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RESUMO

As plantas medicinais representam uma opcdo terapéutica de grande importdncia para a
manutencdo das condicdes de saude das pessoas, especialmente pela descoberta de novos
compostos bioativos, pesquisas cientificas e divulgacdo de propriedades terapéuticas de
determinadas plantas medicinais que contribuem fortemente para validar, ou ndo, o uso popular
destas plantas. Gestantes e lactantes constituem um grupo populacional que culturalmente
recorre ao uso de plantas medicinais, no entanto as informacdes sobre a seguranca de utilizacdo
destes produtos durante a gravidez sGo escassas. A familia Myrtaceae, uma das mais importantes
da flora brasileira, possui representantes de grande interesse medicinal. Estudos cientificos tém
demonstrado que espécies da familia Myrtaceae apresentam propriedades anti-hipertensivas,
anti-inlamatdrias, analgésicas, antimicrobianas e antioxidantes, podendo ser utilizadas em
gestantes ou ndo. No presente estudo, buscou-se analisar o extrato hidroalcodlico de Eugenia
catharinensis em embrides de galinha (Gallus domesticus) para a avaliacdo dos pardmetros
bioguimicos relacionados ao estresse oxidativo e defesas antioxidantes do tecido nervoso.
Para esta andlise foi utilizado o extrato hidroalcodlico de E. catharinensis nas doses (150ug
e 450ug) e verificado as dosagens biogquimicas da enzima Glutationa peroxidase (GSH-PX),
superoxido dismutase (SOD), o teor de Sulfidrilas e a peroxidacdo lipidica através do TBARS
do encéfalo de embrides de galinha. Diante dos resultados obtidos, ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas entre as doses administradas nos embrides em E?. Frente
aos dados apresentados, pode-se sugerir que o extrato hidroalcodlico de E. cataharinensis ndo
apresenta toxicidade sobre o desenvolvimento embriondrio do SNC de aves.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Tecido nervoso. Extrato. Myrtaceae. Desenvolvimento.

Medicinal plants represent a therapeutic option of great importance for the maintenance of
people’s health conditions, especially due to the discovery of new bioactive compounds, scientific

Publ. UEPG Ci. Biol. Saude, Ponta Grossa, v.27, n.2, p. 71-82, jul./dez., 2021 71
Disponivel em: http://www.revistas2.uepg.br/index.php/biologica



Sheila Wayszceyk, et al.

research and the dissemination of therapeutic properties of certain medicinal plants strongly
conftribute to validating or not the popular use of these plants. Pregnant and lactating women
constitute a population group that culturally resorts to the use of medicinal plants. However,
information on the safety of using these products during pregnancy is scarce. The Myrtaceae
family, one of the most important in the Brazilian flora, has representatives of great medicinal
interest. Scientific studies have shown that species of the Myrtaceae family have anti-hypertensive,
anti-inflammatory, analgesic, antimicrobial and antioxidant properties, and can be used in
pregnant women or not. In the present study, we sought to analyze the hydroalcoholic extract
of Eugenia catharinensis in chicken embryos (Gallus domesticus) for the evaluation of biochemical
parameters related to oxidative stress and antioxidant defenses in nervous tissue. For this analysis,
the hydroalcoholic extract of E. catharinensis was used in doses (150ug and 450ug) and the
biochemical dosages of the enzyme Glutathione peroxidase (GSH-PX), superoxide dismutase
(SOD), the content of Sulfidrilas and the lipid peroxidation were verified through TBARS from the
brain of chicken embryos. Given the results obtained, no statistically significant differences were
observed between the doses administered to embryos in E9. Based on the data presented, it
can be suggested that the hydroalcoholic exiract of E. cataharinensis does not present toxicity
on the embryonic development of the CNS of birds.

Oxidative stress. Nervous tissue. Extract. Myrtaceae. Development.

INTRODUGAO

As plantas sdo capazes de produzir uma grande quantidade de substancias quimicas, apresentan-
do diversas atividades biologicas, sejam elas relacionadas ao seu proprio mecanismo de defesa contra
predadores ou no tratamento e prevencao de inimeras doencas como inflamacoes, dores 6sseas,
resfriados, dentre outras (MARTINS; GARLET, 2016; KAUTZKY-WILLER et al., 2019). O uso alternativo
de plantas ainda é pratica recorrente da populagao, seja por questodes culturais de que sua origem
vegetal os isenta de efeitos toxicos, ou pela facilidade de acesso a estes recursos em detrimento de
servicos de satde (CLARKE; RATES; BRIDI, 2007; BRASILEIRO et al., 2008).

O uso de extratos vegetais € utilizado por grande parte da populacao, incluindo as gestantes,
uma vez que esse conceito representa a isencao desses produtos de apresentarem riscos a satde de
quem os consome (PEREIRA et al., 2007; FRANCA et al., 2008; FIRMO et al., 2011; BADINELLI, 2014).
As alteracoes fisiologicas e desconfortos que ocorrem durante a gestacao sao fatores que levam a
mulher a utilizar produtos naturais com finalidade preventiva ou terapéutica (PEREIRA et al., 2007;
FRANCA et al., 2008; FIRMO et al., 2011; BADINELLI, 2014).

Os casos clinicos mais recorrentes durante a gestagao para a busca da fitoterapia sao: enjoos,
ansiedade, insonia, constipacao intestinal, gripes e até mesmo infeccoes no trato genital (CLARKE;
RATES; BRIDI, 2007). Embora ja se tenha evidéncias cientificas que algumas espécies apresentam baixa
toxicidade quando consumidas em doses recomendadas durante a gesta¢ao, como, por exemplo, o
gengibre (Zingiber officinalis) e o cha verde (Cammelia sinnensis), outras possuem alto risco de into-
xicagao materna e /ou fetal, como € o caso da camomila (Matricaria recutita), hibiscus (rosa-sinensis),
hortela (Mentha piperita L.) e erva doce (Pimpinella anisium) (CHUANG et al., 2007; HOLST et al,,
2009; OZGOLI; GOLI; SIMBAR, 2009).
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A utilizacao de chas, garrafadas ou extratos brutos utilizados durante a gestacao tem suas res-
tricoes, uma vez que devido a variabilidade individual algumas gestantes podem ser mais sensiveis a
menores concentracgoes, ou seja, o grau de toxicidade depende da dosagem e da fisiologia do orga-
nismo (VASCONCELOS; VIEIRA; VIEIRA, 2009). O uso de plantas na medicina popular contribui para
o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas, uma vez que seus compostos quimicos podem
atuar de forma direta ou indireta no organismo, inibindo ou ativando importantes vias metabolicas
(FIRMO et al., 2011). Essa caracteristica despertou um crescente interesse pelo uso de extratos vegetais
nos cuidados primarios a satide, além de um forte aliado a medicina popular. Entretanto, é de suma
importancia a caracterizacao fitoquimica desses vegetais, bem como a verificagao dos seus efeitos
no organismo, garantindo, deste modo, a seguranca do uso (FIRMO et al., 2011).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade do extrato hidroalcodlico de Eugenia
catharinensis em embrides de galinha (Gallus domesticus) através dos perfis bioquimicos relacionados
ao estresse oxidativo e defesas antioxidantes do tecido nervoso.

MATERIAIS E METODOS

PREPARACAO DO EXTRATO

Folhas de Eugenia catharinensis foram coletados em Blumenau, Santa Catarina, Brasil (26°90’63S,
49°08’01W), em outubro de 2016. O espécime foi identificado pelo Dr. André Luis de Gasper. Uma
amostra de voucher desta planta foi depositada no Herbario Dr. Roberto Miguel Klein (FURB, http: //
furb.jbrj.gov.br) sob registro niumero 14995. As folhas coletadas foram secas em temperatura ambiente e
moagem em moinho de faca. A amostra foi macerada em alcool etilico 70% para a obtencao do extrato
bruto. O processo de maceragao foi realizado por trés dias e posteriormente filtrado. Os extratos
resultantes das duas maceragoes foram reunidos e concentrados com um evaporador rotativo sob
pressao baixa até a secagem completa.

MODELO BIOLOGICO E TRATAMENTO

Foram utilizados 60 ovos fertilizados de Gallus domesticus, seguindo-se o protocolo de ex-
perimentacgdo animal, aprovado pelo Comité de Etica Comité de Pesquisa Animal da Universidade
Regional de Blumenau, Blumenau, Brasil, sob o protocolo nimero 014 /2019.

O tratamento in ovo foi realizado no dia embrionario (E3- 21HH) e em ambiente asséptico,
onde se abriu um orificio na casca do ovo para visualizagao do embriao. Os ovos embrionados foram
divididos em grupos e, com o auxilio de uma pipeta eletronica, foram tratados com doses do extrato
hidroalcoolico de E. catharinensis (150pug e 450ug) e com 50ug de salina (controle).

Apos o tratamento, a abertura foi fechada com filme PVC transparente atoxico e o ovo retornou
para a incubadora, onde foi mantido até completar 9 dias (E9 - 32HH) de incubacao. O desenvolvi-
mento foi monitorado através da abertura na casca, e as caracteristicas externas foram avaliadas de
acordo com o descrito por Hamburger e Hamilton (1951), cada dia embrionario (DE) correspondendo
a 24 h de desenvolvimento.
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Apos esse periodo os embrides foram anestesiados e seus encéfalos foram retirados e disse-
cados, removendo as meninges e mantidos no gelo. Posteriormente os encéfalos foram macerados
em tampao fosfato e conduzidos para os ensaios bioquimicos.

ANALISES BIOQUIMICAS DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para analise bioquimica do estresse oxidativo das amostras de encéfalo de embrides de galinha,
foram realizados o teste em substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBA-RS), total de sulfidrilas,
ensaio de glutationa peroxidase (GSH-Px), ensaio de superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT).

O teste TBA-RS determina os niveis de substancias reativas ao acido tiobarbittrico que avalia
lipoperoxidacao ou danos aos lipidios e foi determinado de acordo com o método descrito por Ohkawa
et al. (1979). O teor total de sulfidrilas avalia os danos as proteinas, e a concentragao total do grupo
tiol foi determinada pelo método de Aksenov e Markesbery (2001).

A glutationa peroxidase é responsavel pela decomposigao de hidroperoxido e peroxido de
hidrogénio, sendo medida nas amostras através do método de Wendel (1981) com o tert-butil-hidro-
perdxido como substrato.

Para verificar se houve impedimento do acamulo de peroxido de hidrogénio, foi utilizado o
teste de dosagem de catalase. Para isso, utilizou-se a metodologia de Aebi (1984) usando um espec-
trofotometro Shimadzu de UV-visivel.

O ensaio de superoxido dismutase (SOD) foi usado para avaliar a atividade da proteina em auto
oxidar o piragol, que € um substrato para SOD, processo este altamente dependente de superoxido
(02-) (MARKLUND, 1985).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados referentes as analises bioquimicas foram expressos em média e erro padrao para
cada grupo e analisados no programa estatistico Statistica® versao 6.0 para Windows. Para verificar
a existéncia de diferencas significativas entre os grupos, foi utilizado o teste de analise de variancia
(ANOVA), p < 0,05, seguido de teste post hoc de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento dos embrides de ave € muito similar ao de mamiferos na sua complexidade
morfolégica e no curso geral do seu desenvolvimento inicial. Por isso, e por serem mais faceis de obter
e observar, este modelo € um complemento valioso para os estudos da embriologia em mamiferos
(WOLPERT et al., 2008).

No dia embrionéario (DE3) em que foi realizado o tratamento dos embrides, estes ja apresentam
40 pares de somitos, a cabeca esta bem desenvolvida, o coracao formado e os membros estao come-
¢ando a se desenvolver (HAMBURGER; HAMILTON, 1993; WOLPERT et al., 2008). O embriao obtém
a sua nutri¢ao pelas membranas extraembrionarias, que também fornecem protecao (HAMBURGER,;
HAMILTON, 1993; WOLPERT et al., 2008).

O acompanhamento, portanto, de alteragoes neste periodo de desenvolvimento do embriao
de ave, nos remete a uma grande similaridade com outros vertebrados. Este fato nos permite um
nivel razoavel de extrapolacao quanto as consequéncias da exposicao aos poluentes observados em
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embrides de aves para o embriao humano (STERN, 2005; DE GROEF; GROMMEN; DARRAS, 2008)
genetics, virology, cancer, and cell biology. Now, it has become even more powerful thanks to several
new technologies: in vivo electroporation (allowing gain- and loss-of-function in vivo in a time- and
space-controlled way. O embriao de galinha € considerado um dos modelos experimentais disponi-
veis mais versateis para o estudo da biologia do desenvolvimento (DE GROEF; GROMMEN; DARRAS,
2008; KHARAZI et al., 2013). Este modelo contribuiu para os principais conceitos de imunologia (por
nao ser imunocomprometido), genética, virologia, cancer e biologia celular, e tornou-se ainda mais
importante devido as novas tecnologias, como os novos métodos para transgénese e o estudo das
células tronco (STERN, 2005; DE GROEF; GROMMEN; DARRAS, 2008; KHARAZI et al., 2013). Além
disso, possibilita o estudo do desenvolvimento avangado do sistema nervoso central com mais fa-
cilidade do que em modelos mamiferos (ZHENG et al., 2014; GOODFELLOW et al., 2016).

De acordo com os resultados obtidos verificamos que a GSH-PX nao sofreu alteracgao signifi-
cativa entre as doses administradas nos embrioes tratados (Figura 1). A Glutationa peroxidase (GSH-
PX) é uma enzima antioxidante que atua sobre varios peroxidos formados nos organismos, esse tipo
de enzima € a primeira linha defensiva contra as espécies reativas de oxigénio (TORRES; SOARES;
MAIA, 2004).

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes produzidos pelo or-
ganismo ou absorvidos da dieta. De acordo com Halliwell (2000), antioxidante é qualquer substancia
que, quando presente em baixa concentragao comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato
ou previne significativamente a oxidagao do mesmo. Os antioxidantes produzidos pelo organismo
agem em duas linhas (JOSE C. R. VELLOSA, VANESSA DE F. BARBOSA, 2007). Uma delas atua como
detoxificadora do agente antes que ele cause lesao. Esta linha é constituida por glutationa reduzida
(GSH)e pelas enzimas: superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa-peroxidase (GPx). A
outra linha de defesa tem a funcao de reparar a lesao ocorrida, sendo constituida pela vitamina C,
vitamina E, pela glutationa-redutase (GR) e pela glutationa-S-transferase (GST), entre outros (JOSE
C. R. VELLOSA, VANESSA DE F. BARBOSA, 2007). O aumento na concentragao dessas enzimas no en-
céfalo do embriao significaria que o embrido teria aumentado sua expressao enzimatica antioxidante
para combater a oxidagao proporcionada pelo tratamento, assim como a diminui¢ao na concentracao
significaria que o tratamento teria efeito antioxidante e diminuiria a expressao enzimatica, pois nao
haveria necessidade de té-la em quantia elevada (BARBOSA et al., 2010).

A GSH, formada pelos aminoacidos glicina, cisteina e glutamato, é o cofator para a GST (gluta-
tiona transferase) e € considerada a principal enzima que desempenha papel fisiologico na iniciagao
da detoxificacao de potenciais agentes alquilantes, incluindo compostos farmacologicamente ativos,
gerados intracelularmente ou encontrados na forma de xenobioticos. A capacidade redutora da GSH
¢ determinada pelo grupamento SH, presente na cisteina (LAM; SPARNINS; WATTENBERG, 1982). A
reacao de conjugacao do grupo sulfidrilico da glutationa com grupos eletrofilicos de compostos xe-
nobidticos, catalisada pela GST, torna os produtos da reagao menos toxicos e mais soltveis em agua,
facilitando a excrecao (LAM; SPARNINS; WATTENBERG, 1982; BWHEATLEY et al., 1994).
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Figura 1 - Efeito do extrato hidroalcodlico de E. catharinensis sobre a atividade do GSH-Px do
encéfalo de embrides de galinha E9.
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Fonte: Compilacdo dos autores.

