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Actinomicetos associados a amostras de solo em Aragatuba - SP

Silva, J.M.; Martins, M.K.
Laboratério Multidisciplinar de Quimica, Instituto de Ciéncias da Saude, UNIP.

Email: jujuuata@hotmail.com

Introducéo: Actinomicetos sdo bactérias Gram-positivas que em crescimento apresentam a
producdo de hifas vegetativas, sdo amplamente encontradas no solo e constituem entre 10 e
50% da comunidade microbiana. A principal fonte de antibiéticos sdo os actinomicetos (familia
Actinomycetaceae), que inclui varios géneros de microrganismos filamentosos. Objetivo:
Avaliar a presenga de actinomicetos em amostras de solo do municipio de Aragatuba, estado
de S&o Paulo. Materiais e Métodos: Foi realizado um estudo de campo de natureza
observacional com isolamento de actinomicetos. Foram coletadas amostras de solo de
diferentes localidades da cidade de Aracatuba e realizados isolamentos em dois meios de
cultura, pela técnica convencional de diluicdo seriada. Resultados: Foi selecionado um total
de 39 isolados de actinomicetos, dos quais 13% (n=5) foram encontrados na amostra 1, 54%
(n=21) na amostra 2 e 33%(n=13) na amostra 3. Quanto ao crescimento dos actinomicetos
em meio Nutrient Agar (NA) e Trypticase Soy Agar (TSA), observou-se que na amostra 1: 3%
(n=1) foram obtidos em TSA e 10% (n=4) foram obtidos em NA, na amostra 2: 39% (n=15) em
TSA e 15% (n=6) em NA. Na amostra 3 obteve-se 23% (n=9) em TSA e 10% (n=4) em NA.
No isolamento foram obtidos microrganismos produtores de compostos antimicrobianos.
Conclusao: Foram encontrados actinomiceto sem todas as trés amostras de solo do municipio
de Aracatuba-SP.

Palavras-chave: actinomicetos, microbiologia, isolamento de solo.



Andlise da mutagdo R337H TP53 em pacientes com carcinomas mamadrios
esporddicos

Matbhias,C.; Cavalli, I.J.; Ribeiro, E.M.S.F
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, Departamento de Genética, UFPR.

Email: carol.mathiasl@hotmail.com

O cancer de mama €é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e, para o Brasil, 0
Instituto Nacional do Céncer estimou uma incidéncia de 57.120 novos casos e 13.345 o
namero de mortes para 2014 (INCA 2014). A carcinogénese mamaria € um processo de
vérias etapas caracterizado por altera¢des na constituicdo genética e epigenética das células
e pode se expressar de duas maneiras: doenca in situ ou invasiva. Mutacbes no gene
supressor de tumor TP53 sdo associadas ao desenvolvimento de cancer de mama com
prognostico desfavoravel. A mutacdo R337H TP53 se caracteriza por codificar uma histidina
no lugar de arginina (R337H), no exon 10 do gene TP53, no dominio de dimerizacdo da
proteina p53. E associada principalmente com o cancer de cértex da glandula adrenal em
criangas, e tem uma frequéncia elevada no sul do Brasil (0,3%). Outros canceres associados
a esta mutacdo na vida adulta sdo os de mama e estdbmago, justificando a presente
investigacdo. O objetivo principal deste projeto é verificar a frequéncia da mutagcdo R337H,
em uma amostra de pacientes portadoras de carcinomas mamarios esporadicos, atendidas
no Hospital Nossa Senhora das Gracgas de Curitiba, PR. Desta amostra seré selecionada uma
subamostra de pacientes com idade inferior a 35 anos considerando, que carcinomas
diagnosticados nesta faixa etaria sdo considerados mais agressivos. Foram utilizados
tumores congelados armazenados no Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, e
a técnica de PCR-RFLP para a avaliagdo da mutacdo. Foram genotipadas 314 pacientes para
a mutacdo R337H TP53 e uma paciente foi identificada como sendo portadora da mutacéo
confirmando até o momento a mesma frequéncia da populacao geral.

Palavras-chave: cancer de mama, TP53, mutagcdo R337H, PCR-RFLP.



Andlise de expressdo do gene CD44 induzido pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) em linhagens tumorais de mama

Toledo, M. B.; Braun-Prado, K.
Laboratério de Genética Molecular Humana, Departamento de Genética, UFPR.

Email: mariana.btoledo2@gmail.com

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo, sendo a metastase
sua principal causa de 6bito. O microambiente tumoral é composto por células tumorais
heterogéneas e por células estromais localizadas na matriz extracelular, nutridas por um
sistema vascular. O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é um dos mediadores
relacionados com a formacdo de novos vasos sanguineos, importante para a transicao
epitelial-mesenquimal (TEM). AlteracGes entre as células e entre as interagdes celulares com
os elementos de matriz estdo relacionadas com a invasdo tumoral. O receptor CD44 é o
principal receptor do acido hialurénico, coldgeno e fibronectina, presentes na matriz. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a interferéncia do VEGF na expresséo do gene CD44 e de
sua proteina na superficie celular das linhagens tumorais de mama BT-474, MCF-7, SKBR-3
e ZR-75-1. As células foram tratadas com 10 e 50 ng de VEGF por um periodo de 24 horas. O
anticorpo anti-CD44 marcado com PE foi utilizado nos ensaios de citometria de fluxo. Na
linhagem tumoral MCF-7 foi observado um aumento significativo em relacdo ao controle sem
VEGF (p <0,05) na marcagéo pela molécula CD44 apoés o tratamento com 10 ng de VEGF. A
proporcao de células CD44 positivas nessa linhagem, quando submetidas ao tratamento com
50 ng de VEGF (15,97%), foi inferior aquela observada no tratamento com 10 ng (55,33%). As
linhagens tumorais BT-474 e SKBR-3, consideradas negativas para CD44 pela literatura, ndo
sofreram interferéncia na marcacdo de CD44 apds o tratamento com VEGF. Por outro lado, a
linhagem ZR-75-1 apresentou marcagdo positiva para CD44, independente do efeito do
VEGF, porém sem significancia estatistica. A andlise da expressdo génica de CD44 nos
experimentos foi realizada por RT-gPCR, empregando-se como referéncia o gene HPRT1. Os
resultados de expressdo do gene CD44 ndo apresentaram diferencas significativas, sendo
apresentada uma correlacdo (p<0,05) entre estes dados e os resultados de marcacdo da
citometria de fluxo. Pode-se concluir que VEGF interfere na expressao do receptor CD44 na
superficie das células da linhagem tumoral MCF-7. Nas demais linhagens ndo houve
alteracdo significativa na expressdo de CD44, quando tratadas com VEGF.

Palavras-chave: cancer de mama, CD44, VEGF.



Andlise do numero de copias do gene CCND1 em carcinomas primdrios de
mama

Jucoski, T.S; Ribeiro, E.M.S.F.; Cavalli, I.J.
Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética, Departamento de Genética, UFPR.

Email: tayschultz@hotmail.com

Segundo o Instituto Nacional do Céncer (INCA) o cancer de mama é 0 mais comum entre as
mulheres e corresponde a 22% dos novos casos de cancer a cada ano. Possui caracteristicas
moleculares e histopatologicas distintas, além de variabilidade genética. Caracteriza-se pelo
desenvolvimento anormal de ceélulas da mama, cuja elevada multiplicagdo resulta na
formacao de tumor. Células cancerosas apresentam alteracdes na expressao e no numero de
copias de diversos genes promovendo a redugcdo ou aumento da expressao de proteinas que
contribuem para o estabelecimento e progressao do cancer. No cancer de mama, o gene
CCND1, localizado no cromossomo 11g13.3 e envolvido no ciclo celular, apresenta-se
amplificado em cerca de 15-20% das pacientes. Neste estudo foi realizada a andlise do
numero de coOpias deste gene relacionando os resultados obtidos com os dados clinico
histopatol6gicos com o objetivo principal de avaliar sua influéncia no processo de metastase.
O estudo foi realizado com 102 amostras de pacientes, predominantemente euro-
descendentes, provenientes do Hospital Nossa Senhora das Gracas. As amostras foram
divididas de acordo com a presenca (68) ou auséncia (34) de metastase em linfonodo axilar.
A extracdo do DNA dos tumores solidos foi realizada pelo método de fenol-cloroférmio e a
analise de alteracdes do numero de cépias por PCR quantitativa em tempo real utilizando o
ensaio TagMan® Copy Number Assays (Life Technologies™). Os dados obtidos foram
analisados pelos softwares Copy Caller (Life Technologies™) e GraphPad Prism 5. Na
analise do numero de cdpias do gene em estudo todas as amostras apresentaram ganho,
resultado que corrobora a literatura. Para todos os parametros clinico histopatol6gicos
analisados ndo houve diferenca significativa entre os grupos de pacientes com e sem
metastases. Este estudo sugere que o gene CCND1 esta amplificado em pacientes
portadoras de carcinoma mamario, porém, nao se mostrou um fator predominante no
processo metastatico.

Palavras-chave: cancer de mama, nimero de cOpias, gene CCND1, metastases.



Andlise do numero de copias dos genes FADD, CCND1, FOSL1, GSTP1 e NTSR1
em carcinomas primdrios de mama, com e sem metdstases em linfonodos
axilares
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Nas Ultimas décadas, diversas evidéncias indicaram a natureza genética do cancer,
determinado pelo acumulo de muta¢cdes no genoma. A maioria das neoplasias resulta da
interacdo de fatores genéticos e ambientais. Mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2
aumentam o risco de cancer de mama e ovario e sdo responsaveis por cerca de 30% dos
casos hereditarios, que representam apenas 5 a 10% de todos os casos de cancer de mama.
Cerca de 30% de mulheres jovens que desenvolvem cancer de mama devem apresentar um
padrdo genético de predisposicdo a doenca. Portanto, outros genes que causam
predisposicédo ao cancer de mama estédo envolvidos. Num trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa, analisamos, por CGH e CGHarray, alteragbes do nimero de copias de DNA de
diferentes regides do genoma humano em metéstases do linfonodo sentinela em comparacao
com o tumor primario correspondente. Observou-se que 90% das alteracdes mais frequentes
foram comuns aos dois grupos, com localizacdo em regides cromossdmicas onde se
localizam os genes FOSL1, GSTP1, NTSR1, FADD e CCND1. Assim, alteragbes no numero
de coOpias destes genes estdo sendo analisadas com o objetivo de avaliar o envolvimentos
dos mesmos nos processos de iniciacdo e progressdo dos canceres mamarios humanos.
Amostras de 53 e 84 tumores primarios de mama ductal invasivos, respectivamente sem e
com metastases nos linfonodos axilares foram obtidas de pacientes atendidas no Hospital
Nossa Senhora das Gragas (Curitiba/PR). O DNA extraido foi amplificado por PCR em tempo
real com iniciadores especificos para os genes em estudo e para um gene de referéncia,
RNAseP (TagMan® CopyNumberAssays, Life Technologies™). O software de analise
CopyCaller (Life Technologies™) calcula o niumero de cépias dos genes em estudo em cada
amostra comparativamente a uma amostra controle, com nimero de cépias conhecido. Os
resultados iniciais indicam que alteracGes (perdas e ganhos) do nimero de cOpias sdo mais
frequentes do que o numero de coOpias normal tanto nos tumores sem metastases (67%)
como nos com metastases nos linfonodos axilares (69%), sugerindo que estas alteracdes
possam estar envolvidas nos processos iniciais e de progressdo dos carcinomas mamarios.
Anadlises de expressao génica estdo em andamento para avaliar se a alteracdo da expressao
seria consequéncia das alteracdes observadas

Palavras-chave: cancer de mama, CCND1, FOSL1, GSTP1, FADD, NTSR1.



Andlise dos efeitos de imunossupressores tacrolimus e micofenolato no
hipotalamo de ratos wistar
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Drogas imunossupressoras promovem alteragcdes bioquimicas no sangue periférico e
provavelmente em nucleos hipotalamicos, contribuindo com o ganho de peso, comumente
observado em pacientes pés-transplante. A obesidade pés- transplante é comum e o
tratamento mais efetivo na atualidade para a obesidade, baseia-se em procedimento cirdrgico
qgue induz a restricdo da ingestdo alimentar e a menor absor¢do de nutrientes. Assim, a
identificacdo dos mecanismos do ganho de peso, por meio do uso de medicagdes
imunossupressoras, utilizando avaliagbes bioquimicas e disfuncdes hipotalamicas, podem
contribuir substancialmente para o entendimento da regulagdo da ingestdo alimentar e do
metabolismo energético. Neste sentido, o presente projeto tem como objetivo desenvolver um
modelo experimental em ratos, para administragdo de drogas imunossupressoras; analisar a
bioguimica sérica de metabdlitos e horménios relacionados a obesidade e estudar as
alteracdes imuno-histoquimicas em hormdonios e receptores localizados no hipotalamo. Para
isto estdo sendo utilizados quarenta ratos Wistar, machos, com peso entre 150 e 200 gramas,
fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Parana. Os animais permanecerdo
durante todo o periodo em que se desenvolvera a pesquisa, alojados em biotério, com ciclos
diurno e noturno de doze horas, temperatura ambiente de 26 + 1°C, umidade de 45%, com
agua e racdo para ratos ad libitum. Os ratos foram randomizados em quatro grupos: i)
Controle; ii) Sham; iii) Tacrolimus; iv) Micofenolato. Algumas pesquisas afirmam que a
obesidade é uma consequéncia comum pés-transplante hepéatico e renal. Com poucas
excecoes, individuos que sdo obesos pré-transplante, permanecem acima do peso, enquanto
aproximadamente um ter¢co dos individuos com peso normal se tornam obesos pos-
transplante. Neste sentido, espera-se identificar a contribuicdo desses imunossupressores no
desenvolvimento das patologias relacionadas a obesidade pés-transplante.

