animal com craniectomia antes e apos a indu¢do do AVC,
respectivamente; ( 1 ) Avaliagdo da indugdo de acidente vascular cerebral por TTC; e ( J) Box plot da alteracdo da
perfusdo sanguinea local nos grupos experimentais G2-G5. G2: Grupo AVC; G3: Grupo AVC + MSC; G4: Grupo
AVC + exercicio; G5: Grupo AVC + MSC + exercicio; SD: Desvio padréo.
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Figure d2: Avaliagdo comportamental pelo teste do cilindro e teste de atividade locomotora esponténea antes da
indugdo do AVC e aos 7, 14, 21 e 28 dias apos nos grupos experimentais (representados pela estrela vermelha,
quadrado azul, tridngulo rosa e circulo verde) e grupo controle (simbolo quadrado preto). ( A ) ao longo do tempo
pelo teste do cilindro; ( B — E ) Avaliagdo motora pelo teste de atividade locomotora espontanea considerando a
frequéncia dos seguintes movimentos—( B ) Movimentos horizontais lentos (S-MOV); ( C ) Movimentos
horizontais rapidos (F-MOV); ( D ) Movimentos verticais lentos (S-REA); e ( E ) Movimentos verticais rapidos (F-
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Figura d3: Avaliag@o do sinal de bioluminescéncia e fluorescéncia nos grupos “AVC + CTM” (G3) e “AVC + CTM
+ exercicio” (G5), nas seguintes condigdes: 4 he 1, 3,5, 7, 14 e 21 dias apds a administracdo de MSC marcadas
com MNP. ( A ) Representagdes do sinal BLI e NIRF nos grupos “AVC + CTM” (G3) e “AVC + CTM +
exercicio” (G5) ao longo do tempo com sinal detectavel para ambas as técnicas (até 7 dias); ( B ) O grafico da
intensidade do sinal BLI dos grupos analisados ao longo do tempo; e ( C ) O grafico da intensidade do sinal NIRF
dos grupos analisados ao longo do tempo.

O Dr. Roberto Salinas, seu grupo e colaboradores s@o os responsaveis pela pesquisa relatada
a seguir.

e) Estudo da dindmica entre os dominios CBD1 e CBD2 do trocador de Na*/Ca?>" por
simulagdes de dinamica molecular, medidas de RMN, e SAXS

Ao longo do periodo continuamos os estudos de estrutura e fun¢@o da proteina trocadora de
Na*/Ca?* (NCX), utilizando como modelo o trocador de Drosophila (CALX) e o trocador da
arquea termofilica Methanococcus janaschii (NCX-Mj). Estes estudos envolveram a aplicacdo de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear em solugdo a 800 MHz, biologia molecular e quimica
de proteinas, Espalhamento de Raios X a Baixos Angulos (SAXS) (em colaboragdo com o Prof.
Cristiano Luis Pinto de Oliveira do IFUSP), medidas de calorimetria isotérmica de titulagao (ITC),
e simulagdes computacionais por dindmica molecular (DM). Especificamente, caracterizamos a
dindmica das constru¢gdes CBD2 e CBD12 da isoforma 1.2 do CALX por medidas de RMN, SAXS
e DM (Figura el). Os dados obtidos sugerem que a al¢a-FG do dominio CBD2 visita duas
conformagdes discretas na isoforma 1.1, enquanto menor flexibilidade foi observada na isoforma
1.2. Essa observagdo foi interpretada como sendo devido a diferentes contatos na interface entre
os dominios CBD1 e CBD2 devido as diferencas na sequéncia de aminoacidos das duas isoformas.
Essas diferengas potencialmente explicam como a regulagdo por Ca** intracelular das isoformas
1.1e 1.2 do CALX ¢ diferente, e esses resultados estdo reunidos em um manuscrito em preparagao.
Em paralelo, clonamos os genes que codificam para os trocadores CALX e NCX humano (NCX
1.1) em um vetor de expressdao em odcitos de ra (pGH19), e construimos mutantes contendo um
linker flexivel de serinas e glicinas separando os dois dominios CBD1 e CBD2 na alga
citoplasmatica do trocador (CALX-GGS e NCX-GGS) (Figura e€2). Medidas de RMN realizadas
anteriormente tinham mostrado que a inser¢@o deste /inker € capaz de desacoplar a dindmica entre
os dois CBDs. Essas construgdes serdo utilizadas para a realiza¢do de ensaios de eletrofisiologia
com o objetivo de estabelecer correlagdes entre estrutura e fun¢do dos trocadores NCX. Em
paralelo, expressamos e purificamos o trocador NCX-Mj enriquecido isotopicamente com >N em
micelas de dodecilmaltosideo. Espectros de RMN 'H-'SN TROSY adquiridos com essas amostras
mostraram que a proteina se encontra bem enovelada (Figura e3). No entanto apenas a metade do
nimero de picos esperados foi observada no espectro. O trocador NCX-Mj foi incorporado em
lipossomos com o objetivo de realizar experimentos de transporte de Na* e Ca?" utilizando a sonda
fluorescente CalciumGreen-5N em colaboragdo com a Profa. Iolanda Cuccovia. Porém, os
experimentos de transporte ainda ndo sdo suficientemente claros para chegarmos a uma conclusao
com relagdo a atividade de transporte deste trocador.
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Figura el: Caracterizag@o da estrutura e dindmica do dominio CBD2 (CALX isoforma 1.1) por medidas de
acoplamentos dipolares residuais (‘H-'*N RDCs) (esquerda) e por simulagdes de dinimica molecular (direita). A
observacdo de um alinhamento (Azz) levemente menor na al¢a-FG (Az = -25.6 Hz) do que no sanduiche-beta (A2 =
-29.9 Hz) sugerem leve mobilidade da alga. Essa mobilidade ¢ consistente com a observagdo de duas conformagdes
discretas da hélice H1 durante a simulagio (direita).
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Figura e2: A) Mapa do plasmideo pGH19. Os genes CALX-GGS e CALX selvagem foram clonados entre os sitios
de EcoRI e HindIII; B) Cobertura do sequenciamento dos genes CALX-GGS e C) CALX selvagem clonados no
vetor pGH19 para expressdo em Lithobates. O sequenciamento foi realizado com diferentes primers internos e com
o primer do promotor T7. Os genes CALX-GGS e CALX selvagem foram obtidos comercialmente clonados em
pcDNA3.1. Os dois genes foram clonados em fusdo com o sitio de clivagem de HRV3C, seguido de myc-tag para
reconhecimento por anticorpos, e duas strep-tags para purificagdo no C-terminal.
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Figura e3: Espectro de RMN 'H-'"N TROSY a 800 MHz do trocador NCX-M;j enriquecido uniformemente com N
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complexos, Tris 20 mM pH 7,5, NaCl 200 mM, DDM 0,03 %.

Os pesquisadores envolvidos neste trabalho sdo: Thereza Soares e Kaline Coutinho, bem
como seus estudantes e pos-doutores.

f) Desenvolvimento do Programa SuAVE v2. Surface Assessment via Grid Evaluation
(SuAVE) for Every Surface Curvature and Cavity Shape.

O programa SuAVE (Surface Assessment Via grid Evaluation) é um programa escrito em
Fortran 90 que faculta a analise de propriedades geométricas de superficies e interfaces quimicas,
considerando a morfologia estrutural destes sistemas. O conjunto de rotinas numéricas depende
de um processo de ajuste de superficie estabelecido com base na geometria diferencial e
computacional e no calculo numérico. O programa foi desenvolvido para ser aplicado a qualquer
superficie ou interface orgénica, inorganica ou bioldgica, apresentando ou ndo curvatura e
exibindo uma ampla gama de morfologias. O programa SuAVE utiliza como arquivos de entrada,
a localizacdo das particulas de uma superficie ou interface quimica, em formato PDB, oriunda de
qualquer metodologia de simulagdo molecular, deterministica ou estocéstica. E capaz de calcular,
eficientemente, uma série de propriedades relevantes para sistemas bioldgicos: area e volume por
molécula, espessura de membranas e vesiculas, raio de giro e forma de vesiculas e micelas, perfis
de densidade, pardmetros de ordem de curvatura, e curvaturas Gaussianas. A exatiddo da
metodologia numérica implementada no SUAVE para avaliar as propriedades mencionadas foi
testada e validada através da andlise estrutural de quatro bicamadas de diferentes quimiotipos de
Lipidio A, apresentando morfologias distintas e de uma vesicula de Lipidio A. O resultado dessas
analises foi comparado com o obtido através de metodologias convencionais que ndo levam em
consideracdo a curvatura das interfaces quimicas. Para o caso das superficies abertas, as
bicamadas, foi possivel verificar que os resultados apresentados pelo SUAVE guardam elevado
nivel de semelhanca com os obtidos pelas metodologias convencionais, quando os sistemas
analisados exibem uma conformacgdo plana. Entretanto, para os sistemas apresentando regides
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altamente curvadas em sua morfologia, os resultados foram sensivelmente diferentes, alertando
para a influéncia da conformagao das membranas lipidicas sobre suas propriedades estruturais.
Na avaliagdo estrutural da vesicula, as andlises realizadas mostraram como a metodologia
implementada no SUAVE ¢ capaz de auxiliar o correto entendimento acerca das mudancas
morfoldgicas que esta estrutura sofre ao longo da simulagdo. Portanto, por ser capaz de levar em
consideracdo a morfologia das interfaces quimicas em estudo, o SUAVE demonstrou maior
versatilidade e acuricia para lidar com uma ampla variedade de andlises estruturais para qualquer
tipo de superficie ou interface quimica.

O pesquisador responsavel por este trabalho ¢ o Dr. Roberto Dias Lins, sua equipe e
colaboradores.

g) Engenharia de proteinas imunorreativas para detec¢do e neutralizagdo viral

Segundo o planejamento do ultimo relatdrio, utilizamos técnicas de engenharia computacional
de proteinas para desenvolver um marcador, contendo um epitopos da proteina NS2B do virus
Zika, capaz de discriminar formas grave de leve de infec¢des por Zika, a partir de amostras de
soro de pacientes gravidas com 4 ou mais semanas de gestacdo (Figura gl). O trabalho foi
publicado na revista RSC Medicinal Chemistry (RSC Med. Chem., 2021, 12, 1525; DOI:
10.1039/d1md00124h), o qual foi capa principal da mesma (Figura g2). Adicionalmente, a
proteina também pode ser utilizada em ensaios de ELISA para discriminar infecgdes leves
causadas pelos virus Dengue e Zika, com performance superior aos testes comercialmente
disponiveis baseados em IgG (Figura g3 e Tabela gl). A patente descrevendo a invengdo foi
depositada sob o nimero de registro BR1020220042713, e titulo: "Polipeptideo recombinante,
composi¢do, uso do polipeptideo da composicdo ou da estrutura tridimensional ou topologia do
polipeptideo, kit de diagndstico para diferenciar infec¢des de formas graves e ndo graves de zika
ou para diferenciar Zika e Dengue, e, método de diagndstico para diferenciar infecgdes de formas
graves e ndo graves de Zika ou para diferenciar Zika e Dengue.
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Figura gl: Resultados de diagndstico diferencial entre Zika e Dengue através do desenvolvimento de a proteina
recombinante. Figura gla) Ensaio de ELISA demonstrando a capacidade de discriminagdo entre a forma grave de
leve da doenga, a partir de soros de pacientes (incluindo neonatais portadores de microcefalia). Pacientes Zika
soropositivos portadores da forma grave da doeng¢a ndo respondem (apresentam resultado negativo) ao antigeno
desenvolvido. Figura g2b) Capa da revista RSC Medicinal Chemistry referente ao artigo publicado (DOI:
10.1039/d1md00124h). Figura g2¢) Curvas ROC da comparagio da performance diagnostica discriminatoria de
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infeccdes entre Zika e Dengue em portadores da forma leve da doenga, utilizando o antigeno artificial e kits
comercialmente disponiveis no pais.

Tabela gl: Comparagdo das sensibilidades e especificidades obtidas dos ensaios de ELISA utilizando a proteina
quimérica (desenvolvida computacionalmente) carreando o epitopo de NS2B de ZIKV e dois kits comercialmente

disiom'veis, baseados em IiG, frente a um iainel de 198 amostras de soros de iacientes.

Anti-ZIKV
NS2B IgG 80.00 64.35-90.95 | 84.18 77.53 - 89.49

Native Antigen
Anti-ZIKV 48.00 27.8 - 68.69 [60.00 36.05 - 80.88
I1gG/M/A

Eurolmmun
Anti-ZIKV NS1 |85.71 71.46 - 94.57 | 68.69 61.73 - 75.07

IgG

*IC = intervalo de confianga.

Com a finalidade de desenvolver uma molécula com potencial terapéutico contra flaviviroses,
utilizamos técnicas de engenharia computacional de proteinas para desenhar uma proteina
artificial capaz de se ligar ao epitopo de anticorpo neutralizante na al¢a de fusdo da proteina de
envelope do virus Zika. E importante salientar que a al¢a de fusdo é um epitopo conservado entre
flavivirus. Ensaios de termoforese em microescala confirmaram que a proteina € capaz de se ligar
ao seu alvo, i.e., a proteina E do virus Zika isolada e no contexto do virus inteiro com afinidade
similar (Figura g2a). Desta forma, realizamos ensaios de microneutralizagdo utilizando os virus
Zika, e dois sorotipos do virus Dengue (DENV-2 e DENV2). Os resultados mostraram que a
proteina, denominada de ZVPA3, ¢ capaz de neutralizar a infec¢do dos virus Zika e Dengue in
vitro (Figura g2b) com ECs 50 em unidades de uM.

- Rl S < - N Bl A8 o L1] s " 11
Log [ZVPA3] uM Log ZVPAY] WM

Figura g2. Ensaios de ligacdo (A) e avaliagdo da capacidade de neutralizagdo in vitro (B) dos virus ZIKV, DENV-1
e DENV-2 pela proteina sintética (computacionalmente desenvolvida).
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O pesquisador responsavel por este trabalho ¢ o Dr. Raul Maranhao, com colaboradores e
estudantes.

h) Tratamento de canceres com LDE (emulsdes lipidicas)

Consolidamos, em estudos clinicos envolvendo pacientes com canceres solidos as
observagdes que o uso do nosso sistema de “drug delivery”, baseado em nanoparticulos lipidicas,
proporciona diminui¢do muito acentuada da toxicidade das drogas anti-cancer. Isto proporciona a
administragdo de quimioterapia segura e confortavel para os pacientes oncologicos e também
possibilita o tratamento quimioterapico de pacientes muito idosos ou debilitados que, de outra
forma, s teriam opg¢ao dos tratamentos paliativos.

Observamos que a realiza¢do da quimioterapia de preparo para o transplante de medula
ossea (TMO), em pacientes com leucemias agudas, realizada com o fArmaco etoposideo veiculado
em nanoparticulas lipidicas torna o TMO mais eficiente, diminui a toxicidade e aumenta
consideravelmente a sobrevida dos pacientes.

Mostramos que, em pacientes com doenga arterial periférica aterosclerdtica, a
transferéncia de colesterol para a fragdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) esta diminuida,
o que pode ter importantes implicagdes na fisiopatologia da doenga e, eventualmente, criar um
novo alvo terapéutico, ja que as HDL tém provavel acdo anti-aterosclerotica.

O pesquisador responsavel por este trabalho ¢ o Dr. Alex Cortez Campos, com
colaboradores e estudantes (i —1).

1) Efeito do acido citrico nas propriedades morfoestruturais e magnéticas de nanoparticulas
de 6xido de ferro ultrapequenas

Foram estudadas as propriedades estruturais e magnéticas de nanoparticulas de o6xido de
ferro obtidas pela coprecipitacdo de ions de ferro na presenca de diferentes quantidades de acido
citrico. O &cido citrico atua como agente de recobrimento e proporciona controle do tamanho das
particulas a serem obtidas. A dependéncia do tamanho das propriedades magnéticas foi
investigada comparando os resultados para particulas de ~2, 4, 6 e 8 nm. Com a diminui¢do do
tamanho das particulas, observou-se uma redu¢@o da magnetizagdo de saturagdo (de ~84 para 33
Am?/kg) e um aumento da coercividade (de ~32 para ~100 mT), devido ao papel crescente da
superficie desordenada. O comportamento das curvas de magnetizacio de campo zero
resfriado/campo resfriado indica um congelamento superspin-glass para amostras de particulas
de 2 nm e 4 nm. (Figura il1). Experimentos de memdria abaixo da temperatura de congelamento
na amostra de particulas de 2 nm fornecem evidéncia adicional de um estado magnético vitreo. A
observacdo do viés de troca, devido ao acoplamento de troca de interface nucleo/casca, para
amostras de particulas de 2 nm e 4 nm fornece evidéncias de um congelamento do tipo spin-glass
da superficie, o que contribui para as propriedades vitreas observadas.
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Figura i1: Magnetiza¢des ZFC (simbolos cheios) e FC (simbolos vazios) para todas as amostras. As curvas
ZFC-FC foram medidas com um campo magnético aplicado de 25 mT.

j) Producdo de nanofolhas de nitreto de carbono decoradas magneticamente com
nanoparticulas de Fe3Os4 por precipitacio homogénea: desempenho de adsorcdo-
fotocatalitica de corantes e avaliagdo de toxicidade aguda

Nitreto de carbono grafitico (g-C3Ns) foi decorado com nanoparticulas de Fe3O4 usando
um método alternativo, simples e ambientalmente amigavel de precipitagdo homogénea com
ureia. O nanocompodsito magnético foi caracterizado por microscopia eletronica de transmissao,
microscopia eletronica de varredura, difragdo de raios X, espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier, espectroscopia de fotoelétrons de raios X, Brunauer — Emmett — Teller
isotermas, Zetametria, magnetometria de amostra vibrante, espectroscopia de absor¢do UV — vis
e espectroscopia de fotoluminescéncia. Os efeitos toxicologicos agudos dos nanomateriais foram
avaliados em embrides/larvas de peixe-zebra (Danio rerio). O desempenho do nanocompodsito
para remogao de azul de metileno (MB), como poluente modelo, da 4gua em diferentes condig¢des
de pH foi comparado ao do g-C3Ns puro e de um composito magnético elaborado por
coprecipitacdo convencional com NH4OH. Os resultados mostraram que o nanocompdsito
sintetizado com a nova abordagem apresentou o melhor desempenho, correspondendo a uma taxa
de remog@o de azul de metileno (MB) de 91.7% em meio acido e 98,3% em meio alcalino (Figura
j2). A maior taxa total em meio basico pode ser atribuida a maior capacidade de adsor¢do e
atividade fotocatalitica nesta faixa pH. Por um lado, a amostra apresenta valores de potencial zeta
mais negativos em pH 10,6, o que pode aumentar a eficiéncia de adsor¢do. Além disso, apresenta
um red-shift maior e uma band gap mais estreita, aumentando o desempenho fotocatalitico sob
luz visivel. Estudos de regenerag@o mostraram que o nanocompdsito proposto pode ser facilmente
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recuperado por auxilio magnético e pode ser reutilizado, mantendo uma boa eficiéncia de
remoc¢do. Os resultados toxicologicos mostraram que os nanomateriais, puros ¢ decorados, nao
apresentaram efeitos toxicoldgicos agudos em peixe-zebra nas concentragdes recomendadas pela
OCDE 236.
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Figura j2. (A) e (B) Adsorcédo na fase escura e degradacdo fotocatalitica de MB para todas as amostras.

k) Estudo da influéncia da distribuicdo de tamanho de nanoparticulas e efeitos de superficie
na dependéncia térmica da anisotropia magnética

Investigamos experimentalmente a dependéncia térmica da coercividade para amostras de
nanoparticulas de ferrita de cobalto sintetizadas por diferentes métodos, em uma ampla faixa de
diametros de nanoparticulas, resultando em amostras com diferente estrutura interna, rugosidade
de superficie e distribui¢do de tamanho. Nossa andlise consistiu em contabilizar a distribuicao de
tamanho e dependéncia térmica das varidveis relevantes, permitindo acessar a constante de
anisotropia em func¢do da temperatura. Os resultados indicam que a superficie desempenha um
papel importante nas constantes de anisotropia determinadas em campo, com a dependéncia
térmica apontando para uma combinagdo de tipos/fontes de anisotropia afetando a coercividade.
Enquanto a anisotropia magnetocristalina cubica domina para nanoparticulas com maior didmetro,
a influéncia da contribuicdo da superficie aumenta substancialmente para tamanhos menores. O
estado da superficie se mostra fundamental para determinar a principal fonte de anisotropia.