Assim como a Glutationa Peroxidase, o sistema de defesa enzimatico inclui também as enzimas
Superoéxido Dismutase (SOD) e Catalase (CAT), que agem por meio de mecanismos de prevengao,
impedindo e/ou controlando a formacao de radicais livres e espécies nao-radicais envolvidos com a
iniciacao das reagoes em cadeia que culminam com propagacao e amplificacao do processo e, con-
sequentemente, com a ocorréncia de danos oxidativos (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

A Figura 2 mostra que nao foram observadas alteragdes significativas na atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) nas diferentes concentragoes das doses de tratamento sobre o encéfalo
de embrioes.

A atividade das enzimas muitas vezes depende da participagao de cofatores enzimaticos, espe-
cialmente antioxidantes de origem dietética. Tais cofatores podem diferir de acordo com os compar-
timentos celulares de agao das enzimas (GREEN; BRAND; MURPHY, 2003). A SOD pode ser encontrada
sob duas formas: no citoplasma - dependente de cobre e zinco (SOD-Cu/Zn) - e na mitocondria -
necessita do manganés como cofator (SOD-Mn). A GPx também existe sob duas formas: dependente
e independente de selénio, e pode apresentar-se no citoplasma ou na mitocondria (GREEN; BRAND;
MURPHY, 2003).
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Figura 2 - Efeito do extrato hidroalcodlico de E. catharinensis sobre a atividade da SOD do
encéfalo de embrides de galinha E9.
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Fonte: Compilacdo dos autores.

As sulfidrilas (-SH) sao consideradas os maiores e mais frequentes antioxidantes no plasma. O
aumento dos teores de sulfidrila pode indicar uma necessidade em reduzir um possivel efeito oxi-
dativo. Os enceéfalos apresentaram uma tendéncia a um aumento no teor de sulfidrila na maior dose,
mas nao foi estatisticamente significativo (Figura 3). A oxidagao € parte fundamental da vida aerobica
e do metabolismo celular, produzindo radicais livres de forma natural ou por uma disfungao biologica
(BARREIROS; DAVID, 2006). O tecido nervoso, devido ao seu elevado metabolismo, gera EROs. Em
embrides a producao é ainda mais elevada. No organismo, as EROs estao envolvidas na producao de
energia, fagocitose, regulacao do crescimento celular, sinalizacao intercelular, imunidade e defesa
celular e sintese de substancias biologicas, entretanto, quando em excesso, apresentam efeitos pre-
judiciais, como a peroxidagao dos lipidios de membrana e agressao as proteinas dos tecidos e das
membranas, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID, 2006; CELI, 2010).

Figura 3 - Efeito do extrato hidroalcodlico de E. catharinensis sobre o teor de sulfidrila no encéfalo
de embrides de galinha E9.
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Fonte: Compilacdo dos autores.
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Diante do tratamento, pode-se avaliar a peroxidagao lipidica através do ensaio de TBARS. O
extrato hidroalcodlico de E. catharinensis provocou aumento na concentracao de TBARS na maior
dose de tratamento (Figura 4).

O extrato atua como um gerador de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo agir sobre
qualquer componente celular. Entretanto, as membranas sao os componentes mais atingidos, acar-
retando em alteracoes na sua estrutura e permeabilidade, podendo levar a perda de seletividade e
liberagao do contetdo de organelas a formagao de produtos citotdxicos, inclusive resultando na
morte celular (DE OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 4 - Efeito do extrato hidroalcodlico de E. catharinensis sobre a concentracdo de TBARS no
encéfalo de embrides de galinha E9.
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Fonte: Compilacdo dos autores.

O encéfalo € uma estrutura altamente sensivel a danos oxidativos por ser rico em material lipi-
dico, como acidos graxos poli-insaturados e catecolaminas, e por consumir uma quantidade significa-
tiva de oxigénio, mas € relativamente deficiente em defesas antioxidantes (ZHAO; LI; MAIESE, 2005).

Ao se tratar de embriao estamos também aumentando as chances de alteracoes morfofisiol6-
gicas provocadas pelo estresse oxidativo, que pode levar a célula a morte ou a distrbios no processo
de proliferacao celular.

Além do sistema de defesa enzimatico do SNC, ha uma série de mecanismos de barreiras que
iniciam seu desenvolvimento precocemente no embriao e feto de mamiferos e aves, como jungoes
anatomicamente restritivas que estao presentes em varios locais e varios mecanismos de desintoxi-
cacao (STOLP et al., 2011). Existem alguns aspectos de desenvolvimento que provavelmente fazem o
cérebro em crescimento mais suscetivel a toxinas do que o adulto (STOLP et al., 2011). Em primeiro
lugar, o desenvolvimento de neurdnios e células gliais passam por um intrincado processo de ma-
turacao e isso ainda nao foi totalmente compreendido (STOLP et al., 2011). Durante este processo,
os neuronios migram ao longo de diferentes locais no cérebro para subsequentemente formarem
redes neurais muito complexas (STOLP et al., 2011). A maturagao da rede neural nao depende apenas
do neurdnio, mas, em vez disso, envolve a comunicagao célula-célula com a glia circundante. Se
qualquer um desses processos sao perturbados durante o desenvolvimento, isso pode ter efeitos de
longo prazo na funcao cerebral (STOLP et al., 2011).
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CONCLUSAO

Levando em consideracao que as espécies reativas de oxigénio sao capazes de oxidar diferen-
tes moléculas, como lipidios, proteinas, agtcares e DNA, acarretando morte celular (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007), sugerimos que o extrato de Eugenia catharinensis administrado nao provocou
estresse oxidativo no tecido nervoso dos embrides de galinha analisados.

Neste contexto, sugere-se mais estudos acerca dos seus efeitos farmacologicos em embrides
e em modelos adultos.
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RESUMO

A AIDS é uma doenca crénica causada pelo virus HIV e que compromete o sistema imunoldgico
do hospedeiro, deixando-o vulnerdvel a infeccdes oportunistas. As terapias atualmente
disponiveis reduzem a carga viral, porém, ndo sdo eficazes em eliminar as formas latentes do
virus. Além disso, efeitos adversos e psicossociais tém peso significativo na vida dos usudrios. Como
medida alternativa, ferramentas moleculares tém sido testadas e desempenham importéncia na
supressdo viral. A recente técnica CRISPR-Cas? foi desenvolvida a partir de um sistema adaptativo
de bactérias contra virus. Fragmentos de material genético exdgeno sdo inseridos no genoma
bacteriano e ao serem transcritos, associam-se as proteinas Cas, constituindo um magquindrio
de clivagem sitio-especifica. Neste trabalho de revisdo bibliogrdfica narrativa, descrevemos trés
mecanismos pelos quais o sistema CRISPR-Cas? foi utilizado no controle dainfecdo do HIV através
de knockout génico em células infectadas. Uma vez que o virus € dependente do correceptor
CCRS5 para interagir com a célula hospedeira, a técnica foi capaz de desencadear mutacdes
no gene CCRS. Outra medida foi a ufilizacdo de regides essenciais para o HIV, promovendo
mutacdes no seu genoma e truncando a expressdo de proteinas virais. Além disso, CRISPR-Cas? foi
aplicada como alternativa para reativar as formas latentes pela inducdo franscricional utilizando
sistemas direcionadores de ativadores de transcricdo SunTag e SAM. Sendo assim, a utilizacdo
da técnica CRISPR-Cas? permitiu resultados significativos nas aplicacdes pelas diferentes vias,
demonstrando ser uma ferramenta molecular com potencial na erradicacdo do virus HIV.

Palavras-chave: edicdo gendmica, AIDS, CCRS, knockout génico.

AIDS is a chronic disease caused by the HIV virus that compromises the host's immunological
system, leaving it vulnerable to opportunistic infections. Currently available therapies reduce the
viral charge, however, they are not effective in eliminating latent forms of the virus. In addition,
adverse and psychosocial effects have a significant impact on users’ lives. As an alternative
measure, molecular tools have been tested and play a key role in viral suppression. The recent
CRISPR-Cas9 technique was developed from an adaptative system of bacteria against viruses.
Fragments of exogenous genetic material are inserted into the bacterial genome and, when
franscribed, associate to Cas proteins constituting a site-specific cleavage machinery. In this
narrative bibliographic review, we described three mechanisms by which the CRISPR-Cas? was
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used to control HIV infection through gene knockout in infected cells. Since the virus is dependent
on the CCRS5 co-receptor to interact with the host cell, the technique can trigger mutations in the
CCRS5 gene. Another measure was the use of essential regions for HIV, promoting mutations in its
genome and truncating the expression of the viral proteins. Furthermore, CRISPR-Cas? has been
applied as an alternative to reactivate latent forms by transcriptional induction using SunTag
and SAM transcriptional activator targeting systems. Thus, the use of the CRISPR-Cas? technique
allowed remarkable results in applications through different ways and proving to be a molecular
tool with potential for the eradication of the HIV virus.

genomic editing; AIDS, CCRS5, gene knockout.

INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) é uma doenca cronica causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) que compromete o sistema imunolégico do hospedeiro, deixando-o
suscetivel a infec¢oes oportunistas. Pelos dados do Programa Conjunto das Nagoes Unidas (UNAIDS),
aproximadamente 38 milhoes de pessoas no mundo estao vivendo com HIV. E mesmo com todos os
esforcos em medidas preventivas e tratamentos disponiveis, no Brasil foram diagnosticados 13.677
novos casos de infeccao pelo HIV em 2020 (BRASIL, 2020).

A terapia antirretroviral (TARV) atua inibindo a reproducao do HIV, reduz a mortalidade dos
portadores, garante uma melhora no sistema imunolégico com relagao as outras doengas, trazendo
resultados positivos com a baixa disseminagao viral para outras pessoas por reduzir a carga viral dos
pacientes (SHEHU-XHILAGA et al., 2005). Porém, tal terapia nao ¢ eficiente para erradicar a forma
latente presente nas células (SAAYMAN et al., 2016), na qual o material genético viral permanece ina-
tivo por longos periodos e, eventualmente, readquire a capacidade de voltar a se replicar, formando
novas particulas virais que irao infectar outras células. Tais eventos, estimulados por mecanismos
que ainda nao sao totalmente compreendidos, tornam o HIV um agente etioloégico de uma doencga
cronica (XIAO; GUO; CHEN, 2019).

O Brasil disponibiliza acesso gratuito aos medicamentos e, apesar de existirem seis classes de
drogas para o tratamento da infeccao do virus HIV, seu uso é complexo e traz impactos a vida dos
pacientes (SEIDL et al., 2007). Dentre os efeitos adversos, foram relatados casos de hipersensibilidade,
acidose lactica e insuficiéncia renal aguda (TAN; WALMSLEY, 2013).

Identificado pela primeira vez em 1987 (ISHINO et al., 1987), o locus CRISPR (Repeticoes
Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespagadas, do inglés Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats), associado a endonuclease de corte duplo Cas9, tornou-se
uma ferramenta de edicao genética com diversas potencialidades e aplicacoes (HATOUM-ASLAN;
MARRAFFINI, 2014). Apos estudos sobre CRISPR, foi descoberto que esse locus constitui um meca-
nismo de defesa de procariotos contra novas invasdes de um mesmo material genético exégeno,
servindo como memoria adaptativa (MOJICA; GARCIA-MARTINEZ; SORIA, 2005; WEISS; SAMPSON,
2014), semelhante a capacidade que células humanas tém de reconhecer patégenos apds contato
prévio e combaté-los através da imunidade adaptativa por meio de anticorpos. A versatilidade desse
mecanismo torna possivel o combate ao virus HIV através da utilizagao de RNAs-guias para localizar
o genoma viral de forma sitio-especifica silenciando genes (KAMINSKI et al., 2016) ou bloqueando
sua entrada nas células hospedeiras (LI et al., 2015a).

Publ. UEPG Ci. Biol. Saude, Ponta Grossa, v.27, n.2, p. 83-96, jul./dez., 2021 84
Disponivel em: http://www.revistas2.uepg.br/index.php/biologica



EDICAO GENOMICA PELA TECNICA CRISPR-CAS9 EM CELULAS INFECTADAS PELO ViRUS HIV: UMA REVISAO BIBLIOGRAFICA NARRATIVA

Outras técnicas de edigao genética mostraram-se promissoras na terapia contra o HIV, como
as nucleases dedo de zinco (do inglés, zinc finger nucleases, ZFNs), com sua capacidade de provocar
mutacao em um local preciso no genoma, conferindo delecao dos genes CCR5 e CXCR4, que sao
essenciais para a interacao do virus com a célula hospedeira (DIDIGU et al., 2014; TEBAS et al., 2014).
Porém, devido aos altos custos, ao tempo necessario e a baixa especificidade desta técnica (KHALILI
et al., 2015), CRISPR-Cas9 tornou-se uma alternativa mais flexivel, com baixo custo (CONG et al.,
2013), baixa frequéncia de efeitos off-targets e eficiéncia demonstrada em células eucarioticas (CHO
et al., 2013), o que incentiva a pesquisa em aprimorar a técnica para uso em humanos. Além disso, a
versatilidade da técnica permite sua ampla aplicabilidade pelos pesquisadores, principalmente em
virus com altas taxas de mutacoes, o que poderia ocasionar falha na supressao viral. Os resultados
obtidos por Ebina e colaboradores (2013) na primeira aplicagao de CRISPR-Cas9 em infecoes por HIV
sugerem uma possivel ferramenta capaz de eliminar o HIV e, dessa forma, curar a AIDS.

Diante disso, este trabalho compreende uma revisao bibliografica narrativa acerca dos principios
e aplicacoes da técnica CRISPR-Cas9 na terapia génica ao HIV pelas vias de inativacao de genes virais,
reativacao de reservatorios latentes e mutagao de receptor CCR5 como alternativas para contornar
as limitacoes das terapias medicamentosas.

METODOLOGIA

Foi realizada revisao bibliografica narrativa utilizando as bases de dados bibliograficas PubMed
e Google Académico com os seguintes descritores: CRISPR, Cas9, HIV, gene therapy e Cas9, tendo
como critério artigos publicados no periodo de 1981 a 2020 nos idiomas inglés e portugués.

Para critério de inclusao, foram selecionados os artigos que continham a utilizagao de CRISPR
para terapia génica contra o HIV, experimentos em células humanas e analises de resultados com
baixos efeitos off-targets. Como critérios de exclusao, foram retirados artigos que nao englobavam a
utilizacao da enzima Cas9 ou uma das trés vias de utilizacao da técnica CRISPR-Cas9 referenciadas
neste trabalho.

ViRUS DA IMUNODEFICIENCIA HUMANA - HIV

O HIV é um retrovirus envelopado do género Lentivirus, com genoma de duas fitas simples de
RNA que é reversamente transcrito pela enzima transcriptase reversa em DNA no citoplasma da célula
hospedeira (TURNER; SUMMERS, 1999). Seu genoma de aproximadamente 9,8 kb possui terminagoes
repetitivas longas em cada extremidade (do inglés, Long Terminal Repeats — LTR). Embora ambas
terminacoes tenham a mesma sequéncia, a regiao 5’ LTR é essencial para que haja sinais regulatorios
de transcricao, importantes para a integracao do DNA viral no genoma hospedeiro, formando o DNA
pro-viral. A 3' LTR atua na terminagao da transcrigao e poliadenilacao, podendo atuar como promo-
tor quando a integridade de 5’ LTR esta comprometida (FREED, 2001). Seu genoma é composto por
genes responsaveis pela estrutura da particula viral (gag, pol e env), genes acessorios (vif, vpr e nef)
e genes regulatorios (tat e rev), responsaveis pela integracao e manutengao da particula viral (FANG
et al., 2013).
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INFECCAO PELO VIRUS HIV

As principais vias de transmissao do HIV sao as relagdes sexuais sem uso de preservativo, o
compartilhamento de agulhas e a transmissao vertical. Apos a infeccao, ocorre a interacao entre as
glicoproteinas 120 (gp120) e 41 (gp41) do envelope viral com o receptor de superficie CD4 principal-
mente de linfocitos T, interagindo com os correceptores CCR5 e CXCR4, variando pelo tropismo
viral (XIAO; GUO; CHEN, 2019) formando poros de fusao e a liberacao do material genético dentro
da célula (TURNER; SUMMERS, 1999).