Palavras-chave: obesidade, horménios, imuno-histoquimica, imunossupressores.



Analysis of Different Methods to Study the Ovary of Loxosceles intermedia
Mello-Leitdo (1934) (Araneae: Sicariidae)
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The brown spider Loxosceles intermedia is very poisonous and widely distributed in the south
of Brazil, occupying houses and buildings, and constituting a public health problem. Due to the
increase of accidents and the lack of studies on the reproduction of this species point to the
necessity of study the female genital tract trying to understand and limit the reproductive
success of brown spider. The aim of the present work was analyse the anatomy and
morphological aspects of ovary from adult virgin spiders, comparing different methods. To
whole mounting, the ovary was fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH
7.4, for 2 hours, post-fixed in 1% osmium tetroxide, for 30 min, and mounted with Permount
resin. Other samples were fixed in 4% paraformaldehyde, embedded in Historesin JB4, and
serial sections (5um) stained with hematoxylin-eosin (HE) or treated by periodic acid-Schiff
(PAS) method. Alternatively, other fixed ovaries were washed in 0.1M phosphate buffer,
dehydrated in ethanol, and processed for scanning electron microscopy (SEM). To anatomical
study, the best methods were the whole mounting, post-fixed in osmium and SEM, showing
that the ovary of L. intermedia is a paired and elongated structure, with oocytes in different
stages of development, covering a large extension of the organ. It is possible to observe that
the size of the ovary and oocytes varied between the females. By light microscopy (LM) we
observed that the ovarian wall is formed by a monolayered epithelium, delimited by a
basement membrane. It was possible to identify the oocytes at varying stages along the length
of the ovarian wall, and reconstruct the oogenesis in ovary of virgin spider. In this situation
were found oocytes in all stages of development (type I-V), except oocytes at the end of
differentiation (type VI). There is a great amount of oocytes in regression that can be seen
through SEM and LM. Our data showed the pattern of ovarian development in the adult virgin
brown spider is different from that documented in other spider species. Moreover, we are
seeking to determine the process of oogenesis in ovaries of adult females just after first
copulation, 24 hours, 1 week and 1-4 month after mating to better understand the complex
mechanism of reproduction and to develop strategies to control the species. With this work we
verify that the method used in experiments is indispensable for a correct interpretation of the
results, as each method provides different and complementary informations.

Palavras-chave: ovary, Loxosceles intermedia, VEM, OP.



Associagdo do gene MBL2 com o pénfigo foliaceo
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O pénfigo folidceo (PF) é uma doenca autoimune endémica no Brasil, caracterizada pela
presenca de autoanticorpos, anti-desmogleina-1, capazes de ativar o sistema complemento.
O complemento também pode ser ativado pelo reconhecimento de padrdes de aglcares pela
lectina ligante de manose (MBL). Em estudo anterior do nosso grupo, observou-se uma
tendéncia a susceptibilidade ao PF em individuos com niveis mais elevados de MBL,
determinados por ensaio imunofluorimétrico (TRIFMA). A fim de verificar se ha associacdo
entre o polimorfismo génico de MBL2 com o PF, genotipou-se 79 pacientes e 321 controles,
sendo os pacientes e 51 dos controles, de Campo Grande (MS). Foram investigados os
polimorfismos rs11003125 (g.273G>C ou H/L) e rs7095891 (g.826C>T ou P/Q), na regiado
promotora e regido nao traduzida do exon 1, respectivamente, por meio de PCR sequéncia-
especifica, e determinados trés haplétipos: HP, LP e LQ. Além das medi¢cdes por TRIFMA,
foram avaliados 43 controles cujas concentragbes séricas de MBL foram previamente
medidas por imunoadsorbancia enzimatica (ELISA). A distribuicdo genotipica apresentou-se
em equilibrio de Hardy e Weinberg em ambos os grupos. Houve associagdo positiva entre o
haplétipo HP e a doenca (p=0,03, OR=1,53 [95%CI=1,06-2,21]). Este haplotipo esta
associado com concentracdes superiores de MBL em 54 pacientes e 94 controles (média de
1306 vs. 481 ng/mL e 1713 vs. 840 ng/mL respectivamente, comparado a individuos que néao
apresentam HP). Contudo, as concentra¢des nao diferiram entre os grupos. Estes resultados,
ainda que preliminares, levam-nos a sugerir um papel desta proteina na susceptibilidade a
doenca.

Palavras-chave: pénfigo foliaceo, MBL2, sistema complemento.



Avaliagdo da polui¢do do Reservatorio de Vossoroca por metais: Andlise
quimica e histopatologia de trés orgdos alvos de um peixe nativo
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As concentracfes de Cu, Mn, Zn, Co, Cd, Cr, Ag, Pb, Ni, Al e As no figado, no musculo e
branquias de peixes Geophagus brasiliensis provenientes do reservatério de Vossoroca
(Estado do Parand - Brasil) foram analisados utilizando espectrometria de absorcao atdmica
(AAS). Para a analise histoldgica as branquias foram analisadas com o uso de microscépio
eletrdnico de varredura e o figado com o uso do microscépio de luz. Metais nos sedimentos e
agua também foram determinados. Resultados mostraram que os sedimentos do Vossoroca
sdo considerado moderadamente poluidos por Cu, Cr, Ni e As, j& na agua, Cd era o Unico
metal que estava acima da concentracdo maxima permitida. Nos tecidos, as concentracdes
de Cu, Zn, Pb, Ni e As foram significativamente maiores no figado e, niveis mais altos de Mn
e Ag foram detectados nas branquias. A avaliacao histopatoldgica revelou alteracédo epitelial
na lamela secundaria como o dano mais comumente observado em branquias,seguido de
descamacgdo epitelial, necrose e fusdo lamelar. No figado, necrose, centros
melanomacrofagos (CMMS) e colestase foram as alterag6es mais comuns.

Palavras-chave: Bioconcentragdo, bioacumulagédo, Geophagus brasiliensis, histologia.
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Avaliagdo das atividades bioquimicas e bioldgicas de fosfolipases-D
recombinantes do veneno de Loxosceles intermedia (aranha-marrom) com
mutagoes sitio-dirigidas
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Dentre as toxinas presentes no veneno das aranhas-marrons, as fosfolipases-D séao as
enzimas capazes de desencadear a maioria dos efeitos biolégicos causados pelo
envenenamento, 0 que as tornam bastante relevantes para o entendimento da sua estrutura,
acao bioquimica e biol6gica. Neste estudo, usamos a técnica de mutagénese “in vitro” e
expressao heter6loga em sistema procarioto para produzir isoformas mutantes para
caracterizar os residuos de aminoacidos que compde o sitio catalitico, que coordenam o ion
metal Mg+2 e que atuam no reconhecimento e direcionamento dos substratos lipidicos na
fenda catalitica. As andlises das estruturas secundarias mostraram que estas toxinas estao
solUveis e na conformacgao secundaria correta, com predominancia de estruturas em a-hélices
e B-folhas. A partir dos resultados de atividade fosfolipasica, € proposto que as fosfolipases-D
de L. intermedia possuem preferéncia catalitica por esfingomielina. Podemos propor que os
residuos de His12 e His47, os residuos de Glu32 e Asp34, os residuos de Lys93, Tyr228 e
Trp230 participam diretamente da atividade catalitica, coordenacdo do ion Mg+2 e
reconhecimento e ligacdo ao substrato lipidico, respectivamente. Os resultados obtidos pela
atividade hemolitica também prop6em que os residuos His12 e His47, os residuos de Glu32 e
Asp34, os residuos de Lys93, Tyr228 e Trp230 hidrolisam, reconhecem e coordenam 0s
fosfolipideos que compdem a membrana plasmatica dos eritrécitos. A isoforma LiRecDT1
C53A-C201A mostrou uma moderada atividade esfingomielinasica e elevada atividade
hemolitica. Podemos propor que a ponte dissulfeto entre estes dois residuos de cisteinas nao
foi formada durante a expressdo desta toxina. Consequentemente, pode ter favorecido
alteracdes eletrostaticas no sitio catalitico, portanto diminuiu a capacidade hidrolitica em
frente aos substratos lipidicos. No entanto, propomos que a alta atividade hemolitica se deve
ao fato desta toxina possuir uma moderada atividade esfingomielinasica, o suficiente para
gerar metabdlitos lipidicos como a ceramida-1-fosfato (C1P), muito importante para a
sinalizagéo intracelular, como por exemplo, o influxo de calcio. Estas observagfes sugerem
gue a acdo metabdlitos lipidicos e o influxo de célcio, podem ativar varias cascatas de
sinalizacao intracelular que podem também contribuir para a hemdlise. O préximo passo sera
caracterizacdo da estrutura terciaria dessas isoformas com mutacdes sitio-dirigidas, pois
estas analises contribuirdo para a compreensao da estrutura/funcdo destas proteinas. Além
disso, sera realizada a caracterizacdo bioldgica “in vitro” e “in vivo”, relacionando estes
resultados com a atividade catalitica e capacidade de reconhecimento dos substratos lipidicos
destas toxinas.

Palavras-chave: Loxosceles, fosfolipase-D, mutagfes sitio-dirigidas, sitio catalitico, atividade
fosfolipasica.
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Biosensores para detec¢do de proteinas expressas na leucemia mieloide
crénica: identifica¢do, produgdo e andlise

Yamanaka, I.B.; Alvarenga, L.M.; de Moura, J.F.

Laboratério de Imunoquimica, Departamento de Patologia Basica, UFPR.

Email: bel.yamanaka@gmail.com

O cromossomo Philadelphia, presente na leucemia mieldide crbnica, resulta da justaposicao
do gene BCR ao oncogene ABL que origina diferentes transcritos e, consequentemente,
diferentes proteinas hibridas BCR-ABL, as quais apresentam atividade tirosino quinase. O
prognéstico, bem como a terapia a ser aplicada, correlaciona-se a cada uma das proteinas
expressas. Atualmente, as técnicas empregadas utilizam técnicas de biologia molecular que
guantificam ou detectam o RNAm ou o tipo de translocagdo. Porém, a quantificagdo do RNAmM
pode nao corresponder fielmente a quantidade de proteina BCR-ABL expressa e,
consequentemente, a atividade celular. Desta forma, o propésito deste projeto € de identificar,
caracterizar e produzir diferentes ligantes, sejam eles peptideos ou anticorpos monoclonais
gue possam ser utilizados em biosensores que detectem células caracteristicas de remissivas
na doenca residual minima (DRM) em leucemias. Para tanto, utilizando-se a técnica de Phage
Display e peptideos sintéticos referentes a juncdo da principal translocacédo denominada de
b2a2. Foram identificados, até o momento, dois clones (25S e 13S) cujas reatividades, por
ELISA, apresentaram, respectivamente, absorbancias de 0,97 e 1,34, valores muito préximos
a do controle positivo (anticorpo monoclonal anti-b2a2) cujo valor foi de 1,30. Ambos os
clones apresentaram reatividade dose-dependente confirmando a afinidade pela regido a qual
também foi confirmada por ELISA de competi¢cdo no qual os clones foram capazes de inibir a
ligacdo ao anticorpo monoclonal em 27,15% e 38,12%, respectivamente. Em relacdo a
especificidade, ndo houve reatividade frente a duas outras regides de fusdo correspondente
as proteinas dos transcritos b3a2 e ela2. Esses clones terdo suas sequéncias aminoacidicas
obtidas por sequenciamento, posteriormente serdo sintetizadas quimicamente e devidamente
caracterizadas. Paralelamente, foram obtidos quatro hibridomas provenientes de
camundongos que foram imunizados com outros dois peptideos sintéticos referentes a juncéo
dos transcritos b2a2 e b3a2, a fim de se obter anticorpos monoclonais. Espera-se que 0s
insumos aqui obtidos possam apresentar resultados favoraveis que permitam sua utilizagéo
em métodos sensiveis para a deteccéo de células em pacientes com recidivas.

Palavras-chave: leucemia mieloide crénica, doencga residual minima, biosensores, peptideos,
anticorpo monoclonal.
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Captacdo de p-Cresil Sulfato e Indoxil Sulfato por Células Endoteliais Via
Organic Anion Transporters (OATs)
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Introducéo e Objetivos: O p-Cresyl Sulfato (PCS) e Indoxil Sulfato (IS) s&o toxinas urémicas
ligadas a proteinas, responsaveis por muitas das consequéncias clinicas da uremia, como
disfuncéo endotelial na doenca renal cronica (DRC). Organic anions transporters (OATS), sdo
uma familia de transportadores que medeiam a absor¢do de uma vasta gama de moléculas, e
tem sido incluido na captacdo de toxinas urémicas em células tubulares proximais. Neste
estudo noés investigamos a captagdo de PCS e IS por OAT1 e OAT3 em células endoteliais
vasculares humanas. Métodos: PCS foi sintetizado a partir do seu precursor p-Cresol através
de uma sulfatacéo utilizando acido clorossulfénico / KOH a fim de obter um sal de potassio, e
a caracterizacdo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
espectrometria de massa (MS) e de C13 e H1 e Ressonancia Magnética Nuclear. Indoxil
Sulfato foi comprado comercialmente. As células endoteliais humanas (E.A.hy 926 - ATCC
CRL 2922) foram tratadas com a concentra¢cdo normal, urémica e urémicas maximas de PCS
008 mg/L 1,75mg/Le26mg/L)elS (06 mg/L 53mg/L e 236 mg/L),
respectivamente, com e sem probenecid (Pb), comumente utilizado como um agente
uricosurico e é descrito como um inibidor de OATSs. A viabilidade celular foi avaliada por MTT.
A captacdo de PCS e IS foi analisado em extratos de células endoteliais a 4°C e 37°C por
HPLC. OAT1 e OAT3 foram avaliados por western blot e imunocitoguimica. Resultados: A
viabilidade celular diminui ap6s 24h de tratamento com PCS e IS de uma forma dose
dependente (P<0,001). A captacao de PCS e IS analisados por HPLC, mostrou que a 37°C
ocorre a internalizacdo celular de PCS e IS e quando Pb foi adicionada, ndo houve nenhuma
evidéncia de ambas as toxinas, o que sugere que os OATs estdo envolvidos na captacéo e
transporte celular de PCS e IS. Além disso, a 4°C foi observada uma internalizacdo diminuida.
A analise por western blot e imunocitoquimica mostraram que tanto OAT 1 e OAT 3 estao
envolvido no up take de PCS e IS em células endoteliais, com maior expressao de OAT 1.
Conclusdes: Os resultados do presente estudo sugerem fortemente que o PCS e IS servem
como substratos para OATs em células endoteliais humanas e desempenham um papel
chave no up take destas toxinas urémicas.

