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estado de Minas Gerais, indicando a necessidade da realizagao
de medidas de investigacao, controle e prevencao da febre Q
no Brasil, onde ela ainda é negligenciada e subnotificada.
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EP-338
DESENVOLVIMENTO DE UMA METODOLOGIA n
CELL-SELEX PARA SELECAO DE APTAMEROS B2

CONTRA CELULA BACTERIANA

Marina Farrel Cortes, Taniela Marli Bes, Ester
Sabino, Silvia Costa, Carlos Santos

Universidade de Sdo Paulo (USP), Sdo Paulo, SP,
Brasil

Ag. Financiadora: FAPESP

Introdugdo: As infec¢des causadas por agentes multirresis-
tentes sdo um problema de satide mundial, levando a com
altas taxas de mortalidade. A rapida identificacdo dessas
infecgbes é critica, pois podem ser altamente contagiosas,
dificeis de tratar e ter altos custos de hospitalizacdo. Nesse
contexto, o desenvolvimento de metodologias de deteccao
rapidas e economicamente vidveis, bem como o desenvolvi-
mento de novas alternativas terapéuticas sido desafiadores.
Uma das solugdes promissoras pode ser o desenvolvimento
de aptdmeros de 4cido nucleico capazes de interagir com
bactérias. Esses aptdmeros podem ser usados??para o reco-
nhecimento especifico de agentes infecciosos ou mesmo para
bloquear suas fungdes. A tecnologia Cell-SELEX atualmente
permite a selecdo e identificacdo de aptameros.

Objetivo: Desenvolver uma metodologia in-house para
identificacdo de aptdmeros.

Metodologia: Inicialmente cinco cepas de A. baumannii mul-
tirresistente (MDR) foram incubadas com uma biblioteca de
aptameros de DNA sintetizada quimicamente. Na primeira
rodada de selecdo, a biblioteca inicial foi incubada células bac-
terianas a temperatura ambiente por 25 min. Apds a reacdo de
ligacdo, aptadmeros néo ligados foram removidos apés 3 lava-
gens em tampao de lavagem. Entdo, a fim de gerar moléculas
de DNA de fita simples, o produto ffoi utilizado como modelo
para PCR assimétrica com apenas um iniciador com objetivo
de gerar uma nova biblioteca para préxima rodada de SELEX.
Apés 7 rodadas, quando aptameros de DNA de fita simples
ligados a células bacterianas dominaram o pool de DNA, eles
foram entdo clonados e sequenciadas.

Finalmente, a estrutura secundaria do aptdmero foi pre-
vista usando as ferramentas de estrutura de RNA versdo 6.0.1.

Resultados: Aqui, descrevemos uma metodologia interna,
baseada em célula inteira-SELEX, para identificacdo de apta-
meros com rapida execucdo e baixo custo. Além disso, este
protocolo permitiu a identificacdo do aptdmero A0l com toda
a célula Acinetobacter baumannii como alvo. Apesar de sua
capacidade de se ligar a célula da bactéria, o aptdmero ndo afe-
tou o crescimento bacteriano nas condi¢Oes analisadas. A01
também mostrou a capacidade de se ligar a outras células
bacterianas e fingicas.

Discussdo/Conclusdo: Embora as tecnologias de aptameros
ainda enfrentam muitos desafios, incluindo a dificuldade do
processo de triagem, estes dados indicam que pode se tor-

nar uma alternativa tangivel as abordagens tradicionais para
diagnéstico e terapia de doengas infecciosas.
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Introdugdo: Portadores do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) sdo propicios a apresentar candidoses na
cavidade bucal. Os Inibidores de Protease do HIV (IP-HIVs)
podem interferir na producéo enzimatica das aspartil protea-
ses (SAPs) de C. albicanss. Estudos com drogas mais modernas,
com enfoque em outros fatores de viruléncia, e em mode-
los in vivo podem acrescentar conhecimento para potenciais
estudos clinicos.

Objetivo: Avaliar os efeitos do Atazanavir (ATV) e Darunavir
(DRV), dois IPs-HIV em uso clinico atual no Brasil, em diferen-
tes fatores de viruléncia de C. albicans.

Metodologia: Foram realizados estudos com duas cepas
clinicas de C. albicans isoladas de lesdes de candidose oro-
faringea de pacientes portadores de HIV para avaliar a acdo
in vitro das drogas na morfogénese e formacgdo de biofilme
(contagem de células vidveis e quantificacdo de biomassa), e
in vivo no efeito protetor desses medicamentos na infeccéo
experimental por C. albicans em modelo de Galleria mel-
lonella. Os dados foram analisados por teste t, ANOVA e
Kaplan-Meier (p <0,05).

Resultados: A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para
ambos os IPs-HIV testados foi 512 pg/mL. Nos biofilmes, a
reducao na contagem de UFC/mL de C. albicans nos grupos tra-
tados com IPs-HIV foi de até 6,81 Log contra 0,56 Log quando se
utilizou o fluconazol. A biomassa dos biofilmes tratados tam-
bém sofreu reducdes significantes para ATV (82%), DRV (81%)
e fluconazol (53%) comparado ao grupo controle. Em relacdo
a morfogénese de C. albicans, ATV e DRV inibiram significati-
vamente a formacao de hifas (p =0,0183). No estudo in vivo, o
uso profilatico de ATV e DRV em G. mellonella infectadas com
C. albicans prolongou em até 40% a sobrevivéncia das larvas
(p =0,0004).

Discussdo/Conclusdo: Conclui-se que ATV e DRV apre-
sentaram atividade antifingica, sendo capazes de inibir o
crescimento, a morfogénese, a formacédo de biofilme de C. albi-
cans e prevenir a candidose em G. mellonella.
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