No citoplasma hospedeiro, o RNA viral € reversamente transcrito pela enzima transcriptase
reversa na direcao 5) sintetizando um DNA complementar ao RNA, movido em seguida para a ex-
tremidade 3’ para continuar a sintese da fita de DNA, com o segmento hibrido sendo degrado pela
enzima RNAse H. A fita dupla de DNA termina de ser sintetizada pela transcriptase reversa e segue
para o nucleo da célula para ser integrado no genoma celular pela enzima integrase, sendo, entao,
denominado provirus (ABBAS; LICHTMAN; PILLAIL, 2008; FREED, 2001).

Uma vez que a célula é ativada, o provirus sera transcrito pela RNA polimerase II da célula
infectada, resultando em pré-RNAm que serao processados e enviados ao citoplasma para tradugao
das proteinas necessarias para a montagem de novas particulas virais, seguido do brotamento dessas
particulas pela membrana da célula hospedeira para infec¢ao de novas células (FREED, 2001).

Alguns virus permanecem no interior da célula dentro de vactolos formando reservatorios virais,
0s quais estao relacionados com o silenciamento génico do provirus através de varios mecanismos
(RUELAS; GREENE, 2013), podendo voltar a ser transcrito e produzir novas particulas virais (BIALEK
et al., 2016), sendo esta a principal dificuldade na terapia contra o HIV (MARTIN; SILICIANO, 2016).
(XIAO; GUO; CHEN, 2019)

CRISPR-CAS?

CRISPR-Cas € uma maquinaria adaptativa que protege organismos procariotos contra invasoes
apos contato prévio com DNA exogeno (HORVATH; BARRANGOU, 2010). A sigla CRISPR foi atribuida
apo6s consenso pela comunidade cientifica devido as sequéncias repetidas que possuem sequéncias
espagadoras intercaladas entre elas (JANSEN et al., 2002). Essas sequéncias originam RNA-guias
(crRNA - CRISPR-derived RNA) que direcionarao o complexo aos alvos especificos homologos a cada
espagador (MAKAROVA et al., 2011).

Essas sequéncias espacadoras sao produtos da clivagem do material genético exdégeno que
foram acrescentados para servir como memoria adaptativa (MOJICA,; GARCIA-MARTINEZ: SORIA,
2005) (Figura 1), e que serao transcritas em RNAs-guias para localizar o material genético exégeno
e destrui-lo. Bolotin et al. (2005) descreveram que nao havia sucesso na infecgao viral em bactérias
que possuiam espacadores compativeis ao genoma do virus.

Os genes Cas (CRISPR-associated) localizados proximos ao locus CRISPR codificam polimerases,
nucleases e helicases que atuarao no genoma-alvo para depois inserir os fragmentos nos espacadores,
favorecendo a resisténcia em futuras invasoes do mesmo material genético (PEREIRA, 2016) (Figura 1).
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Figura 1 - Locus CRISPR. Aquisicdo de novos espacadores pela atuacdo das enzimas Casl e
Cas2 a partir do genoma viral desconhecido. Fonte: Autoria prépria (figura criada com www.
biorender.com).
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O locus CRISPR pode ter sido transmitido de um ancestral Archaea para o dominio Bacteria
horizontalmente (MAKAROVA et al., 2006), e apesar desse sistema nao ser totalmente compreendido,
CRISPR-Cas9 € uma ferramenta genética promissora que, além de possuir diversas outras aplicacoes
(WRIGHT; NUNEZ; DOUDNA, 2016), pode ser empregada na terapia contra o HIV pela possibilidade
de atuar de forma sitio-especifico.

MECANISMOS DE ACAO DO SISTEMA CRISPR-CAS9

A enzima Cas9 possui dois 16bulos em sua estrutura, um de reconhecimento (REC) e outro de
atividade nucleasica (NUC). No l6bulo NUC estao presentes os dominios de clivagem e interagcao com
PAM (Motivo Adjacente ao Protoespacador, do inglés “Protospacer Adjacent Motif”), uma sequéncia de
poucos nucleotideos comum em diversos sistemas CRISPR, que auxilia no reconhecimento da Cas9
com o DNA-alvo (JINEK et al., 2012). Devido a especificidade dessa sequéncia, Kleinstiver et al. (2015)
estudaram mecanismos de utilizar Cas9 mutantes para serem compativeis com variacoes de PAM.

Sao necessarios dois RNAs para que a Cas9 seja ativada e exerca sua func¢ao no alvo. Em pro-
cessos naturais, sao necessarios um crRNA e um tracrRNA (trans-activating RNA) (PEREIRA, 2016).
O crRNA ¢ produto dos espagadores apods ser processado e o tracrRNA é um RNA nao codificante
complementar ao crRNA (ISHINO; KRUPOVIC; FORTERRE, 2018) (Figura 2). Para tornar a técnica de
edicao mais pratica, ambos foram fundidos para formar o sgRNA (RNA-guia) (CONG et al., 2013; HSU;
LANDER; ZHANG, 2014; JINEK et al., 2012), testado em procariotos (DOUDNA; CHARPENTIER, 2014).
O sgRNA realiza o direcionamento da Cas9 e a interacao com a sequéncia-alvo a ser clivada através
do reconhecimento de PAM (PEREIRA, 2016).
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Figura 2 - Mecanismo CRISPR-Cas9. (1) O DNA desconhecido é injetado dentro da célula. (2)
Enzimas sinfetizadas a partir dos genes Cas realizam a clivagem do DNA e inserem fragmentos no
locus CRISPR em forma de um novo espacador. (3) O locus CRISPR é transcrito em um segmento

de RNA (pré-crRNA) constituido de espacadores e sequéncias repetidas que, apds processamento

(4) dard origem ao RNA-guia. (5) A enzima Cas? € guiada ao DNA viral a partir do RNA-guia

correspondente a ele. (6) Apds o reconhecimento da sequéncia especifica, a maquinaria
CRISPR-Cas? abre as fitas de DNA e realiza a clivagem do DNA exdgeno. Fonte: Adaptado de
"CRISPR-Cas? Adaptive Immune System of Streptococcus pyogenes Against Bacteriophages” por
BioRender.com (2021). Retirado de https://app.biorender.com/biorender-templates

{ 1. Primeiro Contato !

N Material genético
Cas1 DNA viral desconhecido

@ Novo espacador f \

Promotor 4 locus CRISPR Genes Cas
N \Egpacador Espacador Espagador Y,

tracrRNA

Transcricdo do

locus CRISPR O I il pré-crRNA

RNase Il /

t 1 DNA
o [ ol
@ Processamento do mm__mf ‘ L M
pré-crRNA RNA-guia \
Cas9 @
® crisPrCass E{

@ Pareamento e

clivagem
/

Uma vez que o reconhecimento acontece, uma mudanca na conformacgao de Cas9 faz com que
haja interagao com o dominio PAM (PEREIRA, 2016) e essa interagao causa a separacgao das duas fitas
do DNA-alvo (ANDERS et al., 2014). Com a abertura das fitas, o dominio seed, presente na sequén-
cia-guia, interage com o sequéncia-alvo. A atuagao de seed € essencial para garantir o pareamento
entre as sequéncias (SEMENOVA et al., 2011). Apos o pareamento, a maquinaria Cas9 pode clivar as
duas fitas do DNA-alvo (Figura 3).

No 16bulo NUC da Cas9, os dominios de clivagem RuvC e HNH, clivam a sequéncia da fita com-
plementar e a sequéncia-alvo, respectivamente, formando extremidades abruptas (JINEK et al., 2012),
que serao reparadas por mecanismos naturais da célula: Ligacao de extremidades nao homologas (do
inglés, “Non-homologous end joining” - NHEJ) e reparo dirigido por homologia (do inglés, “Homology
directed repair - HDR). Quando nao ha homologia entre as pontas, o reparo ¢é feito pelo mecanismo
NHEJ que unira as duas pontas causando mutagao de inser¢ao ou delegao de nucleotideos (DOUDNA;
CHARPENTIER, 2014). Entretanto, se ha homologia entre as pontas abruptas, ocorre recombinagao
homologa entre extremidades (PEREIRA, 2016).
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Figura 3 - Complexo CRISPR-Cas9. Reconhecimento da sequéncia-alvo por seed e alinhamento
com PAM. Fonte: Autoria prépria (figura criada com www.biorender.com).
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BLOQUEIO DA ENTRADA DO ViRUS HIV PELA DELECAO DO GENE CCR5

Os correceptores de membrana CCR5 sdo os principais intermediarios que permitem a in-
teragao entre o virus HIV e a célula hospedeira através do receptor CD4 (COCCHI et al., 1995). Os
receptores CD4 desempenham importante papel funcional na imunidade, nao sendo recomendavel
sua inativagao (XIAO; GUO; CHEN, 2019). A utilizacao da Cas9 com sgRNA especifico na regiao 3’ a
jusante do start codon (ATG) do gene CCR5 (NERYS-JUNIOR et al., 2018) causa sua delegao, promo-
vendo resisténcia as células pelo bloqueio da entrada do virus (LI et al., 2015b). A mutagao natural no
gene CCR5 é uma condicao autossdmica recessiva e estudos mostram que teve origem na Europa,
onde ha uma frequéncia de 10 a 20% (LIBERT et al., 1998; NERYS-JUNIOR et al., 2018). Entretanto,
individuos que possuem a inativacao do gene CCR5 podem viver de forma saudavel (BITI et al., 1997,
SAMSON et al., 1996).

Cho e colaboradores (2013) realizaram experimentos para avaliar a eficiéncia do sgRNA-Cas9 na
inativacao do gene CCRS5 utilizando uma Cas9 recombinante para clivar uma sequéncia de 23 pb do
gene humano CCR5 em um DNA plasmidial. A presenga de um RNA sintético foi essencial para que a
clivagem ocorresse, validando o controle com a auséncia de clivagem no plasmideo que nao possuia
a sequéncia alvo. Em seguida, foi testada a eficiéncia da técnica em células humanas HEK 293T com
o uso do reporter RFP-GFP, obtendo resultados de expressao de 5% para 7% em trés experimentos
independentes somente com células que foram transfectadas com RNA quimérico e um plasmideo
que codificava uma Cas9, provando que a técnica € eficaz em células eucarioticas (CHO et al., 2013).
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A interrupcao de um gene foi testada com o uso de uma endonuclease T7 tipo I que cliva
sequéncias de DNA hibridas do tipo selvagem e mutante e depois foram analisadas por PCR, o que
mostrou mutagoes no alvo. Além disso, indicios de clivagens precisas foram obtidos através de uma
reprogramacao no complexo sgRNA-Cas9, substituindo o alvo CCR5 para o C4BPB, no qual indugoes
de mutagdes cromossomais em células K562 obtiveram frequéncias de 5% para 33% em trés experi-
mentos independentes. Analise de PCR revelou inser¢des precisas de uma ou duas bases no sitio de
clivagem, igualmente as que foram obtidas para o gene CCR5 (CHO et al., 2013).

INATIVAGAO DA EXPRESSAO GENICA DO HIV

O HIV-1 utiliza a maquinaria celular hospedeira e seus genes regulatorios precisam ser expres-
sos para iniciar seu ciclo. As extremidades LTR sao responsaveis por integrar o DNA viral no genoma
hospedeiro e regular fatores de transcricao. Apesar da grande diversidade genética do HIV-1e do fato
de que mutagdes podem causar incompatibilidade com os gRNAs, a técnica de CRISPR-Cas9 esta em
constante evolugao e sequéncias especificas podem ser desenvolvidas (MALI et al., 2013).

Lebbink e colaboradores (2017) avaliaram a eficacia de CRISPR-Cas9 como ferramenta de edi¢ao
genética utilizando gRNAs especificos para a regiao LTR (LTR6), matriz (MA3) e integrase (IN5) ex-
pressos em um vetor lentiviral juntamente a Cas9. Células Jurkat foram infectadas com uma linhagem
geneticamente modificada do HIV e os vetores contendo os gRNAs LTR6, MA3 e IN5, separadamente.
Analises das sequéncias mostraram eventos de insercoes e delecdes (indels) em frequéncias de 100%
(LTR6), 76% (MA3) e 90.1% (IN5). Em seguida, os autores avaliaram se as mutagoes no genoma viral
seriam eficientes no bloqueio da expressao génica viral. Para isso, utilizaram a inser¢ao de um gene
reporter (GFP) no genoma viral que seria expresso sob estimulos de TNF-a, dois gRNAs, LTR4 e LTR6,
para a regiao LTR (SPI e TAR respectivamente). Sob estimulo de TNF-a, foi observada a reativagao
de 35% das células infectadas latentes. Com a introducao dos gRNAs especificos para a LTR, houve
redugao significativa da expressao do GFP em 40% para o LTR4 e 95% para o LTR6, uma potenciali-
zagao de mais de 98% de reducao na combinagao de ambos gRNAs.

O uso combinado de gRNA também previne o escape viral, uma vez que foi avaliada a eficiéncia
da utilizacao separada e combinada de gRNAs (MA3 + PR2, MA3 + IN5 e PR2 +IN5). Os autores obser-
varam que, separadamente, a replicacao viral permanecia, uma vez que o reparo celular NHEJ causa
mutacoes e facilita o escape viral. Entretanto, a utilizacao de duplos gRNAs para diferentes regioes
previne o escape e interrompe a replicagao viral (LEBBINK et al., 2017).

Outros pesquisadores obtiveram resultados significantes na utilizacao de gRNAs duplos para
supressao de genes do HIV-1 com algo nas regioes U3 e R de LTRs e remocao do genoma viral em
linfécitos T CD4 (EBINA et al., 2013; KAMINSKI et al., 2016).

REATIVAGAO DOS RESERVATORIOS LATENTES DO HIV

A maior barreira para terapia contra o HIV continua sendo os reservatorios dormentes presentes
nas células infectadas e que podem perdurar por anos (BRUNER; HOSMANE; SILICIANO, 2015). A ati-
vagao dos fatores de transcricao do provirus latente depende de varios mecanismos de indugao celular
que podem ocorrer de forma espontanea e recomecar o ciclo reprodutivo viral (BIALEK et al., 2016). A
importancia de induzir o ciclo viral nas células infectadas com a forma latente é imprescindivel para
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que as alternativas terapéuticas, imunologicas e medicamentosas alcancem e atuem nas particulas
virais produzidas (LEBBINK et al., 2017; XIAO; GUO; CHEN, 2019).

Medicamentos com ativadores dos fatores de transcricao LRAs (do inglés, Latency Reversing
Agents) nao se provaram eficientes em induzir os reservatorios do provirus em simulacao ex vivo
de células T-CD4+ (HO et al., 2013), além de provocarem baixa reducao dos reservatorios em células
diferentes das CD4 (DARCIS et al., 2015). Direcionar ativadores de transcricao diretamente no sitio de
interesse pode sobrepujar condi¢des epigenéticas que interferem na eficacia de medidas terapéuticas,
como os LRAs (BIALEK et al., 2016).

O gRNA possui a capacidade de localizar o sitio-alvo através dos sistemas SunTag e SAM de-
rivados de CRISPR-Cas9 (BIALEK et al., 2016). O sistema SunTag ¢ um complexo formado por uma
sequéncia de peptideos que se acoplam a uma dCas9 (dead Cas9) de atividade catalitica inativada de
Streptococcus pyogenes, para amplificar sinais de fluorescéncia e € guiado por um gRNA. Cada peptideo
é reconhecido por um fragmento de anticorpo de cadeia simples scFv (do inglés single-chain variable
fragment). A dCas9 pode ser fusionada a um tetramero da proteina VP16, formando uma VP64, que ¢é
um fator de transcrigao do Herpesvirus simplex tipo 1, com receptor para acoplar o anticorpo GCN4
(BIALEK et al., 2016).

O sistema SAM (do inglés, Synergistic Activation Mediator) é¢ formado por uma fusao da dCas-
9-VP64, um gRNA modificado (mod. gRNA) é capaz de realizar ligacao com a proteina de revestimento
de bacteriofagos MS2, que pode se ligar as subunidades p65 e HSF1. A jungao desses componentes
potencializa a ativagao transcricional no sitio-alvo (BIALEK et al., 2016).