Palavras-chave: toxina urémica, p-cresil sulfato, indoxil sulfato, OATS.
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Caracterizagdo bioldgica de uma proteina homologa a alérgenos da aranha-
marron (L. intermedia)

De-Mari, T.L.; Ferrer, V.P.; Meissner, G.0.; Morgon, A.; Matsubara, F.H.; Chaim, O.M.; Veiga,
S.S.
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O conjunto de sintomas clinicos desencadeados por acidentes com aranhas do género
Loxosceles € chamado pelo termo loxoscelismo. O veneno loxoscélico € uma mistura de
toxinas, essencialmente proteinas, capazes de causar lesbes dermonecrética com
espalhamento gravitacional e manifestagfes sistémicas, tais como a agregacao plaquetéria,
anemia hemolitica, insuficiéncia renal aguda e rash cutaneo. Toxinas, como as fosfolipases-D,
serinoproteases, metaloproteases, hialuronidases, entre outras foram ja descritos no veneno
de aranhas do género. No veneno de Loxosceles intermedia outros componentes além da
histamina sdo relatados como responsaveis pela degranulacdo dos mastdcitos e eventos
inflamatérios. O objetivo deste trabalho é a clonagem e expressdo de uma toxina alergénica
presente no veneno de Loxosceles intermedia (Lox i I) utilizando modelo eucariético Pichia
pastoris. Em trabalhos anteriores, por meio de técnicas de biologia molecular e por meio do
desenho de iniciadores especificos para esta sequéncia, foi possivel obter sequéncia
completa do alérgeno. Além disso, por meio de andlise de bioinformatica da sequéncia
nucleotidica, foi possivel obter a predicdo de dois sitios de N-glicosilacdo. A predicdo da
sequéncia aminoacidica mostra que a proteina € membro da superfamilia de Proteinas
Secretadas Ricas em Cisteinas relacionadas a patologias. Até este ponto, foi possivel obter a
ligacdo da sequéncia nucleotidica do alérgeno Lox i 1 em vetor de expressao pPICZaC, assim
como, a clonagem desta construcdo em Pichia pastoris X-33, GS115 e agora também em
SMD 1168H. A otimizacdo dos parametros de expressdo em escala foram obtidos sob a
condicdo de 1% metanol a 15 °C 30 °C por 3 dias em pH 6,0 e 3,0. A analise da
transformacédo, integracdo do cassete recombinante da cepa SMD 1168H contendo a
construcao Loxi 1/ pPICZaC permitiu executar ensaios de expressao em escala reduzida
desse clones. Como resultado observa-se que embora haja indicios da expressédo da proteina
recombinante, as condic6es de purificacdo ainda necessitam de novos testes e analises.
Desse modo, ao melhorar as condigfes de obtencdo da isoforma recombinante da Proteina
Homologa a Alérgenos de L. intermedia, essa pode vir a se tornar uma importante
bioferramenta capaz de dar indicio dos mecanismos que envolvem as reagbes de
hipersensibilidade no loxoscelismo.

Palavras-chave: L. intermedia, hipersensibilidade, veneno.
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Caracteriza¢do cariotipica em Roedores do Parque Estadual Acarai, Sdo
Franciso do Sul, Santa Catarina
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A Mata Atlantica, considerada um dos hotspots de biodiversidade do Mundo, tem somente 7%
de sua formacado original. Portanto, sua conservacdo € de grande importancia para a
manutencdo da biodiversidade brasileira. A variabilidade cariotipica caracteristica da ordem
Rodentia, permite a identificacdo especifica e estudos filogenéticos, interessantes para
agregar conhecimentos a lista de mastofauna do sul do Brasil, sendo uma ferramenta eficaz e
barata que pode ser amplamente utilizada em projetos de conservagédo e manejo de fauna.
Este trabalho tem como objetivo analisar a variabilidade cariotipica em roedores do Parque
Estadual Acarai, através de técnicas de citogenética classica - coloragdo comum em Giemsa,
bandeamentos CTG, GTG e Ag-NOR. A amostra do presente trabalho, com 18 exemplares
analisados citogeneticamente, revelou uma significativa presenca de Akodon montensis
(83,33%) e, na sequéncia, Oligoryzomys nigripes (11,11%) e Euryoryzomys russatus (5,55%).
Akodon montensis, mostrou uma varia¢ao tanto no numero de cromossomos (2n = 24 a 26)
como no numero de bragos de autossomos (NFA = 42 a 46), devido a ocorréncia de um ou
dois cromossomos Bs. Nas demais espécies ndo foram observadas alteragbes no
complemento genémico. Na fémea de E. russatus o nimero de cromossomos foi igual a 80,
com o NFA= 86, e nos dois machos de O. Nigripes, 2n=62 e NFA= 82. No bandeamento Ag-
NOR, em A. montensis, foram analisadas em média 10 células de cada individuo, sendo
observadas marcagfes em varios dos autossomos, em especial nos pares 2 e 10 devido ao
reconhecimento facil dos mesmos. Em dois dos exemplares com 2n=25 foram observadas
marcac¢des no cromossomo B: dupla (nas regides teloméricas dos bracos p e q) e simples
(regido telomérica do braco g). Na fémea de E. russatus foram observadas em média 6
marcac¢des Ag-NOR por célula, e em O. Nigripes, face a problemas técnicos, ndo se obteve
um padréo confiavel.

Palavras-chave: roedores, citogenética, acarai, cromossomo B.
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Camomila (Chamomilla recutita), € uma das espécies mais comumente utilizada na medicina
fitoterapica e esta incluida nas farmacopéias de quase todos os paises. Alguns dos efeitos
farmacologicos conhecidos séo atribuidas a presencga de metabolitos secundarios, mas néo é
sabido se outras moléculas, tais como os polissacarideos, estdo trabalhando em conjunto
para mostrar estes efeitos. Existem poucos estudos sobre a estrutura quimica e atividade
biolégica de polissacarideos da camomila. Portanto, o presente estudo teve como objetivo
caracterizar estruturalmente os polissacarideos extraidos dos capitulos florais de camomila.
Para obtencéo dos polissacarideos foi realizada a infusdo dos capitulos florais de camomila,
seguida de: filtracdo, gerando um extrato e um resido; precipitacdo etandlica, gerando um
precipitado e um sobrenadante etandlico; gelo e degelo, gerando 3 fragdes e ultrafiltracdo,
gerando as fracdes apresentadas. De acordo com a andlise de HPSEC, a fracdo retida em
membrana de 100 kDa (SMRW-R100) contem um polissacarideo homogéneo. De acordo com
a composicdo monossacaridica e analise de RMN 13C a fragdo SMRW-R100 contém uma
homogalacturonana metil esterificada que também apresenta grupamentos acetil enquanto a
fracdo SMRW-E100 contém uma frutana do tipo inulina. O grau de metil esterificacdo foi
mensurado em 87 %, sendo este polissacarideo classificado como uma pectina HM (High
methyl esterified). Finalmente, a pectina (homogalacturonana) e a inulina foram os principais
carboidratos presentes na infusdo dos capitulos florais de camomila.

Palavras-chave: carboidratos, polissacarideos, camomila, Chamomilla recutita.
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Caracteriza¢cdo morfologica da espermateca de Loxosceles intermedia apos 24
horas, 1 semana e 1 més da ocorréncia da primeira copula
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Acidentes com a Loxosceles intermedia séo freqiientes no Estado do Parand, principalmente
por seu habito domiciliar. O conhecimento sobre sua reproducédo pode auxiliar na prevencao
do aumento de seu numero e, consequientemente, dos acidentes loxoscélicos. O sistema
reprodutor da fémea da aranha marrom é composto pelos ovarios, ovidutos, Utero e
espermateca (6rgdo de armazenamento dos espermatozoides). O objetivo deste trabalho foi
estudar morfologicamente a espermateca de fémeas sacrificadas em diferentes tempos apés
a primeira cépula. Para tal, fémeas virgens foram anestesiadas e sacrificadas depois de 24h,
1 semana e 1 més apos a copula e seu abdome fixado em paraformaldeido 4% em tampao
fosfato 0,1 M. Depois de 15 minutos, o hepatopancreas e ovarios foram retirados para
exposicdo das espermatecas e estas fixadas por mais 2 horas. A seguir, seguiu-se o
protocolo padrdo para emblocagem em historesina, sendo os cortes seriados de 5 um
corados com HE e analisados ao microscopio de luz. Para a andlise da secregéo utilizou-se o
acido periodico de Schiff (PAS) e a Nihidrina-Schiff, para detecc¢do de carbohidratos neutros e
proteinas basicas, respectivamente. Estudos anteriores no laboratério mostraram que a
fémea contém um par de espermatecas (algumas com mais de um par) que se inserem
proximas a fenda genital, uma de cada lado. Sdo compostas por um ducto alongado e
quitinizado, que termina num bulbo ndo quitinizado, de pequena dimensdo se comparado ao
comprimento do ducto. Estes dados foram confirmados em nossos resultados. Foi observado
anteriormente, em fémeas virgens, que o interior do ducto e os canaliculos presentes em toda
sua extensdo possuem secrecao positiva para PAS e Ninhidrina. Logo apés a primeira copula
0s espermatozoides estdo presentes no Utero externo, ducto e bulbo, em estado de
sinspermia. Nossos resultados mostram que um dia apdés a primeira cépula, ha
espermatoziides em sinspermia em toda extensdo da espermateca e poucos no Utero
externo, e que continuam envoltos por secrecdo PAS e Ninhidrina positiva. Esta mesma
situacao persiste uma semana apoés a copula. Com um més, ainda ha secrecao positiva, ndo
h& espermatozoides no Utero externo e uma das espermatecas apresenta capsulas vazias da
sinspermia. Os espermatozéides sdo encontrados mais na regido apical do ducto e no bulbo,
em sinspermia ou solitarios. Este trabalho contribui para o aumento do conhecimento do
aparelho reprodutor de L. intermedia, porém, estudos mais detalhados sdo necessarios para
entender como ocorre 0 armazenamento e manutencdo dos espermatozoides neste local por
longos periodos de tempo.

Palavras-chave: espermateca, Loxosceles intermedia, analise morfoldgica.
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A aranha-marrom Loxosceles intermedia possui ampla distribuicdo pelo sul e sudeste do
Brasil. Devido ao crescente numero de acidentes loxoscélicos e ao grande sucesso
reprodutivo desta espécie, sdo necessarios estudos sobre seu sistema reprodutivo para
colaborar na criagdo de estratégias de controle da populagdo da aranha-marrom. O presente
trabalho teve como objetivo analisar as diferencas morfolégicas encontradas no ovario de L.
intermedia em diferentes tempos apdés a primeira copula. As fémeas selecionadas eram
virgens, confirmadas pela uUltima ecdise ocorrida no laboratério. No total foram analisadas 10
aranhas, divididas em dois grupos: sacrificadas 1 semana ou 1 més ap0s a primeira cépula.
Para retirada dos ovarios os espécimes foram anestesiados com éter etilico e os abdomens
fixados com paraformaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4. Apdés alguns minutos no
fixador foi feita a disseccdo do abdomen, com remocgdo do hepatopancreas e a extracdo do
par de ovarios. Estes foram fixados por 2 h, desidratados em série crescente de etanol,
incluidos em Historesina JB4 e os cortes seriados corados com Hematoxilina-Eosina (HE)
para analise em microscopia de luz. Para a descricdo dos ovocitos foi empregada uma
nomenclatura mais didatica, sendo numerados de ovacitos I, Il, 1lI, 1V, V, VI e em regressao
(R), dependendo de suas caracteristicas morfoloégicas e seu estado de vitelogénese. Na
situacdo uma semana apos a copula se verificou a predominancia de ovacitos VI, varios Il e
raros ovoécitos R. Ja no ovario de fémeas um més apos a cépula foram encontrados mais
ovécitos tipo IV. Os ovécitos VI ndo foram observados, porém pdde-se notar uma grande
guantidade de bandas protéicas oriundas da possivel internalizacdo dos ovdcitos VI para o
limen ovariano. Foi observado no laboratério que a postura dos ovos apés a primeira copula
€ bastante variavel, porém nunca ocorreu antes de um més. Trabalhos anteriores mostraram
gue fémeas virgens e as sacrificadas logo apés a la copula possuem ovdcitos | ao V e em R,
nunca sendo encontrados os do tipo VI. O préximo passo sera analisar os ovarios de fémeas
sacrificadas 24 h apés a primeira cépula para, assim, tentarmos descrever todo o processo de
oogénese da L. intermedia.