1) Estudo da influéncia da temperatura no comportamento coloidal de ferrofluidos aquosos a
base de nanoparticulas core@shell, utilizando espalhamento de luz dindmico e zetametria

Este estudo buscou investigar os efeitos da temperatura no comportamento coloidal de
ferrofluidos aquosos, como base para possiveis aplicacdes tecnologicas em dispositivos
termoelétricos. Para isso, foram elaboradas amostras de ferrofluidos a base de NP’s core@shell
do tipo CoFexOs@g-Fe203, via co-preciptagdo hidrotérmica, sendo uma estabilizada em meio
acido (R2D») e outra em meio fracamente alcalino apds processo de citratagdo (R2D2Cit). As
amostras foram caracterizadas em termos de estrutura, morfologia e composi¢do por meio das
técnicas de DRX, MET e EAA. O comportamento magnético foi investigado por magnetometria
SQUID. O estudo do efeito da temperatura no comportamento coloidal, na faixa de 25 a 60°C, foi
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realizado via Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) e potencial zeta ({), investigando-se os
efeitos de forca ionica, natureza do co-ion (Nat+ e TMA+) e pH. Os diametros hidrodinamicos
obtidos revelaram que todas as amostras sdo compostas de agregados de NP’s. O aumento da forca
i0nica ocasionou em geral um aumento do tamanho dos agregados, enquanto a temperatura nao
impactou significativamente. A amostra R2D2 com co-ion TMA™ mostrou-se mais estavel nas
condi¢des do estudo. Foi verificada para todas as amostras uma redug@o do { com a temperatura,
comportamento dominado pela redugdo de viscosidade do dispersante (Figura 11). A amostra com
o co-ion Na* exibiu maior tanto maior valor absoluto quanto maior variagdo de { com a
temperatura, associado a seu menor raio hidrodindmico e maior mobilidade idnica,
respectivamente. O aumento do pH diminuiu (aumentou) o médulo de  da amostra R,D> em meio
acido (basico) (Figura 12). Por fim, os resultados obtidos fornecem importantes informagdes que
permitem compreender o efeito da temperatura no comportamento coloidal de ferrofluidos para
futuras aplica¢des em termoeletricidade.

Figura 11: Potencial zeta em fun¢@o da temperatura da amostra R2Dz estabilizada com NaNOs e TMANO3
e da amostra R2DCit em diferentes forgas i0nicas.

R,D,NaNO, R,D,TMANO, B RTQDZC,H R
ol ; ; ; ; T . : . ] .
} —o— 13’2 Eg:;ll: —o— jIgz :Z:;II: 35 ]
\ —e— 10" mollL % { —o— 10" mol/L
50 | ; {‘}\i 1 3\ \Eii\ : 1 -40f > - \} ]
—d T —— -
s 4 t {\i\{ {\i t —i Z — iz —
Za0p “ T G 15487 7 §\ } |
é\ . §\ l\§\i I / i/
SN —4 i ] 3 % . i\}
w0l é/i/ 1 e \{“57{.‘ j | 5ol / _—
7 - — /} o —e— 6x10™ mol/L
J iy —e— 6x102 mol/L
551 ¢ —o—6x10"" mol/L |
20 L L L L L L L L L L L L L L L L n n n n n n n n
25 30 35 40 45 50 55 60 25 30 35 40 45 50 55 60 25 30 35 40 45 50 55 60
T(°C) T (°C) T(°C)

3
R,D,NaNO, 10° mollL - R,D,TMANO, 10 mol/L

T T T
T T T T I pH=2.2 [ pH=4.1
L [JpH=61 [_JpH=52 -
B oH=10

25 30 35 40 45 50 55 60
T(°C)

25 30 35 40 45 50 55 60
T(°C)

18



Figura 12: Potencial zeta em fungdo da temperatura da amostra RoDz estabilizada com NaNOs e TMANO3
em diferentes pH’s.

A Dra. Nagila Damasceno, seu grupo e colaboradores sdo os responsaveis pela pesquisa
relatada a seguir.

m) Frutose e risco cardiometabolico em individuos com preservacdo da cultura germéanica:
Estudo SHIP-BRASIL

Nas tltimas décadas, paises, como o Brasil, tém apresentado uma curva ascendente na
incidéncia de excesso de peso e doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT). Dentre as DCNT,
se destacam as doengas cardiovasculares (DCV), que representam cerca de 30% das mortes totais
e 72% da mortalidade por DCNT no Brasil. Apesar de sua complexidade, a dieta é o principal
fator de risco modificavel diretamente relacionada ao desenvolvimento das DCV. O atual padrao
alimentar brasileiro € caracterizado pelo elevado consumo de alimentos industrializados, com alta
densidade caldrica e rico em agucares de adicdo, onde se destaca o elevado consumo de sacarose
e, consequentemente, de glicose e frutose. A frutose pode ser encontrada naturalmente em frutas
e vegetais, tendo efeitos cardioprotetores, mas também estd presente em diversos alimentos
industrializados, sendo seu excessivo consumo potencial promotor de multiplos efeitos negativos
a saude, como dislipidemias, hiperuricemia e resisténcia a insulina, levando as complicagdes
cardiometabdlicas. Embora multiplos fatores culturais e socioecondmicos possam explicar o
elevado consumo de frutose, pouco tem sido descrito sobre o perfil de consumo em grupos
culturais especificos como entre os germanicos. O objetivo do estudo foi analisar a frutose
dietética e plasmatica como potencial fator de risco cardiometabdlico em individuos que
preservam a cultura germanica. Trata-se de um estudo com dados primarios do momento basal da
Coorte “Vida e Saide em Pomerode (SHIP-BRASIL)” baseado na afericdo direta de dados
socioecondmicos, culturais, clinicos e dietéticos (Questiondrio de frequéncia alimentar). A partir
do sangue coletado foram analisados o perfil lipidico (colesterol total - CT, HDL-c, LDL-c,
VLDL, Nao- HDL, triglicerideos - TG), enzimas hepaticas (gama-glutamiltransferase - GGT,
aspartato aminotransferase - AST e alanina minotransferase - ALT), glicose e frutose plasmatica.
Todos os testes estatisticos foram analisados no programa Statistical Package for the Social
Siences® (SPSS) versao 20.0, sendo o nivel de significancia de p<0,05. A maioria dos individuos
inclusos foram do sexo feminino [56,6% (n=426) versus 43,4% (n=327)], e predominantemente
adultos [67,6% (n=5006) versus 32,8% (n=247)]. As doencas mais prevalentes em ambos 0s sexos
foram a obesidade (40,0%), hipertensdo arterial (32,5%) e as dislipidemias (30,1%), sendo a
obesidade mais prevalente na populagao idosa (42,9% versus 38,5%). Verificou-se que o grupo
Germanico apresentou uma maior prevaléncia de obesidade, circunferéncia da cintura e
adiposidade corporal, estimada pela massa gorda superior ao grupo Nao germanico. Em relagao
ao perfil lipidico e hepatico, os homens apresentaram valores significativamente superiores as
mulheres para VLDL (27,7+18,5 mg/dL versus 23,5£11,5 mg/dL; p<0,001), TG (138,4+92,4
mg/dL versus 117,7+57,3 mg/dL; p<0,001), AST (22,8+7,9 U/L versus 19,2+7,3 U/L; p<0,001),
ALT (15,949,2 U/L versus 11,1£6,2 U/L; p<0,001), GGT (33,94+34,4 U/L versus 21,4+24,0 U/L;
p<0,001). Nao houve diferencas significativas no perfil bioquimico quanto ao grupo, com excecao
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da frutose plasmatica, que foi superior nos individuos do grupo Germéanico. A frutose plasmatica
se correlacionou positivamente com o IMC (p=0,001), perfil lipidico (CT, VLDL, Nao-HDL e
TG, p<0,001 para todos) e enzimas hepaticas (GGT, p<0,001 e ALT, p=0,007), enquanto
observou-se correlagdo negativa com o HDL-c (p<0,001). Frutose dietética ndo se correlacionou
com a frutose plasmatica (p=0,556). A frutose plasmatica elevada se associou com um perfil
lipidico mais aterogénico e com alteragdes hepatica, que podem favorecer do desenvolvimento de
doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica. Esse perfil foi parcialmente explicado pelo maior perfil

de excesso de peso observado no grupo Germanico. Um sumario desses resultados estd na Fig.
ml.
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Figura m1: Sumario dos resultados.

A Dra. Luciana Andrade, seu grupo e colaboradores, Dra. Aline B. Silva, do Departamento de
Engenharia de matérias do CEFET-MG, Dra. Irena Levitan da University of Chicago at
Illinois, Dr. Lionel Gamarra do Instituto Albert Einstein e o Dr. Estevam Estevam Lascasas
da escola de Engenharia da UFMG, sdo os responsaveis pela pesquisa relatada a seguir (n —
p)-

n) Efeitos biomecanicos e alteragdes de atividade migratoria em macrofagos expostos a
oxLDL.e suas implicagdes para o desenvolvimento da placa aterosclerdtica
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Dados anteriores do nosso grupo mostraram que o sequestro de colesterol da membrana
plasmatica induz a ruptura do empacotamento lipidico, causando reorganizag@o e polimerizagao
do citoesqueleto de actina, aumentando a rigidez celular e induzindo exocitose lisossomal em
fagdcitos ndo profissionais, tais como células endoteliais. Da mesma forma, a forma oxidada da
lipoproteina de baixa densidade (oxLDL) também demonstrou interromper a organizacido € o
empacotamento lipidico nas células endoteliais, levando a alteragdes biomecanicas que interferem
na lesdo e reparo da membrana. Para macrofagos sabe-se que a exposi¢do a oxLDL leva a ativagao
celular, produgdo de citocinas e formacgao de células espumosas, todas essas contribuindo para o
desenvolvimento da lesdo aterosclerotica. No entanto, pouco se sabia sobre o impacto da
exposi¢do de macréfagos a oxLDL na organizagdo de dominios estruturados de membrana, ricos
em colesterol, e as consequéncias desses eventos para a biomecdnica dessa célula. Assim,
realizamos a exposi¢do de macrofagos derivados da medula 6ssea (BMDM) com oxLDL e
observamos que o tratamento ndo apenas alterou a estrutura da membrana e potencialmente a
distribui¢do de dominios ricos em colesterol, mas também induziu rearranjo de actina, distribui¢ao
difusa de integrina e encolhimento celular, semelhante ao observado no tratamento dessas células
com MBCD (uma droga capaz de sequestrar o colesterol de membrana e desorganizar balsas
lipidicas, ricas em colesterol). Essas alteragdes levaram a diminui¢@o da eficiéncia de migragao
dos macréfagos. Para ambos os tratamentos, observou-se maior colocalizarao do citoesqueleto de
actina ¢ GM1, indicando um mecanismo de a¢do semelhante envolvendo a dindmica de balsas de
membrana. Por ultimo, como o tratamento com MBCD, oxLLDL também induziu a disseminagao
lisossomal em BMDM. Dessa forma, nossos resultados indicam que a reorganizacio induzida por
OxLDL do complexo membrana/citoesqueleto em macrofagos pode ser atribuida a
desorganiza¢do de balsas de membrana ricas em colesterol. Demostramos ainda que esse efeito se
deve a insercdo de oxiesterdis na membrana, que leva a mudangas na organizacdo lipidica e
ruptura da estrutura da membrana, semelhante ao efeito da deple¢do do colesterol por MbCD.
Esses resultados indicam que a oxLDL pode induzir alteragdes fisicas no complexo
membrana/citoesqueleto dos macrofagos, levando a alteragdes biomecanicas significativas que
comprometem o comportamento celular. Essas alteracdes, por sua vez, t€m implicacdes
importantes no desenvolvimento da aterosclerose, pois contribuem para a fixagdo dos macrdéfagos
na parede do vaso, potencializando o processo inflamatorio para o desenvolvimento da placa de
ateroma. Dados representativos sdo mostrados na Fig. nl, n2, n3 e n4.
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Figura nl: OxLDL and MBCD treatments alter membrane ordered domains on macrophage membranes and induce
changes in morphology. (4) GMI labelling (green) indicating membrane ordered domains of BMDM, previously
exposed to serum free DMEM containing 5SmM MPBCD for 40 minutes or 50ug/mL of nLDL or oxLDL for 24h.
Nuclei are stained with DAPI (blue). (B) Quantification of variance of fluorescence intensity distribution and (C)
mean cell fluorescence intensity. (D) Whole cell Kir2.1 current densities in BMDMs exposed to MPCD (10mM) for
40min or oxLDL (50ug/ml) for 1h. Rescue of oxLDL-induced increase of Kir2.1 currents by MBCD-cholesterol
(5mM) is also demonstrated. (E) Mass spectroscopy analysis of cholesterol and 7-ketocholesterol content in
membranes of BMDM'’s treated or not with oxLDL. The analysis used 6 samples for each condition from 3 different
animals. (F) bright field and (G) scanning electron microscopy of BMDMs exposed to assigned treatments. One-
way ANOVA and Tukey post-test analysis was done in figures 1 B, C and D, and Student’s T test in figure 1E
*p<0.05, ¥*p<0.01, ¥***p<0.001.
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Figura n2: OxLDL and MBCD treatments induce strong actin reorganization. (A) BMDMs were exposed to serum
free DMEM containing SmM MBCD for 40 minutes or 50ug/mL of nLDL or oxLDL for 24h. Cells were then labeled
with Alexa Fluor 546- phalloidin (red) to reveal the actin cytoskeleton and DAPI (blue) to reveal cell nuclei.
Images were taken in 40x (left) and 100x(right) magnification. Details of the 100x images for each condition are
shown on the side. Arrows indicate membrane ruffling; dashed arrows indicate actin clusters and arrowheads
indicate retraction fibers. (B) Quantification of mean fluorescence intensity of cells from 3 independent
experiments. Asterisks indicate statistically significant differences (One-way ANOVA and Tukey post-test *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001).
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Figura n3: OxLDL and MPCD treated cells show defective migration. (4) Wound healing assay with panels
showing bright field representative images of BMDM in 0, 6, 12 and 18h after wound. Cell monolayers were
pretreated for 40 minutes with SmM of MBCD or 24h with 50ug/mL of nLDL or oxLDL, submitted to wound and
then imaged during 24 hours in 2% FBS. (B) Quantification of cells that migrated into the wound gap in different
conditions (control non-treated, MBCD, nLDL or oxLDL). Asterisks indicate statistically significant differences
(Two-way ANOVA *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Figura n4: OxLDL and MPCD treatments alter -1 integrin disposition on macrophages. p-1 integrin
immunostaining (green) and cell nuclei labeled with DAPI (blue) of BMDM treated or not with SmM MBCD for 40
minutes or 50ug/mL of nLDL or oxLDL for 24h. Scale bars indicate Sum.

0) Ajustes de modelos para constru¢do de dispositivo de microfluidica para desenvolvimento
de modelo de vaso sanguineo baseado na tecnologia “organ-on-a-chip” para estudo da
aterosclerose

Sistemas de microfluidica apresentam alto potencial para superar as limitagdes dos modelos
animais e dos sistemas de cultura de células bidimensional (2D), permitindo redug¢do do tempo,
da quantidade de reagentes e dos custos na pesquisa bioldgica, alta reprodutibilidade, avaliagao
dos processos em tempo real, uso de células humanas, além de permitir o controle preciso do
microambiente celular. O desenvolvimento de dispositivos microfluidicos biomiméticos, “organ-
on-a-chip”, permite o estudo de diversos processos bioldgicos (fisioldgicos ou patologicos) in
vitro, que ndo sdo possiveis nas culturas em monocamada ou nos modelos animais. Esses
microdispositivos possibilitam a obtencdo de melhores respostas em ensaios que carecem de uma
correlagdo bioldgica mais proxima do in vivo. Nesse contexto, a criagdo de dispositivos que
reproduzam a parede de um vaso pode auxiliar na melhor compreensao dos fatores envolvidos na
formagdo da placa aterosclerdtica. Em estudos anteriores fizemos diversas modelagens para o
design de um dispositivo que pudesse reproduzir o microambiente arterial e as forcas
hemodinamicas resultantes do fluxo sanguineo em tempo real. No entanto, novos ajustes tiveram
que ser realizados para alcangarmos esses objetivos frente a limitagdes do material a ser usado no
dispositivo, como interface para o plaqueamento celular e reproducao da parede dos vasos. Sendo
assim, novas modelagens foram realizadas para melhor recapitular, de forma adequada, as
condi¢des que ocorrem no microambiente vascular in vivo. Paralelamente vimos otimizando o
crescimento das células endoteliais sobre as nanofibras de acetato de celulose, as quais serdo
usadas no dispositivo.

-Novo design do dispositivo microfluidico:

Nesse novo design foram alteradas a geometria do dispositivo, sendo modificados espessura e
formato do canal para ajuste do fluxo e para melhor representar as forgas de cisalhamento reais,
comparadas aquelas de vasos sadios ou predispostos a formacdo de placa, usando-se modelos de
cardtida murino do grupo de pesquisa da Profa. Luciana Andrade em colabora¢do com o grupo do
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Professor Stergiopulos — EPFL, Suica. No primeiro design, ajustes na morfologia do canal haviam
sido realizados com o intuito de se adequar as for¢as de cisalhamento. No entanto, esse design se
distanciava do modelo orginal murino, o qual seria utilizado para comparagio. Sendo assim, foram
realizados ajustes no comprimento, altura e espessura do canal, para se obter fluxos capazes de
reproduzir as forgas de cisalhamento geradas em um foramto mais proximo do modelo murino.
Para tal, novamente modelos de andlise numérica foram implementados, utilizando-se o software
COMSOL, em parceria com o Departamento de Estruturas da UFMG e a FioCruz-Minas para
acesso ao software.

Dados deste novo design sdo presentados a seguir.

