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INTRODUCAO:

Conhecido como PIBIC-EM, o Programa Institucional de Bolsas de Iniciagdo Cientifica
para o Ensino Médio tem como finalidade integrar estudantes do ensino médio de escolas
publicas em atividades de pesquisa cientifica, sob a orientacdo de professores e pesquisadores
da UNICAMP e com o apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq) (BATISTA, 2016). Um dos laboratérios participantes deste projeto é o Laboratério de
Estudos de Biologia da Infec¢do por Leishmania (LEBIL) onde séo realizados estudos sobre o
protozoario Leishmania e busca entender como a doenca se manifesta em seu hospedeiro e as
novas formas de trata-la.

Em virtude da pandemia causada pelo virus SARS-Cov2, desenvolvemos todos 0S nossos
aprendizados do PIBIC-EM de maneira virtual, utilizando principalmente a plataforma do Google
Meet. Durante o primeiro semestre, aprendemos as normas e regras de um ambiente laboratorial
e sobre o parasito Leishmania sp., causador da leishmaniose, que é o foco dos estudos no
laboratério.

Os parasitos sédo transmitidos ao homem a partir da picada de um inseto vetor, os
flebotomineos conhecidos popularmente por “mosquito-palha”. A doenga apresenta varios tipos,
sendo principais manifestacdes clinicas: leishmaniose visceral e cutanea. Seus principais
hospedeiros sdo animais silvestres, como por exemplo canideos, marsupiais e roedores, porém,
com a aproximacdo dos humanos e seus animais a natureza, estes comecam a apresentar

também a doenca. Nao existe hoje uma vacina para humanos que o protejam da doenga, essa
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vacina € apenas apresentada para animais. Existem, contudo, tratamentos medicamentosos para
os pacientes humanos, porém seus efeitos colaterais séo diversos (MDS, 2020).

O projeto realizado no segundo semestre teve como objetivo analisar a eficiéncia de dois
compostos diferentes denominados aqui como C1 e C2, incubados com macréfagos infectados
com L. braziliensis ou L. infantum durante 24 e 48 horas.

METODOLOGIA:

Para a realizacdo do projeto, todos os experimentos foram realizados por estudantes de
pés-graduacdo do laboratério. Foram entdo obtidos macréfagos a partir da diferenciagdo de
células da medula 6ssea de fémures e tibias de camundongos Balb/C e, além disso, culturas de
promastigotas de L. braziliensis e L. infantum foram mantidas para a realizagdo do projeto. Com
estas células, inicialmente foram realizados testes de toxicidade de diferentes compostos.

Os compostos C1 e C2 foram mais tdxicos para os parasitas em relacdo aos macrofagos,
dessa forma foram realizadas infec¢des in vitro com as espécies de Leishmania. Os compostos
foram administrados com 4 concentracdes: 0,5, 1,0, 5 e 25 microM; por 24 e 48 horas. Para cada
concentracdo e cada tempo, o experimento foi realizado em triplicata sobre laminulas. As
laminulas foram entdo coradas e fotografadas para compartilhamento das imagens para analise
remota. A partir do banco de imagens enviado, realizou-se a contagem da quantidade de parasitas
e células que estavam infectadas ou ndo (Figura 1). Para isso, foi preciso aprender a identificar
formas intracelulares dos parasitos e células que estavam infectadas versus células nao

infectadas.
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Figura 1: Exemplo de imagem obtida para contagem de macréfagos infectados e nao infectados a partir de
imagens tiradas em microscopio oOptico. Os circulos vermelhos indicam células contabilizadas como
positivas quanto a infeccdo intracelular. Os circulos cruzados (X) indicam células néo infectadas.
Fotomicrografia obtida em microscopio 6tico com aumento final de 400x.

Ao final da contagem, analisamos a taxa de infec¢do, o nUmero de parasitas a cada 100
macroéfagos infectados e o indice de infectividade (taxa de infeccdo multiplicada pelo numero de
parasitos para 100 macréfagos) (Figura 2).
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Figura 2: Exemplo de valores da contagem e calculo da taxa de infecgcdo, nimero de parasitos a cada 100
macrofagos infectados e indice de infectividade. Neste caso, as quantifica¢cdes foram planilhadas no
programa Excel (Windows Microsoft Office).

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Para os dois compostos, foram observadas diminuicdo da taxa de infeccdo para o
tratamento de 48 horas, porém néo foi uma diminuigdo significativa estatisticamente em relacéo

ao controle. Infelizmente, o nimero de parasitos a cada 100 macréfagos infectados nédo alterou
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em nenhuma das condi¢cbes. A maior concentracao (25 microM) apresentou-se téxica para 0s

macrofagos, dessa forma, néo foi possivel realizar a contagem com amostragem significativa.

Estes compostos pertencem a uma série de moléculas sintéticas que estdo sendo
avaliadas no Laboratério. Dentre os candidatos de uma série, é importante avaliar as melhores
moléculas em termos de atividade. No caso, conhecer os compostos com atividade fraca é muito
importante porque permite aos quimicos medicinais alterar as estruturas das moléculas,
possibilitando melhorar ou otimizar a atividade contra o parasito. Estes aspectos de quimica
medicinal foram também apresentados aos alunos do PIBIC-EM durante o estagio, em parceria
com o grupo da Profa. Dra. Camilla Abbehausen do IQ-UNICAMP. Novos candidatos desta série
serdo explorados quanto a atividade contra amastigotas intracelulares, as formas relevantes do

ponto de vista clinico na leishmaniose.

CONCLUSOES:

O presente trabalho foi importante para o conhecimento de metodologias utilizadas em
laborat6rio assim como as regras e normas a serem seguidas ao se desenvolver pesquisa
experimental basica. Os dados obtidos n&o foram significativos, porém foi um grande aprendizado

ao longo do projeto e abriu novas perspectivas para trabalhos futuros.
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