Palavras-chave: L. intermedia, ovario, descrigdo morfolégica.
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O veneno das aranhas-marrons ja foi caracterizado e diversos grupos de pesquisa tém
investido em estudos de suas toxinas. O conteldo total da hemolinfa das aranhas da espécie
Loxosceles intermedia permanece ainda desconhecido, entretanto, estudos mostram que a
hemolinfa de outros artropodes é constituida de uma mistura de compostos biologicamente
ativos. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo a caracterizacdo bioquimica e celular
da hemolinfa de Loxosceles intermedia. Para tanto, foi realizado estudos lipidémicos do
contetdo desta hemolinfa, bem como analises que possibilitaram auxiliar a identificagdo das
moléculas presentes nessa mistura. Estudos de MS determinaram a diversidade de
fosfolipidios (FS), triacilglicerol (TAG) e diacilglicerol (DAG) presentes na hemolinfa total da
aranha-marrom, onde foram vistos mais de 15 tipos diferentes de FS e mais de 10 para TAG.
Além disso, foi possivel marcar corpos lipidicos armazenados em hemdécitos do tipo
adipohemdécito com o corante Nile Red. Diferentes ensaios para avaliacdo de possiveis
atividades biolégicas da hemolinfa foram realizados. Ensaios de inibicdo de crescimento
bacteriano com o intuito de avaliar o potencial antimicrobiano de possiveis peptideos
presentes na hemolinfa, contudo ndo houve a inibicdo do crescimento das bactérias
escolhidas para o teste nas condigbes experimentais utilizadas. A fim de avaliar possiveis
epitopos semelhantes entre o veneno e hemolinfa foi realizado ensaio de imunodeteccao
utilizando anticorpo monoclonal que reconhece epitopos especificos da LiRecDT1(forma
recombinante da isoforma 1 da fosfolipase-D), porém os resultados ndo foram conclusivos.
Outro teste realizado com a hemolinfa foi a avaliacdo de seu potencial toxico quando injetado
em peritbnio de camundongos, até a concentragdo maxima de 500 pg, entretanto nao foi
observada mortalidade nos tempos e concentracdes testadas. Novos protocolos seréo
adaptados para avaliagdo de atividade antimicrobiana da hemolinfa, além de analises
protedmicas para determinar possiveis moléculas com potencial biotecnolégico.

Palavras-chave: hemolinfa, = aranha-marrom, Loxosceles, lipiddmica, peptideos
antimicrobianos.
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Produtos Finais de Glicagdo Avang¢ada (AGES) no contexto da Doen¢a Renal
Crénica (DRC)
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Produtos finais de glicacdo avancada (AGES) sdo compostos formados por reacdo nédo
enzimatica de glicagéo entre proteinas e agucares. O domino Nr-(carboximetil) lisina (CML) e
um dos mais antigénicos e vém sendo amplamente estudado. A fim de detectar niveis
circulantes de CML em pacientes DRC, diferentes abordagens bioquimicas e imunoldgicas
sdo aplicadas. Porém, ainda é insuficiente o desenvolvimento de insumos nacionais para
caracterizacdo dessa toxina, nos colocando numa condicdo de dependéncia tecnoldgica.
Assim, o objetivo deste trabalho foi producdo de anticorpos capazes de detectar e quantificar
niveis circulantes de CML em fluidos bioldgicos de pacientes DRC. Para obter compostos
AGES-CML, diferentes proteinas foram utilizadas, empregando-se &cido glioxilico e
NaCNBH3. As amostras foram caracterizadas pelo perfil eletroforético e utilizadas como
imunégenos em camundongos Balb/C. Os anticorpos produzidos foram caracterizados por
ELISA e Western Blotting. Os perfis de migracdo das amostras apresentaram alteracdo na
mobilidade eletroforética quando comparados aos seus padrdes, confirmando glicacdo. Os
soros dos camundongos imunizados apresentaram altos titulos de anticorpos, permitindo
obtencéo de hibridomas secretores de anticorpos monoclonais (mAbs) capazes de reagir com
AGES-CML. Em teste de ELISA os mAbs competiram com CML presente nas amostras
testadas como também em soro de paciente DRC em tratamento dialitico, sugerindo a
especificidade dos mesmos. A obtencdo de AGES-CML foi confirmada em todas moléculas
produzidas e estruturas comuns entre elas foram reconhecidas pelos anticorpos sugerindo o
carater de especificidade para CML. A habilidade de ligar/depurar AGES contendo o dominio
CML foi avaliada pela capacidade de células endoteliais expressarem RAGE (receptor de
AGE) expostas a soro de pacientes na presenca ou ndo dos mAbs. Como resultado
observou-se a expressao de RAGE nos diferentes tratamentos. Como perspectiva, visamos a
producdo de um scFV tracer (fragmento de anticorpo recombinante marcado com uma
enzima) e como resultado preliminar para producdo do mesmo obteve-se sequéncia
codificante da regido variavel de cadeia leve. O estudo mais detalhado desses anticorpos
permitira identificagdo e caracterizacdo de toxinas urémicas, como também, seu uso em
metodologias de depuracdo/bloqueio de tais toxinas, de modo a promover melhorias no
tratamento relacionado & DRC.

Palavras-chave: AGES, DRC, anticorpos-monoclonais, toxinas, RAGE.
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O embrido de ave Gallus gallus é um modelo amplamente utilizado em estudos de
embriologia comparada e embriotoxicologia, por possuir tempo de desenvolvimento curto e
muito semelhante ao dos mamiferos nos primeiros estadios. Os biomarcadores morfolégicos
sdo bastante empregados nesse modelo para avaliar os riscos potenciais de xenobidticos
sobre o desenvolvimento embrionario, porém os biomarcadores bioquimicos ainda sdo pouco
explorados. O sistema antioxidante € composto por defesas enzimaticas e ndo enzimaticas,
gue juntas mantém o equilibrio redox afim de preservar as funcées do organismo e evitar
danos as biomoléculas. O balanco redox é essencial também durante o desenvolvimento
embrionario e diferenciacao celular, processos em que as espécies reativas funcionam como
moléculas sinalizadoras em vias de ativagdo da expressdo génica. Em aves, o sistema de
defesa antioxidante é mais estudado em 6érgaos especificos, em periodos mais tardios do
desenvolvimento. Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi determinar os niveis basais de
atividade das enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa S-transferase e da
concentracao de tiois ndo proteicos, em embrides de ave do 3° ao 10° dia de incubacéo, a fim
de facilitar o emprego posterior deste modelo em estudos de embriotoxicidade. Nao foi
possivel avaliar as atividades da catalase e superéxido dismutase a partir das metodologias
empregadas nesse trabalho. A concentracdo de tidis ndo proteicos obtida foi méxima no 5°
dia e diminuiu ao longo do periodo de desenvolvimento estudado, tornando-se minima no 9°
dia. A atividade da GST foi intensificada do 3° ao 9° dia. Dessa forma, por um possivel
mecanismo de compensacdo, de reducdo das defesas ndo enzimaticas e aumento das
enzimaticas, o balanco redox é mantido a fim de que os diferentes processos envolvidos no
desenvolvimento ocorram normalmente. Pode-se dizer que o sistema antioxidante do embrido
de ave Gallus gallus se torna mais robusto ao longo do desenvolvimento. Isso devera ser
confirmado, futuramente, com analises de outros sistemas como SOD, CAT e glutationa
peroxidase.

Palavras-chave: galinha, sistema antioxidante, desenvolvimento embrionario, glutationa,
superoéxido dismutase, glutationa S-transferase.
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Os reservatorios Irai e Piraguara Il estdo localizados na regido metropolitana de Curitiba e
estao classificados como eutréfico e oligo-mesotréfico, respectivamente (IAP, 2009). Diante
do uso crescente das diatomaceas como bioindicadores do estado trofico de ambientes
aguaticos |énticos, estudos taxondmicos sobre esta comunidade sdo imprescindiveis para
inferéncias futuras (Stenger-Kovacs et al., 2007). As diatomaceas céntricas sdo encontradas
preferencialmente no plancton de ambientes Iénticos. Entretanto, espécies de Aulacoseira
podem passar parte de seu ciclo de vida associado ao sedimento (Round et al., 1990). O
objetivo deste trabalho € realizar o estudo taxon6mico das diatoméceas céntricas
(Coscinodiscophyceae) dos reservatérios Piraquara Il e Irai. Metodologia: O reservatoério
Piraquara Il foi formado pelo barramento do rio Piraquara e esta localizado no municipio de
Piraguara-PR. O reservatério Irai situa-se na divisa de municipios da regido metropolitana de
Curitiba, incluindo Piraquara, recebendo a contribuigdo de quatro rios, Curralinho, Cerrado,
Timbu e Canguiri, além do proprio rio Irai (Rodrigues et al., 2005). Caules de macrofitas
aquéticas foram coletados em seis estacdes de amostragem em cada reservatério, nos
meses de abril e maio de 2013. O perifiton foi removido por raspagem e laminas permanentes
foram confeccionadas utilizando a técnica de Simonsen (1974). Foram determinadas 12
espécies de diatomaceas céntricas, sendo seis no reservatorio Piraquara Il e 11 no
reservatorio Irai. Tremarin (2012) comenta que espécies de Aulacoseira sao importantes
componentes em ambientes eutrofizados, apesar de também ocorrerem em oligotréficos.
Todos os registros sdo pioneiros para o reservatorio Piraquara Il. Comparando as oito
espécies de céntricas inventariada por Silva et al. (2010) para o reservatério do lIrai, A.
ambigua, A. tenella, C. meneghiniana e D. stelligera foram coincidentes com as registradas
neste estudo. Portanto, contribuiu-se com sete registros pioneiros para o Irai. Conclusao:
Constatou-se que no reservatério eutrofizado, Irai, ocorreu maior rigueza de taxons de
diatomaceas céntricas, com 6 espécies de ocorréncia exclusiva. As espécies céntricas
Aulacoseira ambigua var. ambigua, A. granulata var. angustissima, A. brasiliensis, A. tenella e
Discostella stelligera foram comum nos dois reservatorios.
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22

Doenga de Alzheimer e o gene Slitrk 3

Lopes-Silva, S.S.; Simao-Silva, D.P.; Souza, R.L.R.
Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo, Departamento de Genética, UFPR.

Email: sarylopes@gmail.com

Devido ao crescimento da expectativa de vida, resultando em um aumento da populagéo
idosa mundial, aumenta-se o0 numero de individuos portadores de doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer. Realizou-se um estudo de associacdo da
Doenca de Alzheimer (DA) com um gene, o SLITRKS3, localizado no cromossomo 3; por ser
um dos candidatos a uma possivel relacdo com a DA devido a sua funcdo nos tecidos do
sistema neural e por sua familia ser expressa no desenvolvimento neural. As coletas de
sangue foram realizadas em pacientes do Hospital das Clinicas — UFPR, Curitiba, e pacientes
do Instituto de Neurologia de Curitiba (INC); estes pacientes, ja diagnosticados com a Doencga
de Alzheimer. As extracdes de DNA foram realizadas a partir de um procedimento de salting
out, com as quantificagcbes feitas no programa Nanodrop® por espectrofotometria de
absorcao no ultravioleta (EUV). ApGs as amostras serem quantificadas e diluidas, foi feita a
genotipagem pela técnica de TagMan. Utilizou-se duas variantes do gene SLITRK3, que sao
a rs3828419 e rs17449213, que sao tagSNPs. A comparacdao das frequéncias alélicas
(rs3828419: x2 calculado de 1,505 e p=0,21; rs17449213: x2 calculado 0,382 e p= 0,539) e
geonotipicas (rs3828419: x2 calculado de 1,547, com um p = 0,21; rs17449213: x2 calculado
de 0,551, com um p=0,759) mostrou que ndo ha diferencas significativas entre pacientes e
idosos, excluindo, entéo, estas variantes como fator de risco para a Doenca de Alzheimer. A
frequéncia desses SNPs também foi analisada em uma amostra de doadores de sangue do
Centro de Hematologia e Hemoterapia do Parana (HEMEPAR), para termos as frequéncias
populacionais, que também foram comparadas com as amostras de pacientes e controles e
também ndo foram encontradas diferencas significativas das amostras.
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The use of ergogenic nutritional supplements is becoming inseparable in competitive sports.
The B-hydroxy-B-methylbutyrate (HMB) was recently suggested to promote increased fat-free
mass (FFM) and gains of strength during resistance training in adults. In this prospective,
randomized, double-blind, placebo-controlled study evaluated the effect of HMB
supplementation (37.5 mg/day/kg body weight) on body composition, improved sports
performance, and inflammatory mediators. Sample consisted of 20 elite paddlers, during
strength training for six month. There was an increase in lean body mass (2.7 kg p<.05)
reduced levels of CK and LDH (-37.23 and -20.92 U/L, p<.05 respectively) and a decrease in
time official race of -4.45s in HMB group. These results indicate that the proposed dosage of
HMB can increase lean body mass enlarge in strength gains associated with resistance
training in already trained athletes and high performance. The correct mechanism by which
this can occur is still unknown, but these results indicated that there may be a reduction in
damage to the skeletal muscle when stressed before the training.