-Modelo computacional

1) Geometria

Comprimento de entrada

Lh,laminar = 0,05 x Re x D = 0,05 x Re x (4A/P)

Para Re = 0,4, A = (100 x 500) um2, P = (500 + 500 + 100 + 100) um

Lh,laminar = 0,05 x 0,4 x (200000/1200) pm = 3,33 pm

Sendo assim, um comprimento de canal com 3,33 um ou mais de comprimento ja garante uma
condi¢do de escoamento completamente desenvolvido. Considerando as dimensdes da laminula
utilizada para a vedagdo (24 mm x 24 mm) eu um punch de bidpsia com 1 mm de didmetro externo,
a geometria do dispositivo foi projetada como se segue (Fig. o1, 02, 03 e 04):

Avure 10

Figura ol: Geometria e dimensdes do dispositivo (em mm)

2) Simulagao:
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Figura 02. Distribui¢do das velocidades (Cima) e Velocidadeé em uma linha de simetria (plano médio - y constante)
(Baixo)

Figura 03. Linhas de correntes do escoamento (Cima) e velocidades nas regides de vortice (Baixo).
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Figura o4. Distribuigdo das tensdes de cisalhamento (Cima) e Tensdes de cisalhamento em uma linha de simetria
(plano médio - y constante) (Baixo).
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p) Caracterizagdo e otimizagao de culturas 3D de células musculares em substratos formados
por nanofibras de acetato de celulose, para fins de desenvolvimento de fonte de proteina
alternativa em industria de alimentos

A carne cultivada € um ramo promissor ¢ emergente da engenharia de tecidos que visa
produzir carne em laboratorio. A carne cultivada pode ser gerada pelo crescimento de células
animais em scaffolds, biomateriais capazes de mimetizar a matriz extracelular (MEC).
Atualmente, a carne produzida por técnicas da engenharia de tecidos ndo possui a morfologia, a
ultraestrutura e o nivel de diferenciacdo encontrados no musculo nativo. Além disso, para uma
experiéncia completa de sabor e textura, a carne cultivada deve ter gordura. A mimetizagdo dessas
propriedades exigiria a co-cultura de mioblastos com adipdcitos. No entanto, a co-cultura de
varios tipos de células é tecnicamente desafiadora, uma vez que cada tipo de célula cresce e se
diferencia em meios especificos. Nesse sentido, o objetivo do presente estudo é produzir cortes
inteiros de carne, por meio da combinagdo da carne cultivada e de técnicas de producdo de
alimentos a base vegetal. Um scaffold hibrido, feito de nanofibras de acetato de celulose e de
microparticulas de alginato incorporados com 6leo de canola, estd sendo produzido e otimizado
para o crescimento de mioblastos de linhagem. As microparticulas contendo 6leo de canola irdo
fornecer a gordura da carne, trazendo sabor e textura semelhantes a gordura animal, com o
beneficio adicional de serem mais saudaveis, € sem a necessidade de co-cultivo celular. O 6leo de
canola ja é usado em analogos a base de plantas para simular os sabores da carne. Nosso scaffold
de estrutura hibrida serd utilizado para produzir fatias de células musculares e gordura, que serao
empilhadas para obter um corte grosso de carne, uma solugdo simples para a obtengdo de cortes
inteiros de carne com experiéncia de sabor e textura. Enquanto os scaffolds contendo 6leo de
canola esta sendo produzido, estamos estudando o comportamento dos midcitos apenas nas
nanofibras de acetato de celulose. Para tal, foram realizados ensaios de viabilidade e diferenciagdo
no substrato em questdo, bem como o comportamento das células apds o empilhamento das
nanofibras para obten¢do de um corte (Figs. pl, p2 e p3).

A Pl T
000 - 00

Figura pl: (4) 5x10° cells were plated in the nanofiber (24-well plate). After 2 days in growth medium, the cells in
the nanofibers were stacked as shown in (B). The nanofibers were stacked so the surface with more cells was in
contact with the surface with more cells of the other nanofiber.
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Figura p2: Fluorescence images of of rat cardiomyoblasts (H9c2) cells on cellulose acetate nanofibras after
stacking. The nuclei were stained with DAPI (blue) and F-actin filaments were stained with Alexa Fluor® 546
Phalloidin (orange). 10X magnification for the first and second rows and 40X magnification for the third row.

2 Laywrs

Figura p3: LIVE/DEAD first layer of the groups: the first column refers to one layer, the second column to two
layers, and the third column refers to three layers of nanofiber and cell. Live cells in green and dead cells in red.
10X magnification.

A Dra. Débora Levy, seu grupo e colaboradores, sdo os responsaveis pelas pesquisas relatadas a
seguir.

q) Modulacdo do fendtipo de resisténcia a multiplas drogas por lipideos, lipoproteinas e
oxisterois

O desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas (MDR) na terapéutica do cancer € um
importante obstdculo para o tratamento efetivo. Os mecanismos MDR ocasionam a redug@o
intracelular de agentes quimioterapicos e, por consequéncia, estdo envolvidos no fracasso no
tratamento do cancer. Estudos sugerem que o colesterol pode estar envolvido diretamente com o
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fendmeno de resisténcia a multiplas drogas, e que os lipideos podem influenciar vérias e
complexas fungdes no MDR, por afetarem o transporte de drogas através da membrana
plasméatica_ ENREF 1. Além disso, células tumorais tem maior necessidade de colesterol devido
a uma taxa de multiplicagdo mais elevada que as células normais. Pretende-se estudar a expressao
dos genes de resisténcia das multiplas drogas em diferentes linhagens tumorais e em células tronco
mesenquimais na presenca de lipideos, lipoproteinas e oxisterdis.

Expressio da proteina ABC-A1 e ABC-G1 em células-tronco mesenquimais derivadas de
medula 6ssea de pacientes com LMA (CTM-D)

Baseado nas escolhas das proteinas ABCs foi realizado imunofluorescéncia indireta das
proteinas ABC-A1 e ABC-G1 nas CTM-D tratadas com Triol por 24 horas. Foi observado que o
tratamento com 30 uM aumenta a concentracdo da proteina ABC-Al quando comparado ao
controle (p =0,0370), figura q1 A. Referente a proteina ABC-G2, pode-se observar uma tendéncia
no aumento da expressdo da proteina de acordo com as concentragdes de Triol, entretanto nao foi
significante (p = 0,0539), figura q1B.
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Figura ql: Graficos representando a expressdo proteica das proteinas ABC-Al e ABC-G1 em CTM-D tratadas com
Triol por 24 horas A: Comparagio na expressdo da proteina ABC-A1 entre as diferentes concentragdes de Triol
através da andlise de varidncia das médias por ANOVA de uma via com pos teste de Tukey: p = 0,0329. B:
Comparacdo na expressdo da proteina ABC-G1 entre as diferentes concentragdes de Triol através da andlise de
variancia das médias por ANOVA de uma via com pos teste de Tukey: p = 0,0539.

Expressao das proteinas ABC-C1 e ABC-C2 em CTM-D e células-tronco mesenquimais
derivadas de medula 6ssea de de indiciduo saudavel (CTM-S)

Apbs o tratamento com Triol e 7-KC nas CTMs por 24 horas, foi avaliado a expressao das
proteinas ABC-C1 e ABC-C2 por imunofluorescéncia indireta, entretanto, apenas uma linhagem
CTM-D expressou a proteina. As imunofluorescéncias indiretas foram realizadas em 10 linhagens
de CTMs. Foi observado que menos de 1% das células-tronco mesenquimais expressavam ABC-
C1 e ABC-C2. Dessa forma, ndo foi possivel realizar a analise de dados. Portanto, optamos por
ndo trabalhar com essas duas proteinas
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Expressio da proteina ABC-D4 em CTM-D e CTM-S

A proteina ABC-D4 esté associada ao transporte de cobalamina intracelular, diretamente
relacionado a sintese de DNA. Inicialmente foi analisado se ha diferencga na expressdo da proteina
ABC-D4 entre as linhagens CTM-D e CTM-S, figura q2A. Quando foi comparado a intensidade
de fluorescéncia entre as CTMs cultivada em meio basal, foi verificado que a concentragido de
ABC-D4 foi inferior na linhagem CTM-D em relagdo a linhagem CTM-S (p = 0,008).

Em seguida, foi verificado se o tratamento com Triol ¢ com 7-KC pode alterar a
concentracdo intracelular da proteina ABC-D4. O tratamento com Triol por 24 horas nao
influenciou na expressdo da proteina ABC-D4 (p = 0,6940), figura q2B.

Referente ao tratamento com 7-KC, foi observado que as diferentes concentragdes de 7-
KC alteram a concentragdo de ABC-D4 (p = 0,0297) e que ha diferengas entre as linhagens CTM-
D e CTM-S (p <0,0001). Na linhagem CTM-D a diferenca observada foi entre o controle € o
tratamento com 70 pM (p = 0,0222). Quanto a linhagem CTM-S a diferenga foi entre o controle
e o tratamento com 30 uM (p = 0,0273), figura 2C.
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Figura q2: Graficos representando a concentracdo da proteina ABC-D4 em CTM-D e CTM-S. A: Comparag@o
entre as linhagens CTM-D e CTM-S cultivadas em meio basal por 24 horas através do teste T de Student (p =
0,008). B: Comparag¢do da concentragdo de ABC-D4 entre as linhagens CTM-D ¢ CTM-S tratadas com Triol

através do teste de ANOVA de duas vias com pos teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,6940; fator células: p =
0,0098; interagdo: p = 0,1598. C: Comparagdo da concentracido de ABC-D4 entre as linhagens CTM-D e CTM-S
tratadas com 7-KC através do teste de ANOVA de duas vias com pds teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0297;
fator células: p <0,0001; interagdo: p = 0,1249.

Importancia dos lipideos, lipoproteinas e oxisterois na morte, proliferacdo e diferenciacio
de células tronco

Anailise do tipo de morte celular induzida por Triol em CTM-D
Apoptose e necrose
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A linhagem CTM-D foi incubada, em concentragdes toxicas de Triol por 24 horas, em
seguida, foi avaliado a porcentagem de células em apoptose e necrose. Nao foi observado
diferenca entre o aumento de apoptose nas CTM-D tratadas com 25 uM, 50 uM e 100 uM de
Triol (p =0.1156) figura q3A. Entretanto, houve diferenga quanto a presenga de células necroticas
na concentragdo de 100 uM quando comparado as demais concentragdes (p <0,0001), figura q3B.
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Figura q3: Graficos representando a porcentagem de células em apoptose (A) e necrose (B) em CTM-D tratadas
com diferentes concentragdes de Triol por 24 horas. A: Comparagdo entre as concentragdes de Triol quanto a
presenca de células apoptdticas, analise por ANOVA de uma via com pds teste de Tukey: p = 0.1156. B:
Comparacgdo entre as concentragdes de Triol quanto a presenga de células necréticas, analise por ANOVA de uma
via com pos teste de Tukey: p <0,0001.

Inibidores de morte celular

Apos avaliar a presenga de apoptose e de necrose nas CTM-D tratadas com Triol, foi
investigado o tipo de morte induzida por Triol. Para tanto, foi utilizado drogas inibidoras das
principais vias de morte, da apoptose (Z-VAD-FMK), da autofagia (3-MA) e da necrose
(Necrostatin-1). Devido a concentracdo de 100 pM de Triol diminuir o nimero de células vidveis
para avaliar a ativagdo e inibigdo das vias de morte, foi optado por realizar este experimento nas
concentragdes de 25 uM, 50 uM e 75 uM de Triol, por um periodo de 24 horas.

As células cultivadas apenas com Triol, sem incubagdes com os inibidores de morte, foram
utilizadas como controle. A incubacido com Z-VAD-FMK nio alterou o numero de células mortas
quando comparado ao tratamento apenas com Triol, em nenhuma das concentragdes testadas (p =
0,4967), figura g4A. A incubag@o com 3-MA quando comparado ao tratamento apenas com Triol
também ndo alterou o nimero de células mortas (p = 0,0798), figura g4B. Todavia, foi observado
uma diminui¢do no percentual de células mortas tratadas com Triol e incubadas com necrostatin-
1 (22%) quando comparado as células apenas tratadas com Triol (36%) na concentragdo de 75
uM (p = 0,0281), figura 4C.
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Figura q4: Gréficos representando a porcentagem de células mortas tratadas com Triol e incubadas com ou sem
inibidores de morte na linhagem CTM-D. A: Comparagdo entre tratamento com Z-VAD e sem Z-VAD, andlise
realizada com ANOVA de duas vias com pos teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0001; fator inibidor: p =
0,4967; interagdo: p = 0,6303. B: Comparag@o entre tratamento com 3-MA e sem 3-MA, analise realizada com
ANOVA de duas vias com pds teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0081; fator inibidor: p = 0,0798; interacao: p
=0,8777. C: Comparagdo entre tratamento com necrostatin-1 e sem necrostatin-1, analise realizada com ANOVA
de duas vias com pos teste de Tukey; fator tratamento: p = 0,0084; fator inibidor: p = 0,0884; interagdo: p = 0,0217.

Em seguida, foi avaliada a ativag@o das caspases 3/7 com os inibidores de morte nas CTM-
D tratadas com Triol. Nao foi observado nenhuma diferenca na ativagdo das caspases 3/7
incubadas com Z-VAD-FMK quando comparado ao tratamento apenas com Triol (p = 0,0680),
figura qSA. A incubagdo com 3-MA ndo alterou a ativagdo da caspase 3/7 em relacdo ao
tratamento com Triol (p = 0,7221), figura q5B. No entanto, foi observado uma diminui¢do de
células positivas para a ativagdo das caspases 3/7 na concentragdo de 75 uM de Triol incubadas
com necrostatin-1 (13%) quando comparado ao tratamento apenas com Triol (20%) (p <0,0001),
figura q5C.
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Figura g5: Graficos representando a porcentagem de células positivas para caspase 3/7 tratadas com Triol e
incubadas com ou sem inibidores de morte na linhagem CTM-D. A: Comparagao da ativagio da caspase 3/7 entre
tratamento com Z-VAD e sem Z-VAD, anélise realizada com ANOVA de duas vias com pos teste de Tukey; fator

tratamento: p <0,0001; fator inibidor: p = 0,0680; interagdo: p = 0,0817. B: Compara¢@o entre tratamento com 3-
MA e sem 3-MA, andlise realizada com ANOVA de duas vias com pds teste de Tukey; fator tratamento: p <0,0001;
fator inibidor: p = 0,0003; interacdo: p = 0,7221. C: Comparagao entre tratamento com necrostatin-1 e sem
necrostatin-1, analise realizada com ANOVA de duas vias com pos teste de Tukey; fator tratamento: p <0,0001;
fator inibidor: p = 0,0070; interagdo: p = <0,0001.

Estudo do metabolismo lipidico em pacientes portadores de linfoma.

A casuistica desse trabalho foi composta por 69 pacientes diagnosticados com linfoma
difuso de grandes células B (DLBCL). A tabela ql apresenta as caracteristicas clinicas dos
pacientes com DLBCL. O objetivo deste trabalho foi avaliar se o tratamento quimioterapico com
R-CHOP (uma associagdo de ciclofosfamida, doxorrubicina, vincristina e prednisona, mais o
anticorpo monoclonal rituximabe), influencia nas atividades séricas arilesterase e paraoxonase da
enzima paraoxonase-1 (PON-1), bem como em marcadores do perfil lipidico durante as fases do
ciclo de quimioterapia. Para tanto, foram coletadas amostras biologicas dos pacientes com
DLBCL em trés periodos diferentes: ao diagnostico (T1); durante o periodo de quimioterapia (T2),
tempo médio de 21 dias; e ao término dos ciclos de quimioterapia (T3). Durante o periodo de
acompanhamento houve censura, ou seja, perda de segmento, de 5 pacientes. Esses pacientes
foram retirados das analises de comparacdo de varidveis nos periodos T2 e T3.

Tabela ql: Clinical characteristics in DLBCL patients (N=69(%)).

Gender
Masc 34 (49.3)
Fem 35 (50.7)
Age (years) 59 (18-85)
Extranodal sites (>2) 47 (68.1)
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Extranodal origin 23 (33.3)

IPI Low 42 (60.9)
risk 27 (39.1)
High
risk
Bone marrow 6 (8.7)
Bulky 30 (43.5)
Progression 17 (24.6)
Complete response 58 (85.3)
Death 25(36.2)
Time in months (OS) 53 (1 —80)
Time in months (PFS) 14 (4 — 58)

Influéncia do tratamento com R-CHOP no perfil lipidico de pacientes com DLBCL

Através da andlise de variancia foi verificado se o tratamento com R-CHOP apresentava
influéncia no aumento e/ou diminui¢do dos marcadores do perfil lipidico ¢ nas atividades da
enzima PON-1. Dos 13 parametros avaliados, foi observado diferenca significante em 9 deles. As
diferencas encontradas foram em relag¢do ao periodo T1 quando comparada aos demais periodos,
T2 e T3 (p<0.05). Dessa forma, foi observado aumento da atividade enzimatica arilesterase, na
concentragdo sérica de colesterol total, de HDL (e enzimas acessorias), de VLDL, e de
triglicérides. Entretanto, foi observado diminui¢do na concentragdo sérica na razdo entre
ApoB:ApoAl (p=0.016).

Impacto dos marcadores lipidicos na sobrevida global de pacientes com DLBCL

Foi avaliado o impacto da concentracdo sérica lipidica na OS (Overall survival) de
pacientes com linfoma. As varidveis numéricas foram categorizadas em dois grupos, Low e High,
de acordo com o valor da mediana no tempo T1. Este valor de corte foi utilizado nos demais
tempos de acompanhamento, T2 e T3. A tabela q3 apresenta o céalculo da probabilidade de
sobrevivéncia acumulada no periodo de 60 meses para as variaveis do perfil lipidico. Sao
apresentados os dados de media de tempo de sobrevivéncia apenas para as varidveis que
apresentaram diferen¢a no periodo T1.