Os dois sistemas, SunTag e SAM, foram utilizados para realizar indugdes transcricionais em
células com reservatoérios e analisar a melhor regiao do DNA viral para induzir. A sequéncia U3 da
regiao LTR 5’ loci de fatores de transcricao viral, seriam os locais de abordagem mais eficiente. Para
confirmacao, foram utilizados em ambos sistemas nove gRNA desenhados especificamente para LTR
5, dando foco a regiao U3 (gRNAs 3-8) de células TZM-bl derivadas de HeLa, com HIV-LTR dependente
de luciferase (BIALEK et al., 2016). Os resultados mostraram que os dois sistemas reportaram forte
expressao geénica nos alvos dos gRNAs 3-6. Porém, SAM mostrou maiores niveis expressos acima do
controle negativo (gRNAs 5 e 6). Além disso, os gRNAs 3-6 mostraram que regiao entre 230 pb e 106
pb a montante do sitio de inicio de transcric¢ao indica um local eficiente para alvo (BIALEK et al., 2016).

CONCLUSOES

As medidas terapéuticas disponiveis atualmente para o controle da AIDS possuem limitagoes
devido a impossibilidade de eliminar o virus HIV e ao impacto na qualidade de vida dos pacientes. O
principal obstaculo para a cura da AIDS é a formacao dos reservatorios virais que perduram por anos
e podem voltar a replicar particulas virais em um ciclo continuo.

As técnicas moleculares ampliam o alcance no controle de doencas, principalmente as que
atuam de forma sitio-especifica. CRISPR-Cas9 demonstrou grande efetividade em manipular o ge-
noma viral com baixos efeitos off-targets. Pesquisas aqui referenciadas obtiveram éxito em bloquear
a entrada do HIV-1por meio da delegao do correceptor CCR5, que € fundamental para sua interagao
com a ceélula hospedeira, interromper a expressao génica viral pela utilizagao de gRNA com sequén-
cias especificas para regides que codificam proteinas essenciais e reativar as formas latentes pela
utilizagao de sistemas com ativadores de transcricao.
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Embora as aplicagoes dessa técnica sejam promissoras, € imprescindivel discutir a respeito
dos aspectos bioéticos relacionados a manipulacao de DNA em humanos, mesmo que em prol de
benfeitorias. Pesquisas com relatos a longo prazo dos efeitos off-targets causados pelas mutacoes
causadas pela técnica sao essenciais para a melhor compreensao e aprimoramento da ferramenta
molecular. Portanto, os resultados obtidos pelos pesquisadores e descritos neste trabalho sao pilares
para o desenvolvimento seguro e aplicavel da técnica CRISPR-Cas9 em ensaios com humanos.
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RESUMO

O estudo teve por objetivo analisar os fatores associados ao tipo de mercado de trabalho
desejado entre ingressantes do curso de Farmdcia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
O estudo observacional, transversal e analitico foi realizado com académicos ingressantes do
curso de Farmdcia da Universidade Estadual de Ponta Grossa entre os anos de 2019, 2020 e 2021.
A coleta de dados foi realizada por meio de um questiondrio autoaplicado, em 2019, de forma
presencial na propria instituicdo, e em 2020 e 2021 de forma on-line. Do universo total de 132
académicos, 88,6% aceitaram participar da pesquisa. A maior parte dos académicos tinha 18
anos (47,0%), mulher (82,9%), solteiro (99,1%), sem filhos (98,3%), renda familiar entre 3 e 4 saldrios
minimos (34,2%) e com origem no municipio de Ponta Grossa - PR (64,1%). O principal motivo para
escolha do curso de Farmdcia foi pela profissdo ter um grande campo de trabalho/atuacdo
(58,1%). O mercado de trabalho publico foi o principal tipo de servico desejado enquanto recém-
formado (65,2%) e ao longo da carreira (51,3%), com reducdo de interesse no servico publico ao
longo da carreira profissional (p =0,017). As mulheres apresentaram maior interesse no trabalho
definitivo no servico publico (p = 0,040). Conclui-se que os ingressantes de farmdcia possuem
um perfil académico de mulheres jovens. A amplitude do mercado de trabalho foi apontada
como a principal motivacdo de escolha do curso. O interesse em trabalhar no servico publico
foi associado as mulheres.

Palavras-chave: Estudantes de farmdcia. Mercado de trabalho. Instituicdes de saude, recursos
humanos e servicos. Instituicdes de ensino superior.

The study aimed to analyze the factors associated with the type of job market desired among
newcomers to the Pharmacy course at a public Brazilian university. The observational, cross-
sectional, analytical study, with a quantitative approach, was carried out with students entering
the Pharmacy course at the State University of Ponta Grossa between 2019, 2020 and 2021. Data
were collected through a self-administered questionnaire. In 2019, the collection was carried out
in person at the institution. In the years 2020 and 2021, because of unfeasibility, the collection
was carried out online through a questionnaire via Google Forms. Of the total universe of 132
students, 88.6% of the students voluntarily agreed to take part in the research. Most were 18 years
old (47.0%), female (82.9%), single (99.1%), without children (98.3%), family income between 3
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to 4 minimum wages (34.2%) and from the city of Ponta Grossa - PR (64.1%). The main reason
for choosing the Pharmacy course was because the profession has an extensive field of work/
performance (58.1%). The public labor market was the main type of service desired both asrecent
graduates (65.2%) and definitively (51.3%), with a reduction in interest in the service definitely
(p=0.017) and greater interestin women (p=0.040). The research showed a profile of young women
academics, inferested in working in the public service and the breadth of the labor market was
identified as the intrinsic motivation for choosing the course.

Students, Pharmacy. Labor Market. Health Care Facilities, Manpower, and Services.
Higher Education Institutions.

INTRODUCAO

No inicio do século XXI, o setor privado correspondia a mais de 80% dos empregos da profis-
sao farmacéutica (GIRARDI; CARVALHO, 2002), e os dados atuais mostram que o setor publico vem
crescendo ao longo dos anos, principalmente em decorréncia do aumento no nimero de postos
ocupados por farmacéuticos no ambito do Sistema Unico de Satide, especialmente entre 2007 e 2015
(CARVALHO; LEITE, 2016). Em 2015, os farmacéuticos trabalhavam majoritariamente nos comeércios
varejistas de medicamentos (farmacias privadas) (58%), seguidos da administragao putblica, defesa e
seguridade social (15%) e em atividades de atengao a saiude humana (15%) (CARVALHO; LEITE, 2016).
Essa distribuicao heterogénea se da em razao da propria caracteristica comercial da indastria far-
macéutica e, especialmente, das farmacias privadas.

A partir da implantacdo e ampliacdo do sistema universal de satide no Brasil, o Sistema Unico
de Saade (SUS), evidenciou-se um descompasso entre o ensino dos cursos da area da satde e a ne-
cessidade de satide da populacio (FAE et al., 2016). Ao longo do tempo, percebeu-se que o perfil de
atuacao dos profissionais formados nas faculdades e universidades do pais nao estava suficientemente
adequado para um trabalho na perspectiva da satde como um produto social e, tampouco, para o
cuidado integral e equanime, principios fundamentais do SUS (FAE et al., 2016).

O SUS, do ponto de vista ético-legal, reconhece a formacao profissional como fator relevante
na construcao de um sistema resolutivo. Nesse quesito, a partir de 1996, a mudanca nos curriculos
de graduacgao tornou-se uma questao importante, dada inicialmente pela Lei de Diretrizes e Bases
(LDB) da Educacao (Lei n°® 9.394 /96), que preconizou mudancas no curriculo, destituindo o curriculo
minimo (BRASIL, 1996). Posteriormente, em 2002, foram criadas as Diretrizes Curriculares Nacionais
(DCN) para os cursos de Farmacia (BRASIL, 2002), atualizadas em 2017 (BRASIL, 2017). As DCN esti-
mularam a criacao de curriculos que pudessem contribuir para a formacao de um novo perfil acadé-
mico e profissional, tornando os profissionais de satide capazes de atuar com qualidade, eficiéncia e
resolutividade no sistema de saade vigente (BRASIL, 2002; BRASIL, 2017).

Além do aumento de cargos e vagas, algumas politicas pablicas em satde, como Assisténcia
Farmacéutica, Politica Nacional de Medicamentos e Nucleo Ampliado de Satude da Familia (NASF)
otimizaram e facilitaram a insercao do farmacéutico no servico publico, possibilitando a esse pro-
fissional a participacao de maneira efetiva na satide publica brasileira (MARIN et al., 2003; PEREIRA;
FREITAS, 2008; CARVALHO; LEITE, 2016). No entanto, poucos estudos tém explorado as motivagoes
profissionais e pessoais responsaveis pela escolha profissional dedicada a inser¢ao publica.
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Diversos aspectos podem influenciar a busca do servigo publico como mercado de trabalho
pelos farmacéuticos, tais como: vivéncias académicas praticas no ambiente do SUS, mudancga na di-
versidade sociocultural advindas das politicas indutoras de inclusao social nas universidades ptblicas,
principalmente em cursos tradicionais, como os da area da satde e boas perspectivas trabalhistas
neste setor (HADDAD et al., 2010; CASTELLANOS et al., 2013; FURLANETTO, 2015).

Sendo assim, um estudo com académicos recém-ingressos no curso de graduagao pode iden-
tificar as perspectivas iniciais de escolha do curso e do mercado de trabalho, baseada no seu co-
nhecimento prévio da area, sem ainda sofrer influéncia das perspectivas formativas do curso. Nessa
perspectiva, o presente estudo teve como objetivo analisar os fatores associados ao tipo de mercado de
trabalho desejado entre ingressantes do curso de Farmacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

METODO

DESENHO DO ESTUDO, POPULACAO E ASPECTOS ETICOS

O estudo transversal e analitico com abordagem quantitativa foi realizado com a totalidade dos
ingressantes do curso de Farmacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG), Brasil, entre
os anos de 2019, 2020 e 2021. O estudo foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Estadual de Ponta Grossa (3.019.438).

CURSO

O curso de bacharelado em Farmacia da UEPG foi iniciado em 1956, e o seu Projeto Pedagégico
do Curso (PPC) esta na sua quinta versao e em vigéncia desde o ano de 2005.

Desde 2007, a UEPG conta com sistema de reserva de vagas. Deste modo, a inser¢ao no Curso
de Farmacia acontece por meio de vestibular ou Processo Seletivo Simplificado (PSS), sendo ofertadas
45 vagas anualmente, distribuidas da seguinte forma: 3 vagas para negros oriundos de escolas publi-
cas, 14 para alunos oriundos de escolas publicas, 17 para o sistema universal e 11 destinadas ao PSS.

O curso apresenta cinco anos de integralizagao curricular, em turno integral, com um mini-
mo de 5.028 horas. Além das disciplinas teoricas, também sao ofertadas aos académicos vivéncias
praticas, sendo destas, 850 horas de estagio supervisionado de carater obrigatorio, podendo haver
uma maior carga horaria caso o académico opte por uma disciplina de diversificacao em estagio. Tais
praticas podem ocorrer dentro ou fora do ambito do SUS, sendo desempenhadas sob a supervisao e
orientacao de professores e um responsavel técnico.

Os estagios sao realizados em uma Farmacia e um Laboratorio Universitario situados den-
tro da propria institui¢ao. No SUS, de carater obrigatério, o curso conta com estagios extramuros
em unidades basicas de satde. Também dispoe de estagios de diversificagao (optativas) na atengao
terciaria no ambiente do SUS, que acontecem em uma farmacia hospitalar ou em um laboratério
de analises clinicas do Hospital Universitario. Quanto as disciplinas de diversificacao em estagio e
estagio em industria, o critério é do préprio académico escolher o ambiente de atuacao, podendo
ser tanto no setor publico quanto no privado, assim como a escolha da area de interesse também
¢ de autonomia do académico em questao. Desse modo, os estagios tém por objetivo mostrar com
integralidade o campo de atuagao farmacéutica, ofertando aos académicos a vivéncia profissional
em sua maior amplitude.
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CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Os critérios de inclusao do estudo foram: académicos que ingressaram no curso de Farmacia
da UEPG em 2019, 2020 e 2021. Os critérios de exclusao foram: ser aluno retido por reprovacao em
alguma disciplina ou trancamento que signifique nao ser ingressante no curso na instituicao nos anos
da coleta dos dados, ou, ainda, académico transferido de outra instituicao.

COLETA DE DADOS

A coleta de dados foi realizada por meio de um questionario autoaplicado, desenvolvido pelos
pesquisadores e validado junto a académicos de outro curso da area da satide, sob condigdes similares.

A coleta de dados aconteceu nos dois primeiros meses letivos dos anos de 2019, 2020 e 2021.
No ano de 2019, a coleta foi realizada de forma presencial na propria institui¢ao, em sala de aula.
Nos anos de 2020 e 2021, devido a imposi¢ao de distanciamento social em virtude da pandemia da
COVID-19, a coleta de dados foi realizada de forma on-line por meio do Google Forms.

ANALISE DOS DADOS

Os dados quantitativos de 2019 foram tabulados no Excel 2010 (Microsoft) e agrupados a planilha
gerada pelo Google Forms (2020 e 2021).

A analise descritiva foi realizada por meio de frequéncias absolutas (n) e relativas (%). A ana-
lise de associagao foi realizada entre as variaveis dependente (tipo de servigo de interesse como
recém-formado e ao longo da carreira) e as variaveis independentes (idade, sexo, renda familiar,
tipo de instituicao do ensino médio, forma de ingresso no curso superior e tipo de vaga de ingresso
concorrida) pelo teste Qui-quadrado (p<0,05). A analise entre o tipo de servigo de interesse como
recém-formado e ao longo da carreira foi realizado pelo teste McNemar (p<0,05).

RESULTADOS

Os ingressantes do referido curso de Farmacia no triénio analisado totalizaram 132 académi-
cos, sendo 43 matriculados no ano de 2019, 44 em 2020 e 45 no ano de 2021. Deste total, 117 (88,6%)
participaram voluntariamente da pesquisa. Onze (8,4%) académicos optaram por nao participar e 4
(3%) tratava-se de académicos desistentes do curso, mas que ainda permaneciam matriculados na
instituigao.

Entre os participantes, a maior parte tinha 18 anos (47,0%), mulher (82,9%), solteiro (99,1%),
sem filho (98,3%), renda familiar entre 3 e 4 salarios minimos (34,2%) e com origem do municipio de
Ponta Grossa - PR (64,1%) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Caracteristicas sociodemogrdficas dos ingressantes no curso de Farmdcia da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, PR, Brasil, 2019-2021.

Variavel n %
17 19 16,2
18 55 47,0
19 26 22,2
20 9 7.7
21 4 3.4
22 1 0.9
25 2 1.7
35 1 0,9
Sexo

Mulher 97 82,9
Homem 20 17.1
Estado civil

Solteiro 116 99,1
Divorciado 1 0,9
Filhos

Ndo 115 98,3
Sim 2 1.7
1 a 2 saldrios minimos 36 30,8
3 a 4 saldrios minimos 40 34,2
5 a 6 saldrios minimos 24 20,5
7 a 8 saldrios minimos 6 5,1
Mais de 8 saldrios minimos 11 9.4
Cidade de origem

Carambei-PR 4 3.4
Castro-PR 8 6.8
Curitiba - PR 1 0,9
Imbituva-PR 1 0,9
Ipiranga-PR 1 0.9
Irati-PR 4 3.4
lfapeva-SP 2 1,7
lfaporanga - SP 1 0.9
Itararé -SP 1 0,9
Jaguariaiva-PR 2 1.7
Laranjeiras do Sul-PR 1 0,9
Palmeira-PR 6 51
Pirai do sul-PR 1 0,9
Planalto-PR 1 0,9
Ponta Grossa-PR 75 64,1
Prudentdpolis-PR 2 1.7
Sdo José da Boa Vista-PR 1 0,9
Sdo José das Palmeiras — PR 1 0,9
Telémaco Borba-PR 3 2,6
Tibagi-PR 1 0,9
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Os ingressantes, em sua maioria, eram oriundos de institui¢coes de ensino privado (52,1%), nao
realizaram cursinho pré-vestibular (70,1%) e, entre aqueles que o realizaram, o fizeram no periodo
de um ano (54,3%). O ingresso no curso foi principalmente pelo vestibular (76,9%), em vaga universal
(61,5%), sem ter realizado vestibular para outro curso (59,8%) ou outra institui¢ao de ensino (59,0%).
Entre os que realizaram vestibular para outro curso, o curso de Medicina foi o principal, e em outra
instituicao, a Universidade Estadual do Centro Oeste (Unicentro) (Tabela 2).