Palavras-chave: B-hydroxy-B-methylbutyrate-Ca, Atletas, Performance.
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O objetivo deste trabalho foi estudar a atividade antitumoral do composto mesoiénico
Sydnona 1 (Syd-1) no modelo de carcinossarcmoma de Walker-256 (W256), avaliando
parametros antineoplasicos, metabdlicos e toxicolégicos. Todos os procedimentos foram
aprovados pela Comissado de ética no uso de animais (CEUA) sob nimero 765. As células
tumorais foram inoculadas por via subcutdnea na perna direita de ratos Wistar. No dia
seguinte da inoculagéo, iniciou-se o tratamento por via oral (gavagem) para 0S grupos 0s
seguintes grupos: 1) grupo basal, animais ndo portadores de tumor que receberam veiculo
(80% de Tween salina); 2) grupo controle, ratos com tumor tratados com veiculo (80% de
Tween salina); e 3) grupo Syd-1, ratos com tumor que receberam Syd-1 (75 mg / kg). Apés 12
dias de tratamento os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina para coleta de
material. Figado, tumor e de plasma foram recolhidos e congelados para analises posteriores.
Além disso, o volume tumor e peso tumoral foram avaliados. O estresse oxidativo no tecido
tumoral e no figado foi verificado através de medi¢des das enzimas GST, CAT e SOD e pelos
niveis de LPO e GSH. Os parametros bioguimicos e hematoldgicos, bem como o peso dos
orgdos (figado, rim, baco e pulméo) foram avaliados como biomarcadores toxicolégicos.
Observou-se uma diminuicdo no volume do tumor e peso dos animais tratados com Syd-1. A
supressdo do tumor causada pelo tratamento foi de cerca de 34%. Nao foram observadas
diferencas significativas nos parametros de estresse oxidativo no grupo tratado em
comparagdo com os grupos de basal e controle. Uma diminuicdo significativa na fosfatase
alcalina no plasma foi observada em ambos os Syd-1 e controle. O hemograma do grupo
tratado com Syd-1 apresentou um aumento no tamanho dos glébulos vermelhos, volume
corpuscular médio e no niumero de granulécitos e leucdcitos, bem como uma esplenomegalia
expressiva. Os resultados confirmaram a acdo antitumoral do Syd-1. Porém, sdo necessarios
mais estudos para elucidar o mecanismo através do qual ocorre a supressdo tumoral e 0 seu
efeito sobre bago e células vermelhas do sangue.

Palavras-chave: composto mesoibnico, Sydnona 1, carcinossarcoma, cancer, Walker-256.
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As aranhas do género Loxoceles sdo espalhadas mundialmente e suas picadas séo
consideradas um problema de saude publica, pois, independente da espécie da aranha, o
veneno pode causar dermonecrose, hemdlise, disfuncdo renal e resposta inflamatéria
sistémica. Sabendo que um importante componente do veneno responsavel por hemdlise e
dermonecrose é a Fosfolipase D, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos diretos e
sistémicos da toxina recombinante Fosfolipase D (PLD) em musculos papilares, anéis de
aorta e coracdes isolados perfundidos. Em musculos cardiaco e liso de ratos machos Wistar,
foram avaliados parametros de contratilidade como, geracdo de forca e pressao, e velocidade
méxima de contragdo e de relaxamento. Nos coracdes isolados de animais pré-tratados, a
administragdo intraperitoneal de fosfolipase D reduziu o valor méximo de pressao
intraventricular de 137,3 £4,5 no grupo controle, para 123,7 +3,4 no grupo experimental, com
valor de p= 0,0319, demonstrando que a fosfolipase D, na concentracdo empregada, foi
capaz de interferir, diminuindo a pressédo desenvolvida. Obteve-se resultados também quanto
a velocidade maxima de relaxamento (-dP/dt) -819,1 +29,0 no grupo controle e de -710,3
+23,0 no grupo experimental, com valor de p= 0,0108, apresentando diferenga estatistica
entre o grupo experimental em relagdo ao grupo controle na presenca e na auséncia da
fosfolipase D. Nao foram observados efeitos diretos da toxina em parametros de
contratilidade de musculos papilares isolados e anéis de aorta. Através desses dados pode-se
concluir que o efeito da Fosfolipase D é decorrente de sua agédo sistémica pelos dados
obtidos em coracdes isolados de animais pré-tratados com fosfolipase D onde encontrou-se
reducdo na geracdo de presséao intraventricular esquerda e diminuigédo da velocidade maxima
de relaxamento (-dP/dt).

Palavras-chave: musculo cardiaco, musculo liso, fosfolipase D.
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Venous leg ulcer is a chronic hard-to-heal wound that represents about 80% of all wounds in
lower limbs and it is considered the most severe clinical manifestation of venous insufficiency
disease. Metalloproteinases (MMPS) play a role in repair of venous ulcers of the lower limbs.
An imbalance between MMPs and their inhibitors (TIMPSs) contribute to healing impairment of
these wounds. The analysis of MMPs enzyme activity is an important tool that helps to assess
the healing process status. The great majority of studies of MMP enzyme activity conducted to
date have employed material from biopsies of ulcers, a costly procedure that causes pain and
discomfort for the patients. In this study, we evaluated the viability of using zymography to
measure the enzyme activity of metalloproteinases 2 and 9 in samples of venous ulcer
exudate collected on swabs. The method chosen for processing the samples proved viable in
terms of its ability to provide adequate protein concentrations for analysis. Using zymography,
we observed that the parameters that provided the best results for analysis of gelatinolytic
activity were 0.125 to 0.5 mg of total protein content in the gels and enzymatic activation time
of 19 hours (at 37 °C). Collection of venous ulcer fluid using swabs proved to be a simple,
rapid and effective method for obtaining samples for measurement of gelatinolytic activity of
MMPs with a minimum degree of invasivity.

Palavras-chave: venous ulcer, metalloproteinases, gelatinases.
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Stellifer stellifer € uma espécie estuarina que forma cardumes e é frequentemente capturada
em arrastos demersais no sul do Brasil. Possui importante papel no equilibrio tréfico costeiro,
atuando como mesopredador nas comunidades estuarinas além de ser importante recurso
alimentar para aves marinhas. O objetivo do estudo foi caracterizar a ovogénese e a escala
de maturidade ovariana de S.stellifer na baia de Guaratuba-PR. De nov/2012 a out/2013
foram obtidas 370 fémeas através de arrastos de porta. Em laborat6rio, os ovarios foram
retirados e fixados em ALFAC por 20 horas, desidratados em série alcoodlica crescente e
incluidos em parafina. Os cortes histologicos foram corados com Hematoxilina-Eosina, e
analisados sob microscépio de luz. Seis fases de desenvolvimento dos foliculos ovarianos
foram caracterizadas, sendo as oogbnias as menores células germinativas, com nucleo
grande e citoplasma escasso. O ovdcito de crescimento primario (PG) é maior que a oogbnia
e apresenta citoplasma basofilo sem inclusdes citoplasmaticas. O ovécito cortical alveolar
(CA) compreende a fase de ovdcito com vesiculas citoplasmaticas e o foliculo apresenta
membrana vitelina. Os ovdcitos vitelogénicos (Vtg) possuem as vesiculas citoplasméticas e
também granulos de vitelo, passando para a fase que ocorre a migracao da vesicula
germinativa (GVM), em gque o0s ovOcitos apresentam apenas granulos de vitelo. Por fim,
ocorre a hialinizacdo dos ovdcitos (colapso da vesicula germinativa - GVBD). As células
foliculares permanecem pavimentosas ao longo do processo de ovogénese. Foliculos pos-
ovulatérios (POF) e atrésicos ndo foram considerados fases do desenvolvimento dos
foliculos, mas sim estruturas derivadas do processo de ovogénese. A escala de maturacao
gonadal apresentou cinco estadios: Imaturo, contendo apenas foliculos ovarianos com
oogodnias e PGs dispostas em lamelas organizadas; Desenvolvimento, apresentando foliculos
PG, CA e em menores concentracbes Vtg e GVM; Capaz de desovar/maduro, com
predominio de foliculos GVM e GVBD; Capaz de desovar/parcialmente desovado,
apresentando todas as fases foliculares, com predominio de GVM e POF; Pds-desova,
contendo PG e POF desorganizados nas lamelas ovigeras. Os resultados caracterizam a
desova da espécie como parcelada, e fornecem subsidios para a compreensao do seu ciclo
reprodutivo, além de evidenciar a histologia como uma importante ferramenta na andlise de
reproducéo de peixes.

Palavras-chave: ovogénese, desenvolvimento gonadal, histologia.
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O género Nupela Vyverman & Compere é exclusivo de ambientes epicontinentais e apresenta
distribuicdo mundial. As principais caracteristicas do género sdo a abertura externa da aréola
maior que a interna, aréolas ocluidas externamente por himenes e as extremidades distais da
rafe formando um gancho duplo no apice valvar. Além disso, as frastulas podem ser iso ou
heterovalvares com relacdo ao desenvolvimento da rafe, sendo longa em uma das valvas e
ausente ou encurtada na outra. Atualmente, o género apresenta cerca de 50 espécies, sendo
apenas sete registradas para o Brasil. Realizou-se o estudo taxon6mico das espécies de
Nupela presentes em amostras perifiticas da regido dos mananciais da serra de Piraquara,
registrando a variabilidade morfolégica das espécies encontradas sob microscopia Optica e
eletrénica. A coleta foi realizada em setembro/2013, em 10 estacdes de amostragem situados
em ambientes de baixo impacto antrépico dos mananciais da Serra do Mar, Piraquara,
Parana: reservatorio do Carvalho, rio do Carvalho, rio do Salto, rio braco do Carvalho,
nascente do rio Sdo Francisco e arroio Tangara, além de caixas de captacdo de agua
pertencentes ao reservatorio do Carvalho. Quatorze amostras foram obtidas pela coleta e
raspagem de seixos e filidios de bridfitas submersos, oxidadas e preparadas para analises
sob microscopia Optica e eletrbnica. A andlise qualitativa das amostras resultou na
determinagdo de cinco espécies de Nupela. As espécies encontradas possuem frastulas
heterovalvares, birrafideas, de pequenas dimensfes (comprimento 7-16 um, largura 3-5 ym),
contorno lanceolado e apices sub-rostrados. Nas amostras em que o género Nupela ocorreu,
foi constatada maior diversidade de espécies de Encyonema, Eunotia e Frustulia. Até o
momento, as espécies de Nupela encontradas nos mananciais ndo apresentam registros para
o Brasil. Considerando-se a elevada rigueza de espécies de Nupela e os resultados obtidos
com este estudo, conclui-se que pouco se conhece sobre as espécies do género que ocorrem
no pais. Além disso, salienta-se a importancia da microscopia eletronica para a realizagéo de
estudos taxon6micos referentes ao género, pois as fristulas de pequenas dimensdes e com
ornamentacao inconspicua dificultam a identificacdo das espécies em microscopia Optica.

Palavras-chave: diatomacea, taxonomia, agua doce, sul do Brasil, ultraestrutura.
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O estresse oxidativo nas células tem sido associado a patologias como cancer, doencas
neurodegenerativas e processos de envelhecimento. Parte consideravel das substancias de
origem vegetal que previnem doencas fazem parte dos metabdlitos secundarios e muitos
deles sdo antioxidantes, onde se destacam os compostos fendlicos que constituem uma das
principais classes de antioxidantes naturais. Uma espécie vegetal amplamente utilizada, tanto
pelo valor nutricional quando medicinal € Musa paradisiaca, cujo fruto é conhecido
popularmente como banana. Suas inflorescéncias sé@o especialmente empregadas no
combate a doencas respiratérias como tosse, bronquite e asma. Apesar das pesquisas
etnomedicinais revelarem o amplo valor farmacolégico dessa parte da planta, as
inflorescéncias tém recebido pouca atencdo do mundo cientifico. E relatado que amostras que
apresentam maior teor de fendlicos apresentam maior atividade antioxidante. A fim de
verificar essa hip6tese, quantificou-se a contetddo fendlico através do método de Folin-
Ciocateu e obteve-se a atividade antioxidante através do método DPPH de extratos aquosos
e hidroalcodlicos das inflorescéncias de Musa paradisiaca. O teste de correlacdo de Pearson
foi utilizado a fim de verificar se existe correlacao entre a dosagem de fendlicos e a atividade
antioxidante (EC50%). O conteudo de fendlicos variou de 1,5 a 5,5 %. Os valores de EC50%
no ensaio de captacdo do radical DPPH variaram de 0,27 a 1,94 mg.mL-1. A correlacé@o entre
o teor de compostos fendlicos e a atividade de captacéo do radical DPPH através do EC50%
foi confirmada através do teste de correlagdo de Pearson que forneceu um r= -0,8494. Dessa
forma, pode-se inferir que a atividade de captacdo do radical livre DPPH é diretamente
influenciada pela concentracao de compostos fendlicos nos extratos das inflorescéncias de M.
paradisiaca.
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A Neurofibromatose do tipo 1 (NF1) ou de von Recklinghausen € uma doenga multissistémica
autossdmica dominante com penetrancia completa, que acomete cerca de uma crianca a
cada 2600/3000 nascidos vivos. A doenca ocorre como resultado da mutacdo no cromossomo
17911.2, desregulando o crescimento celular e provocando uma diversificada expressividade
clinica, mesmo entre individuos dentro de uma mesma familia. Com o propésito de contribuir
com a compreensdo da fisiopatologia da neurofibromatose, o objetivo deste projeto é
desenvolver um estudo anatomoclinico da NF1. Para isto, foi executado um vasto
levantamento bibliografico a partir de consultas na literatura biomédica e em artigos cientificos
publicados nas principais fontes de dados como SciELO, PubMed e ScienceDirect a partir do
cruzamento das palavras chave: neurofiboromatose, infancia e comprometimento anatomico.
Concluiu-se com os resultados preliminares obtidos que o diagnéstico clinico baseia-se nos
critérios do National Institute of Health, pela presenca de caracteristicas como as manchas
café com leite, nddulos de Lish, o neurofiboroma, as efélides inguinais e axilares, o
neurofibroma plexiforme, glioma o6ptico, alteracdes ésseas, enddcrinas, do sistema nervoso
central e dificuldades de cognicdo e aprendizado. As manchas café com leite podem ser as
primeiras ou Unicas manifestacdes clinicas da NF1, ou o quadro pode ser tdo grave que leva
0 paciente a morte. Criancas e adolescentes ainda hoje sofrem ndo s6 com as dificuldades
biologicas e complicagBes proprias da doenga, mas também com os estigmas e preconceitos
devido ao modo como ela se manifesta externamente, muitas vezes deformando fisicamente
o individuo. Nao existe um tratamento especifico e eficaz para a NF1, limitando o paciente a
tratamentos paliativos, dos sinais e sintomas e frequentes cirurgias de ressecgdo de tumores
desde a infancia para evitar formas mais complicadas da doenca.