Tabela q3: Estimate of cumulative global survival by time in months

6 12 24 36 48 60 P

Variable months months months months months months value

Arylesterase Low (n=55) 0.95 0.89 0.74 0.70 0.62 0.57 0.228
High (n=14) 1.00 0.93 0.78 0.78 0.78 0.78

Paraoxonase Low (n=33) 0.91 0.82 0.69 0.62 0.52 0.47 0.049
High (n=34) 1.00 0.97 0.79 0.78 0.78 0.72

ApoAl  Low (n=35) 0.91 0.85 0.68 0.65 0.61 0.61 0.450
High (n=34) 0.97 0.94 0.82 0.79 0.67 0.64

ApoA2  Low (n=35) 0.95 0.95 0.73 0.63 0.61 0.58 0.200
High (n=34) 0.97 0.92 0.82 0.82 0.72 0.68

ApoB  Low (n=35) 0.94 0.89 0.86 0.83 0.73 0.70 0318
High (n=34) 0.97 0.91 0.63 0.60 0.60 0.60
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ApoE Low (n=35) 0.94 0.91 0.91 0.86 0.82 0.79 0.002

High (n=34) 0.97 0.88 0.56 0.56 0.49 0.45

Cholesterol  Low (n=33) 0.94 0.91 0.85 0.82 0.72 0.66 0.472
High (n=34) 0.97 0.88 0.66 0.60 0.60 0.60

Triglycerides Low (n=35) 1.00 1.00 0.94 0.91 0.85 0.81 <0.001
High (n=34) 0.91 0.80 0.55 0.51 0.44 0.44

HDL Low (n=35) 0.91 0.83 0.59 0.56 0.52 0.52 0.016
High (n=34) 1.00 0.97 0.91 0.88 0.78 0.74

LDL Low (n=36) 0.94 0.89 0.83 0.80 0.71 0.64 0.750
High (n=33) 0.97 0.91 0.65 0.62 0.62 0.62

VLDL Low (n=38) 0.97 0.97 0.90 0.86 0.81 0.77 0.001
High (n=31) 0.94 0.81 0.57 0.53 0.49 0.40

ApoB:ApoAI Low (n=35) 1.00 0.97 0.91 0.91 0.82 0.78 0.002
High (n=34) 0.91 0.82 0.57 0.51 0.47 0.42

TG: HDL Low (n=34) 1.00 0.97 0.91 0.88 0.78 0.74 0.012
High (n=34) 0.91 0.82 0.58 0.55 0.51 0.45

0192R PON1 QQ (n=36) 0.97 0.89 0.80 0.74 0.68 0.64 0.275
OR (n=23) 0.91 0.87 0.61 0.56 0.56 0.56
RR (n=9) ~ g9 0.89 0.89 0.89 0.89 0.89

L55M PON1 LL (n=36) 0.94 0.89 0.75 0.75 0.68 0.68 0.813
LM (n=24) 0.96 0.92 0.74 0.65 0.59 0.55
MM (n=8) — g9 0.86 0.75 0.75 0.75 0.56

A148G PON2 A4 (n=33) 0.94 0.94 0.79 0.76 0.72 0.63 0.862
AG (n=31) 0.97 0.84 0.70 0.66 0.61 0.61
GG (n=4) 1.00 1.00 0.75 0.50 0.50 0.50

S311C PON2 SS (n=37) 0.95 0.92 0.78 0.72 0.70 0.61 0.908
SC (n=24) 0.96 0.83 0.65 0.60 0.60 0.60
CC (n=3) 1.00 1.00 0.80 0.80 0.60 0.60

A Dra. Sarah Alves, seu grupo e colaboradores, sdo os responsaveis pelas pesquisas relatadas a
seguir.

r) Uso do Z-Scan para determinagdo do indice ALU em amostras de DNA plasmatico de
pacientes com cancer de prostata.

Durante o periodo desse relatério foi finalizado o estudo de pacientes com cancer de prostata
comprovado por exame anatomopatolégico e bioquimico de PSA sérico com idade maior do que
18 anos, livres de tratamento quimioterapico ou radioterapico, sem comorbidades de prostata
atendidos no Ambulatdrio de Urologia da Faculdade de Medicina do ABC. Como controle, foram
utilizadas amostras de DNA plasmatico de homens saudédveis sem alteracdes prostaticas, com
valores de PSA dentro da normalidade (abaixo de 1,5 ng/ mL) e sem histdrico de cancer de prostata
na familia.
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Os resultados de Z-Scan foram correlacionados com os seguintes parametros: PSA ao
longo do tempo, Gleason da Biopsia, Gleason do Anatomo-patologico, Estadiamento Clinico,
Estadiamento Patologico, Recidiva Bioquimica, Recidiva Clinica e ALU ao longo do tempo
Os resultados mostraram que a técnica de Z-Scan ¢é sensivel a variagdo do PSA ao longo do
tratamento, ao Estadiamento Anatomo-patologico, entretanto ndo ¢ sensivel ao Estadiamento
Clinico.

Em relagdo a Recidiva Clinica e Recidiva Bioquimica, os resultados de Z-Scan mostram
que ndo ha diferenga significativa (p > 0,6) entre pacientes que apresenta Recidiva Bioquimica
dos que ndo apresentam. J& para a Recidiva Clinica os resultados apontam que hé diferenca
significativa (p < 0,05) entre os pacientes que apresentam Recidiva Clinica dos que ndo
apresentam. Em relag@o as escalas Gleason da Bidpsia e do Anatomo-Patologico, os resultados
do Z-Scan mostram que podemos separar os pacientes em dois grupos: valores de Gleason maiores
ou menores que 6 para o Gleason da Biopsia e valores maiores ou menores que 7 para o Gleason
do Anatomo-Patologico, entretanto ndo ha diferencga significativa dentro de cada grupo.

A Dra. Maria Terésa Machini, seu grupo e colaboradores, envolvendo a Dra. Maria Aparecida
Neves Jardini, Roberto Salinas e Iolanda Cuccovia, sao os responsaveis pelas pesquisas relatadas
a seguir.

s) Peptideos PLA2-1 e Bo-Metl: entendimento e otimizagdo da ac¢do fungicida, andlise da
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia e outras acdes celulares de interesse em
saude humana

Peptideos com atividade antifingica, antibacteriana, antiviral ou antitumoral tém sido

descritos a partir de fontes naturais e sintéticas. Como estes compostos atuam através de
mecanismos diversos aos dos antibidticos tradicionais, eles t€ém sido amplamente estudados,
demonstrado ter alto potencial terapéutico e alguns estdo sendo aprovados e utilizados para
combater infeccdes bacterianas e fungicas de humanos e outros mamiferos. Dentre os exemplos
estdo: o peptideo linear Gramicidin D®, usado no tratamento de infecg¢des dermatoldgicas e
oftalmicas contra bactérias gram-positivas, Daptomycin®, um lipopeptideo ciclico usado no
tratamento de infec¢des sistémicas causadas, principalmente, por Staphylococcus aureus,
Anidulafungin® e Caspofungin®, dois peptideos usados no tratamento de infecgdes fungicas.
Dentre os peptideos com agdo antimicrobianos (AMPs), os antibacterianos e bactericidas estdo
entre os mais estudados e usados em terapéutica. Em contrapartida, ha um ntimero limitado de
estudos e aplicagdes envolvendo peptideos com agdo antifingica, apesar do aumento crescente no
numero de casos registrados recentemente de infec¢des causadas por Candida spp. e Aspergillus
spp., por exemplo. Cabe lembrar que: (i) espécies/cepas de Candida sao responsaveis por
infecgdes orais, genitais e sanguineas em humanos e de Aspergillus causam infecgdes pulmonares
muito graves; (i1) espécies/cepas desses fungos vem desenvolvendo resisténcia aos antibidticos
tradicionais (anfotericina B, fluconazol, equinocandinas, voriconazol, ou posaconazol para
Candidas/ voriconazol, isavuconazol, posaconazol ou itraconazol para Aspergillus); por isso, tais
fungos estdo incluidos no rol dos responsaveis por infecgdes sistémicas malignas em pacientes
imunodeprimidos.
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Hoje, sabe-se ainda que os AMPs tém sido relacionados a uma menor inducdo de resisténcia dos
microrganismos, o que permite explorar ainda mais a intera¢@o peptideo-membrana. Também tem
sido descrito que muitos AMPs apresentam atividades antitumoral e antiviral, o que os torna ainda
mais interessantes sob o ponto de vista cientifico e valiosos comercialmente, pois ao longo da
histéria o reino animal travou/trava grandes batalhas contra os diferentes tipos de cancer e
infeccdes virais (gripes, dengue e, hoje, a COVID-19, capazes de exterminar rapidamente grande
parte dos animais superiores. De fato, AMPs como a melitina, cecropina e magainina, tem
apresentado, além de acdo contra bactérias gram-negativas e gram-positivas, acdo contra varios
tipos de tumores sdlidos e hematologicos, bem como a¢do contra uma gama de virus, como por
exemplo o HIV, HSV, Papiloma e Influenza.

No periodo ao qual se refere o presente relatorio, nos dedicamos ao design de peptideos
analogos a PLA2-1 e Bo-Metl que teve como principal objetivo otimizar a agdo candidacida dos
mesmos e avaliar se eles e os possiveis analogos propostos poderiam exibir a¢do antitumoral e/ou
antiviral.

Ao realizar um estudo tedrico usando simulacdo computacional que permitiria prever e
analisar propriedades fisico-quimicas e estruturais importantes para o desenvolvimento de novos
farmacos de interesse clinico (agentes antimicrobianos, antitumorais, antinflamatérios e/ou
antivirais), tais como indice de estabilidade, propensdo a formagao de agregados, toxicidade,
antigenicidade e capacidade de permeabilizagdo celular, capacidade de penetragdo celular e de
atravessar a barreira hematoencefalica (Figura sl), chegamos a resultados inéditos que nos
apontaram andlogos (A-D; E-J) de PLA2-1 e Bo-Metl que, em teoria, devem apresentar baixas
citoxicidade e tendéncia de agregacdo em solu¢do. Como mostra a Tabela s1, alguns deles exibem
alto potencial antitumoral, antiinflamatorio e antiviral, porém baixo potencial para atravessar a
barreira hematoencefalica (BBB). As estruturas secundérias previstas para os dois AMPs com
acdo em estudo e seus andlogos estdo mostradas na Figura s2. Tais analogos desenhados, portanto,
precisardo ser obtidos e examinados experimentalmente com vistas a comprovar os resultados
atuais.
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Figura s1: Resumo do estudo realizado para a proposi¢do de analogos de Bo-Metl (A e B) and PLA2-1 (C e D) que
podem ser sintetizados, testados e estudados. A e C sumarizam o processo de otimizacdo empregado para cada
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peptideo candidacida. B e D mostram a sequéncia logo obtida da sobreposi¢ao dos peptideos com 9 e 11 residuos
de aminoacidos, respectivamente.

Table s1: Caracteristicas fisico-quimicas dos analogos de Bo-Met1 (A-D) e PLA2-1 (E-J) desenhados com potencial
de exibir atividades anti-Candida e candidacida.

Peptid Sequence gr;;cti cAal:lt(ll_l 1c\Ihez:r H.yflropho f)lizdmpho H)idroph
es on * da ge bicity moment obic face
SO LGKIRTKIY | foett [ A i3 10392 0.549 None
&Zt A égg ?Ctiv +3 | 0.464 0.735 None
E/Ioet LB ég’g(’) ?CtiV +3 | 0476 0.742 None
11\343 Llc 313451; ?Ctiv +2 0692 0.788 None
B Ip MY T e 0785 None
fLAZ- ESI{AKRSGVW 6%\{15 ggttiv 13 | 0482 0.362 None
I;ﬁA2- E 32465 ?Ctiv +3 10.586 0.475 None
II’EA2- . élgg ?Ctiv +3 0475 0.153 None
I;EAZ- G 32431; ?"tiV +2 | 0852 0.164 None
I;EA% q égﬁ’) ?Cti" +2 | 0.845 0.216 None
PLAZ-| | MY g Loors 0.269 None
11’%A2- | 32461; ?Ctiv 2 0839 0.390 None

*Pontuagdo obtida a partir do banco de dados CAMPr; usando o Support Vector Machine (SVM) classifier. As
propriedades fisico-quimicas listadas foram obtidas para partir de andlises realizadas através do HeliQuest analysis
(https://heliquest.ipmc.cnrs.fr/).
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Figura s2: Estruturas propostas para Bo-Metl (A), PLA2-1 (B) e andlogos usando PEP-FOLD3.

A Dra. Lilia Courrol, seu grupo e colaboradores, sdo os responsaveis pelas pesquisas relatadas a
seguir (t —u).

t) Teranostica: Estratégias SARS-COV-2

Um estudo realizado na China com exames bioquimicos de 99 pacientes com pneumonia por
coronavirus refletiu o fendmeno anormal relacionado a hemoglobina dos pacientes. Os resultados
demonstraram que as contagens de hemoglobina e neutréfilos da maioria dos pacientes
diminuiram, e os valores de indice de ferritina sérica, taxa de sedimentagdo eritrocito, proteina C-
reativa, albumina e desidrogenase de lactato de muitos pacientes aumentaram significativamente.
Este trago implica que a hemoglobina do paciente diminui, o que faz com que o corpo acumule
ions de ferro prejudiciais, o que consequentemente resulta em inflamagéo no corpo, o que aumenta
a quantidade de proteina C-reativa e albumina. As células reagem ao estresse devido a inflamacao,
produzindo grandes quantidades de ferritina para ligar ions de ferro livres para reduzir os danos.
A hemoglobina consiste em quatro subunidades, 2-a e 2-p3, e cada subunidade tem uma heme de
ferro. A heme ¢ uma componente importante da hemoglobina. E uma porfirina contendo ferro. A
estrutura sem ferro € a protoporfirina IX ou PpIX. Quando o ferro ¢ bivalente, a hemoglobina
pode liberar didxido de carbono e capturar atomos de oxigénio em células alveolares, e o ferro ¢
oxidado a trivalente. Quando a hemoglobina ¢ disponibilizada para outras células do corpo através
do sangue, ela pode liberar &tomos de oxigénio e capturar dioxido de carbono, e o ferro é reduzido
a bivalente. Acredita-se que a combinagdo de proteinas virais e porfirinas cause uma série de
reagdes patologicas humanas, alteracdo na produgdo de ALAe diminui¢cdo da hemoglobina. A
proposito, foi relatado um aumento da concentracdo de porfirina no soro de 134 pacientes com
COVID-19 na fase aguda da doenga.

Nossa hipdtese € que o SARS-Cov-2 dependa do ferro para se replicar dentro das células
hospedeiras vivas e que obtenha este ferro as custas da hemoglobina e da heme, que uma vez
interrompidas, liberam a PpIX. Isso nos faz pensar que a administracio de ALA/HALNPs

39



provavelmente induzird uma grande concentracdo de NPs nas proximidades dos virus. A
toxicidade das nanoparticulas e as terapias fototérmica, fonodindmica e sonodinamica poderiam
entdo ser exploradas como agentes de combate ao virus.

u) Estudos espectroscopicos de oleos vegetais

Em razao da alta sensibilidade da técnica de espectroscopia de fluorescéncia, a composi¢ado
quimica diferenciadas resulta em caracteristicas espectrais e de decaimento fluorescente distintas,
que possibilita a determinag@o de adulteragdo, mesmo pela adigdo de um o6leo com estrutura
quimica semelhante como foi o caso da presenca de 6leo de soja convencional em 6leo organico.
Os resultados de fluorescéncia do estado estacionario (FEE) indicaram que quanto maior a
presenga de 6leo convencional no éleo organico maior o valor da razdo de intensidades [530/1620,
obtida a partir do espectro de emissao das amostras excitadas em 500 nm. Foi possivel também se
obter curvas de calibra¢do que permitem a quantifica¢do de fracdes de 6leo convencional no 6leo
organico. Com relacdo as medidas de fluorescéncia resolvida no tempo (FRT), observamos varias
diferencas no tempo de vida médio dos 6leos convencionais e organicos que permitem a distingao
entre um e outro. Particularmente interessante € a excitagdo em 340 nm e emissdo em 460 que
mostra uma mudanga temporal de ~19 ns para 10 ns para o 6leo convencional e o organico,
respectivamente. Com relagdo a andlise do avango da oxidag@o lipidica de dleos de soja
convencionais € organicos expostos ao estresse térmico sob diferentes condi¢des, observou-se que
que apds os primeiros 30 minutos de aquecimento a altera¢do na intensidade de emissdo em ~435
nm ¢ mais acentuada, com razdo de 1,36 para o 6leo orgénico e 1,15 para o convencional. Apos
os 60 minutos de aquecimento parece haver uma estabilizagdo. Os resultados obtidos das analises
de FEE indicaram que embora os 6leos convencionais apresentem intensidades de emissdo
maiores, as alteragdes provocadas pelo aquecimento resultam em alteragdes semelhantes aos dos
6leos organicos. Em relacdo aos resultados obtidos para a FRT observou-se que o oleo
convencional, apds o aquecimento, apresentou redugdo do tempo de vida médio das amostras
excitadas em 340 nm, responsavel pela excitacdo de acidos graxos e produtos de oxidagdo. J& o
6leo organico ndo apresentou uma tendéncia de aumento ou de redug¢do do decaimento
fluorescente em razdo do aquecimento. Este resultado pode indicar que estes materiais podem
atingir estagios de oxidagédo distintos sob as mesmas condi¢des de aquecimento. Ainda a técnica
de FRT apresenta sensibilidade suficiente para indicar alteragdes em 6leos vegetais decorrentes
da oxida¢ao lipidica, mesmo em estagios iniciais. Isso pode ser observado devida a grande
alterag@o no sinal temporal observado nos resultados obtidos para excitagdo em 450 nm (emissao
700 nm) para os dleos convencionais e excitagdo em 340 nm (emissdo 530 nm ) para Oleos
organicos, apresentado na Figura ul.
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Figura ul: Tempo de vida médio dos 6leos de soja antes e apos aquecimento.

Os Drs. Nathan Bessa, Bruno Pontes e Paulo Maia, seu grupo e colaboradores, sdo os responsaveis
pelas pesquisas relatadas a seguir (v — w).

v) Propriedades viscoelasticas de eritrocitos humanos

Em colaboracdo com o Professor do INCT-FCx Ubirajara Agero Batista (UFMQ),
desenvolvemos uma metodologia para caracterizagdo das propriedades viscoelasticas de
eritrocitos humanos a partir da determinag¢do da forma das células por meio da microscopia de
desfocalizag¢@o e do uso de uma pinga dtica para aplicagdo de forgas e medida das deformagdes
produzidas. A metodologia foi aplicada na caracterizagdo de eritrocitos saudaveis e infectados
pelo parasita Plasmodium falciparum, causador da malaria.

A membrana de eritrocitos pode ser modelada com um material vitreo mole, apresentando uma
lei de poténcia para os mddulos elastico e viscoso em fung¢do da frequéncia do estimulo aplicado.
De acordo com esse modelo, quando aplicado a eritrocitos, o0 modulo elastico, G', € dado por:

’ _ w «
G'(w) = Gy + Gy (wo) , 1)
e 0 modulo viscoso, G"', por:

" (w) = Gy tan(8) (wi)“ v2)
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Nas Equagdes vl e v2, wg = 1rad/s é uma frequéncia de referéncia; G,, ¢ o mddulo de
cisalhamento independente da frequéncia; G, ¢ o médulo de cisalhamento para baixas frequéncias;
tan (&) corresponde a razdo entre as partes dependentes da frequéncia, do modulo viscoso e
mddulo elastico e a € o expoente que caracteriza a lei de poténcia de materiais vitreos moles. O
valor de « situa-se entre 0 e a unidade. Para @ = 1 o material tem comportamento de liquido, para
a = 0 o material tem comportamento de solido. Dizemos que o material tem comportamento tipo-
solido para 0 < a < 0,5 e tipo-liquido para 0,5 < a < 1. Eritrocitos sauddveis apresentam
comportamento tipo-liquido, com @ = 0.65 devido a necessidade desse tipo de célula se deslocar
por capilares de dimensdes menores que as suas. Células aderidas, como fibroblastos, apresentam
a = 0,2, indicando comportamento tipo-sélido.