O principal motivo para escolha do curso de Farmacia foi pela profissao ter um grande campo
de trabalho/atuacao (58,1%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas académicas dos ingressantes no curso de Farmdcia da Universidade
Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, PR, Brasil, 2019-2020.

Varivel n

Tipo de Instituicdo que cursou o ensino méedio

Ii

Privada 61 52,1
Publica 55 47,0
PUblica e privada 1 0,9
Reaiizou cursinho pré-vestioyor ||
Ndo 82 70,1

Sim 35 29,9

| Quanto fempo de cursinho pré-vestibvlar(n=35) | |
6 meses 8 22,9

1 ano 19 54,3

1 ano e meio 1 2,9

2 anos 3 8,6

3 anos 3 8,6

5 anos 1 3.8
Forma de ingresso no ensinosuperior ||
Processo Seletivo Seriado 27 23,1
Vestibular 90 76,9
Vaga concorrida no ensino superior

Universal 72 61,5
Cota social 40 34,2
Cota social e racial 5 4,3
[Rediizou vestiouarparaoutocuso | |
Ndo 70 59,8

Sim 47 40,2

continua
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conclusao

Variével . lm
Em qual outro curso realizou vestibular* (n=47) --

Administracdo 2 4,0
Agronomia 1 2,0
Biomedicina 4 8,0
Ciéncias Bioldgicas 4 8.0
Curso de Formacgdo de Oficiais 1 2,0
Enfermagem 2 4,0
Engenharia(s) 4 8.0
Medicina 19 38,0
Direito 1 2,0
Odontologia 9 18,0
Psicologia 1 2,0
Quimica 2 4,0
|Realizou vestibular em outra institvieaso | |
N&o 69 59,0
Sim 48 41,0
Qual(ais) instituicdo realizou vestibular* (n=48) ]
IFPR 1 1,5
UEL 3 4,5
UEM 7 10,6
UENP 1 1,5
UFPR 11 16,7
Unesp 1 1,5
Unicentro 16 24,2
Unicesumar 1 1.5
Unioeste 5 7.6
Nd&o informou 20 30,3
Principal motivo para escolhadocuso | |
Por achar que a profisséo tem um grande campo de trabalho/atuacdo 68 58,1
Por influéncia de parentes, amigos ou outros 7 6,0
Por que eu gosto de quimica. 1 0,9
Por questdes de realizacdo profissional e pessoal 27 23,1
Por ser da drea da saude e atuar com pacientes 3 2,6
Por ser pUblica e gratuita 4 3.4
Qualidade da instituicdo 4 3.4
Referéncia do Curso 1 0,9
Ter tido experiéncia positiva na drea 1 0,9
N&o informou 1 0,9

*Ultrapassa 100,0% por poder responder mais de uma opgdo.

O curso de pos-graduacao de maior interesse entre os ingressantes foi a especializagao (83,8%)
e capacitacao/atualizagao (61,5%), e o menos desejado o Master in Business Administration (MBA)
(11,1%) (Figura 1a). Entre os que desejaram realizar po6s-graduacao, houve uma tendéncia de realizacao
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imediatamente apoés formado para as modalidades lato sensu (especializacao e capacitacao/atuali-
zagao) e mais tardiamente para stricto sensu (mestrado e doutorado) (Figura 1b).

Figura 1a - Distribuicdo do tipo (a) desejada pds-graduacdo entre os ingressantes no curso de
Farmdacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, PR, Brasil, 2019-2021.
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Figura 1b - Distribuicdo de quando (b) é desejada a pds-graduacdo entre os ingressantes no curso
de Farmdcia da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Ponta Grossa, PR, Brasil, 2019-2021.

70
60
50
40
30
20
10

0

Porcentagem (%)

453

a2
291
P ‘3'710.3 12814
Y I 43
[ | m
N&o pretendo Logo apds

cursar

B Capacitagado / Atualizagdo

5

6.8 " 6s M,

B
1 apos 2 apos 3 apos

34 8

5

61,
538
47.9 46,2
0,
6 5.1
o000l 0o o'
- -

4 apos 5 apos Nao sei

Tempo apés formado para realizagao da pés-graduagao

Especializagdo

u MBA (Master in Business Administration)

®Mestrado Doutorado

O mercado de trabalho publico foi a principal modalidade de servico desejada entre os ingres-
santes, tanto enquanto recém-formados (65,2%) quanto ao longo da carreira (51,3%) (p=0,017; Teste
McNemar) (Figura 2).
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Figura 2 - Tipo de mercado de trabalho desejado quando recém-formado e definitivamente entre
os ingressantes no curso de Farmdcia da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, PR,
Brasil, 2019-2021 (n=115).(n=117).
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As duas modalidades de servigo destacadas nao foram associadas a idade, renda familiar, tipo
de instituicao do ensino médio, forma e tipo de vaga de ingresso no curso superior (p > 0,05). As
mulheres apresentaram maior interesse no servigo publico ao longo da carreira quando comparadas
aos homens (p = 0,040) (Tabela 3).

Tabela 3 - Associacdo entre fatores sociodemogrdficos e académicos e tipo de mercado de
frabalho desejado, enquanto recém-formado, e definitivamente entre ingressantes no curso de
Farmdacia da Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa, PR, Brasil, 2019-2021.

Recém-formado Definitivamente
Privado* PUblico Privado PUblico

Varidveis n (%) n (%) p-valor** n (%) n (%)
Idade (anos) (n=115)
Até 18 23 (57,5) 50 (66,7) 0,331 36 (63,2) 37 (62.7) 0,960

19 ou + 17 (42,5)

25 (33,3)

21 (36,8) 22 (37,3)

Sexo (n=115)

Mulher 31 (77.5) 65 (86,7) 0,207 43 (75,4) 53 (89.8) 0,040
Homem 9 (22,5) 10 (13,3) 14 (24,6) 6(10,2)

Renda familiar (Saldrio Minimo) (n=115)

la4 22 (55,0) 54 (72,0) 0,067 35 (61,4) 41 (69.5) 0,360
S5ou+ 18 (45,0) 21 (28,0) 22 (38,6) 18 (30.5)

Tipo de instituicdo de ensino médio (n=113)

Privado 21(52,5) 39 (53.4) 0,925 34 (59,6) 26 (45,6) 0,133
Publico 19 (47.5) 34 (46,6) 23 (40,4) 31 (54,4)

PSS 6(15,0) 20 (26,7) 0,154 13 (22,8) 13 (22,0) 0,920
Vestibular 34 (85,0) 55 (73,3) 44 (77,2) 46 (78,0)

Tipo de vaga concorri da no curso superior (n=115)

Universal 24 (60,0) 47 (62,7) 0,779 38 (66.7) 33 (55.9) 0,236
Coftas 16 (40,0) 28 (37.3) 19 (33,3) 26 (44,1)

*Somadas respostas de servico privado e auténomo. **Teste qui-quadrado (p<0,05). PSS: Processo Seletivo
Seriado. Ndo totaliza 117 por apresentar dados perdidos.
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DISCUSSAO

Com relagao ao perfil sociodemografico dos ingressantes do presente estudo, a maioria foi
de mulheres, o que corrobora os dados de outras pesquisas realizadas com estudantes de Farmacia
(WILLIS et al., 2008; CAVALCANTE et al., 2018; ZHANG; BIAN, 2020). Segundo o Instituto Nacional de
Estudos e Pesquisas Educacionais Anisio Teixeira (INEP), o nimero de mulheres que ingressam em
cursos superiores é maior que o nimero de homens (BRASIL, 2015). Este dado esta em consonancia
com o resultado do presente estudo e reforca o processo de feminilizacao nos cursos superiores,
especialmente nos cursos da area da satide (CARVALHO; LEITE, 2016; MATOS et al., 2013).

A faixa etaria dos académicos variou entre 17 e 35 anos, sendo que a maioria dos estudantes tinha
de 17 a 19 anos. Esses dados coincidem com outros estudos que sugerem a graduagao em Farmacia
mais atrativa para o pablico jovem (CAVALCANTE et al., 2018; UBAKA et al., 2013; SAVAGE et al., 2009). O
grande numero de académicos jovens pode estar relacionado com a idade que os estudantes concluem
o ensino médio e sua maior chance de ingressar no ensino superior (CAVALCANTE et al., 2018). Muitos
autores consideram essa fase como o final da adolescéncia, propicia a tomada de decisoes, quando
o jovem se torna legalmente capaz de assumir responsabilidades (WETTERICH; MELO, 2007). Além
disso, outro fator que deve ser considerado ¢ a circunstancia do curso estar estruturado em periodo
integral, o que nao possibilita conciliar trabalho e estudo. Sendo assim, a instituigao ptblica, com
cursos da area da satide em tempo integral, acaba também por apresentar um perfil de académicos
que tenham a possibilidade de maior dedicacao, como os mais jovens (WETTERICH; MELO, 2007).

No presente estudo, houve uma distribuicao semelhante entre a proporcao de estudantes
oriundos de instituicdes de ensino médio privadas ou publicas, e apresentou baixo percentual de
estudantes que referiram ter estudado em escola publica e privada. Esse resultado nao corrobora um
estudo realizado na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), que avaliou o acesso de estudan-
tes na universidade publica, indicando que a maior parte era oriunda do ensino publico (TREVISOL;
NIEROTKA, 2016). Quanto ao ingresso, a maioria ingressou via vestibular e nao realizou curso pre-
paratorio. Além disso, a predominancia da insercao se deu pela concorréncia universal, seguida pela
cota social e, por fim, cota social e racial. A maior parte afirma nao ter realizado vestibular para outro
curso, em outra institui¢ao de ensino superior. Com relacao aos alunos que realizaram vestibular para
outros cursos, a maior parte optou por cursos voltados para area da satde. Estes dados compactuam
com um estudo realizado no Reino Unido com estudantes de Farmacia, em que alguns igualmente
citaram o interesse em realizar outros cursos voltados para area da satde (WILLIS et al., 2009). Essa
questao pode levantar a hipotese de que os académicos escolhem o curso pela afinidade ao setor e
nao necessariamente possuem uma definicao concreta de um curso.

Sendo assim, ha uma escolha da profissao baseada em diferentes motivagoes. No presente
estudo, a escolha para o curso de Farmacia se deu principalmente pela percepcao de que a profissao
tem um grande campo de trabalho/atuacao. Essa percepgao de amplitude do campo de trabalho pelos
ingressantes condiz com a realidade, uma vez que, de acordo com o Conselho Federal de Farmacia
(CFF), existem aproximadamente mais de 70 areas de atuacao em que o farmacéutico pode atuar
(CFF, 2001). Outro motivo da escolha da profissao prevalente foi por questoes de realizagao profis-
sional e pessoal. Esses dados corroboram estudos desenvolvidos em outras universidades, como na
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), em que foi verificado que 44% dos estudantes escolheram
o curso devido a amplitude do mercado de trabalho farmacéutico (CAVALCANTE et al., 2018). Um
estudo atual aponta que a autogratificacao, ou seja, preocupar-se com seu bem-estar proprio, gera
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impactos significativos nas intengoes de carreira dos alunos (ZHANG; BIAN, 2020). Por conseguinte,
trabalhar com o que se tem habilidade e gosta pode auxiliar na satisfagao com o trabalho.

As areas de maior interesse apontadas pelos académicos foram Analises Clinicas (21,4%), Estética
(18,8%), Hospitalar (15,4%), Ciéncias Forenses (14,5%), Industria (12%) e Pesquisa (10,3%). Alguns es-
tudos realizados com estudantes de Farmacia em paises como China, Nigéria, Reino Unido e Estados
Unidos indicaram a predominancia do interesse no setor hospitalar (CARVAJAL; HARDIGAN, 1999;
WILLIS et al., 2008; UBAKA et al., 2013; ZHANG; BIAN, 2020). No entanto, outro estudo apontou a rede
de farmacia varejista como a de maior escolha entre os académicos da instituicao Samford University,
nos Estados Unidos (SAVAGE et al., 2009).

Quanto ao interesse em pos-graduacao, e quando realiza-la, a maior parte dos académicos
demonstrou interesse em realizar uma especializagao logo depois de formado. Um estudo realizado
em uma faculdade de Farmacia em Pernambuco mostrou que a maior parte dos alunos iniciava a
pos-graduacao logo apo0s a finalizacao do curso (SILVA et al., 2019). Logo, o interesse em realizar a
pos-graduacao de maneira precoce parece ser ainda mais atrativo. E de grande importancia ressal-
tar a continuidade da vida académica apos a conclusao da graduacao, sendo esta uma maneira de
intensificar os conhecimentos e aplica-los de maneira eficaz e segura (SILVA et al., 2019).

O presente estudo mostrou que a maioria dos ingressantes demonstrou interesse em trabalhar
no servico publico enquanto recém-formado, mas essa perspectiva nao se manteve como modalidade
de trabalho desejada ao longo da carreira, com redugao estatisticamente significante. Um estudo
de 2008, no Reino Unido, com sistema de satide universal bem mais antigo que o Sistema Unico de
Satde do Brasil, também verificou uma maior intencao entre os estudantes de Farmacia em ativi-
dades relacionadas a comunidade na fase inicial da carreira quando comparada a intenc¢des futuras,
especificamente 10 anos apo6s a inser¢ao no mercado de trabalho (WILLIS et al., 2008).

Embora seja relevante ressaltar que, mesmo sem o suporte formativo para uma formacgao uni-
versitaria para o sistema de satde vigente no Brasil (FAE et al., 2016), os académicos ingressantes
apresentaram uma visao e perspectiva positiva do setor publico, mesmo vislumbrando a principio
como um emprego inicial e temporario. Nesse sentido, para alinhar o interesse demonstrado antes
mesmo de conhecer mais profundamente os principios e diretrizes do sistema publico, as insti-
tuicoes de ensino necessitam ter um Projeto Pedagogico do Curso (PPC) que considere e efetive
as DCN. Havendo uma efetivacao do conhecimento sobre o arcabouco legal do SUS, otimiza-se a
empregabilidade e oportunidades futuras, com efetivacao no mercado de trabalho a curto e longo
prazo, permitindo que o sistema publico nao seja apenas um local interessante no inicio da carreira
profissional do farmacéutico (VARELA et al., 2016).

No presente estudo, as mulheres apresentaram maior interesse no servico publico durante
toda a carreira profissional (definitivamente) quando comparado aos homens. Apesar da literatura
ser escassa sobre essa discussao, um estudo com académicos ingressantes de Odontologia da UEPG
também verificou o maior interesse no servico publico por mulheres (RUTYNA, 2021). Esse dado le-
vanta a hipétese em relagao ao que se tem estabelecido na literatura quanto as praticas de cuidado, as
mulheres tém maior frequéncia no uso de servicos preventivos (GOMES et al., 2007; COSTA-JUNIOR;
MAIA, 2009; BOTTON et al., 2017) e tém procurado mais o trabalho no curso da saade (MATOS et al.,
2013), e isso pode fazer com que tenham uma perspectiva de estabilidade e nas praticas de cuidado no
SUS uma maior visibilidade de cuidado em satide. Estudos futuros precisam aprofundar essa discussao.
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O interesse no tipo de servigo de interesse nao foi associado aos outros fatores sociodemo-
graficos (idade e renda familiar) e académicos (tipo de instituicao do ensino médio, forma e tipo
de vaga de ingresso no curso superior). No entanto, ressalta-se um resultado limitrofe em relacao
a renda familiar, com tendéncia de maior interesse no servigo publico entre os ingressantes com
menor renda familiar. Destaca-se a limitacao do tamanho amostral do estudo. Embora a pesquisa
tenha trabalhado com totalidade e nao amostra, o quantitativo pode nao ter tido poder estatistico
suficiente para avaliar as associacoes.