Palavras-chave: anatomia clinica, neurofiboromatose, infancia, manchas na pele, deformidade
fisica.
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O transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) é um distirbio de ansiedade caracterizado por
pensamentos que levam o individuo a ter comportamentos considerados estranhos que sao
incontrolaveis ou dificiimente controlaveis, normalmente o0 paciente apresenta
comportamentos exagerados e irracionais sobre saude, higiene, organizagdo, simetria e
perfeicdo. Esse distarbio provoca, com muita frequéncia, ruptura no funcionamento social e
profissional dos seus portadores, pois ele causa desconforto, angustia e incbmodo tanto para
0s pacientes quanto para os seus familiares, sendo assim, representa um problema de saude
significativo. As informacdes relatadas nos estudos sobre o transtorno obsessivo—compulsivo
tratam da sintomatologia, deixando as caracteristicas anatdbmicas, e principalmente,
fisiopatol6gicas em segundo plano, assim como aqueles que caracterizam e explicitam as
fungbes do nucleo subtalamico em diversas patologias. Por esses motivos resolvemos
contribuir para uma possivel melhoria na vida social das pessoas afetadas, através do estudo
da interacdo do nuacleo subtalamico com o transtorno obsessivo-compulsivo, dando base para
0os estudos que possam criar novas abordagens clinicas para amenizar os efeitos do
transtorno obsessivo-compulsivo. Neste sentido, esta pesquisa tem por objetivo a
identificacdo dos componentes anatdémicos, principalmente do subtdlamo, que podem estar
relacionados com transtorno obsessivo-compulsivo. Para isto foi desenvolvida uma pesquisa
bilbiogréafica utilizando o cruzamento das seguintes palavras chaves: nucleo subtalamico,
subtalamo, transtorno obsessivo-compulsivo e transtorno de ansiedade. Foram pesquisados
artigos cientificos nos principais bancos de dados como PubMed, ScieLo, Scorpions e
periddicos CAPES. Estudos relatam que lesdes dos nucleos da base, incluindo nucleo
subtalamico, podem provocar alterac6es hipocinéticas e hipercinéticas (respectivamente,
reducdo e aumento dos movimentos) e geralmente sdo observados nos dois lados, mas
quando presentes em apenas um lado sao resultantes lesdes no hemisfério oposto do qual
apresenta o distarbio. Os movimentos anormais que resultam de lesGes nos circuitos dos
ndcleos da base séo expressao de fenébmenos em que as influencias inibidoras desaparecem
ou sdo reduzidas. Deste modo, os dados obtidos nesta pesquisa permitem concluir que
lesGes nos nucleos da base, principalmente no ndcleo subtalamico podem causar disturbios
motores severos que podem estar relacionados com 0s movimentos repetitivos caracteristicos
do transtorno obsessivo-compulsivo.

Palavras-chave: nucleo subtalamico, subtalamo, transtorno obsessivo-compulsivo, transtorno
de ansiedade.
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O transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) é um distirbio de ansiedade caracterizado por
pensamentos que levam o individuo a ter comportamentos considerados estranhos que sdo
incontrolaveis ou dificimente controlaveis, normalmente o paciente apresenta
comportamentos exagerados e irracionais sobre salde, higiene, organizacdo, simetria e
perfeicdo. Esse disturbio provoca, com muita frequéncia, ruptura no funcionamento social e
profissional dos seus portadores, pois ele causa desconforto, angustia e incbmodo tanto para
0s pacientes quanto para os seus familiares, sendo assim, representa um problema de saude
significativo. As informacdes relatadas nos estudos sobre o transtorno obsessivo—compulsivo
tratam da sintomatologia, deixando as caracteristicas anatdbmicas, e principalmente,
fisiopatol6gicas em segundo plano, assim como aqueles que caracterizam e explicitam as
fungbes do nucleo subtalamico em diversas patologias. Por esses motivos resolvemos
contribuir para uma possivel melhoria na vida social das pessoas afetadas, através do estudo
da interacdo do nuacleo subtalamico com o transtorno obsessivo-compulsivo, dando base para
0s estudos que possam criar novas abordagens clinicas para amenizar os efeitos do
transtorno obsessivo-compulsivo. Neste sentido, esta pesquisa tem por objetivo a
identificacdo dos componentes anatémicos, principalmente do subtalamo, que podem estar
relacionados com transtorno obsessivo-compulsivo. Para isto foi desenvolvida uma pesquisa
bilbiogréafica utilizando o cruzamento das seguintes palavras chaves: nucleo subtalamico,
subtalamo, transtorno obsessivo-compulsivo e transtorno de ansiedade. Foram pesquisados
artigos cientificos nos principais bancos de dados como PubMed, ScieLo, Scorpions e
periddicos CAPES. Estudos relatam que lesdes dos nucleos da base, incluindo nucleo
subtalamico, podem provocar alteracbes hipocinéticas e hipercinéticas (respectivamente,
reducdo e aumento dos movimentos) e geralmente sdo observados nos dois lados, mas
quando presentes em apenas um lado sao resultantes lesdes no hemisfério oposto do qual
apresenta o distarbio. Os movimentos anormais que resultam de lesdes nos circuitos dos
ndcleos da base séo expressao de fenébmenos em que as influencias inibidoras desaparecem
ou sdo reduzidas. Deste modo, os dados obtidos nesta pesquisa permitem concluir que
lesGes nos nlcleos da base, principalmente no ndcleo subtalamico podem causar distarbios
motores severos que podem estar relacionados com 0s movimentos repetitivos caracteristicos
do transtorno obsessivo-compulsivo.
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A TCTP (Translationally Controlled Tumor Protein) é uma proteina multifuncional expressa em
diversos organismos e tecidos. Diferentes estudos ja estabeleceram seu envolvimento na
malignidade, reversdo tumoral e apoptose. Nesse trabalho estamos estudando o processo de
reversao tumoral em melanoma murino e humano. A atividade da sertralina (droga que reduz
os niveis de TCTP) sobre as células foi avaliada por meio de alteracdes nos perfis celulares in
vitro (viabilidade, proliferacéo, clonogenicidade) e dos niveis intracelulares de TCTP. Nossos
resultados demonstam que a sertralina reduz os niveis proteicos de TCTP nas células de
melanoma e que essa reducdo pode estar relacionada com o processo de reversao tumoral.
ApOs o tratamento com baixas doses de sertralina as linhagens apresentaram diminuicdo na
viabilidade (B16-F10, Mel-85, SK-Mel, MeWo e A2058) e proliferacdo (B16-F10, Mel-85, SK-
Mel). Todas as linhagens apresentaram uma diminuicdo no numero de colbénias quando
tratadas com sertralina, sendo essa mais significativa quando combinadas sertralina e
dacarbazina (droga de escolha no tratamento do melanoma). Em estudos in vivo foi possivel
observar uma reducéo, concentracéo dependente, da massa dos tumores nos camundongos
tratados com sertralina, sendo essa superior quando combinadas sertralina e dacarbazina.
Além disso, foi possivel verificar uma diferenca no contetdo de TCTP entre as linhagens de
melanoma B16-F1 e B16-F10, sendo os niveis intracelulares de TCTP em B16-F10
superiores, bem como sua capacidade de formacdo de coldnias. Utilizando RNA de
interferéncia para TCTP em B16-F10 foi possivel observar uma reducdo nos niveis TCTP,
assim como na proliferacdo, viabilidade e migracéo. Esses resultados corroboram com dados
da literatura que relacionam altos niveis de TCTP em tumores, além de indicar que a TCTP
pode ser uma proteina alvo para o estudo da reversao tumoral em linhagens de melanoma.
Como perspectivas para a continuidade do trabalho serdo avaliadas a expresséo de TCTP e
as alteragbes nos perfis celulares in vivo e in vitro apos tratamento com sertralina. Sera
utilizada uma TCTP fluorescente para estudar a localizacdo e metabolizacdo dessa proteina
in vivo. E por fim sera causado dano no DNA das células e avaliado o papel protetor da TCTP
bem como sua presenga nos exossomos.
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Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs, do inglés Ancestry Informative Markers)
sdo aqueles cujas frequéncias diferem significativamente entre populacdes de diferentes
ancestralidades, sendo frequentemente utilizados para inferir a ancestralidade de individuos e
de populacdes miscigenadas, como a brasileira. Em estudos de associacdo caso-controle
envolvendo essas populagbes, os efeitos da estratificacdo podem levar a associagbes
espurias. O pénfigo foliaceo (PF) é uma doencga autoimune da epiderme para qual os fatores
genéticos de susceptibilidade ainda ndo sdo completamente conhecidos. O emprego de AlMs
capazes de inferir a ancestralidade dos individuos componentes da amostra estudada, para
os 3 principais grupos ancestrais que originaram a populacédo brasileira (africanos, europeus e
indigenas) tornaria desnecessaria a homogeneidade amostral, quanto a ancestralidade, sem
resultar em conclus@es errdbneas. Um painel de 48 marcadores do tipo INDEL descrito por
Santos et al. (2009) foi selecionado para estudo. Os objetivos iniciais deste trabalho foram
reorganizar e testar a eficiéncia dos AIMs em 2 reacdes de PCR multiplex, bem como otimizar
os protocolos de PCR visando o funcionamento e eficiéncia deste para genotipagem. Para o
rearranjo dos AIMs em 2 multiplex, fez-se necesséria a troca de fluor6foros de 4
oligonucleotideos marcados. Foram feitos 5 testes para determinar as concentracdes dos
oligonucleotideos iniciadores, visando a obtencado de picos de fluorescéncia entre 2000RFU e
10000RFU apds a eletroforese capilar. Os ajustes das concentracfes ainda estdo em
andamento, para posterior analise de dados e inferéncia das proporgdes de ancestralidade de
pacientes e controles de PF.
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PIl protein family comprises a large group of highly conserved signal transduction proteins that
are present in Bacteria, Archaea and in the chloroplasts of plants. These proteins are involved
regulation of nitrogen metabolism. Recent studies indicate that Pll is able to interact with the
BCCP (Biotin Carboxyl Carrier Protein) subunit of the enzyme catalyzing the committed step in
fatty acid biosynthesis, the multi-subunit type of Acetyl-CoA Carboxylase (ACC) that is present
in prokaryotes and in the chloroplast of plants. In order to verify how PII-BCCP interaction
affect ACC activity in vitro, we performed enzymatic coupled assays to determine the effects of
Escherichia coli (EcGInB and EcGInK), Azospirillum brasilense (AbGInB or AbGInZ) and
Synechococcus elongates (SeGInB) PIl on the activity of in vitro reconstituted E. coli ACC
enzyme. EcGInB, AbGInB and SeGInB (but not GInK or GInZ) inhibited ACC activity in 40, 70
and 74% respectively. This inhibition was concentration-dependent and could be reversed in
presence of 2-OG in a dose-dependent manner. GInB-UMP3 failed to alter ACC activity,
suggesting that PIl T loop can be involved in PII-ACC complex formation. Enzymatic assays
using ECACC and the R45A, R47A and S49E variants of SeGInB confirmed that the PIl T loop
is important for ACC regulation. PIlI reduced ACC activity by decreasing the enzyme’s Kcat
without affecting the KM for acetyl-CoA. These data indicate that Pll from diverse prokaryotic
taxon (gammaproteobacteria, alphaproteobacteria and cyanobacteria) are able to regulate
EcACC activity. Another research group showed that PIl regulates ACC activity in the
chloroplast of Arabidopsis thaliana. These data support that PIl acts as a universal regulatory
subunit of ACC. This PII function probably emerged in a deep branch common ancestor,
before the origin of chloroplast, and was conserved during evolution. The identification of PII
as a regulator of ACC has a vast range of potential biotechnological applications such as
improving: the production of fatty acids derived biofules in prokaryotes or plants; and the
production of pharmacological polyketides that use malonyl-CoA as buiding blocks.
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Os pequenos roedores silvestres tém uma ampla distribuicdo pelo Planeta, ndo sendo
encontrados apenas nos polos. Atualmente a Ordem com maior nimero de espécies
descritas em mamiferos é a Rodentia e no Brasil estima-se a ocorréncia de 236 espécies em
74 géneros. Uma das formas de identificacdo de espécies é a partir da Citogenética, a
Citotaxonomia, que contribui significativamente para o estudo da evolugéo e identificacéo de
espécies que apresentam morfologia similar. Assim, nosso estudo tem como objetivo
identificar cromossomicamente os espécimes de roedores de pequeno porte ndo-voadores da
Floresta Nacional de Pirai do Sul. Os exemplares sédo oriundos de coletas que ocorreram em
parceria com professores e alunos de Pés-Graduacdo em Zoologia da UFPR, que resultou na
captura de 801 individuos de 16 espécies entre roedores e marsupiais, a fim de realizar um
levantamento faunistico, com vistas em conservacao da regido. As analises cromossémicas
iniciais foram realizadas com a coloracdo comum (Giemsa) em 22 exemplares. Dentre as
espécies identificadas citotaxonomicamente estdo: Akodon montensis (2n=24), Bibimys
labiosus (2n=70), Brucepattersonius griserufenscens (2n=52), Nectomys squamipes (2n=52),
Oligoryzomys nigripes (2n=62), Sooretamys angouya (2n=58) e Thaptomys nigrita (2n=52),
além de espécimes dos géneros Juliomys e Oxymycterus, ainda sem analise cromossomica.
Trés individuos de Akodon montensis apresentaram 2n=25 devido & presenga de um
cromossomo B, extranumerario ao conjunto diploide. Na sequéncia, serao realizadas técnicas
de bandeamento cromossémico, tais como Banda C, Banda G e Banda NOR (RON), que
visam identificar possiveis alteracdes cromossdmicas em relacdo ao caridtipo padrdo das
espécies.
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Visando a producdo de imundgenos em aves, a tecnologia de Phage display foi empregada
para obtencao de sequéncias aminoacidicas capazes de induzir anticorpos especificos contra
a aflatoxina B1 (AFB1). Esta substancia téxica produzida pelos fungos afeta a cadeia avicola
com reducéo de produtividade e comprometimento do sistema imune, sendo de dificil controle
e deteccdo. Aflatoxinas sdo compostos de pequena massa molecular, baixa antigenicidade e
gue carecem de acoplamento a macromoléculas carreadoras para imunizagdo e conseqiente
inducdo de anticorpos. O protocolo de acoplamento utilizado, no qual foi empregado 1-etil1-3-
[3-dimetilaminopropil] carbodiimidahidrocloreto (EDC), N-hidroxisulfosuccinamida (NH) como
espacgadores, além de Albumina bovina (BSA) e hemocianina de molusco (KLH) como
moléculas correadoras foi eficiente para obtencdo de imundgenos. A confirmag¢do da
conjugacdo de AFB1 a KLH e BSA foi demonstrada por dotblot, representando uma
alternativa para producdo de imunogenos de micotoxinas. Resultados preliminares tém
indicado a possibilidade de producédo de anticorpos contra aflatoxinas, a partir destas
moléculas acopladas a proteinas carreadoras. Bacteriofagos de diferentes bibliotecas
(expressando peptideos de 8 a 15 aminoacidos) foram selecionados através de sucessivos
ciclos de selecédo contra anticorpos anti-aflatoxinas. Melhores resultados de especificidade
dos fagos foram obtidos pela combinacdo das técnicas de eluicdo acida e sonicacdo. Foram
obtidos nove clones altamente reativos e especificos ao anticorpo anti-AFB1. Apés a extracao
e sequenciamento do DNA, sera possivel sintetizar quimicamente o peptideo codificado pelo
fago, o qual irda compor uma vacina com adjuvantes de mucosa. A proposta de uma nova
tecnologia para o controle de micotoxinas na avicultura cria um novo nicho de mercado e uma
alternativa para o desenvolvimento do setor.
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The prevalence of dementia varies substantially worldwide. This is partially attributed to the
lack of methodological uniformity among studies, including diagnostic criteria and different
mean population ages. However, even after considering these potential sources of bias,
differences in age-adjusted dementia prevalence still exist among regions of the world. In Latin
America, the prevalence of dementia is higher than expected for its level of population aging.
In general, low educational background and other socioeconomic factors have been
associated with high risk of dementias, regulating these factors is critical to generate the
commitment to make dementia a public health priority. The aim of this study was to evaluate
the most common dementias through monitoring of patients at the Neurology Clinic of the
Clinical Hospital of Curitiba in a period of 12 month. Methods. All patients participants were
diagnosed with some form of cognitive impairment and signed a consent letter approved by
the ethics committee and underwent neuropsychological screening tests such as the Mini
Mental State Examination (MMSE), Geriatric Depression Scale (GDS) and Functional
Assessment of Pfeffer, and in specific cases the Hachinski score was applied. In a period of
12 month were followed 321 elderly with some cognitive impairment, of which 145 were
patients with Alzheimer's disease, 20 with vascular dementia, 16 Frontotemporal Lobar
Degeneration (subdivided into behavioral variant and primary progressive aphasia), 14
Dementia with Lewy bodies and 126 patients with mild cognitive impairment. Discussion. The
incidence found in this study remain the Alzheimer's disease as the most common dementia
(45.17%) followed by vascular dementia (6.23%), Fronto Temporal Lobar Degeneration
(4.98%) and Lewy bodies (4.36 %). In addition, approximately 40% of patients had mild
cognitive impairment, which may or may not evolve into another types of dementia in the
coming years. These results are according with others incidence studies.
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O cancer de mama € o tipo de cancer mais frequente no mundo entre as mulheres. O
carcinoma mais comum € o do tipo ductal (CDI) (70%) e com metastases principalmente para
0S 0ssos e pulmdes, o segundo tipo mais comum €é o lobular invasivo (CLI) (10-15%). Os
tumores lobulares tem um padrdo distinto de metastases para o0 sistema gastro-intestinal e
por essa razdo € muito importante distinguir muito bem os dois tipos teciduais. Os CLIs, sdo
constituidos por células descoesas, dispostas em fila indiana e com alto percentual de erros
no diagnéstico. A técnica de imunohistoquimica auxilia no diagndstico e prognéstico dos tipos
de tumores utilizando os receptores de estrégeno, progesterona e HER2. O gene da proteina
ADAM33 é silenciado em tumores lobulares e foi proposta como novo marcador molecular
para diferenciagdo entre CDI e CLI. Para isso, Manica et al clonou uma parte do gene
ADAMS33 em vetor de expressao de proteina (vetor pET28a) e com a proteina recombinante
foram produzidos anticorpos policlonais e monoclonais para uso em diagndstico. O objetivo
deste plano de trabalho foi a expressdo e obtencdo da proteina ADAM33 recombinante
purificada. Para isso células da cepa BL21 Ai foram crescidas a partir de um pré-inoculo até
alcancarem a DO de aproximadamente 0,6 em 600 nm. A expressédo foi entdo induzida pela
adicdo de IPTG 1 mM e arabinose 2% por 4h a 37°C sob agitacdo a 200 rpm. As células
foram centrifugadas, lisadas com tampédo de lise e centrifugadas. A proteina de interesse
fusionada com uma sequencia de 6 histidinas na por¢cdo N-terminal foi purificada em coluna
de 1 mL HiTrapChelating-Ni+2 em cromatégrafo Akta Basic apds eluicdo com tamp&o
imidazol. Apés a didlise a concentracdo da proteina purificada foi de aproximadamente 0,7
ug/uL. A seguir foi realizada uma eletroforese em gel de SDS-PAGE e observou-se uma
pureza de aproximadamente 99% da proteina purificada. Um ensaio de Western Blot com
anticorpo anti-ADAM33 confirmou a purificacdo da proteina obtida como sendo a ADAM33rec.
Possuir a proteina de interesse purificada e em concentracdes significativas possibilita sua
posterior andlise e utilizagdo em estudos futuros.