A membrana de um eritrocito saudavel apresenta o0 modulo de elasticidade de um pléstico
muito macio e a viscosidade do mel. Na Figura vl sdo apresentadas imagens de células
deformadas e ndo deformadas e as respetivas reconstru¢des 3D, obtidas por meio da microscopia
de desfocalizagdo, para caraterizacdo da forma. Na Figura v2, os modulos elastico e viscoso de
células saudaveis sdo apresentados.

O 15“”
14.6 um %

c® |-

Figura v1: Imagens de eritrdcitos saudaveis e reconstru¢do 3D obtida utilizando microscopia de desfocalizacdo.
Célula ndo deformada em (a), (b) e (c). Célula deformada utilizando uma pinga 6tica em (d), (e) e (f).
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Figura v2: Mdédulos elastico e viscoso da membrana do eritrécito saudavel em funcéo da frequéncia do estimulo
mecénico aplicado ajustados com as Equagdes 1 € 2. G* = G' + iG".

Quando infectados pelo parasita da malaria a membrana do eritrocito enrijece € passa apresentar
um comportamento tipo-solido em comparacio a célula saudavel a medida que a fase da infeccéo
avanca. Na Figura v3 sdo apresentadas construgdes 3D da célula infectada nas fases anel (A, B e
C), trofozoito (D, E e F) e esquizonte (G, H e I), em ordem crescente de severidade da infecgao.
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Figura v3: Reconstrugdo 3D de eritrocitos humanos infectados pelo parasita Plasmodium falciparum. Fase anel (A,
B, ), fase trofozoito (D, E e F) e fase esquizonte (G, H e I). Barra de escala 3um.

Os parametros viscoelasticos obtidos para eritrécitos infectados pelo Plasmodium falciparum
usando o modelo de materiais vitreos moles estio resumidos na Tabela v1.

Tabela v1: ParAmetros viscoelasticos de eritrécitos humanos infectados pelo parasita Plasmodium falciparum.

Condicio G.(Pa) G,(Pa) a

Saudavel 49+ 5 5+1 0,65 £9,03
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Anel 60+ 3 13+1 0,52 + 0,02
Trofozoito 44 4+ 4 17 + 3 0,45 + 0,03
Esquizonte 58+ 8 33+3 0,39 + 0,02

Com o desenvolvimento da infec¢do os pardmetros viscoelasticos Gy € ¢ indicam o enrijecimento
da célula que passa a apresentar comportamento tipo-sélido, o que diminui a capacidade dela de

se deformar para realizar a fungdo de troca de gases no sistema circulatério.

w) Teoria ndo-paraxial da imagem de objetos esféricos no microscopio 6tico

Em um trabalho recente a teoria de espalhamento Mie e a propagagdo dos campos elétricos
de iluminagdo e espalhado foram utilizadas para descrever imagens de objetos esféricos num
microscopio otico convencional. Na Figura v4 o resultado encontrado para uma esfera de
poliestireno de raio a = (1,47 + 0.02)um ¢é apresentado. Por meio de um ajuste do contraste
observado na imagem com o contraste modelado, foram determinados o raio, o indice de refragao
e a posicao da esfera em relagdo ao plano focal da objetiva do microscopio. As medidas do raio
da esfera e de sua posi¢do em relagdo ao plano focal foram realizadas com incertezas de 10nm.
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Figura v4: Da esquerda para a direita sdo apresentadas imagens de uma esfera de poliestireno em contato com uma
interface agua-vidro a medida que a posi¢do focal do microscdpio € alterada, como ilustrado nos painéis de (a) a (c).
As imagens correspondentes, experimentais e simuladas, sdo apresentadas nos painéis (d)-(e)-(f) e (g)-(h)-(1),
respectivamente. Graficos dos contrastes teorico (linha) e experimental (circulos) em fungfo da distancia p, sdo
mostrados nos painéis de (j)-(k)-(1). A barra de escala ¢ a mesma em todas as imagens e é dada por 5um, como
indicado no painel (e).

A imagem da microesfera pode ser usada como um sensor de posi¢do, com sensibilidade
para medir deslocamentos axiais com precisdo da ordem de 10nm. Ha vérias possibilidades para
aplicacdo desse sensor de posicdo. A medida de efeitos de reverberagdo 6tica na interface vidro-
agua de um sistema de pingas 6ticas, envolvendo a medida da constante eléstica axial por meio de
flutuagdes brownianas ¢ um exemplo. A caracterizacdo de forgas coloidais (Casimir ¢ dupla
camada) na geometria plano-esfera através da medida da constante elastica axial de uma pinga
oOtica, uma vez caracterizados os efeitos oticos, ¢ outra possibilidade. A medida da carga elétrica
de particulas coloidais por meio da constru¢do de um capacitor com eletrodos transparentes
contendo amostras de esferas em agua, na geometria de placas planas, utilizando a microesfera
aprisionada na pinga dtica como sensor de forg¢a e de posi¢do, é outra op¢do interessante para
determinacdo direta da carga da particula coloidal. Outra aplica¢do vislumbrada ¢ a medida de
variacdes de relevo, de forma similar a um microscopio de forca atdmica, utilizando
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deslocamentos axiais na pinga oOtica. A determinagdo do raio de amarras de membrana (~50nm),
por exemplo, poderia ser feita sem a necessidade de microscopia eletronica, utilizando a propria
imagem da microesfera usada na pinga Otica para gerar a amarra e para medir o raio da mesma, o
que traria dinamicidade e economia de recursos na aplicagdo de pingas Oticas na caracterizagao
de propriedades fisicas de membranas celulares.

A Dra. Karin Riske e Katia Perez, seu grupo e colaboradores, sdo os responsaveis pelas pesquisas
descritas a seguir.

x) Interacdo dos peptideos antimicrobianos ocelatina com membranas modelo

A interagdo de ocelatina-Pep2-W2 com membranas biomiméticas (lipossomos) foi estudada
por DSC, ITC, fluorescéncia e espalhamento de luz. O peptideo ocelatina-Pep2-W?2 foi desenhado
com base na sequéncia primaria de ocelatina PT7, um peptideo antimicrobiano purificado a partir
da secrecdo da pele de um sapo (Leptodactylus pustulatus). O peptideo possui a sequéncia
primaria VWDIIKGAGKRLIA, massa molecular de 1.539,88 Da, carga +2 e hidrofobicidade de
57%. Além disso, ocelatina-Pep2-W2 apresentou atividade contra formas promastigotas de
Leishmania infantum, na concentragdo de 1,5 pg/mL (1 uM). O peptideo foi capaz de inibir o
crescimento dos parasitas em 59,31+4,62%, apos 48 h de incubagdo. Uma vez que o peptideo
apresentou uma promissora atividade leishmanicida faz-se necessario novos estudos que
permitam compreender com mais detalhes de que forma ocelatina-Pep2-W2 interage com
membranas lipidicas. Portanto, afim de estudar o modo de ag@o de ocelatina-Pep2-W2, algumas
técnicas biofisicas foram aplicadas, dentre elas estd a calorimetria diferencial de varredura
realizada no equipamento MicroCal VP-DSC. O equipamento é capaz de medir o calor especifico
associado as mudangas fisicas ou conformacionais de uma amostra, portanto, ele pode ser usado
para verificar se a intera¢do entre o peptideo ¢ membranas lipidicas provoca alteragdes nas
propriedades de transi¢do de fase dos lipossomas. O termograma obtido para membranas de
DPPG na auséncia e na presenga de ocelatina-Pep2-W2 estd esquematizado na figura x1. Na
auséncia do peptideo foi observado apenas um unico pico de calor com uma temperatura de
melting da transicdo de fase de 40,1°C e AH = 11,6 kcal/mol. A adicdo de ocelatina-Pep2-W2
provocou uma redugdo na altura dos picos e o deslocamento dos picos para a esquerda, conforme
verificado na figura x1, indicando que houve diminui¢do na quantidade de lipideos e redugdo da
fluidez da membrana, respectivamente. Esse efeito foi mais evidenciado especialmente nas razdes
molares [Lip/Pep] 30, 70, e 100. O peptideo ndo ocasionou alteragdes significativas no AH e na
temperatura de melting da transicdo de fase das membranas de DPPG.
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Figura x1: Termograma da calorimetria diferencial de varredura (DSC) de 1 mM de DPPG com ocelatina-Pep2-W2
nas razdes molares [Lip/Pep] de 0, 400, 200, 100, 70 e 30. A temperatura da cela variou de 20 a 60°C, com uma
velocidade de 20°C/h.

A transi¢do de fase das membranas de DPPC:DPPG na auséncia do peptideo ocorreu em uma
temperatura de melting de 41,1°C e com AH = 9,8 kcal/mol (figura x2). O aumento na
concentragdo de ocelatina-Pep2-W2 foi acompanhado por uma redu¢do na altura do pico de
transicdo de fase das membranas de DPPC:DPPG, esse efeito foi mais forte nas razdes molares
[Lip/Pep] 10 e 20. A redugdo na altura do pico de transi¢do dos lipideos das membranas na
presenca de ocelatina-Pep2-W2 ¢ um forte indicativo que o peptideo pode ter provocado uma
reducdo na quantidade de bicamadas disponiveis para transitar de fase, esse efeito pode ser
provocado pela agregagdo ou destrui¢do das membranas. O peptideo ndo ocasionou alteragdes
significativas no AH e na temperatura de melting da transi¢do de fase das membranas de
DPPC:DPPG.
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Figura x2: Termograma da calorimetria diferencial de varredura (DSC) de 1 mM de DPPC:DPPG (1:1) com
ocelatina-Pep2-W2 nas razdes molares [Lip/Pep] de 0, 400, 200, 100, 70, 30, 20 e 10. A temperatura da cela variou
de 20 a 60°C, com uma velocidade de 20°C/h.

O peptideo ocelatina-Pep2-W2 ndo provocou nenhuma alteracdo no termograma obtido para
membranas de DPPC (figura x3). Nao foi observada nenhuma alteragdo nos parametros
termodinadmicos (temperatura de melting de transicdo de fase e AH) assim como na altura e
disposi¢do dos picos de transicao de fase.

A técnica de fluorescéncia foi usada para medir a porcentagem de vazamento de uma sonda
fluorescente auto-suprimida induzida pela a¢do do peptideo. Os resultados obtidos para
lipossomos de POPC, POPC:POPG e POPG estao mostrados na Figura x3. O peptideo ndo € capaz
de permeabilizar membranas de POPC, e ¢ muito eficaz em permeabilizar membranas de POPG
e POPC:POPG, sendo que para a mistura ¢ necessaria uma maior concentragdo de peptideo.
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Figura x3: Porcentagem de vazamento induzido pelo peptideo ocelatina-Pep2-W2 em LUVs de POPC, POPG ¢
POPC:POPG em fun¢do da razdo molar lipidio/peptideo.

Em seguida, dados combinados de ITC, fluorescéncia do Triptofano e espalhamento de
luz foram feitos para LUVs de POPC, POPG e POPC:POPG. A interagdo do peptideo com POPC
foi praticamente nula, enquanto que mostrou se primariamente uma interagdo exotérmica com
membranas contendo POPG, acompanhada de inser¢do do triptofano na membrana. Uma
componente endotérmica foi observada ao final da titulagdo, principalmente refletindo aumento
de turbidez da amostra, provavelmente oriunda de processos de agregacdo induzidas pelo
peptideo. Os resultados conjuntos das trés técnicas estdo apresentados na Figura x4 para as
composi¢cdes POPC:POPG e POPG.
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Figura x4: Espalhamento de luz, ITC e blue shift da fluorescéncia do Triptofano obtidas ao longo da titulagdo do
peptideo ocelatina-Pep2-W2 com LUVs de POPG e POPC:POPG.

A seguir, os resultados obtidos pela equipe da Universidade Federa de Alagoas na investigagao
de temas correlatos ao Projeto INCT de Fluidos Complexos. O nucleo da UFAL € composto pelos
professores Italo Nunes de Oliveira, Marcelo Leite Lyra, Maria Socorro Seixas Pereira e Sérgio
Henrique Albuquerque Lira (y — aa).

y) Efeitos de campo elétrico sobre as transi¢des de fase de compostos que apresentam a fase
esmética-C

Foram estudadas as transi¢des de fase em sistemas liquido -cristalinos que apresentam a fase
esmética C (Sm-C). Este trabalho foi coordenado pelos professores Italo Nunes de Oliveira e
Maria Socorro Seixas Pereira da UFAL, sendo realizado em colaboragdo com o professor Luiz
Roberto Evangelista da UEM. Usando um modelo microscépico de campo médio, foram
analisados os efeitos de um campo elétrico externo sobre os parametros de ordem de uma amostra
liquido-cristalina, formada por moléculas calamiticas com um pequeno dipolo elétrico transversal.
Em particular, foram estudados os pardmetros de ordem orientacional da fase nematica, s, de
estratificagdo molecular em camadas da fase esmética, g, e de orientacdo biaxial da fase esmética-
C, n. Mais especificamente, foram usados os parametros tipicos do composto DOBHOP.

Na Fig. yl, mostramos a dependéncia térmica dos parametros de ordem s, ¢ e 71, para
diferentes valores do campo elétrico aplicado. Na auséncia do campo, vemos que os pardmetros
de ordem, o e n apresentam comportamento tipico de transicdo de fase esmética-C — esmética-A
de segunda ordem, com o e 71 indo d zero de forma continua quando a temperatura do sistema ¢
aumentada, como mostra a Fig. yl(a). A medida que a temperatura é aumentada, vemos que uma
sequéncia de transi¢des de fase de primeira ordem, esmética-A — nematica e nematica — isotrdpica,
com o e s indo a zero de forma descontinua nas respectivas transi¢gdes. Um cendrio distinto ¢
observado quando o campo elétrico ¢ aplicado na direcdo perpendicular ao plano das camadas.
Para campos baixos, vemos um pequeno aumento na temperatura de transi¢do esmética-C —
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esmética-A e uma redugdo da temperatura de transicdo nematica — isotropica, como mostra a Fig.
y1(b). Além disso, vemos que ha o surgimento de uma fase nematica residual, induzida pelo
campo, que substitui a fase isotropica. Esta fase nematica residual é caracterizada por um
parametro de ordem s < 0, indicando um alinhamento molecular perpendicular ao campo
aplicado. Este comportamento estd associado com a polarizabilidade negativa do composto
DOBHOP, usado como padrdo de comparag@o para teoria de campo médio molecular. A fase
nematica residual se torna mais evidente a medida que o campo externo é aumentado, como mostra
a Fig. yl(c). Vé-se ainda que o campo externo suprime as transi¢des esmética-A — nematica e
nematica — isotropica, dando origem a uma transi¢do esmética-A — nematica residual de primeira
ordem. Para campos muito fortes, observa-se apenas uma transicdo de fase esmética-C — nematica
residual de primeira ordem, como mostra a Fig. y1(d).
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Figura y1: Variagdo dos pardmetros de ordem s, de estratificagdo em camadas o, e biaxial 7 como fun¢éo da
temperatura reduzida, para diferentes valores do campo elétrico aplicado: (a) E = 0 kV/cm, (b) E =4 kV/cm, (¢)
E=12kV/cm, e (d) E =16 kV/cm. Aqui, foi analisado um sistema liquido cristalino com polarizabilidade elétrica
negativa.

Os resultados acima podem ser resumidos no diagrama de fases para a teoria de campo médio
molecular, usando o conjunto de parametros do composto DOBHOP como padrdo. Como ¢
possivel notar, o campo elétrico externo afeta drasticamente a sequéncia de fases originalmente
observadas para o modelo a campo nulo. Em particular, vemos que a temperatura de transi¢ao
esmética-C-esmética-A apresenta um comportamento ndo monotdnico quando o campo elétrico €
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aplicado. Embora a fase esmética-C seja favorecida para campos baixos, ha uma redugdo
significativa no intervalo de temperaturas em que esta fase esmética-C ¢ estavel (Fig. y2).
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Figura y2: Diagrama de fases da temperatura reduzida em fun¢do do campo elétrico aplicado, para compostos
anisotropia na polarizabilidade negativa. Para campos baixos é possivel notar uma transi¢do de fase esmética—C—
esmética—A de segunda ordem. A medida que o campo aplicado aumenta, a fase esmética—A & suprimida. Além
disso, introduzimos uma linha de transi¢fo entre as fases nematica convencional e nemadtica reorientada.

z) Sintese de pontos quanticos de carbono com alta eficiéncia para geragdo de oxigénio
reativo

A contaminacdo da agua com eluentes industriais contendo azocorantes tem sido uma
preocupacdo constante da comunidade cientifica, uma vez que estes compostos organicos
representam um risco a saide humana e animal por suas caracteristicas genotoxicas, mutagénicas
e carcinogénicas. Em particular, os azocorantes sdo amplamente utilizados como pigmentos em
diversas aplicagdes devido a sua grande estabilidade. Como consequéncia, varios esfor¢os tém
sido feitos para desenvolver estratégias que reduzam o impacto ambiental destes materiais, com
énfase no menor custo e no reaproveitamento dos materiais usados. Recentemente, varios
trabalhos tém mostrado que é possivel produzir nanomateriais por meio do processo de sintese
hidrotérmica usando biomassa como material precursor.

Em linhas gerais, pontos quanticos de carbono sdo nanoparticulas fluorescentes que exibem
um formato quase esférico, com um didmetro médio inferior a 10 nm. Do ponto de vista
morfoldgico, essas nanoparticulas possuem um nucleo grafitico, recoberto por uma casca amorfa.
A superficie dos pontos quanticos de carbono é constituida por grupos funcionais e fragmentos
moleculares remanescentes do precursor usado na sintese. A presenca de grupos carboxilicos e
aminas na superficie dos pontos quanticos de carbono faz com que eles apresentem uma excelente
solubilidade e baixa toxicidade. Além disso, estes nanomateriais tendem a exibir uma

51



fluorescéncia num amplo intervalo de comprimentos de onda, que pode se estender por todo
espectro visivel. Uma caracteristica marcante ¢ que estas nanoparticulas apresentam uma
fluorescéncia dependente. Uma vez caracterizadas as propriedades fotoluminescentes das
nanoparticulas, foi realizada a investigacdo da geragdo de oxigénio reativo por parte das
nanoparticulas sob fotoexcitagdo. Mais especificamente serd usado o composto 1,3-difenil-
isobenzofurano (DPBF) como sonda de oxigénio singleto. Este composto apresenta uma banda de
absorcdo caracteristica, centrada em 415 nm, que ¢ usada para identificar a decomposi¢do deste
composto ao reagir com o oxigénio singleto gerado por fotosensibilizadores. Um dos objetivos do
projeto foi exatamente identificar pontos quanticos de carbono capazes de gerar oxigénio singleto
de maneira eficiente, permitindo a utilizacdo destes nanomateriais como agentes antimicrobianos.
Para isso, foi realizada a sintese pontos quanticos de carbono. Nossos resultados mostram que os
pontos quanticos de carbono sintetizados a partir do vermelho de metila geram nanoparticulas
com a emissdo dependente da excitagdo. Além disso, medidas de excitacdo na regido do verde
revelaram uma emissdo na regido do vermelho, o que pode favorecer a aplicagdo destes materiais
em imageamento e tratamento de doengas (Fig. z1).
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Figura z1: (a) Diagrama de sinteses das nanoparticulas de carbono. (b) Caraterizagdo das nanoparticulas usando
vermelho de metila como precursor, (¢) Medida de degradagdo do DPBF. Aqui vemos uma redugéo sistematica
do pico do DPBF.

aa) Efeitos de curvatura e campo externo sobre a formagao de defeitos topoldgicos em cristais
liquidos confinados em cascas nanoscopicas

Outro problema investigado pelos docentes que compdem o nucleo de pesquisadores da
UFAL, diz respeito a formagao defeitos topoldgicos em cascas na fase nematicas. Neste trabalho,
estudamos a formagdo de defeitos topologicos em cascas nematicas do tipo haltere, usando
simulagdes de Dinamica Molecular. A geometria do haltere € caracterizada pela presenca de
regides com curvaturas positivas e negativas, correspondendo a regides esféricas conectadas por
um hiperboldide central. Considerando cascas nematicas com condi¢des de ancoragem planar
degeneradas, o numero de valéncia, a carga e as posi¢cdes dos defeitos topologicos foram
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investigados, analisando os efeitos associados a um campo elétrico externo. Para temperaturas
onde a fase nematica estd bem estabelecida, nossos resultados revelaram que as moléculas de
cristal liquido exibem um alinhamento azimutal na auséncia de um campo externo, com um par
de defeitos de +1/2 em cada polo esférico. Este comportamento contrasta com relatos anteriores
para cascas nematicas com forma anisotrdpica, tais como geometrias esferocilindricas e
elipsoidais prolatas, onde o alinhamento molecular € ao longo dos meridianos (Fig. aal).
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Figura aal: Projecdes dos planos XY and YZ para a configuragdo de equilibrio do alinhamento
molecular nas cascas nematicas em formato de haltere. Foram considerados diferentes valores para o
campo elétrico transversal aplicado: (painel esquerdo) AaE?/g;, = 0.0 e (painel direito)
AaE?/g, = 4.0. Os painéis centrais mostram a evolugio temporal da separagdo angular e da
velocidade angular dos defeitos quando o campo elétrico é aplicado (AaE? /g, = 4.0).