Dessa forma, o acompanhamento de novas turmas podera subsidiar uma compreensao maior
acerca do fendmeno analisado, e auxiliar na verificacao do impacto das politicas sociais indutoras
de ingresso nas institui¢coes de ensino superior tém efetivado em maior interesse e valorizagao da
formacao voltada para o servico publico de saade.

CONCLUSAO

Os académicos ingressantes do curso de Farmacia, em sua maioria, sao do sexo feminino, com
idade entre 17 e 19 anos, com renda familiar entre 3 e 4 salarios minimos, e ingressaram pelo sistema
universal via vestibular. O principal fator motivacional que levou a escolha do curso se da pela gran-
de amplitude do mercado de trabalho farmacéutico, sendo a maior area de interesse o campo das
Anélises Clinicas. Ainda foi possivel constatar que a maioria dos académicos tem o desejo de realizar
pos-graduagao logo depois de formados e demonstra interesse em ingressar no servigo publico de
maneira temporaria, sendo que o interesse como servigo ao longo da carreira entre as mulheres é
maior quando comparado aos homens.

Frente ao exposto, torna-se evidente a necessidade de as institui¢coes de ensino superior atua-
rem em concordancia com as DCN, as quais determinam a formacao farmacéutica humanista, critica,
reflexiva e generalista, buscando formar profissionais com interesse em contribuir continuamente
para o sistema de satde vigente no pais.
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RESUMO

A pandemia da COVID-19 afetou drasticamente a vida e o cotidiano de todos, incluindo a
realizacdo dos Estdgios Curriculares Supervisionados (ECS) de alunos da drea da salde. Nesse
cendrio, os Ministérios da Saude e da Educacdo uniram forcas para coordenar a estratégia “O
Brasil Conta Comigo™ a fim de auxiliar o servico de saude no enfrentamento & pandemia, com
os alunos das universidades voltadas para a drea da saude, além de profissionais e residentes.
Este trabalho € um relato de experiéncia, de cunho descritivo-reflexivo, que tem o objetivo de
relatar as experiéncias adquiridas com o estégio de enfermagem no contexto da pandemia da
Covid-19. Durante o estdgio foi possivel observar e participar ativamente de todas as mudancas
nos fluxos, protocolos e rotinas do servico. Foi possivel vivenciar a pandemia no contexto da
salde e o seu impacto para a assisténcia, além de desenvolver as habilidades e conhecimentos
preconizados. A troca com a equipe de saude foi de muita valia, pois houve uma interacdo
real entre ensino-servico de muita produtividade. Assim, o servico de saude pdde contar com
0 amparo dos recursos humanos e 0s académicos com experiéncias e aprendizados.

Palavras-chave: pandemia COVID-19, estdgio de enfermagem, O Brasil Conta Comigo.

The Covid-19 pandemic has drastically affected everyone's lives and daily lives, including the
realization of Supervised Curriculum Internships (SCI) for students in the health area. In this scenario,
the Ministries of Health and Education joined forces to coordinate the “O Brasil Conta Comigo™
strategy to help the health service fight the pandemic with students from universities focused
on the health area, as well as professionals and residents. This work is an experience report, with
a descriptive-reflective nature, which aims to report the experiences acquired with the nursing
internship in the context of the Covid-19 pandemic. During the internship, it was possible to
observe and actively participate in all changes in the flows, protocols and service routines, it
was possible to experience the pandemic in the context of health and its impact on care, in
addifion to developing the recommended skills and knowledge. The exchange with the health
team was very valuable, because there was a real interaction between teaching and service
with a lot of productivity. Thus, the health service could rely on the support of human resources
and academics with experiences and learning.

COVID-19 pandemic, nursing internship, O Brasil Conta Comigo.
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INTRODUCAO

O Coronavirus se tornou alvo de grande repercussao no Brasil e no mundo desde o seu apa-
recimento e identificagao na provincia de Wuhan, na China, em 30 de dezembro de 2019, por re-
presentar um problema de satide publica e, consequentemente, devido a grave crise sanitaria que
causou. Disseminou-se de forma rapida pelo mundo inteiro, sendo classificado enquanto pandemia
global em 11 de marco de 2020, o que afetou drasticamente a vida de todos, principalmente devido
aos esforcos que precisaram ser direcionados para sua contengao, assim como os protocolos de
biosseguranga que precisaram ser adotados e o risco real de morbimortalidade, impactando sig-
nificativamente a dinamica econdmica, social, politica e cultural do mundo inteiro (ANVISA, 2020;
BRASIL, 2020; CASCELLA et. al., 2020; CRODA; GARCIA, 2020; DE OLIVEIRA et. al., 2020; FACCHINI,
2020; GOSTIC et. al., 2020; KAMPF et. al., 2020; KIM et. al., 2020; LI et. al., 2020; SARTI et. al., 2021;
TEIXEIRA et. al., 2020; TIAN et. al., 2020).

Foi batizado pelo Comité Internacional de Taxonomias dos Virus (ICTV) como SARS-CoV-2 de-
vido a sua similaridade viral com os outros virus SARS. Ja a doenca foi intitulada Covid-19 pelo atual
diretor geral em exercicio da fungao, da Organizacao Mundial de Satide (OMS) Tedros Adhanom, em
referéncia ao tipo de virus e ao ano de seu surgimento. Em 30 de janeiro de 2020, ap6s um més da
confirmacao da sua descoberta na China, o Coronavirus ja havia se espalhado para cerca de 18 paises
e a OMS havia declarado Emergéncia de Satide Publica de Importancia Internacional (BRASIL, 2020a;
CASCELLA et. al., 2020; CRODA; GARCIA, 2020; DE OLIVEIRA et. al., 2020; GOSTIC et. al., 2020; KAMPF
et. al., 2020; KIM et. al., 2020; TEIXEIRA et. al., 2020).

Desde o inicio do ano de 2020, quando o Brasil ainda sofria apenas a ameaca da vinda do virus,
o Ministério da Satde (MS) tem usado a comunicacao e a disseminagao de informag¢oes em massa,
principalmente por meio da imprensa, como estratégia fundamental de prevencgao e promocao de
saude. Disponibilizou também novos meios de atendimento ao publico em regime de plantao, como
por exemplo o teleatendimento, tudo para garantir o acesso a informacoes seguras sobre o momento,
entendendo que o obscurantismo poderia agravar a situagao (ANVISA, 2020; BRASIL, 2020d; BRASIL,
2020e; BRASIL, 2020k; BRASIL, 2020m; DE OLIVEIRA et. al., 2020; CRODA; GARCIA, 2020; GARCIA
et. al., 2020; SARTI et. al., 2021; TEIXEIRA et. al., 2020; WHO, 2020).

Além do mais, a capacitagao de recursos humanos e materiais e a ampliacao da cobertura do
Sistema Unico de Satde (SUS) tém sido importantes para o fortalecimento da assisténcia a satde.
Isso porque o servico de saude ja carecia desses recursos em um momento anterior a pandemia. Esse
déficit somado ao aumento expressivo da procura por atendimento representou um fator decisivo
para o colapso iminente do sistema de satide e aumento do nimero de oObitos. Alids, a ameaca até
entao inexistente, tem como caracteristica a vulnerabilidade imunologica da populacao e a caréncia
de conhecimentos sobre suas condigoes, tornando urgente a necessidade do preparo dos profissio-
nais e da populacao conforme as informagoes sobre a doenca eram atualizadas, visto que dados e
evidéncias cientificas ainda estao sendo descritas (ANVISA, 2020; TEIXEIRA et. al., 2020; WHO, 2020).

Nesse cenario, os Ministérios da Satide e da Educagao uniram forcas para coordenar uma estra-
tégia que auxiliasse o servico de satide no enfrentamento a pandemia com os alunos das universidades
voltadas a area da satde, além de profissionais e residentes. A estratégia intitulada “O Brasil Conta
Comigo” permitiu a insercao dos académicos de tltimo ano de Enfermagem, Fisioterapia e Farmacia e
de alunos de 5° e 6° anos de Medicina no SUS, por meio da adesao dos Municipios, Estados e Distrito
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Federal (BRASIL, 2020c; BRASIL, 2020¢e; BRASIL, 2020f; BRASIL, 2020g; BRASIL, 2020h; BRASIL, 2020i;
BRASIL, 2020j; BRASIL, 20201).

A estratégia mostrou-se benéfica para todos os envolvidos, pois houve o apoio ao servigo de
satde, em um momento em que muitos esforcos precisaram ser reorientados, bem como a necessidade
de reforgo dos recursos direcionados para a area da satde, e também para os alunos inscritos, que
puderam observar e auxiliar em todos esses processos e, consequentemente, aprender sobre variados
temas da assisténcia em satde com a experiéncia em uma oportunidade Ginica durante a pandemia.

Nesse sentido, o presente trabalho tem como objetivo relatar experiéncias vividas durante
o estagio, pela estratégia “O Brasil Conta Comigo”, em época de pandemia, e vincula-las a teoria ja
escrita sobre o assunto.

MATERIAL E METODO

Trata-se de um relato de experiéncia, de cunho descritivo-reflexivo sobre o estagio de enfer-
magem, no contexto da pandemia da Covid-19. O relato foi escrito por uma académica a partir da
observacao, pratica e discussdes com a equipe de satude e demais académicos do curso de Enfermagem
e de acordo com o diadlogo ensino-servigo.

O estagio em questao foi realizado em uma Unidade de Atencao Primaria a Sadde, vinculada
a estratégia “O Brasil Conta Comigo”, no periodo de 13 de julho de 2020 a 29 de dezembro de 2020.
A unidade realiza atendimentos relacionados a Atencao Basica e Estratégia de Satide da Familia a
populagao pertencente ao seu territorio.

As experiéncias citadas foram vivenciadas durante a rotina de atendimentos ao servico de
saude, atividades realizadas em parceria com a equipe de satde e preceptoria e supervisao de uma
enfermeira da unidade. Os dados foram discutidos de acordo com os referenciais do Ministério da
Saude, artigos e demais entidades envolvidas no combate a pandemia.

RESULTADOS

Durante o estagio foi possivel observar e participar ativamente de todas as mudancas nos fluxos,
protocolos e rotinas do servico e também vivenciar a pandemia no contexto da satide e o seu impacto
para a assisténcia. Por ser uma doenga emergente e ainda sem muito conhecimento a seu respeito,
novas informacdes e a forma de atuacao frente a doenca eram repassadas quase que em tempo real.

Foi possivel observar e aprender a se adaptar em meio a nova realidade, pois houve mudancas
na atuacgao do servico de satde como um todo, acoes que antes eram colocadas como prioridade,
como por exemplo, a vinculacao e o contato do paciente a unidade de satide sempre que necessario,
passaram a ser revistas e a orientagao foi a de evitar as idas ao servigo de satide. Unidades de por-
ta aberta precisaram de barreiras que impedissem o livre acesso dos usuarios até que fosse feita a
classificacao, enquanto sintomatico ou nao sintomatico, para encaminhamento ao setor adequado.
Programas e acompanhamento dos pacientes das ESF foram suspensos, cirurgias eletivas também,
dentre inimeras situagdes corriqueiras que, aos poucos, foram se adaptando a nova realidade, en-
quanto era necessario fortalecer as agdes de promocao de satide e prevengao de agravos, além de
prestar atendimento ao paciente com as situagdes e problemas de satde ja conhecidas, o que nor-
malmente caracterizava-o enquanto do grupo de risco.
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Nesse momento, foi necessario desenvolver ainda mais o pensamento estratégico e a capacidade
de adaptacao dos estagiarios e da equipe de satde, assim como a comunicacao efetiva entre todos
os envolvidos para estabelecer o didlogo entre a situacao com os pacientes atendidos, os demais
profissionais e os protocolos e rotinas que estavam sendo formulados naquele momento, a fim de se
prestar atendimento de satide qualificado aos pacientes e orienta-los da melhor maneira possivel.

No comecgo, como havia pouca informacao a respeito da transmissibilidade e letalidade da
Covid-19, bem como alguns dos sintomas, também nao havia muito material nem EPI, enquanto que
a demanda de pacientes comec¢ou a aumentar substancialmente. O desafio era trabalhar nao apenas
com o panico da populagao, mas dos profissionais também, no entanto, atuar em um ambiente de
incertezas possibilitou o desenvolvimento da resiliéncia em todos. Foi necessario resgatar os conhe-
cimentos a respeito dos protocolos de biosseguranca, colocacao e retirada de EPI, lavagem de maos
e higienizagao de materiais e superficies, além de fornecer essas informacgoes para toda a populagao.
Num primeiro momento todo aquele cuidado gerou certo impacto, afinal as vestimentas e a necessi-
dade de higienizagao constante eram antes rotinas aplicadas em casos especificos, mas que passaram
a ser realizadas incansavelmente e ainda nao garantiam total seguranca da prevencao do contagio.

Foi possivel desenvolver e praticar sensibilidade e cautela para entender e acolher a situagao
do usuario que estava procurando a unidade naquele momento, cuidado com o encaminhamento
e orientacao desse paciente e prudéncia na hora de registrar os ocorridos, pois todos os sintomas
eram levados em consideracao, por menor que fosse a queixa, era preciso ser pontuado, por uma
questao de biosseguranca e também para alimentar corretamente o sistema com informacoes acerca
do desenvolvimento da doenga. A partir dessas informagoes era realizado o processo de vigilancia
epidemiologica de todos os pacientes sintomaticos, o que permitia a alteragao de espagos fisicos
em areas de alto ou baixo risco de contaminagao, além de fluxogramas de pacientes e profissionais,
tudo para monitorar os pacientes sintomaticos e evitar o contato desses com os nao sintomaticos.
Com isso, foi possivel acompanhar o crescimento epidemiologico do virus e as novas informacgoes a
seu respeito que apenas a pratica poderia trazer, bem como entender as mudancas nos documentos
publicados pelo Ministério da Saude e como isso influenciava na epidemiologia como um todo.

Com o passar do tempo, a pandemia que todos acreditavam ser passageira foi permanecendo
e os casos ficando cada vez mais graves, pacientes ou mesmo profissionais que entravam na unidade
de satde com sintomas leves, por vezes tinham um agravamento do caso que os levava a 6bito ou
recuperacao com sequelas gravissimas. Acompanhar esses casos foi deixando a equipe de satde e os
estagiarios num estado de tensao cada vez maior, tanto pelo medo de contrair a doenca e transmitir
aos familiares, quanto de entender a responsabilidade de realizar o atendimento correto ao paciente
afim de prevenir esses desdobramentos.

Nesse momento, foi necessario entender e enfrentar o peso das desigualdades sociais na rea-
lidade para a satde. Apesar do risco real e do medo enfrentado por todos, era preciso perceber que
nem todo paciente teria condigoes de seguir as recomendacoes, por vezes o discurso era de que nao
seria possivel parar de trabalhar para nao perder o sustento da familia, pois pacientes com a doenca
confirmada por exame afirmavam que permaneceriam trabalhando para nao perder o emprego. Foi
preciso paciéncia para realizar o manejo verbal com esses pacientes, desenvolvendo atos de educacao
em saude para cada situacao em particular, as vezes até para as empresas e familias envolvidas. Foi
preciso entender o que diziam as resolugoes e como esses pacientes estavam protegidos pela lei e
orienta-los para evitar que o contagio aumentasse.
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Em meio a tudo isso, no decorrer do estagio foi possivel realizar procedimentos em condicdes
minimamente seguras, avaliar a capacidade do servico de satide em realizar os atendimentos e como
isso aconteceria em concordancia a vigilancia epidemiolégica de cada regiao. Foi possivel também
realizar a testagem dos pacientes sintomaticos e o monitoramento de casos confirmados, principal-
mente os casos pertencentes a algum grupo de risco, bem como a administracao de medicamentos
e suporte respiratorio quando preciso. Foi necessario fortalecer a educacao permanente dos pro-
fissionais e educacao em satde para os usuarios, para isso também foi importante agilizar meios
digitais quando possivel. Dentre outras acoes e experiéncias que foram possiveis apenas durante a
pandemia, além de suprir as demandas extras do servico de satade.