Palavras-chave: ADAM33, cancer de mama, carcinoma lobular invasivo, carcinoma lobular
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Existem diversos fatores que podem promover o desenvolvimento de melanoma, como
elementos ambientais, predisposicdo genética e fatores fenotipicos. Este tipo de cancer tem
baixa incidéncia (representa 4% dos tumores de pele), porém é altamente metastatico, sendo
responséavel por 80% das mortes por cancer de pele. Assim, o melanoma é considerado um
dos tipos mais agressivos e resistentes aos tratamentos convencionais, com baixo indice de
sobrevida e mau prognéstico para os pacientes. Existem processos celulares, como a
autofagia, que estédo relacionados com a resisténcia tumoral, fato importante na busca por
mecanismos e/ou compostos que possam ser adjuvantes ou alternativos no tratamento e
prevencdo de melanomas. Estudos mostram que a sinvastatina € capaz de diminuir a
viabilidade celular, induzir apoptose e senescéncia e promover parada de ciclo celular em
células de melanoma humano. Com base nesses dados, o objetivo deste trabalho é avaliar a
capacidade da sinvastatina em modular o processo autofagico em células de melanoma
humano da linhagem WMB9. Inicialmente foi avaliada a viabilidade celular pelo método de
MTT. As células foram tratadas com diferentes concentrages de sinvastatina (0,25 pmol/L, 1
pmol/L e 5 pmol/L) no tempo de 72 horas. Nenhuma alteragcdo de viabilidade foi observada
nas células WM9 apds tratamento com a menor concentragdo de sinvastatina utilizada.
Porém, quando as células WM9 foram tratadas com sinvastatina nas concentragbes de
1pumol/L e 5umol/L observou-se reducéo de viabilidade de 59,9% e 91,2%, respectivamente.
A avaliacdo da autofagia foi realizada pela técnica de Western Blotting. Observou-se que as
proteinas LC3 | e LC3 Il, principais marcadoras do processo autofagico, tiveram sua
expressdo aumentada nas doses de 0,25 pumol/L e 1 pumol/L em relagcdo ao controle. Esses
resultados mostram que a sinvastatina é capaz de induzir autofagia em células de melanoma
humano e evidenciam a necessidade do entendimento da cinética de indugcdo do processo
autofagico, em comparacdo com processos de morte celular, como apoptose, de modo a
caracterizar o mecanismo de acdo da sinvastatina, na busca por uma terapéutica mais eficaz
no tratamento do melanoma.

Palavras-chave: melanoma, autofagia, sinvastatina.



41

Investigagdo da substdncia cinzenta periaquedutal na modulagdo da dor: uma
andlise anatomofisiologica da associagdo dor-medo e dor-prazer

Sakamoto, A.A.; Jansen, A.S.; Veronez, D.A.L.

Laboratério de Estudos Morfométricos, Morfologicos e Estereoldgicos, Departamento de
Anatomia, UFPR.