Quando um campo elétrico transversal € aplicado, verificamos que a configuragdo tipo
vortice € substituida por um alinhamento molecular ao longo da dire¢cdo do campo. Os defeitos
topolégicos +1/2 sdo empurrados para a borda entre as regides com curvaturas positivas e
negativas. A partir da evolucdo temporal da ordem orientacional, observou-se que a separagao
angular dos defeitos topoldgicos aumenta monotonicamente até atingir o valor estacionario, com
a velocidade angular e a separag@o angular assintdtica exibindo uma dependéncia pronunciada
com a intensidade do campo aplicado. O rearranjo dos defeitos obedece a uma dinadmica nao
linear, com uma escala de tempo caracteristica independente do campo, mas que delimita os
regimes de evolugdo de curto e longo tempo. No regime de campos transversais fortes, os defeitos
topoldgicos +1/2 tendem a evitar a regido com curvatura gaussiana negativa, se situando na linha
circular que delimita a regido com curvatura gaussiana positiva e negativa (Fig. aa2).
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Figura aa2: Proje¢des dos planos XY and YZ para a configuragdo de equilibrio do alinhamento
molecula nas cascas nematicas em formato de haltere. Foram considerados diferentes valores para o
campo elétrico longitudinal aplicado: (a) AaE?/g;,, = 0.0, (b) AaE?/g;, = 0.5, (c) AaE?/
giso = 1.0, (d) AaE?/g;, = 2.0, (e) AaE? /e, = 4.0, ¢ () AaE?/g;, = 8.0. Os painéis
inferiores mostram o grafico de densidade do angulo relativo médio entre o vetor diretor local e os
meridianos.

Com relacdo aos efeitos associados a um campo externo longitudinal, nossas simulagdes
mostraram que linhas de declinagdo e alguns pares de defeitos 1/2 podem surgir nas regides com
curvatura positiva, pois as moléculas de cristal liquido na regido hiperbdlica sao reorientadas pelo
campo externo. Considerando o estado atual dos experimentos, esperamos que o presente trabalho
estimule esforgos futuros no controle de centros de valéncia em conchas nematicas anisotrdpicas
usando um campo externo. Embora a realizacdo de conchas tipo haltere seja uma tarefa
desafiadora, o encapsulamento de nanoparticulas de haltere em goticulas nematicas pode ser um
procedimento viavel para investigar conchas de cristal liquido com curvatura negativa.

A seguir, os resultados obtidos pelos doutores Paulo Ricardo Garcia Fernandes, Breno Ferraz de
Oliveira e Hatsumi Mukai, seus colaboradores e equipe.

bb) Indugdo de birrefringéncia por luz pulsada na fase isotropica da mistura KL-DeOH-4gua
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Foi estudada a ordem induzida ocorre em amostras com concentragdes molares C = Deop Stre

2.61 e 2.63 quando estabilizadas em temperaturas entre 36.0°C e 48.0°C.

As frequéncias de ressonancia foram obtidas por meio da Transformada Discreta de
Fourier (TDF) aplicada a média aritmética simples de 10 medidas independentes da Transmitancia
Otica, (T0O), da amostra em funcdo da temperatura. As medidas foram realizadas entre 24°C e
35°C. A Figura bbl (a) ilustra o comportamento da (TO) em fungdo da temperatura. A Figura
bbl(b) corresponde a TDF da amostra isotropica com 26,61m% de KL; 6,76m% de DeOH e
66,63m% de dgua em fungdo da temperatura. Observamos um pico de |F(w)| em torno de 28 Hz
independentemente da temperatura. A origem dessa frequéncia detectada por meio da TDF esta
sendo associada as frequéncias de ressondncia de Schumann na regido de Maringa.

TRANSMITANCIA OPTICA x TEMPERATURA

(a) (b)

Figura bbl: (a) valor médio da transmitincia dptica <OT> em fung¢io da temperatura T (°C) da amostra com
26,61m% de KL; 6,76m% de DeOH; 66,63m% de agua; (b) Transformada Discreta de Fourier (TDF) da <OT> em
fungio da temperatura T'(°C) e frequéncia f(Hz).

Os pesquisadores envolvidos nestas pesquisas sdo os doutores Rozane F. Truchiello e Sergio L
Gomez, suas equipes e colaboradores (cc — ee).

cc) Estudo da refragdo Optica nonlinear de nanoparticulas de ouro recobertas com PVP por
meio da automodulagdo espacial de fase

Nesse estudo nanoparticulas de ouro sintetizadas pelo método de Turkevich foram recobertas
com PVP e a resposta Optica ndo-linear de origem térmica foi estudada por meio da técnica
denominada automodulagdo espacial de fase. A técnica permite obter o modulo do denominado
indice de refragdo ndo-linear n de uma forma simples e direta. Os resultados mostram boa
concordancia dos valores com os obtidos por meio da técnica denominada Z-scan. Também foi
vista uma correlag@o entre o valor de n2 e a concentragdo de nanoparticulas (Fig. ccl).
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Figura ccl: Esqerda - Arranjo experimental da automodulagdo espacial de fase. Centro: imagens dos
anéis observados para diferentes poténcias incidentes. Direita: nimero de anéis em fung¢do da poténcia
para diferentes concentragdes.

dd) Sintese de nanoparticulas metéalicas (Au e Ag) por meio da luz de LEDs na regido do
visivel e do uv

Nesta linha de pesquisa avaliamos a sintese de nanoparticulas de ouro e prata mediante a
utilizacdo da luz de lampadas LEDs com comprimentos de onda no visivel (azul, verde e
vermelho) e no uv, todas com poténcias de S0W. A fotoredugdo € conhecida, mas pode ser
efetuada num numero muito grande de condigdes, sendo que nio todas foram exploradas. No
nosso caso utilizamos um sistema de baixo custo, utilizando LEDs comerciais, citrato com redutor
e polivinil pirrolidona (PVP) como estabilizante. A avaliagdo ¢ em relagdo ao tamanho e formato
das nanoparticulas e a estabilidade do coloide. No caso das nanoparticulas de ouro, a luz visivel ¢
efetiva na fotoredugdo dos ions de ouro, embora a efetividade diminua em fungdo do aumento do
comprimento de onda. Os resultados mostram que as espécies reativas necessarias sao produzidas
na interacdo do citrato com os fotons. Com relagdo a prata, a luz visivel se mostra menos efetivas.
Em relagdo a estabilidade, as solugdes permaneceram estaveis, sem a formagdo de depdsitos
visiveis nem de pequenos agregados, como evidenciado pela técnica de espectroscopia uv-vis, por
Varios meses.

ee) Estudo por meio da constringencia da transi¢ao de fase brine-halite num eletrdlito formado
por sal ¢ dgua

O indice de refragdo de uma solug@o pode ser usado para determinar sua composi¢@o. No caso
de uma solucdo aquosa de sal, sua composi¢do pode ser ajustada para coincidir com o indice
reativo de instrumentos Opticos. Neste trabalho, ¢ apresentado um estudo do indice de refracdo e
o poder dispersivo de uma solu¢do aquosa de NaCl em uma ampla faixa de concentragdo e
temperatura, obtendo-se o nimero de Abbe ou constringéncia da amostra que ¢ uma medida
aproximada de sua dispersdo cromatica. O indice de refragdo mostra uma dependéncia linear tanto
da concentragdo quanto da temperatura nas faixas medidas. Também, a constringéncia exibe um
comportamento distinto na regido proxima a transi¢do de fase entre uma salmoura pura e a fase
contendo salmourathalita. A variagdo deste pardmetro como uma fun¢do de concentragdo
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apresentou um carater bimodal classificado como exponencial e linear. A parte exponencial, em
baixas concentragdes, permaneceu constante com a variacdo. concentracdo e temperatura, embora
a parte linear, em altas concentragcdes, aumenta a taxa de variacdo em fun¢do da temperatura.
Simulagdo de dindmica molecular 35 °C indicam a existéncia de formacdo de halita abaixo da
saturacdo conhecida curva. A medida da constringéncia por refratometria mostrou-se sensivel a
alteragdes na nucleagao e crescimento de cristais de NaCl em salmoura. As simulagdes concordam
com as medi¢des experimentais indicam o crescimento do cristal na regido insaturada (Fig. eel).
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Figura eel: Esquerda: A metade superior Representagdo do digrama de fase representa a estrutura do eletrdlito,

onde a linha vermelha representa a separagdo de fase suposta até agora. A metade inferior mostra a constringéncia

em termos da composi¢do. Direita: Constringéncia em termos da composi¢do e temperatura

Tamperratis ["C)

umhar

O Dr. Jean-Jacques Bonvent, sua equipe e colaboradores sdo os responsaveis por estas pesquisas
(ff - gg).

ff) Sinteses por rota sonoquimica de magnetita ¢ ferritas de manganés para hipertermia

Foram propostas sinteses por rota sonoquimica de nanoparticulas magnéticas, visando uma

otimizagdo da perda especifica de poténcia (SLP), para aplicagdes em hipertermia. A varredura
dos parametros da sintese sonoquimica, como a concentragdo de base e de sal, permitiu a obtengao
de nucleos magnéticos com diferentes perfis morfoldgicos e um controle maior da dispersdo de
tamanho com a diminui¢do da concentragdo do precursor. Além do mais, os nucleos magnéticos
podem ser modificados pela adi¢do de manganés na rede cristalina (formacdo de ferrita de
manganés) o que reforca seu potencial de uso na area de hipertermia.
A figura ff1 mostra imagens de TEM das quatro amostras sintetizadas, por método sonoquimico,
variando a concentracdo do precursor FeSO4. Observa-se que o tamanho das nanoparticulas
diminui com a diminui¢do da concentragdo do precursor, passando de 58 + 8 nm, com 43,1 mM
(M1) para 20 + 3 nm, com 5 mM (M4).
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Figura ff1: Imagens por TEM de nanoparticulas de magnetita pelo método sonoquimico: para M1 (43,1 mM), M2
(21,7 mM), ¢) M3 (10 mM) e d) M4 (5 mM) de FeSO4.

A amostra M4 foi escolhida para avaliar o efeito da alteracdo da sintese pela adi¢do do precursor

MnSOq. A figura ff2 mostra a morfologia das nanoparticulas por TEM, com diferentes proporgdes

de FeSO4/MnSO4 (porcentagem da concentragdo total de 5 mM). O menor tamanho de NPs foi

obtida para a amostra FMn3 (FeSO4/mnso4 2:1), 10 £+ 4 nm.
-
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Figura ff2: Micrografia por TEM (escala da barra medida em cada imagem: 50 nm) de MnxFes-
x0Oy4 sintetizadas em diferentes proporc¢des de sais a base de ferro e manganés. Em A) FMnl (x=
0,3), B) FMn2 (x=0,7) eem C) FMn3 (x=1). Em D), E) e F) mostram a distribui¢ao de tamanhos
de cada amostra.
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Na figura ff3 sdo apresentadas curvas de histerese magnética das nanoparticulas
magnéticas, com a dopagem de manganés na rede. A inser¢@o do Mn diminui a magnetizagio de
saturagdo, passando de 69 emu/g (na auséncia de Mn) para 62 emu/g para as amostras FMn2 e
FMn3. O campo coercitivo (Hc) das ferritas também diminui com a adi¢do de manganés na rede.
Hc passa de 91 Oe no caso de FMnl para 51 Oe para FMn3. Esta diminui¢do do valor de Hc é
consistente com a tendéncia de presenca de monodominio nas nanoparticulas de ferritas de
manganés, consideradas superparamagnéticas, com campo coercitivo nulo.

A variagdo da perda especifica de poténcia (SLP) das NPs magnéticas em funcdo da
inser¢do de Mn na rede cristalina, ¢ mostrada na figura ff3C. O maior valor (451+13 W/g) ¢
obtido para amostra FMn3, com maior dopagem de Mn, que corresponde quase o dobro em
comparacio com a magnetita pura.

75+ .
| KA
60 Fial C) Iﬁl
= 4534 — FMn2 4
gw Fiin3 400
2 4512 o
2o 2
a ﬁ_ 1
E-15 = 200-
= -30 w0
el 100
-60 i |
7l . L ; 4 e )
10000 5000 0 5000 10000

M4  FMnl  FMn2  FMn3

Figura ff3: A) MxH das nanoparticulas sintetizadas pelo método sonoquimico, (B) variagdo do campo coercitivo
(Hc); C) SLP das nanoparticulas magnéticas em fun¢do da adi¢do de ions Mn.

Campo Maanético (Oe)

gg) Nucleos magnéticos recobertos por silica mesoporosa via sinteses sonoquimica e agitagao
mecanica. Abordagens estratégicas para aplicacdo como carreadores de drogas e drug
target delivery

Trata-se de um sistema de liberacdo core@shell magnético a base de NPs magnéticas e silica
mesoporosa (MNP@mSi0,), acionado por pH, obtido por uma sintese rapida assistida por
ultrassom. A caracterizagdo realizada mostra nicleos magnéticos de FeooMng.104 (38 = 6 nm),
com valores de energia de perda especifica adequados para hipertermia (463 W/g), recobertas por
uma camada de silica mesoporosa (10 = 2 nm) com grande area de superficie (269 m2 g-1)
funcionalizada com grupos hidroxilicos (-OH). Os sistemas MNP@mSiO; carregados com a
doxorrubicina (DOX) permitem que a liberagao seja chaveada em ambientes com pH acidos. A
cinética de libera¢do do farmaco em pH 5.5, 6.6 ¢ 7.4 foi determinada mediante o modelo de
gompertz, onde a unica variavel fortemente dependente do pH ¢ a porcentagem de DOX liberada.
A porcentagem de DOX liberada foi ~20% em pH 6,6 ou 7,4, enquanto até 80 wt% ¢ liberado em
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pH 5.5. Os ensaios biologicos destacam o efeito hemolitico ndo significativo e
citocompatibilidade do sistema nanoestruturado MNP@mSiO2, apontando o uso potencial deste
sistema como um sistema de entrega de drogas guiado por campo magnético com liberagdo
controlada por pH. A figura ggl mostra um esquema da estratégia adotada para obten¢do do
sistema.

Micelle removal Drug loading APTES grafting

MNP@EmSIO, MNP@mSIO,-DOX pH triggered DDS

Figura ggl: Estratégia sintética para a fabricagdo de DDS.

Usando métodos de sonoquimica, as nanoparticulas magnéticas (MNP) obtidas foram, em
seguida, revestidas com silica (MNP@SiO2) e micelas cationicas. A remog¢ao das micelas foi
assistida por ultrassom a fim de obter uma camada de silica mesoporosa (MNP@mSi02), que
foi carregada com o farmaco doxorrubicina (DX); a superficie das NPs foi entdo funcionalizada
com APTES, a fim de permitir o chaveamento da liberagdo pelo pH do meio (Fig. gg2, gg3, gg4,

ggs).

-

Figura gg2: Imagens de TEM mostrando a morfologia dos nucleos magnéticos e o recobrimento pela silica
mesoporosa (MNP@mSiO2).
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Figura gg3: Curvas de histerese M vs H dos nmicleos magnéticos (MNP) e das nanoparticulas revestidas de silica
(MNP@mSi02). Visdo ampliada das regides de campo. Curvas de ZFC/FC para as NPs MNP@mSiO2.
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Figura gg5: Curvas de liberagcdo da DOX cumulativa das NPs MNP@mSiO 2-DOX em pH 7.4, 6,6 € 5,5. As linhas
pontilhadas correspondem aos melhores ajustes obtidos usando o modelo Gompertz.

100
80
I "
£ 40
@ Lysed RBC
é‘zu
E ? i [
- S I
5 B S
3 . Hypotonic RBC
2
1
ol : ;
10 56 160 200 400 Triton

[CDS] {(ppm)
Figura gg6: Analise dos efeitos hemoliticos de diferentes concentragdes de MNP@mSiO2 nanoparticulas incubadas
com glébulos vermelhos por 3h.

Danos ndo significativos aos globulos vermelhos foram evidenciados até a concentragdo
de 100 ppm. Possivelmente, em concentragdes relativamente altas, a deposi¢do de agregados na
superficie da RBC pode causar danos a membrana e liberagdo adicional de hemoglobina
citoplasmatica.
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Figura gg7: Avaliagdo bioldgica. a) determinagdo de células HeLa vivas, apoptdticas e necroticas expostas as

nanoparticulas. b) Viabilidade das células Telo-RF e HeLa em contato com MNP@mSiO2 ¢ MNP@mSiO2-DOX a
100 ppm por 24 h.

A porcentagem de células apoptoticas aumenta para MNP@mSiO2-DOX em comparagdo
com MNP@mSi0O2, confirmando assim Dano do DOX através de um processo apoptotico. Assim,
o farmaco DOX carregado nas nanoparticulas pode ter a sua liberagdo estimulada pela acidose
tumoral. O sistema hibrido nanoestruturado desenvolvido pode ser potencialmente conduzido
através de um sitio especifico a ser tratado, pela aplicagdo de um campo magnético, a fim de obter
uma liberag@o acionada do farmaco pelo pH acido, como nos tecidos tumorais, minimizando os
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efeitos colaterais indesejados em torno de tecidos saudaveis. Além disso, o processo pode ser
conduzido pela exposi¢do dos locais tumorais a temperaturas mais altas do que a temperatura
corporal normal através de hipertermia magnética, auxiliando assim a morte celular danificada

por apoptose (Figs. ggb, gg7).