DISCUSSAO

A estratégia intitulada “O Brasil Conta Comigo” foi instituida pelas portarias 492 de 23 de marco
de 2020 e 639 de 31 de margo de 2020, publicadas no Diario Oficial da Uniao, com o intuito de auxiliar
os gestores do SUS e fornecer apoio em recursos humanos para as instituicoes, em carater excep-
cional e temporario, enquanto durasse a pandemia. O programa fez-se necessario, pois desde que as
aulas foram suspensas nao houve mais atividades académicas presenciais, o que incluia os estagios,
e o servico de satde seguia necessitando de amparo. Assim, os alunos puderam retomar os estagios,
contribuir com o servi¢co e aprender ao mesmo tempo, reforcando o ensino e qualificando-se por
meio de uma experiéncia pratica do que é aprendido na faculdade em teoria (BRASIL, 2020c; BRASIL,
2020e; BRASIL, 2020f; BRASIL, 2020g; BRASIL, 2020h; BRASIL, 2020i; BRASIL, 2020j; BRASIL, 20201).

Os alunos puderam atuar em atengao primaria, unidades de pronto atendimento, rede hospi-
talar e distritos sanitarios especiais. Para isso foi necessario realizar um cadastro on-line e um curso,
também on-line, sobre a Covid-19, e aos poucos os que estavam enquadrados nos requisitos do edi-
tal foram sendo chamados para os servicos de satide, de acordo com a dinamica epidemiologica do
virus em cada regiao (BRASIL, 2020e; BRASIL, 2020, f; BRASIL, 2020g BRASIL, 2020h; BRASIL, 2020i;
BRASIL, 2020j; BRASIL, 20201).

As instituicoes também precisaram se inscrever da mesma forma, por endereco eletronico, e
os profissionais interessados se dispuseram a ser preceptores do programa, responsaveis por acom-
panhar e orientar os alunos. Dessa forma, ao se apresentar nas unidades em que foram chamados,
os alunos eram amparados pelos profissionais preceptores, que apresentavam o local, o posto de
atuagao, a equipe, as responsabilidades, etc. (BRASIL, 2020e; BRASIL, 2020h; BRASIL, 2020i; BRASIL,
2020j; BRASIL, 2020I).

Arealizagao do Estagio Curricular Supervisionado em Enfermagem (ECS), em contexto pandé-
mico, trouxe a tona inaimeros debates em que a insercao dos alunos em campo de estagio deu-se sob
carater emergencial, estratégia usada para fortalecer o quadro de profissionais e ampliar a cobertura
de atendimento do SUS, o que trouxe implica¢oes a respeito da manutengao da qualidade e segu-
ranca, tanto do ensino e dos alunos quanto da assisténcia em saude e dos profissionais e pacientes,
pois num contexto em que as condic¢oes laborais e os riscos biologicos, fisicos e psicossociais estao
em pauta ¢ valida a ponderacao do risco de colocar estudantes na linha de frente do combate a
pandemia, somada a sobrecarga que o estagio pode acarretar (ESTEVES, et. al., 2018; FERNANDES et.
al., 2021; MATOS et. al., 2020; MOREIRA; TONON, 2020; SOCCOL et. al., 2020; SOUZA et. al., 2020).
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No entanto, até o momento nao existe previsao de retorno a realidade conhecida antes da
pandemia. Assim, as mudancas no cotidiano, trazidas pelo coronavirus, permanecem por tempo
indeterminado, apesar de todos os esforcos que estao sendo feitos para que tudo volte ao “normal’.
Dessa forma, os desafios de manter o ECS continuam necessitando de atencao. A respeito do receio
sentido pelos alunos ao atuar nesse cenario pandémico, existe a escolha de permanecer no servi-
¢o de saude ou nao, sendo ela particular e levando-se em consideragao a situagao de satde atual
e a convivéncia com os familiares. Além disso, cursos e instrugdes sobre os cuidados necessarios,
risco de contaminac¢ao, documentos elaborados a partir das evidéncias construidas sao constantes
(FERNANDES et. al., 2021; SOUZA et. al., 2020).

O compromisso com a formacao profissional durante o ECS inclui o ensino dos principios éticos,
senso de responsabilidade social e compromisso com a cidadania, além do reconhecimento de que
a atuacao em Enfermagem, por si so, exige a habilidade de atuar com adversidades e eficiéncia em
priorizar as demandas, entao um contexto desconhecido acabou por favorecer o desenvolvimento
dessas competéncias (BRASIL, 2008b; ESTEVES, et. al., 2018; FERNANDES et. al., 2021; MATOS et. al.,
2020; MOREIRA; TONON, 2020; SOCCOL et. al., 2020).

No Brasil, o SUS tem sido de extrema importancia no manejo da pandemia, pois algumas acdes
preventivas tinham sido tomadas antes de o primeiro caso ter sido notificado em 26 de fevereiro
de 2020, em Sao Paulo. Por exemplo, o Centro de Operagoes de Emergéncia (COE) do Ministério da
Saude estava acionado desde o dia 22 de janeiro, a Emergéncia em Satde Publica de Importancia
Nacional (ESPIN) ja havia sido declarada desde o dia 3 de fevereiro. O Plano de Contingéncia foi
acionado dia 27 de fevereiro, quando medidas de prevencao foram reforcadas, tudo isso conforme a
Portaria MS n° 188, e conforme o Decreto n° 7.616, de 17 de novembro de 2011. Sob coordenacao da
Secretaria de Vigilancia em Saide (SVS/MS), medidas de seguranca para planejamento, organizagao
e monitoramento da situacao epidemiologica foram agilizadas para o enfrentamento de uma, até
entao, possivel pandemia.

As providéncias foram tomadas a partir da experiéncia de outros paises e visavam que o contagio
potencial das pessoas ocorresse gradualmente, de forma a impedir um alto nimero de infectados em
um curto intervalo de tempo e, assim, sobrecarregar o sistema de satde, o que permitiria que este
pudesse continuar atuando de forma efetiva e com disponibilidade. Apesar disso, o avango da doenga
foi acelerado e, com isso, em 17 de margo ocorreu o primeiro obito por Covid-19 no pais. Em 20 de
marco de 2020 foi reconhecida a transmissao comunitaria em todo o territorio nacional (ANVISA,
2020; BRASIL, 2011; BRASIL, 2020a; BRASIL, 2020d; BRASIL, 2020e; BRASIL, 2020h; BRASIL, 2020Kk;
BRASIL, 2020m; DA SILVA et. al.; 2020; CRODA; GARCIA, 2020; DA SILVA et. al.; 2020; DE ARAUJO et.
al., 2020; DE OLIVEIRA et. al., 2020; FACCHINI, 2020; GONCALVES, 2021; SARTI et. al., 2021; SEGATA,
2020; SOUZA, 2020; TEIXEIRA et. al., 2020.).

A despeito de uma nova crise sanitaria que a pandemia causou, o SUS se tornou o protagonista
em seu enfrentamento no Brasil, trazendo de volta ao pais a sua importancia, que até entao estava
se perdendo. Foi necessaria a reestruturacao do servigo, gestao e provisdo de recursos em carater
excepcional, além de toda uma reorientagao dos profissionais, tudo para lidar com uma doenca que
ainda nao se sabia com exatidao a sua extensao (BOUSQUAT et. al., 2021; DA SILVA et. al.; 2020; DE
ARAUJO et. al., 2020; DOS SANTOS, 2020; FACCHINI, 2020; SILVA, 2018; SARTI et. al., 2020; SOUZA,
2020; TEIXEIRA et. al., 2020).
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Faz parte do SUS a adogao de estratégias conhecidas como do ambito da Satide Coletiva, como
planejamento baseado em dados, conhecimento do territorio, o acesso e o vinculo entre o usuario
e a equipe de satde, a integralidade da assisténcia, o monitoramento das familias vulneraveis e o
acompanhamento dos pacientes. Sao medidas tomadas sob a 6tica de que os individuos inseridos em
um meio, constroem e interferem na esfera da satde mutuamente. Entao, durante a pandemia foi
fundamental redirecionar essa atengao para os casos suspeitos e confirmados, realizando o manejo
dos casos leves, o direcionamento dos casos moderados e graves para evitar o agravamento, além da
contenc¢ao da pandemia ao abordar problemas oriundos do isolamento social. Tudo isso somado aos
problemas ja vivenciados cotidianamente (BOUSQUAT, et. al., 2021; DA SILVA, et. al.; 2020).

Portanto, para coordenar o atendimento seguro e de qualidade houve o estabelecimento e atua-
lizacao constante de fluxos e protocolos fornecidos pelo Ministério da Satde, relacionados principal-
mente a capacitacao dos profissionais, ao apoio na estruturagao do fornecimento de medicamentos,
suporte ventilatorio, testes diagnosticos e exames complementares em grande nimero, estruturagao
de espaco fisico adequado para acolher possiveis casos suspeitos, criagao de hospitais de campanha e
abertura de leitos, EPIs adequados em niimero e grau para os profissionais e pacientes sintomaticos.
Estratégias importantes para aumentar a capacidade do sistema de satde e prestacao de servigos
em contraposicao a sua sobrecarga durante a pandemia (DE ARAUJO, et. al., 2020; FACCHINI, 2020;
SILVA, 2018; SARTI, et. al., 2020; SOUZA, 2020).

Devido a inexisténcia de cura e até a populagao mundial estar devidamente vacinada, a pre-
vencao depende de acdes nao farmacéuticas, ou seja, € pautada nos principios da biossegurancga e
tem como objetivo a contengao, a prevencao e a protecao de riscos inerentes a exposi¢ao ao virus.
Com o aumento do nimero de casos passaram a ser elaborados protocolos, normas, leis e uma di-
versidade de documentos técnicos para impedir ou diminuir a cadeia de transmissao do virus. Para
os profissionais de satde, a biosseguranca ¢ uma acao educativa de construgao de conhecimento,
pois envolve o comportamento humano em sua tomada de decisao e representa uma forma de luta
contra a precarizacao e exploracao do servico (GONCALVES, 2021; SARTI et. al., 2021).

Essas estratégias usadas para conter ou minimizar a contaminacao dependem tanto de agoes
governamentais, das autoridades sanitarias e politicas quanto da adesao por parte da populagao.
Nesse cenario, a educagao em satide tem sido fundamental nos esforgos para incentivar a adocao das
praticas de prevencao e precaucao corretas, associadas a compreensao do real risco da pandemia,
sem gerar panico. Para a populacao em geral, o momento tem sido de muito aprendizado, pois em
um curto espaco de tempo assuntos que antes eram apenas do dominio de profissionais de saade
precisaram fazer parte da rotina de todos, sob um risco palpavel de contrair a doenca e até evoluir
a 6bito (ANVISA, 2020; SARTI et. al., 2021; SOUZA, 2020; WHO, 2020).

CONCLUSAO

Toda essa vivéncia trouxe um enorme aprendizado e contribuiu muito para a formacao pro-
fissional de muitos estagiarios, colaborou para o desenvolvimento de uma identidade profissional
e crescimento pessoal e, conforme preconizam as Diretrizes Nacionais Curriculares do curso de
Enfermagem, durante as atividades do dia a dia, competéncias como comunicacao, gestao, lideranca
e tomada de decisoes se desenvolveram enquanto o medo e a inseguranga foram transformados em
autonomia.
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A troca com a equipe de satde foi de muita valia, pois houve uma interagao real entre ensino-
-servico de muita produtividade. Assim, o servi¢o de saade pdde contar com o amparo dos recursos
humanos e os académicos com experiéncias e aprendizados.
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RESUMO

Infroducgdo: A taxa de deteccdo de tuberculose pode ter mudado durante a pandemia de
COVID-19 pela nova realidade e hdbitos criados para combater a pandemia. Objetivo: Analisar a
incidéncia de tuberculose no Brasil durante os anos de 2018 a 2020; comparando-se os periodos e
as populacdes vulnerdveis. Métodos: Foram coletados dados presentes no Cadastro do Ministério
da Saude do Brasil sobre a incidéncia de tuberculose nos anos de 2018, 2019 e 2020, levando
em consideracdo a distribuicdo por idade, sexo e grupos vulnerdveis como moradores de rua,
presididrios, profissionais de saude e imigrantes. Resultados: Observou-se diminuicdo do nUmero
de novos casos de tuberculose no ano de 2020 comparado com 2018 e 2019. NGo foram
observadas diferencas na proporcdo de homens e mulheres e nem por faixa etdria. Dentre os
individuos vulnerdveis, verificou-se que mantiveram, em 2020, a mesma proporcdo observada
em 2018 e 2019. Conclusdo: A deteccdo de novos casos de tuberculose diminuiu durante a
pandemia de COVID19 em todos os segmentos da populacdo estudada.

Palavras-chave: Tuberculose; pandemia; populacdes vulnerdveis.

Intfroduction: The detfection rate of tuberculosis may have changed during the COVID-19
pandemic due to the new reality and habits created to combat the pandemic. Objective:
To analyze the incidence of tuberculosis in Brazil during the years 2018 to 2020; comparing the
detection rate during this period in general and vulnerable populations. Methods: Data on the
incidence of tuberculosis in the years 2018, 2019, and 2020 were collected from the Registry of
the Brazilian Ministry of Health, taking into account the distribution by age, sex, and affiliation to
vulnerable groups such as homeless people, inmates, health professionals and immigrants. Results:
The overall number of new tuberculosis cases in 2020 was lower than in 2018 and 2019. There was
no difference in the percentage of men and women or between age groups. The incidence
of tuberculosis among people belonging to vulnerable groups remained the same in 2020 as in
2018 and 2019. Conclusion: New cases of tuberculosis decreased equally in all segments of the
population studied during the COVID-19 pandemic.

Tuberculosis; pandemic; vulnerable populations.
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INTRODUCTION

Tuberculosis (TB), caused by Mycobacterium tuberculosis is an infectious disease recognized
since antiquity. However, it is still one of the main infectious causes of death in the world, despite
the great advances in its diagnosis and treatment (1,2) . According to the WHO, it is estimated that
in 2019, about 10 million people around the world became ill with TB, and approximately 1.4 million
deaths from the disease were accounted for (3). The prevalence and incidence of the infection is
influenced by individual patient factors, social, community and health system aspects (4) and is more
common among the marginalized population and those with low socioeconomic status (2). About 95%
of new TB cases appear in countries with few economic resources (4). In 2015, the WHO launched a
“Strategy to End TB 2016-2035”, with the aim of universally aligning the fight against TB, addressing
not only aspects of the disease, but also its social and economic determinants (5).

In late 2019, a novel coronavirus was recognized as the cause of pneumonia cases in Wuhan,
China. This infection spread rapidly, resulting in a global pandemic, causing the interruption of many
routine health services, including those intended for the treatment of TB (6-8). Mycobacterium
tuberculosis and SARS-CoV-2 are infectious agents that, although they belong to different groups
of microorganisms, are both spread by airborne transmission, although SARS-CoV-2 is much more
infectious (9). AWHO (World Health Organization) survey in 165 countries showed that 42% of them
had interruptions in their tuberculosis detection and treatment strategies (7).

In countries such as Peru, the COVID-19 pandemic has negatively impacted health programs
focused on TB, due to the diversion of resources to control the pandemic. Consequently, combat
measures, epidemiological surveillance of tuberculosis cases were affected and data point to an increase
in the number of cases, especially of multidrug-resistant tuberculosis, and to the underdiagnosis of
the disease (10). In Brazil, data are available at the Ministry of Health databases, and knowledge and
discussion of such numbers is important for health professionals involved in the fight against TB.
Although the provision of services to combat TB has not been interrupted in Brazil, the demand for
them by patients may have been impacted by the fear of contamination by SARS-CoV-2.

This study aims to analyze the detection rate of new tuberculosis cases in the years 2018 and
2019 compared to 2020 in Brazil, assessing the impact of the pandemic.

METHODS

Information on tuberculosis comes from the “Sistema de Informacao de Agravos de Notificacao”
(Sinan), publicly available in the internet in the DATASUS database (11). Thus, submission to the
Research Ethics Committee was waived. TB incidence data were obtained from the Brazilian Ministry
of Health Registry in the years 2018, 2019 and 2020. Stratification was performed according to the
patient’s sex and age. The incidence of TB in vulnerable groups was studied, such as inmates, homeless,
immigrants and health professionals. TB cases were grouped into quarters and compared.