Email: a.akemisakamoto@gmail.com

A dor pode ser descrita como uma sensacao desagradavel associada a uma leséo tecidual ou
descrita como tal, e tem o poder de comandar toda a atencéo do individuo. Deste modo, ela
impede que o individuo desenvolva suas atividades diarias normais, e alerta o organismo
sobre o desequilibrio no qual se encontra a homeostase. Nesse contexto, é de suma
importancia que haja estudos morfofisioldgicos sobre a dor, 0s circuitos neuronais envolvidos
em sua percepcao e analgesia. Uma das principais areas neuroanatdomicas intrinsecamente
ligadas a dor é a substancia cinzenta periaquedutal (SCP), composta por corpos celulares de
neurénios que circundam o aqueduto do mesencéfalo, no nivel dos coliculos superiores. Além
de estar envolvida com a dor, a SCP também é associada a sensa¢des como medo e prazer.
Neste projeto, foi realizado um estudo anatémico, morfolégico e fisioldgico da SCP, incluindo
vias aferentes e eferentes, circuitos neuronais, sistemas de analgesia e estudos ligados a sua
estimulacao elétrica, com o intuito de estabelecer uma reviséo literaria sobre essa area
mesencefalica. Foram feitas pesquisas em bancos de dados, como PubMed e Scielo, analise
de artigos e trabalhos para reunir os dados em uma revisdo bibliografica. O projeto,
desenvolvido com o objetivo de investigar os papéis patofisiolégicos da SCP, visa esclarecer
aspectos como: 0s circuitos neuronais que envolvem a SCP, sua ligagdo com outras areas
encefalicas como o nudcleo da rafe e o corpo amigdaloide e as rela¢cdes dor-medo e dor-
prazer. Para este estudo, foram utilizados cortes coronais do cérebro e mesencéfalo,
impregnados com a técnica histoquimica de Mulligan para um estudo anatémico
macrometrico e micrométrico da SCP.
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. In the period of aging changes in cognitive performance is normal, however, when there is a
cognitive impairment greater than expected for their age and level of education, without
compromising the development of everyday social life, has a case of mild cognitive impairment
(MCI). People with MCI may remain or return to the normal along time, but more than half will
progress to dementia within five years. The acetylcholine activity in the brain is terminated by
the hydrolytic action of cholinesterases (ChEs), including Butyrylcholinesterase. Inhibitors of
these enzymes have been developed to increase the activity of cholinergic neurons in patients
with some dementias. This aim of this study was verify if there is difference in
Butyrylcholinesterase activity between patients with mild cognitive impairment and controls.
This study was conducted according to the Declaration of Helsinki and informed consent was
obtained from each patient or the responsible caregivers. Enzyme activity was measured in
plasma using absorbance method. The Butyrylcholinesterase activity was measured in 10
patients and 15 controls, and was no significant difference in activity between these two
groups (t=0,4306; p=0,6708). Is known that Butyrylcholinesterase activity can to be changed in
some types of dementia like alzheimer disease or dementia with lewy bodies, how the most
cases of mild cognitive impairment will evolue to some dementia, is important investigate if
there is change in Butyrylcholinesterase activity still in this phase. Our results showed that
there no difference in enzyme activity between patients and controls, however, the small
sample can justify this result. More analyzes has been done in the bigger sample by our
research group.
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Giardia intestinalis € um protozoario flagelado, anaerébio microaerdfilo estrito, pertencente a
ordem Diplomonadida e considerado um dos mais antigos eucariotos. O ciclo de vida do
parasito inclui dois estégios, a forma infectiva (cisto) e a forma proliferativa (trofozoito), sendo
um dos agentes causadores da diarreia do viajante. Nas Ultimas décadas, vesiculas
extracelulares tém sido reconhecidas como mediadoras de comunicagdes intercelulares em
eucariotos e procariotos. As diferentes vesiculas que as células podem liberar incluem:
microvesiculas (MVs) usualmente referem-se aquelas maiores de 100 nm em didmetro e sédo
derivadas da membrana plasmética; pequenas vesiculas ou exossomas (40 -100 nm)
originadas de membranas endoplasmicas; e grandes particulas, maiores que 1.5 um,
contendo material nuclear sdo mais conhecidas como corpos apoptoticos. Na interacao de
parasitas com hospedeiros, um mecanismo de evasdo parasitaria poderia ser resultante da
liberacdo de vesiculas que poderiam proteger os patdgenos dos efeitos da imunidade inata. O
trabalho objetiva caracterizar as MVs de trofozoitos de G. intestinalis e seu processo de
liberacdo em diferentes condigbes. Também serd avaliada a presenca de RNA nas MVs
isoladas de G. intestinalis. No presente trabalho temos visto que trofozoitos de Giardia
intestinalis sdo altamente responsivos a condicfes experimentais. Parasitas incubados com
meio de cultura de TSY a ph 3.0 e pH 8.0 em presenc¢a de Ca++ 1 mM, vesiculam no minimo
3 ou 4 vezes mais que parasitas incubados sem Ca++ ou incubados com EGTA, um quelante
desse cation. Trofozoitos induzidos a diferenciacdo para cistos durante 24 horas in vitro,
também foram capazes de liberar microvesiculas indicando que Giardia intestinalis libera
microvesiculas durante todo o ciclo de vida. Analises do conteudo de &cidos nucleicos das
microvesiculas tém mostrado que elas conttm RNA, sendo estes presentes em uma
guantidade consideravel (670 ng) ao se comparar com a quantidade de RNA total (1820 ng),
apresentado por 1x10° parasitas. A andlise do RNA sugere principalmente presenca de Micro
RNAs ou pequenos RNAs. O nosso laboratério estd interessado em caracterizar 0s
mecanismos de liberacdo de microvesiculas por parte do parasita e entender como as
microvesiculas contendo RNA estariam afetando a imunidade inata e interagindo com a célula
hospedeira.
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Breast cancer comprises a wide range of diseases which represents the most common
invasive cancer in women. They're mostly result of an addition of genetic and epigenetic
changes leading to the development of regional invasion and distant metastases, as the latest
add up to 90% of cancer death. Previous studies indicate that increased metalloproteinases
expression, such as MMP-2 and MMP-9, is induced through fibronectin treatment and may
play an important role in cancer metastasis and therefore cancer mortality. Our recent studies
have shown that fibronectin-induced MMP-2 expression is transient and related to its gene
demethylation, which is highest after 12 hours and decreases after 24 hours possibly due to
fibronectin degradation by MMP2 protein. The aim of this study was to confirm the previous
experiments, treating MCF7 cells for 24 hours with medium renewal after 12 hours in order to
elucidate the ex-vivo degradation time of fibronectin by MCF7 cells and whether changing the
medium may maintain or intensify the MMP-2 expression. MCF7 cells were grown in four
different treatment groups. Group 1 was not treated with fibronectin, the others were treated
with fibronectin 30 pg/mL. Group two was treated for 12 hours, group three for 24 hours
without medium change and group four for 24 hours with medium change. All treated groups
had their RNA and DNA extracted, as well as supernatant reserved. RNA was converted into
cDNA in order to evaluate MMP2 expression, the supernatant was used to test the MMP2
activity through zymography and DNA was reserved for future epigenetic pattern analysis. RT-
PCR analysis showed that the treatment with fibronectin induced the MCF7 cells to express
MMP2 and the zymogram revealed the expressed MMP2 to be functional. Our results
confirmed that MMP2 expression upon fibronectin treatment is greatly increased, although
further experiments, such as methylation pattern analysis, are needed to indicate the
fibronectin ex-vivo degradation time, whether cells suffer important influence from its
degradation metabolites and if changing culture medium is enough to maintain the previously
observed epigenetic alterations.
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Background: Human respiratory syncytial virus (hRSV) is an important cause of acute
respiratory infections. It is highly prevalent among children until two years old, and usually
associated with bronchiolitis and pneumonia. The hRSV, a paramyxovirus class, has a single
strand RNA with 10 genes, which codifies 11 proteins. An important factor that contributes to
hRSV outbreaks is the surface proteins F and G, which are responsible for entry and
dissemination of virus in the host cells. This study reports genetic variability, clinical and
epidemiological profile of hRSV detected in pediatric patients hospitalized at a referral
academic hospital, Southern Brazil. Methods: This cross-sectional study included pediatric
patients attending from July 2011 to May 2013. Clinical, demographic, and epidemiological
data were evaluated by review of medical records. hRSV positive samples were analyzed by
conventional RT-PCR to amplify the G and F genes, and subtyping was carried out by
nucleotide sequencing. Results: A total of 74 (65.5%) hRSV positive were analyzed, being 59
(79.8%) type A and 15 (20.2%) type B. Fifty-three (71.6%) of them were viral mono-infection,
and 21 (28.4%) were co-infection. The median age was 5.8 month (IQR 1.7-12.0), and 54%
were female. No co-morbidities was found among the study population. Fever, respiratory
distress, oxygen therapy and antibiotic use were reported for the majority of patients, none
needed intensive care, and no patient died. Up to the time were found two samples of type B
with inserts of 60 nucleotides, correlating with the genotype BA and a sample of The group
showing insertion of nucleotides, not related. Conclusion: It was not observed association
between the presence of HRSV mono- or co-infection or viral genotype with disease severity.
The data is an important role to guide the prioritization of research into novel antiviral
therapies, and in the implementation of preventive measures to avoid the nosocomial spread
of this pathogen.

Palavras-chave: Human respiratory syncytial virus, molecular epidemiology, G glycoprotein,
genetic variability.
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Obesidade é definida como a presenca excessiva de tecido adiposo no organismo com
potencial para acarretar sérios problemas a saude. O interesse para melhor entendimento dos
mecanismos envolvidos na sua etiologia cresceu em razdo do aumento na prevaléncia do
excesso de peso na populacdo mundial, que ja configura como um problema de saude
publica. Pela sua natureza multifatorial, pesquisas recentes mostram que a obesidade pode
ser uma condicao resultante de uma predisposicdo genética em um ambiente promotor da
doenca. A enzima butirilcolinesterase (BChE), codificada pelo gene BCHE, tem sido
associada com obesidade pelo seu provavel envolvimento no metabolismo de lipideos, ja que
estudos verificaram que individuos obesos tendem a apresentar atividade aumentada dessa
enzima. Os polimorfismos -116G>A (rs1126680), 1615G>A (rs1803274) e 1914A>G (rs3495)
do gene BCHE estao associados com maior variancia de IMC e menor atividade enzimatica.
O presente trabalho investigou o efeito conjunto das variantes -116A, 1615A e 1914G, sobre a
atividade enzimética da BChE, IMC e perfil lipidico em amostras de 165 mulheres obesas
(IMC = 30 kg/m?) e de um grupo controle de 59 mulheres ndo obesas (IMC < 25 kg/m?)
provenientes da regido Sul do Brasil. A genotipagem das variantes alélicas dos sitios
polimorficos 116G>A e 1615G>A foi realizada por TagMan SNP genotyping Assay PCR e do
sitio 1914A>G por PCR-RFLP. N&o foram encontradas diferencas nas frequéncias alélicas e
genotipicas entre o grupo controle e o grupo de individuos obesos estudado. Dentre as
variantes -116A, 1615A e 1914G a variante 1914G nao altera significativamente a atividade
da BChE enquanto portadores das variantes -116A e/ou 1615A apresentam menor atividade
dessa enzima (p = 0,03 e p = 0,000008, respectivamente). Valores de IMC ndo séo
influenciados pela presenca da variante 1914G, mas pela presenca da variante 1615A, que
por sua vez também apresentou-se associada com menor nivel de colesterol total em obesos
(p = 0,046). Obesas com genotipo homozigoto para a variante 1914G apresentaram menor
concentracdo de triglicerideos quando comparadas com genotipo usual 1914AA (p = 0,049)
indicando que a presenca dessa variante pode estar influenciando a concentracdo de
triglicerideos.
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O veneno das aranhas do género Loxosceles € composto por uma mistura de toxinas,
essencialmente proteinas e peptideos de baixo massa molecular (5 a 40 kDa), com diversas
atividades bioquimicas e bioldgicas. Através da analise do transcriptoma da glandula de
veneno de Loxosceles intermedia foram revelados transcritos com notavel similaridade a
peptideos descritos como LiTx, pertencentes a familia dos peptideos ICK (“Inhibitor Cystine
Knot”). Esses peptideos possuem um motivo estrutural conservado composto por residuos de
cisteina e pontes dissulfeto que formam uma estrutura semelhante a um no. Devido a sua
acao sobre canais ibnicos dependentes de voltagem de insetos, os peptideos ICK tornaram-
se foco de estudos biotecnoldgicos. Um peptideo ICK presente no veneno de L. intermedia,
descrito como U2-SCRTX-Lilb, foi produzido de forma recombinante em cepas de bactéria e
de Pichia pastoris, entretanto sua atividade bioldgica néo foi detectada. Com o objetivo de
obter a sua forma recombinante sollvel e ativa foi realizada a clonagem e expressdo de uma
forma mutada do peptideo, denominada como U2-SCRTX-S5Y, em Pichia pastoris X-33. O
peptideo produzido ndo apresentou atividade in vivo ou in vitro e analises por meio de SDS-
PAGE e western blotting indicaram dobramento inadequado do mesmo. Devido ao resultado
mencionado, outra forma modificada do peptideo U2-SCRTX-Lilb foi produzida, com a cauda
de histidina em posicdo N-terminal e auséncia do epitopo c-Myc (U2-SCRTX-N-his).
Novamente, nenhuma atividade biologica foi comprovada em ensaios de microinjecdo em
insetos e de citotoxicidade em células em cultura. Foi observado ainda que os peptideos
encontravam-se glicosilados (O-glicosilagdo), o que poderia interferir na interacdo dos
mesmos com o receptor de modo a alterar a atividade. Dessa forma, novos modelos de
expressao heterdloga deverdo ser testados a fim de se obter o peptideo em conformacédo
nativa, para caracterizacdo de sua atividade biologica.

Palavras-chave: peptideo ICK, notina, veneno, aranha-marrom, toxina, Loxosceles.
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O glioblastoma multiforme refere-se a forma mais agressiva dos canceres do sistema nervoso
central, fato corroborado pelos altos indices de mortalidade. Este cenario revela a ineficiéncia
da terapéutica atual que é baseada no uso do quimioterapico temozolomida seguido de
radioterapia. Dessa forma, faz-se necessario elucidar processos celulares envolvidos na
resisténcia das células de glioma aos tratamentos atuais. O objetivo deste trabalho é avaliar a
acdo do hexahidroxitrifenileno (HTF) no processo de autofagia em células de glioblastoma
humano da linhagem U87MG. A viabilidade das células foi avaliada pelo método de MTT
utilizando as concentracdes de 10 e 25 pM de HTF, nos tempos de 12, 24 e 48 h. Observou-
se que no tempo de 12h o HTF néo diminuiu a viabilidade celular em nenhuma das
concentracdes utilizadas. No tempo de 24h, observou-se que o tratamento com HTF na
concentracao de 25 pM reduz em 22% a viabilidade das células U87MG, enquanto no tempo
de 48 h a reducéao de viabilidade promovida pelo HTF foi de 37% utilizando a concentracdo de
10 uM e de 57% utilizando a concentragéo de 25 pM. A avaliagdo das proteinas LC3 | e I,
marcadoras da autofagia, foi realizada por western blotting. No tempo de 12 horas observou-
se aumento na expressdo dessas proteinas apos o tratamento com HTF em ambas as
concentracdes. Em 24 horas foi possivel observar uma diminuicdo na expresséo de LC3 1 e Il
em ambas as concentracdes utilizadas, sendo que no tempo de 48 h,utilizando a
concentracdo de HTF de 25 pM, a diminui¢cdo de expressao de LC3 foi ainda mais evidente.
Esses dados sugerem que a autofagia pode desempenhar um papel promotor de tumor na
linhagem U87MG, sendo necessarias mais investigacdes para caracterizar o papel desse
processo celular na resisténcia das células de glioma as terapéuticas anticancer.
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Pseudoreplication is a widely discussed topic in the scientific community. Its principal critique
concerns the lack of independence in flawed experimental designs and the use of inferential
statistics to test the hypothesis of such experiments. Thirty years after its appearance, it
remains misunderstood by many researchers, including ecotoxicologists. In this work, we will
try to clarify some of its concepts by filling in what seems to be a gap in the terminology of
manipulative experiments. We propose the term experimental medium to refer strictly to the
relevant spatial scale of the experiment, in order to preserve the specificity of the experimental
and observational units, and to display pseudoreplication as a kind of misinterpretation and/or
misanalysis of inferential statistics. A classification of the types of experimental designs in
ecotoxicology is offered and the problems in using inferential statistics in suboptimal designs
are discussed. With this work, we hope to shed some light on such a classic topic for
ecotoxicologists.

Palavras-chave: pseudoreplication, biomarker, ecotoxicology, bioassay, experimental unit,
statistical independence.
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Dps (DNA binding protein from starved cell) form a distinct group within the ferritin superfamily.
All Dps members are composed of 12 identical subunits that assemble into a conserved
spherical protein shell. Dps oxidize Fe2+ in a conserved ferroxidase center located at the
interface between monomers, the product of the reaction Fe3+, is then stored inside the
protein shell in the form of non-reactive insoluble Fe203. The Campylobacter jejuni Dps
(CiDps) has been reported to play a plethora of functions, such as DNA binding and
protection, iron storage, survival in response to hydrogen peroxide and sulfatide binding.
CjDps is also important during biofilm formation and cecal colonization in poultry. In order to
facilitate in vitro studies with CjDps it is important to have a simple and reproducible protocol
for protein purification. Here we observed that CjDps has an unusual high melting
temperature. We exploited this property for protein purification by introducing a thermal
treatment step which allowed achieving homogeneity by using only two chromatographic
steps. Gel filtration chromatography, circular dichroism, mass spectrometry, DNA-binding and
iron oxidation analysis confirmed that the CjDps structure and function were preserved.

Palavras-chave: C. jejuni, Dps, DNA interaction.
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