Os Drs. Rafael Zola, Luiz Roberto Evangelista, colaboradores e equipes, sdo os responsaveis por
estes resultados.

hh) Caracterizagdo e modelagem de fluidos complexos

Nesta fase do projeto, prosseguimos com o estudo de fluidos complexos limitados, incluindo
o efeito de geometrias distintas, interagdo com superficies limitantes, fendmenos difusivos e
caracterizagdes em geral. Demos continuidades aos estudos computacionais da formagdo de
padrdes em cristais liquidos nematicos e nematicos quirais em geometrias esféricas, focando em
“quenches” térmicos e “coarsening” de defeitos, além do estudo de defeitos estaveis. Com o
método de Monte-Carlo, demonstramos a possibilidade de estabilizacdo de defeitos e as rotas de
“coarsening” para diversas configuragdes diferentes (planar e homeotropica), (figura hhl-a).
Também demos continuidade a formulagdo de um cddigo aberto capaz de simular cristais liquidos
em varias geometrias, que fosse versatil com relagdo ao uso de parametros, condigdes iniciais,
integradores e geracdo de resultados. Marlics foi escrito em C++ na formulagdo de Landau—de
Gennes e conta com varias ferramentas para uso na simulacio de displays e outras geometrias de
interesse, além de integradores com dindmica temporal ou para busca de estados estaveis. A figura
hh1-b mostra dois exemplos de nemadticos quirais em configuragdes diferentes (planar e
homeotrépica) de alta quiralidade, encontradas pelo ‘software’ Marlics. Ainda relacionado a
cristais liquidos, estudamos a estabilidade de defeitos em “slabs” nematicos com ancoramento
planar periddico, ou seja, onde o eixo-facil azimutal oscila periodicamente nas superficies. Em
um artigo experimental, foi constatado que, nessa configurag¢@o, linhas de defeito sdo
estabilizadas, mas a estrutura e o0 mecanismo de organizagdo molecular ndo foram elucidados.
Agora, por simulagdes computacionais no grupo, conseguimos estudar as configuragdes de
equilibrio e determinar os periodos, espessuras e “pretilts” responsaveis pela estrutura de defeitos
estabilizados. Demos sequéncias também aos estudos aplicando técnicas de “Machine Learning”
para identificagdo de texturas experimentais de cristais liquidos. Utilizando uma nova técnica de
entropia de permutagdo e redes ordinais, combinada ao aprendizado de maquina, estudamos varias
amostras nematicas, nematicas quirais e esmeéticas, bem como suas transi¢oes de fase. Mostramos
que a técnica consegue identificar transi¢des de primeira e segunda ordem, determinar a
temperatura de uma dada amostra apenas com a imagem, e o passo de uma amostra colestérica
através da imagem, facilitando consideravelmente a analise, visto que a determinagdo do passo
em geral envolve técnicas experimentais relativamente complicadas.
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Figur hh1: a) Quench térmico de duas gotas nematicas quirais, mostrando o complicado arranjo de defeitos
estabilizados. Na imagem superior, uma gota com ancoramento homeotrdpico, enquanto que na inferior, uma gota
planar. b) Imagens produzidas pelo software Marlics para gota planar (esquerda) e homeotrépica (direita) com alta

quiralidade.

Estudamos um sistema heterogéneo em contato com uma superficie que adsorve/dessorve
particulas do meio. Mostramos que tanto os pardmetros de superficie como os da morfologia do
meio alteram como a difusdo ocorre, o que ¢ importante especialmente para processos de
separagdo. Em um trabalho subsequente, resolvemos analiticamente as equagdes fundamentais e
confrontamos os resultados com simulagdes computacionais relevantes para a descri¢do da
dindmica difusiva de um sistema em 3D em contato com superficies que podem adsorver as
particulas e, a0 mesmo tempo, que permitem que ocorra a difusdo superficial dessas mesmas
particulas. Essa categoria de modelo ¢ mais fidedigna para o uso em situagdes experimentais do
que a dos tradicionais modelos 1D. Mostramos o comportamento difusivo andmalo que ocorre
tanto na difusdo de volume quanto na difusdo superficial e mostramos situagdes relacionadas a
catalise heterogénea em que o modelo pode ser aplicado. Por fim, modelamos uma célula
eletrolitica na abordagem PNP andmala com aproximag¢do Gouy-Chapman para o eletrodo e
confrontamos com resultados experimentais de uma solugdo aquosa de KCL. Nossos resultados
mostram que o espectro de impedancia calculado se ajusta melhor aos dados experimentais do
que o de circuitos analogos ou o PNP convencional, o que ¢ consequéncia dos efeitos de difusao
andmala presentes no sistema. O modelo também proporcionou a investigagdo de outros cenarios
que vao além dos investigados experimentalmente. Em todos esses cenarios, a difusdo andmala
mostrou-se importante para uma descricdo mais completa do comportamento dos sistemas,
sobretudo no intervalo de baixa frequéncia, no qual o papel dos ions ¢, usualmente, de extrema
importancia.
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O Dr. Hubert Stassen, equipe e colaboradores sdo os responsaveis pelos resultados a seguir (ii —
).

11) Mordenitas funcionalizadas para a captura e estocagem de gases

Utilizando célculos DFT/ONION desenhou-se varias mordenitas funcionalizadas com
cations imidazoélicos, conseguiu-se mostrar que a energia de adsor¢do dos gases CO2 e H)S
tornam-se experimentalmente interessantes para substituigdes aminas e hidroxilas,
respetivamente, nos cations. Figura iil.

ccs ccsu " Chiral Recognition
Highly reactive bond

o

FE High energy structure ||

R
(A .

]
fco e wim o

4.1 kcal mol!

e, _EDIRE

AH" =)
Desorption

G

CO-nan state [-15.8 kcal maol™)

&,/
\ I o
[15.8 kesl mol) i o @
.+§"i

N
Low energy struciure | %‘&

|[2-AEMIm] k0 |
(a)

Figura iil: Mordenitas funcionalizadas.
jj) Desenho computacional de Ligantes para o Ru(II)

Em uma colaboracdo experimental/computacional com membros do INCT Catalise,
desenhou-se varios ligantes bivalentes envolvendo cations imidazolicos para reagdes cataliticas
envolvendo o Ru(Il). Desenvolveu-se calculos quanticos dos ligantes com o objetivo de obter a
distribuigao eletronica, a geometria otimizada, e a localizag¢do de orbitais moleculares de fronteira.

Figura jj1: Ru(Il)
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kk) Comportamento associativo de cations imidazélicos em agua

Os 1-alquil-3-metil-imidazois representam cations amfifilicos com grupos alquilas
prolongados. Com o objetivo de auxiliar nos mecanismos antifungicido e antimicrobiano desses
cations, iniciou-se investigacdes visando o seu comportamento auto-associativo em agua.
Corroborou-se que o cation 1-butil-3-metil-imidazole apresenta solvatagdo nesse solvente. No
outro lado, cations 1-hexadecil-3-metil-imidazole formam agregados em agua. Detalhes desses
estudos, bem como cétions contendo grupos alquilas octil e dodecanil, estdo em fase avaliagdo.

Utiliza-se a metodologia da simulacdo por dindmica molecular com campo de forca
desenvolvido por nosso grupo de pesquisa.

1) Polipetideos e proteinas em liquidos i0nicos

Visando aplicagdes em farmacia e biocatalise, comegou-se estudos computacionais via
simulagdo por dinamica molecular de véarias proteinas em liquidos i6nicos: i) A melitina ¢ um
polipetideo com 26 aminoacidos em forma alfa-helical apresentando propriedades anto-
microbianas. Utiliza-se misturas de diversas concentragdes do liquido idnico acetato do 1-butil-3-
metil-imidazole em &gua para investigar o efeito do liquido i6nico na estruturas secundaria da
melitina. Resultados preliminares demonstram que a melitina ndo apresenta modificagdes
estruturais na presenca do liquido idnico. ii) O prion é uma proteinca responsavel por varias
doengas, tais como vaca louca e Jakob-Kreutzfeld, através de uma conversao estrutural. Estudou-
se essa proteina em misturas do acetato de 1-butil-3-metil-imidazole com agua em diversas
concentra¢des. Nao se observou a conversdo estrutural em estudos preliminares. iii) A lipase
CALB esta sendo utilizada em biocatalise, particularmente na producdo de bio-diesel. Observou-
se experimentalmente uma atividade excelente dessa lipase em temperaturas elevadas e ambientes
contendo liquidos 16nicos hidrofébicos. Iniciou-se estudos de simulagdo da CALB em liquidos
10nicos ‘apolares’ sob temperaturas elevadas para entender detalhes da estabilidade dessa lipase
nessas condi¢des extremas.

O Dr. Mério Tamashiro, equipe e colaboradores sdo os responsaveis pelos resultados a seguir.
mm) Transi¢des de fase em monocamadas fosfolipidicas

O modelo DLG (Doniach lattice gas) representa um modelo estatistico simplificado para
descrever transicdes de fase em monocamadas fosfolipidicas e em filmes de Langmuir de sistemas
modelo constituidos de um tnico tipo de molécula anfifilica. No relatério anterior haviamos
apresentado resultados do modelo DLG na aproximagao de campo médio obtidos. Em comparagao
ao diagrama k x | (associados a parametros do hamiltoniano do modelo DLG) de
estados/topologias do modelo apresentado no periodo anterior, tivemos de introduzir mais duas
sub-regides na Figura mml, (c1) e (alcl). Além disso, obtivemos a real fronteira entre as regides
(€0)-(c0) e (f1)-(d1), pois haviamos apresentado apenas a linha tracejada aproximada, obtida
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através de modelos de Ising em limites assintoticos. A fronteira (f1)-(f1f0) foi também obtida
nesse periodo. Todos esses resultados numéricos dependeram crucialmente de célculos analiticos
trabalhosos, mas que ndo iremos apresentar aqui por serem extremamente técnicos e complexos.
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Figura mm1: Reconfiguragio do diagrama k x 1 de topologias dos diagramas de fase do modelo DLG na
aproximagio de campo médio para os pardmetros h=0 e w=4x10*. As varias figuras representam ampliacdes
sucessivas do diagrama global k x 1, no qual se nota que as regides sombreadas, associadas a essas topologias
inéditas dos diagramas de fases, ocupam uma area relativamente pequena do espago de pardmetros. As linhas
tracejadas sdo obtidas a partir de modelos de Ising assintdticos e as linhas solidas, bem como as fronteiras das
regides sombreadas, representam as reais fronteiras de cada sub-regido. O simbolo (H) indica os parametros

associados ao ajuste tedrico de dados experimentais do DMPC para a pressdo lateral de coexisténcia.

Em comparagdo com os diagramas de fases tipicos apresentados no relatorio anterior, que
continham também os limites de estabilidade (linhas espinodais) das fases termodindmicas,
decidimos simplifica-los apresentando apenas as transi¢des de fase termodindmicas (Figura
mm?2). As linhas tracejadas representam linhas de transi¢des descontinuas (de primeira ordem)
entre as fases liquido-expandido (LE), liquido-condensado (LC) e gas (G), além de duas fases
liquido-expandido distintas (LE1 e LE2), para alguns casos. As linhas continuas representam
linhas de transi¢cdes continuas (de segunda ordem) entre a fase alternada (Stg: staggered) e as
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outras fases. Para o diagrama tipico da regido (b1), denotamos a fase liquida apenas por (L), tendo
em vista a inexisténcia de distingdo entre as possiveis fases LE (a altas temperaturas) e LC (a
baixas temperaturas).
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Figura mm2: Diagramas de fases tipicos para as topologias inéditas, no plano temperatura adimensional 7 x
potencial quimico adimensional g, previstos pelo modelo DLG na aproximago de campo médio para os parametros
h=0 e w=4x10*. Os pontos especiais dos diagramas de fases sdo representados por simbolos s6lidos: ponto critico
(1), ponto triplo (s), ponto critico terminal (1), ponto tricritico ([).

Para encontrar as linhas adicionais na Figura mm1 que ndo haviam sido ainda obtidas
foram necessarios calculos analiticos ndo-triviais, em particular:
(1) A linha solida, fronteira entre as regides (€0)-(c0) e (f1)-(d1), tornou necessaria a obten¢ao da
condi¢do em que os dois pontos criticos terminais ([)), associados a transi¢ao Stg-LC, colapsam
em um unico ponto, deixando a fase Stg de existir apo6s ultrapassada essa condi¢do — na verdade,
a fase Stg se torna entdo metaestavel, localizada abaixo da linha de transi¢do LE-LC no diagrama
IX W,
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(2) A linha so6lida, fronteira entre as regides (f1)-(f110), tornou necessaria a obten¢do da condig¢ao
do ponto tricritico ([]) envolvendo a fase alternada Stg.

Investigamos o modelo DLG na aproximagdo de pares na estrutura hierdrquica chamada
cacto de Husimi (Figura mm3), cuja geometria subjacente ¢ mais proxima a rede triangular
associada a ordem da fase LC observada experimentalmente a baixas temperaturas. No entanto,
ndo obtivemos ainda resultados a serem divulgados. Mantemos também colaboragdo com a prof.
Vera Bohomoletz Henriques, que tem investigado o modelo DLG através de técnicas exatas em
uma dimensao, buscando possiveis reminiscéncias das transi¢des de fase que podem ocorrer em
dimensdes superiores.

Cacto de Husimi. Rede triangular.

Figura mm3: Cacto de Husimi e rede triangular, ambos de coordenag@o local z=6. As redes podem ser subdivididas
em trés sub-redes interpenetrantes, representadas pelos sitios em cores distintas (vermelho, verde e azul).

Sumario dos resultados obtidos

a) No ultimo ano foram consolidadas estas interagdes, permitindo avangos no conhecimento
das modificagdes da qualidade das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) decorrentes do
tratamento do infarto agudo do miocardio. O infarto agudo do miocérdio € a principal
causa de morte em nosso pais e apresenta alta taxa de re-hospitalizagdes, principalmente
no primeiro ano. Esta recorréncia nos eventos coronarios se deve a instabilidade de placas
ateromatosas em decorréncia de colonizagdo por linfocitos que sdo mobilizados por varias
semanas apos o evento agudo. Reduzir o colesterol auxilia na menor recorréncia destes
eventos, mas em nosso INCT-FCx investigamos se a escolha do hipolipemiante de mesma
poténcia redutora do LDL-colesterol influencia o padrdo de subfragdes de lipoproteinas.
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b)

d)

Por meio de interface entre o projeto infarto agudo do miocéardio da Escola Paulista de
Medicina e a Faculdade de Satide Publica, pudemos examinar as subfra¢des e descrever
as diferencas entre os hipolipemiantes. A seguir, por interface entre a area Biologica e
Quimica examinamos por lipidomica as diferengas entre os tratamentos hipolipemiantes
em centenas de lipidios. De forma interessante, importantes diferengas em lisofosfatidil
colinas, fosfatidil colinas, triacilglicerois e particularmante entre ceramidas foram
identificadas. As ceramidas sdo lipidios presentes nas LDLs e tem sido relacionadas como
preditoras de morte cardiovascular e diabetes melito.

Outro grande avango contou com a interface da Fisica com a area Bioldgica, mostrando
que a escolha do antiplaquetario influencia a qualidade das LDLs, avaliadas por diversas
metodologias (SAXS, DLS, Z-Scan, espectroscopia, além de eletroforese).

Finalmente, em outra interface com a area Bioldgica com a imunologia e Fisica, pudemos
descrever a associagdo entre a aterosclerose em pacientes com Hipercolesterolemia
Familiar, inflamagdo, oxidacdo de LDL, descrevendo papel de interleucinas, subtipos de
linfécitos e anticorpos com a gravidade da aterosclerose. Com estes estudos mostramos
que a escolha do tratamento do infarto agudo do miocardio influencia a qualidade das
LDLs e estas informagdes originais, poderdo contribuir para menor taxa de complicagdes
das placas aterosclerdticas. Hoje tem sido proposto o acompanhamento da evolugdo da
aterosclerose por métodos de imagem como a angiotomografia, préxima etapa que
pretendemos examinar na avaliagdo da efetividade terapéutica de pacientes de alto risco
cardiovascular.

Propusemos um novo nanocomposito feito de nanoparticulas de oxido de ferro
superparamagnéticas (SPIONs) dispersas em uma matriz de vidro bioativo derivado de
sol-gel, que ndo necessita de nenhum tratamento térmico para cristalizagdo das fases
magnéticas. A bioatividade e as caracteriza¢des in vitro mostram que tais nanocompositos
apresentam propriedades formadoras de apatita semelhantes ao vidro original altamente
bioativo, além de serem osteoindutivos. Esta metodologia ¢ uma nova alternativa para
produzir materiais bioativos magnéticos para os quais as propriedades magnéticas
dependem apenas da qualidade das SPIONs utilizadas na sintese. Com isso, esses
nanocompositos podem ser reconhecidos como uma nova classe de materiais bioativos
para aplicagdes no tratamento de cancer Osseo por hipertermia, além de evidenciar
interagdes intermagnéticas de nanoparticulas dentro do nanocompdsito.

A viabilidade de células-tronco mesenquimais (MSC) foi demonstrada usando um ensaio
de brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazélio (MTT) e imagem
bioluminescente (BLI) apds transducdo lentiviral e marcagdo de nanoparticulas
magnéticas. A terapia local de MSC combinada com atividade fisica resultou em melhores
resultados no alivio da disfun¢do motora, principalmente durante o periodo agudo. Quando
se trata de neurorreabilitacdo, essa terapia alternativa pode ser adequada
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g)

h)

)

k)

D

Foi desenvolvido o programa SuAVE (Surface Assessment Via grid Evaluation), que ¢
escrito em Fortran 90, que faculta a analise de propriedades geométricas de superficies e
interfaces quimicas, considerando a morfologia estrutural destes sistemas.

Realizamos ensaios de microneutralizag@o utilizando os virus Zika, e dois sorotipos do
virus Dengue (DENV-2 e DENV2). Os resultados mostraram que a proteina, denominada
de ZVPA3, é capaz de neutralizar a infeccdo dos virus Zika e Dengue in vitro com ECs 50
em unidades de uM.

Mostramos que, em pacientes com doenga arterial periférica aterosclerdtica, a
transferéncia de colesterol para a fracdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) esta
diminuida, o que pode ter importantes implicagdes na fisiopatologia da doenga e,
eventualmente, criar um novo alvo terapéutico, ja que as HDL tém provavel agdo anti-
aterosclerdtica.

Foram estudadas as propriedades estruturais e magnéticas de nanoparticulas de 6xido de
ferro obtidas pela coprecipitacdo de ions de ferro na presenga de diferentes quantidades de
acido citrico. O acido citrico atua como agente de recobrimento e proporciona controle do
tamanho das particulas a serem obtidas.

Produgao de nanofolhas de nitreto de carbono. Os resultados toxicoldgicos mostraram que
os nanomateriais, puros e decorados, ndo apresentaram efeitos toxicoldgicos agudos em
peixe-zebra nas concentragdes recomendadas pela OCDE 236.