STATISTICAL ANALYSIS

The collected data were spread out using the Excel® program. Statistical analyzes are descriptive
and expressed in absolute numbers and percentages. P values lower than 5% were considered
statistically significant.
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RESULTS

Table 1 and figure 1 show the numbers of cases over the years studied according to sex and
age emphasasing the decreasement of the total detections as well as 2020. Previously, before the
lockdown period, the number of new cases was similar to earlier years, between 23 and 24 thousand
cases in the quarter. From the second quarter of 2020 onwards, there was an important reduction of
the number of detected cases (-25.8%) in the months of April, May and June 2020. The same situation
would remain in the last two quarters of 2020 with lower numbers than 2018 and 2019.

There was no significant difference (P = 0.62) between the proportion of men and women; the
same occurs in the different age groups.

Table 1 - Numbers of TB cases over the years 2018, 2019 and 2020 according to sex and age.

T T T R
Quates 125 a1 3 s a1 23 [4__
TOTAL 23861 |24185|24958 | 23651 12386124185 24958 | 2365124936 118501 |21765|20958
MEN 16757 | 17061 | 14400 | 16469 | 16757 | 17061 | 14400 | 16469 | 17632 | 13097 | 15318 | 14675
WOMEN 7102 |7119 |7557 7180 |7102 7119 |7557 |7180 |7304 |5404 |6447 | 6283
age e T T
Unftil 2 years | 185 280 318 280 371 444 512 493 389 282 331 322
Unfil 19 years | 1640 [1672 1825 |1693 | 1575 |1556 |1597 |1509 |1502 |990 1230 | 1207
20- 49 years |14 447 /1516215787 | 14835| 15127 | 1524415849 | 14868 | 15599 | 11857 | 13699 | 13020
50- onwards | 6408 6704 |18970|23446|6784 |6931 6988 |6730 6988 |4986 |6040 |5938

Figure 1. Number of cases of tuberculosis during 2018,2019 and 2020 according to age and gender.

Table 2 shows the distribution of tuberculosis incidence in risk groups in the three years studied.
No significant differences were observed in the proportion of cases in these groups during this period
of years. However, it is interesting to observe that there was a reduction in the number of cases be-
tween 2019 and 2020. Nevertheless, it was -10.8% lower than that observed in the general population.
In all the vulnerable populations evaluated, the reduction in the number of cases was around 10%,
being the most expressive among health professionals, which it was observed a reduction of 13.4%.
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Table 2 - Incidence of tuberculosis cases in high-risk populations during the years 2018, 2019 and

2020.
. L L
(n=94,720) (n=96,655) (n=86,166)
Homeless people 3432 (3.6%) 3683 (3.8%) 3530 (4.0%)
Healthcare professionals 1225 (1.2%) 1167 (1.2%) 1324 (1.5%)
People deprived of liberty 10885 (11.5%) 11755 (12.1%) 10514 (12.2%)
Immigrants 681 (0.7%) 646 (0.6%) 586 (0.6%)

DISCUSSION

The data raised into account some questions about the reduction of tuberculosis cases reported
in Brazil in 2020 comparing the two previous years. The beginning of March 2020 was marked
by the beginning of Covid-19 cases in Brazilian territory, that increased exponentially over the
months. Therefore, social distancing and personal care measures were implemented by the Brazilian
government to stop the spread of the pandemic in Brazil. Mandatory use of masks in public places
and the establishment of restrictions on agglomerations were required (12). It can be said that the
general population was apprehensive about the circulation of the new virus and adhered to such
measures, including when circulation was restricted.

Our results showed that in 2020 there was a decrease in the total number of TB detections,
without changes in the pattern according to sex, age group or presence of high risk of contagion.
This reduction was also observed by other authors. Miglori et al. (13) studying 32 centers in several
countries, observed a reduction of 27 (84%) of them in the first 4 months of 2020 when compared to
the same period of 2019.

The reduction observed in new cases may have several explanations. It can be inferred that the
use of masks and social distancing may have helped to reduce contamination. A study published in 2020
linked the use of masks during the Covid-19 pandemic and the decrease in active cases of Influenza.
The circulation of the virus dropped rapidly after the implementation of social restriction measures,
and in about 2 weeks there was a significant reduction in transmissions (14). Thus, the fact of using
masks and maintaining distance can be important factors in reducing the notification of tuberculosis
cases in Brazil. Additionally, it is possible that there has been a decrease in the use of health services
(15). Therefore, this reduction may represent the non-detection of new cases, which is a worrying
situation. Although there are no corroborating publications, it is possible to hypothesize that the
health system itself may have diverted resources destined for TB care centers to use in the fight
against COVID-19. Another possibility is that the patients themselves have not looked for treatment
centers due to the fear of contamination by COVID-19. Not treating tuberculosis infection or treating it
improperly can favor future spread of the disease and increase the risk of drug resistance (1,2). Efforts
must be made to ensure that care for TB patients is preserved during the COVID-19 pandemic. The
use of telemedicine has been proposed as an alternative to improve this situation (13). However, it
must be kept in mind that the poorest population (that is, the most vulnerable and most susceptible
to tuberculosis infection) may not have access to this resource.

In this study, it was not possible to detect a special group of the population that was more
susceptible to treatment interruption, in which it was able to concentrate efforts to reverse the
problem. It seems to affect all studied segments of society. It is noteworthy, however, that among
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the most vulnerable populations, there was a smaller reduction (about 10%) in relation to the general
population. This fact may be associated with the lower incorporation of restrictive habits and mask
use by this segment of the population.

In conclusion, this study reports a decrease in the detection of new TB cases in Brazil during
the COVID-19 pandemic, a decrease that equally affected men and women of all age groups, as well as
segments of the population considered to be more vulnerable. As tuberculosis is an entity with a high
impact on morbidity and mortality, the possibility of not detecting new cases and consequently not
instituting treatment is worrying and could have serious repercussions on public health. Therefore,
itis necessary that not only government entities remain in charge of the diagnosis and monitoring of
tuberculosis. Nevertheless, the entire medical community should be alert to the possible detection
of new cases.
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RESUMO

O conhecimento da biodiversidade vegetal, além de ser considerada uma fonte de modelos
quimicos para a sintese de novas moléculas, também deve ser incentivado como um recurso
natural com possivel atividade farmacoldgica. Ao longo do desenvolvimento embriondrio,
os sistemas orgdnicos estdo sujeitos & acdo de fatores exdgenos e enddgenos que podem
interferir na expressdo do padrdo estrutural e funcional da espécie animal. Neste estudo foi
avaliado a DL50 dos extratos vegetais (hidroalcodlico, diclometano e acetato de etila) de
Eugenia catharinensis em embrides de Gallus domesticus. Os resultados preliminares demonstram
elevada mortalidade (100%) dos extratos vegetais acetato de eftila e diclorometano, enquanto
o hidroalcodlico se mostrou menos téxico (cerca de 30%) aos embrides. A partir destes dados
iniciais, o extrato hidroalcodlico serd avaliado isoladamente, determinando-se outras andlises
bioguimicas ou morfoldgicas.

Palavras-Chave: embriotoxicidade; embrido; dose letal; extratos vegetais; desenvolvimento.

Knowledge of plant biodiversity, besides being considered a source of chemical models for
the synthesis of new molecules, should also be encouraged as a natural resource with possible
pharmacological activity. Throughout embryonic development, organic systems are subject to
the action of exogenous and endogenous factors that may interfere with the expression of the
structural and functional pattern of the animal species. In this study, we evaluated the LD50 of
plant extracts (hydroalcoholic, diclomethane and ethyl acetate) of Eugenia catharinensis in
Gallus domesticus embryos. Preliminary results show high mortality (100%) of plant extracts ethyl
acetate and dichloromethane, while hydroalcoholic was less toxic (about 30%) fo embryos. From
these initial data, the hydroalcoholic extract will be evaluated separately, determining other
biochemical or morphological analyzes.

embryotoxicity; embryo; lethal dose; plant extracts; development.
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INTRODUCAO

Diversas espécies da familia Myrtaceae sao utilizadas popularmente, como a Eugenia uniflora,
que tem finalidade antirreumatica, antidiabética, adstringente, analgésica, hipoglicemiante, diurética
e reguladora do sistema digestorio (KIRTIKAR; BASU, 2006; SERAFIN et al., 2007; SAHA et al., 2013).
Dentre os compostos ja identificados nas espécies da familia Myrtaceae, temos os taninos, flavonoi-
des, acidos, triterpenos, sesquiterpenos e saponinas (SERAFIN et al., 2007, NERI-NUMA et al., 2013).
Flavonoides e compostos fenolicos ja foram isolados de espécies do género Eugenia (TIMBOLA et al.,
2002; KUSKOSKI et al., 2003; EINBOND et al., 2004). Dentre as atividades biologicas dos flavonoides,
a antioxidante é a mais estudada. Esta atividade esta ligada a uma combinacao de suas excelentes
propriedades quelantes de ferro e sequestradoras de radicais livres, além da inibi¢ao de muitos ou-
tros sistemas que participam de processos pro-oxidantes, sendo também capazes de ativar sistemas
antioxidantes endogenos (TRUEBA, 2003).

Porém, dentro desta realidade surgem preocupagodes acerca do uso popular e tradicional sem
avaliacao toxicologica dos recursos vegetais, sendo apenas o uso empirico insuficiente para validar
eticamente as plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006; DE FATIMA AGRA; DE FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; AGRA et al., 2008). As reacdes adversas
provenientes do uso de plantas ou extratos vegetais podem ser decorrentes de seus componentes,
contaminantes ou de sua preparacao (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006). Estes efeitos podem também
ocorrer por substancias isoladas de plantas, como diversos compostos organicos, produtos do meta-
bolismo primario e secundario, e que podem exercer efeitos benéficos ou maléficos sobre o organis-
mo. Para assegurar o uso das plantas, ¢ imprescindivel a realizagao de testes de eficacia, seguranga e
qualidade, utilizando-se métodos para a obtencao de informacoes toxicologicas pré-clinicas através
de pesquisas in vitro e in vivo (ZOLLNER; SCHWARZ, 2013). No entanto, tais estudos de toxicidade de
plantas medicinais sao pouco realizados (VEIGA; PINTO; MACIEL, 2005; CLEFF et al., 2008).

Buscando avaliar a toxicidade de extratos vegetais, foram escolhidos trés principais extratos
de Eugenia catharinensis (hidroalcodlico, diclorometano e acetato de etila) para calcularmos a DL50
em embrioes de galinha.

MATERIAIS E METODOS

Na presente analise, foram testados os efeitos dos extratos hidroalcoolico, diclorometano e
acetato de etila em ovos embrionados de Gallus domesticus in vivo (CEUA:05/2017). Os ovos foram
incubados pelo periodo de 7 dias a 37°C em incubadora com umidade controlada (55%), sendo ava-
liada a viabilidade embrionaria diariamente através de uma abertura na parede lateral da casca do
ovo, local onde eram administrados 50uL de cada concentragao dos extratos vegetais estudados.
Foram utilizados seis ovos embrionados para cada concentragao testada (0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6,
3.2, e 6.4 pg/g do extrato hidroalcodlico, diclorometano e acetato de etila). Durante a preparagao
das concentragoes, foi utilizado o Tween 80 nas maiores doses testadas. O tratamento foi realizado
em E3 e analisados ap6s uma semana em E9, de acordo com Hamburger e Hamilton (1993). Durante
este periodo, foram mantidas as aberturas das cascas dos ovos, protegidas com fita adesiva trans-
parente atoxica.

Apos a administragao das concentragoes, era realizada a observacao diaria até o fim do experi-
mento para verificar a mortalidade embrionaria. Nos ovos nao viaveis (morte embrionaria), ou ao final
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de sete dias, era realizada a eutanasia para analise morfologica externa do embriao (aspecto geral)
e, apos, os embrioes eram coletados de forma asséptica, fixando-os em formol 10%. Para a determi-
nacao da DL50, foi contabilizado o namero de animais eventualmente mortos para a determinagao
da dose responsavel pela morte de 50% dos animais experimentais (DL50), com limite de confianca
de 95%, segundo o método de Litchfield e Wilcoxon (1949), no qual se conta o nimero de animais
mortos para cada grupo e se calcula o percentual.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio para determinagao do grau de toxicidade através da investigacao da dose letal 50%
(DL50), apresentado pelos extratos vegetais hidroalcodlicos, diclorometano e acetato de etila de
Eugenia catharinensis, houveram mortes de embrioes conforme Tabela I. Os dados revelaram uma
elevada taxa de mortalidade nos embrides do grupo acetato de etila e diclorometano. A elevada
toxicidade destes extratos pode estar relacionada a preparacao da dose de tratamento em que 0s
extratos foram emulsionados em Tween 80 para facilitar a entrada da substancia nas células dos
tecidos dos embrides. Tween € um tensoativo nao idnico, pouco téxico para membranas bioldgicas
(REGE; KAO; POLLI, 2002), constituido por ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol. Esta
substancia é utilizada como detergente, aumentando a permeabilidade das membranas bioldgicas,
e com isso a velocidade de transporte através da membrana (AZMIN et al., 1985; REGE; KAO; POLLI,
2002). Neste sentido, os ésteres de acidos graxos de polioxietileno sorbitol pode provocar altera-
¢oes morfologicas na estrutura da membrana das células embrionarias, podendo, nas doses mais
altas, atuar toxicamente. Embrides de Gallus domesticus tém sido amplamente usados para avaliar
a embriotoxicidade de produtos quimicos (SHEPARD, 1976). Uma das formas de avaliacao se refere
as andlises de varias substancias, cujos produtos quimicos afetam diretamente o embrido, e tanto
com mortes como a observacao de malformacgoes, que desta forma podem ser monitoradas e melhor
estudadas (DOMOWICZ et al., 2011).

Os resultados mostraram que a dose de 0,05 ug/g extrato hidroalcoolico foi responsavel por
33,3% das mortes, enquanto os extratos de diclorometanos provocaram o 6bito de 50% e de acetato
de etila obteve 66,7% dos 6bitos. Pode-se ainda verificar, entre os embrides analisados, alteracoes
no padrao de desenvolvimento embrionario, de acordo com o estagio do desenvolvimento.

Tabela | - Taxa de mortalidade e determinacdo da DL50 dos embrides de G. domesticus.

|Extratos de Eugenia catharinensis
Dose (ug/g) Hidroalcodlico Diclorometano Acetato de etila

0,05 33,3 50,0 66,7

0,1 33,3 66,7 83,3

0,2 33,3 66,7 100,0
0,4 50,0 66,7 100,0
0,8 83,3 83,3 100,0
1,6 83,3 83,3 100,0
3,2 100,0 100,0 100,0

4 100,0 100,0 100,0

Fonte: Compilacdo dos autores.
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Os embrides mortos, frequentemente, exibiam multiplas malformagdes. Havia, em média, mais
de duas malformacodes por embriao morto. As malformacoes em alguns 6rgaos vitais poderiam estar
relacionadas com a mortalidade do embrido. A maioria das mortes ocorreu em embrides entre os
estagios E4 e E5. A Tabela II relaciona as principais alteragdes morfologicas.

Tabela Il - Andlise qualitativa dos achados morfoldgicos observados nos embrides de Gallus
domesticus tratados com os extratos vegetais.

Extratos Caracteristicas morfolégicas (membros, madibula e téraco-abdominal)
Extrato Hidroalcodlico | membros presentes, sem desenvolvimento mandibular e abertura téraco-abdominal

5
Extrato Diclorometano | membros presentes, sem desenvolvimento mandibular e abertura téraco-abdominal | 42
Extrato Acetato de Etila | membros presentes, sem desenvolvimento mandibular e abertura téraco-abdominal | 43

Fonte: Compilacdo dos autores.

CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foram descritos alguns parametros de embriotoxicidade que podem ser
importantes para trabalhos futuros com os extratos de E. catharinensis. A observagao dos embrides e
a determinacao da DL 50 de embrides tratados com varias doses dos extratos hidroalcoélico, dicloro-
metano e a acetato de etila, demonstraram que compostos vegetais podem ser toxicos para embrides
dependendo da dose e do veiculo, como verificado por Heinz et al. (2009), e foi demonstrado que a
fragao hidroalcodlica foi a menos toxica para embrioes de aves, servindo de base para testes futuros.
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