Estudo da frutose e risco cardiovascular em grupo de cultura germanica: Frutose dietética
ndo se correlacionou com a frutose plasmatica (p=0,556). A frutose plasmatica elevada se
associou com um perfil lipidico mais aterogénico e com alteracdes hepatica, que podem
favorecer do desenvolvimento de doenga hepatica gordurosa ndo alcdolica. Esse perfil foi
parcialmente explicado pelo maior perfil de excesso de peso observado no grupo
Germanico.

Mostramos que a reorganizacdo induzida por OxLDL do complexo
membrana/citoesqueleto em macréfagos pode ser atribuida a desorganizacio de balsas de
membrana ricas em colesterol. Demostramos ainda que esse efeito se deve a insercdo de
oxiesterdis na membrana, que leva a mudangas na organizacdo lipidica e ruptura da
estrutura da membrana, semelhante ao efeito da deple¢do do colesterol por MbCD. Esses
resultados indicam que a oxLDL pode induzir alteragdes fisicas no complexo
membrana/citoesqueleto dos macrofagos, levando a alteragdes biomecanicas significativas
que comprometem o comportamento celular. Essas alteragdes, por sua vez, tém
implicagdes importantes no desenvolvimento da aterosclerose, pois contribuem para a
fixagdo dos macréfagos na parede do vaso, potencializando o processo inflamatério para
o desenvolvimento da placa de ateroma.
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m) Analisamos as propriedades fisico-quimicas e estruturais importantes para o

p)

Q)

desenvolvimento de novos farmacos de interesse clinico (agentes antimicrobianos,
antitumorais, antinflamatorios e/ou antivirais), tais como indice de estabilidade, propensao
a formacgdo de agregados, toxicidade, antigenicidade e capacidade de permeabilizag¢do
celular, capacidade de penetracdo celular e de atravessar a barreira hematoencefalica.
Chegamos a resultados inéditos que nos apontaram anéalogos (A-D; E-J) de PLA2-1 e Bo-
Metl que, em teoria, devem apresentar baixas citoxicidade e tendéncia de agregacdo em
solugdo. Alguns deles exibem alto potencial antitumoral, antiinflamatério e antiviral,
porém baixo potencial para atravessar a barreira hematoencefalica (BBB).

Observou-se que o d0leo convencional, apds o aquecimento, apresentou redug@o do tempo
de vida médio das amostras excitadas em 340 nm, responsavel pela excitagdo de acidos
graxos e produtos de oxidacdo. J& o dleo orgdnico ndo apresentou uma tendéncia de
aumento ou de reducdo do decaimento fluorescente em razdo do aquecimento. Este
resultado pode indicar que estes materiais podem atingir estagios de oxidacao distintos sob
as mesmas condi¢des de aquecimento. Ainda a técnica de FRT apresenta sensibilidade
suficiente para indicar alteracdes em Oleos vegetais decorrentes da oxidagdo lipidica,
mesmo em estagios iniciais. Isso pode ser observado devida a grande alteragdo no sinal
temporal observado nos resultados obtidos para excita¢cdo em 450 nm (emissdo 700 nm)
para os Oleos convencionais e excitacdio em 340 nm (emissdo 530 nm ) para Oleos
organicos.

Quando infectados pelo parasita da malaria a membrana do eritrocito enrijece € passa
apresentar um comportamento tipo-solido em comparagao a célula saudavel a medida que
a fase da infeccdo avanca. Com o desenvolvimento da infec¢do os parametros
viscoelasticos G, e a indicam o enrijecimento da célula que passa a apresentar
comportamento tipo-solido, o que diminui a capacidade dela de se deformar para realizar
a funcdo de troca de gases no sistema circulatdrio.

A determinagdo do raio de amarras de membrana (~50nm), por exemplo, pode ser feita
sem a necessidade de microscopia eletronica, utilizando a propria imagem da microesfera
usada na pinga Otica para gerar a amarra ¢ para medir o raio da mesma, o que traria
dinamicidade e economia de recursos na aplica¢do de pingas dticas na caracteriza¢do de
propriedades fisicas de membranas celulares.

A interacdo do peptideo com POPC foi praticamente nula, enquanto que mostrou se
primariamente uma interacdo exotérmica com membranas contendo POPG, acompanhada
de insercdo do triptofano na membrana. Uma componente endotérmica foi observada ao
final da titulacdo, principalmente refletindo aumento de turbidez da amostra,
provavelmente oriunda de processos de agregacdo induzidas pelo peptideo.

No diagrama de fases para a teoria de campo médio molecular, usando o conjunto de
pardmetros do composto DOBHOP como padrdo, é possivel notar, o campo elétrico
externo afeta drasticamente a sequéncia de fases originalmente observadas para o modelo
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t)

a campo nulo. Em particular, vemos que a temperatura de transi¢ao esmética-C-esmética-
A apresenta um comportamento ndo monoténico quando o campo elétrico ¢ aplicado.
Embora a fase esmética-C seja favorecida para campos baixos, ha uma redugdo
significativa no intervalo de temperaturas em que esta fase esmética-C ¢ estavel.

Foram propostas sinteses por rota sonoquimica de nanoparticulas magnéticas, visando
uma otimiza¢ao da perda especifica de poténcia (SLP), para aplica¢des em hipertermia. A
varredura dos pardmetros da sintese sonoquimica, como a concentracdo de base e de sal,
permitiu a obten¢do de nucleos magnéticos com diferentes perfis morfologicos e um
controle maior da dispersdo de tamanho com a diminui¢do da concentragdo do precursor.
Além do mais, os nucleos magnéticos podem ser modificados pela adi¢gdo de manganés na
rede cristalina (formagdo de ferrita de manganés) o que reforga seu potencial de uso na
area de hipertermia.

Usando métodos de sonoquimica, as nanoparticulas magnéticas (MNP) obtidas foram, em
seguida, revestidas com silica (MNP@Si02) e micelas cationicas. A remog¢ao das micelas
foi assistida por ultrassom a fim de obter uma camada de silica  mesoporosa
(MNP@mSi02), que foi carregada com o farmaco doxorrubicina (DX); a superficie das
NPs foi entdo funcionalizada com APTES, a fim de permitir o chaveamento da liberagao
pelo pH do meio.

Demonstramos a possibilidade de estabilizac¢do de defeitos e as rotas de “coarsening” para
diversas configurag¢des diferentes (planar e homeotropica).

Utilizando célculos DFT/ONION desenhou-se vérias mordenitas funcionalizadas com
cations imidazolicos, conseguiu-se mostrar que a energia de adsor¢ao dos gases COz e HaS
tornam-se experimentalmente interessantes para substituicdes aminas e hidroxilas,
respetivamente, nos cations.

Sumario das atividades para o proximo periodo

a)

b)

d)

Objetivamos o estudo da qualidade das LDLs em estudos in vitro, com plasma oriundo de
pacientes normolipidémicos, em contato com drogas antiplaquetatias, tica e clop.

Estudo da qualidade das LDLs de pacientes infectados pelo SARS-Cov-2 durante a
infecgdo e apos a cura, para verificar eventuais sequelas.

Fazer o estudo relatado em b) para pacientes infectados, identificando a cepa do virus.

Sintetizar novos fluidos magnéticos com geometria de particulas diversas para aplicacdes
tanto na Fisica dos cristais liquidos como biomédicas.
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e)
f)

g)

h)

)

Investigar o fator de forma de micelas liotrdpicas em contato com dopantes quirais.
Investigar os cristais liquidos cromonicos nematicos e dopados com agentes quirais.

Sintese e caracteriza¢do de nanoadsorventes magnéticos a base de nanoparticulas core-
shell bimagnéticas do tipo CoFe.Os@gamma-Fe;O3 funcionalizadas com L-lisina e
CTAB, além de nano-hibridos de nitreto de carbono com gamma-Fe;Os; Estudos de
adsor¢do de Mo, e Cd, e residuos farmacéuticos e de fotodegradagdo de corantes
empregando nanoadsorventes magnéticos elaborados (influéncia do pH, tempo de contato,
concentragdo de poluente e tamanho médio dos nanoadsorventes); Estudo da dependéncia
do potencial zeta com a temperatura de fluidos magnéticos do tipo EDL estabilizados em
meio basico; Dispersdo das nanoparticulas magnéticas em diferentes liquidos ionicos
variando diversos parametros fisico-quimicos (concentracdo, tamanho médio das
nanoparticulas, natureza dos contra-ions, for¢a ionica, propor¢ao liquido idnico/agua, etc.)
e seu estudo coloidal por meio de técnicas de espalhamento (DLS e SAXS).

Pretendemos iniciar um programa de analise de modelos estatisticos minimos, de carater
nematico, com a inclusdo de interagdes quirais inspiradas pelo mecanismo de
Dzyaloshinskii-Moriya. Embora haja diversos estudos no contexto fenomenologico,
inclusive utilizando teorias elésticas, ainda se torna necessaria uma investigagdo de
modelos nematicos com interagdes quirais, fazendo contato com o comportamento
colestérico num grande numero de sistemas da fisica da matéria mole; Dando
prosseguimento a seu trabalho de doutoramento, William Carreras est4 ainda investigando
os diagramas de fase de misturas de elementos nematdgenos e dipolares, bem como
participando de uma colaborag@o com o Grupo de Fluidos Complexos do IFUSP, visando
a modelar o espalhamento de raios-x a baixos dngulos por cristais liquidos nematicos.

Pretendemos aplicar a metodologia da imagem de microesferas como sensor de posi¢ao
para caracterizacdo do raio de amarras celulares, além das medidas de constante eléstica
axial de uma pinga otica e dos efeitos de reverberagdo Otica na interface vidro-dgua e as
interagdes entre particulas coloidais esféricas e a interface; Pretendemos dar continuidade
na caracterizacdo das propriedades mecanicas de eritrdcitos obtidos de pacientes com
anemia falciforme e também de animais que foram submetidos a diferentes dietas baseadas
em acidos graxos, avaliando a influéncia dos acidos graxos na flexibilidade da membrana
eritrocitaria.

Para o préximo periodo em relacgio as células tronco mesenquimais (de medula dssea e de
medula dssea de portador de leucemia mieloide aguda), espera-se a aprofundar as vias de
sinaliza¢do de morte celular que os oxisterdis causam tanto nas CTMs com em linhagens
tumorais, com énfase na autofagia; No estudo do metabolismo lipidico pré e pos-
tratamento em pacientes com linfoma ndo-Hodgking, nos pacientes com imunodeficiéncia
tanto primaria e adquirida (AIDS); No estudo do efeito do oxisterol 7-cetocolesterol como
agente de inducdo osteogénica no reparo dsseo de defeito critico em calota.
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k) Pretendemos dar continuidade de estudo de materiais teranosticos com o desenvolvimento

D

de novos materiais, ¢ o caso de nanoparticulas (ouro, prata, ouro-ferro, ouro-prata, ferro-
prata) de hexa aminolevulinato (HAL) também um promotor de protoporfirina [X (cerca
de 4 vezes mais que o ALA), para aplicagdes terandsticas do cancer e da aterosclerose;
Implementa¢do da organ-a-chip e toxicidade utilizando a micorfluidica mediante a
tecnologia de soft litografia; Andamento dos projetos para terapia utilizando estimulagao
magnética trascraneada para para tratamento de depressdo, enxaqueca e¢ doenca de
Alzheimer utilizando recursos nanobiotecnoligcos; Implementagdo do laboratdrio
comportamental no modelo animal direcionado a doengas degenerativas, Continuar
desenvolvendo projetos com empresas na area de inovagdo para desenvolvimentos no
novos produtos; Abordagens de terapia celular para acidente vascular cerebral focal e
global utilizando terapias combinadas como exercicios e terapia celular; Estudo da
angiogénese e barrera hematoencefalica nos estudos neuro-oncoldgicos; Avaliacdo dos
processos inflamatorios/infeciosos utilizando recursos de imagem molecular e
nanobiotecnologicos.

Estudos com dispositivos de microfluidica para avaliagdo de alteragdes biomecancios
celulares no desenvolvimento da placa aterosclerotica: Uma vez finalizado o modelo
numérico de design do dispositivo, passaremos a etapa de impressdo, utilizando também
a introdu¢do de nanofibras de acetato de celulose, a qual fard a interface entre células
endoteliais ¢ a matriz de colageno na reconstrugdo do vaso sanguineo, dentro do
dispositivo de microfluidica. Uma vez impresso, sera realizada a mensurag@o do fluxo e
forcas de cisalhamento em colabora¢do com pesquisadores do Instituto Rene Rachou
(Ficoruz — MQG), utilizando a metodologia de Micro Particle Imaging Velocimetry (uPIV
ou microPIV). Tao logo a simulagdo seja validada, iniciaremos o plaqueamento das células
endoteliais e matriz para a reconstru¢do de vaso no dispositivo de microfluidica. Ensaios
de andlises por microscopia Otica e eletronica serdo realizados para verificagdo da
arquitetura da parede do “vaso”. Parceria com Dr. Lionel Gamarra (Instituto Albert
Einstein) e Professor Estevam Lascasas (Escola de engenharia UFMG); Caracterizagao
morfoldgica e de cortes de musculo, a partir de empilhamento de culturas 3D de células
musculares em nanofibras de acetato de celulose: Em uma perspectiva biomimética, os
tecidos musculares fabricados por engenharia de tecidos devem exibir propriedades
estruturais do tipo nativo e, especificamente, conter miofibras densamente compactadas
entremeadas por camada de gordura. Assim, pretendemos otimizar a producdo das
nanofibras contendo 6leo de canola e caracterizar melhor as culturas 3D de midcitos nessas
nanofibras. Paralelo ao estudo de viabilidade e crescimento dessas células no substrato em
questdo, pretendemos caracterizar essas células quanto a sua diferenciacdo morfologica e
molecular, concentrando na caraterizacdo da mifibrilas intracelulares e tipo de miosinas
expressas, no intuito de otimizar o processo de produgdo da carne dando textura mais
proxima ao real. Parceria com a Dra. Aline Bruno Silva (Departamento Engenharia de
Materiais — CEFET/MG).

m) Interagdo de antraquinonas com modelos de membranas bioldgicas; Estudo da interagdo

de diferentes antibidticos da familia das levofloxaxinas com modelos de membranas
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p)

q)

t)

celulares; Fluoroquinolonas definem uma familia de antibidticos sintéticos amplamente
utilizados na clinica humana e veterinaria; Caracterizagdo estrutural de vesiculas
cationicas contendo glicolipidios.

Sera dada continuidade aos projetos: “O efeito do oxisterol 7-cetocolesterol (7-kc) como
agente de indug@o osteogénica no reparo 6sseo de defeito critico em calota craniana de
ratos” em parceria com a Dra Debora Levi, e também projeto de Fibrina rica em plaquetas
injetaveis (i-prf) como sistema de liberacdo de antimicrobianos na doenga periodontal,
com a profa Maria Teresa Machini. Sera iniciado o projeto “Efeitos de Bifidobacterium
animalis subsp. lactis HNO19 vivo e inativado na periodontite experimental em ratos” e o
projeto de doutorado direto da “Avaliacdo do efeito do laser de baixa poténcia no processo
de remodelagdo dssea na movimentagdo dentaria induzida durante a ativagao e reativacao
da forga ortodontica. Estudo em rato.

Serdo avaliados pardmetros genéticos associados ao perfil cardiometabdlico e de
ancestralidade (GWAS) que permitam cruzar determinantes ambientais com
caracteristicas genéticas que possam melhor explicar o risco cardiometabdlico observado
por meio de caracteristicas fenotipicas associadas a cultura germanica.

Na area tedrica de cristais liquidos: 1) Estudo da dindmica e dos estados de equilibrio em
cristais liquidos confinados em diferentes geometrias como esférica e em micro-canais; ii)
estudar fases nematicas moduladas via simula¢des computacionais; iii) o uso de técnicas
matematicas para tratar problemas de contorno em sistemas confinados, incluindo a
obten¢do de propriedades dielétricas em eletrélitos e espectroscopia de impedancia e os
efeitos de superficie e difusivos em meios confinados.

Pretendemos continuar os estudos clinicos testando o sistema de nanoparticulas lipidicas
veiculando quimioterapicos, voltado para o tratamento do infarto agudo de miocardio e
doenca arterial coronaria cronica.

Pretendemos iniciar estudos clinicos como o sistema de nanoparticulas lipidicas
veiculando o quimioterapico metotrexato para o tratamento de pacientes com osteoartrose.

Pretendemos continuar as investigacdes sobre as transferéncias de colesterol para a HDL,
focada agora em habitos como a pratica do exercicio fisico versus sedentarismo, fumantes
versus ndo-fumantes ou apos o abandono do fumo. Além disso, pretendemos estudar o
fenomeno das transferéncias de colesterol em pacientes com hipercolesterolemia familiar.

Desenvolvemos uma vacina de DNA contra o virus Zika, a qual se mostrou capaz de
elicitar respostas celular e humoral in vitro, e que atualmente encontra-se em fase de testes
in vivo. A avaliag¢do da vacina, bem como do potencial terapéutico de ZVPA3 em ensaios
com modelo murino, constitui uma das atividades para o proximo periodo.
Adicionalmente, também realizamos o desenvolvimento computacional de moléculas
potencialmente capazes de neutralizar o virus SARS-CoV-2 in vitro. Ensaios de
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termoforese em microescala demonstraram que essas proteinas se ligam tanto a proteina S
da linhagem de referéncia (L-strain) do SARS-CoV-2, bem como a VPLs (do inglés virus-
like particles). Neste proximo periodo, realizaremos os ensaios experimentais de
microneutralizagdo utilizando pseudo/lentivirus contendo as diferentes proteinas S das
variantes de preocupagdo do virus descritas até¢ o momento.

u) Realiza¢do de medidas de SLS e de DLS polarizado em amostras de ccfDNA de amostras
de pacientes oncoldgicos, doadores (sem histérico de cancer) e de diferentes linhagens de
células tumorais.

v) Para o proximo ano, a nossa expectativa ¢ implementar funcionalidades no programa
SuAVE para o célculo de propriedades mecanicas em matéria macia. Para isto, além da
implementacdo de novos métodos e algoritmos no cddigo, serd necessario validar esta
implementacdo através de experimentos com sistemas modelos. A nossa escolha ¢ usar
modelos de membranas bacterianas pois possuimos varias simulagdes que podem ser
utilizadas para as analises.

Mudancas nos objetivos propostos

Nao houve mudangas significativas, apenas pequenas adequagdes como, por exemplo, um
dos focos agora passou a ser as sequelas causadas pela infec¢@o pelo SARS-Cov-2. Como parte
dos esfor¢os de combate a pandemia, o nosso grupo integrou a Rede de Vigilancia Gendmica
Fiocruz (http://www.genomahcov.fiocruz.br/), onde realizou uma série de estudos envolvendo
estrutura-atividade para elucidar os mecanismos de evasdo do sistema imune por parte das
variantes de preocupacdo do virus SARS-CoV-2, os quais se encontram fora do escopo dos
objetivos para o periodo, conforme anteriormente proposto.

Prof. Dr. Antonio Martins Figueiredo Neto.

Sao Paulo, junho de 2022.
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